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メチシ リン耐性黄色 ブ ドウ球菌(MRSA)に 対する抗菌剤単独

な らび に併 用使用時のin vitro抗 菌力
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尾家 重治 ・神 谷 晃

山口大学医学部附属病院薬剤部*

(平成3年6月2日 受付・平成3年9月18日 受理)

1990年 前 半 に 山 口 県 下 の7病 院 で 分 離 さ れ た メ チ シ リ ン耐 性 黄 色 ブ ドウ 球 菌(MRSA)100

株 に対 す る抗 菌 剤 単 独 お よ び 併 用 使 用 時 のin vitro抗 菌 効 果 に つ い て検 討 した 。 通 常 の 投 与 量

で 到 達 し得 る血 中 薬 物 濃 度 を 考 慮 して,最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)がfosfomycinで25μg/

ml以 下,cefmetazoleで12.5μg/ml以 下,vancomycinで6.25μg/ml以 下,minocycline

お よ びimipenemで3.13μg/ml以 下,ofloxacinお よ びnetilmicinで1.56μg/ml以 下,

rifampicinで0.78μg/ml以 下 の 場 合 を 有 効 と す る と,各 薬 物 の 有 効 率 は,vancomycinで

100%,rifampicinで97%,minocyclineで90%で あ り,そ の 他 の5剤 で は36～45%で あ

っ た。 一 方,薬 剤 併 用 で は,cefmetazole+fosfomycin(25μg/ml)でcefmetazoleのMIC

が12.5μg/ml以 下 の 株 が72%と な っ た 。 本 併 用 は 相 乗 的 効 果 を 示 し た。 ま た,minocy-

cline+fosfomycin(6.25μg/ml)+cefmetazole(3.13μg/ml)で は,minocyclineのMIC

が3.13μg/ml以 下 の 株 が95%に 増 加 した 。 しか し,こ の3剤 併 用 の 効 果 は,minocyclineと

fosfomycin+cefmetazoleと の 相 加 的 効 果 に よ る も の で あ っ た。 な お,minocycline+fos-

fomycin(6.25ま た は25μg/ml)でSkip現 象(低 濃 度 域 で 菌 の 発 育 が 阻 止 され,よ り高 濃

度 域 で菌 の 増 殖 が み ら れ る現 象)が 認 め ら れ,両 薬 剤 併 用 使 用 に 対 す る 再 検 討 の 必 要 性 が 示 唆

され た。
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メチシ リン耐性 黄 色 ブ ドウ球 菌(以 下MRSAと 略 す)

は,ペ ニ シリン系や セ フ ェム系 の抗 生 剤 に耐 性 を示 すの み

ならず,従 来 有効 と い わ れ た ニ ュ ー キ ノ ロ ン系 薬 剤 や

imipenemな どに も耐 性 化 が 急速 に進 ん で い る1～4)。一 方,

本菌に対 す る併用 効 果 に関 し て は,fosfomycinと セ フ ェ

ム系薬 剤5～7),fosfomycinとimipenem8),imipenemと セ

フェム系 薬 剤9),テ トラ サ イ ク リ ン系 と セ フ ェ ム 系 薬

剤10.11),sulbactamと セ フ ェ ム 系 薬 剤12),oxacillinと

onoxacin13)な どが報 告 され て い る。 しか し これ らの 薬 剤

併用のうち臨 床的評 価 が得 られ て い る もの は,fosfomycin

とcefmetazoleな ど の セ フ ェ ム 系 薬 剤 と の 併 用14～18),

imipenemと セ フ ェム系薬 剤 との 併 用19)の み で あ る。 しか

もこれ らの併 用 は,fosfomycinやimipenemに 対 す る 高

度耐性 菌の増 加1,4)と と も に,そ の 有 用 性 が 低 下 して きて

いる。

そ こで 著者 らは,MRSAの 新 鮮 臨 床 分 離 株 に 対 す る

vancomycinやrifampicinな ど の抗菌 剤8剤,minocy-

clineを 軸 とする薬剤併用6種 のin vitro抗菌効果を,到

達血中濃度を考慮 して検討した。また,minocyclineと

fosfomycinと の併用におけるSkip現 象(低 濃度域で菌の

発育が阻止され,よ り高濃度域で菌の増殖がみられる現

象)の 関与についても検討を加えた。

I.材 料 と 方 法

(1)対 象菌株

1990年3月 から8月 までの6か 月間に,山 口県下

の7施 設(山 口大学医学部附属病院,山 口県立中央病

院,宇 部興産中央病院,国 立療養所山陽荘病院,小 野

田市立病院,山 口労災病院,厚 生連周東総合病院)の

検査部において分離されたMRSA100株 を対象 とし

た。感性 ディス ク用培地N(ニ ッスィ)で37℃,18

時 間培養 したStaphylococcus aureusを 生 理食塩水に

懸濁 し,マ ックファーランド0.5の 菌液に調製 したも
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の を綿棒 でMRSAス ク リーン寒天培地(oxacillinを

6μg/ml含 有,BBL)へ 接 種 し,35℃ で24時 間 培養

後,肉 眼的に生育の見 られたS.aureusをMRSAと

判定 した。

検体 の由来 は,喀 痰36株,膿 汁21株,尿10株,

咽 頭 スワブ9株,耳 漏6株,血 液2株,そ の他16株

の計100株 で ある。

(2)使 用薬剤

次の8薬 剤 の原 末 を使用 した:minocycline HCI

(MINO,日 本 レ ダ リー),fosfomycin Na(FOM,

明 治 製 菓),cefmetazole Na(CMZ,三 共),

imipenem(IPM,万 有 製 薬),ofloxacin(OFLX,

第 一製薬),netilmicin sulfate(NTL,三 共),van-

comycin HCI(VCM,シ オ ノギ製薬),rifampicin

(RFP,日 本 チバガイギー)。

(3)薬 剤 感受性測定法

日本化学療法学会標準法20)に 準 じて,寒 天平板希

釈法によりMICを 測定 した。増菌用培地 として感受

性測定用ブイヨンを,感 受性測定用培地 として感性 デ

ィスク用培地N(い ずれ もニ ッスイ)を 用いた。接

種菌液 としては,増 菌用培地 で37℃,18時 間培 養 し

た菌液 を増菌用培地で1,000倍 希 釈 した ものを用 い

た。菌液 の接種 は,ミ クロプランター(佐 久間製作

所)を 用いて薬剤含有平板に約5μl接 種す ることに

より行い,37℃ で18時 間培養後 に判定した。

なお,薬 剤併用では,併 用薬剤中の1剤 以外の濃度

を固定して検討 した。併用薬剤の組合せ とその固定濃

度 は次の ようである:MINO+FOM(6.25ま た は25

μg/m1),MINO十CMZ(12.5μg/ml),CMZ+

FOM(25μg/ml),MINO+FOM(6.25μg/m1)+

CMZ(3.13μg/ml),MINO+FOM(25μg/ml)+

CMZ(12.5μg/ml)。

II.結 果

(1)最 小発育阻止濃度(MIC)

Fig.1にMRSA100株 に対 する単剤 のMIC分 布

を示 した。 また,こ れ ら薬剤の成人常用量,通 常の投

与間隔での最高および最低血中濃度,こ れらの薬剤に

感受性 ありと判定 したMIC基 準 値(breakpoint)な

ら びにその基準値 よ り判定 した感受性株の割合を

Table 1に 示 した。 ここでMIC基 準値(breakpoint)

は,そ れぞれの薬剤の常用量投与で2時 間以上にわた

っ て維 持 し得 る血 中 濃 度 に基 づ い て設定 した。

MRSA100株 中 の感 受性 株 の割 合 は,VCMで100

(MIC:μg/ml)

MINO, minocycline; FOM, fosfomycin; CMZ, cefmetazole;
IPM, imipenem; OFLX, ofloxacin; NTL, netilmicin; RFP,
rifampicin; VCM, vancomycin.

Fig. 1. Distibution and cumulative curve of

MICs of eight kinds of agent against 100

clinical isolates of MRSA.

Table 1. Susceptibility test results of 100 clinical isolates of MRSA to eight kinds of agent
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%,RFPで97%,MINOで90%で あ っ た が,

OFLX,IPM,FOM,NTL,CMZで はいずれ も50

%以 下であった。さらに,Table 2に は,MINOを 中

心とする4種 の組合せの薬剤耐性型の成績 を示 した。

一方
,MRSA100株 に対 する薬剤併用時の抗菌力

測定結果は,併 用薬剤の中で濃度を固定 していない薬

剤のMIC分 布 として示 した(Fig.2)。 こ こで,併 用

薬剤の固定濃度の設定は,上 述のMIC基 準値(break-

point)に 準 じて行 った。 また,感 受性があるか否か

の判定は,濃 度 を固定 していない薬剤のMIC基 準値

(breakpoint)に 基 づいて行 った。即 ち,濃 度 を固定

Table 2. Drug-resistant pattern of MRSA (100 clini-

cal isolates)

MINO, minocycline; FOM, fosfomycin; CMZ, cef-

metazole.

(MIC:μg/m1)

The combinations of MINO plus FOM (6.25 or 25ƒÊg/ml)

were omitted since these showed the skip-phenomenon .
MINO, minocycline; CMZ

, cefmetazole; FOM, fosfomycin.

Fig. 2 . Distribution and cumulative curve of

MICs of drug combinations (four kinds) and

minocycline against 100 clinical isolates of

MRSA.

していない薬剤 のMICが,MINOで3 .13μg/ml以

下,CMZで12.5μg/ml以 下 の株 を感受性株 とす る

と,各 併用薬剤に対する感受性株の割合は次のように

な る。MINO+CMZ(12.5μg/ml)で91%,

CMZ+FOM(25μg/ml)で72%,MINO+FOM

(6.25ま た は25μg/ml)+CMZ(3.13ま た は12.5

μg/ml)で95%で あ る。一方,MINO+FOM(6.25

また は25μg/ml)で は,Skip現 象がみ られた株があ

ったため,感 受性株の割合の判定が不能 であったの

で,Fig.2に は これ らの併用の結果 を示 していない。

以上,併 用で得 られた有効率 を,Table2の 薬剤耐性

型 の結 果 と対 比 させ る と,MINO+CMZお よ び

MINO+FOM+CMZで は,併 用による感受性株の割

合の上昇 は得 られなか った。すなわ ち,MINO単 独

およびCMZ単 独 のいずれにも耐性型の菌株 は,こ れ

らの併用 に も耐性 を示 した。また,MINO,FOM,

CMZ単 独 のいずれに対 して も耐性型 の菌株 は,こ れ

ら3剤 の併用 に も耐性 を示 した。 しか し,MINO+

FOMで は,併 用により感受性株が56%か ら72%へ

上 昇 した。すなわち,CMZ単 独 およびFOM単 独 の

いずれに も耐性型の株 は44%で あ ったが,併 用によ

り本耐性型株 は28%と なった。

(2)Skip現 象

薬剤併用では,MINO+FOMに ついても検討 した

が,MINO+FOM(6.25μg/ml)で は100株 中5

株,MINO+FOM(25μg/ml)で は100株 中1株 に

Skip現 象 がみ られた。Table3に,Skip現 象 を示 し

た6株 のうち代表的な2株 の結果を示す。 これ ら2株

に対す るFOM単 独 のMICは6.25μg/mlで あ った

ので,も しMINOとFOMと の併用が拮抗的 でなけ

れば,FOMを6.25μg/ml添 加 した2倍 濃度希釈系

列のMINO含 有培地においては,い ずれのMINO濃

度で も増殖できないはずである。しかし,Strain 1で

はMINO濃 度1.56～3.13μg/mlで,Strain2で は

MINO濃 度0.78～6.25μg/mlで 増 殖 がみ られ た。

言い換 えれば,0.1～0.78(ま た は0.39)μg/mlと

い う低濃度 のMINOはFOM(6.25μg/ml)の 抗 菌

力に影響 をお よぼ さないが,MINO濃 度 が1.56～

3.13(ま た は0.78～6.25)μg/mlに 上 昇 す る と

FOM(6.25μg/ml)の 抗 菌 力 が 消 失 す る。一 方,

MINO濃 度 が6.25ま た は12.5μg/ml以 上 で は,い

ずれの株 も増殖 していないが,こ れ はMINO単 独 の

抗菌効果の影響が出たと考 えられる。なおMINO+

FOMのSkip現 象 は,CMZ(3.13ま た は12.5μg/

ml)を 追加併用することによりすべて消失 した。
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Table 3. Growth of MRSA on agar plate containing various concentrations of minocycline with fosfomycin at 6 ,25

ƒÊg/ml

+:Growth,-: No growth

*The MICs of fosfomycin against two strains were 6.25 ƒÊg/ml, and the MICs of minocycline against strain 1 or 2

were 12.5ƒÊg/ml or 25 ƒÊg/ml.

III.考 察

MRSA100株 に対 して,抗 菌剤 単独お よび併用使

用時の抗菌効果についてin vitroで 検 討 した。従来よ

り,in vitroで の抗菌力 の検討 は数多 くみ られるが,

その有効性判定基準の設定では,各 抗菌剤の到達血中

濃度を無視 した値を用いている場合 も多い。

そこで我々は,Table 1に 示 したように。まず成人

常用量 を通常の間隔で投与 した場合に得られ る最高お

よび最低血中濃度を各薬剤のインタピューフォームか

ら得,こ れに基づ き有効判定基準値 を定 めた。 この

際,各 薬剤の半減期 も考慮 し,体 内で充分な時間基準

濃度 と接触 し得 る値 を設定 した。 これ らの条件 より最

小 発育 阻 止濃 度(MIC)がfosfomycinで25μg/ml

以 下,cefmetazoleで12.5μg/ml以 下,van-

comycinで6.25μg/ml以 下,minocyclineお よ び

imipenemで3.13μg/ml以 下,ofloxacinお よ び

netilmicinで1.56μg/ml以 下,rifampicinで0 .78

μg/ml以 下 を有効 とした。

抗菌 剤の単独使 用時 では,MRSAに 有 効 との報

告21～24)があ るIPM,OFLX,NTLが,37～45%

の 低 い有 効率 に と どま った。 これ ら3剤 の うち,

IPMとOFLXで はかなり有効率が低下 しているとの

報告 もすでにあ り1,3,4),これ らの報告 と今回の結果 は
一致 した

。一方,NTLで は,有 効率が低下 している

との報告は,著 者 らが調べた範囲では見当 らない。 し

かし,ア ミノ配糖体系抗生剤のうちで汎用されてきた

gentamicin(GM)な どでは,既 にMRSAに 対 す る

有効率 がかな り低下 しているとの報告24)も あ る。今

回のNTLの 結 果 も,そ の使 用頻度 の増加 とともに

NTL耐 性MRSAが 増 加 して きていることを示 して

いると考えられ る。

一 方
,VCM,RFP,MINOはMRSA100株 に 対

して90～100%の 高 い有効率 を示 した。特に,VCM

のMIC値 は すべ て3.13μg/ml以 下 と低 く,他 の報

告で も同様 にMRSAに 対 す るVCMのMIC値 は低

い25～27)。また,本 剤はすでに米国ではMRSA感 染症

に対す る第一選択薬剤 となっている28)。Frenchら29)

はMRSA菌 血 症 患 者 の 薬 物療 法 時 の致死 率が,

VCMで14.8%(27人 中4人),VCM以 外 のin

vitro有 効薬剤で44%(34人 中15人),in vitro無効

薬剤で100%(13人 中13人)で あった と報告 してい

る。Cafferkeyら30)がMRSA敗 血症患者 を対象とし

て行 った同様の研究報告でも,そ の致死率がVCMで

23.5%(17人 中3人),in vitro感 受 性 のamikacin

(一部 はセフェム系薬剤 との併用)で72.7%(11人

中8人),in vitro無 効 の薬 剤で93.3%(15人 中14

人)で あった。 またMcManusら27)は,S.aureus感

染症を合併 した重症熱傷患者の治療にVCMを 使用し

た時,MRSAとMSSA(メ チ シリン感性黄色ブドウ

球菌)の いずれが起因菌であっても,そ の致死率に差

がな く,VCMを 用 いればMRSAを 特 に恐れる必要

はないと述べてい る。さらに,VCMの 毒性 は一般に

思われているほ ど強 くな く,ア ミノ配糖体系抗生剤な

どの耳 ・腎毒性 を示す薬剤 との併用を避け,血 中濃度

を測定 しながら投与すれば比較的安全に用いることが

できる28)と い う報告 もある。

これ らの最近の報告から,VCMの 高 い有用性が再

認識 され る。また我が 国 で も,敗 血症や肺炎など
"d
eep"なMRSA感 染症 には,VCMを 第一に選択す

べ きであろうと考 えられる。

RFPは100株 中97株 に有効であったが,本 剤は単

剤使 用 で は耐 性 を生 じや す い との報告がある31)。

VCMな ど の他剤 と併 用 すれ ば有 用 と推定 される

が32),臨 床 的有用性はい まだ確立していないので,治

療薬 として推奨はできない。

薬剤併用では,CMZ+FOM(25μg/ml)が 相乗的

効果 を示 したものの,72%の 有 効率に とどまった。

今回の単剤試験 の結果でも,FOMのMICが200μg/

ml以 上 を示す株が45%に み られ,MRSAのFOM

高度 耐性化が進んでいることが証明 されたといえる。
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一方
,MINO+FOM(6.25μg/ml)+CMZ(3.13

μg/ml)お よ びMINO+FOM(25μg/ml)+CMZ

(12.5μg/ml)で は95%の 有効 率 を示 し,MINO単

独 の有効率90%を 上 まわ った。 しか し,MINO+

FOM+CMZの 高 い有 効 率 は,MINOとFOM+

CMZと の相加的作用によるもので,併 用による相乗

的効果はみられなかった。 したがって,こ の3剤 併用

は薬剤感受性同定済みのMRSA感 染症 には有用性は

低いと考えられる。

MINO+FOMで み られたSkip現 象 は,CMZを 追

加併用することにより消失 した。 この原因 は,FOM

とCMZと の 相 乗 的 効 果 が,MINO+FOMで の

FOMの 抗菌力低下をカバ ー したため と推定 され る。

詳細な反応機構については現在検討中である。

以上,今 回,MRSA 100株 に対す る抗菌剤 の単独

および併用使用時のin vitro抗 菌 効果について到達血

中濃度を考慮して検討 した ところ,MRSAに 最 も有

効な薬剤はVCMで あ った。
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IN VITRO ACTIVITIES OF SEVERAL ANTIMICROBIAL AGENTS, ALONE

OR IN COMBINATION, AGAINST METHICILLIN-RESISTANT

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Kiyoko Takahama, Yoshiko Takeo, Ye Huang, Shigeharu Oie

and Akira Kamiya

Department of Pharmacy, Yamaguchi University Hospital, 1144 Kogushi, Ube 755, Japan

We determined the effects of several antimicrobial agents, alone or in combination, in vitro

against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).One hundred strains of MRSA

examined were clinically isolated from inpatients at seven hospitals in Yamaguchi Prefecture during

March to August, 1990. The following MICs were defined as breakpoints of susceptibility for each

agent: fosfomycin,•…25 pg/ml; cefmetazole,•…12.5 ƒÊ g/ml; vancomycin,•…6.25 pg/ml; rainocy-

cline and imipenem,•…3.13 ƒÊg/ml; ofloxacin and netilmicin, •…1.56 ƒÊg/ml; rifampicin,•…0.78 ƒÊg/

ml. These values were decided on the basis of attainable concentrations in blood after the recom-

mended dosage of each drug. All MRSA strains tested were susceptive to vancomycin. The suscepti-

bility of MRSA was 97 % for rifampicin, 90 % for minocycline, and 36-45 % for the other five

agents. When cefmetazole was combined with 25 ƒÊg/ml of fosfomycin, it inhibited 72 % of isolates

at a concentration of•…12.5 ƒÊg/ml. This two-drug combination was synergistic. Also, minocycline

inhibited 95 % of isolates at a concentration of S3.13 pg/ml , when the combination of minocycline +

fosfomycin (6.25 ƒÊg/ml) +cefmetazole (3.13 ƒÊg/ml) was tested. The excellent activity of the

three-drug combination was due to the additive effect. In the combination minocycline with fos-

fomycin (6.25 or 25 ƒÊg/ml),the"skip phenomenon" was observed, namely, the bacterial growth

was inhibited at a lower concentration and not inhibited at a higher concentration of minocycline,

indicating the necessity of further study on the interaction of these two agents.


