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横 浜 市 立 大 学 医 学 部 附 属 病 院 中 央 検 査 部 に お い て,1991年1月 か ら7月 に 分 離 さ れ た

methicillin-resistantS妙 勿lococoaureus(MRSA)54株 に つ い て,ペ ニ シ リ ン系 β-lac-

tam剤,piperacillin(PIPC)と,種 々 の 抗 生 物 質,抗 菌 剤 と のinvitro併 用 効 果 を 調 べ た 。

用 い たMRSAは す べ てmecA遺 伝 子 を保 有 し,検 討 し た β一lactam剤 に 比 較 的 高 度 耐 性 を 示

す菌 株 で あ っ た 。 ま た コ ア グ ラ ー ゼ 型 別 は98.1%がII型,エ ン テ ロ トキ シ ン は タ イ プCが も

っ と も多 く48.1%,ブ ドウ 球 菌TSST-1(Toxic Shock Syndrome toxin-1)産 生 は61.1%,

β-1actamaseは,74.1%の 株 が 産 生 して い た。 各 種 抗 生 物 質,抗 菌 剤 とのinvitro併 用 効 果

の検 討 結 果 か ら,PIPCはS.amusのpenicillin binding Protein(PBP)4を 強 く阻 害 す る,

nomoxef(FMOX),imipenem(IPM),meropenem(MEPM,SM-7338),cefmetazole

(CMZ)等 の 薬 剤 との 間 に 強 い 相 乗 効 果 が 認 め られ た 。 ま たPIPCとIPM併 用 時 の 作 用 像 は

強 い菌 体 の 膨 潤,溶 菌 像 が 観 察 され た 。
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Methicillin -resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

の本 体 は,St妙 勿lococcusaureusのpenicillinbinding

proteinの 変化(PBP2'の 新生)で あ り1,2),近 年 臨 床 的 見

地か らの重大 な問題 点 と して,有 効 な薬 剤 の 欠 如,こ れ に

伴う治療確 立 の模 索,そ して そ の病 院 内感 染 と対 策 が 挙 げ

られている3～6).MRSAに 対 し単 独 で 強 い抗 菌 活 性 を示 す

抗生物質,抗 菌剤 に は現 在,arbekacin(ABK),vanco-

mycin(VCM),teicoPlanin,rifampicin(RFP)等 が 報

告されて いるが,使 用 に際 し副作 用 や短 期 間 の高 度 耐 性 化

等の面か ら様 々 な問題 や制 限 が あ る の も事 実 で あ る。 この

ため既存 の抗 菌 剤,抗 生 物質 で のMRSA感 染 症 治療 に関

する報告 の うち,最 近 は併 用 療 法 に関 す る もの も多 い4樽71。

またこれ に先 立 っin vitroで の抗菌 剤,抗 生 物 質 の併 用 効

果 を検討 した報告 は多数 あ る。

そこで,近 年 大 きな 問題 とな っ て い るMRSA感 染 症 に

対す る抗 生 物 質,抗 菌 剤 の併 用療 法 の 意 義 を 見 極 め る た

め,こ れ まで あ ま り報 告 の な いペ ニ シ リ ン系 β-1actam剤

と多種薬 剤 につ いてi%vitn併 用 成績 を検 討 した。

今回はペニシリン系β-1actam剤 にpiperacillin(PIP

C)を 選択し,こ れとβ-1actam剤 を中心とする多数の薬

剤についてinvitn併 用成績を検討した結果,興 味ある知

見を得たので報告する。

L材 料 と 方 法

1)使 用菌株

横浜市立大学医学部附属病院中央検査部において,

1991年1月 か ら7月 までに分離 され たmethici11in-

resistantS勿 勿lococcusaureus(MRSA)368株 の う

ち,再 度一定 の菌株選定基準(検 査材料,検 査依頼

日,除 外規定[ICU分 離株,再 分離株〕等〉 を満たし

た患者個別のMRSA(Ca2+,Mg2+加Muellerhin-

tonbroth(MHB)で のoxacillin(MPIPC),MIC

(最小 発育阻止 濃度)が>4μg/ml)169株 を選 定 し

た。 これ よ りさ らにmethicillin(DMPPC),12.5

μg/ml以 上 の54株 を無作為に抽出し使用した。

2)使 用菌株の性状

使用各株のコアグラーゼ型別(デ ンカ生研測定 キッ

'横 浜市金沢 区福浦3 -9
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トを用い測定,以 下同),β-1actama8e産 生能(lden-

tification stickβ-1actamase[NITROCEFIN],

OXOID),エ ンテロ トキシン型別(デ ンカ生研)ブ ド

ウ球 菌TSST-1(デ ン カ生 研)を 分類 した。 また,

MRSAPBP2'の 構造遺伝子,mecAの 検 出を徳江

ら8》が報告 した19塩 基のプライマーを富山化学続合

研 究所 にて合 成 し,polymerasechainreaction

(PCR)法 にて検索 した。 さらに得られたPCR prod-

uctに つ いて,MRSA mecA構 造 遺伝子の一部 であ

ることを確認するため,制 限酵素ClaI(宝 酒造)を

用い,消 化断片をアガロース電気泳動で確認 した。

3)使 用薬剤

Piperacillin(PIPC),tosufloxacin(TFLX)(富 山

化学工業株式会社),arbekacin(ABK),fosfomycin

(FOM)(明 治 製薬),cefuzonam(CZON),minoc-

ycline(MINO)(日 本 レ ダ リ ー),amikacin

(AMK),imipenem/cilastatin(IPM/CS)(萬 有 製

薬),cefazolin(CEZ)(藤 沢 薬 品),cefotiam

(CTM)(武 田薬品工業),nomoxef(FMOX),van-

comycin(VCM)(塩 野 義 製 薬),cefmetazole

(CMZ)(三 共株式会社),rifampicin(RFP)(第 一

製薬),meropenem(MEPM,SM-7338)(住 友製薬

株式会社)を 用いた。なおIPM/CSはIPM原 体換算

し,以 下 の薬剤感受性の測定,平 板checkerboard

法 に よる併用効果,殺 菌曲線,形 態変化の検討等に用

い,以 後IPMと 示 す。

4)薬 剤感受性の測定

日本化学療 法学会標準法9,に もとづ き,Mueller

hintonagar(MHA:栄 研化学)を 用いて,薬 剤単独

の抗菌力 を調べた。

5)各 種抗生物質,抗 菌剤の併用効果

PIPCとFOM,MINO,ABK,AMK,TFLX,

IPM,MEPM,CEZ,CTM,CZON,FMOX,CMZ,

RFP,VCMの14薬 剤 との併 用効 果 を,MHAを 用

いた平板checkerboard法 に よりFractionalinhibi-

toryconcentration(FICindex)値 を算出 し比較検

討 した。

さらに得 られ たFICindex値 を4つ の群,す なわ

ち(1)非常 に強い併用効果が認められる≦0,25,(2)こ れ

よ りは弱 いが,相 乗効果 を示 す>0,25～ ≦0,5,(3)無

作 用の0.5～2.0,(4)拮 抗作用が認められる>2,0と4

群 に分けPIPCと 各薬剤 との併用で,使 用 した株が各

群にどのように分布するか検討 した。

6)殺 菌曲線 におよぼすPIPCと 他剤の併用効果

平板checkerboard法 で のFICindex値 がく0。25

の 株 が 多数 認 め られ た,PIPCとIPM,あ るいは

PIPCとFMOXの 組 み合せ につ いて,そ れ ぞれの

FICindex値 が く0.25で,PIPCは 高 度 耐性(100

μg/ml)のSamusF-1922株,中 等度耐性(12.5

μg/m1)のF-1895株 を用い行った。Muellerhinton

broth(MHB:栄 研 化学)中 での薬剤作用時の殺菌曲

線におよぼすPIPCと 他 剤の併用効果を経時的に薬剤

単独,あ るい は併 用 時 に ついて,Heartinfusion

agar(HIA:栄 研 化学)を 用いて生菌数を測定し検討

した。

7)薬 剤併用時MRSAの 形 態学的変化

平板checkerboard法 で のFICindex値 がく025

の株 が多数認 められたPIPCとIPM併 用 時,殺 菌曲

線で用いた,S,ameusF-1922株 について,薬 剤作用

時における菌体 の形態 を走査型電子顕微鏡(日 立X-

650)を 用い,薬 剤単独の場合 と比較検討 し観察した。

電子顕微鏡試料の作製にあたっては常法にそって行っ

た。すなわ ちMHBに て震邊培養対数期のSamus

に薬 剤 を作用 させ3時 間後,菌 体 を3,000rpmで 遠

心集菌,Kellebergerbufferで 洗浄の後,グ ルタール

アルデハイド(和 光純薬)で 固定した。

さらに1%オ ス ミウム酸(和 光純薬)で18時 間固

定,ア ルコール脱水系一酢酸イソアミル置換の後,臨

界点乾燥を行い,金 蒸着 を行って検鏡 した。

II.結 果

1)使 用菌株の性状

Fig.1に 示 したごとく,用 いたMRSA54株 を臨床

Materials coagulase type enterotoxin TSST-1 production I9-lactamase production

Fig. 1. Laboratory findings regarding the MRSA used.
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材料別で見ると,気 管内喀痰および喀痰由来が もっと

も多く38.9%で,次 いで膿 由来が22.2%で あ った。

コァグラーゼ型別はそのほとん ど.98.1%がII型 で あ

った。エンテロ トキシンはタイプCが もっとも多 く

48.1%,次 い で タイ プBで の 順 で あ っ た。 また

TSST-1は61.1%の 株 が産生 していたが,エ ンテロ

トキシン,タ イプCの 株 は100%,TSST-1を 産 生

していた。β-lactamaseに つ いて は,74.1%と 多 く

の株が産生していた。

またFig2に 示 した ように,PCR法 に よるmecA

遺伝子探索の結果,用 いたMRSA54株 す べてについ

て,徳 江らが報告した1,339bpのPCR productが 認

められ,mecA遺 伝 子を保有 していることが確認 され

た。またこれ らのproductを 制 限酵素Cla Iで 切 断

したものはFig.3に 検 討 した菌株 の一部 を示 したよ

うに,す べて0.81kb,0.53kbの2本 のバ ン ドに分

かれた。Songら10)が 報告 したPBP2'の 構 造遺伝子

は目的としたPCRproduct中 のClal切 断箇所 は1

か所であることを示 しており,我 々の結果 もそれ と一

致していた。

2)薬 剤感受性

薬剤単 独 の抗 菌 力 をMICg。 値 で 比 較 す る と,

Table1に 示 した ご と く,RFP(0.0125μg/ml),

ABK(0,78μg/ml),VCM(1.56μg/ml)の 順 であ

った。次 いでIPM,MEPMが25,50μg/mlで,キ

ノロン剤のTFLXは25μg/mlで あった。β-lactam

剤はいずれの薬剤 も抗菌力が弱 く,DMPPCは>800

μg/mlで あ り,多 くのcephem剤 は ほ とん ど≧200

μg/mlで,使 用した臨床株 は比較的高度なMRSAで

あった。β-lactam剤 の 中で はCMZ,FMOXが50

Fig. 2. Agarose gel analysis of PCR products

following amplification in the 27 strains of

MRSA used.
*1,339 bp , M. W.: molecular weight F-1870
(left) to F-1926 (right)

Fig. 3. Agarose gel analysis of Cla I-treated

PCR products.
*MRSA PCR product(1 .4 kb)
**Cla I-treated(0 ,81kb)
***Cla I-treated(0 -53kb)

aa'(F-1814,F-1814Cla I-treated)

bb'(F-1817,F-1817Cla I-treated)

cc'(F-1817.F-1817Cla I-treated)

dd'(F-1819,F-1819Cla I-treatad)

ee'(F-1821,F-1821Cla I-treated)

ff'(F-1824,F-1824Cla I-treated)

μg/mlで,比 較的MICg。 値 が低かった。

3)薬 剤併用効果

ペニシリン系 β-lactam剤 のPIPCと 各薬剤 との平

板Checkerboard法 におけるinvitro併 用効果を14

薬剤 について検討し,結 果をTable2に 示 した。

その結果,PIPCは,IPM,MEPM,CMZ,FMOX

の4剤 との間に強い相乗効果が認め られた。すなわち

PIPCとIPMで は 用 い た54株 中,40株(74.0%),

MEPMと は39株(72.2%),CMZと は43株(79.6

%),FMOXと は40株(74.0%)に お い てFIC

index≦0.25と 強 巨相乗効果が認められた。

ま たFICindexの 範 囲 は,IPMで はく0.039～

0,51,MEPMと はく0.078～0.625,CMZと は0.063

～0 .51,FMOXと は<0.039～0.78と きわめて強 い併

用効果であった。一方,MRSAに 単 独で抗菌力が期

待 されているABK,VCMと は強い併用効果が認め

られ ず,ABKと は7株(12.9%),VCMと は11株

(20.3%)が>0,25～ ≦0.5のFICindex値 を示 した

が,≦0.25の 強 い併用効果 を示す菌株 は認 められな

かった。

またFOMと は≦0.5のFICindex値 を 示 した株

も,12株(22.2%)認 め られ た が,拮 抗 を示 す 株

(FICindex:>2.0)も34株(63.0%)と 多 数認 めら

れた。これ ら54株 の1株 毎 について得 られた併用効

果の成績から,PIPCを25,12,5あ るいは6.25μg/

ml添 加 した時,併 用 したIPM,FMOX,CMZに 対

する用いた菌株の感受性が どのように変化するか再検
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Table 1. Antibacterial activity of agents against MRSA (54 strains)

PIPC: piperacillin, DMPPC: methicillin, CEZ: cefazolin, CTM: cefotiam, CPZ:

cefoperazone, CZON: cefuzonam, CMZ: cefmetazole, CBPZ: carbenicillin, FMOX:

flomoxef, FOM: fosfomycin, MINO: minocycline, ABK: arbekacin, AMK:

amikacin, TFLX: tosufloxacin, RFP: rifampicin, IPM: imipenem, MEPM:

meropenem, VCM: vancomycin.

PIPC: piperacillin, IPM: imipenem, FMOX: flomoxef, CMZ: cefmetazole .

Fig. 4. Antibacterial activity of imipenem, flomoxef, cefmetazole alone and in combination

with piperacillin.

討 した。結果 は変化 した後 の感受性 の累積で表 し,

Fig.4に 示 した。

その結果,IPM,FMOX,CMZ,い ず れの薬剤につ

いて も,薬 剤単独時 よりPIPCを25 ,12.5あ る いは

6.25μg/ml添 加 した時に感受性側 に大 きくシフ トし

た。

4)殺 菌曲線におよぼすPIPCと 他剤の併用効果

平 板Checker board法 で のFIC index値 が,

く0.25の 株 が多数認 められ た,PIPCとIPM,あ る

いはPIPCとFMOXの 殺 菌曲線におよぼす併用効果

をS.aureusF-1922株,F-1895株 を用い検討した。

その結果,Fig.5に 示 したごとく,い ずれの場合も

それぞれの薬剤単独1/2MIC濃 度 では静菌的か,ほ

とんど薬剤無添加 と同様 な菌数推移 を経るのに対 し,

両剤 を1/2～1/4MIC濃 度 で併用 した場合,明 らかに

殺菌的 な作用が薬剤作用2～4時 間以降認 められた。
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Bactericidal activity of PIPC and IPM alone and in
combination against S. aureus F-1922 (homo)*

Bactericidal activity of PIPC and FMOX alone and in
combination against S. aureus F-1922 (homo)*

Bactericidal activity of PIPC and IPM alone and in
combination against S. aureus F-1895 (hetero)*

PIPC: piperacillin, IPM: imipenem, FMOX: flomoxef.

Fig. 5. Bactericidal activity of ,8-lactam alone
and in combination.

特 にS.aureus F-1895株 で は,両 剤の1/8MIC濃 度

の組合せで作用6時 間後菌数 は10-4ま で 減少 し,著

しい併用効果が認められた。

5)形 態学的変化

PIPC-IPMの 組 合せについて強 い相乗効果が認 め

られたS.aureus F-1922株 を用い,走 査型電子顕微

鏡を用いて作用時菌体の形態学的観察 を行った。その

結 果,Fig.6-B,Cに 示 した よ う に,各 薬 剤1/4

MIC+1/4MICの 濃 度 で は3時 間作用後,菌 は正常

菌体に比べ大 きく膨潤肥大 してお り,一 部溶菌像 も観

察された。

その作用像 は各薬剤単独2MIC濃 度(未 発表)よ

りはるか に強い作用像 が認 め られ た。 またFig-6-C

に示 したように,分 裂様式の異常 とも考 えられる形態

のS.aureusが 多数観察された。

III.考 察

MRSAに 対 する各種抗生物質,抗 菌剤のin vitro,
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Fig. 6. Morphological alteration of Staphylococcus aureus F-1992 (MRSA) treated with pipera-

cillin (PIPC) plus imipemem (IPM). 
A: normal cell 
B, C: PIPC 1/4 MIC+IPM 1/4 MIC

inUvO併 用の有用性については最近多 くの報告がな

されている4～7)。また臨床症例 に対 して も実際多数の

検討例が紹介 されつつある樹。

我々 も今回MRSA感 染症 に対する抗生物質,抗 菌

剤 の併用療法の意義 を見極めるため,β-lactam剤 を

中心 とする多数の薬剤 とこれまで報告の少なかったペ

ニシ リン系抗生物質 について,piperacillin(PIPC)

を用 い 初Utro併 用成績を検討した。その結果,用 いた

併用薬剤 は14薬 剤 と少ない ものの,興 味 ある成績が

得 られた。すなわち,1)ペ ニ シリン系 β-lactam剤

のPIPCは 特 定のβ-lactam剤 と強い併用効果を示す

こと,2)そ してその β-lactam剤 とはIPM,MEPM,

FMOX,CMZで あ ったこと,3)強 い併用効果 を示

す これ らの β-lactam剤 は,単 独作 用時,S.aureus

のPBPsに 対 し,共 通の結合親和性 をもっているこ

とである11,12)。

用 いたMRSAは すべてmecA遺 伝 子 を保有 し,検

討 した多 くの β-lactam剤 に比較的高度耐性 を示す菌

株 ばか りであった。 またコアグラーゼ型別 は98.1%

が 耐性誘導を受 けやすいと報告 されている13)II型 で

あった。

これ ら菌株 に対 し,PIPCと 上記4薬 剤 は用いた菌

株の79,6～72.2%の 株 がFIC index値 が ≦0.25と 強

い相乗効果が認 められ た。またFIC index値 の範囲

は,0.055～0.61(4剤 平 均)と きわめて強い併用効

果であった。

さらに臨床か ら分離 したMRSAに 対 し,PIPCが

IPM,FMOX,CMZ等 と強い併用効果を示すのは,

PIPCが25～6.25μg/mlの 濃 度で存在 していること

で十分 で あ り,こ れ らの併 用効果 の現 れる濃度は

Fig.7に 示 したように併用薬剤 の通常の点滴時血中濃

度域14-17)で あ った。

た とえ ばFMOXの 場 合,用 い た54株 のPIPC,

FMOXのMIC90値 はそれぞれ200μg/ml以 上,あ る

い は50μg/mlな ので単独での2g,1g点 滴 下では有

効血中濃度 はまった く望 めない。一方,PIPCの 血中

濃度25μg/mlは 本剤を2g,1時 間点滴時に約2,9時

間 維持 で きる濃度 であ り,Table3に 示 すように

PIPCが25μg/mlを 維 持 して い れ ば,FMOXの

MICg。 値 は6.25μg/mlに 下 が っているので,PIPC

が25μg/mlを 維持 している時間 と,FMOXが6.25

μg/mlの 血 中濃度 を維持 している時間 との交点,A

か らBま での時間がPIPCとFMOXを 併 用した場合

の有効血中濃度 と考 えることがで きる。同様なことが

PIPCとIPM,CMZで も うかがえる。

ペニ シリン系 β-lactam剤 のPIPCが なぜ特定のβ

-lactam剤
,IPM,MEPM,FMOX,CMZと 強い併

用効果 を示すのか,現 在明確な証明はされていない。

ただこれらの β-lactam剤 は薬剤単独作用時,Saur

郷 のPBPsに 対 し,特 にPBP4に 強 い親和性を持

つことが共通 している。

S.aureusのPBP4に 関 しては,今 田が透過型電子

顕微鏡 を用いて,S.aureusのPBP4を 選択的に阻害

す るcefoxitin(CFX)を 用 い,CFX0.05μg/mlで
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PIPC: piperacillin, IPM/CS: imipenem/cilastatin, FMOX: flomoxef, CMZ: cefmetazole.

Fig. 7. Serum concentrations of various ,l-lactam antibiotics.

A-B (A'-B'): Time above 6.25ƒÊg/ml (MIC90 against MRSA used in

combination with piperacillin (PIPC)) of serum levels (i. v. drip infusion)

of imipenen (IPM) , flomoxef (FMOX), cefmetazole (CMZ), respectively,

when the serum levels of PIPC was above 25 ,ug/ml.

(A-B: PIPC 2g i. v. drip infusion, A'-B': PIPC 1g i. v. drip infusion)

a—b: Time serum levels maintained above the MIC90 of IPM, FMOX, CMZ

alone according to MRSA used.

のPBP4の 完全阻害でも形態変化がなか ったことを

報告してい る。また 同 じ報 告 で,PBP4と 他 の

PBPs,た とえばPBP1あ るいはPBP3が 同時 に阻

害される場合,著 しい溶菌促進作用が現れ るとしてい

る。Wykeら18)はPBP4の 欠 落 はSaureus菌 体 の

ペプチ ドグリカンの架橋程度の著 しい減少 と関連 して

いることを報告しているが以後十分な検討 はされてい

ない。今後 この点に関してさらに検討 を進める予定で

ある。

実際の臨床の場においては基礎疾患を有する患者 に

MRSA感 染が生 じる場合,MRSA単 独感染 より緑膿

菌をはじめとするグラム陰性菌 との混合感染 も多 くみ

られる。そのためMRSA感 染 に対する治療が単独で

有効な抗生物質,抗 菌剤がないこともあいまって併用

による治療が行われがちである。 しかし併用にあたっ

ては,vancomycinは 単 独 で は低 いMICを 示 す が,

併用薬によって は必ず しもFICindexが よい とは限

らず19),teicoPlaninに つ いて も20)同様 の ことが言わ

れている。今回の検討 で もvancomycinは 単 独で は

1.56μg/ml程 度 の低 いMICを 示 したに もかかわ ら

ず,FICindexで み ると0.5～2.0と な る株が54株 中

43株 しめてお り,併 用にあたって は併用薬の選択 に

ついての考慮 も必要であろう。

さらに,投 与方法,投 与順序 などの検討 もMRSA

感染症に,よ り効果的に併用療法 を行 うに当たっては

検討が必要であ り,臨 床の場 においての臨床例での検

討も必要であろう。

なお本論文の要旨は第40回 日本化学療法学会総会

(名古屋)に おいて報告した。
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1) We investigated the bacteriological characteristics of 54 strains of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) isolated from patients in the Clinical Laboratory Department,
School of Medicine, Yokohama City University between January 1991 and July 1991.

2) Coagulase type-II strains accounted for 98.1% of the isolates, and enterotoxin C was

produced by 48.1%. Approximately 74% of the isolates produced fl-lactamase. All strains tested
possessed the mecA gene.

3) Combination of piperacillin (PIPC) with imipenem/cilastatin (IPM/CS) , with meropenem
(MEPM), with flomoxef (FM0X) , and with cefmetazole (CMZ) in vitro yielded potent synergistic
activities (FIC index: <0.25) against 74.0%, 72.2%, 74.0%, 79.6%, respectively of the isolates.

4) Based on the morphological findings, when treated with the PIPC plus IPM combination, the
MRSA cells became swollen and disintegrated.

5) Although the mechanism of the synergism between PIPC and the above 4 drugs is unknown,
it appears that the affinity of these drugs for S. aureus, PBP 4 is related to this phenomenon.


