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メ チ シ リ ン耐 性 黄色 ブ ドウ球 菌(MRSA)に 対 す るflomoxef(FMOX)とcefamandole

(CMD)の 併 用効 果 をin vitroお よびin vivoに おい て検討 した。In vitro併 用効 果 は チェス

盤 法でFractional Inhibitory Concentration(FIC)indexを 測 定 す る ことに よっ て,ま たin

vivo併 用 効 果 はマ ウ ス腹 腔 内感 染 に対 する薬 剤 の 単独 時,併 用時 のED60値 を測 定 し,Frac-

tional Effective Dose(FED)indexを 算出 す る こ とに よ って検 討 した。FMOXとCMDの 併

用 はin vitroで はMRSA 190株 中181株(95%)に 相 乗効 果(最 小FIC index≦0.5)を 示

し,特 に36%の 株 で は最 小FIC indexが0.25以 下 とな り強 い相 乗 効 果 が 認 め られ た。 さら

に,65%の 株 にお い て併 用時 の両 薬 のMIC値 は共 に1.6μg/ml以 下 とな っ た。 この併 用 は,

fosfomycin(FOM)と 他 のcephalosporinと の 併 用 よ り 強 い 相 乗 効 果 を 示 し た。 ま た

latamoxef(LMOX)/cephalothin(CET)の 併 用 はFMOX/CMDよ り強 い相 乗 効 果 を示 し

たが,併 用 時 のMIC値 はFMOX/CMDの 方 が 低 か った。Demethoxy-FNIOX/CMDの 併用

で は相 乗効 果が非 常 に弱 い こ とか らFMOXの7α-メ トキ シ基 が相乗 作 用 に関与 してい る こと

が確認 され,ペ ニ シ リ ン結合 タ ンパ ク質4(PBP4)の 阻害 がMRSAの 増 殖 阻 止 に 必 要で あ

るこ とが 示唆 され た。ln vivoで は,FMOX/CMDの 併 用 はMRSA4株 中3株 に相 乗 治療効

果 を示 した。 この併 用 はFOM/CMZあ る い はLMOX/CETの 併 用 よ りFED indexは 大 きか

っ た が 併 用 時 のED50値 は 最 も小 さ く,少 な い 投 与 量 で 治 療 効 果 が 認 め ら れ た。以 上,

FMOX/CMDの 併 用 はMRSAに 対 しin vitroとin vivoに おい て相乗効 果 を示 した。
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ペ ニ シ リナ ー ゼに安 定 な メ チ シ リンが臨 床 に導 入 され て

ま もな くメチ シ リンに耐 性 を獲得 し たい わ ゆ る メ チ シ リン

耐 性 黄 色 ブ ドウ球 菌(MRSA)が 出現 し た1～3)。1980年 代

初 期 か ら我 が 国 で もMRSAの 分離 頻 度 が次 第 に増 加 し始

め て い る4)。 これ らの株 の 耐性 機 構 は β一ラ クタ マ ー ゼ産 生

に よ る もの で は な く,β-ラ ク タ ム薬 に親 和性 の 低 いペ ニ

シ リン結 合 タ ンパ ク質(PBP2')を 産 生 す る ため で あ る こ

とが 示 され た鋤 。

MRSAの 多 くは 多剤 耐 性 で あ る た め に これ ら に有 効 な

薬 剤 が 少 な く,MRSA感 染 症 の 治療 は困 難 を きわ め て い

のが 現状 で あ る。 既 存 の薬 剤 の 抗 菌活 性 を高 め る方 法 と し

て併 用 療 法 が あ るが,特 にMRSAで は有 効 な薬 剤 が 少 な

い ため,こ の 併 用療 法 が 種 々 試 み られ て い る7,8)。Flomox-

ef(FMOX)は1-oxacephem薬 で9)グ ラ ム陽 性 球 菌 か ら

陰 性 桿菌 に至 る広 い抗 菌 スペ ク トル を持 っ て い る が,さ ら

に 一 部 のMRSAに もあ る程 度 の抗 菌力 を示 す のがその特

徴 で あ る10,11)。またcefamandole(CMD)はFMOXが 抗

菌 活性 を示 さな い 耐性 度 の 高 いMRSAに もあ る程度の抗

菌 活性 を有 して お り,MRSAに 対 す るMIC値 が比較的狭

い 範 囲 に お さ ま る とい う特 徴 を持 っ て い る12,13)。そこで本

研 究 で は,こ れ らの 薬 剤 を組 合 せ た と きのMRSAに 対す

るin vitroお よびin vivo併 用効 果 を検 討 した。

I.材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

Flomoxef(FMOX,塩 野 義),cefamandole

(CMD,塩 野 義),cephalothin(CET,塩 野 義),

latamoxef(LMOX,塩 野 義),fosfomycin(FOM

明 治 製 菓),cefmetazole(CMZ,三 共)を 使 用 した。

FMOXか ら7α-メ トキ シ 基 を と り去 っ た 化 学構 造 と

し たdemethoxy-FMOXは,塩 野 義 製 薬 研 究 所 で合
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成 され た。

2.使 用菌 株

日本各 地 で臨床検 査材 料 か ら分離 され た黄色 ブ ドウ

球菌 の う ちFMOXのMICが1.6μg/ml以 上 で あ っ

た190株 をMRSAと して 使 用 し た。 これ らMRSA

の94%は1985年 以 降 に分離 され た株 で ある。

3.In vitro併 用効 果 の測 定

日本化 学療法 学会 の寒 天平板 希釈 法 に よる抗菌薬 感

受性測 定 の標準 法14)に準 じチ ェ ス盤 法 でMICを 測 定

した。2薬 剤 を各 々2倍 系 列希 釈 して,各 濃度 の組 み

合わせ のMueller-Hinton Agar(Difco)平 板 を作 製

した。一 方,Tryptic Soy Broth(Difco)で 一 夜培 養

した菌 をMueller-Hinton Broth(Difco)で106cfu/

mlに 希 釈 し,約1μlを 上 述 の 平 板 上 に 接 種 し た。

37℃ で18～20時 間 培 養 し た 後,MICを 判 定 し た。

各薬 剤 の 単 独 時 お よ び 併 用 時 のMIC値 よ りFrac-

tional Inhibitory Concentration(FIC)indexを 算 出

し,最 小FIC indexが0.5以 下 の際 に,「 相乗 効 果 あ

り」 と判定 した。

4.In vivo併 用 効果 の測 定

滅菌 水で3倍 系列 希釈 した4濃 度 の薬 剤溶 液 を用意

し,各 濃 度5匹 の マ ウ ス(Slc-ICR系,雌,4週 齢)

を用 いた実験 を3回 行 った。 致死量 の菌 を5%ム チ ン

液1mlに 浮遊 させ て マ ウ ス腹 腔 内 に接 種 し,1時 間

後 に薬剤 を0.2ml皮 下 投与 した。7日 間 生 死 を観 察

し,各 薬剤 の単独 投与 と併 用時 のED50値 をprobit法

に よ り求 め,Fractional Effective Dose(FED)

indexを 算 出 し た。 実 験 誤 差 を考 慮 してFED index

が0.75以 下 の場合 を 「相乗効 果 あ り」 と判定 した。

II.実 験 成 績

1.In vitro併 用試験

FMOX/CMDの 併 用 は,MRSA190株 中181株

(95%)に 相 乗効 果 を示 し,特 に36%の 株 で は最 小

FIC indexが0,25以 下 とな り相 乗 効 果 が強 か っ た

(Table1)。 相 乗 効 果 を 示 さ な か っ た 株 は す べ て

FMOX単 独 のMICが100μg/ml以 上 の 高度 耐 性 株

か,3.1μg/ml以 下 の耐性 の低 い株 であ っ た。相 乗効

果 の 認 め ら れ た 株 に お い て もFMOXの 単 独 時 の

MIC値 が 低 い 株 と 高 い 株 で は 相 乗 効 果 が 弱 く,

FMOX単 独 のMICが6,3と12.5μg/mlの 株 で は,

相 乗 効 果 が 強 く出 現 す る 傾 向 が あ っ た。次 に,

FMOXとCMDの 併 用 に よ っ て 両 薬 のMICが1.6

μg/ml以 下 に な った株 を,併 用 に よ って 治療 効 果 が

期 待 し得 る株 と考 え,そ の株 数 を調 べ た(Fig.1)。

単 独 作 用 時 の 両 薬 のMICの う ち 少 な くと も一 方 の

MICが1.6μg/mlを 示 す 株 数 は190株 中55株(29

%)で あ っ たが,併 用 時 で は両 薬 のMICが 共 に1.6

μg/ml以 下 に な る株 数 が131株(69%)と 増 加 し,

併 用 に よって単 に相乗効 果 が現 われ る とい うだけでな

く多 くの株 に おい て はMIC値 が比較 的 低 い値 に まで

低 下 した。

FMOXのMIC分 布が母 集 団 と類 似 す る よ うに190

株 のMRSAか ら43株 また は22株 を選 び,FMOX/

CMDの 併 用 を 他 薬 の そ れ と比 較 し た(Table2)。

FOMとFMOX,LMOX,CMD,ま た はCMZの 併 用

で は,い ずれ の組 合せ で もFMOX/CMDに 比 較 して

弱 い相 乗効 果 しか得 られ な か った。併 用 時 のMICが

FOMの 場 合 は血 中濃 度が 高 いの で12.5μg/ml以 下.

他 の薬剤 に つい てはFMOXと 同様 に1.6μg/ml以 下

の株 を併 用治療 効果 を期待 で きる株 として,そ の株 の

割 合 を 調 べ た(Fig.2)。FMOX/FOMとCMD/

FOMの 併 用 で はそ の割合 は60%以 上 とな りFMOX

/CMDの 組 合 せ とほぼ同 等 であ っ たが,CMZ/FOM

あ る い はLMOX/FOMの 組 合 せ で はFMOX/CMD

Table 1. MIC distributions of flomoxef and FIC index of flomoxef-cefamandole against 190 strains of methicillin-

resistant Staphylococcus aureus

MICs were determined by agar dilution method.

a Fractional inhibitory concentration.
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Fig. 1, MIC distributions of flomoxef and cefamandole
against 190 strains of methicillin resistant Staphylococcus
aureus
Figures are number of strains with MICs of flomoxef and

cefamandole determined alone (A) or in combination

(B).

Table 2. In vitro combination effects of various antibiotics against methicillin-resistant Staphylococcus aureus

FMOX, flomoxef; CMD, cefamandole; FOM, fosfomycin; CMZ, cefmetazole; LMOX, latamoxef; CET, cephalothin.

の場 合 よ り少 な か っ た。 一 方,LMOX/CETはFIC

indexで み た場合,今 回用 い た組 合 せ の なか で は最 も

相 乗 効 果 が 強 か っ た が 併 用 時 の 両 薬 のMICは,

FMOX/CMDよ り若干 劣 って お り併 用時 のMICが 共

に1.6μg/ml以 下 にな る株 数 も少 なか った。

2.相 乗 効果 に必 須 の7α-メ トキ シ基

FMOXが もつ7α-メ トキ シ基 の相 乗 効 果 に対 す る

役 割 を調 べ るため に,メ トキ シ基 を もたな いdemeth-

oxy-FMOXとCMDの 併 用 効 果 をFMOX/CMDの

それ と比 較 した(Table 2)。Demethoxy-FMOXは,

FMOXの 場 合 と比 較 す る と非常 に小 さ な相 乗効 果 し

か認 め られ ず,FMOXの 相 乗作 用 に は7α-メ トキ シ

基が必 須 の部 分構 造 であ る こ とが判 明 した。

3.In vivo併 用試験

In vitro試 験 で使 用 したMRSAの うち,マ ウスに

対 す る毒 力 の高 い4株 を選 び,マ ウ ス全 身感染症にお

け る併 用 治療 効果 を検 討 した。 用 い た菌株 は中等度耐

性 株 と高 度 耐性 株 そ れ ぞれ2株 づ っ でFMOX/CMD

のFIC indexは0.13～0.25で あ っ た。 FMOX/

CMDの 等量 投 与 に よ る併 用 治療 効 果 にお いては4株

中3株 でFED indexが0.75以 下 とな り併用 による相

乗効 果 が 認 め られ た(Table 3)。 しか しFED index

はFIC indexに 比 べ大 きな値 とな りin vivoで はin

vitroに お ける ほ ど相 乗 効 果 は強 くな か った。用 いた
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Fig. 2. MIC distributions of various antibiotics against methicillin-

resistant Staphylococcus aureus.

Each symbol indicates individual strain with MICs determined alone

(•›) or in combination (•œ) of flomoxef/cefamandole (A),

flomoxef/fosfomycin (B), cefamandole/fosfomycin (C), cefmet-

azole/fosfomycin (D), latamoxef/fosfomycin (E) or latamoxef/

cephalothin (F).

MRSA4株 中3株 で はFMOXとCMDのMICが 異

なってい たの で この3株 につ い て はMICの 比 率 で 薬

剤 を投与 した場 合 に つ い て も検 討 した がFED index

は等量 投与 の場合 と類 似 の値 を示 した(Table 3)。 次

にSR 5747株 を選 びFOM/CMZ,LMOX/CETの 併

用 治療 効 果 を測 定 しFMOX/CMDの そ れ と比 較 した

(Table 4)。FED indexはLMOX/CET<FOM/

CMZ<FMOX/CMDの 順 でLMOX/CETが 最 も強
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a Mice (ICR female, 4 weeks of age) were intraperitoneally challenged with S. aureus (3•`8•~10'cfu/mouse) in

5% mucin and antibiotics were subcutaneously administered at 1 h after  bacterial challenge .

b MIC was determined by checker-board dilution method
.

c MIC ratio .

FMOX, flomoxef; CMD, cefamandole.

Table 4. Therapeutic efficacy of combinations of flomoxef/cefamandole, fosfomycin/cefmetazole and latamoxef/

cephalothin against methicillin-resistant Staphylococcus aureus infection in mice

S. aureus SR 5747 was used. Equal amounts of antibiotics was administered .

FMOX, flomoxef; CMD, cefamandole; FOM, fosfomycin; CMZ, cefmetazole; LMOX , latamoxef; CET, cephalothin.

い 相 乗 作 用 を 示 しFIC indexを 反 映 し た。 しか し,

や は りこの場合 もFED indexの 方がFIC indexよ り

大 き か っ た。一 方,併 用 時 のED50値 はFMOX/

CMD<FOM/CMZ<LMOX/CETの 順 でFMOX/

CMDは 相 乗効 果 は弱 か っ たが最 も高 い治療効 果 を示

した。

III.考 察

MRSAは 基 礎 疾 患 を有 す るimmunocompromised

hostな ど で 重 篤 な 感 染 症 を ひ き起 こ す。単 剤 で

MRSAに 有効 な薬 剤 は少 な い た め,抗 菌 剤 の 併 用 に

よ る治療 研 究 が行 わ れ て い る7,8)。また,臨 床 で の効

果 を 予 測 す る た め様 々な 薬 剤 の 組 合 せ がin vit-

ro7,15～21)とin vivo 16,22,23)で検 討 され てい る。

今 回我 々 は耐性 度 が比 較 的低 い中等 度MRSAに あ

る程 度 有効 なFMOXとFMOXが 無 効 であ る耐性度

の 高 い 高 度MRSAに も あ る 程 度 抗 菌 力 を有す る

CMDの 併 用効 果 を検 討 し た。FMOXとCMDの 併

用 は,中 等 度MRSAと 高 度MRSAの い ずれかに対

して も優 れ たin vitro相 乗 作 用 を示 したが,69%の

株 にお い て は,併 用時 の 両 薬 のMICが 共 にL6μg/

ml以 下 とな り,相 乗効 果 が あ る とい うだ けでな く抗

菌 活性 そ の もの も強 か っ た。 この よ うなin vitro併用

効 果 はマ ウス腹腔 内感染 に対 す る併用 時の治療効果に

も反映 した。MRSA感 染症 患 者 は免 疫機 能が低 いこ

とが多 い ので健常 マ ウス を用 い た これ らのin vivo実

験結 果 か らた だち に臨床効 果 を予 測 す る ことはで きな

い。 しか し,両 薬 は生 体 内で も相 乗的 に働 き得 ること

は示 され た の で,FMOXやCMDが あ る程 度のMIC

Table 3. Therapeutic efficacy of the combination of flomoxef and cefemandole against methicillin-resistant

Staphylococcus aureus infection in mice
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を示 す菌 株 に よ る感 染症 で あれ ば有 用 性 が 期待 され

る。

セ フ ァマ ィ シ ン 系 薬 とセ フ ェ ム 系 薬 の 組 合 せ が

MRSAに 対 して相乗 効 果 を示 す こ とはす で に報 告 さ

れてい るが19,24),こ れ らの結 果 はセ ファマ イ シ ン系薬

の7α-メ トキ シ基 が相 乗 効 果 に 重要 な役割 を果 た し

てい る こ とを示 唆 して い る。 そ こで7α-メ トキ シ基

を持 たな いdemethoxy-FMOXとCMDの 相 乗 作 用

を調 べた ところ,FMOXの 場 合 に比 べ,相 乗 作 用 は

弱 か っ た。Demethoxy-FMOXとFMOXは7α-メ

トキ シ基 の有無 を除 い て は同 じ構 造 で あ るの で7α-

メ トキシ基 は相 乗作 用 に必 須 の構造 で あ るこ とが明 ら

か とな った。7α-メ トキ シ基 はPBP4に 対 す る親 和

性 を高 め る の で25,26),併 用 時 のMRSAの 殺 菌 に は

PBP4の 阻 害 が何 らか の形 で関 与 して い る と思 わ れ

る。 この こ とは,セ フ ァマ ィ シ ン系 薬 と同様 にPBP

4に 親 和 性 の 高 いimipenem27)もcefazolinあ る い は

ceftizoximeと 相乗 作 用 を示 す こ と20)からも明 らか で

あ る。 さ らに,PBP2非 産 生MRSAで は,セ フ ァマ

ィ シン系薬 剤 にのみ親株 と比 べ て感受性 が高 まって い

るこ とを我々 は報 告 した が28),こ の事 実 もPBP4の

阻害が殺 菌 に必 要で あ る こ とを示唆 して い る。一 方,

併用 にお いて相乗 的 に働 くた めに はセ フェム系薬 はセ

ファマ ィシ ン系薬 にはな い活 性 を持 つ こ とが必 要 と思

わ れ る。CMDはPBP4以 外 のPBP1と3に 対 し

FMOXよ り そ れ ぞ れ 約8倍 と4倍 親 和 性 が 高 く,

PBP2に 対 して は同 じ親 和 性 で あ っ た26)。これ らの

PBPに 対 す る両 薬 の親和 性 の 差 はPBP4に お け る程

顕著 で は ない の でCMDのPBP1と3に 対 す る よ り

高 い親和性 が相乗 作 用 に関 係 して い るか どうか は今 の

ところ不明 で あ る。相 乗作 用 にお け るセ フェム系薬 と

PBPと の関係 につ いて は これ らの薬 剤 とPBPと の相

互作 用 を50%結 合濃 度 の測 定 だ け で な くPBPと セ

フェム系薬 とのア シル複合 体 の安定 性 も含 めて もっ と

詳 し く調 べれ ば明 らか にな る こ とと思 われ る。
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SYNERGISTIC ACTIVITY OF FLOMOXEF AND CEFAMANDOLE AGAINST

METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS A UREUS

Yoshinao Kobayashi, Naomi Sonobe, Masayoshi Doi,

Kazuhisa Murakami and Tadashi Yoshida

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Cu, Ltd.,

Fukushima-ku, Osaka 553, Japan

In vitro antibacterial activity of the combination of flomoxef (FMOX) and cefamandole (CMD)

against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was evaluated by checkerboard dilution

method. The combination showed synergistic activity against 181 (95 %) of 190 MRSA strains with

a minimal fractional inhibitory concentration (FIC) of less than 0.5. Furthermore, the MICs of

both antibiotics were less than 1.6 ƒÊg/ml against 65 % of strains when administered in combination.

Removal of the 7 ƒ¿-methoxy substituent from FMOX resulted in diminution of the synergistic effect

suggesting that inhibitory action of FMOX against penicillin-binding protein 4 (PBP 4) was

involved in its synergistic effect because 7 ƒ¿-methoxy conferred on the compound an affinity for PBP

4. This in vitro synergistic activity was reflected in the therapeutic efficacy of the combination

against experimental infections in mice intraperitoneally challenged with MRSA.


