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メチシ リン耐性黄色 ブ ドウ球菌に対す るcefuzonamと

arbekacinの 抗菌併用作用

―微量液体希釈法を応用 した成績―
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Methicillin-resistant Staphylococcus eureus (MRSA) は,多 剤耐性菌 としての性状を もつため,

有効 な抗菌剤 を選択す る の が難 しい。 そ こで,中 程度 のMRSAに 比較的強 い 抗菌力 を 示 す

cefuzOnamと,高 度 のMRSAに も抗菌力を示すarbekacinを 選 び,両 剤 の試験管内におけ る抗菌

併用作用を微量液体希釈法を用 いて検討 した。

1)MRSAに 対す る両剤 の併用効果 は,FICindex≦0.5の 成績がHBKの 添加濃度0.5μg/

mlで38.5%,1.0μ9/mlで は76:9%で あ るこ とか ら,MRSAに 対する両剤の抗菌併用 作用 鵬

HBKO.5～1.0μg/mlす なわ ちHBKのMICも しくはsubMIC存 在下 で,相 乗効果 が期待 でき

るこ とを示唆 した。

2)微 量液体希釈法 は,抗 菌併用作用の ような実験系 にも応用が可能 であ ることを確認 した。

Key words: MRSAに 対するCZONとHBKの 抗菌 併用作用,微 量液体希釈法の応用

著 者 ら は別 報 りに お い て,新 鮮分 離 黄 色 ブ ドウ球 菌 の

多 数株 に対 す る15薬 剤 のMIC分 布 を検 討 し1メ チ シ

リン耐 性黄 色 ブ ドウ球 菌(MRSA)に 対 す るCEPsの

MIC分 布 は,各 々が 特 有 のパ ター ンを示 し,な か で も,

中程 度 のMRSA(methicillinのMIC値 ≦50μg/ml)

に対 して flomoxef,cefuzonam,cephalothin が比較的

低 いMIC分 布 を 示 す こ と,高 度 のMRSA(methicillin

のMIC値 ≧100μg/ml)に は,arbekacinが 低 いMIC

分 布 を示 す こ とを 確 認 した。 そ こで,こ れ らの 菌種 に 対

しcefuzonamとarbekacinを 選 び,両 剤 の 抗 菌 併 用

作 用 を検 討 した。

別報1)の 検 討 にお い て,微 量 液体 希 釈法 が 単 剤 のMIC

測 定法 と して充 分 活 用 で き る ことを 確 認 した の で,異 な

る作用 機 作 を持 つ 両剤 の抗 菌 併用 作 用 の 測定 の よ うな実

験 系 に も,微 量 液 体 希釈 法 の 応 用が 可 能 か とい う,も う

ひ とつ の課 題 も合 わ せ て検 討 してみ た。

1.検 討 方 法

1.供 試 株

別 報1)の 検 討 に用 いたSaureus 300株 か ら,methi-

cillin-susceptible Staphylococcus aureus(MSSA)29

株.MRSA65株(中 程 度46株,高 度19株)を 選

び,検 討 に供 した。

2.供 試 薬 剤

cefuzonam(CZON-日 本 レ ダ リ ー),arbekacin

(HBK.明 治製 菓)

3.抗 菌 併 用 作用 の測 定(判 定)法

CZON 0.1～25μg/mlのMueUe-Hinton broth

(Difco.Ca,Mg添 加)の 各 希 釈 系 列 に,HBK0.1.

0.2, 0.5, 1.0μg/mlを 加 え た微 量 液 体 希 釈 系列(4系

列)に 対 照 として のCZON,HBKの 各 々単 独 の0.1～

25μg/ml微 量液 体 希 釈系 列(2系 列)を 加 えた 合 計6

希釈 系 列 を,1株 に対 応 す る希釈 系 列 と した 。

これ らの希 釈 系列 の各 々に 規 定 の菌 数 に調 製 した菌 液

を接 種 し,37℃20時 間 培 養 後,各 々 の 希 釈系 列 毎 の

MIC値 を 測定 した 。 希 釈 系 列 の 作製,菌 液 の接 種 は,

Mlc2000system(Dynatech,USA)を 用 いた。

4.両 剤 の抗 菌 併用 作用 の判 定 方 法

CZONとHBKの 抗菌 併 用作 用 の判 定 は.下 記 の計算

式 によって fractional inhibitory concentration index

(FICindex)を 求 め,併 用 作 用 の 効 果 を 判 定 した。

FIC index=
(CZON+RBK)のMIC値

/CZON単 独MIC値

*
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+
(HBK+CZON)のMIC値

/ HBK単 独MIC値

FICindex:≦0,5 相 乗 作用

>0-5～ ≦1 相 加 作 用

>1～ ≦2 弱 い相 加 作 用

>2 不 関 また は拮 抗 作用

なお,FICind眺>2を 不 関 また は 拮抗 作 用 と した の

は,両 剤 の組 み合 わせ が.CZONO.1～25μ9/mLの 各希

釈系列毎 に,HBK 0.1, 0.2, 0.5, 1.0μg/mlを 添 加 す

る方法,つ ま り,添 加 試 験 で あ り,checkerboard me-

伽dの ように両剤 の濃 度 が 対 等 に な らな い ため に 不 関

または拮抗 と した。

11.成 績

Figs.1,2にMSSA,MRSAに 対 す る 各 希 釈 系 列

毎のMIC分 布 を,そ してTabLes1,2にMSSA.

MRsAに 対 す るHBK添 加 濃 度 別 のFlc index分 布 を

示した。

1.MSSAに 対 す るCZONとHBKの 抗 菌 併 用 作用

MSSAに 対 す る両剤 の抗 菌 併 用 作 用 は.HBKの 添 加

濃度0.1～0-2μg/mlで は,FICindex 0.63～1.50の 相

加もしくは弱 い相 加 作 用 で あ るが,0,5μg/m乳 で は,29

株中9株(31-0%),さ らに1.0μg/mlで は,29株 中

CZON+HBK (0.1)

(MIC:mg/ml)

Fig.1.Distribution of MICs of MSSA in 6 series

of dilution

16株(55.2%)が ,FICindex≦0,5の 相 乗 作 用 を示 し

た。

2.MRSAに 対す るCZONとHBKの 抗 菌 併用 作 用

MRSAに 対す る両 剤 の 抗菌 併 用 作 用 は,HBKの 添加

濃度0.1μg/mlで はFIC index>2が65株 中50株

(76.9%)で む しろ不 関 ま た は 拮 抗 作用 が 認 め られ た。

0.2μg/mlで はFIC index 0.29～0.38(相 乗)が3株,

同 じ く0.62～1,0(相 加)を4株 認 め た。 そ して,0.5

μg/mlで は25株(38.5%),1.0μg/mlで は50株

(76.9%)がFIC index≦0.5の 相 乗作 用 を示 したOこ

れ に よ り.MRSAに 対 す るCZONとHBKの 抗 菌 作 用

は.HBKの 添 加 濃度0.5μg/ml以 上 で,高 頻度 の割 合

で相 乗 的 に発 揮 され た。

一 方 ,65株 中7株(10.8%)に 対 して はHBKの 添 加

濃 度1.0μg/mlで もFIC indexが>2で,不 関 ま た は

拮 抗 作用 が認 め られ た。 これ らの成 績 に共 通 して い る こ

とは,CZON単 独 のMIC値 が7株 中6株 が>25μg/

mIの 高 度 なMRSAで あ る こ と,HBK単 独 のMIC値

が7株 中6株 が3.13μg/ml～6.25μg/mlだ った こ とで

あ る。 これ ら両 者 間 で相 乗 また は相 加 作 用 が 得 られ なか

った 要 因 につ いて は.考 察 で さ らに述 ベ る。

3.微 量 液 体 希 釈 法 を応 用 した 今 回 の成 績

前 述1,2で 述 べ た よ うに,両 剤 の併 用 効果 は,HBK

CZON+HBK(0.1)

(MIC: pg/ml)

Fig.2.Distribution of MICs of MRSA in 6 series

of dilution
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Table 1. Distribution of FIC indices for MSSA by concentrations of added HBK

の添加濃度が上昇す るに伴い,両 剤 の併用効果 としての

FICindexが 小 さい値 となること,す なわ ち両剤の抗菌

剤併用効果がHBKの 濃度 と共 に作用す ることを示す こ

とか ら,作 用機作の異 なる抗菌剤の併用効果 を調べ るよ

うな実験系にも,微 量液体希釈法は,充 分に応用 できる

ことを確認 した。

III.考 察

MRSAに 対す る併用療法は,横 田のすすめるcefme-

tazole(CMZ)とfbsfomycin(FOM)が 以前か ら知 られ

てい るが,そ れはFOMのsubMIC存 在下で増殖 した

MRSAは,感 性化するか らとされている2)。しか し,こ

の場合には,対 象 とな るMRSAが,FOMに 耐性でな

い場合に限 ると考えられ る。著者 らは,MRSAのFOM

耐性が増 加傾向を 示 していることを 報告 しているが3),

同 じような傾 向は他施設か らも報告 されてい る4,5)。

一方,あ る薬剤に よる 単独療法 としては,MRSAに

感性率 の高いvancomycin(VCM),rifampicin(RFP)

の有用性が高 いが,VCMの 日本 での使用 は経 口剤 とし

てのみ認可されてお らず,RFPは 耐性変異株の 出現率

が高 いこと6)な どか ら,こ れ らの薬剤の単独使用が難 し

いo

上 述 した よ うな事 情 か らMRSA感 染 症 に は,併 用療

法 が検 討 され て い る。 佐 々木 らは 併 用 の 一 方 の 薬 剤 に

FOM,minocyclin(MINO)-RFP,ピ リ ドン カル ポ ン

酸 系 を7),菅 野 は,MINO,HBK,VCM,RFP,FOM

を 併用 剤 と して挙 げ て い る8,。

HBKがMRSAに 強 い抗 菌 力 を示 す こ とは和 田 ら5,,

菅 野8),山 下 ら9),神 田 ら10),そ し て 著 者 らは1982

年11),1987年12)に 報 告 して い る。今 日の 日本 で分 離 され

るMRSAの 大 部 分 はAGs修 飾 酵 素 を産 生す るが,

gentamicin(GM)耐 性菌 は2"-APH,6'-AAC,tobra-

mycin(TOB)耐 性 菌 は4,4"-AADを 産 生 す る。 紺

野13)に よれ ば,多 くのMRSAは,上 述 のAGs修 飾酵 素

の両 方 を産 生 す る と して い る。 山下 ら は,HBKは そ う

したMRSAの 産 生 す るAGs修 飾酵 素 の基 質 とな り難

い 性 質 を持 つ た め,抗 菌 力 を発 揮 す る と して い る9)。 山

下 ら は,さ ら に4-4"-AADを 産 生す るS.aureusは

MRSAと して の 性格 を有 してい る と指摘 して い る14)。

上 述 した こ とか ら,MRSAに 対 してHBKが 示 す 抗

菌 力 は,MRSAの 持 つ 耐 性 機 序 の理 論 に対 応 した 内容

を もつ と考 え られ る15)。今 回 の抗 菌剤 併 用作 用 の検 討 に

お け る一 方 の薬 剤 にHBKを 選 んだ の は,こ う した 理 由
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Table 2. Distribution of FIC indices for MRSA by the concentrations of added HBK

によるものであ る。

今 回の検討 では,も う一 方の薬剤 にCZONを 選んだ。

MRSAに 対す るCZONの 抗菌力 は,別 報1}で詳細に報

告 してい るように,methicillinのMIC値 ≦50μg/ml

の,す なわ ち中程度 のMRSAに 低 いMIC分 布 を示す

特徹を捉え るこ とが できたか らであ る。さ らに,抗 菌剤

併用作用 は,本 質的 に異 なる作用機作を持つ薬剤間 で起

こ り うる とい う,過 去 の 実 験成 果 を も とに16),HBKの

相 手 にCZONを 選 ん だ。

今 回 の 検討 の実 験 系 と して は,ふ た つ の特 徴 を もつ 。

第 一 は,checkerboardmethodの よ うに,両 剤 の濃 度 比

を たが いに 変 更 しな が らも,最 小 と最 大 の濃 度 は同 等 で

あ るの と異 な る。

I項 で述 ベ た よ う に,HBKの 定 め ら れ た濃 度 を
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CZONの 各希釈系列に順次添加する方法,す なわち添加

試験 であ る。この方法を設定 したのは次の理由か らであ

る。私たちは試験管内におけ る抗菌併用作用 の検討 目的

は,拮 抗作用の否定 と相乗効果の証明にある と考えてい

る。相乗効果は,一 方の薬剤 ともう一方の薬剤が共に低

濃度で加わ って起 こる。つ ま り,Aの 薬剤に対 してBの

薬剤のMICも しくはsubMIC程 度 の濃度 を添加 して,

FICi面exが ≦0.5の 成績が過 半数を越えないような

検討は,実 験系 としてその有用性が低 いと考 えられ る。

さらに,実 際の併用療 法を行な う場合に用いる両剤 の

使用量 とそれに伴 う体内移行 の問題 である。 セフェム系

のCZONは グラム単位なのに対 してア ミノグリコシ ド

系 のHBKは100～200mg程 度の使用量であるため,

両剤 の体内分布 は5:1か10:1で あることが推察 され

たからである。

第二 の特徴は,今 回の検討方法が微量液体希釈法の応

用 としての性格 を持つ こ とである。微量液体希釈法に用

いる各種 の機器 は主に単剤のMIC,MBC測 定用 であ る

が,抗 菌剤の併用作用 のような,こ うした分野にも応用

が可能か も合わせ て検討 した。

以上 のことか ら,MRSAに 対す るCZONとHBKの

併用作用 はMSSAに 対す る成績 でも同一 の傾向を示す

ことか らHBKの0.5～1.0μg/ml,す なわ ちHBKの

MICも しくはtub-MIC存 在下 で相乗効果が期待 でき

ると考 えられ る。

なお,MRSAの65株 中7株 に対 しては 併用効果が

認め られなか った。 この要因の ひ とつ としてHBKの

MIC値 がHBKの 添加濃度を越 えてい るため とも考 え

られ る。 しか し,こ れ とは別 の実験結果 も多数確認され

ていることか ら,HBKのMIC値 と 添加濃度にその

要因を 求める とは 矛盾す る。 したが って,こ れ らの

MRSAの 性質が,両 剤 の併用作用にも 菌株に より限界

をもた らすこ とを示唆 してい るとも思える。

微量液体希釈法は,こ うした実験系にも応用が可能で

あ る。渡辺 ら17),菅野 ら18)も,同 様の方法で薬剤 の併用

の結果 を報告 してい る。 著者 らは,別 報1)において,微

量液体希釈法の活用法を論 じたが,今 回の経験か ら,微

量液体希釈法は,抗 菌 力の検討 をすすめる うえで,活 用

範囲の広 い測定法であ ることを学んだ。
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SYNERGISTIC ACTION OF CEFUZONAM AND 

ARBEKACIN ON METHICILLIN—RESISTANT 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

- RESULTS OF APPLICATION OF THE MICRODILUTION METHOD—

KOICHI DEGUCHI, NOZOMI YOKOTA, MASAMI KOGUCHI, YUTAKA NAKANE, 

SHIGEMI FUKAYAMA, YUKIKO NISHIMURA and SEW ODA 

Research Department, Tokyo Clinical Research Center

Since methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) stptains are also multiple drug-resistant, 

it is difficult to select an effective antibiotic. We therefore chose cefuzonam (CZON) which has 

relatively potent activity against moderate MRSA and arbekacin (HBK) which is active against high 

MRSA, and investigated their synergistic action in vitro, using a microdilution broth method. 

1) An FIC index 50.5 was obtained by the synergistic action of the 2 antibiotics on MRSA using 

38.5% of 0.5 ƒÊg/ml of HBK, and 76.9% of 1.0 ƒÊg/ml of CZON. This suggests that synergistic 

action of the 2 antibiotics on MRSA can be achieved with HBK concentrations of 0.5-1.0 pernl, that 

is, with MIC or sub-MIC levels. 

2) We also confirmed that the microdilution broth method is applicable to experimental systems 

such as the synergistic action of antibiotics.


