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MRSAに 対す る β-ラ クタム剤 と塩化 リゾチームの併用投与効果
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Methicillin resistant Staphyhcoccus aureus(MRSA)に 対 す る β-ラ クタ ム剤 と塩 化 リゾチ

ー ムの併用効 果,お よび鼻腔定 着MRSAに 対 す る塩 化 リゾチー ム の有 用性 につ いて検 討 を行

った。

(1)臨 床 分離 され たMRSAとmethicillin sensitive Staphylococcus aureus(MSSA)を 用

い,塩 化 リゾチーム とcefazolin,ceftizoxime(CZX),1atamoxef,flomoxefと の併 用効 果 を

checkerboard法 に よ り比較 検討 を行 った ところ,MRSAに 強 い相乗効 果 を認 め た。

(2)リ ゾチー ムのMRSAに 対 す る定 着阻 止効 果 を,マ ンニ ッ ト食 塩 寒天 培 地 にCZX単 独

添加 培地 と,CZXと 塩 化 リゾチー ム の併用 添加 培 地 を作成 し,集 中治 療室 内 の落 下細 菌 と し

て定着 す るMRSA菌 株 数 で比 較 した。併 用 添加 培 地 で はMRSAの 検 出 は半 数 以 下 で あ り・

β-lactam剤 が投 与 されて い る患者 で リゾチ ームのMRSA定 着阻 止効果 が 示唆 され た。

(3)臨 床症例 にお いて塩化 リゾチー ムの噴霧 によ り,鼻 腔 前庭 で は8例 中7例 にお いて減 少

もし くは消失 が認 め られ たが,口 腔 で は減少 は認 め られ な か った。MRSA以 外 の菌 種 で,塩

化 リゾチーム の噴霧 に よ り減 少 を認 め たの は,CNSで6例 中2例,Pseudomnasで5例 中1

例の みで あ り,リ ゾチー ムの効果 はMRSAに 特 異的 で あ る ことが示 され たが,投 与 抗菌 剤 と

の併用効 果 だけで な く,生 体 で は他 の免 疫機構 との協力作 用 な ど も考 え られ た。
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リゾチームは1922年 にFlemingに よ り発見 されたムコ

多糖分解酵素で,細 胞膜 にム コ多糖類 を有す るグラム陽性

球菌のMicrococcus lysodeiktocusな どに対 して加水分解 に

よる溶菌作用を持つ。体内においては鼻汁 ・喀疲 ・涙液 ・唾

液に高濃度 に存在 し,血 漿.好 中球 ・単球な どにも広 く分布

してお り,生 体防御機構の ひ とつ と考 えられてい る。近

年,単 独で はStaphylococcus aureusに 溶菌作用 を示 さな

い リゾチームが β-lactam剤 の併用 によ りMRSAに 抗菌

力を示す ことがin vitroで報告 され るようになった1,2)。

そ こで塩 化 リゾチ ーム とβ-lactam剤 の併 用 に よ る,

MRSAの 鼻粘膜 な どへ の定着阻止効果 と,臨 床 において

β-lactam剤 の投与症例 に定着 したMRSAに 対 する塩 化

リゾチームの投与効果の面 より検討 したので報告す る。

I.対 象 と 方 法

1.併 用効 果

1992年5月 に 当施 設 の集 中治 療 患者 の鼻 前庭 か ら

分 離 され たMRSA3株,MSSA2株 に対 して,微 量

液体希 釈法 に よ るcheckerboard法 で最 小発 育 阻止濃

度(minimum inhibitory concentration:MIC),お よ

びfractional inhibitory concentration index(FIC-

index)の 検 討 を行 った。使 用 薬 剤 は力価 の明 らかな

塩 化 リ ゾ チ ー ム とcefazolin(CEZ),ceftizoxime

(CZX),latamoxef(LMOX),nomoxef(FMOX),

aztreonam(AZT)を 用 いた。

2.定 着予 防効 果

MRSAの 選択 的迅 速検 出 が可能 なCZX25μg/ml,

NaCl3%,マ ンニ ッ ト.プ ロ ム クレゾー ルパ ープル

(BPC)添 加 寒 天 培 地5)(CZX単 独培 地)と,こ れ}こ

塩 化 リゾチ ー ム200μg/m1を 加 え た培 地(リ ゾチー

ム併 用培 地)を1組 と して,MRSA保 菌 症 例(鼻 前

庭2名,吸 引疾1名,熱 傷 創部1名 か ら培 養陽性)の

在室 して い る集 中治療 室 内 の11か 所 に6時 間設 置 し,

落下細 菌 と して培 地 に定 着 したMRSA株 数 を検 討し

た。

*大阪府守口市文園町1番 地
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3.定 着MRSAに 対す る除 菌効果

塩化 リゾ チ ー ム補 充 の有 効 性 の検 討 を行 う た め,

1992年 の5月 ～8月 に7日 間以上 気管 内挿 管 もし くは

気管切 開 に よ る呼吸 管 理 が施 行 され,MRSAが 鼻腔

前庭 か ら検 出 され た8症 例 にお いて,1,000μg/mlの

塩化 リゾチー ムを4症 例 は 口腔,鼻 腔内 に1時 聞閥 隔

で2日 間噴 霧 し,他 の4症 例 は鼻腔 の みに3時 間間 隔

で2日 間,そ の前後 で の検 出菌 とその菌 量 の検 討 を行

った。 なお抗菌 剤 は1例 を除 き β-lactam剤 が い ずれ

の症例 に も投与 され てい た。

II.結 果

1.併 用効 果(Table1)

MRSA3株(A株,B株,C株)で は β-1actam

剤単 独 で のMICは128～512μg/ml以 上 の 高 度 耐 性

株であ った。塩化 リゾチ ーム単 独で は発育 阻止 に2株

で6,400μg/ml以 上,1株 で3,200μg/ml必 要 で,3

株 とも塩化 リゾチー ム に感 受性 を示 さな か った。 もっ

と も強 い併 用効 果の得 られた塩化 リゾチ ーム の濃度 は

400～1,600μg/mlで,β-1actam剤 のMICが16～64

μg/mlと2～5管 以上 の低 下 を認 めた。FIC-indexは

ほ とん どの併 用 で0.5以 下 の相 乗 効 果 が 認 め られ た

が,C株 とLMOXとFMOXの 併 用 は相 加 効 果 に と

ど まった。

MSSA2株(D株,E株)で はMRSAと 同 様 に塩

化 リゾチ ー ム単独 のMICは6,400μg/ml以 上 で あ っ

たが,併 用 に よる低 下 はCEZで100μg/mlと もっ と

も強 い効 果 が認 め られたが,そ の他の併 用 で は低 下 は

軽 度 で,ま った く効 果 を示 さな い併 用 も認 め られ た。

また β一lactam剤 の併 用 に よ るMICの 低 下 はほ とん

ど認 め られ な か っ た。FIC-indexは す べ て0.5以 上

で相乗 効果 は認 め られ なか った。

黄 色 ブ ドウ球 菌 に感 受 性 の な いAZTはMRSA,

Table 1. Efficacy of concomitant administration of lysozyme chloride and ƒÀ-lactam antibiotics

on MRSA and MSSA

MIC: minimum inhibitory concentration (iug/ml)

FIC-index: fractional inhibitory concentration index
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MSSAと もに今回 設定 し た濃度 へ の感 受 性 へ の低 下

は認 め られ なか った。

2.定 着予 防効果

CZX単 独培 地 で は落 下細 菌 として定 着 し検 出 され

たMRSAは21.5株/m2/hで あ った が,リ ゾ チ ー ム

併 用 培 地 で は9.5株/m2/hと 検 出 は半 数 以 下 で あ っ

た。

3.定 着MRSAに 対 す る除 菌効果

MRSAの 定着 を認 めた症例 の 鼻腔 へ の塩 化 リゾチ

ーム の噴 霧 に よ り鼻 腔 前 庭 で は8例 中7例 にお い て

MRSAの 菌 量 の減 少 もし くは消失 が 認 め られ た。抗

生物 質 の投 与 され てい な い症例 や,S. aureusに 感 受

性 の ないAZT投 与 症例 に お い て も減 少 が 認 め られ

た。 口腔 で は全例 に菌fの 変化 は認 め られ な か っ た

(Table2)。

鼻 腔 前 庭 よ り検 出 さ れ たMRSA以 外 の 菌 種 は,

Coagulase Negative Staphylococci (CNS)が6例,

凸eu40monassp.が5例 に認 め られ た。 これ らに塩

化 リゾチームの投与 を行 ったが,菌 量 の減 少 を認 め た

の は,CNSで2例,Pseudomonas sp.で1例 のみ で

あ り,他 の菌 種 で は不 変 も し くは増 加 が 認 め られ た

(Table3)。

III.考 案

MRSAに 朗 す る塩 化 リゾチ ー ム とβ-lactam剤 と

の併 用効 果 の作 用機 序 と して,β-lactam剤 に よ り誘

導 され,MRSAに 特徴 的 なpenicillin-binding Pro-

tein2'(PBP2')に よ り構 成 され た細胞壁 のペ プチ ド

グ リカ ンは,リ ゾチ ーム の溶菌 作用 を受 け やす いこ と

に 起 因 す る と考 え ら れ て い る1,。今 回 のchecker-

board法 を 用 い たMICお よ びFIC-indexの 検 討 で

も,さ きの 報告 と同 様 に著 明 な併 用 効 果 が 認 め られ

た。 しか しS. aureusに 対 す る リゾチ ー ム の β-lac-

tam剤 との併 用効 果 は,今 日MRSА が 問題 とな る以

前 にす で に報告 され てお り3,4),今 回 もPBP2'を 産生

しな いMSSAに お い てCEZの 併 用 に よ り リゾ チー

ム のMICが100μg/mlま で低 下 を 認 め た こ とか ら,

その作 用機 序が単純 で な い こ とが推 察 された。

CZX単 独 培地 を用 い た集 中治 療 室 内 の落 下細 菌 の

Table 2. Changes in colony count in Cultures before and after lysozyme chloride inhalation

+++: Very high counts ++: High counts +: Many

⊥: Low counts ⊥: Very low comts

LMOX; latamoxef, CMD: cefamandole, CEZ: cefazolin, IPM/CS: imipeaem/cilastatin, FMOX: flomoxef, OFLX: of-

loxacin, CАZ: ceftazidime, AZT: aztreoaam

Table 3. Changes after in colony count lysozyme inhalation
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結果 よ り,MRSA感 染 も し くは保 菌症 例 の 在室 に よ

り相 当数 のMRSAが 飛 沫 や浮遊 し落下 して い る こ と

が認 め られ た。 本来 この 培 地 は検 体 か ら直 接MRSA

迅速 検 出 を 目的 に考 案 され たが5},第3世 代 セ フェ ム

剤 を投与 され た患者 の粘 膜 や創部 の モデル とも考 えら

れ,コ ロニー を形成 し検 出 され た落下細 菌 は,付 着か

ら定着 に至 るMRSAを 想 定 す る こ とが で きる。塩 化

リゾチ ーム の併 用 で はMRSAの 検 出 が少 な か った こ

とよ り,β 一1actam剤 と リゾチー ムの併 用 が,鼻 腔 な

どに付着 したMRSAが 増殖 し定着 す る段 階 での 阻止

に有用 で ある可能性 が 示 され た。

リゾチー ム は涙 液 に1,000μg/ml含 まれ る とされ

て お り,鼻 腔 ・口腔 へ 噴 霧 し た 塩 化 リゾ チ ー ム の

1,000μg/mlは 高 濃 度 と はい えな い が,MRSAの 定

着 した臨床例 におい て鼻腔 で は効 果が 認 め られ た。 し

か し,塩 化 リゾチ ー ム単独 で はMRSAに 対 し溶 菌効

果 は認 め られて お らず職,同 時期 に臨 床分 離 され た3

株 のMRSAに 対 す るMICも 最 低 で3,200μg/mlで

抗菌効 果が認 め られ ない に もか かわ らず,抗 菌剤 の投

与 されて いない塩 化 リゾチーム単 独投 与 の症 例 や,黄

色 ブ ドウ球 菌 に抗 菌力 が な く 血RSAに 対 し有 効 な併

用効 果 の認 め られ な か っ たaztreonamの 投 与 され た

症 例 に お い て もMRSAの 減 少 が 認 め られ た こ とよ

り,実 際 に鼻腔 粘膜 に定着 したMRSAに 対 す る塩 化

リゾチ ーム の効 果 は,invitmで の β-ラ ク タム剤 と

の併 用効 果 のみ で はない こ とが推 察 され た。 また,口

腔 におい て効 果が認 め られ なか っ たの は,そ の投 与法

や投与 量 の問題 も考 え られ るが,免 疫 溶菌作 用 に補体

や抗 体 とリゾチ ーム が関 与 す る こ と6),喀 疲 中へ の抗

生物質 の移行 を塩 化 リゾチ ーム が高 め るこ とηな どか

ら,唾 液 と鼻 粘膜 の補体 や抗 体 の相違 や,抗 菌剤 の移

行性 な どに検 討 の余地 が あ り,生 体 内で の感 染 防御機

構 におけ る リゾチー ムの果 たす役 割 の複雑 さが推 察 さ

れ た。

MRSAの 定 着 が感染 へ と移 行 す るに は非 特 異 的感

染防御機 構 の体 液性 防御 因子(リ ゾチー ム,ラ ク トフ

ェ リ ン,ト ラ ン ス フ ェ リ ン,分 泌 型lgA,補 体 な

ど)8)が 破 綻 し たcompromised hostで あ る こ とや,

抗菌剤投 与 に よ り他 の細 菌 か ら選 択 を受 け,鼻 腔 や咽

頭の常在細 菌叢 の乱 れ が あ るこ とが要 因 とな る。 さ ら

に気管 内挿 管 や 胃管 の挿 入 され た場 合 は肺 炎や腸 炎 な

どの感染 への進 行 も容易 で あ り,さ らな る院内感 染源

と もな る。 鼻 腔 前 庭 に定 着 したMRSAを 除 菌 の た

め,ポ ピ ドン ヨー ドやmupirocinが 用 い られ て い る

が,感 染 の発症 に至 る以 前 の付着 ・定 着の段 階 で,生

体が本来保有している防御因子であるリゾチームによ

りMRSA感 染発症が阻止できれば非常に合目的と考

えられる。このことはMRSAが 喀疲からしばしば分

離されるものの,MRSAの 急性気管支炎や肺炎と診

断できる例がきわめて少ない原因として,喀 疾中のリ

ゾチームの作用が考えられるとの報告2,9)からも裏付

けられる。

今回使用した塩化リゾチームは卵白から精製された

ため,ヒ トリゾチームとは一部構造が異なった異種タ

ンパクである。そのため,内 服投与は認められている

が,そ の吸収や組織への移行性は疑問視されており,

MRSA感 染発症後の病巣での塩化 リゾチームとβ一

Iactam剤 の併用効果,さ らにその他の因子との協力

作用などについては,今 後,投 与法を含めた研究が必

要と思われた。
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Lysozyme chloride and ,0-lactam antibiotics, efficacy of concomitant

administration against methicillin-resistant Staphylococcus

aureus (MRSA) , a basic and clinical study
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We investigated the in vitro efficacy of ,6-lactam antibiotics and lysozyme chloride against MRSA,
and their in vivo value against MRSA existing in the nasal cavity.

1. Lysozyme chloride and cefazolin (CEZ) , ceftizoxime (CZX) , latamoxef (LMOX) , or
flomoxef (FMOX) were added to separated cultures of MRSA and methicillin-sensitive Staphylococ-

cus aureus (MSSA) . Using the checkerboard method, strong anti-MRSA synergism of the drugs
was observed.

2. Lysozyme chloride's MRSA ability to prevent dispersion was examined by counting MRSA
colonies of carriers in the ICU and inoculating them onto mannitol salt agar cultures infused with
either lysozyme chloride plus CZX or CZX alone. Colony numbers on the lysozyme chloride plus CZX

plates were less than half those on the CZX only plates, indicating that lysozyme prevents the
colonization of MRSA in patients receiving /3-lactam antibiotics.

3. The clinical efficacy of this combination therapy was investigated in 8 inpatients requiring
respiratory tract control for more than 7 days and having MRSA in their nasal cavity. Lysozyme
chloride was sprayed into the nasal and oral cavities. Colony numbers in cultures from the nasal
cavity decreased or disappeared in 7 patients, although no changes occurred in cultures from the oral
cavity. Coagulase negative Staphylococci (CNS) in 2 of 6 patients, and Pseudomonas sp. in. 1 of

5 patients decreased. This suggested lysozyme was specifically highly efficacious for MRSA.
However, the relationship between lysozyme and concomitantly administered antimicrobial agents
was still unclear, and the possibility of conjoint effects with an in vivo immune mechanism exists.


