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ブレイクポイント・チェッカーボード法を用いた多剤耐性 Pseudomonas aeruginosaの併用効果の有用
性について検討を行った。2000年 10月から 2007年 4月にかけて，近畿地区の医療施設において収集さ
れた多剤耐性 P. aeruginosa 54株について，BCプレート‘栄研’Ⓡ（栄研化学）を用いて単剤による抗菌薬
のMICの測定（測定範囲は 2濃度）と 2薬剤を用いた相乗効果の有無を確認した。単剤のMICが BC
法では測定濃度以下である場合やスキップ現象の出現により併用効果の判定ができなかった場合は今回
の解析対象から除外した。相乗効果が多く認められた薬剤の組み合せは colistinと rifampicinの 32株，
次いで amikacinと aztreonamの 31株，colistinと aztreonamの 29株であった。本法は一度に多くの薬
剤の併用効果を予測できることから，併用効果のスクリーニング法として有用であると考えられた。

Key words: multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa，synergy，breakpoint，checkerboard titration
method

Pseudomonas aeruginosaの薬剤耐性機構は，AmpCセファロ
スポリナーゼの過剰産生，メタロ―β―ラクタマーゼ（MBL）産
生，アミノグリコシド修飾酵素による不活化，DNAジャイ
レースの変異，D2ポーリンの減少，さらには薬剤排出ポンプ
の機能亢進などが判明している１）。近年，これらの耐性機序を
同時に獲得した多剤耐性緑膿菌（Multidrug-resistant P.

aeruginosa，MDRP）による感染症例が少なからず報告されて
いる。MDRPに対して，単剤で有効な抗菌薬はほとんどなく，
治療法としては抗菌薬の併用療法を行うケースがほとんどで
あった。その in vitro評価法としてチェッカーボード法が検討
されてきた２）。しかし，チェッカーボード法は併用効果がある
抗菌薬を探索するために，数種類のパネルを準備する必要が
あり煩雑である。さらに，これらのプレートは製品化されてい
ないため，臨床検査室レベルでは実施しづらい方法であった。
近年，複数の抗菌薬の組み合わせを 1枚のマイクロプレー

トで判定可能なブレイクポイント・チェッカーボード法（BC
法）が Tatedaら３）により考案され，BCプレート‘栄研’Ⓡ（栄
研化学）として 2007年に上市された。BC法はMDRPや多剤
耐性 Acinetobacter spp．に対して，臨床検査室において検査実
施可能な方法として期待されている。今回われわれは，多剤耐
性 P. aeruginosa臨床分離株を BCプレート栄研Ⓡで検査を行

い，併用効果のスクリーニング法としての有用性について検
討したので報告する。

I． 対 象 と 方 法
1．対象菌株
2000年 10月から 2007年 4月にかけて，近畿地区の基

幹病院で収集された多剤耐性 P. aeruginosaのうち，同一
の由来株を取り除くため Random amplified polymor-
phic DNA pattern analysis４）を実施し，異なるクローンと
判断した 54株を対象菌株とした。薬剤耐性の内訳は
MBL産生MDRP（MBL＋MDRP）が 35株，MBL非産
生MDRP（MBL－MDRP）が 19株であった。MDRP
の定義は imipenem（IPM），amikacin（AMK）および
levofloxacin（LVFX）のMICがそれぞれ 16 μg�mL以
上，32 μg�mL以上，8 μg�mL以上とした。MBLは著者
らがすでに報告した方法５）でMBL遺伝子（IMP-1型およ
び VIM-2型）を確認した。
2．BC法を用いた薬剤感受性試験
BC法は BCプレート‘栄研’Ⓡを用いて添付文書に従い

実施した。抗菌薬と測定濃度および併用効果に用いた抗
菌薬の組み合わせを Fig. 1に示した。
精度管理は Clinical and Laboratory Standards Insti-
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Fig. 1. Break-point Checkerboard Plate.
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Table 1. Break-point Checkerboard Plate category with amikacin plus meropenem

MIC for MEPM 
plus AMK

MIC for MEPM 
alone

MIC for AMK 
plus MEPM

MIC for AMK 
alone

interpretation 

4＜＿ 8＞8＜＿ 16＞Strong synergisma)

88＞1616＞Moderate synergismb)

8＞8＞16＞16＞Invalidc)

4＜＿ 4＜＿ 8＜＿ 8＜＿ unknownd)

a)Strong synergism: Confirmed by combination when bacteria growth was inhibited completely in all 4 wells
b)Moderate synergism: Confirmed by combination when bacteria growth was inhibited in 2 or 3 of 4 wells
c)Invalid: Synergy not confirmed by combination
d)unknown: Synergy not possible due to single agent MIC less than MIC range

tute（CLSI）のM100-S18６）に準じて P. aeruginosaATCC
27853を用いて行った。
3．併用効果の判定
併用効果の判定は Strong synergism（高度相乗効果），

Moderate synergism（中等度相乗効果），Invalid（無効），
Unknown（判定不能）の 4つに分類し，判定例を Table
1に示した。
高度相乗効果とは，単剤のそれぞれのMICと比較し

て，測定ウェルの発育が 4カ所ともすべて阻止された場
合とした。中等度相乗効果とは，単剤のそれぞれのMIC
と比較して，測定ウェルの発育が 3カ所または 2カ所阻
止された場合とした。無効とは併用しても発育が阻止さ
れない場合，または拮抗作用が認められる場合とした。
判定不能とは，単剤のMICが BC法では測定濃度以下で
ある場合やスキップ現象の出現により併用効果の判定が
できなかった場合とし，今回の解析対象から除外した。

II． 結 果
1．単剤での薬剤感受性成績
BCプレートの単剤の設定濃度は piperacillin（PIPC），

AMKおよび colistin（CL）は CLSIのブレイクポイント
より 1から 2管低く設定されていた。Rifampicin（RFP）
は CLSIのブレイクポイントがないため，これらの薬剤
については便宜上低濃度以下のMICを感性，高濃度より
大きいMICを耐性，高濃度のMICを中間として集計し，
その成績を Table 2に示した。
MBL産生のMDRP（MBL＋MDRP）35株は ceftaz-

idime（CAZ），ciprofloxacin（CPFX）および AMKがす
べて耐性であり，meropenem（MEPM）も 34株が耐性
であった。MBL非産生のMDRP（MBL－MDRP）19
株は AMK，CPFXおよびMEPMのすべての株が耐性ま
たは中間であった。
2．併用効果の判定結果
併用効果の判定結果を Table 3に示した。単剤のMIC

が BC法では測定濃度以下である場合やスキップ現象の
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Table 2. Antimicrobial susceptibility test results against multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa

Isolates

Drug TOTAL (n＝54)MBL－MDRPb) (n＝19) MBL＋MDRPa) (n＝35)
RISRISRIS

46 8 012 7034 1 0MEPM
51 3 016 3035 0 0CPFX
43 3 8 8 3835 0 0CAZ
53 1 018 1035 0 0AMK
3418 212 702211 2AZT
 33120 0109 32111CL
40 9 512 4328 5 2PIPC
54 0 019 0035 0 0RFP

Abbreviations: S, susceptible; I, intermediate; R, resistant
MEPM: meropenem, CPFX: ciprofloxacin, CAZ: ceftazidime, AMK: amikacin, AZT: aztreonam,
CL: colistin, PIPC: piperacillin, RFP: rifampicin
a)MBL＋MDRP: metallo-β-lactamase-producing multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa
b)MBL－MDRP: non metallo-β-lactamase-producing multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa

Table 3. Antibiotic combination synergism with Break-point Checkerboard Plate

Strong synergism＋
Moderate synergism

Moderate 
synergism

Strong 
synergism

no. of 
strains

Drug combination 

 2 0 238CPFX＋MEPM
 5 3 247CPFX＋CAZ
 8 6 241CPFX＋AZT
 8 4 447CPFX＋PIPC
 0 0 051CPFX＋AMK
13 9 454AMK＋MEPM
 6 2 447AMK＋CAZ
3126 548AMK＋AZT
15 51048AMK＋PIPC
 0 0 053AMK＋RFP
23 91429CL＋MEPM
20 71322CL＋CAZ
29 92031CL＋AZT
17 71026CL＋CPFX
32 52732CL＋RFP
 5 3 251RFP＋MEPM
 4 2 247RFP＋CAZ
11 9 241RFP＋AZT
 0 0 053RFP＋CPFX

出現により併用効果の判定ができなかった Unknown
（判定不能）を除外したため，抗菌薬の組み合わせ別で解
析対象株数は 26株から 54株となった。
高度相乗効果を認めた抗菌薬の組み合わせは，CLと

RFPの 27株 が 最 も 多 く，次 い で CLと aztreonam
（AZT）の 20株であった。中等度相乗効果を認めた抗菌
薬の組み合わせは，AMKと AZTの 26株が最も多く，次
いで AMKとMEPM，CLとMEPM，CLと AZTのそれ
ぞれ 9株であった。高度相乗効果と中等度相乗効果（相
乗効果）とを加えた成績で最も相乗効果を認めた抗菌薬
の組み合わせは，CLと RFPの 32株，次いで AMKと
AZTの 31株，CLと AZTの 29株であった。CLとの併
用は，いずれの抗菌薬との組み合わせにおいても 17株以
上の高度相乗効果または中等度相乗効果を認めた。特に

高度相乗効果はどの抗菌薬との組み合わせでも 10株以
上認めた。CPFXとの併用は，CLとの組み合わせで 17
株相乗効果を認めたが，その他の抗菌薬との組み合わせ
ではそれぞれ 8株以下であった。
今回検討した 19通りの抗菌薬の組み合わせのうち，い

ずれかの組み合わせで相乗効果を認めたのは 54株中 45
株（83％）であった。このうち，わが国で菌種適応の認
められていない CLと RFPとの組み合わせを除いた場
合では，54株中 34株（63％）がいずれかの抗菌薬の組み
合わせで相乗効果を認めた。

III． 考 察
薬剤耐性 P. aeruginosa，特にMDRPによる感染症は有

効な治療薬が国内には存在しないため，治療が困難な場
合が多い８）。米国では注射用 CL７）が使用されているもの
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の，本邦においては認可されていないため，有効性に関
する報告は少ない。そこで，相乗効果を利用した抗菌薬
の併用治療が従来から行われてきた。MDRPやそれに準
ずる耐性株の治療は，単剤治療より併用治療を選択する
ことが多くなり，元々感受性のある薬剤と相乗作用があ
る薬剤を併用するための情報が非常に重要となる。
このたび開発された BC法は 1つのパネルで 19通り

の抗菌薬の併用効果の有無をスクリーニングすることが
可能であり，臨床検査室レベルで簡易に併用薬の探索を
実施することが可能なキットである。しかし，BC法は
FIC indexを算定するチェッカーボード法とは異なり，1
つの抗菌薬について CLSI判定基準である感性および中
間域に相当する 2濃度しか測定しないため，単剤で耐性
かつ BCプレートの 2濃度の変動内でMICが低下した
場合のみしか，併用効果の有無を求めることができない。
例えば本邦における CLの P. aeruginosaに対するMIC
分布は 0.25～4 μg�mL，MIC90は 2 μg�mL１３）であり，BC
プレートの実際の測定濃度（1および 2 μg�mL）が含ま
れる。そのため，CLとの組み合わせにおいて BC法で見
かけ上発育阻止が 2カ所以上認められれば，他の抗菌薬
の併用効果を示す割合より高い割合で算定される可能性
がある。さらにチェッカーボード法とは異なり，BCプ
レートの測定レンジ以外での併用効果についても併用効
果を確認することができない。したがって，臨床検査室
における BCプレートの利用方法はあくまでも併用が可
能な薬剤のスクリーニングとして利用する一つの手段で
あり，見かけ上併用効果が得られなかった組み合わせに
おいても，チェッカーボード法では併用効果が確認でき
る場合があることを認識しておく必要がある。
今回検討した 54株では，CLと RFPの組み合わせが

最も優れ，次いで AMKと AZTの組み合わせが優れた
結果となった。AZTはMBLに対して比較的安定である
ため，他の β ―ラクタム薬とは異なりMBL産生菌に対し
て感受性を残している場合も多い５）。さらに，アミノグリ
コシド系薬は濃度依存性に AZTのMICを下げたとの
報告１２）や AMKと AZTの組み合わせで臨床効果を認め
たとの報告もあるため８），BC法で有効性が認められた場
合には，第 1に併用すべき抗菌薬であると考えられた。
今回の検討成績では AMKと AZTの組み合わせによる
相乗効果を認めた 31株中 26株（84％）が中等度相乗効
果，5株（16％）が高度相乗効果であった。今回は中等度
相乗効果と高度相乗効果に分けて検討したが，今後は
BC法の成績と臨床効果との相関性について引き続き検
討する必要がある。
一方，CLは今回検討した菌株において単剤で感性と

なる頻度が高かった。さらに，高頻度に相乗効果を示し
た CLと RFPとの組み合わせだけでなく，CLと他の抗
菌薬との組み合わせも多くの菌株が相乗効果を示した。
米国では，CLの単独使用例７）や CLと RFPの併用効果に

おいて評価が高い９）。しかし，CLや RFPは国内において
適応菌種として認められておらず，これらの単独使用ま
たは併用の是非については，今後慎重に検討する必要が
あると考えられた。
今回検討した 19通りの組み合わせのなかで，相乗効果

の低い組み合わせも認められた。CPFXと他の抗菌薬と
の組み合わせと RFPと CLを除く他の抗菌薬との組み
合わせであった。岡２）は検討したMDRP 25株のなかでは
CPFXと AZT，CPFXと gentamicinでそれぞれ 64％の
相乗または相加作用があったと報告し，われわれの成績
とは乖離を認めた。しかし，CPFXとの併用についての
臨床的有効性に関する報告はなく，岡の報告との乖離は
検討した菌株の地域性または薬剤耐性機構の違いもある
と思われた。また，今回の組み合わせには入っていない，
piperacillin�tazobactamと AMK，cefoperazone�sulbac-
tamと AZT，cefepime（CFPM）と AMK，CFPM と
CPFXの組み合わせで相乗または相加作用を認めた株が
多かったとの報告１０），また arbekacin（ABK）と AZT
を併用することで臨床効果を認めたとの報告１１）もある。
ABKは P. aeruginosaに対して適応菌種として認められ
ていない抗菌薬の一つであるが，MDRPに対して併用効
果を示す抗菌薬が少ないことも事実であり，今後 BCプ
レートも含め併用効果の確認試験を臨床検査に取り入れ
るかについて検討していく必要があろう。

P. aeruginosaの薬剤耐性機構のうち，MBL産生性の違
いにより単剤での薬剤感受性パターンは少し異なる成績
となった。すなわちMBL－MDRPでは CAZの感性率が
高く，逆にMBL＋MDRPの感性率は低かった。しかし，
CAZとの併用効果にMBL産生の有無で差は認めな
かった。さらに，CAZ以外の感性率はMBL産生性の違
いで差は認めず，また併用効果も差は認めなかった。こ
の成績から BC法ではMDRPに対してMBL産生性を
確認しても併用できる抗菌薬の組み合わせを予測するこ
とはできないと判断された。
今回の検討により，P. aeruginosaに適応菌種がある抗

菌薬の組み合わせのうち，相乗効果の認められなかった
のは 54株中 20株（37％）であった。この 20株のうち，
CLと他の抗菌薬との組み合わせのみで併用効果を認め
た株が 12株，CLが感性または中間であったため判定不
能であった株が 8株であった。したがってこれらの株は
CL単独または CLと他の抗菌薬との併用の実施，もしく
は β ラクタム系薬とアミノグリコシド系薬等のチェッ
カーボード法による確認が必要と判断された。一方，54
株中 34株（63％）に対してはいずれかの組み合わせで高
度相乗効果または中等度相乗効果が認められた。特に
AMKと AZTの組み合わせは，併用効果を期待できる結
果であった。今後，MDRPの治療薬を選択するうえで BC
プレートは，一度に多くの薬剤の併用効果を確認できる
ことから，併用効果のスクリーニング法として期待でき
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ると考えられた。
本研究は近畿耐性菌研究会の研究助成金によって行わ
れた。
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Effect of antibiotic combinations by “Break-point Checkerboard Plate”
against multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa

Hisaaki Nishio１）, Masaru Komatsu２）, Noriyuki Sueyoshi３）,
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We studied antibiotic combination effects by “Break-point Checkerboard Plate” against multiple-drug-
resistant Pseudomonas aeruginosa(MDRP). Fifty-four MDRP strains collected from October 2000 to April 2007
from clinical laboratories in Kinki, Japan were tested using Break-point Checkerboard Plates to evaluate the
effect with combined antibiotics. Amikacin plus aztreonam and colistin plus rifampicin showed a synergistic
effect of 31�48 and 32�32. We concluded that these plates are useful in screening antibiotic combination ef-
fects in the clinical setting.


