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マ ウ スMRSA感 染 症 に お け る薬 剤併 用 効 果 の モ デ ル実 験

1.Cefuzonamとimipenemと の併用

笹原 武 志 ・樋 口 徹1)・ 井上 松久

北里大学医学部微生物学教室.
1)日本 レダリー株式会社

(平成4年10月21日 受付 ・平成4年11月13日 受理)

メチシリン耐性黄色 ブ ドウ球菌(methicillin-resistant Staphylococcus aureus;MRSA)に

対 するcefuzonam(CZON)とimipenem(IPM)の 併 用効果について検討 し,以 下の結果を

得た。(1)In vitroに お ける殺菌効果は,各 単剤で はいずれ も強 い殺菌作用の認 められない

濃度 を併用 した場合,併 用により著明な殺菌作用が認め られた。(2)マ ウ スMRSA感 染 症

モデルを用いて治療効果を平均生存日数,ED5。 値 そして血液および臓器内の菌数 について検

討 したところ,併 用群 の方が各単独群 よりも強 く効果 的に作用 してお り,そ の効果 はFED

indexか ら相乗的作用である と判定 された.(3)各 抗 生剤およびその併用時の各濃度 におい

て腎機能検査 を実施 し,毒 性の増強を検討 したが,CZONとIPMを 併用 した場合,併 用によ

ると考 えられる毒性の増強は認められなかった。
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黄色ブドウ球菌に対する抗菌力の弱い初期の第三世代セ

フェム抗生剤が臨床で使用され,す でに10年 が経過 した。

この間,メ チシリン耐性黄色ブ ドウ球菌(methicillin-

resistant Staphylococcus aureus;MRSA)が 高頻度に検出

されるようになり,こ のMRSAを 起因とする感染症が近

年増加傾向を示し,特 に,院 内感染の原因菌 として問題と

なっている1～4)。

MRSAは 多 くのペニシリン剤,セ フェム剤のみならず,

その他のニューキノロン剤,マ クロライド剤に対しても同

時に耐性を示す多剤耐性菌であるために,免 疫不全状態に

ある患者,広 範囲熱傷患者あるいは慢性疾患長期治療中の

患者に敗血症や感染性心内膜炎や膿胸 ・肺膿瘍やショック

あるいは白色便下痢症等の疾患を起こすと治療が困難とな

る4)。そのため,こ の感染症の予防・治療対策は臨床上重要

な課題になってきた。

MRSAに 対 して単剤ではvancomycin(VCM),arbe-

kacin(ABK),minocycline(MINO)が 優 れた感受性を

示す。しかし,最 近,MINOに も耐性化が進んでお り,

中等度ABK耐 性菌もすでに分離されてきている。また,

VCMやABKで は腎毒性などの副作用の問題 もあ り,単

剤では治療効果を期待することができない場合もある。こ

のような状況の中,こ れまで種々の併用治療法が試されて

いる。中でも,井上ら5)はMRSAに 対 してcefazolin(CEZ)

等 とimipenem(IPM)と の併用によって強い相乗効果が

得られることを報告 し,伊 藤 ら6)はCEZとIPM,ま た,

島田 ら7)はcefotiam(CTM)とIPMの 組 み合わせで臨

床効果を検討している。しかし,こ れまで併用による抗生

剤の効果は多 くがinvit70で の報告で,こ の併用療法の有

効性と安全性をinvivoで 検討した報告は少ない。

今回,我 々は臨床材料から分離した中等度耐性で,マ ウ

スに強い毒力を示すMRSAを 検 出し,そ れによって全身

感染 させて作成 したマウス全身感染 モデルを用いて,

MRSA感 染症に対する抗生剤の併用効果を検討した。今

回はMSSAを はじめ中等度のMRSAに 対 しても抗菌力

を示すcefuzonamとimipenemの 組 み合わせについてin

vivoで の効果を検討し,強 い相乗効果を認める成績を得

たので報告する。

1.材 料 および方法

1.動 物

ddy系 マ ウス雄(4週 齢)を 日本エスエルシー株式

会社(SLC,浜 松市)よ り購入し,通 常環境下で飼育

した。マウスは一群5～10匹 で使用した。

2.使 用薬剤

Cefuzonam(CZON,日 本 レダ リー株 式会社)と

*相 模原市北里1 -15-1
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imipenem(IPM,萬 有 製薬株式会社)原 末をそれぞ

れ10mM phosphate buffer saline(PBS,pH7.2)

に て適宜溶解 して用いた。

3.使 用菌株

当教室で保存 している臨床分離のMRSA菌 株 の中

か ら,こ れ までのmutinとcyclophosphamideを 用

いたマウス感染実験系ではな く正常マウスに対 して強

い致死性を発揮する中等度のMRSAKU16株 を選択

し,Mueller Hinton(MH)寒 天平板にて35℃18時

間 培養 した。その後,寒 天 平板 か ら菌 をか き と り

PBSに 懸 濁 し,吸 光度530nmに て一定の菌数になる

ように調整 した。また,in uitro殺 菌 効果 の測定 に

は,当 該菌株 をMHブ イヨンにて30℃18時 間培 養

後,そ の一定量の菌液(約0.1m1)を5mlのMHブ

イ ヨンを加えたL字 管に入れ,35℃ で4～5時 間振過

培養 したものを使用 した。当該菌株のCZONとIPM

に対 す る最小発育 阻止濃 度(MIC)は,106cfu/m1

の 菌 液 に対 してCZONの25μg/m1,IPMの1.56

μg/m1で あ った。

4.マ ウス全身感染モデルの作成

笹原らが別に報告S)し た方法,す なわち,当 該菌株

5x107cfu(10 LD50)を マ ウス尾静脈 より感染 させる

ことにより全身感染モデルを作成 した。抗生剤による

治療 は,感 染1,6,12,24,48時 間 後 に行 われ た。

治療効 果は治療 開始後10日 目までの平均生存 日数

(day)お よ び生存率(%)そ してプ ロピッ ト法9)に

よって算 出 したED5。 値(mg/kg)に よ って表現 し

た。 さらに,横 田らの方法10)に 従 ってED5。 値 をもと

にfractional effective dose(FED)indexを 算 出 し,

以 下 の基 準 を も とに併 用効 果 を判 定 した。FED

index≦0.5を 強 い相乗 作用,0.5<FEDindex≦1.0

を中等度の相乗作 用,1.0<FED index<2.0を 相 加

作 用,FED index=2.0を 作 用 な し,そ してFED

index>2,0を 拮抗作用 とした。

5.生 菌数の定量

感染後経時的に血液,肝 臓,脾 臓,腎 臓および脳を

採取 した。各臓器は重量 を測定した後,10m1のPBS

を加 え,ホ モジナイズした。 これ を原液 として10倍

階段希釈 し,そ の0.2mlをMH寒 天培地に混釈培養

した.生 菌 数(cfu)は,血 液 を1ゐ9濫o/ml,肝 臓 を

Log10/g,脾 臓 をLog10/0.19,腎 臓 をLog10/0.2g,

さ らに脳 をLog10/0.3gで それぞれ表現 した。

6.抗 生剤のin vitro殺 菌効果

各段階に希釈 した単独あるいは併用剤各濃度の抗生

剤 を菌 液106cfu/mlを 含 む5m1のMHブ イ ヨンが

入 ったL字 管 に入れ,35℃ で 振盪 培養 した。0,1,

3,5時 聞 後菌液 の一部を取 り出 し,MH寒 天培地に

混釈培養 した。生菌数はLog10/mlで 表現 した。

7.毒 性試験

腎機能検 査の一 つで ある血中尿 素(b1ood urea

nitrogen,BUN)量 の測定 ジアセチルモノオキシム

法11)に 準 じて実施 した。すなわち,各 抗生剤投与2,

5,10日 後 に眼窩静脈叢 より採血 を行 い,得 られた血

清を トリクロル酢酸処理にて除タンパクした後 血中

尿素 を過塩素酸存在下でジアセチルモノオキシムと縮

合反応 させ る。その後,水 を対照 に細nmで 被検血

清および尿素窒素標準液の吸光度を測定 し,被 検血清

中のBUN量(mg/dl)を 算出 した。

8.統 計処理

Wilcoxon-Mann-Whitney検 定法 を用いて有意差

を検定 した。

II.実 験 結 果

1.In vitroに お ける殺菌効果

対 数 増 殖 期 のKU16株 に 対 す るCZONお よ び

Table 1, In vitro bactericidal activity of the cefuzonam and imipenem combination

against methicillin-resistant Staphylococcus aureus

1•~ 108 cfu of MRSA were incubated with or without antibiotics.

0.2 ml of cultured media were harvested at various intervals after incubation and

viable bacteria were counted on an agar plate.

CZON, cefuzonam; 1PM, imipenem.
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IPM単 剤,あ るいは併 用のin vitroeeお け る経時的

殺菌効果 を検討 した。結果 をTable1に 示す。予備実

験の結果から,当 該菌株 の106cfu/ml時 のCZON1/

64MICに 相 当 す る0.39μg/mlお よ びIPM1/32

MICに 相 当する0.025μg/mlを そ れぞれ単独作用 さ

せた場合の3時 間 目および5時 間 目における生菌数

は,そ れぞれ,CZONで6.30と6.63と 漸 次増加 し,

IPMで5.17と5.00で3時 間目よ りわずか に減少 し

た。 一方,両 剤を併用 した場合の生菌数 は,3時 間目

で3.85,5時 間 目で2.95で あ った。各単剤ではいず

れも菌数の著明な減少が認め られなかったのに対 し

て,こ の濃度 におけるCZONとIPM併 用 により生菌

数の著明な減少,す なわち,強 い殺菌作用が認められ

た。

2,マ ウス全身感染モデルに対する治療効果

当該菌株5×107cfuを マ ウス尾静脈 よ り感染 させ

て作成 したマ ウスMRSA感 染 症 モデ ル を用 い て,

CZONとIPMの 単独群および併用群(ヒ トに舛する

通常投与量に もとづ きCZONとIPMの 投与量を2:1

に 固定 した)の 治療効 果 を比較 検 討 した。成 績 を

Table2とTable3に 示 す。各群の治療効果を生存率

で表現 したTable2か ら50%生 存 率を維持 するのに

要する日数 は,CZON単 独群で4日,そ してIPM単

独群では約6日 であったのに比 して,併 用群で は8～

10日 以上であった。一方,未 治療対照群 は5日 以内

に全例が死亡した。各群の平均生存日数は,未 治療対

照群に比べて,CZON単 独群では約1.6倍,IPM単

独群では約2.4倍,そ して併用群では約3.3倍 にそれ

ぞれ増加し,そ の効果は各単独群に比べて併用群で有

意に高かった。次に,感 染10日 目における各群の体

重増加率 を感染直後 の体重 を100%と して比較 した場

合.非 感 染対 照群 は156%で あ った の に比 べ て,

CZON単 独 群のgroup3とgroup4の 平均が76%,

IPM単 独群のgroup5とgroup6の 平 均が79%,そ

して併用群のgroup1とgroup2の 平 均が96%で あ

った。以上の成績 から,MRSA全 身感染症に対 する

CZONとIPMの 延 命効果 と全身状態(体 重な ど)の

改善効果は,各 々の薬剤の単独使用より併用 した場合

においてより顕著に認められることが示唆された。

CZON単 独 群 とIPM単 独群 のED,。 値 はそれ ぞれ

82.5mg/kg,19.6mg/kgで あ ったが,併 用群 では

CZON量 が約1/20そ してIPM量 が約1/10に まで減

少 し,そ れ ぞ れ,3.85㎎/kg,1.92mg/kgで あ っ た

(Table3)。 以 上 のED5。 値 か ら併 用 時 のFEDindex

を算 出 し た と こ ろ,FEDindex=0.145と な り,強 い

相 乗 効 果 と判 定 さ れ た。

3.併 用療法の臓器内菌数 におよぼす効果

当該菌株5×107cfuを マ ウス尾静脈 より感染 させ,

Table 2. In vivo therapeutic efficacy of cefuzonam and imipenem against systemic infection 

in mice with methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Each group consisted of 10 mice which had been intravenously infected with 5•~107 cfu of 

MRSA. 0.2 ml of antibiotics were intravenously administered at 1, 3, 6, 24 and 48 h after 

infection.

Statistical comparisons were performed by Wilcoxon-Mann-Whitney analysis. Only 

significant differences are shown, by the following symbols; *P<0. 01 (- - - -) , **P<0. 05 

(-----). 

CZON, cefuzonam; IPM, imipenem.
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Table 3. The ED50 and FED index of the cefuzonam and imipenem combination

against systemic infection in mice with methicillin-resistant

Staphylococcus aureus

Each group consisted of 10 mice which had been intravenously infected with 5•~107

cfu of MRSA. Several 0.2 ml doses of antibiotics were intravenously administered at

1, 3, 6, 24 and 48 after infection.

FED index was calculated with the following formula;

ED50 of CZON in combination

ED50 of CZON alone
+

ED50 of IPM in combination

ED50 of IPM alone

CZON, cefuzonam; IPM, imipenem.

Table 4. Therapeutic effect of the cefuzonam and imipenem combination on colony forming units in

blood and organs in mice infected with methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Each group consisted of 5 mice which had been intravenously infected with 5•~107 cfu of MRSA. 0.2

ml of antibiotics were intravenously administered at 1, 3, 6, 24 and 48 h after infection.

Statistical comparisons were performed by Wilcoxon-Mann-Whitney analysis. Only significant dif-

ferences are shown,by the following symbols;*P<0.01(----),**P<0.05(-----).

CZON, cefuzonam; IPM, imipenem,

全例 のマウスが死亡す る5日 目までの4日 間,経 時的

に血液,肝 臓,脾 臓,腎 臓および脳の各臓器内の生菌

数の変化を測定 した。その結果,感 染後生菌数の顕著

な増加が認められたのは腎臓のみであ り,そ の増加の

極期は感染3日 目に認 められ,そ の際の生菌数 は2×

108cfu/0-2gで あ った。 しか し,そ の他 の各臓 器や

血液における生菌数は感染1日 目から104～105cfuに

減 少 し,そ れ以後 ほとん ど変化 を認 めなか った。次

に,も っとも併用効果の強かったCZONとIPMの 組

み合わせ(Table2,group2)の 系 を用いて,CZON

単 独 群,IPM単 独群 および併用群 における感染3日

目の各臓器内生菌数 と臓器重量を測定 した。臓器内生

菌数の成績はTable4に 示 すごとくであり,未 治療対

照群および各単独群に比べて,併 用群では血液そして

肝臓,脾 臓,腎 臓および脳のいずれにおいても菌数の

減少傾向が認められ,特 に,血 液と肝臓において有意

な菌数の減少が認められた。
一方,脾 臓,腎 臓では一部に有意差があるものの,

脳では各群間でまったく有意差を認めなかった。臓器

重量の成績はTable5に 示すごとくであり,未 治療対

照群に比べて,各 単独群および併用群における臓器重

量の減少傾向は小さく,特 に,肝 臓と腎臓においては

併用群の方が各単独群よりもその減少の程度はさらに

小さかった。以上の結果からもその併用効果の有効性

が示唆された。

4.毒 性試験
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Table 5. Therapeutic effect of the cefuzonam and imipenem combination on organ weights

in mice infected with methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Each group consisted of 5 mice which had been intravenously infected with 5•~107 cfu of

MRSA. 0.2 ml of antibiotics were intravenously administered at 1, 3, 6, 24 and 48 h after

the infection.

CZON, cefuzonam; 1PM, imipenem.

Table 6. Effect of the cefuzonam and imipenem combination on BUN in mice

0.2 ml of antibiotics were intravenously administered at 1, 3, 6, 24 and 48 h. BUN

was determined 2, 5 and 10 days after the final injection.

CZON, cefuzonam; IPM, imipenem.

各抗生剤投与2,5,10日 後 に眼窩静脈叢 より採血

を行い,得 られた血清についてBUN量 を測定 した。

その結果 はTable6に 示 すご とくであ り,CZON単

独群,IPM単 独群 および併 用群 のいずれの群 におい

ても無処置対照群のそれ とほ とんど同じ値で有意 な上

昇は認められなかった。また,体 重の変化 も測定 した

が,い ずれの群において も無処置対照群 と同様に増加

傾向を示 し,併 用 によると考えられる毒性の増強等は

認められなかった。

III.考 察

一般 にMRSA感 染症 の治療 に関 して はMRSAが

多剤耐性であることか ら有効 な抗生剤が少な く,種 々

の抗生剤を組み合わせた併用療法 も治療方法 として重

要であると考 えられる。これまで一般 に行われている

併用作用の検討は,ほ とん どin vitroに お けるFIC

indexを 示 したものであり,併 用による殺菌効果 と同

時に調べたものは少 ない。 また,臨 床に供 される場合

もこれらのin vitroで のFIC indexの 値 が根拠にされ

る場合が多 く,そ のFIC indexに お ける各薬剤 の濃

度は見落 とされがちで,臨 床 における有効血中濃度 と

の関係や臨床での薬剤併用による副作用の増強や実際

の血中濃度 との関係 を論 じた報告 は多 くない。今回

我々は,抗 生剤の併用についてin vitroで の検討を行

う他に,実 際 に感染動物 を用いて生菌数の推移や併用

による副作用の増強 についても検討 した。まず,我 々

はMSSAは じめMRSAに 対 して も抗 菌 力 を示 す

CZONとIPMの 組 み合わせ についてマウスに強毒株

であるKU16株 のin vitroに お ける併用効果を検討

した。 その結果,こ れ まで に報 告 され て い るce孟

azolin;CEZ+IPMやceftizoxime;CZX+IPM5,12)の

組 み合わせの系やCZON+IPMの これまでの併用効

果13～15)とほ ぼ同様 の効 果 が あ るこ と を確 認 した

(Table1)。 そ の際のIPMとCZONの 濃 度 がそれ ぞ

れのMICの1/32と1/64に 減 少 して いた ことか ら,

かかる抗生剤による併用療法が,特 に,耐 性菌の出現

を予防するという意味でも臨床上 きわめて有効である

ことが予想 された。

このin vitroで の併用による著 しい殺菌効果 は,

KU16株 を用いて作成 したマ ウスMRSA全 身感染モ

デル にお ける感染 治療 実験 にお いて も確認 され た

(Tables2～4)。 今 回 の 治療 効 果 を さ きのCEZと

IPM(4:1)の 系12)と の間で比較 した場合,今 回の実
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験 系 で得 られ たED5。 値 とFED indexは,CEZと

IPMの 系 に お け るED80値(2.48mg/kg)とFED

index (約0.45)よ りかなり低 い値であった。 このこ

とは使用菌株や抗生剤に多少相異 はあるものの,今 回

のCZONとIPMの 組 み合わせの系が,全 身感染モデ

ルの治療実験 においてさらに優れていることを示唆す

るものであると考 えられる。臓器内の生菌数 は併用効

果に よって もっ とも減少 したが,少 な くとも約104

cfu以 上 の生菌がなおも臓器内に存在すること,さ ら

に体重の回復 は併用群において も約55%に 過 ぎなか

った ことな どを考慮する と,今 後,48時 間以降 も投

与を続 けてさらに生菌数の推移や体重の変化 を観察す

る必要 もあると考 えられる。合わせて抗生剤の臓器内

移行性 についても今後考慮 してい く必要があろう。

マウスMRSA全 身感染モデルで得 られた各単剤の

ED50 (CZON:1.49mg/mouse、IPM:0.35mg/

mouse)は,cyclophosphamide (CY)とmutinを

使用 した従来のMRSA感 染 モデルの系で得 られてい

るED50 (CZON:15.90mg/mouse,IPM:15.87mg/

mouse)よ りもかなり低 い値であった。 このことは,

KU16株 を感染 させて作成 した今回の全身感染モ デ

ルが抗生剤の臨床上の有効性 を検討する上で有用性の

高い感染モデルに成 り得ることを示唆 しているものと

思われ る。なぜ,こ のようなED50値 の違いが生 じた

のだろうか。顆粒球を減少 させたり、免疫能 を低下 さ

せ る目的で使用 され るCY (200mg/kg)16)で 前 処置

する従来のモデルでは常在細菌叢や免疫能がかなり変

化 している可能性がある。そのためこのような感染モ

デルではMRSAを 含 めた様々な微生物の生体内での

異常増殖を招 き,実 験的治療の際に も大量の抗生剤が

必要 とされ,そ の結果,ED50値 が 高値 を示 した可能

性が考 えられる。 さらに,抗 生剤による殺菌効果には

白血球 との協力的作用 も関与 す ること17,18)を考 慮す

ると,白 血球が減少 している従来の感染症モデルでは

白血球の協力的殺菌効果を得 ることが難 しく,そ のた

めにED50が 高値になった とも考えられよう。

抗生剤の併用時の相乗効果 をもたらす殺菌機構 は,

今 のところはっきりと解明されていない。中等度耐性

MRSAに 対 してペニ シ リン結合 蛋 白(PBP)-3と

PBP-4を 阻 害 す る抗 生剤 を同 時 に作 用 させ る と,

mec遺 伝 子の発現(PBP-2')と は無 関係 にMRSA

の発育 を阻害することがで きるというさきの我々の考

察か ら、今 回のCZONとIPMの 併 用効果 は,PBP-

2'よ りもむ しろPBP-3とPBP-4の 両 者 を同時 に阻

害的 に作用 した結果 もたらされた ものであろ う。事

実,CZONはPBP-2,3に 結合親和性が強 く,PBP-

2'に 対 して もあ る程度 の親 和性 が あ り19),そ して

IPMはPBP-1,2,3だ け でな くむ しろPBP-4に 対

して親和性が強い7,14)ことが綴告 されて いる。 また,

CZON17)やIPM18)に は白血球 との協力的殺菌効果も

認 められることが報告 されており,相 乗効果をもたら

す殺菌機構 は,生 体内においてはかな り複雑な機構 を

介 していることも推測 される。

CZONとIPMの 併 用による生体への影響 を検討 し

たが,腎 毒性 や体重減少が認 められなか った ことか

ら,併 用 による毒性 の増強等 はない もの と考えられ

る。
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Therapeutic effect of combined cefuzonam and imipenem against systemic

infection in mice with methicillin-resistant Staphylococcus aureus

Takeshi  Sasahara, Tohru Higuchi and Matuhisa Inoue

Department of Microbiology, Kitasato University School of Medicine,

Sagamihara, Kanagawa, Japan
Lederle (Japan), LTD.

Synergistic effects of cefuzonam (CZON) and imipenem (1PM) against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus were studied in terms of in vitro bactericidal activity and by inducing systemic
infection in mice. Combination therapy (CZON and IPM) was superior to single therapy with either
drug in terms of in vitro bactericidal activity. When a combination of CZON and IPM (2:1) was
administered to mice infected with MRSA, the levels of ED50 and colony forming units (CFU) in
blood and organs were significantly lower than those achieved with single administration of either
drug. The mean of survival period was prolonged in the combination group. The FED index was less
than 0.5. These results suggest that the combination of CZON and IPM is useful for treating
refractory MRSA infections, because of the synergistic therapeutic effect of these drugs when used
in combination.


