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ア ミノ配 糖 体 系 抗 生 物 質 で あ るnetilmlcin(NTL)と, latamoxef (LMOX), cefoperazone

(CPZ), ceftizoxime (CZX), cefmenoxime (CMX) お よび cefiazidime (CAZ) o Escherichia coli,

Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa お よび Moraxella (Branhamella) catarrhalis に

対 す るin vitroに お け る抗 菌 活 性 お よび 併用 効 果 を検 討 し,以 下 の成 績 を得 た。

1. E.coliお よびM.(B.)catarrhalis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. checkerboard dilution methodに よ り併 用 効 果 を 検 討 した 結 果,S.marcescensお よびP.

aeruginosaに 対 して いず れ の組 み 合 わせ も著 明な 相 乗 作用 が 認 め られ た。

3. S.marcescensお よびP.aeruginosaの 増 殖 曲 線 に 及 ぼす 影 響 を 検 討 した 結 果,NTLとLMOX

あ るい はCAZを そ れ ぞ れ 単 独 で 静菌 的 な 作 用 を示 す 濃 度 で併 用 す る と,そ れ ぞ れ 殺菌 的 に 作 用 し

た。

4. P.aeruginosaに 対 す る形態 変化 を位 相 差 顕 微 鏡 に て観 察 した 結果,NTL単 独 では 対 照 とほ

ぼ 同様 な形 態 が,LMOXあ るい はCAZ単 独 で は菌 体 の著 しい 伸 長化 が 観 察 さ れ た 。NTLと

LMOXあ るい はCAZ併 用 時 に は いず れ も菌 体 は若 干 伸 長 化 し,溶 菌 像 や 菌 体 の 一部 に空 胞 を認 め

た。
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陰 性 菌

抗 菌 薬 の 併 用 は,抗 菌 ス ペ ク トル の拡 大,両 薬 剤 間 の

協 力 作 用,起 炎 菌 の耐 性化 の 防止,副 作 用 の軽 減 な どの

目的 で,種 々 検 討 され て い る。 特 に,β-ラ ク タ ム系抗 生

物 質 と ア ミ ノ配 糖 体 系 抗 生 物質 との併 用 では,種 々の グ

ラ ム陰 性桿 菌 に 対 して 広 く協 力 作 用 が 認 め られ,臨 床 的

に も広 く応 用 され て い る1～6)。

しか し,一 方 で はgentamicinと β-ラ ク タ ム系 抗 生

物 質 との併 用 に よ りgentamicinが 不 活 性 化 され,拮 抗

作 用 を示 す な ど7,8),使 用 す る薬 剤 の組 み 合 わ せ あ るい は

対 象 とな る感 染 症 に よ っ て は,併 用 す る こ とに よ りか え

っ て単 剤 を用 い た場 合 よ り効 果 が 減 弱 した り,副 作 用 が

増強 され た りす る可 能 性 が あ る9～11)。

今 回我 々 は,ア ミノ 配 糖 体 系 抗 生 物 質 と してnetil-

micinを,併 用 薬 剤 と して 第3世 代 セ フ ェ ム系 抗 生 物 質

で あ るlatamoxef, cefoperazone, ceftizoxime, cef-

menoximeお よびceftazidimeを 選 び,こ れ ら薬 剤 間

のin vitroに お け る併 用 効 果 に つ い て検 討 した 。 被験

菌には Escherichia coli, Serratia marcescens,

Pseudomonas aeruginosa お よび近年,呼 吸器感染症

で注 目 され て い る Moraxella (Branhamella) catar-

rhalisを 用 い, checkerboard dilution methoc に よ り

FIC indexを 求 め た。 また,併 用 効 果 を 認 め た 組 み 合

わ せ の うち 代 表 的 な ものに つ い て 増 殖 曲線 に 対 す る 影

響,お よび 位 相 差顕 微 鏡 に よ る形 態 変 化 の 観察 を行 な っ

た 。

I. 材 料 お よび 方 法

1. 使 用薬

netilmicin(NTL,エ ッセ クス 日本 株 式 会 社),lata-

moxef(LMOX,塩 野 義 製 薬 株 式 会 社),cefoperazone

(CPZ,台 糖 フ ァイ ザ ー株 式 会 社),ceftizoxime(CZX,

藤 沢 薬 品 株 式 会 社),cefmenoxime(CMX,武 田薬 品 株

式 会 社)お よびceftazidime(CAZ,日 本 グ ラ ク ソ株 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

* 滋賀県甲賀郡水 口町笹が丘1-4
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京 都薬科大学 徽生物学教室保存の臨 床 分離株Escheri-

chia coil, Serratia marcescens, Psewlom(mus acing-

inosa各20株 お よび Moraxe (Branhainclla) ra-

tarrhalis19株 を川 い た。

3. 抗 菌 力測 定

日本 化学 療 法学 会 感 受性 測定 法12)に 従 っ て 測定 した。

す な わ ち,被 験 菌 をSCD液 体培 地(SCD,大 五栄 養)

で37℃,18時 間 培 養 後,薬 剤 含 有heart infusion agal-

(HIA,栄 研)平 板 上に 接 種 し,37℃,18時 間 培 養後,

最 小 発 育 阻 止濃 度(MIC,μg/ml)を 判定 した。 な お,

M.(B.)catarrhalisの 平板 培 地 に は,HIAに 馬 脱 繊 維

素血 液 を5%添 加 した チ ョコ レー ト寒 天培 地 を川 いた 。

4. checkerboard dilution mcthodに よる 併用 効 果 の

検 討

NTLと 第3世 代 セ フ ェム 系抗 生物 質(CEPs)と を 併

用 した場 合 の 協力 作 用 に つ い て,chcckcrboard dilution

methodに よ り 検 討 した 。 す な わ ち,NTLお よ び

CEPsを 種 々の濃 度 に 含 ませ たHIA平 板 培 地 を 作成 し,

接 種菌 数108 cells/mlのMICを 判 定 した。 これ らの結

果 から minimum fractional inhibitory concentration

index(min.FICindex)を 求 め た。min.FIC index

が1.0以 下 で あれ ぽ両 薬 剤 間 に 協 力 作用 が,0.5以 下 で

あれ ば 著 明 な相 乗 作 用 が,ま た,2.0よ り大 きけ れ ば 拮

抗 作 用 が あ る と した。 な お,効 果 のな い もの は 不関 と

た 。

5. 増 殖 曲 線 に 対 す る影 響

S.marcescens T-55お よ びP.aeruginosa E-2を

SCDで37℃,18時 間 前培 養 し,こ の菌 液 をheart

infusion broth(HIB)で 約105 cells/mlに 希 釈 後,37℃

で2時 間 振 盪 培 養 を 行 な い,菌 数 が 約107 cells/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。

6. 位相 差顕徴鏡 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,HIBで 約3時 間振鯖培養 を行 なった 対数増

殖期の菌液 をHIAフ ィルム寒 天に塗抹 し,パ ラフィン

で封 人工た。 この標 本を37℃ 保温下,位 相差顕微鏡

(ホ リンパ ス)に よ り縄時的 に観察 した。

II. 結 果

1. 使用菌株の感受性

NTL, LMOX, CPZ, CZX, CMXお よびCAZそ れ

ぞれ 単独の E.roli, S. marcescens, P. aeruginosa およ

びM.(B.)catarrhalisに 対 す る,接 種 菌数106お よ

び108 cells/mlに お け る 各薬 剤 のMIC90をTablo 1に

示 した。

(1) E.coli

CPZで は108 cells/ml按 種 時 に,800μg/mlの 濃 度で

も感 受 性 を 示 さな い 株 が 存 在 した が,NTL,LMOX,

CAZ,CZXお よびCMXは,全 て の 株 に 縛 して いずれ

も優 れ た抗 菌 力 を示 した 。

(2) S.marcescens

CPZで は108 cells/ml接 種時 に800μg/mlで あ って も

被験20株 中4株 の増 殖 を認 めMIC駒 は800μg/ml以

上 と な っ た。 一 方CAZで はMIC締 が0.78μg/ml

(106お よび108 cclls/ml接 種時)と,全 て の 採 に対 して

優 れ た 抗 菌 力 を 示 した 。 他 の 薬 剤 のMIC90(108 cells/

ml)は,NTL, LMOX, CZX, CMXで そ れ ぞ れ

12.5, 3.13, 6.25, 1.56μg/mlで あ っ た 。

(3) P.aerugino5a

NTLお よびCAZが 比 較 的 強 い抗 菌 力 を示 し,い ず

Table 1. Susceptibility of clinical isolates to netilmicin and cephems
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Fig. 1. Combination effect of netilmicin and ceftazidime against Pseudornonas aeruginosa No. 49

FTC index =
MIC of netilmicin in combination

/ MIC of netilmicin alone
+

MIC of ceftazidime in combination

MIC of ceftazidime alone

min. FIC index(*)=0.125

Table 2. Combined effects of netilmicin and cephems against clinical isolates

* : cephems
** : min. FIC index of 1 strain (***)
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ね もMIC90(108cells/ml)は3.13μg/mlで あ っ た。 他

の 藁 剤 で は,CPZで25μg/ml, LMOXお よ びCMX

で50μg/ml, CZXでmOμg/mlで あ った。

(4) M.(B.)catarrhalis

LMOXが 最 も 優 れ た 抗 菌 力 な 示 しMIC90(108

cells/ml)は0.025μg/ml以 下で あ った。CAZが 次 に強

い 抗 菌 力な 示 し,MIC90は0.2μg/mlで,以 下NTLと

ぐZXが 同 等 で0.39μg/ml,CMXが1.56μg/ml,

CPZが12.5μg/mlと,い すれ の 薬 剤 も優 れ た抗 菌 力を

示 した。

2. chockerboard dilution methodに よ る併 用 効 果 の

検 討

試 験 菌 に 対す るNTLとCEPs5剤 との併 川 効 果 に つ

い て,checkerboard dilulion methodに よ り試 験 を 行な

った 。P.aeruginosaに 対 す る成 績 の一 部 をFig.1に 示

し,ま た,こ れ らの 成 績 よ り求 め たmin.FIC indcx

を,Table 2に 示 した。

(1) E. coli

LMOX, CZX, CMXお よびCAZは それ ぞ れ 単 独 で

も 良 好 な抗 菌 力 を示 す が,NTLと の併 用 に よ りさ らに

効 果 が増 し,9596の 株 に対 して協 力 作用 を認 め た 。CPZ

に お い て は,抗 菌 力 は 単 独 では 他 の4剤 に 劣 る が,

NTLと の 併 用 に よ り平 均min.FIC indexは0.374と

抗 菌 力 は著 し く増 強 され,す べ て の株 に対 して 協力 作 用

を認 め た。

(2) S. marcescens

全 ての 組 み合わせ に 優れた 併用効果が 認め られ た。

NTLとCPZと では95%,LMOXお よびCZXで は

80%の 株 に対 して著明な相乗作用が認め られ た。

(3) P. aeruginosa

いず れ の 組 み 育 わせ に お い て も,全 て の 株 に 雄 して協

力 作 用 な示 し,80%以 上の 株 に 対 して 著 明 な相 乗効果

を認 め た。 用 い たCEPs 5剤 は,い ずれ もNTLと の併

用 に よる 平均min.FIC indexは0.342～0.416と 優れ

た 併用 効 果 を示 した。

(4) M.(B.)calarrhalis

CPZお よびCAZが 併 用 に よ り,全 て の株 に対 して協

力作 用 な 示 した。LMOXに お い て は,単 独 で強 い抗菌

力を 示 す た め,本 実験 で 実 施 したLMOXお よびNTL

0.025μg/ml以 上の濃 度 の 併 用 で 協 力作 用 を認 め た株は

1株 以 上 であ った が,LMOXを 含 め い ずれ の 薬 剤も

NTLと の 併 用 に よ り間抗 作 用 を 示 した株 は 認め られな

か った

3. 増 殖 曲 線 に対 す る影 響

S.marcescens T 55お よびP.aeruginosa E-2に 対し

て,NTLとLMOXあ る いはCAZを それ ぞ れ単独又

は 併 用 して作 用 させ た場 合 カ増 留曲 線 に 及 ほ す 影響 を,

生 菌 数 測 定 に よ り検 討 した 。Fig.2お よび3に 示 したよ

うに,単 独 作 用 時 に は,S.marcescens T-55お よびP.

aeruginosa E-2に 対 して,NTLは 濃 度 に 依 存 して生菌

数 が 減 少 し,顕 著 な 殺菌 作 用 が 見 られ,そ の効 果は比較

薬 と して用 い たLMOXお よびCAZ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NTLとLMOXあ るい はCAZを 併 用 させる

と,Fig.4お よ び5に 示 した よ うにS.marcescens T-55

お よびP.aeruginosa E-2に 擁 して い ずれ も殺 菌的に作

用 し,両 組 み 合 わ せ と も同 等 の 協 力 作 用 を認 あ た。

4. 位 相 差 顕 微 鏡 に よ る形態 観 察

P.aeruginosa E-2に 対 して。単 独 で は それ ぞ れ静菌的

作 用 を示 す 濃 度 のNTLとLNIOXあ る いはCAZを そ

NTL LMOX CAZ

Fig. 2. Bactericidal effect of netilmicin, latamoxef and ceftazidime against Serratia marcescens T-55
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NTL LMOX CAZ

Fig. 3. Bactericidal cffect of netilmicin, latamoxef and ceftazidime against Pseudomonas aeruginosa E-2

NTL and LMOX NTL and CAZ

Fig. 4. Bactericidal effect of netilmicin, latamoxef and ceftazidime, alone and in combination,

against Serratia marcescens T-55

れそれ単独又は併 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 した。 そ の結果をFig.6お よ

び7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。LMOXあ るいはCAZ作 用

時には共 に菌体 の 著 しい伸長化が 認め られたが,NTL

作用時には対照 とほ とん ど同様の形態 が観察 された。一

方,Fig.6に 示 した様に,NTL(0.39μg/ml)とLMO

Xあ るいはCAZ併 用時にはいずれ も菌体が若干伸長

し,溶 菌像や菌体の一部 が空胞化 した像が見 られた。 ま

た,Fig.7に 示 した様 に,NTL(1.56μg/ml)とLMO

Xあ るいはCAZ併 用時には,NTL単 用時 とほぼ同様

の形態 が観 察 され た 。

III. 考 察

ア ミノ配 糖 体 系 抗 生物 質 と β-ラ クタ ム系抗 生物 質 と

の 協 力作 用 に つ い て は,こ れ ま で 数 多 くの 報告 が あ

る1～6)。特 に,S.marcescensお よび,P.aeruginosaに 対

して 多 く試 み られ て い る。

ア ミノ配 糖 体 系 抗 生物 質 と β-ラ クタ ム系抗 生物 質 と

の 協力 作 用 の機 序 と して は,β-ラ ク タ ム系 抗生 物 質 に よ

り細 胞 壁 が 傷 害 を 受 け,ア ミノ配 糖 体 系 抗 生物 質 に 対

す る 透 過 性 の バ リヤ ーが 除 か れ るた め と 考 え られ て い

る 13, 14)

。
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NTI. and I.MOX NTL and CAZ

Fig. 5. Bactericidal effect of Netilmicin, latamoxef and ccitazidime, alone and in combination,

against Pseudomonas aeruginosa E-2

しか し,そ の一 方 で,MCLAUGIILINら71は あ る条 件 下

で ア ミノ塘 部 分 と か ラ クタ ム環 とが 結 合す る こ とに よ

りcarbenicillinに よ るgcntamicinの 不 活性 化 が 起 こ

る こ とを 報 告 し,in vivoで の拮 抗 作 川 の 出 現 す る 可能

性 を 指 摘 して い る。 また,S. marcescensの 臨 床分 離 株 に

対 す る ア ミノ配 糖 体 系抗 生物 質 とセ フ ァマ イ シ ン系抗 生

物 質 との 併用 に お い ては 協力 作 用 と共 に 拮 抗 作用 が 現わ

れ た と い う報 告 もあ る11)

今 回 我 々 は,E.coli,S.marcescens, p.aeruginosa

お よび 呼 吸 器 感 染症 で 注 目され て い るM.(B.)catarr-

halisに 対 して,ア ミノ配 糖 体 系 抗 生物 質 で あ るNTL

と第3世 代CEPsで あ るLMOX,CPZ,CZX,CMZお

よびCAZと の5通 りの組 み 合わ せ につ い てin vitroに

おけ る併 用 効 果 を検 討 した。

M.(B.)catarrhalisは,従 来上 気 道 の常 在 菌 と され,

一 般 に非 病 原 性 と考 え られ て い た。1981年 松 本 ら151は,

本 菌 が 呼吸 器 感 染 症 の 起 炎 菌 で あ る こ とを指 摘 し,以 来

本 菌 の検 出頻 度 は年 々増 加 傾 向 に あ り,現 在 で はHae-

mopmus influenzae, Streptococcus pneumoniaeお よび

P.aeruginosaと と もに 起 炎 菌 の上 位 を 占め て い る芸6}。

ま た,本 菌 は 単 独 感 染 の み な らず 複 数菌 感 染 も多 い と さ

れ,特 に,Hinfluenzaeと の 共 存性 が 高 い こ とが 示 唆 さ

れ て い る17)。 さ ら に,本 菌 の 約90%が β-lactamaseを

産 生 し,本 菌 とHlinfluenzaeと の混 合感 染 時 等,本 菌

の 産 生 した β-lactamaseに よ る 抗 菌 剤 の 不 活 性 化 が 指

摘 され てい る19)。

本検討で用いた抗 菌剤6剤 はいずれ もM.(B.)cafa-

rrhalisに 対 して優れた抗菌 力を示 し,NTLとCEPs5

剤 との併用にお いては協力作用 は弱 い ものの,拮 抗作用

を認め るものはな く,M.(B.)calarzhalisを 含む綾数菌

感染時 に も応用可能 と考え られ た.

E.COliに 対 して も,各 薬剤単独 で優れ た 抗菌力を示

し,併 用 によ りさらに抗菌力は増 した。

S.marcescensお よびP.aeruginosaは,現 在,難 治性

感染症 および院内感染症 などの起炎菌 として検出されて

いる。本検討で用いた第3世 代CEPsお よびア ミノ配糖

体系抗生物質は,こ れ ら起 炎菌 に よる感染症 に対 して頻

繁 に用 いられ ている。本検討 では,S.marcescensお よび

P.aeruginosaに 対 してそれぞれ単独で 比較的強 い抗菌

力を示 したが,NTLと これ ら5剤 の併用に より,抗 菌

力は さらに増 強 し,い ずれの組み合わせにおいても,今

回使用 した全菌株に対 して拮抗作用は認め られず,優 れ

た併用効果 を示 したの また,NTLとLMOXあ るいは

CAZに つい て,増 殖曲線に及ぼす影響 を検討 した結果,

併用に よる効果 を確認 した。 さらに,位 相差顕微鏡によ

り菌の形態 を観察 した結果,併 用 による明 らか な形態上

の変化 を確認 した。 このよ うな変化は,β-ラ クタム系抗

生物質 によ り菌体が伸長化す る とともに,ア ミノ配糖体

系抗生物質 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 るもの と考え られ ている13,1%

薬剤 の組み合わせ と しては,単 独 では比較的抗菌力の

弱か ったCPZがNTLと の併用 に よ り,使 用 した全ての



VOL.37 NO.2 臨床分離株 に対す るNTLとCEPsの 併用 121

Fig. 6. Phase-contrast micrographs of Pseudomonas aeruginosa E-2 exposed to netilmicin, latamoxef, 

ceftazidime and combinations (netilmicin concentration: 0.39 ƒÊg/ml)

「菌株 に協力作用が認め られ,併 用に よる効果 の増強 は最

も優れ ていた。一方,LMOXお よびCAZは 単独 でも強

い抗菌力を示すが,NTLと の併用 に よ り抗菌力 はさら

に増 強され,低 濃度 域で優 れか抗菌汚性 を示 した。また,

この時 の両薬剤 の配合比 を調べた結果,S.marcescensの

場合は,NTLとLMOXで は2:1～1:64,NTLと

CAZで は1:2～1:128の 付近 に,P.aeruginosaの 場

合 は,NTLとLMOXで は128:1～1:1,NTLと

CAZで は1611～1:16の 付 近 に 協 力 作用 を示 す 株 が 多

く見 られ た。

NTLと 第3世 代CEPs5剤 に つ い て そ の併 用 効 果 を

検 討 した 結果,い ず れ の菌 種 に対 して も相 乗 作 用 あ る い
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Fig. 7. Phase-contrast micrographs of Pseudomonas aeruginosa E-2 exposed to netilmicin, latamoxef, 

ceftazidime and combinations (netilmicin concentration : 1. 56 ƒÊg/ml)

は協力作用が認め られたが,本 検討 においては拮 抗作用

は認め られず,NTLと これ らCEPsと の併用 に より優

れた併用効果 を示す ことが示唆され た。
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IN VITRO SYNERGISTIC EFFECT OF

NETILMICIN AND CEPHEMS

HIDEO OTSUKI, HIROSHI KAMI and TAKESHI SHIaAHARA

Research and Development Laboratories, Essex Nippon Kabushiki Kaisha,
1-4, Sasagaolca, Minnkuchi-cho, Kouga-Gun, Shiga 528, Japan
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The combined action of netilmicin (NTL) with latamoxef (LMOX), cefoperazone (CPZ), ceftizoxime

(CZX), cefmenoxime (CMX) or ceftazidlme (CAZ) was studied against Escherichia coil, Serratia
marcescens, Pseudomonas aeruginosa and Moraxella (Branhamella) catarrhalis. The following results
were obtained

1. The antibacterial activity of each antibiotic by itself against E. coil and M.(B.) catarrhalis
was strong.

2. Synergistic action of NTL with each of LMOX, CPZ, CZX, CMX and CAZ was observed on
all bacteria, especially S. marcescens and P. aeruginosa. The combination of NTL with CPZ was
most effective.

3. Bactericidal activity of NTL with LMOX or CAZ was observed on S. marcescens T-55 and P.
aeruginosa E-2 at concentrations in which the respective drugs alone showed only bacteriostatic
activity.

4. Phase-contrast microscopic observation of P. aeruginosa E-2 demonstrated that the bacterial cells
treated with LMOX or CAZ showed a filament-like form and those treated with NTL almost a normal
form. In each combination lysed cells were observed.


