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グラム陽性 球菌に対 するTeicoplaninの 抗菌力 とその基礎的検討

井上 松久 ・長曽部紀子 ・野々山勝人

北里大学医学部微生物学教室*

Teicoplanin(TEIC)は グ ラム陽性菌 に対 して強い抗菌力 を示 した。 また本剤 は臨床分離の

メチシリン感受性及び耐性Staphylococcus aureusやEnterococcus faecalisに 対 して も良好 な

抗菌力を示 したが,coagulase陰 性 ブドウ球菌の一部において本剤 に対 してMIC6.25μg/ml

以上 を示す菌株 もみ られた。 しか し,本 剤 は他剤に対す る耐性 とは交差耐性が認められなかっ

た。TEICの 抗菌力を液体培地 を用いて調べると,菌 数 によるMICの 変動 は寒天培地に比べ少

なかった。また菌の増殖 曲線 に対する本剤の影響 は,菌 の世代時間の長いS. aureusに 対 して,

よ り低濃度でその増殖 を抑制 した。グラム陽性球菌に対す る本剤 とβ-ラ クタム剤 との間 に併用

効果が認め られ,Fractional inhibitory concentration (FIC)で2以 上 の菌株 は存在 しなか

った。 さらに,本 剤 はリゾチーム感受性変異のS.aureusに 対 して野性株 より強い抗菌力を示

し,リ ゾチーム との併用 によ り併用効果が推定された。
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Teicoplanin (TEIC)はActinoplanes teichomyceticus

の 発 酵生産物で あ り,そ の特徴 はD-mannoseとN-

acetyl-D-glucosamineが それぞれglycopeptideの ア ミノ

基に結合した構造を有する,い わゆるグリコペプタイド類

似化合物である1)。従って,化 学構造の面から分類すると本

剤はvancomycin(VCM)と 類似の化合物である。本報で

はStaphylococcus aureusを はじめとしたグラム陽性菌を

中心 とした臨床分離細菌に対するTEICの 抗菌力を対照薬

のそれと比較検討した。

1.実 験材料および実験方法

1.使 用菌株

グラム陽性菌を中心 とした標準菌株(群 馬大学医学

部附属薬剤耐性菌実験施設か ら分与 された)並 び に

1992年 分 離 のcoagulase陰 性Staphylococcus属,

1991か ら1992年 にか けて分 離 され たEnterococcus

faecalisを 使 用した0ま た2薬 剤の併用効果の検討,菌

の 増 殖 に 対 す る薬 剤 の 作 用 実 験 で はS.aureus

MS353株 及 びMS353株 由来の リゾチーム感受性変異

菌であるMS15009株,MS15009M21株 を用いた2)。

2.使 用薬剤

TEICは マ リオン・メレル ・ダウ(lotno.069/0;力

価826μg/mg),対 照薬 として用いたVCMは 塩 野義

製 薬(10tno.1014;力 価1124μg/mg)及 びarbe-

kacin(ABK)は 明 治 製 菓(10tno.RDK401;力 価

681μg/mg)か らそれぞれ分与 された薬剤を用いた。

ま た,methicillin (DMPPC, lot no. AB1136; 力 価

850μg/mg),oxacillin (lot no. AB1166; 力 価850

μg/mg)は いずれ も萬有製薬から分与 された。

3.感 受性試験

菌株の培養には感受性測定用プロス(STB,日 水 製

薬)を,測 定培地 には感受性測定用寒天培地(STA,日

水製薬)を それぞれ使用 した。また感受性試験 は日本

化学療法学会標準法に従い,寒 天平板希釈法により行

っ た3)。即 ち,一 夜 培 養 菌 をSTBに て 約3×108

CFU/mlに 予 め調整 した後,そ れぞれ の菌液 をbuf-

fered saline gelatine (BSG)に て100倍 希釈 した。こ

の希釈液 を用いて ミクロプランター(佐 久間製作所)

にて上記STAに 植 菌 した。各菌株に対す る最小発育

阻止濃度(MIC)も 前記方法に従った3)。

4.増 殖 菌に対する薬剤の影響

新たに増殖 させた対数増殖期 の菌 を10mlのSTB

を用 いて約5×106CFU/mlに 希 釈 した0そ の後,直

ちにこの菌液に各濃度 の薬剤 を加 え,そ の5mlをL

字管 に分取 した後,60～62回/分 の割合で振塗培養 し

た。この間,各 時間毎に菌の増殖 をOD(560nm)で 測

定 し,薬 剤無添加の対照 と各薬剤存在下の増殖 との比

を求 めた。同時に,必 要に応 じその時の生菌数 をBSG

にて希釈後STAに 塗抹 し測定した。また,こ の実験 に

おいて薬剤を含まない菌の増殖曲線 を用いて,各 菌の

1世 代当た りの時間を求 めた。即ち,一 定時間に増 え
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たそれぞれの生菌数の違いから,理 論上菌が2倍 増 え

る時間 を算出し,そ の値 をもってそれぞれの菌が分裂

に要する一世代当た りの時間とした。その結果S.aur-

eusのMS353株 の 一世 代時 間 は約30分,MS15009

株,MS15009M21株 のそれは共に約66分 であった。

5.併 用効果の検討

単剤 または2薬 剤存在下で2倍 希釈薬剤含有培地を

STAで 作 り,そ こにMICを 求 めた 時 の菌 数(106

CFU/ml)を ミクロプランターで植菌 し,35℃,一 夜培

養後,MICを もって示した。2薬 剤による相乗作用の

判定は既報に従って判定 した4,5)。

リゾチーム とTEICと の作 用は,先 に報告 した濾

紙 を利用したペーパー ・ス トリップ法 にて検討 した4)。

各濾紙(東 洋;lot no. 526)に はMICの 約10倍 程 度

の薬剤0.1mlを 浸 透 させ る。次 いでSTA上 に約106

CFU/mlに 希 釈 した菌液 を塗布 した平板上 に,リ ゾ

チームない しはTEICを 浸 透 させた濾紙 をそれぞれ

互いに垂直になるように置いて培養し,薬 剤 による菌

の阻止帯か ら薬剤の効果 を判定 した。

II.実 験 結 果

1.標 準菌株に対す る抗菌力

グラム陽性菌を中心 とす る標準菌株に対するTEIC

及 びVCM,ABKの 抗 菌 力 をTable 1に 示 した。

TEICは グ ラム陽性菌 に対 しての み0.10～0,20μg/

mlのMICを 示 した。また,VCMの 抗 菌力はグラム陽

性菌 に対 して0.39～0.78μg/mlで あ り,TEIC同 様

Escherichia coliを は じめとし,検 討 した グラム陰性

菌 に対する抗菌力 は弱かった0こ れに対 して,ABKは

Str¢ptococcus pyogenesを 除 くグラム陽性菌,グ ラム

陰性菌いずれの菌種 に対 しても強い抗菌力を示 し,そ

のMIC範 囲 は0.20～0.78μg/mlで あった。他方,デ

ータには示さなかったが108CFU/m1の 菌数 を用いて

MICを 求 めた場合,ABKを 除 くTEICとVCMの2

薬 剤のMICは106CFU/mlを 用 いた時 のMICに 比

べ共に約10倍 程度上昇 した。

2.臨 床分離 グラム陽性菌 に対する抗菌力

臨床分離methicillin感 受 性及 び耐性S.aureus及

び その他 のグラム陽性菌 に対 するTEICのMICの 結

果 をTable 2に 示 した。Methicillin感 受 性S.aureus

(MSSA), methicillin耐 性S.aureus (MRSA)い ず れ

に対 して もTEICのMICピ ー クは0.39μg/mlで あ

ったが,MRSAに お いて6.25μg/mlを 示 す菌株 が

検査株50株 中3株 検出された。VCMのMICピ ー ク

はMSSA,MRSA共 に0.78μg/mlで あ ったが,ピ ー

クか らのずれ はMSSAに 比 べMRSAの 方 が よ り耐

性側にシフ トしてお り,MRSAの 中 で最 も高 いMIC

を示 した菌株 は3.13μg/mlで あった0

ABKのMICピ ー クはMSSAで は0.20μg/ml以

下,MRSAで は0.78μg/mlで あ り,MRSAの 方 が

MICが や や高 い傾向が認め られた。 また,MSSA,

MRSAの 中 に6.25～12.5μg/mlのMICを 示 す菌株

がそれぞれ1株 ずつ検 出された。以上の結果を総合す

ると,MSSAに 対 する抗菌力はABK>TEIC>VCM,

MRSAに 対 す る抗菌力 はTEIC>ABK>VCMの 順

に強かった。

Staphylococcus epidermidisに 対 してTEICは,そ

のほとん どがMIC<0.20～3.13μg/mlの 範 囲で抗菌

力を示 したが,し かし中には1株12.5μg/mlを 示 す

菌株が存在 した0こ れに対 してVCMのMIC範 囲 は

0.78～1.56μg/ml,ABKのMIC範 囲 は0.20～1.56

μg/mlで あ った。Coagulase陰 性 ブ ドウ球菌(CNS)

23株 に対するTEICのMIC範 囲 は広 く<0.20～>25

μg/m1で あった。特 にMIC12.5μg/ml以 上 を示 した

菌 種 はStaphylococcus intermedius 1株,Staphylo-

coccus capitis 1株,Staphylococcus haemolyticus 4

株 で あった。

E.faecalisに 対 す るTEICの 抗 菌力 は上記菌種 に比

べて著 し く強 く,検 査 した52株 全株 のMICは0.20

Table 1. Antibacterial activity of teicoplanin against gram-positive

and negative bacteria
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μg/ml以 下 であった。 これに対 してVCMのMIC範

囲 は0.78～3.13μg/mlで あった。

以上,MSSA,MRSAに 対 するMIC分 布 の結果か

らTEIC,VCM及 びABK各 薬剤の耐性限界値 をいず

れ も3.13μg/ml,す なわち3.13μg/ml含 有平板に増

殖 した菌株 を耐性菌 とした。各施設 由来のMRSA455

株 にお け る耐性 菌 の分 離状 況 を調 べ,そ の結果 を

Table3に 示 した。各3.13μg/mlの 薬 剤含有STAに

増 殖 したTEIC,VCM,ABK各 薬 剤耐性菌はそれぞれ

14株(3.1%),0株,17株(3.7%)分 離 さ れ た が,

これ らの各薬剤耐性菌にはいずれも交差耐性が認 めら

れなかった。この実験で分離された耐性菌のMICは,

TEICの 場 合6.25μg/mlを 示 した菌 株13株,12.5

μg/mlを 示 した菌株1株,ABKの 場 合6.25μg/mlを

示 した菌株10株,12.5μg/mlを 示 した菌株6株,25

μg/mlを 示 した菌株1株 であった。

3.TEICと 他剤 との併用

最近臨床検体から分離 されるMSSA,MRSAは そ

の 過 程 で 同 時 に 真 菌,Pseudomonas aerUginosaあ る

い はE.faecalisを 伴 う こ とが 多 い こ とが 判 っ て き た 。

TEIC,VCMは 共 に グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 し て 強 い 抗 菌

力 を示 さ な い こ とか ら,こ れ ら の薬 剤 と併 用 作 用 を 示

す 薬 剤 に つ い て 検 討 した 。 併 用 薬 剤 はP.aeruginosa

に 対 し て 抗 菌 力 を 示 すimipenem(IPM),cefopera.

zone (CPZ), piperacillin (PIPC)の3薬 剤 で あ る。

Table4に 示 し た 様 に,MRSA K92-7, MSSA no.2

に お い て は,TEIC,VCM共 にIPM,CPZ,PIPCと の

併 用 に よ りそ のMICは2倍 強 くな っ た 程 度 で あ る。

他 方,IPM,CPZは 単 剤 のMICに 比 べMRSAで は約

100～1000倍,PIPCは 約4～8倍,MSSAに お い て は

い ず れ の β-ラ ク タ ム 剤 も2～100倍TEIC,VCMと

の 併 用 に よ り強 い値 を示 し た 。 同 様 に,Sepidermidis

G9,S.haemolyticus G82,S.capitis no.33に お い て

もTEIC,VCMのMICはIPM,CPZ,PIPCと の 併

用 に よ り約2倍,逆 にIPM,CPZ,PIPCのMICは

TEIC,VCMと の 併 用 に よ り約4～100倍 そ れ ぞ れ

Table 2. Antibacterial activity of teicoplanin against clinical isolates of Staphylococcus aureus

*Number of isolates inhibited with MIC .

Table 3. Isolation of drug-resistant strains of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus using teicoplanin, vancomycin and arbekacin

*Number of isolates inhibited with MIC .
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単 剤 のMICに 比 べ て低 くな っ た 。 β-ラ ク タ ム 剤 の う

ち,TEIC,VCMと の併 用 でMICが 単 剤 の そ れ に 比 べ

て 著 し く低 くな っ た 薬 剤 はIPM>CPZ>PIPCの 順 で

あ る 。

同 様 に し て 菌 株 数 を 増 や しMSSA,MRSA,S.

epidermidis,他 のCNSそ れ ぞ れ に 対 す るTEICお よ

びVCMと β-ラ ク タ ム 剤 と の 併 用 を調 べ た 。Table5

に 示 し た 様 に 調 べ た 菌 株 の 大 部 分 のFractional

inhibitory concentration(FIC)は1.0以 下 で あ っ た

が,し か し,CNS(S.haemolyticus 2株,Staphylococ-

cus sapzophyticus 1株,S.intermedius 1株,Sta-

phylococcus uarneri 1株,S.capitis 1株,Sta-

phylococcus hominis 1株,Staphylococcus xylosus 1

株)に お い て はFICが1.0よ り2.0未 満 を示 す 菌 株 が

数 株 認 め られ た 。そ の 内 訳 は,S.intermedius,S.war-

neri,S.c4pitis,S.xylosusの い ず れ か で あ っ た 。

4.対 数 増 殖 期 の 菌 に 対 す るTEICの 影 響

Table6に 示 し た 如 く,S.auzeus MS 353株 と そ の

変 異 菌MS15009株 に 対 す るTEIC,VCMのMICは,

菌 数 お よ び 培 地(STBとSTA)に よ り違 い が み ら れ

た。TEICのSTAで のMICはMS353,MS15009い

ず れの菌株 も最終菌濃度104CFU/plateと106CFU/

plateで は16～32倍 違 った。106CFU/PlateのMICは

MS353株 で は3.13μg/ml,MS15009株 で は3.13

μ9/m1で あった。これに対 しSTBで のTEICのMIC

はMS353株 の 場 合,106CFU/士n1で は0.39μ9/ml,

104CFU/mlで は0020μ9/m1とSTAに 比 べ てSTB

で のMICの 方 が良好であり,MICに 及 ぼす菌数の影

響 も少 なか った。またMS15009株 で は106CFU/ml

で は0.20μg/ml,104CFU/mlで は0.05μg/m1と

この場 合 もSTBの 方 がSTAに 比 べ低 いMICを 示

し,菌 数の影響 もMS353株 同様少なかった。そこで両

菌株に対するSTBに お けるTEICの 増殖抑制効果に

ついて検討 した。

対数増殖期 の菌106CFU/mlに 種 々の濃度のTEIC

を添加 し,菌 株の増殖に対する薬剤の影響 を調べた。

Fig.1に 示 した 如 くMS353株 で はSTBで のTEIC

の1/4MIC濃 度 の薬剤存在下では,薬 剤無添加に比

べやや菌の増殖が抑制されるものの,培 養5時 間後で

は対照 とほぼ同程度 の菌 の増殖が見 られた。1/2

Table 5. Synergy of teicoplanin and fl-lactam antibiotics against gram-positive cocci

Number indicates the strains tested.
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Table 6. Effect of medium on MIC of teicoplanin and vancomycin in
Staphylococcus aureus mutant strains

MS15009 and MS15009M21 are the mutants sensitive to lysozyme (see fig. 2).

A. MS353 symbol B. MS15009 symbol

Fig. 1. Effect of teicoplanin on bacterial growth of Staphylococcus aureus

MIC濃 度 の薬剤存在下で は培養4～5時 間後菌の増

殖が見 られ,7時 間 目では対照の76%程 度 増殖 した。

しか し,MIC濃 度 である0.39μg/ml添 加 した場合,

菌 の増殖 は7時 間 目で も認 め られなか った。一方,

MS15009株 で は0.05μg/ml処 理7時 間 目で対照 に

比べ約40%の 増 殖が見 られ,0.10μg/mlで は さらに

わずかの菌の増殖がみられたに過 ぎず,MIC濃 度 であ

る0.20μg/ml処 理 で は菌 の増 殖が完全 に阻止 され

た。

5.リ ゾチームとTEICと の作用

SmnusMS353,MS15009,MS15009M21株 は リ

ゾチーム感受性 の程度が異な り,そ のMICは それぞ

れ>100,25,3.13μg/mlで あ る。 このリゾチームの

感受性 の違いが,本 剤 による菌の増殖抑制,ひ いては

TEICのMICの 違 いに反映 してい るか否か を検討 し

た。Fig.2に 示 した如 く,Ms353株 に おいては100μg/
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E

C

Fig 2. Paper-strip disk approximation test for Staphylococcus aureus

A and B: MS15009 (MIC for lysozyme in 25 pg/mI)

C: MS353 (MIC for lysozyme in more than 100 mg/ml)
D and E: MS15009M21 (MIC for lysozyme is 3.13 kg/ml)

TEIC: teicoplanin, Lyso.:lysozyme

diskの リゾチーム存在下で もTEIcと 併用効果 は認

められなかった。しか し,MS15009及 びMS15009M21

株 に お い て は,リ ゾ チ ー ム25μg/disk,TEIc5

μg/diskの 各 濃度の共存によって相乗作用が認められ

た。特 に,MS15009M21株 においてはTEICの 濃 度が

1μg/diskで も相当強い併用作用が認められた。

III.考 察

TEICは 既 に報告 された如 くSm名eusを 初 めとし

たStaphylococcus属,E.faecalis,S,pyogenesな ど

のグラム陽性菌に対 して抗菌力 を示 したが,グ ラム陰

性菌 に対 する抗菌力 は弱かった1)。本剤の抗菌力を対

照薬 として用いたVCM,ABKの それ と比べる と次の

ようであった。即ち,菌 種,菌 株 によって多少異なる

が,MIC、 。で比 較 した場 合MSSAに お いて はTEIC

0.39μg/ml,VCM 0.78μg/ml,ABK 0.39μg/ml,

MRSAに お い て はTEIC 0.78μg/ml,VCM 1.56

μg/ml,ABK 0.78μg/ml,S.epidermidisに 対 し て は

TEIC1.56μg/ml,VCM1.56μg/m1,ABKO.78

μg/m1で あ っ た 。 更 にE.faecalisに お け るMIC80は

TEIC 0.20μg/m1以 下,VCM 1.56μg/mlで あ り,

MRSAやE.faecalisに 対 す るTEICの 抗 菌 力 は 対 照

薬 よ り優 れ て い る こ とを 示 して い る。 しか し,CNSに

対 す るMIC80はABK 0.39μg/ml,VCM 1.56μg/

m1で あ っ た の に対 し,TEICのMIC80は12.5μg/m1

で あ り,対 照 薬 に比 べ 明 ら か に本 剤 の 抗 菌 力 は劣 っ て

い た 。 しか し,TEICに は強 いpost-antibiotic effect

(PAE)が 認 め られ る こ と6,7),本 剤 の 血 中 濃 度 は 比 較

的 高 く,薬 剤 の連 続 投 与 に よ りそ の 濃 度 は5μg/ml前

後 に な る こ とな どが 明 らか に さ れ て い る。 これ らの 結

果 か らMICの や や 高 い 傾 向 の 見 られ たCNSの 大 部

分 は,臨 床 的 に 治 療 可 能 の範 囲 に 入 る も の と推 定 され

る 。しか し,CNSの 中 に は25μg/mlのMICを 示 す 菌
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株 も23株 中2株 検出された ことか ら,今後 これらの菌

株の出現 には注意 してお く必要があろう。

現在MRSAに よ る院内感染が論議されているが,

MRSAそ の ものの病原性はさておき,MRSA感 染 が

発症す るとそれに対 して有効な薬剤が限られている点

で問題 となる。そのためTEICがMSSA,MRSAに 対

して抗菌力を示す ことはおおいに意義がある。また臨

床検体か らMRSAが 分 離 される際,同 時 にP.aeru-

ginosaを 筆 頭 としたグラム陰性菌やE.faecalis,あ

る いは真菌が分離 される事が知 られている8)。この点

でTEICはE.faecaliSに 対 して特 に強い抗 菌力 を示

す こ と,P.ａeruginosaに 対 して強 い抗 菌力 を示す

IPMやCPZとTEICがMRSAに 相乗作用 を示 す結

果 は,本 剤の有効性 を更 に拡大するものである。

In uiuo感 染状態では,菌 の分裂時間(一 世代時間)

はin uitroに 比 べて長 くな る。s.aureus MS353株

と この リゾチーム感受性変異株MS15009の 分 裂時間

はそれ ぞれ30分,66分 で あ る。TEICがs.oureus

MS353に 比 べ,そ の分裂時間の長 いMS15009株 に対

して,よ りその増殖抑制が強い事が明 らかにされた。

またMRSAはMSSAに 比 べて一般にその分裂 に要

する世代時間が長 く,我 々の結果ではMSSA23分,

MRSA34分 で あった9)。これらの結果 は,本 剤の効果

がin uitro抗 菌 力に比 べin uiuo効 果 が より強 くな

る可能性 を示す ものである。更 に,MS353とMS15009

株,リ ゾチーム超感受性変 異菌で あるMS15009M21

株 を用い,TEICと リゾチーム との併用効果 を調べた

ところ,1～5μg/mlのTEICと 生 体 内濃度 に近 い

25μg/mlの リゾチーム との間に併用効果がみられた。

この結果は菌の分裂時間に加 え,菌 の溶菌の強弱によ

って もTEICの 抗菌力が左右される ことを示 してい

る。この結果は,in uitro効 果 に比べin uiuo効 果 の有

効性を更に支持するものと考 えられる。

一 方
,VCMやTEIC耐 性 を 担 うplasmidがE

faecaliSやE.faeciumか ら分離 されている10,11)。この

plasmidは い ず れ も伝達 性 で あ り,そ の宿 主域 は

Stre4)tococous sanguis, S.pyogenes,Streptococcus

lactis等 に限 られてお り,現 在 まで の ところ,こ の

plasmidはs.aureusに は伝達 されず,伝 達 された と

して も耐性発現 しない と報告 されてい る。また この

plasmid上 に は38kDな い しは39kDの 膜 蛋 白 を作

る遺伝子が存在 し12),そのDNA塩 基 配列 も決定 され

ている13)。しか し,そ の機能 は今の ところ不明である。

かかるVCMやTEIC耐 性 を担 うplasmidに よ る耐

性菌の出現について も,今 後注意 し,こ れ らの耐性菌

を選択 しないような薬剤の使用が望 まれ る。
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In vitro antibacterial activity of teicoplanin against clinical isolates of bacteria

Matsuhisa Inoue, Toshiko Hasobe and Masato Nonoyama

Department of Microbiology, Kitasato University School of Medicine

1-15-1 Kitasato, Sagamihara-shi 228, Japan

Teicoplanin (TEIC) is structually related to vancomycin and possesses a similar spectrum of
in vitro antibacterial activity. Most gram-positive organisms are susceptible to TEIC. Sta-

phylococci, including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), are susceptible to
TEIC, while some of the coagulase-negative staphylococci (CNS), including Staphylococcus
epidermidis, are slightly less susceptible.

Bacterial resistance to non-glycopeptide antibacterial drugs has no influence on the activity.
Inoculum size in liquid media has a minor influence on the in vitro activity of TEIC, but
decreases the MIC in heavy inoculum size by the agar plate dilution method. TEIC shows
strong growth inhibition against a strain of S. aureus with a long generation time.

Synergy, as determined by the checker-board doubling dilution techniques, and defined as a
2-fold reduction in the MIC for both drugs or fractional inhibitory concentration (FIC) of
< 1. 0, was observed against S. aureus, including MRSA, CNS, and Enterococcus faecalis for
TEIC with fl-lactam antibiotics, such as imipenem, cefoperazone, and piperacillin. Antago-
nism, defined as a 4-fold increase in the MIC for both drugs or an FIC of > 2, was not
found for TEIC in combination with fl-lactam antibiotics. Synergy was also found for TEIC
in combination with lysozyme by the paper strip method.


