
406 CHEMOT HERAPY APR. 1989

Staphyloooecus aureusに 対 す るcefpiramideと cefotetanの 併 用 効 果
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(昭和63年10月21日 受付)

Methicillin感 受 性(MSSA)お よび耐 性Staphylococcus aureus (MRSA)に 対 す るcefpiramide

(CPM)とcefotetan(CTT)のinvitro併 用 効 果 を検 討 した。Checkerboard dilution method

に よ る併 用 効 果 の検討 で は,両 剤 は 中 等 度耐 性,高 度 耐 性MRSAに 対 して 良 好 な 相 乗効 果 を示 し,

殺 菌 曲 線 に おけ る検 討 で も相 乗 的 に作 用 した。 さ らにCPM,CTT両 剤 の存 在 下 で 生 育 した 菌 は

autolysisし やす い こ とが 認 め られ,こ れ らが 相 乗 効果 を示 す 原 因 と考 え られ たO
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近 年,methic illin耐 性Staphylococcus aureus (MR-

SA)に よ る感 染 症 が 増加 し,院 内感 染 を 含 め 臨 床 上 問

題 とな っ て い る1,2)。Cephalosporin系 抗 生 物 質 で あ る

cefpiramide (CPM)は,い わ ゆ る第3世 代 セ フ ェ ム剤

の中 で も Saureusを 含 め た グ ラ ム 陽 性 菌,お よ び

Pseudomonas aeruginosaを 含 め た グ ラ ム陰 性 細 菌 に

幅 広 い 抗 菌 活性 を示 す こ とが 知 られ る8)。 また,cepha-

mycin系 抗 生 物 質 で あ るcefotetan (CTT)はSaureus

に 対 す る抗菌 力 は弱 い が,グ ラム陰 性 菌 に 抗 菌 活性 を示

し各 種 β-lactamaseに 対 して極 め て 安 定 で あ る こ とが

知 られ る4)。 両 剤 は 体 内 動態 が優 れ,ヒ トで の血 中半 減

期 がCPMは 約4.5時 間,CTTは 約3時 間 と 持 続 的

に働 く5,6)。一 般 に感 染 症 に 有効 な 薬 剤 の 選択 には まず

抗 菌 力 が 重 視 され るが,臨 床 上 の有 効 性 は薬 剤 の病 巣 へ

の移 行 性 と持続 性 に大 き く左 右 され る こ と も知 られ て い

るoそ こで 我 々 はpenicillin-binding Proteins (PBPs)

に対 す る親 和 性 様式 が 異 な りか つ,代 表 的 血 中 半 減期 の

長 い β-lactam剤 であ る両 剤 の併 用 の可 能 性 を 考 え,ま

ずinvitmで のmethicillin-susceptible S.aureus

(MSSA),MRSAに 対 す る併 用効 果 を検 討 し た の で 報

告 す る。

1.実 験 材 料 お よび 方 法

1.菌 株

1985～1986年 に 分 離 され た 当実 験 施 設 保 存 の 臨床 分

離MRSAお よび対 照 と してMSSAで あ るMS353株

お よびpenicillinase 産 生 プ ラ ス ミ ドpMS 96を 用 い

た 。

2-薬 剤

Cefpiramide (CPM, 住 友製 薬),cefotetan (CTT,

山之 内製 薬),methicmin (DMPPC, 万 有 製 薬),cefo-

taxime (CTX, 中 外製 薬)を 使 用 した。

3.最 小 発 育 阻 止 濃 度 (MIC)の 測 定

MICの 測定 は ブ ロー ス希 釈 法 で行 な った。Sensitivity

testbroth(STB,ニ ッ ス イ)で37℃-夜 静 置培養 した

菌 液 を 同培 地 を用 い て希 釈 し,薬 剤 含 有STBに 約105

CFU-m1に な る よ うに接 種 した。37℃,18時 間 培養後,

肉眼 で菌 の発 育 の 見 られ な い 最 小 濃度 をMICと した。

4.併 用 効 果 の判 定

併 用 効 果 は checkerboard dilution method に よ り検

討 し7) fractional inhibitory concentration (FIC) index

を 次 式 に よっ て 求 め,判 定 基 準 は 以 下 の ように した。

FICindex=

併用時の CPMの MIC

/単独時のC PMの MIC
+
併用時 のCTTの MIC

/単独時 のCTTの MIC

FIC index≦0.5 相 乗

0.5< FIC index≦ 1-0 相 加

1.0< FIC index≦ 2-0 無 関 係

2.0< FIC index拮 抗

5.殺 菌 曲線に及ぼす影響

STBを 用 いて37℃ 終夜培養した被検菌を104CFU-

mlに な るようにSTBに 接種 し,37℃2時 間培養後,

薬剤を作用させ経時的に生菌数を測定した。薬剤濃度は
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最小Flcindexを 与 え る濃 度 を 用 い た。

6.Autolysisに 及 ぼ す 影 響

QURoNFLEH et al.の 方 法 に 準 じて行 な った8)。す な わ

ち一定濃 度 の薬剤 を含 有 す るSTBで37℃24時 間 培 養 し

た菌液 を, 10mM phosphate buffer (pH7.0) で1回 集

菌洗浄後,同 バ ッフ ァー に懸 濁 し,O.D.600nm (optic-

al density)が 約0.5に な る よ うに調 整 後 BIOSCREEN

C (Labsystems, JAPAN) を 用 い て0.D, を経 時 的

に計測 し菌 の autolysisを 観 察 した 。 薬 剤 は 最 小 FIC

index近 傍 で菌 の生 育 の 観 察 され た濃 度,す な わ ちMS

16005株 に はCPM,CTTと も に1.56μg/ml (1-16

MIC), 3.13μg-ml (1-8MIC)各 濃 度 の 薬 剤 を,MS

16009株 に はCPM1.56μg-ml (1/32MIC),3.13μg/

ml (1-16 MIC),CTT3,13μg/ml (1/32 MIC), 6.25

μg-ml (1/16 MIC)各 濃 度 の薬 剤 を 単 剤 お よび併 用 で作

用 させ た 。

II. 実 験 結 果

1. CPMとCTTの 併 用 効 果

Table 1. Antibacterial activity of CPM, CTT and other cephalosporins

against methicillin-susceptible and -resistant S. aureus

a

: penicillinase  production.
b : determined by broth dilution method.

Table 2. Effect of combination of CPM with CTT against

methicillin-susceptible and-resistant S. aureus

a : determined by checkerboard dilution method.
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MSSAの 代 表 と し てMS353株 お よび penicillinase

(PCase)産 生 プ ラス ミ ドを保 有 す るMS353/pMS96を

用 い た。MRSA はDMPPC のMIC が6.25～400

μg/mlの もの を 中等 度 耐 性 ,DMPPC のMICが ≧400

μg/mlの もの を 高 度 耐 性 と分 類 し, そ れ ぞれ5株 ず つ 使

用 した 。PCaseの 確 認 は ニ トロセ フ ィン(Glaxo)を 用

い て確 認 した。 これ らの 菌株 に 対 す るCPM, CTT.

DMPPC, CTXのMICを Table 1に 示 し, 各株 の最

小FICindexと そ の と き のCPM,CTTの 濃 度 を

Table2に 示 した 。

MSSAで あ るMS353, お よびPCase産 生菌MS

353/ p MS96に 対す る CPMと CTTの FICi ndex

は, それ ぞ れ0.5,0.375と 相 乗 効 果 を示 した。CPMお

よびCTTの 中等 度 耐 性MRSAに 対 す るFICindex

は0.281～0.375, 高 度 耐 性MRSAに 対 す るFIC

indexは0.188～0.500と いず れ も良好 な相 乗 効 果 を 示

した 。 中 等度 耐 性,高 度耐 性MRSAに お いて, 両 薬 剤

間 で拮 抗 作用 は観 察 され ず, また PCase の有 無 に よ る

FICindexの 顕 緒 な 差 も認 め られ な か った。

2.殺 菌 曲線 に及 ぼ す影 響

中等 度 耐 性PCase産 生MRSAで あ るMS 16005

株,お よび 高 度耐 性 PCase産 生MRSAのMS 16009

株 に対 す るCPM, CTTのchec kerboardの 結 果 を

Fig. 1に 示 した。 これ ら両株 に対 す るCPM, CTT併 用

時 の殺 菌 力 を経 時 的 に検 討 した (Fig.2)。

Ms16005株 にcTT3.13μg/ml (1/8Mlc)単 独 で

作 用 させ た 時 に は,菌 の減 少 は 認 め られ なか っ た が,

cPM6.25μg/ml (1/4Mlc)にCTT3.13μg/mlを

同時 に作 用 す る と よ り逮 や か に 殺 菌 が起 こ った。MS

1600g株 にCPMを6.25μg/ml(1/8MIC)単 独 で,

あ るい はCTT6,25μg/ml (1/16MIC)単 独 でそれぞれ

作用 させ た とき には 菌 の減 少 は 観 察 され な か ったが,両

剤 を 同 時 に併 用 す る こ とに よ り菌 の減 少 が観 察 された。

3. Auto1ysis の観 察

材 料 お よび 方 法 に配 載 した方 法 に よ り,MS16005株,

MS 16009株 にCPM, CTTを 作 用 させ た ときのauto-

lysisを 観 察 した(Fig.3)。MS 16005株 にCPMを 単独

で1.56μg/ml (1/16Mlc),3.13μg/ml (1/8MIC)作

用 させ た と きに は,コ ン トロー ル とほ ぼ 同 程度 の速 さで

溶 菌 した 。CTTを 単 独 で1.56μg/ml (1/16MIC)作 用

させ た と きに は コ ン トロー ル よ りも約2倍 程度 速 く溶菌

し,3.13μg/ml (1/8MIC)作 用 させ た と きには約3倍

程 度 速 く溶 菌 した 。CPMとCTTを そ れ ぞれ の濃度 で

併 用 した とき には,CTTの 濃 度 に 依 存 しCTT単 独 で

作 用 させ た とき と同 程 度 の速 さで 溶菌 した 。

ま た,MS16009株 にCPMを1.56μg/ml (1/32

MIC),3.13μg/ml (1/16MIC)単 独 で作 用 させ た とき

に は,コ ン トロー ル と 同程 度 の 速 さ で 溶 菌 した。CTT

単 独 で3,13μg/ml (1/32MIc),α25μg/ml (1/16

MIC)作 用 させ た とき には コ ン トロ ール よ りも約2倍 程

度 速 く溶菌 した。CPMとCTTを それ ぞれ の濃 度で併

用 す る と,CTT単 独 で作 用 させ た と き と同程度 の速さ

で溶 菌 した。

以 上 の よ うに,CPM,CTT併 用 時 に はMS16005,

MS 16009両 株 に お い てautolysisし や す くな ることが

見 いだ され た 。

MS 16005 MS 16009

Fig. 1. Combination effect of CPM and CTT against methicillin-resistant S. aureus

(checkerboard dilution method)
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MS 16005 MS 16009

Fig. 2. Bactericidal activity of CPM in combination with CTT against

methicillin-resistant S. aureus

III. 考 察

MRSA は感受 性 株 に は な く,β-lactam剤 に親 和 性 の

低い,新 しいペ ニ シ リン結 合蛋 白質(PBP-2')を 産 生 し

てい るため に 耐 性化 して い る と 考 え られ てお り9,10), こ

のPBPは 種 々の条 件 で 培 養す る こ とに よ り誘 導 的 に産

生 され るこ とが 明 らか に され て い る11)。 このMRSAに

対す る β-lactam剤 との 併用 に関 す る臨 床 的 あ るい は実

験的報告が 数多 く報 告 され てい る12～14}。今 回 我 々は 体 内

動態 の優れ たcephalosporin系 抗 生 物 質 で あ るCPMと

cephamycin系 抗 生物 質 で あ るCTTの 併 用 効 果 を 検 討

した。

CPMとCTTの 併 用 は,MSSA,中 等 度 耐性MRSA,

高度耐性MRSAい ず れ にお い て も 良好 な 相 乗 効 果 を

示 し,殺 菌 作用 の 効 果 にお いて も それ が 観 察 され た

(Table2,Fig.2)。

このCPMとCTTの 相 乗 効 果 は,MSSAに お い て も

見 いだ され た こ とか らPBP-2'以 外 の 作用 点 が なん らか

のかた ちで関与 して い る と考 え られ る。Escherichia coli

におけ る β-lactam 剤 の併 用 の研 究 で は,異 な る致 死 タ

ーゲッ トPBPsに 同 時 に作 用 す る こ とに よ り,殺 菌 力,

溶菌力が増 強 され る こ とが 知 られ て お り15,16),CPMと

CTTの 併用 時 に も こ の よ う な 作 用 がS.aureusの

PBPsに 対 して起 っている可能性が考えられる。MRSA

に 対 する相乗効果 に つい て も,こ のMSSAで の メ

カニズムが関与 して いることが考えられるが,こ の他

にMRSAの 耐性に 大きく寄与すると考 えられている

PBP-2'に 対 してCPMとCTTが どのように作用 して

いるか,さ らにはCPMのMRSAに 対する短時間での

作用をみるとsub-MIC濃 度でも殺菌的に作用すること

(未発表データ),S.aurmsの 産生する PCaseと の両剤

の酵素学的な相互作用,PCaseの 発 現に及ぼす影響等の

諸影響が,ど のように両剤の相乗効果に関与 しているの

かについて,今 後 さらに詳細な検討が必要であると考え

ている。

また,両 剤併用時に生育した菌のautolysisを 観察 し

たところ,コ ントロールに比べ菌が溶菌 しやすくなって

いることが判明した(Fig.3)。

QURONFLEH等 はMRSAに 対 してDMPPCが autoly-

sisし やすく作用するのはPBP-4の 阻害により2次 的

架橋構築が 阻害されることによるこ とを示唆 している

が8},種 々の条件がautolysisに 影響を与えることも報告

されている11)。CPMとCTTの 併用時に生育 した菌を

被検菌としてMICを 測定すると,autolysisの 起 りやす

い条件で生育した場合は,薬 剤を作用させていない場合
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MS16005 MS16009

Fig. 3. Autolysis of methicillin-resistant S. aureus in the presence of CPM and CTT

に比べてCPMのMIC値 が低下 していたこと(未 発表

データ)か ら,両 剤の併用によりもたらされるautoly-

sisし やすくなる現象はMRSAの 感受性化を引き起 し

ており,上 述 したPBP-4の 阻害の関与の可能性を含め

今後の検討が必要であると考えている。

当報告においてCPMとCTTがin vitroでMRSA

に対 して相乗効果を現わすことを示 した。MRSAは 条

件によりPBP-2'の 誘導の度合が異なるためすぐに臨床

での有用性を予測できないが,MRSAに おいても血中

半減期,組 織移行性が良好な場合にはin vitroで 予想さ

れる以上の効果がin vivoで 得 られることが報告されて

いること1?)や,ま たin vitroで 相乗効果が得られても

in vivoで 相乗効果が現われるのに必要な濃度を充分に

維持できない薬剤が多い中で,両 剤の併用はその優れた

体内動態からこの条件を最も良 く満たす β-lactam剤 の

組合せであると考えられること等から,両 剤併用の臨床

上での有用性が期待される。
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COMBINATION EFFECT OF CEFPIRAMIDE AND CEFOTETAN

AGAINST STAPHYLOCOCCUS AUREUS

MASATO WATANABE and Susumu MITSUHASHI

Episome Institute, Fujimi-mura, Seta-gun, Gunma, Japan

MATSUHISA INOUE

Laboratory of Drug Resistance in Bacteria, School of
Medicine, Gunma University

We studied the in vitro antibacterial activity of cefpiramide (CPM) in combination with cefotetan

(CTT) against methicillin-susceptible (MSSA) and -resistant (MRSA) Staphylococcus aureus, using
the checkerboard dilution method. The combination with CPM and CTT showed good synergistic
activity against moderately and highly resistant MRSA strains and also synergistic bactericidal activity.
The MRSA strains grown in the presence of both CPM and CTT were autolyzed easily, and these
results may represent the synergistic activity.


