
緑膿菌は，近年，基礎疾患を有する高齢者や医原的原因に

よる院内感染の原因菌として臨床上分離頻度が高く，本邦で

はカルバペネム系薬，ニューキノロン系薬および抗緑膿菌作

用をもつアミノグリコシド系薬が治療に使用されている1）。

しかし，1990年以降国内でこれらの抗菌薬に耐性を示す緑

膿菌が認められるようになった2）。また最近，これら 3系統

の抗菌薬に耐性を獲得した「多剤耐性緑膿菌」が問題視され

るようになり，全国各地で分離されている3）。この多剤耐性

菌の分離率は現在数％以下と推定されているが4），院内感染

の原因菌となっている場合がある5）。

一方，生体内での抗菌薬の抗菌活性は，生体防御因子であ

る血清の殺菌作用や好中球の貪食・殺菌能との相互作用によ

って増強する。著者らもすでにセフェム系抗菌薬とこれら生

体防御因子との相互作用は抗菌薬によって差のあることを報

告している6）。

今回，著者らは緑膿菌感染症の抗菌薬療法における生体内

反応を知る目的で，臨床分離緑膿菌に対する各種抗菌薬の抗

菌力，およびカルバペネム系薬の短時間殺菌作用におよぼす

新鮮ヒト血清の影響および本系統抗菌薬処理緑膿菌を刺激物

とした場合のヒト好中球の貪食・殺菌作用への影響について

検討した。

I． 材 料 と 方 法

1． 使用菌株

神奈川県衛生看護専門学校付属病院臨床検査科で

1999年 4月から 2002年 3月までの 2年間に扱った各

診療科受診症例の臨床検査材料から分離した緑膿菌 125

株を対象とした。主な検査材料は喀痰，尿，膿汁，糞便

であり，被験菌株は 1症例 1株とし，定法にしたがっ

て同定した。また，ヒト好中球による貪食試験には臨床

分離緑膿菌MSC–399株を用いた。

2． 抗菌薬の最小発育阻止濃度の測定法

被験抗菌薬はカルバペネム系の imipenem（IPM），

panipenem（PAPM），meropenem（MEPM）お よ び

biapenem（BIPM），セフェム系の ceftazidime（CAZ），

ペニシリン系の piperacillin（PIPC），アミノグリコシ

ド系の arbekacin（ABK）および tobramycin（TOB），

ニューキノロン系の ciprofloxacin（CPFX）および

levofloxacin（LVFX）であり最小発育阻止濃度（MIC）

は寒天平板希釈法で測定した。

MICの測定には Ca2＋，Mg2＋イオン添加Mueller–

Hinton agar（MHA，Difco Laboratories）を使用した。

血液寒天培地で一夜培養した被験菌を，Mueller–Hinton

broth（MHB，Difco Laboratories）にMcFarland（Becton

Dickinson）が 0.5になるように懸濁調整し，さらに 100

倍に希釈した菌液を各 2倍希釈系列の抗菌薬を含有す

る寒天平板上に接種した。最終的な接種菌量は 104 CFU

／spotである。抗菌力の精度管理のため Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853を用い，同時にMICを測定

した。なお被験抗菌薬については当該企業から力価の明

らかな原末の分与を受けた。
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1999年 4月から 2002年 3月までの 2年間に，臨床材料から分離された緑膿菌 125株に対する

imipenem（IPM），panipenem（PAPM），meropenem（MEPM），biapenem（BIPM）などカルバ

ペネム系薬のMIC50とMIC90は，それぞれ，IPMでは 1μg／mLと 16μg／mL，PAPMでは 4μg／mL

と 16μg／mL，MEPMでは 0.5μg／mLと 8μg／mL，BIPMが 0.5μg／mLと 8μg／mLであって，BIPM

とMEPMの抗菌力が IPM，PAPMより優る傾向であった。カルバペネム系薬の短時間殺菌作用は，

新鮮ヒト血清 50％添加群で著明に増強された。これに対してセフェム系薬 ceftazidime（CAZ）では

新鮮ヒト血清添加による殺菌能の増強はほとんど観察されなかった。カルバペネム系薬 1／4 MIC添加

培地で培養した緑膿菌MSC–399株を刺激物質とした場合，健常成人由来好中球の chemiluminescence

index（CL index）値は BIPM処理群では 1.91で，この値は無添加群および IPM，PAPMまたはMEPM

処理群に比べ有意に（p＜0.05）大きかった。この成績より，カルバペネム系薬のなかでは BIPM処理

菌の刺激により好中球の貪食・殺菌能がもっとも増強することが示唆された。
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3． 短時間殺菌効果

臨床分離の緑膿菌MSC–399株に対する IPM，PAPM，

MEPM，BIPMおよび CAZの殺菌作用の測定は，それ

ぞれの抗菌薬の 1 MICおよび 2 MICを添加後 1，2，4

および 6時間目の生菌数をもって測定した。

MHBで 35℃，20時間培養した被験菌を新鮮MHB

で 1，000倍希釈し，2時間前培養した。培養後，所定の

濃度の各抗菌薬を添加した。経時的にサンプリングし，

適宜希釈して寒天平板に塗抹した。同時に，より生体内

に近い条件下での経時的生菌数の変動を知るために，新

鮮ヒト血清を 50％添加したMHB培地における各種抗

菌薬の殺菌効果を検討した。

4． Sub–MIC処理菌の調製

臨床分離緑膿菌MSC–399株をMHBにて 35℃，20

時間培養した後，この菌液 1 mLを 100 mLのMHBに

接種し，37℃の恒温槽にて 2時間振盪培養した。L–チ

ューブにこの培養菌液 6 mLを分注し，さらに各抗菌薬

の終末濃度が 1／4 MICとなるように添加した。37℃の

恒温槽にて 1時間振盪培養した後，3，000 rpmで 15分

間遠心し，その沈渣を PBSにて 2回洗浄した。洗浄後

の沈渣を PBSに懸濁した後，550 nmで ODが 0.125

になるように希釈した（108 CFU／mL）。さらに PBSに

て 105 CFU／mLとなるように希釈し，－80℃にて保存

した。なお抗菌薬非添加培地にて培養した菌液を同一条

件下で処理し，対照として保存した。

5． ヒト好中球の chemiluminescence測定

ヒト好中球の調製は Ficoll–Conray重層法に準じた7）。

すなわち，28～30歳の健常成人（n＝7）よりヘパリン

採血した血液 8 mLを 2％デキストラン生理食塩液 2

mLと混和し，1時間室温にて放置後，好中球画分を得

た。これに当量の PBSを加えた液を 3 mLの Ficoll–

Conrayの入った試験管に重層し，300×g，45分間遠心

した。沈殿に 0.87％ NH4Cl液 4 mLを加え，10分間ゆ

るやかに混和した後，遠心で集めた好中球をHanks液

にて洗浄後，1×107 cells／mLになるようにHanks液に

浮遊させた。好中球の chemiluminescence（CL）活性

の測定法は揚井らの方法8）に準じた。ルミノール液 100

μL（0.2 mg／mL）と好中球浮遊液 100μL（107 cells／

mL）に，前記した 1／4 MIC抗菌薬で処理した菌液を融

解後，その 50μL（105 cells／mL）を好中球刺激物質と

して添加後，TD–4000フォートメーター（双葉メディ

カル社）で CLを測定した。なお，相対比較のために，

抗菌薬前処理菌添加時の CLピーク値を抗菌薬無処理菌

添加時の CLピーク値で除した値を CL indexとした。

II． 結 果

1． 緑膿菌の臨床材料別検出率

Table 1に当院の 1999年 4月から 2002年 3月まで

の臨床材料別の緑膿菌の検出率を示した。過去の自験例

と同様に臨床材料別では，呼吸器系材料の喀痰，咽頭ぬ

ぐい液からの検出率が（37.9％）高く，次いで尿から緑

膿菌の検出率が（26.2％）高い傾向を示した。数例では

あるが血液からも緑膿菌が（1.9％）検出された。なお，

緑膿菌の年次的な検出率には大きな変動は認められなか

った。

2． 緑膿菌に対する抗菌力の比較

Table 2に緑膿菌 125株に対する IPM，PAPM，

MEPM，および BIPMのカルバペネム系薬 4薬剤と

CAZ，PIPC，CPFX，LVFX，TOB，お よ び ABKの

MIC range，MIC50とMIC90の成績を示した。カルバペ

ネム系薬のなかでは，BIPM，MEPMの抗菌力が強い

傾向を示した。

呼吸器感染症および敗血症におけるブレイクポイン

ト9）にもとづいた各抗菌薬に対する感性・耐性と判定さ

れる株数を調べ，耐性率を調べた（Table 3）。PAPM

と PIPCに対する耐性率がそれぞれ 72.8％と 92％であ

Table 1． Detection rates of Pseudomonas aeruginosa in clinical samples during the past 3 years

Period
Sputum
（％）

Pharynx
（％）

Urine
（％）

Faces
（％）

Pus
（％）

Blood
（％）

Other
（％）

Total

1999 April
～2000 March

38
（23．0）

14
（ 8．5）

36
（21．8）

28
（17．0）

14
（ 8．5）

1
（ 0．6）

34
（20．6）

165

2000 April
～2001 March

79
（30．9）

36
（14．1）

65
（25．4）

28
（10．9）

31
（12．1）

4
（ 1．6）

13
（ 5．0）

256

2001 April
～2002 March

36
（28．2）

12
（ 9．7）

33
（26．2）

18
（14．5）

17
（13．6）

2
（ 1．9）

7
（ 5．9）

125

Division of Clinical Laboratory and Hospital Affiliated with Kanagawa Prefecture School of Nursing and Midwifery

Table 2． Antibacterial activity of various antimicrobial agents
against 125 strains of Pseudomonas aeruginosa

Antimicrobial
agent

MIC（µg／mL）

range 50％ 90％

Imipenem／cilastatin
Panipenem／betamipron
Meropenem
Biapenem
Ceftazidime
Piperacillin
Ciprofloxacin
Levofloxacir
Tobramycin
Arbekacin

≦0．06～＞128
≦0．06～＞128
≦0．06～＞128
≦0．06～＞128

0．5～＞128
1～＞128

≦0．06～＞128
≦0．06～＞128
≦0．06～＞128
≦0．06～＞128

1
4
0．5
0．5
2
8
0．25
1
0．5
2

16
16

8
8

16
64

2
8
1
4

日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌18 ＪＡＮ．２００４
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●: control, ○: control; 50% serum added, ■: 1MIC, □: 1MIC; 50% serum added, ▲: 2MIC, △: 2MIC; 50% serum added
IPM: imipenem, PAPM: panipenem, MEPM: miropenem, BIPM: biapenem, CAZ: ceftazidime

ったが，他の抗菌薬に対する耐性率は 23.2％以下であ

った。また，今回用いたすべての抗菌薬に耐性を示した

株が 1株（0.8％）あった。

3． 血清添加時短時間殺菌効果

緑膿菌MSC–399株に対する IPM，PAPM，MEPM，

BIPMおよび CAZのMICはそれぞれ 2，8，0.5，1お

よび 4μg／mLであった。血清添加の有無による各抗菌

薬の 1 MICおよび 2 MICを作用させた場合の短時間殺

菌効果の違いを検討した（Fig. 1）。血清無添加で培養 2

時間後の生菌数で比較すると，抗菌薬無添加群では 7.5

logであったが，カルバペネム系 4抗菌薬の 1および 2

MIC添加群では IPMで 5.1および 4.7 log，PAPMで

5.2および 4.7 log，MEPMで 6.2および 5.5 log，BIPM

で 5.4および 5.2 logであった。一方，新鮮ヒト血清添

加で培養 2時間後の生菌数で比較すると，抗菌薬無添

加群では 6.9 logであり，血清無添加群の約 5分の 1に

減少していた。また，カルバペネム系 4抗菌薬の 1お

よび 2 MIC添加群では，IPMで 1.3および 1.6 log，

PAPMで 2.1および 1.6 log，MEPMで 3.2および 1.8

log，BIPMで 1.6および 1.3 logであり，著明な菌数減

少を認めた。しかし，血清無添加および添加条件下で

CAZを添加した場合の培養 2時間後の生菌数は，1 MIC

添加で 6.2および 3.8 log，2 MIC添加で 6.3および 3.7

logであり，血清添加群で約 100倍の生菌数減少が観察

された。一方，血清添加条件下でのカルバペネム系 4

抗菌薬添加群の菌数減少に比べ約 1，000分の 1であっ

た。

4． ヒト好中球の chemiluminescence活性におよぼ

す sub–MIC薬剤処理緑膿菌MSC–399株の影響

カルバペネム系抗菌薬 1／4 MIC添加培地で前処理し

た緑膿菌MSC–399株を刺激物質とした場合，ヒト好中

球の CL活性は上昇し，特に BIPM処理群では CL

indexが 1.91倍の顕著な上昇が認められ，この値は対

照および他の抗菌薬に比べ有意（p＜0.05）に大きかっ

た（Fig. 2）。

III． 考 察

カルバペネム系薬は，グラム陽性菌から緑膿菌を含む

グラム陰性菌に対して幅広い抗菌スペクトルと強い抗菌

力をもち，β–ラクタマーゼに安定な抗菌薬として開発

されてきた10）。本系抗菌薬は，医療技術の進歩に伴う宿

Table 3. Rates of resistance of 125 strains of Pseudomonas aeruginosa to various antimicrobial agents

Antimicrobial
agent

Break point
（μg／mL）

Number of
sensitive strains

Number of
resistant strains

Frequency of resistance
（％）

Imipenem／cilastatin
Panipenem／betamipron
Meropenem
Biapenem
Ceftazidime
Piperacillin
Ciprofloxacin
Levofloxacin，
Tobramycin
Arbekacin

2
2
2
2
4
2
2
2
2
2

96
34

101
99
96
10
97

113
118

99

29
91
24
26
29

115
28
12

7
26

23.2
72.8
19.2
20.8
23.2
92.0
22.4

9.6
5.6

20.8

Numbers strains of resistant to the antibiotics were determined based on the report on the break point of the antibiotics
for respiratory infection8）

Fig. 1. Effect of human serum on the bactericidal activity of antimicrobial agents against Pseudomonas aeruginosa
MSC–399.
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主の多様化などにより増加している。いわゆる易感染性

患者や糖尿病患者，慢性腎不全患者，高齢者や腎機能低

下のある患者などの細菌感染症に有効な抗菌薬として一

定の評価を得ている。換言すると，易感染性患者や中・

重症細菌感染症の病態下における原因菌としては緑膿菌

の検出率が高いという背景から11），抗緑膿菌作用を有す

るセフェム系薬よりも殺菌作用の強いカルバペネム系薬

の使用頻度が増加している。

緑膿菌に対する IPM，PAPM，MEPMおよび BIPM

抗菌力を測定した結果，BIPM，MEPM，IPMおよび

PAPMの順に強い抗菌力が示された。MIC90値からみ

ればカルバペネム薬では BIPM，MEPMがもっとも臨

床分離緑膿菌に対する抗菌力が強いことから，臨床的に

は第一選択薬剤となりうる（Table 2）。

カルバペネム系薬の特徴は，①penicillin–binding

proteins（PBPs）に対する強い結合親和性，②比較的

長い postantibiotic effect（PAE），③エンドトキシン遊

離の抑制，④グラム陰性菌における良好な外膜透過性，

⑤β–ラクタマーゼに対する安定性と活性阻害作用，⑥

extended spectrumβ–lactamase（ESBL）産生菌に対

する強い抗菌力などが報告12）され，中枢神経系への副作

用がきわめて低いことから米国においては重症感染症に

対する治療薬として推奨されている13）。また BIPMは

MEPMよりもさらに高い DHP–1安定性14）と通常の

MIC測定ではMEPMに 1管弱劣る15）ものの，殺菌力は

接種菌量の影響を受けず16），動物実験における治療効果

もMEPMより優れている15）。この BIPMとMEPM相

違点は，PBPsに対する結合親和性の差に起因している

ものと推定される。ただしMEPM17）は IPM18）や BIPM10）

に比べ，PBP 3に対する親和性が高いことから，菌は

分裂ができず長いフィラメント状になり溶菌する特徴が

ある19）。また生方らは PBP 3と PBP 1 B＋PBP 4によ

り強い親和性有するMEPMの方が BIPMよりも強い抗

菌活性を示したが，殺菌性に関しては PBP 4に対する

親和性がより強い BIPMの方が優れていると報告して

いる20）。さらに BIPMはスフェロプラスト化とバルジ

形成が同時に見られるのに対し，MEPMはフィラメン

ト形成が著明で，2 MICという高濃度のMEPMを作用

させることによってはじめて PBP 4と PBP 1 Bへの結

合によるバルジ形成が認められたと述べている20）。これ

らの事実は BIPMの強い殺菌性を示すものであり，病

巣内起因菌を短期間に確実に殺菌する必要がある。いわ

ゆる抵抗減弱症例での有効性を示唆する成績として注目

される。

Lorianら21）は細菌に sub–MICの抗菌薬を作用させる

と細菌の表層構成成分の合成・発現が抑制または阻止さ

れると報告している。さらに Alexanderら22）はペニシ

リン処理により障害を受けた菌は白血球による貪食を受

けやすいと報告している。われわれの実験ではカルバペ

ネム系薬の sub–MICで処理した緑膿菌をヒト好中球に

刺激剤として作用させると，その CL活性が上昇した。

BIPM処理菌での CL indexは他の抗菌薬処理菌群に比

べ有意（P＜0.05）に上昇しており，ペニシリン系薬と

同様にカルバペネム系薬で接触した菌は好中球による貪

食を受けやすくなることが明らかとなった。また，峯ら

は大腸菌に対するヒト血清中の殺菌因子活性と好中球の

貪食殺菌活性に相関性があることを報告しているが23），

BIPMの内科系治験成績の集計で短期間臨床効果が優れ

るとの報告を勘案すると本実験で明らかとなった BIPM

と血清との相互作用および sub–MIC処理菌に対する好

中球の貪食・殺菌作用の亢進がその臨床効果に関与して

いる可能性があるものと考えられた。

著者らの今回の検討では，カルバペネム系薬 sub–MIC

処理緑膿菌の易貪食性が示され sub–MIC濃度下におけ

る病巣内起炎菌の動向も推知することができたが，感染

病巣内での PK／PDでは抗菌薬と生体内抗菌活性との間

には複雑かつ流動的な相互作用が存在するものと思われ

るので，今後は総合的な抗菌薬と生体内抗菌活性の相互

作用の検討が必要と考えている。

本論文内容の一部は，第 49回日本化学療法学会東日

本支部総会，第 51回日本感染症学会東日本地方会総会

（平成 14年 10月 31日～11月 1日，仙台国際センター）

で発表した。
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Susceptibility of Pseudomonas aeruginosa fresh isolates to various antibiotics
and their interactions with defense factors

Takayuki Takahashi1），Yoshito Tsujihara1），Iwao Sakurai2）

and Fumio Matsumoto2）

1）Division of Clinical Laboratory and 2）Department of Internal Medicine Hospital Affiliated

with Kanagawa Prefecture School of Nursing and Midwifery，1–6–5 Shiomidai，

Isogo–ku Yokohama，Kanagawa，Japan

We determined the MIC50 and MIC90 of four carbapenem antibiotics，i. e., imipenem（IPM），panipenem
（PAPM），meropenem（MEPM），and biapenem（BIPM），for 125 strains of Pseudomonas aeruginosa isolated
from clinical specimens between April 1999 and March 2002. The MIC50 and MIC90 values obtained were: 1
μg／mL and 16μg／mL，respectively，for IPM，4μg／mL and 16μg／mL，respectively，for PAPM，0.5μg／
mL and 8μg／mL，respectively for MEPM，and 0.5μg／mL and 8μg／mL，respectively，for BIPM. The results
indicated that the antibiotic efficacy of BIPM and MEPM was superior to that of IPM and PAPM. The acute
bactericidal action of the carbapenem antibiotics was markedly enhanced by the addition of fresh human
serum to a final concentration of 50％，but the bactericidal effect of the cephem derivative ceftazidime
（CAZ）was not significantly affected by fresh human serum. Neutrophils obtained from healthy adults were
exposed to P. aeruginosa strain MSC–399 that had been incubated in the culture medium containing each
of the four carbapenem antibiotics at 1／4 the MIC. The chemiluminescence index（CL index）of the
neutrophils exposed to BIPM was 1.91，and significantly higher than that of the cells exposed to IPM，
PAPM，or MEPM and the control cells（p＜0.05）．The results suggest that added to bacterial culture
medium BIPM is the most potent of the carbapenems in stimulating the phagocytotic and bactericidal
activity of neutrophils exposed to P. aeruginosa．
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