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メチシ リン耐性黄色 ブ ドウ球菌 に対 するchndamycinとimipenemと の

in uitroに おけ る併用効 果

山 口 覚 ・柴田 昌彦 ・竹尾 浩美.

福岡大学医学部小児科学教室'

(平成5年 11月 8日受付・平成6年 2月 2日受理)

臨床材料 か ら分離 され たmethicillin-resistant Staphyloccoccus aureus (MRSA)28株 の う

ちclindamycin (CLDM)とimipenem (IPM)の 両方 に耐性 を示 す15株 に対 して両 剤 のin

uitmで の併 用効 果 を検 討 した。Checkerboard法 で は この2剤 の組 み合 わ せ にお い て37℃ 培

養で15株 中9株 が,32℃ 培養 で15株 す べて がfractional inhibitory concentration (FIC)

index0.50以 下 を示 した。 もっ と も低 いFIC index (0.16)が 得 られ たNo,14株 に対 す る経

時 的殺 菌 曲線 にお い て もCLDM 100μg/ml (1/8MIC)とIPM1,56μg/ml (1/32 MIC)の

組 み合 わせ で 増 菌抑 制 が 認 め られ た。 以 上 の 結果 か ら高 度 耐性MRSAに 対 してCLDMと

IPMと の併用 に よ り相乗作 用 が発 現 す る ことが示 唆 され た。
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1980年 代に入 り本邦 にお い て もmethicillin- resistant

Staphylococcus aunus (MRSA)が 臨床 の場 で問題視 さ

れ始め,10年 余 りの間に急速 に全国 レベルで蔓延 した。

しかも薬剤耐性が高度かっ複雑化 して きてお り,MRSA

感染症への対応がますます難 しくなってきている。

MRSAの 特徴 として有効 な薬剤が少 ないこ とに加 え感

染症患者が基礎疾患を有 しているため,日 和見感染,院 内

感染の形で発症す ることが多 いことが あげられ る。 したが

って,MRSA感 染症 の治療 に関 しては単剤で は困難で あ

り多剤併用を余儀な くされる場合 も少 な くない。 これ らの

理由から,以 前 よりMRSAに 対 する併用療法に関する基

礎的,臨 床的検討が数多 く報告 されてきた。今 回,著 者 ら

はclindamycin (CLDM)とimipenem (IPM)の 組 み合

わせで,in uitzoにおける併用効果 について検討 を行った

ので報告する。

I. 材 料 と 方 法

1. 使用菌株

1992年 度 に福 岡大 学 病院 小 児 科病 棟 に入院 した患

児から分離 されたS mreusの 中でoxacillin (MPIPC)

のMICが6.25μg/ml以 上 のMRSA28株 を用 い た。

2. コアグラーゼ型別

コアグラー ゼ型別 はブ ドウ球 菌 コア グ ラー ゼ型別 用

免疫血清(デ ンカ生 研)を 用 い判定 した。

3. 使用薬剤

clindamycin (CLDM,日 本 ア ッ プ ジ ョ ン),

imipenem (IPM,萬 有製 薬)の2剤 を用 い た。

4. 最小発 育阻止 濃度(MIC)の 測 定

MICの 測定 は日本 化学 療法 学会標 準法1)に準 じた寒

天 平 板 希 釈 法 で 行 っ た 。Ca2+, Mg2+加 Mueller-

Hinton broth (Difco)で37℃ 一 夜培 養 した菌液 を

同brothに て10℃FU/m1と な るよ う調 整 した。 この

5μlを ミク ロプ ランター(佐 久 間製作 所)を 用 い薬 剤

含 有 のMueller-Hinton Agar (Difco)に 接 種 し,

37℃ で18時 間培 養後MICを 判 定 した。

5. In uitro併 用試験

MIC測 定 結果 よ りCLDM耐 性 かつIPM耐 性 の15

株 につ いて,両 剤のin uitroで の併 用効 果 をchecker

board法2)で 検討 した。 これ ら2剤 の単 独 また はその

組 み 合 わ せ の 並 列 希 釈 薬 剤 含 有 平 板 をMueller-

Hinton Agar (Difco)で 作 り,37℃ と32℃ でのMIC

を同様 の方 法 で測 定 した。併 用効 果 はfractional in-

hibitory concentration (FIC) indexを 算 出 し,も

っ とも低 いFICindexで 代 表 させ て判 定 した。FIC

indexは

CLDM,IPM併 用時 のCLDMのMIC

CLDM単 独 時 のMIC

+
CLDM,IPM併 用時 のIPMのMIC

IPM単 独時 のMIC

* 福岡市城南区七隈 7-45-1
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の 式 で 算 出 し,FIC index≦0.500を 相 乗 作 用,

0.500<FICindex≦1.00を 部 分 相 乗 作 用,1,00<

FIC index<2.00を 相 加 作 用,FIC index≧2.00を

拮抗 作用 とした。

6. 併用 に よる殺菌効 果

もっ とも低 いFIC index(0.16)が 得 られ たNo.

14株 につ いてkilling-curve method8)を 用 い経時 的

殺 菌 効 果 を 検 討 し た。 被 検 菌 に 対 す るMPIPCの

MICは800μg/ml以 上 と高 度 耐 性MRSAで あ る 。

被 検 菌 株 をCa2+, Mg2+加Mueller-Hinton broth

(Difco)に て37℃ で 一 夜 培 養 し た 後,同brothで

100倍 希 釈 し菌 液 を調 整 し た 。 薬 剤 添 加Mueller-

Hinton broth (Difco)に 調 整 した 菌 液 を加 え37℃

で培養 し,3時 間,6時 間,24時 間 後 の生菌 数 を測 定

した。 添加 した薬 剤 の濃度 は最小FIC index(0.16)

を 与 え る 濃 度,す な わ ちCLDM100μg/ml (1/8

MIC), IPM1.56μg/ml (1/32MIC)と し,そ れ ぞ

れの単 剤 での 系 と2剤 を併 用 した系 で実験 を行 っ た。

II. 成 績

1. 分離 材料 とコアグ ラーゼ型別

Table 1に 今 回の検 討 に用 い たMRSAの 分 離 材料

とコアグ ラーゼ型 別 を示 す 。28株 中18株 が鼻腔 か ら

の分 離 で,多 くはcolonizationと 考 え られ る もの で

あ った。 コアグ ラー ゼ型別 で はVII型が19株,II型 が

2株,III型 ・II+HI型 が各3株,型 別不 能 が1株 と約

2/3がW型 で あった。

2. CLDM, IPMのMIC分 布

Fig.1にCLDMのMIC分 布 を 示 す 。0.2μg/ml

以 下 が10株,800μg/ml以 上 が18株 と完全 に二 峰性

をな し,耐 性株 の方が 多か った。 コア グラー ゼ型別 と

MICの 関係 で はMICが800μg/ml以 上 の株 で はVII型

16株, II型2株, MICが0.2μg/ml以 下 の株 で はVII

型3株, III型・II+III型 各3株,型 別不能1株 で あっ

た。

Fig.2にIPMのMIC分 布 を 示 す 。0.2μg/ml以

下 か ら100μg/mlま で幅 広 く分 布 して お り,全 体 で

は3,13μg/ml以 下 が10株,12.5μg/ml以 上 が18株

と耐性 株 の 方 が多 か っ た。 コア グ ラー ゼ型別 とMIC

の関 係 で はMICが12,5μg/ml以 上 の株 で はVII型15

株,II型 ・III型・II+III型 各1株,MICが3.13μg/

ml以 下 の株 で はVII型4株, II型1株, III型・II+III

型 各2株,型 別 不能1株 で あった。VII型で はCLDM,

IPMに 対 して耐 性 を示 す株 が 多 くみ られ た。

3. Checkerboard法 に よる併 用効 果

CLDM耐 性 かつIPM耐 性 の15株 に対 する checker-

Fig.1. Susceptibility of MRSA to clindamycin.

Fig. 2. Susceptibility of MRSA to imipenem.

Table 1. Clinical origin and coagulase type of MRSA (28 isolates)
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board法 で の2剤 併 用 時 のFIC indexをTable 2に

示す。15株 中14株 が コア グ ラー ゼVII型,1株 がII型

であった 。37℃ 培 養 で は15株 中9株(60%)が,

32℃培 養で は15株 す べ てがFIC index0.50以 下 を

示した。Fig.3に もっ とも低 いFIC index(0.16)が

得られたNo.14株 のcheckerboardを 示 す。CLDM

のMICは800μg/mlか ら100μg/mlへ,IPMのMIC

は50μg/mlか ら1.56μg/mlへ と低下 した。

4. Killing-curve methodに よる経 時 的殺菌効 果

Fig.4に 結 果 を 示 す 。CLDM100μg/ml (1/8

MIC), IPM1.56μg/ml (1/32MIC)の それ ぞ れ 単

独ではcontrolと 同様,培 養 開始後 よ り生 菌 数の増 加

が認められた。一 方,2剤 を加 えた場 合6時 間後 まで

は増菌が抑制 され,24時 間後 の生 菌数 をみ る と32℃

培養の方が少 ない傾 向 を示 した。

III. 考 察

MRSAは 院 内感染 の 主要起 炎 菌 で あ り,全 国 的 に

深刻な問題 となってい る。 そ の分 離率,薬 剤 感受性 は

施設によ り異 な りMRSA感 染症 に有 効 な薬剤 も必 ず

しも一定 して いな い4)。MRSAは ペ ニ シ リン系 のみ

ならずその他 の薬 剤 に対 して も同時 に耐性 を有 す る多

剤耐性株がほ とん どで ある。 したが って,有 効 な薬 剤

が限られてお り治療 に難渋 す る場 合 も少 な くな い。現

在のところvancomycin (VCM)が もっ と も確 実 と

されているが,他 の薬剤 に比べ 副作用 が多 い こ と,で

きる限 り耐性 菌 を作 らない よ う に した い こ とな どか

ら,乱 用 を避 け症例 を選 ん で慎 重 に投 与 す べ きで あ

る。Arbekacin (ABK) 5),minocycline (MINO)6),

CLDM7),IPM8)な どが有効 との報 告 もあ るが,少 な

Table 2. FIC index in combination of clindamycin and 
imipenem against MRSA (15 strains)

Fig. 3. Combined effect of clindamycin (CLDM) 

and (IPM) against MRSA no.14 strain.

Fig. 4. Bactericidal effect of clindamycin (CLDM) 
+imipenem (IPM) against MRSA strain 

no.14.
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か らず耐性 菌 が存在 し十 分 な臨 床効 果が 得 られな い場

合 もでて くる。 この よ うにMRSAに 対 す る単 剤療 法

に は限 界が あ るため,以 前か ら様 々な併 用療 法 につい

て検討 され て きた。

横田 らはcefmetazole (CMZ), cefzonam (CZON)

な どの β-lactam剤 とfosfomycin (FOM)と の併 用

効果 につ いて検討 を行 い,そ の有用 性 を見出 す と とも

にpenicillin binding protein (PBP)の 解析 に より

相 乗 作 用 の 機 序 を 明 らか に し た9～11)。MRSAは β-

lactam剤 に親和性 の低 いPBP-2'を 有 して い るため.

β-lactam剤 単 独 で は細 胞 壁 合成 を十 分 に阻 害 す る こ

とが で きない。FOMはPBP-2'の 産 生 を抑 制 す るた

め β-lactam剤 と併 用 す る ことに よ り細 胞壁 の合成 が

阻害 され る ように なる。 しか し,FOMに 高度 耐性 を

示 すMRSAで は この よ うな相 乗 作 用 は認 め られ な

い12)。 最 近 で はIPMとampicillin (ABPC)13),

cefazolin (CEZ)14),cefotiam (CTM)粉,CZON16)

な どの β-lactam剤 との併 用効果 につい ての報 告 が数

多 くみ られ る。

今 回,著 者 ら は蛋 白合 成 阻 害 剤 で あ るCLDMと

IPMと の併 用 に よ り相 乗作 用 が 発現 す る こ とを示 し

た。 これ らはin uitroで の成績 であ り,CLDMの 血

中到達 濃度 を考慮 す る とin uiuoで の効果 を直接 反映

してい るわ けで はな い。 しか し,生 体 内 での抗菌 剤 に

よ る殺 菌 効果 に は白血 球 との協 力作 用 も関 与 して い

る17)。IPMに は 白血球 との協 力的 殺 菌効 果 が 認 め ら

れ18),CLDMも 好 中球 やマ ク ロフ ァー ジ内へ 高 濃度

に移行 し,そ の機 能 を高 め る作 用 が あ る19～21)とい わ

れ てい る。 したが っ て,in uiuoに お いて はin uitro

よ りも低 い薬剤濃 度 で相 乗作 用が発現 す る可能性 が あ

る。 さらにCLDM,IPMは ともにSaumsを 含 む

グ ラ ム 陽 性 球 菌 に 対 し 強 いPAE (postantibiotic

effect)を 有 して い るた め両 者 の併 用 でPAEが 増 強

され,よ り有効 に働 く可能性 も考 え られ る。

抗 菌剤 の相乗作 用 の発現機 序 につい て はい まだ不 明

な点 も多 い 。MRSAの 耐性 機 構 に つ い て はPBP-2'

の産生 のみで はな く,他 に もい くつか の可能 性が 示唆

され てい る。PBP-2'は30～32℃ で培 養 す る と,そ の

産 生量 が増 加 しMICは 上 昇す る22)。しか し, CLDM

とIPMを 併 用 した場 合,逆 に37℃ よ り も32℃ 培 養

の方 で強 い相乗 作用 が得 られ た。 この こ とか ら詳 細 は

不明 で はあるがPBP-2'以 外 の なん らかの作 用機転 が

関与 し てい る もの と考 え られ る。IPMはPBP-2'に

対す る親 和性 が低 いに もかかわ らず単 独 で もあ る程度

MRSAに 抗 菌 力 を示 す 。 こ れ はMRSAが 有 す る

PBPのminor分 画,特 にPBP-m2をIPMが 抑 制

す る こ と に よ る と説 明 さ れ て い る17)。IPM耐 性

MRSAで はPBP-m2の 変 化 が 認 め られ て お り,か

lactam剤 との併 用効 果 の 機 序 とし て こ のPBP-m2

に対 す る相 乗 作 用 が 考 え ら れ て い る18)。CLDMと

IPMの 組 み 合 わせ にお い て相 乗作 用 が認 め られ るの

もPBP-m2が 関 与 して い るの か も しれ ない。

MRSA感 染 症 に対 す る抗菌 剤 の併 用療 法 を考 える

うえで,CLDMとIPMの 組 み合 わせ も選択 の候補 と

な るこ とが期 待 され る。 ただ,in vitroで の成績のみ

で は不十 分 であ る ため,薬 剤 の体 内動態 を含 めたより

詳 細 な検 討 が必 要 で あ る。 また,今 回 検討 に用 いた

MRSAの 多 くは コア グ ラー ゼ粗 型 で あ り他 の型 につ

いて も同様 な結果 が得 られ るか どうか も今後 の課題で

あ る。

本諭 文 の 要 旨 は第24回 小 児感 染症 学 会 において発

表 した。
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In vitro combined effect of clindamycin and imipenem against 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

Satoru Yamaguchi , Masahiko Sibata and Hiromi Takeo 

Department of Pediatrics, School of Medicine, Fukuoka University, 7-45-1, 
Nanakuma, Jonan-ku, Fukuoka 814-01, Japan

The in vitro combined effect of clindamycin (CLDM) and imipenem (IPM) was studied in 

15 strains resistant to both drugs among 28 clinically isolated methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) strains. By means of the checkerboard agar dilution method, 

the fractional inhibitory concentration (FIC) index of this combination was 0.5 or less in 9 

of 15 strains at 37•Ž, and in all of 15 strains at 32•Ž. Further, in the time-killing curve 

studies, this combination showed a synergistic effect against the no.14 strain obtained a 

minimal FIC index (0.16). These results suggest that the combination of CLDM and IPM 

produced a synergistic action against highly resistant MRSA strains.


