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研究成果の概要（和文）： 侵襲性感染症由来の肺炎球菌とβ溶血性レンサ球菌に対し，作用標的が異なるβ-ラ
クタム系薬とアミノ配糖体薬であるゲンタマイシン (GM)とを同時に作用させると，明らかな殺菌効果の増強が
認められた。薬剤単独作用時と併用時の菌体内部構造の変化を透過型電子顕微鏡を用いて観察・比較したとこ
ろ，併用時には明らかな異常像が観察された。また，LC/MS/MSを用いて細胞内のGM濃度を測定したところ，単独
時にはGMはほとんど菌体内へ取り込まれなかったが，β-ラクタム系薬との併用時には細胞内GMの濃度は明らか
に高まっていた。
 以上の成績から，薬剤の併用によって殺菌性の増強が生じると結論された。

研究成果の概要（英文）： Combinational chemotherapy of β-lactam and aminoglycoside antibiotics, 
which are having different action targets, synergistically increased bactericidal activity against 
β-hemolytic streptococci and Streptococcus pneumoniae isolated from patients with invasive 
infection. Morphologic changes after exposure to the agents were observed by transmission electron 
microscopy. Obvious abnormal image was observed after exposure to β-lactam and/or aminoglycoside 
antibiotics. In addition, GM concentration in the cells was measured using LC/MS/MS, resulting GM 
concentrations in the cells increased when it was combined with β-lactam antibiotics than the 
alone.
 These results suggest that combining β-lactam antibiotics with GM led to enhancement of 
bactericidal activity.
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１．研究開始当初の背景 

(1) わが国においては，超高齢化社会の到

来に伴い，市中で発症する重症の呼吸器感

染症が増加してきている。それらの原因菌

として，肺炎球菌とβ溶血性レンサ球菌等

のグラム陽性レンサ球菌による重症感染症

が注目されている。また，発症から数日で

の死亡例の多いことも特徴である (肺炎球

菌：22%，GAS：21%，GBS と SDSE：13%) (文

献 1)。QOL の低下を来すことなく救命する

には，迅速診断法の確立と同時に，投与抗

菌薬の優劣が予後を左右する。しかし，わ

が国ではほとんどの症例に対し，自国で開

発された注射用セフェム薬が使われている

のが実態である。 

(2) また，肺炎球菌や溶血性レンサ球菌に

よる侵襲性感染症では，細菌から多くの病

原性因子が菌体外へ産生され，それらがト

リガーとなって宿主であるヒトに急速な

DIC やショック状態が惹起される。これらへ

の対応には，殺菌性に優れる抗菌薬の使用

のみならず，それによって菌体外へ放出さ

れる毒素の産生量をいかに抑えるかも極め

て重要となると考えた。しかし，これらの

感染症に対して併用療法が明確に理論づけ

された論文や抗菌薬療法に関するガイドラ

インはない。 

 
２．研究の目的 

申請者は, 起炎菌として口腔レンサ球菌

が多い心内膜炎の治療にβ-ラクタム薬と

アミノ配糖体薬の併用が推奨されているこ

とに着目した (文献 2)。本来，アミノ配糖

体薬はレンサ球菌に感受性を有していない

にもかかわらず，併用による治療効果があ

るとされている点である。 

既にパイロット研究として対象菌株を用

いた基礎研究を開始したが，極めて優れた

併用効果が普遍的に得られることをみいだ

した。この併用メカニズムの成因を理論的

に明らかにし，臨床応用へ結びつけること

が本研究の目的である。 

 (1) 併用による殺菌効果増強の解析：既に

収集されている侵襲性感染症由来の①肺炎

球菌，②A群溶血性レンサ球菌(GAS)，③B

群溶血性レンサ球菌 (GBS)，④C, G 群溶血

性レンサ球菌 (SDSE)，⑤非溶血性レンサ球

菌について，それぞれに対するβ-ラクタム

薬 (PCG，ABPC，CTX)の最小発育阻止濃度

(MIC)の 1, 2, 4 倍濃度と，微量濃度のアミ

ノ配糖体薬(GM，AMK，ABK)とを加え，継時

的に生菌数を測定，両薬剤単独と併用時の

殺菌効果を比較する。特に，臨床的に問題

となっている耐性肺炎球菌(PRSP)と耐性

GBS（PRGBS）で併用効果の有無を検討する。 

(2) 透過型電子顕微鏡による形態観察：そ

れぞれの薬剤を単独に作用させた被験菌と

併用時の被験菌の内部構造の変化を比較す

る。アミノ配糖体薬によりタンパク合成が

阻害されるとリボソーム粒子が崩壊し，独

特の変化が生ずるはずである。本来アミノ

配糖体薬の取り込みがないとされるグラム

陽性レンサ球菌において併用効果がみられ

れば，先ずβ-ラクタム薬の作用によって標

的の細胞質膜が脆弱化し，膜に無数の間隙

ができるため，その間隙を通してアミノ配

糖体薬が菌体内へ取り込まれ，標的である

リボソームへ結合してタンパク合成が阻害

されていると推定される。このことによっ

て，本来菌体内へ取り込まれないはずのア

ミノ配糖体薬が微量であっても併用効果を

発揮するという仮説である。 

(3) マイクロアレイによる毒素産生阻害の

測定：肺炎球菌や溶血性レンサ球菌は多く

の毒素を産生し，炎症反応が増強されるが，

マイクロアレイを用いてその産生がアミノ

配糖体薬の併用により低下することを証明

する。 

(4) 動物モデルによる併用効果の実証：マ

ウスを用いた肺炎あるいは大腿部感染モデ

ルを構築し，併用効果のあることを実証す



る。 

 

３．研究の方法 

(1) 併用による殺菌効果増強の解析: 現在，

EDP-II を保持しない，つまりアミノ配糖体

薬をエネルギー依存的に菌体内へ取り込む

ことのできない肺炎球菌，β溶血性レンサ

球菌(GAS，GBS，SDSE)と心内膜炎の起炎菌

となる非溶血性レンサ球菌10株ずつを対象

とする。それぞれβ-ラクタム薬とアミノ配

糖体薬の併用時における経時的殺菌効果を

詳細に測定する。 

(2) 形態変化の観察：超薄切片を作成して

微量のアミノ配糖体薬添加により，リボソ

ームの崩壊とタンパク合成が阻害されてい

るか否か観察する。本来アミノ配糖体薬の

取り込みが不可能とされるグラム陽性レン

サ球菌においてタンパク合成阻害が推定で

きれば，β-ラクタム薬の標的である細胞質

膜が脆弱化し，膜にできた間隙からアミノ

配糖体薬が菌体内へ取り込まれている証左

になる。その結果として，アミノ配糖体薬

が標的のリボソームへ結合してタンパク合

成が阻害されていると推定される。 

(3) 液体クロマトグラフィ-・タンデム型質

量分析計 (LC/MS/MS)による菌体内 GM 濃度

の測定：β-ラクタム系薬とアミノ配糖体薬

を併用した時に，アミノ配糖体薬が菌体内

に取り込まれていることをLC/MS/MSを用い

てその濃度を測定する。薬剤を作用させて

培養した菌を集菌し，菌体を超音波処理し

た後、超遠心によって細胞壁成分等を除去

した後、菌体内に取り込まれた GM の濃度を

測定する。 

 
４．研究成果 

(1) 併用による殺菌効果増強の解析：侵襲

性感染症由来の肺炎球菌とβ溶血性レンサ

球菌(GAS, GBS, SDSE)に対し，β-ラクタム

系薬(ABPC, CTX)の最小発育阻止濃度(MIC)

の 2-4 倍濃度と，微量濃度(1-2 μg/ml) の

アミノ配糖体薬(GM, ABK)とを作用させ，2，

4，6時間後の継時的生菌数の変化を測定し

た。β-ラクタム系薬を単独で作用させた場

合と，アミノ配糖体薬を併用した場合，併

用4時間後には単独作用時に較べ101-103の

明らかな殺菌効果の増強が認められた。臨

床的に問題となっているPRSPと PRGBSにお

いても明らかな併用効果が認められた (図

1)（文献３）。 

β-ラクタム系薬とアミノ配糖体薬のい

ずれかを先に作用させ，2時間後にもう一方

の薬剤を作用させた場合，あるいは両薬剤

を同時に作用させた場合の殺菌作用を比較

すると，β-ラクタム系薬を先に作用させた

方が強い殺菌性が認められた。アミノ配糖

体薬を先に作用させた場合には殺菌効果の

増強は認められなかった。 

1.E+01

1.E+02

1.E+03

1.E+04

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

0 h 2 h 4 h 6 h

Control
CTX (1)
GM (2)
CTX (1)＋GM (0.5)
CTX (1)＋GM (2)

1.E+01

1.E+02

1.E+03

1.E+04

1.E+05

1.E+06

1.E+07

1.E+08

1.E+09

0 h 2 h 4 h 6 h

Control
AMP (1)
GM (2)
AMP (1)＋GM (0.5)
AMP (1)＋GM (2)

9

8

7

6

5

4

3

2

1

生
菌
数

作用時間(h) 作用時間(h)

ABPC+GM CTX+GM
9

8

7

6

5

4

3

2

1

 

図 1 PRGBS に対する β-ラクタム系薬と GM

の併用. 敗血症由来：莢膜 III 型，感受性: 

ABPC (0.25 μg/ml), CTX (1.0 μg/ml), GM 

(64 μg/ml) 

 

(2) 透過型電子顕微鏡による形態観察：薬剤

単独作用時と併用時の菌体内部構造の変化

を透過型電子顕微鏡によって比較した。併用

時の形態変化の観察では，β-ラクタム系薬

による菌の伸長化と細胞壁の肥厚とともに，

タンパク合成阻害によると考えられる菌体

内低密度変化とそれに伴うDNA合成の明らか

な異常と思われる変化が認められた(図 2)。

これらの形態変化は，先ずβ-ラクタム系薬

の作用によりその作用標的である細胞壁が



脆弱化し，膜に無数の間隙ができるため，そ

の間隙を通してアミノ配糖体薬が菌体内へ

取り込まれ，その標的であるリボソームへ結

合してタンパク合成が阻害されると推定さ

れた。 

 

 
 

図 2薬剤作用時の GBS の形態変化 

 

(3) 液体クロマトグラフィー・タンデム型質

量分析計 (LC/MS/MS)による菌体内GM濃度の

測定：各薬剤を作用させて培養した菌を集菌

し，菌体を超音波処理した後、超遠心によっ

て細胞壁成分等を除去した後、菌体内に取り

込まれた GM 濃度を測定した。単独投与時お

よび併用時の両者を比較したが、GM 単独時に

は薬剤がほとんど菌体内へ取り込まれてい

なかったが，β-ラクタム系薬との併用時に

は細胞内の GM 濃度は明らかに高まっていた

（図 3）(文献 3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  GBS 細胞内への GM の取り込み 

 

以上の成績から，β-ラクタム系薬の作用

により作用標的である細胞壁が脆弱化し，膜

に無数の間隙ができると，その間隙を通して

アミノ配糖体薬が菌体内へ取り込まれ，その

標的であるリボソームへ結合してタンパク

合成が阻害されると推定された（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   

図 4 併用効果発現のメカニズム 
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