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【原著 ・基礎】

緑膿 菌お よびメチ シ リン耐性 黄色 ブ ドウ球 菌感染症 に

対す る抗 菌薬併 用療 法 に関す る基礎 的研究
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緑膿菌およびMethicillin resistant Staphylococcus aureus(MRSA)に 対するsparfloxacin

(SPFX)とfbsfblnycin(FOM)と の併用効果をiπ vitroお よびin vivo実 験系を用いて検討 した。In

vitro併 用効果はcheckerboard法 お よびtime-killing曲 線 により,in vivo感 染防御効果は実験的白血

球減少マウスを用いた上行性腎孟腎炎および全身感染モデルで検討した。緑膿菌22株 およびMRSA32

株に対するSPFXとFOMのFIC indexは0.127～1.0で 相乗 または相加効果を示した。Time-killing

曲線の結果から,SPFXとFOMの 併用は緑膿菌4株 およびMRSA3株 に対 して著明な殺薗作用 を示し,

両剤のin virto相 乗効果が確認された。白血球減少マウスにおけるin viivo感 染防御実験では両藁剤の

経口投与で以下の成績を得た。キノロン耐性Pseudomoms aerusinosaKP-62お よびMRSAK。1株 の

実験的腎孟腎炎 においては,単 独投与ではほ とんど効果の認め られないSPFX12.5mg/kgとFOM

3.13mg/kgと の併用で両菌株共に70%の 菌消失率を示 し,有 効性が認め られた。両菌株による全身感

染実験では,上 述の投与量の併用でやはり単独投与では効果の乏 しかったのに対 し,両 者同時投与では

P.asrugiπosa P-62モ デルは70%,MRSAK-1モ デルは60%の マウスが生存し,併 用は有効であっ

た。SPFxのP.aemginoss KP-62お よびMRSAK-1の 菌体内への取 り込み実験ではSPFXとFOM

の同時添加およびFOM2時 間前処理後にSPFXを 添加 した場合,SPFX単 独処理に比べ,高 濃度の

SPFXが 菌体内へ取 り込まれていた。以上,SPFXとFOMのin vitroお よびin vivo併 用に関する基腱

的研究において優 れた有効性が示されたことにより,ヒ トでのキノロン耐性株 を含む緑膿菌お よび

MRSA感 染症 に対し,本 併用療法を応用できることが示唆された。

Key words: Combination therapy of antimicrobial agents, P. aeruginosa, Methicillin resistant

Staphylococcus aureus (MRSA), Experimental infection in mice

近年,広 い抗菌スペクトルと強い抗菌力をもつ多くのβ-

ラクタム薬やニューキノロン薬が開発され,日 常臨床に使用

できるようになってきた。それらの単独投与で多くの感染症

が治癒に至るが,耐 性獲得などにより抗菌薬単独投与では十

分な効果が発揮できない場合もみられる。特に,全 身的な易

感染状況(坦 癌状態,抗 癌化学療法中,外 科手術後,糖 尿病

患者など)あ るいは臓器局所の基礎疾患を背景に起こってく

る日和見感染症は,感 染抵抗性の減弱した宿主条件の故に,

通常の抗菌化学療法では十分な治療効果が得られないいわゆ

る難治感染症となり,対 応に苦慮することが少なくない。そ

の代表的なものに緑膿菌およびMRSAに よる感染症があ

る1曲緑膿菌は外膜透過性の問題などから,本 来優れた抗菌

力を有するものがきわめて少ないことに合わせて,無 計画な

化学療法剤の使用が耐性菌を助長したこともあいまって,難

治性本菌感染症が多くみられるようになった。MRSAに つ

いては黄色ブ ドウ球菌に比較的抗菌力の弱い第3世 代のセ

フ ェム系抗 生物 質が 臨床 の場 で多 く用 い られて きた ことがそ

の増加 の 一因 であ る と考 え られて い る。 これ ら縁 膿菌 お よび

MRSA感 染症 の場合,単 独 で 有 効 な薬剤 が 限 られ て いるの

で,十 分 な 治療 効 果 を得 る た め には抗 菌薬 の 併 用 な どが1

つの 方策 と考 え られ る。す で に,緑 膿 菌 に対 す る β-ラ クタ

ム薬 とア ミノ配糖 体 薬,な らび にMRSAに 対 す る β-ラ ク

タ ム薬 同士,β 一ラ ク タ ム薬 と キ ノ ロ ン薬,fosfomycin

(FOM)あ るい はminocycline(MINO)な ど との 併用 に関

す る多 くの 報 告 が み られ る7～19)。しか し,キ ノ ロ ン薬 と

FOMと の併 用効 果 につ いて の穀告 は少 ない20)。

今 回,緑 膿 菌 お よびMRSA感 染症 に対 す る新 しい治療 法

の1つ と して作用 機序 の 異 な るフ ルオ ロキ ノ ロ ン薬(DNA

gyrase阻 害剤)とFOM(ペ ブチ ドグ ライ カ ン合成 阻害剤21))

との併 用効果 をin vitroお よびin vivio感 染 モ デル を用い て

検 討 した結 果新 た な知 見 を得 たの で報告 す る。

*神戸市中央区楠町7丁 目5番2号



VOL. 45 NO.3 緑膿菌およびMRSAに 対するSPFXとFOMと の併用療法 133

I.材 料および方法

1.被 検抗菌薬

Ofloxacin(OFLX),levofloxacin(LVFX),enoxacin

(ENX),fleroxacin(FLRX),sparfloxacin(SPFX),

14C-sparnoxacim(specific activity:7 .5μCi/mg,

14C-SPFX) ,temafloxacm(TMFX),OPC-17116,

mipemem(IPM),MINO,cefしa2idime(CAZ),FOM,

arbekacin(ABK),gentamicin(GM)お よびvan-

comycim(VCM)を 用いた。

2.使 用菌株

緑膿菌は神戸大学医学部附属病院お よび協力病院の

尿路感染症患者よ り1991年 に分離された株34株 お よ

び教室保存株を用いた。MRSAは 同附属病院の各科領

域より1991年 に分離された株97株 と京都薬科大学微

生物学教室,東 京大学医学部分院中央検査室およびエ

ピゾーム研究所 より分与された株 を用いた。

3.薬 剤感受性測定

抗菌薬の感受性測定 は日本化学療法学会標準法 に準

じて行った22)。

4.緑 膿菌およびMRSAに 対するフルオロキノロン

剤とFOMのin vjtlm併 用効果

上記検討で緑膿菌およびMRSA両 菌に対し,被 検フ

ルオロキノロン5種 のなかで,も っとも優れたMIC分

布 を示 したSPFXを 選択 し,緑 膿 菌22株 および

MRSA32株 に対するSPEXとFOMと の併用効果を,

checkerboard法 によ り検討 した11)。SPFXとFOMの

2倍 希釈系列をたがいに組み合わせ,各plateに 入れ,

その上にMueller Hinton寒 天培地を加え,混 合後,

106CFU/mlに 調整した菌液を,各 々のplate上 にone

spot(10μ1)接 種 し,37℃ で18時 間培養後,各 薬剤

の単独お よび併用時のMICか ら最小のFractional

Inhibitory Concentration(FIC)を 次式 より算出

し,≦05を 相乗効果,>05～ ≦1.0を 相加効果,>

1.0～≦2.0を 不関,>2.0を 拮抗 とした。

FICindex=
併用時の薬剤AのMIC

/単独時の薬剤AのMIC
+

併用時の薬剤BのMIC/

単独時の薬剤BのMIC

5.In vitro殺 菌作用

緑膿菌4株 およびMRSA3株 のそれぞれを別々に

Mueller Hintonbrothに 一白金耳植え,37℃ で一夜培

養後,さ らに同じ培地に植え変え,104～105CFU/m1

まで増殖させた。その時点でSPFXお よびFOMの 単

独あるいは両剤を添加,37℃ で振量培養 し,3,6お

よび24時 間目に生菌数を測定して増殖曲線を求め殺菌

作用を調べた。

6.実 験的白血球減少マウスの作製

臨床での 日和見感染をマウス感染実験で再現できる

モデル として,白 血球減少マウスを作製 した。実験動

物はICR系 雌マウス(5～6週 齢,体 重23～259)を

使用 した。白血球減少 マウスはcyclophosphamideを

滅菌蒸留水に溶解 し,マ ウス腹腔内に300mg/kg1回

投与により作製 した。投与4日 目には末梢血の白血球

数は最低億 すなわち500cells/mm3前 後となり正常値

の1/10以 下に減少 した。白血球数はその後急速に回復

し,8日 目にはほぼ正常レベルまで回復 した。

7.薬 剤の感染防御効果

1)腎 孟腎炎モデルでの防御効果

マウス実験的腎孟腎炎に用いた菌株はP.aeruginosa

No,12(キ ノロン感受性株),P.aeruginosa KP-62(キ

ノロン耐性株),MRSAGP-32(キ ノロン感受性株)お

よびMRSAK-1(キ ノロン耐性株)で ある。 これ らが

100%の マウス腎に上行性腎孟腎炎を惹起す る菌量を

予備実験で見いだし,そ の菌量を白血球減少マウスの

膀胱内に接種 した。すなわち菌接種は白血球数が最低

値となるcyclophosphamide投 与4日 目に,そ れぞれ

P.aemgimsaNo.12で は1×102CFU(100ID50),P.

aeruginoscKP-62で は1×102CFU(100ID60),

MRSAGP-32で は1×103CFU(100ID50)お よび

MRSAK-1で は1×103CFU(100ID50)経 尿道的にマ

ウス膀胱内に接種(1群5～10匹),尿 道口を5時 間ク

ランプし,感 染を惹起させた。菌接種後3,8,24,30,

48お よび54時 間目にSPFXとFOMを それぞれ単独

および同時に併用投与 した。投与法はキノロン薬およ

びFOMは 経口投与,そ の他の薬剤は皮下注射 した。

感染5日 目に両側腎を摘 出し,そ の割面を緑膿菌では

NAC(栄 研)寒 天培地に,MRSAで はStaphylococcus

medium110(Difco)寒 天培地にスタンプし,一 夜培

養後,菌 の発育の有無を観察 した。ED50値 は50%の

マウス腎で菌消失が得 られる薬剤投与量 とし,各 投与

群別 にProbit法23)に より,そ の95%の 信頼限界を

LitchfieldとWilcoxon法24)で 求め感染防御効果を判定

した。

2)全 身感染モデルでの防御効果

実験的全身感染症 はP.aeruginosa KP-62お よび

MRSAK-1が100%の マウスを死亡せ しめる菌量 とし

て,そ れぞれ3×105CFUお よび3×108CFU(10

LD50)を マウス尾静脈内に接種(1群5～10匹)し,

菌接種後0,6,24お よび30時 間目にSPFXお よび

FOMを それぞれ単独 または同時併用投与 し,感 染7日

目にマウスの生死 を観察 し,生 存マウス数か ら薬効を

判定 した。

併用効果は,腎 孟腎炎モデルでは併用群の腎からの

菌消失率が,全 身感染モデルでは併用群 の生存率が,

各々の単独群のそれらの和 より大きい場合を相乗効果,

同等の場合は相加効果,下 回った場合を拮抗 と判定 し

た25)。
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8.病 理 組 織 学 的 所 見

上 記 の 尿 路 感 染 防 御 実 験 す な わ ち,P,aeruginosa

KP-62株 お よ びMRSAK-1株 に よる 実 験 的 腎 盂 腎 炎

マ ウス にSPFXお よびFOM単 独 ま た は 両 剤 の 併 用 投

与 を感 染3時 閥 日 よ り1日2回3日 間行 い,感 染5日

目 に 腎 を摘 出 し,常 法 に 従 っ て バ ラ ツ ィ ン切 片 を 作 成

し,H.E.染 色 後 光 学 顕 微鏡 で 観 察 した。

9.P.aeruginosa KP-62お よ びMRSAK-1の 菌体

内 へ の14C-SPEXの 取 り込 み

キ ノ ロ ン耐 性 のP.aeruginosaお よびMRSAに 対 す

るSPFXとFOMと の 併 用 効 果 の 機 序 を 明 らか にす る

た め,P.aeruginosa KP-62お よ びMRSAK-1を 用 い

て14C-SPFX(8pecific activity:7.5μCi/mg)の 菌体 内

へ の取 り込 み を 調 べ た 。P.aeruginosa KP-62お よび

MRSAK-1株 を37℃ で 一 夜 培 養 後,そ の 菌 液 の2m1

をそ れ ぞ れ30m1のMueller Hinton Brothに 接 種,37

℃ で4時 間培 養 し た 。 そ の 菌 液 を1mlず つeppen-

dorfftubeに 分 注 し,14C-SPFXの1,000μg/mlの 溶 液

を10μ1単 独 添 加 し,濃 度10μglm1と した 。 他 方,

14C-SPFXとFOMい ず れ も1
,000μg/mlの 溶 液 を そ れ

それ10μ1同 時添加する群と同様の添加量のFOMで2

時間処理後にSPFXを 添加す る群を設けた。これらを

それぞれ37℃ のWator bathで 培養 し,5,10,20お

よび30分 後にそれぞれ培養薗液を採取 し,12,000rpm,

5分 間違沈後,上 清を吸引除去,菌 沈渣に2%のSD8

を0.5m1加 えた。サーモ ミキサーで良く撹拌 し,薩 体

を溶解後,放 射活性(RI値)を 測定し。菌体内に取 り

込 まれた1℃-SPFX量 を定量 した。

II.結 果

1.薬 剤感受性試験

緑膿 菌34株 に対 し。いずれの キノロン薬 もMIC

12.5μg/m1以 上の耐性株が40～50%認 められた(Fig.

1)。CAZお よびGMで はそれぞれ10%お よび20%

の耐性株を認めたが,IPMで は耐性株を認めなかった。

各科領域の臨床材料よ り分離 されたMRSA97株 に対

す る各抗菌薬のMlc累 積百分率(Fig,2)に おいて

VCMお よびABKで は12.5μg/血1以 上の耐性株を認め

なかった。SPFXで は12.5μg/m1以 上の耐性株は1%

に,そ の他のキノロン藁およびIPMで は10～30%に

認めた。

Fig. 1. Sensitivity distribution of clinical isolates of 34 strains of Paeudomonas

aeruginosa.

Fig. 2. Sensitivity distribution of clinical isolates of 97 strains of MRSA.
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Table 1. Combined effect of sparfloxacin with fosfomycin on

Pseudomonas aeruginosa

SPFX: sparfloxacin, FOM: fosfomycin

2.SPFXとFOMのimitm併 用効 果

緑 膿 菌22株 中 両 剤 の併 用 で 相 乗 効 果(FIC index:≦

0.5)を13株(59%),相 加 効 果(FIC index:>0.5

～ ≦1 .0)を9株(41%)に 認 め た(Table 1)。 す な わ

ち 全 株 で,両 剤 の 併 用 効 果 が 認 め られ た 。Paemsi-

nosa PAO 515,P.aemginosa PAO 505 Q1のgyr A

変 異 株 お よび1)aeruginosa PAO 505 Q 2, P.aerugi-

nosa PAO Q3な らび にP. aemginosa PAO 6002の 透

過 性 変 異 株 に 対 す る 両 剤 併 用 に よ るFIC indexは

0.313～0.5の 範 囲 に 分 布 し,キ ノ ロ ン耐 性 株 に 対 して

も良 好 な 併 用 効 果 を 示 した 。 一 方,臨 床 分 離 のMRSA

32株 に 対 す るSPFXとFOMのFIC indexは0.127～

1.0に 分 布 し,相 乗 効 果 を14株(44%),相 加 効 果 を

18株(56%)に 認 め(Table 2),緑 膿 菌 で の そ れ と同

様 に,全 株 で 両 剤 の 併 用 効 果 が 認 め られ た。

3.In vitm殺 菌作 用

P.aeruginosa PAO 505(感 受 性 株),PAO 505 Q1

(gyr A), PAO 505 Q2(na1 B)お よ びKP-62(キ ノ

Table 2. Combined effect of  sparfloxacin with fomfomycin on

MRSA

SPFX: sparfloxacin, FOM: fosfomycin

ロン耐性株)に 対し,SPFXお よびFOMの1/2MIC

濃度をそれぞれ単独または同時併用後,3,6お よび24

時間後に生菌数を測定 した(Fig.3)。P. aeruginosa

PAO 505株 に対 してSPFX(1/2 MIC)単 独では3時

間で1オ ーダー生菌数が減少 し,そ の後24時 間までほ

ぼ同レベルの生菌数であった。FOM(1/2 MIC)単 独

では6時 間目までは生菌数はやや減少 したが,そ の後

菌数が増加 し,24時 間ではControlと 差はなかった。

両剤の併用では6時 問目で生菌は検出されな くな り著

明な殺菌作用を認めた。
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PAO 505

PAO 505 Q 2 (nal B)

PAO 505 Q 1 (gyr A)

KP-82

SPFX: sparfloxacin, FOM: fosfomycin

Fig. 3. Time-killing curves for sparfloxacin and fosfomycin alone and in

combination against Pseudomonas aeruginosa.

P.aeruginosa PAO 505Q1(gyrA)で はSPFx

(1/2MIC)お よびFOM(1/2MIC)単 独 で は6時 間 目

まで は 菌 の 増 殖 を柳 制 した が,そ の 後,時 間 経 過 と共

に 増 殖 し,24時 間 で は 生 菌 数 はControlと ほ ぼ 同 レベ

ル に達 した 。 併 用 群 で はControlに 比 し,3時 間 で2

オ ー ダ ー,6時 間 で さ ら に減 少 し,24時 間 で は 検 出 さ

れ な くな り著 明 な殺 菌 作 用 を認 め た 。

P.aeruginosa 505 Q 2(nalB)はP.aeruginosa

PAOQ1と 同様 にSPFXとFOMの1/2MIC濃 度 の併

用 で殺 菌作 用 の 増 強 が 認 め られ た。

Paerug-inosa KP-62(in vivo感 染 防御 試験 用 キ ノ

ロ ン耐 性 株)に 対 してSPFX(1/2MIC)単 独 で は6時

間 でControlに 比 べ て2オ ー ダ ー生 菌 数 が減 少 した が,

24時 間 で は 薬 剤 添 加 時 の レベ ル ま で 菌 が 増 殖 し,再 増

殖 が 認 め られ た 。FOM(1/2MIC)単 独 で は3時 間 で

生 菌 が1オ ー ダー 低 下 した が,そ の 後,増 殖 し,24時

間 で はControlと 同 レベ ル に達 した0両 剤 の1/2MIC

濃 度 の 併 用 で は 時 間経 過 と共 に 生 菌 数 の 減 少 が 認 め ら

れ,24時 間 で は 生 菌 数 は検 出 され な くな り,著 明 な 殺

菌 作 用 が 認 め られ た 。

MRSAN-5(キ ノロン感受性株),K-1(in vivo感 染

防御試験用キノロン耐性株)お よびK-2(キ ノロン耐

性株)に 対す る検討(Fig.4)で は,SPFXお よび

FOMの1MIC濃 度単独ではいずれの菌株でも6時 間

まで生菌が減少したが,そ の後は再増殖 した。両剤の1

MIC濃 度の併用では全株において24時 間後、生菌数

は検出されなくな り、著明な殺菌作用が認められた。

4.In vivo感 染防御効果

Table 3. Effect of sparfloxacin and reference drugs against the

ascending pyelonephritis caused by Pseudomonas

aeruginosa No.12 in leukopenic mice

a

) Orally , h) Subcutaneously
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N-5 K-1 K-2

SPFX: spEulloxacin, FOM: fosfomycin

Fig. 4. Time-killing curves for sparfloxacin and fosfomycin alone and in combination against MRSA.

MIC (ƒÊg,/ml): SPFX 6.25, FOM 25

SPFX: sparfloxacin, FOM: fosfomycin

Fig. 5. Combined effect of sparfloxacin and fosfomycin against ascending

pyelonephritis with Pseudomonas aeruginosa KP-62 (quinolone resistant

strain) in leukopenic mice. Asterisk shows that the combined rate of eradica-

tion in kidneys is significantly different from the sum of the eradication rate

in kidneys of each single agent with a P value of 0.05 by the Fisher exact

method.

1)マ ウ ス尿 路 感 染 モ デ ル

(1)P.aeruginosa No.12株 に対 す る キ ノ ロ ン薬 の

ED50値(Table3)

P.aeruginosa No.12(感 受 性 株)に よ るマ ウ ス 実験

的 腎 孟 腎 炎 に 対 す るSPFX,CPFX,OFLX,ENX,

FOM,GMお よ びIPMのED50は そ れ ぞ れ2.2,1.8,

6.5,4.5,10.4,3.4お よび2.9mg/kgで あ り,い ず れ

の 薬 剤 も低 用 量 で 有 効 性 が 認 め ら れ,特 にCPFX,

SPFXお よ びIPMが 優 れ た 感 染 防御 効 果 を示 した。

(2)P.aeruginosa KP-62株 に対 す るSPFXと

FOMと の 併 用 効 果

(1)菌 回収 か らみ た 成 績(Fig.5)

P.aeruginosa KP-62(キ ノ ロ ン耐 性 株)に よ るマ ウ

ス 実 験 的 腎 孟 腎 炎 にお け るSPFX25,12.5お よび625

mg/kg単 独投与でのマウス腎からの菌の消失率はそれ

ぞれ40,20お よび0%で あった。FOM 6.25お よび

3.13mglkg単 独投与での菌消失率はそれぞれ20お よ

び0%で あった。SPFX,FOMの 単独投与では十分な

効果が得られなかった。一方,SPFX25,12.5お よび

6.25mg/kgとFOMの6.25mg/kgと の併用でそれぞれ

100,100お よび60%の 菌消失率が得 られた。SPFIX

25,12.5お よび6.25mg/kgとFOMの3.13mg/kgと

の併用でそれぞれ90,70お よび60%の 菌消失率が得

られ,SPEXとFOMの いずれの組み合わせにおいても

相乗効果が得 られた。

(2)腎 の病理組織学的所見(Fig.6)

感染対照群の腎では腎孟,髄 質,皮 質にかけて膿瘍

形成 を伴 う壊死が認め られ,典 型的な腎孟腎炎像を示
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Fig. 6. Histopathological changes in kidney tissues from
mice infected with Pseudomonas aeruginosa KP-62.
Kidney sections were stained with hematoxlin and
eosin. (A) A kidney section from infected-untreated
mice on day 5 after infection. (B) A kidney section
from infected  sparfloxacin (SPFX) (25mg/kg)
-treated mice on day 5 after infection . (C) A kidney
section from infected fosfomycin (FOM) (3.13
mg/kg) -treated mice on day 5 after infection. (D) A
section kidney from infected SPFX (25mg/kg)+
FOM (3.13mg/kg) -treated mice on day 5 after
infection. magnification, x28.

し て い る 。SPFX(25mglkg)お よ びFOM(3.13

mg/kg)の単 独 投 与群 の 腎 に お い て は腎 孟 か ら皮 質 にか

け て 多 数 の 膿 瘍 形 成 が 見 られ 感 染 防 御 効 果 は 得 ら れ な

か り た,両 剤 併 用 群 の 腎 に は 著明 な 病 変 は な く,併 用

効 果か 忍 め られ た,

(3)MRSAGP-32(感 受 性性)に 対 す る 抗 菌 薬 の

ED21値(Table4)

SPFX,FOM,ABKお よ びVCMのEDは そ れ ぞ

れ2.5,13.6,4.4お よ び8.8mg/kgで い ず れ の 楽 剤 も

有 効 性 を 示 した か,特 にSPFXお よびABKが 低 用 量

で 感 染 防 御 効 果が 忍 め られ た 。

(4)MRSA K-1株 に 対 す るSPFXとFOMと の 併 用

効 果

(1)菌回 収 か らみ た 成 績(Fig .7)

MRSAK-1(キ ノ ロ ン耐 性 株)に 対 す るSPFX 25,

12,5お よ び6,25mg/kg単 独 投与 で の 菌消 失 率 は そ れ ぞ

れ20,0お よ び0%で あっ た 、FOM 6.25お よ び3,13

mg/kg単 独 投 与 で の 菌 消 失 率 は そ れ ぞ れ40お よ び

20%で,い ず れ も 単 独 投 与で は 十分 な 効 果 が 得 られ な

Table 4. Effect of sparfloxacin and reference drugs against

ascending pyelonephritis caused by MRSA GP-32

in leukopenic mice

Orally, b) Subcutaneously

Fig. 7. Combined effect of sparfloxacin and fosfomycin against ascending
pyelonephritis with MRSA K-1 (quinolone resistant strain) in leukopenic
mice. Asterisk shows that the combined rate of eradication in kidneys is sig-
nificantly different from the sum of the eradication rate in kidneys of each sin-
gle agent with a Pvalue of 0.05 by the Fisher exact method.
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Fig. 8. Histopathological changes in kidney tissues
from mice infected with MRSA K-1. Kidney sections
were stained with hematoxlin and eosin. (A) A kid-
ney section from infected-untreated mice on day 5
after infection. (B) A section kidney from infected
sparfloxacin (SPFX) (25mg/kg)-treated mice on
day 5 after infection. (C) A kidney section from
infected fosfomycin (FOM) (3.13mg/kg)-treated
mice on day 5 after infection. (D) A kidney section
from infected SPFX (25mg/kg) +FOM (3.13mg/kg)
-treated mice on day 5 after infection . magnifica-
tion. x28.

かっ た.SPFX 25,12.5お よ び6.25mg/kgとFOM

6.25mg/kgとの 併 用 で の 腎 か ら の 菌 消 失 率 は そ れ ぞ れ

100,80お よ び80%で あ っ た,.ま た,SPFX25,12.5

お よび6.25mg/kgとFOM3.13mg/kgと の 併 用 で そ れ

ぞ れ80,70お よ び50%の 菌 消 失 率 を 示 し,い ず れ の

組 み 合 わ せ で も併 用 効 果 を 認 め た

2腎の 病 理 組 織 学 的所 見(Fig.8)

対 照 の 感 染 群 の 腎 で は 腎 孟,髄 質,皮 質 に か け て 膿

瘍 形 成 を 伴 う壊 死 が 認 め られ,典 型 的 な 腎 孟腎 炎像 を

示 して い る 。SPFX(25mg/kg)あ る い はFOM(3.13

mg/kg)の 単独 投与 群 の 腎 に お い て は 腎 孟か ら皮 質 に か

け て 化 膿 性 腎 孟腎 炎 の 像 が 見 られ 感 染 防 御 効 果 は 得 ら

れ な か っ た 。 両 剤 の 併 用 群 の 腎 に は 明 ら か な病 変 は な

く,併 用 効 果が 認 め られ た 。

2)マ ウ ス 全身 感 染 モ デ ル

(1)P,aergimosa KP-62株 接 種 群 で のSPFXと

FOMの 併 用 効 果

P.aeruginosa KP-62(キ ノ ロ ン耐 性 株)感 染 モ デ ル

にお け るSPFX 25, 12.5お よび6.25mg/kg単 独 投 与

で の 生 存 率 は そ れ ぞ れ60,30お よび10%で あ っ た。

FOM 6.25お よび3.13mg/kg単 独 投 与で は そ れ ぞ れ10

お よ び0%で あ っ た 。 一方,SPFX 25, 12.5お よ び

6.25mg/kgとFOM 6.25mg/kgと の 併 用 で は そ れ ぞ れ

100,80お よ び50%の,生 存 率 を示 した.ま た,SPFX

25,12.5お よ び6.25mg/kgとFOMの3 .13mg/kgと

の 併 用 で そ れ ぞ れ80,70お よび50%の 生 存 率 を示 し,

い ず れ の 併 用 群 に お い て も 各 々 の 単 独 投 与 の 生 存 率 の

和 よ り も大 き く,相 乗 効 果が 得 られ た(Fig.9)。

(2)MRSAK-1株 接 種 群 で のSPFXとFOMの 併 用

効 果

Fig. 9. Combined effect of sparfloxacin and fosfomycin against systemic infection
with Pseudomonas aeruginosa KP-62 (quinolone resistant strain) in
leukopenic mice. Asterisk shows that the survival rate with a combination of
the two drugs was significantly different from the sum of the survival rates
with each agent alone with a P value of 0.05 by the Fisher exact method.
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MRSAK-1(キ ノ ロ ン耐 性 株)に 対 す るSPFX50,

25,12.5お よび6,25mg/kg単 独 投 与 で の 生 存 率 は そ

れ ぞ れ80,40,0お よ び0%で あ っ た 。FOM3,13お

よび1.56mg/kg単 独 投 与 で はそ れぞ れ20お よ び0%

で あ っ た 。 一 方,SPFX50,25,12.5お よ び6.25

mg/kgとFOMの3.13mg/kgと の 併 用 で そ れ ぞ れ

100,80,60お よ び50%の 生 存 率 を 示 した 。 ま た,

SPFX50,25,12.5お よ び625mg/kgとFOM 1.56

mg/kgと の 併 用 で そ れ ぞ れ90,60,40お よ び0%の

生 存 率 を 示 し た 。SPFX50mg/kgとFOMの3,13

mg1kgお よびSPFX6.25mg/kgとFOML56mg/kg

との 併 用 を 除 き,両 剤 の い ず れ の 併 用 群 も そ れ ぞ れ の

単 独 投 与 で の 生 存 率 の 和 よ り大 き く相 乗 効 果 が 認 め ら

れ た(Fig.10)。

5.P.aeruginosa KP-62お よ びMRSAK-1の 菌 体

内へ の14C-SPFXの 取 り込 み

P.aerugfnoa KP-62株 に14C-SPFX(10μg/ml)を

単 独 で 添 加 した 場 合,℃ のSPFXは 菌 体 内 へ5分 後 に

162 pmol/cell取 り込 ま れ,そ の 後,わ ず か に増 え30

分 後 で210prnolに 連 した 。14C-SPFIX(10μg/mnl)と

FOM(10μg/ml)を 岡 時 に添 加 した 場 合,5分 後 の 取

り込 み 量 は224pmol,10～30分 後 に は280pmol前 後

に達 した。FOMで2時 閥処 理 後 に14C-SPFXを 添 加 し

た場 合,5,10,15お よ び30分 後 に は そ れ ぞ れ214,

299,281お よ び32Opmolが 菌体 内へ 取 り込 まれ て い

た。 ℃-SPFXとFOMの 岡時 添 加 お よ びFOMで 前処

理 した 場 合,い ず れ の 測 定 時 点 に お い て もSPFX単 独

に比 べ て,菌 体 内 へ の ℃-SPFXの 取 り込 み 重 は多 か

った(Fig,11)。

MRSAK-1株 に お い て は,SPFX(10μglmD単 独

MIC (iug/ml): SPFX 12.5, FOM 12.5
SPFX: sparfloxacin, FOM: fosfomycin

Fig. 10. Combined effect of sparfloxacin and fosfomycin against systemic infec-
tion with MRSA K-1 (quinolone resistant strain) in leukopenic mice.
Asterisk shows that the survival rate with the drug combination significantly
different from the sum of the survival rates with each agent alone with a P
value of 0.05 by the Fisher exact method.

KP-62 K-1

SPFX: sparfloxacion, FOM: fosfomycin

Fig. 11. Uptake of "C-Sparfloxacin by Pseudomonas aeruginosa KP-62 or MRSA

K-1.
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添加では5分 後に172pmol/cell取 り込まれ,そ の後,

時間の経過 とi共に菌体内への14C-SPFXの 取 り込み量

が増加 し,30分 後には244pmol取 り込まれた。SPFX

(10μglml)とFOM(10μg/ml)の 同時添加では5分

後の取 り込み量は226pmolで,30分 後には283pmOl

に達した。 また,FOMで20分 前処理後に ℃-SPFX

を添加 した場合,5,10,20お よび30分 後の薦体内へ

の取 り込み量はそれぞれ271,326,334お よび352

pmo1で あった。MRSAK-1の 場合 も,P.aeruginosa

KP-62の 場合 と同様に,SPFX単 独 よりもFOMを 同

時および2時 間前に添加 した場合の方が ℃-SPFXの

菌体内への取 り込みが明らかに高かった(Fig.11)。

III.考 察

近年,抗 菌力が強 く,か つ抗菌スペク トルの広いフ

ルオロニューキノロン薬が数多 く開発され,種 々の感

染症の治療に広 く用い られ,そ の優れた治療効果によ

り,経 口抗菌薬 として重要な位置を占めるようになっ

た。その反面,キ ノロン薬が多 く使用 されるにしたが

ってキノロン耐性 菌の出現頻度が年々高 くなりつつあ

るという問題が生 じて きている。とりわけキノロン耐

性の緑膿菌やMRSAは 各科領域において明らかに増加

している劇 。緑膿菌とMRSAは,現 在各科領域におい

て,易 感染宿主(immunocompromised host)で の 日

和見感染としてもっとも頻度が高 く,か つ,難 治性感

染症を引き起こずことから問題 となっている。 これら

の患者における感染治療 に際 しては,そ の感染防御能

の改善を図ることが肝要であ り,低 蛋白血症 の補正,

血糖の是正 といった全身管理や,尿 路感染では尿流障

害の解消 を目的に腎 ろう造設 を施すなど,基 礎疾患の

治療が きわめて重要である。その上に立って抗菌化学

療法を施し,そ の効果をあげるように工美 しなければ

ならない。これ ら耐性菌に よる感染症 に対 して単独で

有効な抗菌薬として前者ではIPM,CAZ,GM,TOB

など,後 者に対する治療薬としてVCMやABKな どが

挙げられるが,実 際の臨床の場 でこれらが単独で十分

な有効性 を示 し,か つ安全性 を確保できるか という点

では限界がある。そ こで,こ れ ら緑膿菌などによる難

治傾向の高い感染症 には抗菌薬の併用療法が1つ の手

段 となってお り,実 際種々の組み合わせが検討 されて

きた。

抗菌薬の併用療法においては薬物 の相互作用,併 用

時の薬物動態面の挙動,有 効性や安全性 につ いて詳細

な検討が必要である。臨床的には緑膿菌感染症に対 し

てはGM+PIPC,GM+CBPCな どの併用療法が.

MRSA感 染症に対 してはFOM+CMZ,IPMICS+CEZ

の併用療法の有用性が報告 されている&19)。しかし,こ

れ らはいずれも注射薬を主体 とする組み合わせであ り,

外来治療 を想定 した経口薬での併用については,十 分

な検討はまだなされていない。上記課題にアプローチ

するために,キ ノロン藁 と経口抗生物質 との適切 な併

用療法を探禦する目的で予襯実験(デ ー タ省略)を 行

ったところ,抗 生物質としてFOMが キノロン薬 とも

っとも優れた併用効果 を示 した。そこでキノロ ン薬の

遡定のために,緑 膿菌,MRSAの 臨床分離株および教

室保存株に対する5種 のフルオロキノロン薬のMIC分

布を検討 した。また,注 射用抗生物質について も,緑

膿菌では3種,MRSAで は4種 について,そ のMIC

分布を検討 した。その緒果,尿 路由来の緑膿薦に対 し

て,開 発中のニュー キノロン薬で もすでにMICが

12,5μg1ml以 上の耐性株が約50%を 占め,耐 性化が進

んでいることが明 らか となった。抗生物質の中では耐

性菌の占める割合が比較的低かったのはIPM,CAZお

よびGMで それぞれ0,10お よび20%で あった。一

方,MRSAに おいては12.5μglml以 上の耐性株 は

SPFXで はほとんどみられなかったが,他 のキノロ ン

薬では5～25%認 められ,キ ノロン薬のなかで も薬剤

間で差が認め られた。すなわち本検討で,フ ルオロキ

ノロンの中ではSPFXは 両菌いずれにも優れた抗菌力

を有することが示 された。そこで,キ ノロン薬 として,

SPFXを 選択し,FOMと の併用効果を基礎的に検討す

ることにした。まず,in vitro実 験 として,SPFXと

FOMの 併用効果checkerboard法 で検討 した結果,緑

膿菌22株 およびMRSA32株 に対 し,両 者との併用は

相乗または相加作用を示 した。 さらに,細 菌増殖曲線

におよぼす影響を緑膿菌4株 およびMRSA3株 につい

て検討したところ,両 剤の112MICあ るいは1MIC濃

度の併用で著明な殺菌作用が認め られた。臨床分離の

緑膿菌およびMRSAに 対するキノロン剤とFOMのiπ

ｕi tro併 用効果については林 らが,NFLXとFOMと の

組み合わせで相乗あるいは相加効果を報告 している20)。

そ して,多 剤耐性の緑膿菌およびMRSAに よる呼吸器

感染症 に同様の薬剤の併用療法を行ったところ,10例

中9例 が有効であったことを確認 している。林 らのこ

の報告には,基 礎的検討 としてはcheckerboard法 のみ

の成績が記載され,著 者 らの ように増殖曲線 における

検討はなされていない。著者 らはまた,過 去 に報告が

見 られない新 しい研究として,緑 膿菌あるいはMRSA

を感染菌 とする尿路お よび全身感染モデルにおいて,

in vitroで のSPFXとFOMと の相乗または相加効果

が,in vivoに 反映されるか否かを実験的白血球減少マ

ウスを用いて検討した。本実験では,キ ノロン耐性株

を用いた。その結果,SPFXお よびFOMの 単独投与で

十分 な効果の得 られなかったのに対し,両 者併用で明

らかな感染防御効果の増強が確認 された。 この成績か

ら,臨 床的にも両薬剤が経 口投与で併用効果を発揮す

ることが推定 され,し か も,感 染防御能の低下 した背

景において耐性 菌感染を起 こしているという劣悪な条

件下で優れた結果を得 ることが期待 され る。最後 に,
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これ ら併用効果の機序 を明 らかにすることを目的にキ

ノロン耐性のP.aeruginosa KP-62お よびMRSAK-1

における14C-SPFXの 菌体内への取 り込みを検討 した。

SPFXとFOMを 同時添加した場合,SPFXを 単独で添

加 した場 合 に比 し,い ずれ の菌株 で も菌体 内へ の

14C-SPFXの 取 り込み量は明らかに高かった。林 らは緑

膿菌の菌体内へのNFLXの 取 り込み実験で14C-NFLX

作用2時 間前にFOMを 作用させた場合,14C-NFLX

単独作用時に比べて,約1.5倍 量の14C-NFLXが 菌体

内へ取 り込まれるが,NFLXとFOMを 同時に作用さ

せた場合はNFLX単 独 とほぼ同 レベルの取 り込みであ

った と報告 して いる20)。今 回の著 者 らの成績 で も

MRSA K-1株 ではSPFXとFOMの 同時添加よ り

FOMを2時 間前に添加 した方がSPFXの 取 り込み亢

進の程度は強かった。 しかし,P.aeruginosa KP-62株

では,両 薬剤同時添加しても2時 間前にFOMを 処理

して も,SPFXの 取 り込み に は差 はな く,ま た,

MRSA K-1株 で同時添加 した場合で も,SPFX単 独添

加に比べると明 らかにその取 り込みは高かった。これ

らの成績に,マ ウス感染防御実験で両剤同時投与で優

れた併用効果を示 した事実を考え合わせると,こ の併

用療法を臨床に適用する場合には,同 時投与を原則と

しておいて差 しつかえないものと思われる。

FOMは 細菌のpeptidoglycan合 成 の第一過程

(UDP-N-acetylglucosamine-pyruvatetransfbrase)

を阻害することが知 られている。今回の結果は,FOM

の作用により緑膿菌およびMRSAの 細胞壁が障害を受

け,SPFXの 菌体内への透過性が亢進 したことを推測

させ,こ のことが相乗効果を示すメカニズムの1つ と

推 察 される。著 者 らの検 討で は,感 染 マ ウスでの

SPFX 10mg/kg経 口投与における血中濃度はピーク濃

度で0.95μg/ml,AUC0-4hは2.0h,μg/mlで あ り,こ

れ ら測定値は非感染マウスのそれぞれ1.6倍 および1。4

倍であった(詳 細なデータ省略)。 この感染マウスでの

血中濃度はヒトでのSPFX常 用量(1日1回200mg)

連投時の血中濃度(ピ ーク濃度:1.2μg/ml)に 近似して

いる27)。このことか らも,今 回の実験系で臨床での効果

を予測するものに足 りうるものであるといえ,SPFX

に中等度耐性の緑膿菌およびMRSAに よるヒトの感染

症に,SPEXとFOMと の併用が有効であることが示唆

された。
一般的には

,緑 膿菌やMRSAはimmunocompro-

misedhostで 重篤な感染症を引き起こしやすいことは

よく知 られている。今回のcyclophosphamide処 理に

よる白血球減少マウスでは健常マウスに比べて,白 血

球数は約1110に 減少 してお り,典 型的な易感染宿主モ

デルといえる。本モデルにおいて,SPFXとFOMと の

併用が緑膿菌およびMRSAに よる実験的尿路あるいは

全身感染症 に対 して良好 な効果を示 したことよ り,両

菌種のみならず,そ の他の菌や複数菌等による難治性

感染症の治療にも両剤の併用療法は試みる価値のある

治療法と推測される。これら,両 薬剤はいずれも経口

投与でマウスに良好な併用効果を示したことから外来

での内服治療に応用できる点でも有用性は高いものと

期待される。今後臨床に応用 し,さ らに検討をすすめ

たいと考えている。
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Combination therapy with antimicrobial agents of experimental Pseudomonas

aeruginosa and methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections

Katsuhisa Nakata, Soichi Arakawa and Sadao Kamidono

Department of Urology, Kobe University School of Medicine (Director: Prof. Sadao Kamidono),

7-5-2, Kusunoki-cho, Chuo-ku, Kobe 650, Japan

We investigated the combined effect of  sparfloxacin (SPFX) and fosfomacin (FOM) against
Pseudomonas aeruginosa and MRSA in vitro and in vivo. The in vitro combined effect of SPFX
and FOM was examined by the checkerboard method and analyzed using time-killing curves. The
FIC index of this combination against 22 strains of P. aeruginosa and 32 strains of MRSA
ranged from 0.253-0.625 and 0.127-1.0, respectively. From the time-killing experiments, the effect

of SPFX and FOM on 4 strains of P. aeruginosa and 3 strains of MRSA was shown to be syner-

gistic. The effect of SPFX and FOM in vivo against quinolone-resistant P. aeruginosa KP-62 and
MRSA K-1 was examined in ascending pyelonephritis or systemic infections in leukopenic mice.
Both SPFX alone at a dose of 12.5 mg/kg and FOM alone at 3.13 mg/kg in the ascending

pyelonephritis or systemic infection models with P. aeruginosa KP-62 and MRSA K-1 showed only
a slight or no effect. However, the combined use of SPFX and FOM at the same dose levels
showed remarkable synergistic effects, exhibiting 70% bacterial eradication in the kidney of
ascending pyelonephritis mice, and a survival rate of 70% for P. aeruginosa KP-62 and 60% for
MRSA K-1 in systemic infections. The uptake of 14C-SPFX by P. aeruginosa and the MRSA after
concurrent incubation with FOM or 2-hour preincubation with FOM was higher than without
FOM. These results suggest that the combined use of SPFX and FOM may be clinically useful in
the treatment of P. aeruginosa and MRSA infections.


