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緑 膿 菌 に対 す る各 種 抗菌 薬 のpostantibiotlc sub-MIC effect
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Pseudomosas aeruginosa ATCC 27853に 対 するア ミノグリコシ ド剤 と各種薬剤の併用効果

をア ミノグリコシド剤によるpostantibiotic effect(PAE)期 の菌に対する各種薬剤の作用か

ら検討 した。8MICのgentamicinを0.5時 間 作用させた後,薬 剤を除去 したPAE期,お よ

び薬剤 を接触 させないnon PAE期 の菌に対 し,1/16～1/2MICのpiperacillin,ampicilli麺,

ceftazidime,imipenem,ciprofloxacin,rifampicinを 作 用させた。 その結果,PAE期 の菌に

対 して各 β-ラクタム剤のsub-MICの 抗 菌力 はnon PAE期 菌 に対 してよりも増殖抑制時間を

延長 させた。さらにsub-MICのpiperacillinで はPAE期 に おいて殺菌力 も増強 した。我々

はこの効果をpostantibiotic sub-MIC effectと 名 付け,そ の うちPAE期 におけるsub-MIC

の薬 剤による増殖抑制時間の延長をpostantibiotic sub-MIC enhancement(PASE)と して

定義 して解析 した。rifampicin,ciprofloxacinはpostantibiotic sub-MIC effectを 示 さなかっ

た。ア ミノグ リコシド剤 とβ-ラ クタム剤の投与順序による相乗効果には,ア ミノグリコシド

剤によるβ-ラ クタム剤のpostantibiotic sub-MIC effectが 影響 してい ることが示唆された。
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緑 膿 菌感 染 症 に対 す る化学 療 法 は かな りの頻 度 で併 用 療

法 を必 要 とす る場 合 が あ る1,2)。マ ウス 実験 緑膿 菌 感 染 症 に

対 す る ア ミノ グ リコ シ ド剤 とpiperacillinの 併 用療 法 の 投

与 方法 の検 討 で は,ア ミノ グ リコ シ ド剤 の1日1回 投 与 と

piperacillinの 頻 回 投 与 の組 み合 わ せ が も っ と も優 れ て お

り,ま た ア ミ ノ グ リ コ シ ド剤 を先 行 投 与 し た 場 合 が,

piperacillinの 先 行 投 与 に比 べ て治 療 効 果 に優 れ て い る こ

とをすで に報 告 した3)。 この効 果 に はMoelleringら の指 摘

し た β-ラ ク タム剤 に よ るペ プ チ ドグ リカ ン障 害 が ア ミノ

グ リコ シ ド剤 の取 り込 み を上 昇 させ る作 用 機 作4)以 外 の機

作 が 考 え られ たの で,緑 膿 菌 に対 す るア ミノ グ リ コ シ ド剤

と β-ラ ク タム 剤 の併 用 効 果 をア ミノ グ リコ シ ド剤 に よ る

postantibiotic effect期 菌 に対 す る β-ラ クタム 剤 の作 用 か

ら検 討 した。

1.材 料 と 方 法

使 用 菌 株:Pseudomosas aemginosa ATCC 27853を

用 い た。 菌 株 は10% skim milk(Difco,Detroit,

MA,USA)中 で-85℃ に 凍 結 保 存 し,随 時1.5%

nutrient agar(Difco)slantに 分 離 し使 用 し た。

使 用 培 地 二Ca2+50mg/1,Mg2+20mg/1補 正感 受 性

測 定 ブ イ ヨ ン3):(cation-adjusted sensitive test bfo-

th:CASTB:日 水 製 薬),生 菌 数 測 定 に は 普 通 寒 天

(NA:日 水 製 薬)3)を 用 い た。EDTAのMIC,FIC

index,postantibiotic effect誘 導 に はCa2+,Mg2+を

補 正 し な い 感 受 性 測 定 ブ イ ヨ ン(STB)を 用 い た。

薬 剤:piperacillinは 富 山 化 学(Lot No.RL-433;

908μg/mg)よ り,gentamicin(Lot No.RGM-1902;

672μg/mg)お よびampicillin(Lot No.PAMC-8-3

;918μg/mg)は 明 治 製 菓 よ り,ceftazidime(Lot

No.1072;850μg/mg)はGlaxo Laboratories(Green-

ford,Middlesex,UK)よ り,imipenemはMerck

(Lot No.RZB 531;956μg/mg,Rahway,NJ,

USA)よ り,rifampicin(Lot No.1357;1,001μg/

mg)は 第 一 製 薬 よ り,ciprofloxacin(Lot No.300-

388;843.7μg/mg)はBayer Pharma.(Leverkusen,

Germany)よ り,polymyxin B(Lot No.0A0190;

*東 京都新宿 区河 田町8-1
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8,100U/mg)は フ ァイザー製薬 よ りいずれ も力値の

明 らかな純品 として分与 され た もの を使 用 した。

EDTA-2Naは 関東化学 よ り,CaCl2 2HgO, MgCl2

6H2Oは ナ カ ラ イ テ ス ク よ り入 手 し,analytical

gradeを 使用した。

MIC測 定:CASTBを 用 いた搬量液体希釈法によ り

接種菌量を106cfu/miと して行 い,37℃ で18時 閥 培

養後,肉 眼的発育を認めない濃度をMICと した。

Fracdonal inhibitory concentration (FIC) index:

FIC indexは 液 体微量希釈 によるcheckerboard法4)

を用い,37℃,18時 間培養後,各 々のMICか ら下記

の方法により求 めた。FIC index=併 用 時薬剤Aの

MIC/単 独 時薬剤AのMIC+併 用 時 薬剤BのMIC/

単独時薬剤BのMIC

FICindex≦0.5を 相 乗作用,0.5<FIC index≦1.0

を相 加 作 用,1.0<FIC index≦2.0を 不 関,2.0<

FIC indexを 拮抗作用 とした。

postantibiotic effcet (PAE)の 測 定:対 数増殖期の

菌液を106cfu/mlに 調 整 し,温 浴中で37℃,振 盪培

養した。2時 間後,8MIC, 4MICのgentamicin, 1

MICのpolymyxin B, 8mMのEDTAに0.5時 間接

触,1MICのgentamicin, 1MICのpolymyxin B, 8

mMのEDTAに2時 間接 触 後,membrane filter

(GS:0.22μm,日 本 ミリポア,米 沢,日 本)に て薬

剤 を除去,集 菌 し,CASTBに て 洗 浄 した。 この

filterを新 鮮CASTBに 浮 遊 し て(postantibiotic

effect期 菌:PAE期 菌),再 び37℃ で培 養 し,経 時的

に生菌数を測定 した。 この際,薬 剤を作用 させない対

数増殖期の菌液を,同 様 にmembrane filterに よる集

菌,洗 浄を行い,薬 剤作用させた菌液 と同 じ菌数 とな

るよう希釈し,対 照(nonPAE期 菌)と した。各時

間毎に採取 したサンプル は滅菌生理食塩水 により10

倍希釈系列 とし,そ の10μ1ま たは100μ1をNA上

に塗布後一夜37℃ で培養 し,生 じたコロニー数か ら

生菌数を算出 した。PAEはCraigら の 方法5)に 準 じ,

次式により求めた。

PAE= T-C

(T:薬 剤除去後の生菌数が1log 10cfu/ml増 加 す る

のに要した時間,C:対 照 の菌が1 log10cfu/ml増 殖 す

るのに要した時間)

なお,薬 剤の接触時間,接 触濃度 はいずれ もほぼ2

～3log 10cfu/mlの 殺 菌効果 を得 られ る条件 として設

定した。

PAE期 菌 に 対 す る各 種 薬 剤 の 作 用:8MICの

gentamicin, 1MICのpolymyxin B, 8mMの

EDTAに0.5時 間接触後,薬 剤を除去洗浄 したPAE

期 薗 液,non-PAE期 菌 にpipemcillin, ampiciUin。

ceftazidime, imipenem, rifampicin, ciprofloxacin

を1/16MIC～1/2MICと な るよう添加後37℃ で培養

し,経 時的に生薗数 を測定 した。PAE期 菌 に対する

薬 剤 のsub-MICの 効 果 を判 定 す る た め に,po昏

tantibioticsub-MIC enhancement (PASE)を 次 式

のように定義 した。

PASE= S'-S

(S'=T1'-T2':PAE期 菌 における薬剤の8ub-MIC

e飽ct。T1':PAE期 菌 にsub-MICの 薬 剤 を接触 させ

た時の生菌数が1log10cfu/ml増 殖 するのに要する時

間。T2':PA期 菌 に薬剤 を接触させない時の生菌数が

1log10cfu/m1増 殖す る時間

S=T1-T2:non PAE期 菌 におけ る薬 剤 のsub-

MIC effect。T1:non PAE期 菌 にsub-MICの 薬剤 を

作用 させた時の生菌数が1 log10cfu/m1増 殖 するのに

要する時間。T2:non PAE期 菌 に薬剤 を接触 させな

い時の生菌数が1 log10cfu/m1増 殖 す る時間)な お,

実験 はそれぞれ2～4回 行 い,PASEは そ の平均値で

示 した。

II.結 果

1)使 用薬剤の感受性測定

MIC:Table 1にPaeruginosa ATCC 27853に 対

する使用薬剤のMICを 示 した。

FIC index:Table 2にPaerugiosa ATCC 27853

に対 す る各種薬剤の併用時のFIC indexを 示 した。

FIC indexに よる併用効果判定ではEDTAとampi-

ciHinの 組 み合わせが0.0625と もっとも優れてお り,

EDTAとpiperacillin,rifampicinお よびgentamicin

Table 1. Minimum inhibitory concentrations

(MICs) of various antimicrobials

against Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

*U/ ml

** mM
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とampicillin,ceftazidimeの 組 み 合 わ せ が 相 粟 効 果

を,gentamicinとpiperacillin,imipenem,ciproflo-

xacinお よびpolymyxin Bとpiperacillin,ampicil-

lin,rifampicinの 組 み 合 わ せ は 相 加 効 果 を 示 し,不

関,拮 抗 効 果 を示 す もの は み られ な か っ た 。

2)P.aeruginosa ATCC 27853砕 こ対 す る 各 薬 剤 の

PAE:Table3にgentamicin,polymyxin B,EDTA

のPAEを 示 す 。P.aeruginosa ATCC 27853に 対 し

い ず れ の 薬 剤 もPAEを 認 め た が,PolymyxinB,

EDTAはgentamicinに 比 べ そ のPAEは 短 か っ た 。

3)各 薬 剤 のpostantibiotic sub-MIC effect

gentamicinに よ るPAE期 の 菌 に 対 す る 各 種 薬 剤

のpostantibiotic sub-MIC effect:Fig.1にgenta-

micinに よ るPAE期 菌,non PAE期 菌 に 対 す る

Table 2. Fractional inhibitory concentration (FIC)

indexes of various antimicrobials against

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

piperacillinの1/4MIC,1/2MICの 作 用 を示 した。

piperacillin1/4MIC下 でnon-PAE期 萄 が110g驚 。

cfu/m1増 殖 する時間 はpiperacillinを 接 触 させない

対照 に比 べ僅かに0.7時 間延 長す るだけだが。PAE

期 菌 では4.6時 間 におよんでおり,3.9時 間 のPASE

を 認 め た。ま た,piperacillin 1/2MICのPAE期 菌

に対す る作用はnonPAE期 菌 に比べるとその増殖抑

制効果 の増強のみならず,non PAE期 菌 にみ られな

かった最大110910 cfu/m1ほ どの殺菌作用 を示 した。

こうしたPAE期 菌 に対す る薬剤 のsub-M1C効 果の

増強をpostantibiotic sub-MIC effectと 名付けた。

Fig.2に はgentamicinに よ るPAE期 菌 における

各種薬剤 のpostantibiotic sub-MICeffectをPASE

で 示 した。ampicillinが もっ とも顕著 なPASEを 示

してお り,piperacillinが これに継 ぐ結果 となった。

一方
,imipenem,ceftazidimeは 顕 著 なPASEを 示

さなかった。PASEは1/4～112MICに 最大値を示し

て いた。ciproHoxacin,rifampicinはPASEを 示 さ

なかった。

polymyxin B,EDTAに よ るPAE期 菌 に対する

piperacillinのpostantibiotic sub-MIC effect Fig.3

はpolymyxin B,EDTAに よ るPAE期 菌 に対する

piperacillinのpostantibioticsub-MIC effectを

PASEで 示 した。polymyxin B,EDTAに よるPAE

期 菌 に対 す るpiperacillinのPASEは 認 められなか

った。

III.考 察

ア ミノグ リコシ ド剤 とβ-ラ クタム剤の緑膿菌に対

する併用効果 はすでに多 くの報告1,2,4,6)があ るが,実

際の臨床上への適用 という点か らは投与方法を考慮し

た併用効果 の評価が必要で ある7,8)。最近 ではア ミノ

Table 3. Postantibiotic effects of various antimicrobials on

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

a)Mean values based on data from two to four experiments are shown .
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Postantibiotic sub-MIC enhancement: S'-S = 3.9 h

Postantibiotic sub- MIC enhancement: S'-S = 7.2 h

Fig. 1. Gentamicin-induced postantibiotic sub-
MIC (top: 1/4 MIC exposure bottom: 1/2 MIC
exposure) effects of piperacillin against Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 27853. The bacte-
ria were exposed to 8 X the MIC of genta-
micin for 0.5 hours, washed, and then exposed
to 0 (open circles) and sub-MIC (open squ-
ares) of piperacillin. The bacteria previously
untreated with gentamicin were exposed to 0
(closed circles: untreated control) and sub-
MIC (closed squares) of piperacillin.

グリコシド剤の1日1回 投与が臨床効果,副 作用軽減

からも望 ましい とされているm}。 ア ミノグ リコシ ド

剤とβ-ラ クタム剤 の併用で もア ミノグリコシ ド剤の

1回 投与がβ-ラ クタム剤の頻回投与 との組み合わせ

でもっとも治療効果に優れ,投 与順序ではア ミノグリ

コシド剤を先行投与すると殺菌効果に優れ ることが知

られている3,。今回の実験 はこうしたア ミノグ リコシ

ド剤とβ-ラ クタム剤の投与方法 による併用効果の差

異の機序を明らかにす るために行われた。

Millerら19はticarcillinやcefsulodinがP.aer-

uginosa ATCC 27853に 対 しsub-MICのtobramycin

の取 り込みを増大 させ,相 乗効果 を発揮す るとしてい

Fig. 2. Gentamicin-induced postantibiotic sub-
MIC enhancement of the effect of piperacillin
(PIPC), ampicillin (ABPC), ceftazidime
(CAZ), imipenem (IPM), rifampicin (RFP),
ciprofloxacin (CPFX) on Pseudomonas aer-
uginosa ATCC 27853. Each postantibiotic sub
-MIC enhancement was calculated using the

formula in Materials and Methods. Mean
values based on data from two to four experi-
ments are shown.

Fig. 3. Gentamicin (GM) -, polymyxin B (PL-B)-
and EDTA-induced postantibiotic sub-MIC

enhancement of the effect of piperacillin on
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Mean
values based on data from two to four experi-
ments are shown.

る。 しか し,こ の機序 で はgentamicinに よ るβ-ラ

クタム剤のpost-astibioticsub-MIC effectを 説明で

きない。ア ミノグリコシ ド剤 はリボゾームに作用 し蛋

白合成 を停止させ,ま たグラム陰性菌では細胞外膜 を
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傷 害 す る こ と に よ り そ の 強 力 な 殺 菌 作 用 を 発 揮 す

る 濫2,13)。この 際,ア ミ ノ グ リ コ シ ド剤 に よ り傷 害 さ れ

た 外 膜 は疎 水 性 物 質 が 透 過 し う る よ う に な る こ と か

ら14,15),ア ミ ノ グ リ コ シ ド剤 に よ る β-ラ ク タ ム 剤 の

作 用 増 強 は ア ミノ グ リコ シ ド剤 の 外 膜 傷 害 作 用 に よ る

β-ラ ク タ ム 剤 の 細 胞 間 隙 へ の 透 過 性 の 増 大 に よ る 可

能 性 が 考 え られ た。 し か し,gentamicinに よ るpos-

tantibiotic sub-MIC effectはciprofloxacinや 疎 水 性

のrifampicinに は ほ と ん ど認 め られ ず,ア ミ ノ グ リ

コ シ ド剤 同 様 に グ ラ ム陰 性 菌 の 外 膜 を傷 害 し,疎 水 性

物 質 の 透 過 性 を 向 上 さ せ るpolymyxin B15)と

EDTA151で 処 理 し た菌 に対 す る β-ラ ク タ ム 剤 のpos-

tantibiotic sub-MIC effectも 認 め られ な か っ た。 こ

の 結 果 はpostantibiotic sub-MIC effectの 機 序 が ア

ミノ グ リ コ シ ド剤 の 外 膜 傷 害 に よ る β-ラ ク タ ム 剤 の

透 過 性 上 昇 で あ る とは 考 え に くい。

ScudamoreらL6)はEDTA処 理 緑 膿 菌 に 対 す る ア

ミノ グ リ コ シ ド剤 と β-ラ ク タ ム 剤 の 併 用 効 果 が 非 処

理 菌 と比 較 し て ほ とん ど変 化 し な い こ とか ら外 膜 傷 害

が 相 乗 効 果 の 機 序 と は 考 え に くい と報 告 し て い る 。

Lorianら17)はsub-MICのampicillinやcephalotin

がProteusmi rabilisのribosomeの 分 布 や 数 を 変 化 さ

せ る こ と を,McDowellら18)はpenicillinがS.

pyogenお のRNA hydrolysisを 引 き起 こ す こ と を 報

告 し て お り,β-ラ ク タ ム 剤 の 抗 菌 作 用 に はペ プ チ ド

グ リ カ ン 合 成 阻 害 以 外 の 機 序 も あ る こ とが 示 唆 され て

い る 。 今 回 の 実 験 で 示 され たpostantibiotic sub-MIC

e匠ectは ア ミ ノ グ リ コ シ ド剤 に よ り誘 導 さ れ た 作 用 が

β-ラ ク タ ム のribosomeへ の 作 用 やRNA hydrolysis

を増 強 した 結 果 で あ る 可 能 性 も考 え ら れ る。

ampicillin, piperacillin19)とceftazidime20)の 緑 膿

菌 のpenicillin binding Protein (PBP)に 対 す る親 和

性 はPBP3で も っ と も高 く,形 態 的 に は い ず れ も

mamentを 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る。

一 方
,gentamicinに よ る β-ラ ク タ ム 剤 のPASE

はampicillin, piperaclllinに 比 し てimipenem, ceft-

azidimeで 弱 い傾 向 が 認 め られ た 。 この 理 由 は 不 明 だ

が,PASEの 差 異 がpenicillin binding Proteinの 親

和 性 の 差 に よ る と い う よ り も そ れ 以 外 の た と え ば

ribosomeへ の 作 用 やRNAhydrolysisな ど の 差 に よ

る 可 能 性 を示 唆 す る。

benzylpenicillinに よ るPAE期 のS.pyogenes20)や

Ssanguis II21)に 対 す るbenzylpenicillinのsub-

MIC効 果 やaspoxicillinに よ るPAE期 のS.aureus

に対 す るaspoxicillinのsub-MIC効 果22),imipenem

に よ るPAE期 の 緑 膿 菌 に 対 す るimipenemのsub-

MIC効 果25)な どの増強がすでに報 告されている。こ

れ らはいず れ もPAEを 誘 導 す る薬 剤 とその後 の

PAE期 に作用 させ るsub-MICの 薬 剤が同 じである

が,PAE期 の菌 に対 するsub-MICの 薬 剤の効果が

増強 される場合があることを示 している。

sub-MICの 抗 菌剤 は菌 の増殖以外 にも形態,痢 原

性の変化,白 血球などの協力作用など様々な効果が知

られ てい る17)。実 際 の臨床 にお ける抗菌薬 のsub-

MICの 持 つ意義 は大 きい。 さらにPAE期 で このよう

なsub-MIC効 果 の増 強-す な わ ちpostantibiotic

sub-MIC effectの 存 在一 は抗菌剤の併用 を行 う際に

宿主 にとってより有利に働 くと考えられ る。今後 は臨

床的にpostantibiotic sub-MIC effectを 有 す る抗菌

剤の併用が有利 に働 くか否かの検討 を進めて行 きた

い。

なお,本 論文の要 旨の一部 は第37回 日本化学療法

学会東日本支部総会(東 京),第17回 国 際化学療法学

会(Berlin,Germany)に て 発表 した.
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Aminoglycoside-induced postantibiotic sub-MIC effects of various

antimicrobials on Pseudomonas aeruginosa
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We investigated the synergistic effects of an aminoglycoside and various antimicrobials against

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 from the stand point of antimicrobial actions on the aminog-

lycoside-induced postantibiotic effect phase bacteria. Bacterial growth at 1/16 to 1/2 of the MIC of

piperacillin, ampicillin, ceftazidime, imipenem, ciprofloxacin, and rifampicin wan examined after

removal of 8 X MIC gentamicin exposure for 0.5 hour (postantibiotic effect phase: PAE phase) and

in the absence of previous exposure to antimicrobials (non-PAE phase) . fl-lactams at sub-MICs

suppressed the growth All of the PAE-phase bacteria longer than non-PAE phase bacteria, and

piperacillin at sub-MICs enhanced bactericidal activity during the PAE phase. We termed these

effects the "postantibiotic sub-MIC effect" and defined the enhancement of growth suppression at

sub-MICs during the PAE phase as "postantibiotic sub-MIC enhancement: PASE", Rifampicin and

ciprofloxacin did not display any postantibiotic sub-MIC effects. These suggest that the pos-

tantibiotic sub-MIC effects influenced the synergy of aminoglycosides with ƒÀ-lactams.


