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Monobactam系 抗 生 物 質,aztreonamのin vitroで の 活 性 を 自動 増 殖 解 析 シス テ ム を用 い て検

討 した。 そ の結 果,Pseudomonas aeruginosaを 用 いた 場 合,aztreonamの 存 在 下 で の増 殖 パ タ ー

ンが,対 照 と して 用 い たamikacin, ofloxacinお よびminocyclineと は 明 らか に異 な り,β-ラ クタ

ム系 薬剤 に共 通 の 特 徴 的 な2段 階 増 殖 阻 害 曲 線 を 示 した。 また,Escherichia coliを 用 い た 場 合 に

は,aztreonamは,β-ラ クタ ム系 薬剤 の 中 で も,特 にlatamoxefに 近 い 特 異 な 増 殖 曲 線 を 示 し,

aztreonamは 菌 の伸 長 化 と引 き続 い て起 こす 強 い溶 菌 作 用 を 持つ こ とが 確 認 され た。 これ らの溶 菌

作用 はaztreonam添 加 後,2～3時 間 で起 こ り,ま た,こ れ ら の現 象 は,菌 量 が か な り多 い場 合 で

も観 察 され た。 他 の薬 剤 との 併用,特 に キ ノ ロ ン系 の薬 剤 との相 乗 効 果 も こ の 増 殖 解 析 シス テ ム を

用 い る こ とに よ り.確 認 す る こ とが で き た。
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Aztreonamはmonobactam系 抗 生 物 質 で,構 造 的

には β-ラ ク タ ム環 の1位 にsulfonic acidと2位 に

methyl基 を有 す る こ とを,ま た抗 菌 活 性 の面 か らは 好

気性お よび 通 性嫌 気 性 グ ラ ム陰 性 菌,特 にEscherichia

coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Haemophilus influenzaeやPseudomonas aerugi-

nosa等 に 対 して強 い抗 菌 力 を 示 す が,グ ラム陽 性 菌 や

嫌気性菌 に 対 す る抗 菌 力 は 弱 い こ とを特 徴 と し,従 来 の

β-ラ クタ ム系 抗 生 物 質 とはか な り異 な っ た 作用 を 示 す

ことが 明 らか に さ れ て い る1～8)。

近年 に おけ る 微 生 物 の 最 小 発 育 阻 止 濃 度(Minimum

Inhibitory Concentration, MIC) 等 の 測 定 の た め の機

器 の進 歩 には 著 しい もの が あ る。 これ ら 自動 測 定 機 器 の

使 用は,労 力 の削 減 ば か りで な く,デ ー タ の再 現{生に 優

れ,か つMIC値 の 客 観 的 な 判 定 を も た らす な ど,多 く

の利 点 を生 み 出 して い る。 本 実 験 で は特 に,新 し く開 発

された 微生 物 自動 増 殖 解 析 シス テ ムを 用 い て4,5),aztre-

onamの 抗 菌 作 用 を 解 析 し,そ の 特徴 を 他 の薬 剤 と の比

較 にお い て 明 らか にす る こ とを 目的 と して検 討 した ので

報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用菌 株

臨 床 分 離 のEscherichia coliを5菌 株(千 葉 大 学 医学

部 付 属 病 院 中央 検 査 室 か ら 分 与 され た),お よび 北 里研

究 所 よ り 分与 され た 臨 床 分 離 のPseudomonas aemgi-

nosaを10菌 株 使 用 した 。

2. 使 用 薬 剤

以 下 の使 用 薬 剤 は それ ぞ れ の 原 末 を 用 い た。Amika-

cin (AMK, 明 治製 菓).aztreonam (AZT, ス クイ ブ),

cefsulodin (CFS,日 本 チバ ガ イ ギ ー),cefoPerazone

(CPZ, 台糖 プ アイザ ー), gentamicin (GM, 塩 野 義 製

薬),latamoxef (LMOX, 塩 野 義 製 薬),minocycline

(MINO, 日 本 レ ダ リ ー),onoxacin (OFLX, 第 一

製 薬),piperacillin (PIPC, 三 共)ま たnorfloxacin

(NFLX) につ い て は 合 成 した も の を 使 用 した 。OFLX

お よびNFLXに つ い て は,dimethylsulfoxideに 溶 解

後,等 量 のethanolに 溶 解 し,生 理 食塩 水 で希 釈 して 使

用 した 。AZTは 希 水 酸 化 ナ トリ ウム液 に溶 解 し,ま た

他 の β-ラ クタ ム系 の薬 剤 お よびAMK, GMは 生理 食

塩 水 に 溶 解 し,い ず れ も メ ンブ ラ ンフ ィル ター を通 して

か ら希 釈 して 使 用 した。MINOはmethanolに 溶 解 後,

* 千葉市亥鼻1-8-1
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希 釈 して用 い た 。

3. 濁 度測 定 法 に よる抗 菌 作用 の測 定

被 検 菌200株 の 濁 度 を同 時 に かつ 連 続 的 に 測 定 で き

る微 生 物 全 自動 増 殖 解 析 シス テ ム(Bioscreen C,ラ ポ

シス テ ム ・ジ ャパ ン)を 用 い て行 な った 。 接 種 菌 液 は感

受性 測 定 用 プ ロス(感 性培 地,日 水)で37℃ で18～

22時 間 培 養 した菌 液 を最 終濃 度 が 約1×106/mlに な る

よ うに 滅菌 生 理 食塩 水 で希 釈 して用 いた 。通 常,100穴

の マ イ ク ロプ レー ト2枚 で行 な い,各 ウエ ル に は,あ ら

か じめ2倍 濃 度 に 作製 してお い た 感 性 培 地100μ1に 滅

菌 生 理 食塩 水 で希 釈 した薬 剤50μlお よび菌 液50μlを

加 え,全 量 で,200μlを 含 む よ うに した。 培 養 温度 は

P.aeruginosaお よびE.coliの いず れ の場 合 も,長 期 に

わ た っ て の実験 も考 慮 し,ま た で き るだ け溶 液 の蒸発 を

防 ぐため,主 に30℃ で 行 な った 。 菌 の生 育 の 測定 は

600nmの 波 長 で,通 常20分 間 隔 で48時 間 まで 測定 し

た 。 各増 殖 曲線 は,2～3回 の平 均 を コ ン ピ ュー タ ーで

求 め,そ の結 果 を記 載 した。

4. 併 用 効 果 の測 定

併 用 効果 の測 定 は 同 じ感 性培 地 を用 い,96穴 の マ イ

ク ロプ レー トを用 い たcheckerboard法 に よる様 々な濃

度 の組 合 せ を作 製 して,各 薬 剤 存 在下 で のMICを 測 定

した。 またFractional inhibitory concentration(FIC)

indexは 大 井 らの方 法5)に 従 って 求め た 。

II. 成 績

1. P.aeruginosaの 増 殖 に対 す るAZTの 影 響

P.aeru8inosaに 有 効 と さ れ る β-ラ ク タ ム 系 の

LMOX, CFS, PIPC, CPZお よび キ ノ ロ ン系 のOFLX

さ らに ア ミノ グ リコシ ド系 のAMK,ま た テ トラサ イ ク

リ ン系 のMINOを 用 い てP.aeruginosaの 増 殖 に対 す

る影 響 を,AZTと の比 較 に お い て 検討 した 結 果 を,

Fig.1aか らFig.1hに 示 した。用 いた 菌 株 はP.aeru-

ginosa DDC 022株 で あ る。

各 薬 剤 の最終 濃 度 は50μg/mlか ら0.08μg/mlで あ

る。 こ の濃 度範 囲 内 で 最 も 低 い 濃 度 で48時 間後 ま で

P.aeruginosa DDC 022株 の生 育 を 完 全 に抑 え る作用 を

示 した薬 剤 はOFLX (Fig.1f) で あ っ た。AZT(Fig.1

a)はCFS(Fig.1c)お よびAMK (Fig.1g) と同 様,

次 に強 い作 用 を 示 した 。 しか し,他 の薬 剤 は,こ れ らの

濃 度 で は,そ の増殖 を 完 全 に 抑 え る こ とは で き なか っ

た 。

これ ら薬 剤 存 在 下 で の増 殖 曲線 を 検討 した 結 果,AZT

を含 む β-ラ ク タ ム系 抗 生 物 質 で は増 殖 曲線(Fig.1a-

1e)に 共 通 の パ タ ー ンが 見 られ るこ とが 明 らか に な っ

た 。 す なわ ち,P.aeruginosaの 増 殖 が抑 制 され るい ず

れ の薬剤 濃 度 で も,菌 は 一度 増 殖 を 開 始 し,時 間 の経 過

と共に,そ の増殖が一次的に停 止 した。 さらに時間が経

過す るにつれて,幾 分濁度 が 減 少 す る場 合 も認め られ

た。最終的 には薬剤濃度に よって異 なるが.菌 の増殖が

その まま抑 えられ る場合 と,再 び菌 が増殖 を開始する場

合 に分け られ た。 これ らの現象はAZTを は じめ、5剤

の β-ラクタム剤すべ てに おいて観察 されたo

一方AMK , MINO, OFLX等 では高濃度 の薬剤によ

って完全にその増殖が抑 えられ る場合をのぞいて低い薬

剤濃度 では,菌 は時間の経過 と共に増殖を開始 し,増 殖

が始まれば,そ の程度 が幾分遅 くな るに しても,β-ラ ク

タム剤 のよ うに,2段 階的 な増殖 曲線を示 さなか った。

すなわ ち,こ れ らの薬剤 では,菌 の立ち上がる時間に違

いが見 られ るのが特後であ った。

またAZTを 除 いて,他 の β-ラクタム剤のすべ てにお

いて,最 終の菌 の濁度 は用い る薬剤濃度 には比例 しなか

った。 この現象 ではOFLX(Fig.1f) お よびMINO

(Fig.1h)で も観察 されたが,AMK(Fig.1g)で 臨

最終の濁度は,ほ ぼ用 いる薬剤濃度 に比例 して増加 して

いた。

2. E.coliの 増殖 に対す るAZTの 影響

β-ラクタム系 のLMOX, CPZ, PIPCお よびAMK,

MINO, OFLXのE.coli DDC 002株 の増殖への影響

をAZTと の比較 で,自 動増殖解析 システムで検討 した

結果 をFig.2aか らFig.29に 示 した。 薬剤濃度は

5μg/mlか ら0.008μg/mlま での5段 階 で行な った。そ

の結果,こ れ ら の薬剤濃度ではAZT(Fig.2a)は

LMOX (Fig.2b) およびOFLX(Fig.2e)と 同程度

にE.coliに 対 して 強い作用 を 示 した。AZTは また

LMOXと 同様,高 濃度で類似 した増殖阻害作用を示 し

た。す なわち,高 濃度の薬剤の添 加で臨AZTお よび

LMOXの いずれ にお いて も,菌 は一端増殖 し,そ の後

濁度 は著明に減少す るこ とが観察 された。 したが って,

これ らの薬剤濃度で は,AZTはLMOXと 同様に,強 い

殺菌 作用.結 果的に溶菌 作用 を示す ものと思われた。 し

か し,同 じ濃度 の他の β-ラクタム剤 ではそれ らの作用

は観察で きなかった。 この点 は本株が β-ラクタマーゼ

産生菌(cefinase test陽 性)で あ るとい う ことと関係

が あるもの と思われ る。

3.AZTの 濃度 と添 加時間 による溶菌現象の変化

前 の実験 で,AZTの 強 い溶菌活性が 示唆 された こと

よ り,さ らに 高濃度 のAZTも 含め て,E.coli DDC

002株 に対す る薬剤の添加時間 と溶菌 との関係 を検討 し

た。その結果 をFig.3aか ら3dに 示 した。 まず,初

めか らAZTを 含む系(Fig.3a) では,10μg/mlの

AZT濃 度 でも溶菌 現象が観 察され た。 しか し,時 間の

経過 と共に次第に,そ の作用 が弱 くな る が,AZTが
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a. aztreonam

C. cefsulodin

e. cefoperazone

g. amikacin

b. latamoxef

d. piperacillin

f. ofloxacin

h. minocycline

Fig. 1. Effect of various concentrations of antimicrobial drugs on growth of

Pseudomonas aeruginosa DDC 022

100μg/mlと い う高濃度 であれば濁度が,0.6位 まで増

殖してもそのほ とん どが 溶菌 して し まうこ ともわか っ

た。そ こで100μg/ml濃 度のAZT添 加 に よる増殖 への

影響を検討するために,一 緒に増殖 曲線をま とめた もの

をFig.4に 示 した。 そ の結果 明 らか になった ことは,

AZT添 加後,約2な い し3時 間で,い ずれ の添加時間
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a-aztreonam

c.piperacillin

e.oHoxacin

b.latamoxef

d.cefopeTazone

f.amikacin

g.minocycline

Fig. 2. Effect of various concentrations of antimicrobial drugs on the

growth of Escherichia coli DDC 002

においても溶菌が起 こるこ とが確認 された。

4.キ ノロン系薬剤 とのAZTの 相乗作用

AZTは す でにい くつ かの薬剤 との間で 併用に よ り相

乗 効果 を示す ことが明 らか にされてい る の で,こ こで

は,そ の相乗作用がほ とんど検討 されていないキ ノロン

系の薬剤 であるOFLXお よびNFLXと の併用 を検討

した。まず始めに,96穴 のマイ クロプ レー トを用 いた通

常 のチェ ッカーポー ド法に より,こ れ ら3薬 剤 とAZT

との併用 を検討 した。その結果 のFICindexをTable

1に 示 した。対照 として用いたAMKお よびGMと の

併用では,用 いたほ とん どのPamginosa株 に対 して

相乗効果 を示 したが,MINOと の併用効果は,ほ とんど
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A. addition of aztreonam:0h

c.4h

b.2h

d.6h

Fig. 3. Time course of effect of aztreonam on the growth of

Escherichia coli DDC 002

Fig. 4. Summary of lytic activities of 100 ƒÊg/ml of

aztreonam against Escherichia coli DDC 002.

Aztreonam was added at time indicated

Fig. 5. Combination effect of aztreonam and oflox-

acin against Escherichia coli DDC 002

見 られな か っ た。 キ ノロン系薬剤 とAZTと の併用 で

は,検 討 した半数 以上 の株で相乗効果が認め られた。 ま

たそ のデ ータは示さなか ったが,E.coliで も同 じような

現象が観察 されたので,OFLXと の併用時,比 較的高 い

相乗効果を示 したE.coli DDCOO2株 を用いて,自 動増

殖解析 システムに よるAZTと の相乗作用を検討 した。

その結果,Fig.5に 示 した よ うに,明 らかな相乗効果 を

確認 できたが,こ の相乗 効果 はすべ ての薬剤濃度の組 合

せ では,確 認 できず,比 較的濃度 の 高 い薬剤 同士 の 組

合せ の場合 によ り強 く認 め られ た。 さらに,AZTと

OFLXを 用 いて,そ の相乗作用 におけ る 薬剤の添加の

時間的影響を検討 した。 その結果 はFig.6に 示 したが,

OFLXを 最初 に加えた後 にAZTを 加 えた方が,AZT

とOFLXを 同時に,あ るいはAZTを は じめに加 え後

にOFLXを 後 に添加 した場合 よ りもその効果が強 くな

る傾向が見 られた。

111.考 察

微生物 の増殖曲線は,一 見単純 に見 えるが,そ の中に

は多 くの情報を含んでい る。 今回用 いた微生物 自動増殖

解析 システムは,一 度 に200サ ンプルの試料 の増殖を,

同時に測定,比 較す ることがで きるシステムであ り,ま

た用い る量 も200μlと 少量 で,薬 剤 の感受性 の測定 に
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Table 1. Combination effect of aztreonam and new quinolones in comparison

with that of amikacin, gentamicin and minocycline against clinical

isolates of Pseudomonas aeruginosa

Fig. 6. Drug addition impact on the combination

effect of aztreonam and ofloxacin against Es-

cherichia coli DDC 002

AZT-OFLX: AZT and OFLX were added respe-

ctively 0 and 2 h after incubation.

OFLX-AZT: OFLX or AZT was added 0 or 2 h

after incubation, respectively.

AZT+OFLX: AZT and OFLX were added at 0 h.

は,優 れた効果 を発揮す ることが期待 できる。特 に,同

じ菌株 を用いての薬剤 の感受性の比較には,優 れ ている

といえる。

AZTの 作用の特徴を増 殖阻害 の面か ら検討 した結果,

P.aeruginosaを 用 いた場合 には,他 の β-ラクタム系の

薬剤 も含めて,特 徴的な2段 階増殖 曲線を示す こ とが明

らか とな った。 その理 由として β-ラクタム系 の薬剤 は,

いったん増殖 を開始 してか ら,そ の作用が現れるこ と,

さらに多 くの薬剤が菌 の形態変化 を導 くために,結 果的

に,濁 度で調べ る増殖曲線は,菌 に特徴的 になるもの と

考え られた。一方AMK,OFLXお よびMINOは,そ

の作用 点がまった く異なるにもかかわ らず類似 の増殖曲

線 を示す ことは興味のあるこ とと思われるが,そ の理由

として,最 も考え られ るものは,す べての作用が最終的

に菌 の生育 を抑え,そ の結果増殖の開始の遅滞 とい うこ

とになるもの と思われ る。AZTで 観察されたE.coliの

増 殖曲線 で最 も特徴的な現象 は,薬 剤添加後,2～3時 間

以内に観察 され る濁度の減少であった。 この現象 はその

後の検討で,菌 が溶菌 した結果 であ ることが 明らか とな

った。この場合,AZTが,E.coliの 菌 を著 しく伸長化 さ

せて,そ の一部が溶菌 してい ることを顕微鏡的に も確認

している。 これらの溶菌作用 はす でにい くつかの β-ラ

クタム系薬剤 で報告7,さ れてい るが,今 回検討 した菌 と

用いた薬剤 の濃度 との組合せで は,AZTお よびLMOX

において著 明であ り,AZTは 強 い溶菌活性を示 す グル

ープに属す るとい うことができ る。 このよ うに,そ れぞ

れ の薬剤 は用い る菌 と薬剤濃度 との組合せで,そ れぞれ

の薬剤 に固有な増殖阻害曲線 を示す ことか ら,増 殖阻害

曲線 を用 いての薬剤の グルー ピングが可能であるか も知

れ ないが,こ の ことを確 かなものとす るためには,さ ら

に薬剤耐性菌についての詳細 な研究が必要である。

Fig.4に 示 した よ う にAZTは 菌量 が多 くても100

μg/ml程 度の濃度 であれば,数 時間 で 溶菌が 認め られ

る。成人 に1gのAZTを 静脈 内投与す る と,そ の血清

中のAZT濃 度 は 約100μg/mlに 達す ることか ら8),

生体 内で,か な り大重 に菌 の増殖屯起 こった場 合でも,

その感染病巣に よっては これ らの溶菌現象が期待でき

るか も知れない。

難 治性 の感染症に対 して,ペ ニシ リンとア ミノ配糠体

抗生物質 の併用効果が,in vitroの みな らずin vivoに

おいても 報告 されてい る。AZTと ア ミノ配糖体抗生物

質 であるAMK,GMと の間での相乗作用 について も,

すでにい くつ かの報告9～11,が見 られ る。 これ ら対照 とし

て用 いたAMKやGMに 比べ る とそ の効果 はさほど強

くはなかったが,今 回,ま だ報告のほ とん ど見 られない

AZTと キノロン系薬剤 との併用 に よって,そ の 相乗効

果 が確認 できた。 また,本 システムの ように一度に多 く

の試料 を同時に測定 できる方法 は,こ の ような相乗効果

を検討す るため には,優 れた機器であ ると考 えられ る。

特に,Fig.6に 示 した ように,薬 剤の添加時期等 の検討

には極めて有利 と思われ る。本 システ ムを用 いた予備的

実験 で,AZTと キ ノロン系 の 薬剤 での 相互 関係 では,
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今までのところ,AZTが キ ノロン系 薬剤 の 活性を強め

る作用を有す る結果 も得 られてお り,現 在その詳細 につ

いて本 システムを用 い検討 している。

今回の実験 では主にP.aeruginosaDDC 022お よび

E.coli DDC OO2株 での結果 を示 したが,他 のそれぞれ

の菌株でもほぼ同様の結果 が確認 されてい る。
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TURBIDOMETRIC CHARACTERIZATION OF GROWTH

INHIBITION BY AZTREONAM, A SYNTHETIC

MONOBACTAM ANTIBIOTIC
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Department of Experimental Chemotherapy, Research Center for Pathogenic
Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba University, 1-8-1, Inohana, Chiba 280, Japan
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An automatic turbidometric growth analysis system was employed to characterize the in vitro
activity of aztreonam, a new synthetic monobactam antibiotic, in comparison with those of various

13-lactams, aminoglycosides and new quinolones commonly used for the treatment of Gram-negative
bacterial infections. The growth inhibition curve of aztreonam against Pseudomonas aeruginosa was
found to be characterized by a two-step growth inhibition pattern. This pattern was also observed
with the p-lactams tested, but not with amikacin, gentamicin, minocycline or ofloxacin. When
Escherichia coli was used, an early decrease in growth indicating lysis of E. coli cells, was observed
with aztreonam. This strong lytic phenomenon occurred 2 to 3 hours after aztreonam addition and
was observed even in phases of rapid cell growth. The lytic activity was also observed with lata-
moxef. A combination effect of aztreonam and new quinolones was observed against about 50% of
the pseudomonads tested. The usefulness of the present multi-well turbidometric system for the
characterization of growth inhibition curves of antimicrobial drugs is discussed.


