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ア ミノ配 糖 体 系 抗 生 物 質(AGs)で あ るnetilmicin(NTL)お よ びisepamicin(ISP)と β-ラ

クタ ム系 抗 生 物 質(β-lactams)で あ るflomoxef(FMOX)お よ びimipenem/cilastatin sodium

(IPM/CS)のEscherichia coli,Serratia mamscens,Pseudomonas aerugimsaお よびmethicillin

耐性Staphylococcus aureusに 対 す るin vitroで のそ れ ぞ れ の 抗 菌 力 お よびAGsと β-lactams

との併 用 効 果 を検 討 し,以 下 の 成 績 を 得 た 。

1. E.coliに 対 して,い ず れ の薬 剤 と も単 独 で優 れ た 抗 菌 力 を示 した 。

2. Checker-board dilution methodに よ り併 用 効果 を検 討 した 結 果,い ず れ の薬 剤 の組 み 合 わ

せ もす べ て の 菌 種 に対 して 抗菌 力 の 増 強 を 示 し,拮 抗 作 用 は 認 め られ な か った。特 に,S.marcescens

に対 して著 明 な 相 乗 作 用 が 認 め られ,ISPとFMOXで はminimum-FIC indexが 平 均0.272と

優 れ て いた 。

3. S.marcescensの 増 殖 曲 線 に 及 ぼ す 影 響 を検 討 し た 結 果,そ れ ぞれ 単 独 で静 菌 的 な 作 用 を 示

す 薬剤 濃 度 で併 用 す る と,い ず れ の 組 み合 わ せ も殺 菌 的 に 作用 し,特 にISPとFMOXが 優 れ た

併 用 効 果 を示 した。

4. 位 相 差 顕 微 鏡 に てS.marcescensに 対 す る形 態 変 化 を観 察 した 結 果,AGs単 独 で は 対 照 と

ほ ぼ 同様 な 形 態 が,FMOXで は菌 体 の著 しい伸 長 化 が,IPM/CSで は球 状 化 が 観 察 され た。AGs

とFMOX併 用 時 に は菌 体 は若 干 伸 長 化 し,溶 菌 像 や菌 体 の一 部 が 空 胞 化 した 像 を 認 め た。AGsと

IPM/CS併 用 時 に球 状化 した一 部 の菌 体 は膨 化 し,溶 菌 像 や 菌 体 の一 部 が空 胞 化 した 像 を 認 め た 。
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作用機序の異なるアミノ配糖体系抗生物質(AGs)と

β-ラクタム系抗生物質(β-lactams)と の併用は,抗 菌

スペクトルの拡大,抗 菌力の増強,起 炎菌の耐性化の防

止,副 作用の軽減などの目的で,臨 床的に広 く行なわれ

ている。また,基 礎的検討において,種 々のグラム陰性

桿菌に対して協力作用を認める報告1～4)も多い。

近年,感 染症の起炎菌には変貌がみられ,グ ラム陰性

桿菌検出の割合が増加傾向にある一方で,1980年 代 の

第3世 代のセフェム系抗生物質の導入に関係があると考

えられる腸球菌,Staphylococcus aureusな どのグラ

ム陽性球菌が再び増加する傾向5)もみられる。

このような起炎菌の変貌に対応すべ く化学療法剤の開

発 の進 歩 も著 しい 。な か で も,新 しい タ イ プ の β-lactams

で あ る オ キサ セ フ ェム系 お よ び カ ルバ ペ ネ ム系 抗 生 物 質

が注 目され て い る。 しか しこれ ら の新 しい抗 生 物 質 に お

い て も,1剤 のみ の 効 果 は 絶 対的 な も の では な く,臨 床

上 重症 感 染症 あ るい は 難 治 性 感 染症 な どに併 用 療 法 を 余

儀 な く され る場 合 もあ る。

今 回 我 々は,オ キ サ セ フ ェム系 抗 生 物 質 と し てflo-

moxef6),カ ル バ ペ ネ ム系抗 生 物 質 と し てimipenem/

cilastatin sodium7),併 用 薬 剤 のAGsと してnetilmi-

cinお よびisepamicinを 選 び,こ れ ら 薬 剤 間 のin

uitroに お け る併 用 効 果 を 臨 床 分離 のEscherichia coli

Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa お

* 滋賀県甲賀郡水口町笹が丘1-4
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よ びmethicillin耐 性 Staphylococcus aureus につ い

て検討した。

I.材 料および方法

1.使 用 薬 剤

Netilmicin(NTL,シ ェ リ ン グ ・プ ラ ウ株 式 会 社),

isepamicin(ISP,シ ェ リ ン グ ープ ラ ウ株 式 会 社,東 洋

醸 造 株 式 会 社),nomoxef(FMOX,塩 野 義 製 薬 株 式 会

社),imipenem/cilastatin sodium(IPM/cs,萬 有 製 薬

株 式 会 社)の い ず れ も力 価 の 明 らか な も の を使 用 した。

2.使 用 菌 株

京都薬科大学微生物学教室保存の臨床分離株 Escheri-

chia coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aerugi-

nosa 各20株 および昭和大学藤 ヶ丘病院保存のmethi-

ciUin耐 性 Staphylococcus aureits (MRSA)10株 を用い

た 。

3.抗 菌 力 測定

日本 化学 療 法 学 会 感受 性 測 定 法8》に従 って 測 定 した 。

す な わ ち,SCD液 体 培 地(SCD,大 五 栄 養)で37℃,

一 夜 培 養 した 被 験 菌 を,薬 剤 含 有heart infusion agar

(HIA,栄 研)平 板 上 に106ま た は108cfu/m1接 種 し,

37℃,18時 間 培 養 後,最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIc,μg/ml)

を求 め た。

4.併 用 効 果

(1)Checker-board dilution methodに よ る併 用 効

果 の検 討

AGsお よび β-lactamsを 種 々の濃 度 に 含 ませ たHIA

平 板 培 地 を作 成 し,接 種 菌 数108cfu/mlのMICを 求 め

た 。 これ ら の結 果 か らminimum fractional inhibitory

concentration index(min-FIC index)を 求 め た 。min-

FIC indexが0.5以 下 で あ れ ば 相 乗 作 用(synergy)が,

0.5よ り大 き く1.0以 下 で あ れ ば 部 分 的 相 乗作用(par-

tial synergy)が あ る と した 。 ま た,1.0よ り大 き く20

以 下 で あれ ば 不 関(indifference)と し,2.0よ り大きけ

れ ば 拮 抗 作用(antagonism)が あ る と した 。

(2)増 殖 曲線 に対 す る 影 響

被 験 菌 に はchecker-board dilution methodに よる併

用 効 果 の検 討 に お い て著 明 な相 乗 作 用 が 認 め られ たS

marcescensの うち既 報1,6,7)で種 々検 討 したT-55株 を用

い た 。SCDで37℃,一 夜 培 養 した被 験 菌 液 をheartin-

fusion broth (HIB)で 約105cfu/mlに 希 釈後 ,37℃ で

2時 間 振 湯 培 養 を行 な い,菌 数 が 約107cfu/mlと なった

対 数 増殖 期 の 菌 液 に 各 濃 度 の 薬 剤 を 添 加 し,薬 剤添加

1,2お よび4時 間 後 の生 菌 数 を測 定 した 。

(3)位 相 差 顕 微 鏡 に よ る形 態 観 察

ス ライ ドグ ラス 上 に薬 剤 を含 ん だHIAフ ィルム寒天

を作 成 し,S.marcescens T-55をHIBで 約3時 間振壷

培 養 を行 な った対 数 増 殖 期 の菌 液 をHIAフ ィル ム寒天

に塗 沫 し,パ ラ フ ィンで 封 入 した 。 この 標本 を37℃ 保

温 下,位 相 差 顕 微 鏡(オ リンパ ス)に よ り経 時的 に観察

した 。

II.結 果

1.使 用菌株の感受性

E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa およびMRSA

の接 種 菌 数106ま た は108cfu/mlに お け るNTL,ISP,

FMOXお よびIPM/CS単 独 のMIC80をTable1に 示

した 。

(1)E.coli

NTL,ISP,FMOXお よびIPM/CSの108cfu/ml接

種 時 にお け るMIC80は そ れ ぞ れ3.13,3.13,0.10お よ

び0.20μg/mlと い ず れ も優 れ た 抗 菌 力 を示 した。

Table 1. Susceptibility of clinical isolates to aminoglycosides and ƒÀ-lactams

NTL: netilmicin, 1SP: isepamicin, FMOX: flomoxef, IPM/CS: imipenem/cilastatin sodium
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Table 2. Combined effects of aminoglycosides and ƒÀ-lactams against clinical isolates

NTL: netilmicin, ISP: isepamicin, FMOX: flomoxef, IPM/CS: imipenem/cilastatin sodium

(2) S.marcescens

108cfu/ml接 種 時 に お け るMIC80は,IPM/CSで は

3.13μg/mlと 優 れ た抗 菌 力 を 示 した 。ISPお よ びNTL

は それ ぞ れ6.25お よび12.5μg/mlと 比 較 的 強 い 抗菌

力 を示 した が,FMOXで は100μg/mlと 抗 菌 力 は 弱 か

った。

(3) P.aeruginosa

NTLお よびIPM/CSが 優 れ た 抗 菌 力 を示 し,い ず れ

のMIC80(108cfu/ml)も3.13μg/mlで あ っ た。ISPで

は6.25μg/mlで あ った が,FMOXで は108お よび106

cfu/ml接 種 時 い ずれ に お い て もMIC80は100μg/ml以

上 とほ とん ど感 受 性 を 示 さな か った 。

(4) MRSA

いず れ の 薬 剤 に対 して も 感 受 性 が 弱 く,MIC80(108

cfu/ml)はNTLで25μg/ml ,ISPお よ びIPM/CSで

50μg/ml,FMOXで100μg/mlで あ った 。

2. Checker-board dilution methodに よ る併 用 効果

の検 討

被 験菌 に対 す るAGsと β-lactamsと の 併用 効 果 に つ

い て,checker-board dilution methodに よ り求 め た

min-FIC indexをTable2に 示 した 。

(1) E.coli

IPM/CSとAGsの 組み合わせが良く,特 にIPM/CS

とISPで はmin-FIC indexの 平均は0.627と 優れて

いた。いずれの組み合わせも,す べての株において拮抗

作用は認められなかった。

(2) S.marcescens
FMOXとAGsの 組 み 合わ せ に お い て 優 れ た 併 用

効果 が 認 め られ た 。FMOXとNTLと の併 用 で は平 均

min-FIC indexは0.288で あ り,FMOXとISPの

併用 に お い て はす べ ての 株 に相 乗 作用 が 認 め られ,平 均

min-FIC indexは0.272で あ った。 ま た,IPM/CSと

ISPあ る い はNTLと の 組 み 合 わ せ に お い て も平均

min-FIC indexは0.450あ る い は0.561で あ り,す べ

て の株 に対 して協 力 作 用 を 示 した 。

(3) P.aeruginosa
IPM/CSとAGsの 組み合わせにおいて比較的良好な

併用効果がみられ,IPM/CSとISPで は試験 した株の
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Fig. 1. Bactericidal effect of netilmicin, isepamicin, flomoxef and 
imipenem/cilastatin sodium alone against Serratia marcescens 
T-55

85%に 協 力作用(う ち相乗作用20%)が,IPM/CSと

NTLで は95%に 協力作用(う ち相乗作用25%)が 認

められた。FMOXとAGsで は部分的相乗作用は認めら

れたものの,相 乗作用は認められなかった。

(4)MRSA

FMOXとAGsの 組み合わせにおいてすべての株に

対 して協力作用が,ま たIPM/CSとAGsの 組み合わせ

においても90%の 株 に協力作用が認められた。

3.増 殖曲線に対する影響

SmamsceN3T-55に 対 して,AGsと β-lactamsを そ

れぞれ単独または併用 して作用させた場合の増殖曲線に

及ぼす影響を生菌数測定により検討 した。Fig.1に 示 し

たように,単独作用時にはISPお よびNTLは それぞれ

濃度に依存して生菌数が減少 し,1時 間後から顕著な殺

菌作用が見られ,そ の効果はFMOXあ るいはIPM/CS

よ りも強かった。次に,単 独作用時には静菌的あるいは

やや増加傾向を示す濃度のAGsと β-lactamsを 併用さ

せた時の増殖曲線をFig.2に 示 した。 いずれの組み合

わせにおいても併用効果が認められ,特 にFMOXと

AGsと の組み合わせが優れていた。なかでも,FMOX

とISPの 組み合わせは,薬 剤作用後2時 間で生菌数は

開始時の1,000分 の1以 下に減少 した。

4.位 相差顕微鏡による形態観察

S.marcescm3T-55に 対 して単独でそれぞれ静菌的作

用を示す濃度のAGsと β-lactamsを それぞれ単独また

は併用 して作用させた場合の形態変化を位相差顕微鏡に

より観察 し,薬 剤作用4時 間後の結果をFig.3に 示 し

た。対照では,時 間の経過と共に正常に増殖 していく像

が観察された。AGs作 用時には対照とほとんど同様の

形態が観察され,FMOX作 用時には菌体の著 しい伸長

化が,IPM/CSで は菌体の球状化が認められた。一方,

AGsとFMOX併 用時には菌体が若干伸長し,溶 菌像

や菌体の一部が空胞化 した像が見られた。 また,AGsと

IPM/CS併 用時には球状化した菌が膨化 し,溶 菌像や菌

体の一部が空胞化 した像が観察された。 このような形態

変化の観察結果からもAGsと β-lactamsと の間の協力

作用を確認することができた。

III.考 察

最近の β-lactamsの 開発の進歩は著 しく,従 来のペニ

シリン系 ・セフェム系に加えてオキサセフェム系 ・カル
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netilmicin and flomoxef netilmicin and imipenem cilastatin sodium

isepamicin and flomoxef isepamicin and imipenem cilastatin sodium

NTL: netilmicin, FMOX: flomexef, IPM/CS: imipenem/cilastatin sodium, 
ISP: isepamicin 

Fig.2. Bactericidal effect of netilmicin, isepamicin, flomoxef and 

imipenem/cilastatin sodium in combination against Serratia 

m arcescens T-55

バペ ネ ム系 な ど新 しい タイ プ の薬 剤 が 登 場 し,注 目 され

てい る。

FMOXは,好 気 性 ・嫌 気 性 を問 わ ず グラ ム陽 性 菌 お

よび グラ ム陰 性 菌 に幅 広 い抗 菌 ス ベ ク トル を有 す るオ キ

サ セ フ ェム系抗 生 物 質 で あ る。特 に,MRSAに 対 し既 存

のセ フェム系 抗 生 物 質 よ り強 い抗 菌 力 を示 す 反 面 セ ラ

チ ア属 に 対す る抗 菌 力 は 比 較 的 弱 く,緑 膿 菌 に は抗 菌 力

をほ とん ど示 さ な い6)と 報 告 され て い る。

本実 験 に お い て も 同 様 の 結 果 が 得 られ たが,MRSA

に対す る 抗 菌 力 は,同 時 に 試験 したAGsあ る い は

IPM/CSの 抗 菌 力 に は 及ば なか った。

FMOXとAGsと の併 用 で は,S.marcescensに 対 し

て優れ た 併用 効 果 を示 し,特 に,FMOXとISPと の組

み 合わ せ に お い ては 試 験 した す べ て の 株 に対 してmin-

FIC index 0.5以 下 と優 れ た相 乗 作 用 が 認 め られ た。 こ

の時 の薬 剤 の配 合比 を調 べ た 結 果,FMOXとNTLの

場 合1:32～32:1,FMOXとISPの 場 合1:64～64:1

の付近 に 協 力作 用 を示 す 株 が 多 く見 られ た 。S.malus-

cmsの 増 殖 曲 線 に 及 ぼ す 影 響 を検 討 した結 果,checker-

board dilution methodに よる結 果 と同様 にFMOXと

AGs(特 にISP)と の 組 み 合わ せ にお い て優 れ た併 用 効

果 が認 め られ た 。

IPM/CSは,imipenemが 腎 の 酵 素dehydropepti-

dase-1に よ り代 謝 を受 け 不 活 性 化 され る こ と よ り,こ

の 不 活性 化 を抑 制 す るcilastatin sodiumを 配 合 した薬

剤9)で あ る。 嫌 気 性 を 含 む グラ ム陽性 菌 お よび グ ラム陰

性 菌 に 対 し広 範 な抗 菌 スペ ク トル を 有 し,特 に,黄 色 ブ

ドウ球 菌,腸 球 菌,緑 膿 菌 お よびBacteroides fradilisに

対 しceftizoxime,cefoperazone等 の 第3世 代 セ フ ェム

系 抗 生 物 質 よ りも強 い抗 菌 力 を 示 す と報 告7,10)さ れ て い

る。

本 実験 に お い て も,IPM/CSはE.coli,S.marces-

cens,P.aeruginosaに 対 し優 れ た 抗 菌 力 を示 した 。 ま

た,MRSAに 対 して はFMOXよ り強 い 抗 菌 力 を 示 し

た 。

IPM/CSとAGsと の 併用 で は,試 験 した い ず れ の 菌
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FMOX : flomoxef, IPnl'CS : imipenem/cilastatin sodium, NTL : netilmicin , 
ISP : icepamicin 

Fig. 3. Phase-contrast micrographs of Serratia marcescens T-55 

 exposed to aminoglycosides and i3-Iactams for 4 hours

種 に 対 して も 単剤 に比 べ抗 菌 力 は増 し,平 均min―FIC

indexも0.45～0.75の 範 囲 に あ り 良 好 で あ った 。 ま

た,ST〃1α κ65c伽sに 対 す る薬 剤 の配 合 比 を調 べ た 結 果,

IPM/csとNTLの 場 合1:64～1:2,IPM/csとIsP

の 場 合1=1～1;32付 近 に 協力 作 用 を 示 す 株 が 多 く見

られ たQ

S.marcescensT-55に 対 す る 位 相 差 顕 微鏡 に よ る形 態

観 察 を 行 な っ た結 果,FMOXが 菌 体 を フ ィ ラ メ ン ト化

す る の とは 対 照 的 にIPM/CSは 菌 体 を 球 状 化 した 。 こ

れ は グ ラ ム陰 性菌 の ペ ニ シ リン結 合 蛋 白(PBPs)に 対

して,FMOXは 隔 壁 形 成 に関 与 す るPBP-3に 強 い結

合 親 和 性 を 示 すHlが,IPMICSは 桿 菌 の 形態 保 持 に 関 係

す るPBP-2,細 胞 の 伸 長 時 の ム レ イ ド架 橋 に必 要 な

PBP-1Aお よび1Bに 強 い親 和 性 を 有 す る12[た め と考

え られ る。 ま た,AGsと 併 用 した場 合,FMOXあ るい

はIPM/CSに よ り菌 体 が 伸 長 化 あ る い は 球 状 化 す る と

と もに,膜 の透 過 性 が 変 化 してAGsの 作 用 を受 け や す

くな り,菌 体 の 一部 空 胞 化,さ ら には 溶 菌 に 至 る と考 え

られ る。

グ ラム 陰 性 桿 菌 お よ びMRSAに 対 す るAGsと β-lac-

tamsと の 加 び'〃oの 併 用 効 果 に つ い て 検 討 した 結 果,

い ず れ の 菌 種 に 対 して も相 乗 作 用 あ る い は 協 力 作 用 が 認

め られ,拮 抗 作 用 は 認 め られ なか った 。 特 にS.marces-

c8η5に 対 してFMOXとISPま た はNTLと の 併 用 に

お い て強 い 相 乗 作用 を 示 した こ とは,臨 床 の場 にお いて

も これ ら薬 剤 の 併 用 に よ る有 用 性 が 期 待 され る もの と考

え られ る。
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IN VITRO SYNERGISTIC EFFECT OF 

AMINOGLYCOSIDES AND ƒÀ-LACTAMS

HIROSHI KAMI, TAKESHI SHIBAHARA, HIROCHIKA MATSUSHIMA 
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1-4 Sasagaoka, Minakuchi-cho, Kouga-Gun, Shiga 528, Japan

TAKESHI NISHINO 

Department of Microbiology, Kyoto Pharmaceutical University

The in vitro combined action of aminoglycosides (AGs), isepamicin (ISP) or netilmicin (NTL), 

with ƒÀ-lactams, flomoxef (FMOX) or imipenem/cilastatin sodium (IPM/CS), was studied against 

Escherichia coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa and methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus. The following results were obtained: 

1. The antibacterial activity of each antibiotic by itself against E. coli was strong. 

2. Synergistic action of ISP or NTL with FMOX or IPM/CS was observed in all bacteria, especially 

S. marcescens. The combination of ISP with FMOX was most effective (mean minimum FIC index: 

0.272). 

3. With each combination bactericidal activity was observed in S. marcescens T-55 at concentrations 

in which the respective drugs alone showed only bacteriostatic activity. 

4. Phase-contrast microscopic observation of S. marcescens T-55 demonstrated that the bacterial 

cells treated with FMOX showed a filament-like form, those treated with IPM/CS a spherical form 

and those treated with ISP or NTL almost a normal form. With each combination lysed cells were 

observed.




