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MRSAに 対 す るvancomycinと β-ラ ク タム薬 のin vitro併 用 効 果

地主 豊 ・木村 美司 ・宗景 正 ・吉 田 勇 ・佐 々木 緊

塩野義製薬株式会社創薬研究所*

(平成11年1月5日 受付 ・平 成11年4月5日 受理)

1995年 ～1997年 の3年 間 に 臨 床 分 離 され たmethicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)560

株 に 対 す るvancomycin(VCM)とflomoxef(FMOX),cefpirome(CPR)お よ びimipenem(IPM)の

β-ラ ク タム 薬 とのin vitro併 用 効 果 をchecker board法 に よ り測 定 しMICお よ びfractional inhibitory

concentration index(FIC index)を 求 め 検 討 した。MRSA 560株 に 対 す るVCM単 剤 のMICはMIC90値

で3年 間 と も1μg/mlを 示 し,4μg/ml以 上 を示 す 菌株 は1株 もな か っ た。 β-ラ ク タ ム薬 単 剤 の 感 受 性 も

3年 間 で変 化 は な く,MIC90値 はFMOX 128μg/ml,CPR 64μg/mlお よびIPM 64μg/mlを 示 した 。 最 小

FIC indexの 検 討 で は,VCMとFMOXお よ びVCMとIPMの 組 み 合 わ せ で は そ れ ぞ れ90%以 上 の 菌 株

に対 して 各年 度 と もにFIC indexが0.5以 下 の 相 乗 効 果 が 認 め られ,残 りの 菌株 は す べ て,FIC index 0.5

か ら1.0以 下 の相 加 効 果 を示 した。VCMとCPRの 組 み 合 わ せ で は 多 くの 菌 株 に対 して相 加 効 果 を示 した 。

ま た,い ず れ の 組 み 合 わせ にお い て もFIC indexが2.0以 上 の 不 関 お よ び拮 抗 作 用 を示 す 菌 株 は 認 め られ

な か っ た。VCMとFMOXの 併 用 に よ る 一 定 濃 度 殺 菌 作 用 で はVCM 0.5μg/mlとFMOX 2,4,8μg/mlを

併 用 した場 合 にVCM単 剤 に比 べ 殺 菌作 用 に 増 強 が み られ,殺 菌 作 用 の 面 か ら も併 用 効 果 が 認 め られ た 。 こ

れ らの 成 績 か らVCMとFMOXお よ びVCMとIPMの 併 用 はMRSA感 染 症 の 治 療 に有 効 で あ る こ とが 示

唆 さ れ た。
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Vancomycin(VCM)は1991年 に本邦 にお いて抗methi-

cillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)の 注射 薬

と して承認 されて以 来MRSA感 染症 に対 し優 れ た抗 菌薬 と

して使用 され,臨 床で の有効性,安 全性 を検討 した報 告 も多

い1,2)。また,現 在 まで 明 らか にVCM耐 性 を示 すMRSAは

報 告 され て い な い。 しか し,MRSA感 染 症 に 対 してVCM

単剤 治療 では副作 用,組 織移 行性等 の問 題か らそ の効 果 を十

分 に発揮 し難い場 面 も考 え られ る。 この よ うなVCM単 剤 で

は 十分 に効 果が 期待 で きな い よ うなMRSA感 染 症 に対 して

VCMと 他 剤 との併 用療 法 が考 え られ,こ の よ うな場 合で の

有効性 と安 全性 を検 討 した報告 もな され てい る3～6)。

今 回,VCMと 他剤 との併用 効果 を検討 す るため に1995～

1997年 の3年 間 に臨床 で分 離 され たMRSAに 対 す るVCM

とflomoxef(FMOX),cefpirome(CPR)お よびimipenem

(IPM)の β-ラ クタム薬 とのin vitro併 用 効果 につ いて比 較

検 討 したので,そ の成績 を報 告す る。

I.　 材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

力 価 の 明 ら か な,vancomycin(VCM,日 本 イ ー ラ イ

リ リー)と β-ラ ク タ ム薬 と してflomoxef(FMOX,塩

野 義 製 薬),cefpirome(CPR,塩 野 義 製 薬),imipenem

(IPM,萬 有 製 薬)の3種 を使 用 した 。

2.使 用 菌 株

1995年 ～1997年 の3年 間 に 全 国 の 施 設 で 臨 床 分 離 さ

れ,シ オ ノギ研 究 所 に分 与 され たStaphylococcus aureus

の 中 でoxacillinが4μg/ml以 上 を 示 し た 株 をMRSA

と し,FMOX,CPR,IPMのMICが2μg/ml以 上 を示

し た560株 を 使 用 し た。 各 年 度 に お け る 使 用 分 離 株 数

は1995年164株,1996年167株,1997年229株 で

あ っ た 。 ま た,併 用 で の 殺 菌 作 用 実 験 に は,VCMと

FMOXの 組 み 合 わ せ でfractional inhibitory concentra-

tion index(FIC index)が0.5以 下 の相 乗 効 果 が 認 め

られ た 菌 株MRSA A-1930を 用 い た。

3.MICお よびFIC indexの 測 定

VCMお よ び β-ラ ク タム 薬(FMOX,CPR,IPM)の

単 独 時 と併 用 時 のMIC測 定 は 日 本 化 学 療 法 学 会 標 準

法7,8)に準 じcation-ajusted Mueller-Hinton broth(MH

B,Difco)で 薬 剤 を2倍 希 釈 系 列 を 作 製 し96穴 マ イ ク

ロプ レー トを用 い て微 量 液 体 希 釈 法 で 行 っ た。 薬 剤 濃 度

はVCMが0.06～8μg/ml,β-ラ ク タ ム 薬 は0.5～128

μg/mlの 範 囲 で行 っ た 。 最 終 接 種 濃 度 が 約5×104CFU/

ウ ェ ル に な る よ う に 菌 液 を接 種 し,35℃,24時 間 培 養

後 に単 独 時 お よ び併 用 時 のMICを 判 定 した。FIC index

の測 定 は,checker board法 に 従 い,以 下 の 計 算 式 に よ

り求 め た。

* 
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FICindex

=
薬剤 A の併用時 MIC値/
薬剤 Aの 単独時 MIC値

+
薬剤Bの 併用特MIC値/
薬剤Bの 単独時MIC値

な お,FIC indexの 値 が0.5以 下 を相 乗 効 果,0 .5か

ら1.0以 下 を 相 加 効 果,1.0か ら2.0以 下 を 不 関,2.0を

超 えた 値 を拮 抗 と した 。

4.MRSAに 対 す るVCMとFMOXの 一 定 濃 度 殺 菌

作用

一 定 濃 度 殺 菌 作 用 は
,VCMとFMOXの 組 み 合 わ せ

でFIC indexが0.5以 下 の 相 乗 効 果 を示 したA-1930株

を用 い単 独 時 と併 用 時 の殺 菌 力 を比 較 検 討 した 。 寒 天 平

板 上 に 発 育 し た 菌 をMHBに 接 種 し前 培 養 を 行 い107～

108CFU/mlの 対 数 増 殖 期 の 菌 液 を105～106CFU/mlに

な る よ う に 調 整 し,VCMお よ びFMOXの 単 独 あ る い

は両剤 を 添 加 し37℃ で 振 盪 培 養 した。生 菌 数 を培 養2,

4,6,8,24時 間 後 に 測 定 し増 殖 曲 線 を 求 め 殺 菌 作 用

を調べ た 。

II.　 結 果

1.MIC測 定 結 果

使 用 菌株 に対 す る β-ラ ク タ ム薬(FMOX,CPR,IPM)

お よ びVCMのMIC分 布 をTables 1,2に 示 し た。

MRSA 560株 に 対 す る β-ラ ク タ ム薬(FMOX,CPR,

IPM)のMICは 広 範 囲 に 分 布 し,MIC90値 は1995年

～1997年 の 各 年 度 で 変 動 は な く
,FMOXは128μg/

ml,CPRが64μg/ml,IPMが64μg/mlで あ っ た(Table

1)。VCMのMIC値 は 各 年 度 共 に0.5～2μg/mlの 狭 い

分布 領 域 を示 し,4μg/ml以 上 を 示 す 菌 株 は な か っ た。

MIC90値 は1μg/mlと 優 れ た 抗 菌 力 を 示 し,分 離 年 度

によ る変 動 は ほ とん ど見 られ な か っ た(Table 2)。

2.VCMと β-ラ ク タム 薬(FMOX,CPR,IPM)と

の併用 効 果

VCMと β-ラ ク タム 薬(FMOX,CPR,IPM)と の 併

用 効 果(FIC index分 布)の 成 績 をTables 3～5に 示 し

た 。VCMとFMOXの 組 み 合 わ せ で は 最 小FIC index

が0.5以 下 の 相 乗 効 果 を 示 す 菌 株 の 割 合 は,1995年

92.7%,1996年92.2%,1997年95.7%で あ り,残 り

の 菌 株 に対 して は す べ て 相 加 効 果 が 認 め られ た(Table

3)。VCMとCPRの 組 み 合 わ せ で は 相 乗 効 果 を 示 す 菌

株 の 割 合 は,1995年9.8%,1996年15.0%,1997年14.7

%と 少 な く大 半 の 菌 株 は 相 加 効 果 で あ っ た(Table 4)。

VCMとIPMの 組 み 合 わ せ で は 相 乗 効 果 を 示 す 菌 株 の

割 合 は,1995年91.5%,1996年95.8%,1997年95.3

%で あ っ た(Table 5)。VCMとFMOXあ る い はIPM

の 組 み 合 わ せ で は90%以 上 の 菌 株 に 対 し相 乗 効 果 を 示

した 。 また,い ず れ の組 み 合 わせ に お い て も年 度 に よ る

大 きな 変 動 は な か っ た。 以 上 の 成 績 をMRSA使 用 全 株

560株 で ま とめ た結 果 をTable 6に 示 した 。MRSA 560

株 に対 してVCMと β-ラ ク タム薬(FMOX,CPR,IPM)

の 組 み 合 わ せ す べ て に 相 加 効 果 以 上 の 併 用 効 果 が 認 め ら

れ た 。VCMとFMOXお よ びVCMとIPMの 組 み 合 わ

せ で は90%以 上 に 菌 株 に 対 して 相 乗 効 果 を示 し た 。 ま

た,β-ラ ク タ ム薬 単 剤 時 のMIC値 とFIC index値 と

の 間 に 関 連性 は認 め られ なか っ た。3年 間 の 全 菌 株 に お

け る最 小FICindexの 平 均 はVCMとFMOXの 組 み 合

わせ で0.39,VCMとCPRで0.59,VCMとIPMで0.33

を示 し,す べ て の組 み 合 わ せ に不 関,拮 抗 作 用 を示 す 菌

株 は認 め られ な か っ た 。

VCMと β-ラ ク タム薬(FMOX,CPR,IPM)併 用 時

の 各 薬 剤 のMIC変 化 をTable 7に 示 し た 。 単 独 時 の

MICと 最 小FICindexを 示 す 併 用 時 部 分 のMICと の 差

を 比 較 し た 場 合,VCMとFMOXの 組 み 合 わ せ で は

VCMのMICは1/2～1/8以 下,FMOXのMICは1/4

～1/256以 下 に 低 下 し90%以 上 の 菌 株 に お い てVCM

のMICは1/4以 下,FMOXのMICは1/8以 下 に 低 下

Table 1. Susceptibility distribution of ƒÀ- lactams against clinical isolates of MRSA

MRSA: rnethicillin- resistant Staphylococcus aureus  (oxacillin MIC:•†4ƒÊg/ ml)

FMOX: flomoxef,  CPR: cefpirome, IPM: imipenem
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した 。VCMとCPRの 組 み 合 わ せ で はVCMのMICは

1/2～1/16以 下,CPRのMICは1/4～1/64以 下 に 低

下 し,90%以 上 の 菌 株 に お い てVCMのMICは1/2以

下,CPRのMICは1/4以 下 に低 下 した 。VCMとIPM

の組 み 合 わ せ で はVCMのMICは1/2～1/8以 下,IPM

のMIC 1/2～1/256以 下 に 低 下 し,90%以 上 の 菌 株 に

対 しVCMのMICは1/4以 下,IPMのMICは1/8以

下 に低 下 した 。VCMとFMOXお よ びVCMとIPMを

併 用 した場 合,併 用 両 薬 と も比 較 的 大 幅 なMIC低 下 を

示 す 傾 向 が 見 られ た。

3.VCMとFMOXの 併 用 時 殺 菌作 用

VCM,FMOXの 単 独 時 と併 用 時 の 殺 菌作 用 の 成 績 を

Fig.1に 示 した 。VCM,FMoxの 単 独 時 と併 用 時 の 殺

菌 作 用 を比 較 す る とVCM 0.5μg/ml単 独 で は コ ン トロ

Table 2. Susceptibility distribution of vancomycin against clinical

isolates of MRSA

MRSA: methicillin- resistant Staphylococcus aureus (oxacillin

MIC:•†4ƒÊg/ ml)

VCM: vancomycin

ー ル と同様 に 増 殖 した。FMOX 8μg/ml単 独 で は8時

間 ま で は 殺 菌 的 に作 用 し24時 間 で は コ ン トロ ー ル と同

様 に増 殖 した 。 一 方VCM 0.5μg/mlにFMOX 2,4,8

μg/mlの 濃 度 で 併 用 した場 合,VCM単 独 時 を 上 回 る殺

菌 作 用 を示 し殺 菌 力 の増 強 が 認 め られ た。

III.　 考 察

臨 床 で 分 離 さ れ たStaphylococcus aureusの 中 で

methicillin-resistant Staphylococcus aureus(MRSA)

の 占 め る 割 合 は 佐 々 木 ら9),木 村 ら10,11),の成 績 に よ る

と1992年 度58.0%,1994年 度50.4%,1996年 度 で は

60.4%で あ り,依 然 と して 高 率 で 推 移 して い る 。 同 じ

報 告 の 中 で 木 村 らは 作 用 機 作 の 異 な る6種 の 薬 剤 か ら

MRSAの 薬 剤 耐 性 パ ター ンを 調 べMRSAの 多 剤 耐 性 化

傾 向 が 進 ん で い る こ と を 指 摘 して い る。VCMは1991

年 に本 邦 にお い て 抗MRSA注 射 薬 と して 承 認 さ れ て 以

来MRSA感 染 症 の 治 療 薬 に使 用 さ れ て い るが,明 らか

にVCM耐 性 を示 すMRSAは 報 告 され て い な い。 今 回

わ れ わ れ が 検 討 した 結 果,MRSA 560株 に対 してVCM

のMICは0.5～2μg/ml範 囲 に分 布 し,大 半 の 菌 株 は1

μg/mlで あ っ た 。 また,木 村 ら11),猪 狩 ら12)の報告 と同

様 にVCM耐 性 のMRSAは 認 め られ な か った 。しか し,

腎毒 性 等 の 副 作 用 を 考 慮 しVCMの 投 薬 量 を減 ら して血

中 濃 度 を低 濃 度 に抑 え る 場 合,あ る い はVCMの 移 行 が

悪 い 組 織 な ど に お け るMRSA感 染 症 に 対 し て はVCM

単 独 で は そ の 効 果 が 不 十 分 と な る場 合 も考 え られ る。 こ

れ らの 問 題 の 改 善 あ る い は 軽 減 を 目的 と し,VCMと β

-ラ ク タム 薬 との 併 用 が検 討3～6)され て い る。 今 回 ,1995

年 ～1997年 に 全 国 の 施 設 か ら 臨 床 分 離 さ れ たMRSA

Table 3. FIC index distribution of vancomycin in combination with flomoxef against MRSA
- In relation to MIC of flomoxef-

MRSA: methicillin- resistant Staphylococcus aureus (oxacillin MIC:•†4ƒÊg/ ml)

FMOX: flomoxef
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560株 に 対 す るVCMと β-ラ ク タム 薬(FMOX
,CPR,

IPM)のin vitro併 用 実 験 の 結 果 ,VCMと β-ラ ク タ

ム薬(FMOX,CPR,IPM)の 組 み合 わ せ す べ て に 相 加

効 果 以 上 の 成 績 が 得 られ拮 抗 作 用 は 認 め ら れ な か っ た 。

出 口 ら13)もMRSAに 対 す るVCMと β-ラ ク タ ム 薬

(FMOX,CPR,IPM)の 組み合わせにおいてin vitro併

用実験での有効性を報告 している。今回,VCMにFMOX

あるいはIPMを 併用 した場合,90%以 上の菌株 に対 し

相乗効果が認め られ,こ の割合は検討 した3年 間に変

動はなかった。VCMに β-ラ クタム薬(FMOX,CPR,

Table 4. FIC index distribution of vancomycin in combination with cefpirome against MRSA

-In relation to MIC of cefpirome-

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus (oxacillin MIC: 4ƒÊg/ml)

CPR: cefpirome

Table 5. FIC index distribution of vancomycin in combination with imipenem against MRSA
-In relation to MIC of imipenem-

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus (oxacillin MIC:•…4ƒÊg/ml)

IPM: imipenem
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Table 6. FIC index distribution of vancomycin in combination with ƒÀ-lactams against all 560 MRSA strains isolated in 1995•`1997

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus (oxacillin MIC:•†4ƒÊg/ml)

FMOX: flomoxef, CPR: cefpirome, IPM: Imipenem

Table 7. Decrease of each antibiotic MIC in the combinations of vancomycin with ƒÀ-lactams

□:represented area covering 90%

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus (oxacillin MIC: 4ƒÊg ml)

FMOX: flomoxef, CPR: cefpirome, IPM: imipenem

IPM)を 併用すると,い ずれの組み合わせとも全株にお

いてVCMのMICは1/2以 下 にな り,VCMとFMOX

およびVCMとIPMを 併用 した場合では90%以 上の菌

株 に お い てVCMのMICは1/4以 下 に 低 下 し た。

MRSAに 対す るVCMのMIC90値 で比較 した場合,単

独時で1μg/mlで あった ものがFMOXあ るいはIPM

を併用すると90%以 上の菌株においてMIC90値 は0.25

μg/ml以 下の低濃度まで低下し,VCMの 投薬量を軽減

できる可能性が示唆 された。 また,殺 菌作用の面か らも

併用による殺菌力の増強が認められた。これらの結果は

1993年 に長谷川 ら3)が報告 した成績 と同様であ り,現

在,多 剤耐性化傾向が進んでいるMRSA 11)に対 しても

優 れ た 併用 効 果 に 変 化 は な か っ た 。

最 近,花 木 ら14)はMRSAの5～10%にVCMに ヘ テ

ロ 耐 性 を 示 すMRSAが 存 在 し,こ れ ら の 株 に お い て

VCMと β-ラ ク タ ム薬 のin vitro併 用 で β-ラ ク タム 薬

の きわ め て 低 濃 度 域 の 限 られ た部 分 に お い て 拮 抗 作 用 が

認 め られ る と報 告 して い る 。 しか し,今 回 わ れ わ れ はヘ

テ ロ耐 性 に つ い て の 検 討 は 実 施 し て い な い がMRSA

560株 を 選 び,常 法 通 りにFIC実 験 を 行 っ た 結 果,拮

抗 を 示 す 菌 株 は1株 も認 め られ な か っ た 。

長 谷 川 ら3)はよ り臨 床 に 近 い 形 で の 検 討 を行 う た め ヒ

ト血 中 濃 度 動 態 で 薬 剤 を作 用 させ,抗 菌 力 を 経 時 的 に測

定 で きるin vitro auto-SimUlation SyStemを 用 い,
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Fig. 1. Bactericidal activities of vancomycin and flomoxef

alone and in combinations against MRSA A- 1930.

MRSA: methicillin—resistant Staphylococcus aureus

(oxacillin MIC:•†4ƒÊg/ml)
-:control,□:VCM 0 .5μg/ml,○:FMOX 8μg/ml,

●:VCM(0.5μg/ml)+FMOX(2μg/ml),◆:VCM

(0.5μg/ml)+FMOX(4μg/ml),■:VCM(0.5μg/

ml)+FMOX(8μg/ml)

VCMとFMOXを 併用投与 した場合の種 々の実験結果

からVCMの1回 投与量は常用量 またはそれ以下の投与

量でβ-ラ クタム薬 と併用投与することが優れた臨床効

果に結びつ くと考察している。また,清 水 ら15)はin vitro

でVCMとFMOXの 組み合わせで相乗効果を示 した6

株について臨床成績 を報告 していたが,す べてに改善以

上の成績であった。高岡ら16)は術後重症MRSA感 染症

患者にVCMを 常用 量 の半 量 投 与 とβ-ラ ク タム 薬

(FMOXあ るいはIPM)の 併用で奏功 した臨床成績を

報告 している。今回,わ れわれが行った最近臨床で分離

されたMRSA 560株 を用いたin vitro併 用成績 も同様

にVCMと β-ラ クタム薬併用によるFIC indexお よび

殺菌作用の両面において優 れた併用効果を示 し,す べて

の組み合 わせ に拮抗作 用 を示す 菌株は1株 もなか っ

た。

以上よ りMRSA感 染症 に対 してVCM単 剤治療では

副作用,組 織移行性などの問題か らその効果が十分に発

揮 され難い場合 に,VCMとFMOXあ るいはVCMと

IPMの 併用によ りVCMの 治療効果が高め られること

が示唆された。
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In vitro combination effects of vancomycin and ƒÀ-lactams against

methicillin- resistant Staphylococcus aureus
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Isamu Yoshida and Shimaru Sasaki
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Toyonaka, Osaka 561- 0825, Japan

We determined the in vitro combination effects of vancomycin (VCM) plus flomoxef (FMOX), VCM plus
cefpirome (CPR), and VCM plus imipenem (IPM) by the checkerboard method on 560 methicillin-resistant

Staphylococcus aureus (MRSA), which were clinically isolated in 1995, 1996 and 1997, and compared their

MICs and fractional inhibitory concentration (FIC) index. For these three years, the antibacterial activities

of VCM alone showed high levels against the 560 MRSA with the same MIC 90 of 1ƒÊg/ ml, and no strains

detected of MIC with more than 4ƒÊg/ ml. During the same period, each ƒÀ- actam alone demonstrated the

same antibacterial activities with the same MIC90 of 128ƒÊ/ ml,64 ,ug/ml and 64ƒÊg/ ml to FMOX, CPR and

IPM, respectively. Combinations of VCM plus FMOX and of VCM plus IPM displayed synergistic effects, an

FIC index of•…0.5 against more than 90% of the strains, and additive effects, an FIC index from >0.5 to <

2.0 against all other strains. The combination of VCM plus CPR led to additive effects against most strains.

None of the combinations showed antagonistic effects, an FIC index of•…2.0, against any of the strains. By

comparing the bactericidal activities against MRSA, the combinations of 0.5ƒÊg/ ml VCM plus 2, 4 and 8ƒÊg/

ml FMOX showed higher activities than that of each antibiotic alone. These results suggest that

combination therapies of VCM plus FMOX and of VCM plus IPM can be useful in the treatment of MRSA

infection.


