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試験 管 内抗 菌 力 試 験 お よび 動 物 実 験 でsulfametho-

xazole(SMX =5-methy1-3-sulfanilamido isoxazole)

とtrimethoprim〔TMP=2, 4-diamino-5- (3, 4, 5-tri-

methoxybenzyl)-pyrimidine〕 との 間 で著 し い併 用 効 果

があ る こ とがBUSHBY & HITcHINGS1) (1968), B6H-

NI2) (1969), WATERwoRTH3)(1969)等 に よ り報 告 され

たが,臨 床 で もSMXとTMPの 合 剤 が 呼 吸 器 系,泌 尿

器系 感染 症 な らび に 敗 血 症 な どに 著 しい 治療 効果 が あ る

ことが諸 家4,5,6,7)に よ り報 告 され,こ の もの の 臨 床 効 果

が最 近 注 目 され るに 至 つ た。

著 者等 はSMX, TMPに つ い て試 験 管 内 抗 菌 力 試 験 を

実 施 し,特 にSMXとTMPの 併 用 効 果 につ い て基 礎 的

条 件の 検討 を 行 な い,若 干 の 知 見 を 得 た の で 報 告 す る0

実 験 材料 と 方 法

供 試 薬剤:

SMXは 塩 野 義 製 薬(株)製, TMPはWellcome社

製(英 国)の もの を使 用 した 。

SMXは 滅 菌 した1/8 N NaOH溶 液 で, TMPは 滅

菌 した4/100NHCI溶 液 で溶 解 後 滅 菌 蒸 留 水 を 用 い て,

倍 数希 釈 して 各種 濃 度 段 階 溶 液 を 作 製 し,使 用 した℃

供試 培 地:

供 試 菌 の 増 菌用 培地 と し て,主 と し てMUELLER-

HINTON broth (Difco)を 使 用 した が,比 較 検 討 す る意

味 で, trypto soy broth(栄 研), trypto soya broth

(ニ ッサ ン), trypticase soy broth (BBL), heart

infusion broth(栄 研)お よびbrain heart infusion

broth(栄 研)も 使用 した。

SMX, TMPの 感 受 性 測 定 用 培 地 と して はMUELLER-

HINToN agar(栄 研)お よび 感 性 デ ィス ク用 培 地 〔modi-

fied MUELLER-HINTON medium(ニ ッサ ン)〕 に 市 販

馬血 液 を凍 結 融 解 して 溶 血 させ た 溶血 性 馬 血 液 を7.5%

に添 加 した 培 地 を 使 用 した 。な お,そ の 他 にdiagnostic

sensitivity test agar(Oxoid)お よびSR-medium

base(Difco)を 使 用 した 。 また 菌 液 希 釈用 と して 一 部

SR-medium diluent(Difco)を 使 用 した。

供 試菌株:

田辺製薬(株)生 物研究 所な らびに塩野義製薬(株)研 究

所にて保存 している菌株 を使用 した。菌種,菌 株 につ い

ては,実 験 成績の表に記載 した。

抗菌力試験 法:

寒 天平板 希釈 法に よつ て検討 したOMUELLER - HINT -

ON broth(pH 7.4±0.2)に 供試菌株を接種 し370C,

18～20時 間培養 した菌液(菌 数約109～108コ/ml)を 滅

菌生理食塩水 あるいはMu肌LER-HINTON brothで

106コ/mlに なるよ うに希釈 し,そ の1白 金耳(白 金耳 は

内径約1mm,湿 菌量約2mgの 大 きさの もの)をSMX,

TMPお よびSMXとTMPを 併用 した ものを種 々の濃

度に含有 させた7.5%溶 血 性馬血 液加MUELLER-HIN-

ToN培 地 に約2cm程 度に画線塗抹 し,37℃, 18～20時

間培養後菌 の増殖 の有無を 肉眼に よ り判定 した。 SMX

およびTMPの 最小発育阻止濃度(Minimal Inhibitory

Concentration-MIC)は,菌 の発育が完全に阻止 され

る最低発育阻止濃度を とつたOな お判定にあた り1個 で

も集落が発育 した場合,ま たは極めて うすい菌苔が認め

られ た場 合は菌 増殖 とみ な した。

実 験 結 果

1. 増菌用培地の検討

SMX"TMPの 抗菌力試験を実施す るにあた り増菌用

培地 としては,Mu肌LER-HINToN broth, trypto soy

broth, trypto soya broth, trypticase soy broth,

heart infusion brothお よびbrain heart infusion

brothを 用 い,こ れに各種 の細菌 を接種 し, 37℃,18～20

時 間培 養後の生菌数 を測定,比 較検討 した。

表1に 示す とお り,MuE肌ER-HiNToN brothは 各種

の細 菌に対 して充分 な生菌数 を与 え,か つSMX, TMP

の抗菌力に対 して拮抗物質 の含有 が少ない と考 え られ る

ことか ら,最 も優 れた培地 である ことが認め られ た。

2. 抗菌力測定用培地の検討

現在,わ が国でsulfonamide剤 の抗菌力試験用培地

と して繁用 されて いる市販MUELLER-HINToN培 地(栄
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研)お よび感性 デ ィスク用培地(ニ ッサ ン)の2種 を用

い,こ れに 乞5%の 割合に溶血性馬 血液を添 加 した培地

と添加 しない培地を用いて,SMX,TMPの 抗菌 力試験

を実施す るとともに,溶 血性馬血液添加の影響について

あわせ て検討 した。

表2に 示 した とお り,両 社のMUELLER-HINTON 培

地 とも,本lotで は溶血性馬血液を添加 しない場 合には,

SMX,TMPの 抗菌活性は菌種,菌 株 に よ り著 しく異

なるが,溶 血性馬血液を添加する こと に よ りSMX,

TMPの 抗菌活性 は高 ま り,か つ両社の培地 ともほぼ等

表1 Viable cell counts of bacteria incubated various liquid media at 37℃ for 18～20 hrs.

表2 Antibacterial activity of TMP and SMX in MuELLER-HINToNagar(Eiken,Lot.

No.TGOOOT) and modified MuELLER-HINTON medium (Nissan,Lot. OI 1177)

with and without 7.5% lysed horse blood in agar dilution test MIC(mcg/ml)
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しい抗菌価を示す ことを認 めた。なお,両社のMUELLER-

HINTON培 地 について数10tを 用 いて同様 の実験を試

みたが,lotに よ りSMX,TMPの 抗 菌価 が異なるこ

とを認めている。

また抗菌価にお よぼす10t間 の変動は,溶 血性馬 血

液を 添加する こ とによ り防止す ることが 可能であ り,

SMX,TMPの 抗菌力試験 には,溶 血性馬血液を添加 し

たMUELLER-HINTON培 地が適当であ ることを認めた。

次に 各種 細菌を用い 溶血性馬 血液加MUELLER-HIN-

ToN培 地におけ る抗菌作用をdiagnostic sensitivity

test agarな らびにSR-mediumに おける抗 菌作用 と

比較検討 した｡

溶血性馬 血 液 加MUELLER-HINTON培 地 お よ び

diagnostic sensitivity test agarを 用 いての抗菌 力試

験は前記寒天平板希釈法に よつたが,SR-mediumを 用

いる抗菌力試験 は供試菌株をSR-mediumに 接種 し,

37℃,18～20時 間培養 した菌液をSR-medium diluent

を用いて,約104コ/mlの 菌液を作 り,そ の(Llml(接 種

菌量約3.0×103～104コ/mL)をSMX,TMPを 所定濃

度に含有 させたSR-mediumに 接種す る液体希釈法 に

て実施 した。た だ し,溶 連菌,腸 球菌,肺 炎球 菌,ジ フ

テ リア菌,ナ ィセ リア属菌以外の菌については,血 清 を

添加 しない で使用 した。

上記3種 の培地におけ るSMX,TMPの 抗菌作用 の

成績は表3に 示 した とお り,総 体的にほぼ一致す ること

を認めた｡

3.　 SMXとTMPの 抗菌作用 と接種菌量について

7.5%溶 血性馬血液加MUELLER-HINTON培 地 が,

SMX,TMPの 抗菌力試験に使用で きることを認めたの

で,本 培地を用い,接 種菌量がSMX,TMPの 抗菌作

用にお よぼす影響を寒天平板希釈法に よ り各種の菌株に

つ いて検討 した。

表4に 示 した とお り,SMXの 抗菌作用は接種 菌量に

よ り著 しい影響を受け ることを認めたが,そ の 影 響 は

107コ/m1以 上 の接種用菌量 の場 合が著 しく,106～105コ

/mlの 接種用菌量においてはほ とん ど一定 したMIC値

が得 られ ることが認め られた。TMPの 抗菌作用は,接

種菌量に よ りあ ま り影響を うけない ことを認めた。 した

がつて,SMX,TMPの 抗菌力試験には106～105=/m1

の菌液,1白 金耳を接種する ことが至 適 と考え られ,こ

の種実験には,接 種菌量を規定する必要 を認めた。

表3 Minimal inhibitory concentration (mcg/m1) of TM? and SMX in MUELLER-HINTON 
agar with 7.5% lysed horse blood, Diagnostic sensitivity test medium with 7. 596 
lysed horse blood and SR-medium

Minimal inhibitory concentration (mcg/ml)
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4.　 SMX,TMP単 独およびSMX-TMP併 用の抗菌

力におよほす培地pHの 影響について

MuELLER-HINTON培 地(栄 研)を 用 い,常 法 にした

がつて作製 した培地(pH7.4)と これ に1/10N塩 酸 を

用いpH6.0,pH7.0と したMuELLER・HINToN培 地 を

作 り,こ れ ら培地に溶血性馬 血液を7。5%に なる ように

加えたのち,SMX,TMPの 混合比 を5:1な らびに種

種の割合に含有 させるいわゆる"chequer board titra-

tion method"に よ り,SMX,TMP単 独 ならびにSMX-

TMP併 用の場 合の抗菌力試験を行ない,表5(混 合比

5:1)お よび 表6(chequer board titration method)

に示す よ うな成績 を得 た。す なわ ち,表5に 示す とお り

酸性側ではTMPは 若干抗菌力が低下 し,SMXは 逆に

抗菌力が増強する傾 向を認めたが,一 方,SMX-TMP

併用では これ らの菌株 に対 しては培地pH6.0～7.4の 範

囲内でpHに 関係な く著 しい相乗効 果が認め られ,抗 菌

表4 Effect of inoculum size on in vitro antibacterial activity of SMX and TMP

表5 Effect of medium pH on in vitro antibacterial activities of combinations of 

SMX and TMP in MUELLER-HINTON agar with 7.5% lysed horse blood
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a) pH 6.0

b) pH 7.0

c) pH 7.4

表6 Effect of medium pH on in vitro antibacterial activities of combinations 

of TMP and SMX against Staph. aureus CN 491
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力 に お よぼ すpHの 有 意 の影 響 は み られ な かつ た 。 また

表6の 成 績 に お い て も まつ た く同様 の結 果 が 認 め られ た。

5.SMXとTMPの 併 用 効 果 に つ い て

7.5%溶 血 性 馬 血 液 加MUELLER-HINTON培 地 を 用 い,

chequer board titration methodに て, Staphylo-

coccus aureus FDA 209-P JC-1株 お よびEscherichia

coli NIH∫JC-2株 に対 す るSMXとTMPの 併 用 効 果

に つ い て検 討 した 。Staphylococcus aureus FDA 209-P

JC-1株 に対 す るSMX, TMP単 独 お よびSMX-TMP

併 用 に おけ る抗 菌 作 用 は 表7に 示 す とお りSMX, TMP

の 単 独 で のMICは50 mcg/m1,0.625 mcg/mlで あ

る が,SMX-TMP併 用 で はSMX 1.56 mcg/ml, TMP

0.02mcg/mlと い う低濃 度 の 併用 で もそ の発 育 が 阻 止 さ

れ 両 者 間 で の相 乗 作 用 が 認 め られ た。また,Escherichia

coli NIHJ JC -2株 で も表8に 示 す とお り前 記Staphylo.

coccus aureusと 同 様 の 傾 向 の成 績 が 得 られ, SMX - TMP

併 用 で の 相 乗 作 用 が 認 め られ た。 つ い で 表7,8の 実 験

成 績 を も とに,ELION et al. 8)(1954)のfractional

inhibit0ry concentratien(FIC)indexの 概 念 を と り

入 れ て計 算 した 結 果 は 表9,表10に 示 した。

また,SMXのFICを 横 軸 にTMPのFICを 縦 軸

に と り図示 す る と,図1,2の よ うに な る。

表7 Enhancement of activity against Staphylococcus aureus FDA 209-P JC-1 by various 

combinations of SMX and TM?

•\8 Enhancement of activity against Escherichia coli NIHJ JC-2 by 

various combinations of SMX and TMP
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表9 Calculation of FIC index

表10 Calculation of FIC index

図1 Graphical representation of the 
enhancement of activity against 
Staphylococcus aureus FDA 209-P 
JC-1 by various combinations 
of SMX and TM?

図2 Graphical representation of the 

enhancement of activity against 

E. coli NIHJ JC-2 by various 

combinations of SMX and TMP
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表9,10に 示 す とお り,Staphylococcecs aureecsで は,

SMX 1.56 mcg/ml, TMP 0.02 mcg/mlの 併 用 で

FIC indexは0.063と 最 小 の値 を 示 し, Escherichia

coliで はSMX 0. 78 mcg/ml, TMP 0. 01 mcg/mlの

併 用 でFIC indexは0. 189と 最 小 の値 を 示 した。 また

図1,2に 示 す とお り,SMX, TMPのFICを プ ロ ッ トす

る とそ のcurveはFIC indexが 最 小 の値 を 示 す 点 を 軸

と し,ほ ぼ 対 称 的 な 曲 線(isobole)を 示 し,両 者 間 で 相

乗 的 な併 用 効 果 を 示 す こ とを 認 め た 。 以 上 の よ うな 結 果

か ら試 験 管 内 に お け るSMX-TMP併 用 に よ る相 乗 作 用

が 最 も強 く発 揮 され る場 合,す な わ ちFIC indexの 値

が 最 小 の値 を 示 す 時(Min. FIC index)のSMX:

TMPの 混 合 比 は, staphylococcus aureecs FDA 209-P

JC-l株 の場 合 は,表9に 示 す とお り1.56:0.02 (a:b)

≒80:1と な り,そ の 比 はSMX単 体 のMIC (a0=50)

に 対 す るTMP単 体 のMIC(b0 = 0.625)の 比,す な

わ ち,50:0. 625(a0:b0)≒80:1に 一 致 す る こ とが 認 め

られ,図1の 成 績 か ら も確 認 され た。Escherichia coli

NIHJ JC-2株 に お い て も表10お よび 図2の 成 績 か ら極

め て近 似 した 同様 の関 係 が成 立 す る こ とが 確 認 され,さ

らに また,そ の 他 の20数 種 の菌 株 につ いて も検 討 した 結

果,SMXお よびTMP単 剤 のMICが 求 め られ る もの

に つ い て は,ま つ た ぐ同様 の関 係 が 成 立 す る こ とが 認 め

られ た。

(注)

FICと は,2つ の 薬 剤 を併 用 した場 合,最 小発 育 阻 止

濃 度 を 示 した そ れ ぞ れ の 薬 剤 の 濃 度 を そ の薬 剤 を単 独 で

使 用 した 場 合 の 最 小 発 育 阻 止 濃 度 で 割 つ た値 で あ る。 そ

の和 をFIC indexと い う0本 例 で はSMX, TMPの

単 独 で の 最 小 発 育 阻 止 濃 度(SMX a0, TMP b0)で

SMX-TMP併 用 で の最 小発 育阻 止 濃 度(SMX a,

TMP b)を 割 り(a/a0, b/b0)がFICで,そ の 和a/a0+b/b0を

FIC indexと い う。 FIC indexが1.0以 下 で あれ ば,

両 者 間 に 併 用 効 果 が あ り,1.0以 上 で あれ ば 両者 間 で拮

抗 作 用 が あ る。FIC indexが 小 さ い程,併 用 効果 が 強 い

も の と考 え られ,そ の 最 小 の 値 をMin. FIC indexと

す る。

つ い でSMXお よびTMPの 両 者 に 感 受 性 を 示す 菌,

SMXに 耐 性, TMPに 感 受 性 を示 す 菌, SMXに 感 受 性,

TMPに 耐 性 を示 す 菌 な らび にSMX, TMPの 両者 に耐

性 を示 す菌 を対 象 とし て,前 記chequer board titration

methedでSMX, TMPお よびSMX-TMP併 用 に対

す る 感受 性 を測 定 した 。

表11に 示 す とお り, SMX, TMPに 感 受 性 を示 した菌

で は,SMX-TMPの 併 用 に て す べ て 相 乗 作 用が 認 め ら

れ,SMX-TMPのFIC indexはe. e63～0.5の 値 を

示 した 。SMX耐 性(MIC:200～800 mcg/ml), TMP

感 受 性 を示 すStaphptlococcus aureusで は, SMX-TMP

の 併 用 に て 相 乗 作 用 が 認 め られSMX-TMPのFIC

indexは0.095～0, 189を 示 した0 SMX耐 性(MIC:

>800mcg/ml),TMP感 受 性 を 示 すEscherichia co2iで

はSMX-TMP併 用 に対 し て感 受 性 を 示 す 菌 と まつ た く

感 受性 が認 め られ な い 菌 が あ る こ とを 認 め た。SMX感

受 性,TMP耐 性(MIC:>160 mcg/m1)のBacillus an-

thracisで はSMX-TMP併 用 に感 受 性 を 示 した。 SMX

耐 性(MIC:>800 mcg/m1), TMP耐 性(MIC:>160

mcg/mI)のPseudomonas aeruginosaに 対 して は,

SMX-TMP併 用 に よ り感 受 性 を示 す 菌 と感 受 性 がみ ら

れ な い 菌 が あ る こ とを 認 め た。

考 察

SMX, TMPに つ い て,主 と して 市 販MU肌LER-

HINTON培 地 を 用 いて,そ の抗 菌 力 を 寒 天 平板 希釈 法 に

よつ て 検 討 した結 果,MUELLER-HINTON培 地(栄 研),

感 性 デ ィス ク用 培 地(ニ ッサ ン)と もSMX, TMPの

抗 菌 価 がlotに よ り著 しい差 が あ る こ とを 認 め,市 販

MUELLER-HINToNの 培 地 中 に は, lotに よ りSMXお

よびTMPの 抗 菌 作用 に対 す る拮 抗 物 質 が 存 在 し,か つ

そ の含 有 量 が 異 な る もの と考 え られ た 。一 方,HARPER

& CAWSTON9)(1945), WALKER et al. 10)(1947)は,

培 地 中 のsulfonamide inhibitorは,溶 血 した 馬 血 液

に よ り中和 され る こ とを 報 告 して い るの で,上 記 培 地 に

溶血 した馬 血 液 を 添 加 し,SMX, TMPの 抗 菌 力試 験 を

実施 した結 果,両 社 のMUELLER-HINTON培 地 と も,

SMX, TMPの 抗 菌 力 試 験 実 施 可能 とな り,か つlot問

の抗 菌 価 の差 も な くな る こ とを 認 め た℃ BUSHBY &

HITcHINGs1)(1968), B6HNI2)(1969), WATERWORTH3)

(1969)等 は,SMX, TMPの 抗 菌 力 試験 にdiagnostic

sensitivity test agar(Oxoid)に 溶血 した馬 血 液 を 添

加 した培 地 を使 用 す る こ とを 推 奨 して い る とお り,MUE-

LLER-HINTON培 地 に 溶 血 した 馬 血 液 を加 え る必 要 性 を

認 め た。

つ い でSMX, TMPの 抗 菌 力 試験 の実 施 に あ た り,

SMX, TMPの 抗 菌 価 に 及 ぼ す 実 験 条件,す な わ ち,接 種

菌 量,培 地pHの 影 響 に つ い て検 討 し, TMPの 抗 菌 作

用 は,接 種 菌 量 に よる影 響 は 少 な い が,SMXの 抗 菌 力

は接 種 菌 量 に よ り,著 しい影 響 を受 け る こ とが 認 め られ,

した が つ て,こ の種 の薬 剤 の 抗 菌 力 試験 に は,接 種 菌 量

を規 定 す る必 要 を認 め,実 験 成績 よ り,接 種 菌 量 は10§

～106コ/ml菌 液1白 金 耳 とす る の が妥 当 と考 え られ た 。

培地pHの 影響 につ いては, pH6.0～7.4 の間で,SMX

は酸性 側で,TMPは ア ル カ リ側で抗菌力が若干強ぐな
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る傾 向を認めたが,SMX,TMPの 併用試験では,pH

6.0～7.4の 間で,そ の相乗効 果に差 はみ られ なかつ た｡

したがつて,市 販のMUELLER-HINTON培 地(栄 研pH

7.4±0.2)お よび感性 デ ィス ク用培地(ニ ッサ ンpH

7.4±0。1)はpHを 修 正する必要 はな く,そ の まま使

用 して差支 えないことを認めた。

7.5%溶 血性馬血液加MUELLER-HINTON培 地(栄

研),diagnostic sensitivity test agarな らびにSR-

mediumを 用 い,SMX,TMPの 抗 菌作用 を比較 検討

した結 果,3者 間でほぼ同様の抗菌作用が認め られた。

そ して,SMXお よびTMPは 代表 的な グラム陽性 菌お

よび グラム陰性菌の両者に対 し,活 性を示 し,い わゆる

"broad spectrum"を 示す こ とが認 められ
,か つTMP

のほ うがSMXよ り抗菌作用が優れ ているこ とを認めた。

しか し,ナ イセ リア属の菌に対 してのみSMXの ほ う

がTMPよ り抗菌作用が優れて いることは甚だ注 目に値

す る。

Chequer board titration methodを 用 い,SMX,

TMPの 併用実 験 を行な い,ELION et al8)(1954)の

F1Cindexの 概念 を と り入れ て検討 した結果,SMXと

表11 Synergistic effects in vitro of SMX and TMP against various bacteria strains
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TMPと の間に著 しい相乗作用があ ることを認め るとと

もに,こ の相乗効果の強 さは,SMX:TMPの 混合比 と

密接 な関係があ ることを認め,BUSHBY11)(1969)が 指

摘 して いるとお り,SMX:TMPの 混合比がそれぞれ単

独で示す最小発育阻止濃度の比であ るとき,最 も相乗作

用が強い ことを認めた。 したがつて試験 管内では,ま

ずSMXお よびTMPの 各単独 のMICを 求め ることに

よ り,相 乗作用が最 も強 く発揮 され る混合比 を予め知 る

ことが可能であ る(付 録参照)。

SMXお よびTMPに 対 して耐性 を示す菌 に対 して も,

一部の菌を除いて,SMX-TMP併 用 に よ り相乗作用 が

認め られ,か つDAREEL et al7).(1968)が 報告 している

とお り,SMX,TMPの 両者に耐性を示すPseudomonas

aeruginosaに 対 しても,SMX-TMP併 用 は,相 乗作

用を有する ことを認めた。

SMXとTMPの 併用効果 について,そ の作用機序 の

面か ら考察する と,両 者 とも微生 物の葉酸 代謝系 に作用

す るものであ り,SMXはp-aminobenzoic acid と di-

hydropteridineか らdihydrofolic acidへ の合成を阻

害 し,TMPはdihydrofolic acidか らtetrahydrofolic

acidの 生成 に関与す るdihydrofolic acid reductase

の作用に拮抗す る作用を有する といわれている12)。この

よ うにSMX,TMPの 作用 に よ り,葉 酸代謝系がdou-

ble block的 に阻害 される ことを考慮す る と,前 述の

SMX,TMPの 間 の併用効果は,そ の作用機 序の面か

ら相乗作用で あることは当然 と考え られ る。

最後 に上述 の実験成績を もとに,SMX,TMPの 抗菌

力試験方法(3社 共 同試案)を 次 のとお り作製 した。

1) 抗菌 力測定法 は,1寒 天 平 板 希 釈 法(agar plate

dilution method)を 用い最小発育阻止濃 度(MIC:完

全 に菌 の発育が阻止 された最低濃度)を もつて感受 性を

あ らわす。

2) 増菌用培地

MUELLER-HINTON broth (Difco)pH無 修正(7.4

±0.2)を 用 いる。 ただ し,発 育不良 の菌に対 しては,

適 当な培地 を使用す る。

3) 被検菌 液の調 製

菌液 希釈 にはMUELLER-HIMON brothま たは滅菌

生理食塩水を使用す る。

4) 感受性測定用培地

MUELLER-HINTON agar(栄 研)に7.5%溶 血性馬血液

を加 える。

5) 被検菌 の接種法

新鮮斜面寒天培養菌を軽 く1白 金耳量(白 金耳 の内径

約1mm前 後,湿 菌量約2mg)を 掻 き取 り,2)の 増菌

用培地10m1に 接種 し,37℃,18～20時 間培養 した菌 液

(109～108コ/ml)を106コ/mlに 希釈 し,感 受性試験用

菌液 とす る。 これ らの菌液 の前記1白 金耳量を約2cm

程度,感 受性測定用培地に画線塗抹す る。

6) 判定

感受性測定用培地に菌接種後37℃,18～20時 間培養 し

た後,肉 眼的観察所見に よ り 菌の発育が完全 に阻止 さ

れた最低濃度を もってMICと す る。ただ し,1個 でも

集落が発育 した場合,ま たは極めて うすい菌苔 が発育 し

た場合 も発育 とみなす。(た だ し,上 記時間内で,発 育

不充分な菌では,40～48時 間培養後に判定する。)

7) 薬剤 の濃度段階

濃度段階は下記の とお り行ない,2倍 希釈液 を用 いる。

100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39,

0.2, 0.1, 0.05, 0.025 mcg/mlと す る。100mcg/ml

以上の濃度を使用す る場 合は,100, 200, 400, 800mcg

/mlと す る。

8) SMXお よびTMPの 標準液の調製

SMX 10mgを 可及的少量 の1/8 N NaOHに 溶解 し,

滅菌蒸留水 にて全量10m1と す る。TMP 10mgを 可及

的少量の4/100 N HCIに 溶解 し,滅 菌蒸留水にて全量10

mlと する。

9) 感受性平板の作 り方

培地を溶解 し,そ の温度が60°～50℃ になつ た ところ

で,7.5%に な るよ うに溶血性馬血 液を加 え,薬 剤 の一

定量を シ ャー レに分注 し,そ れに9倍 量の培地 を加 え,

よく混和 した後平板 とす る。

10) 試験菌株(臨 床分離株)と 対照菌株

試験菌株 は新鮮 に して,な るべ く分離後継代2,3代 以

内の ものを使用す る。 また抗菌 力(MIC)測 定に際 して

は,こ の薬剤 の場 合は,特 に対照菌株 として 日本化学療

法学会 の指定す る下記 のブ ドウ球菌お よび大腸 菌株を用

いる。

Staphylococcus aureus FDA 209-p JC-1

Escherichia coli NIHJ JC-2

11) 評価基準

I. 初めに,両 薬剤単独に対するMICを 求める(ao,

bo)。

II. a.両 薬剤 に感受性 の場合(SMX≦800mcg/ml,

TMP≦100mcg/ml)

i) 両薬剤 のMICの 比を もつ て,混合比に 当て る。

ii) この混合比に よ り,MIC(a,b)を 求めて,FIC

index (a/ao+b/bo)を 求め る。

iii) FIC indexが1.0以 下 の場合 に,併 用効果あ

りと判定 する。

b. 一方 の薬剤にのみ感受 性の場 合

i) SMX>800mcg/ml, TMP≦100mcg/mlま
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たはii)SMX≦800 mcg/ml, TMP>100mcg/

ml)

i)の 場合においては,SMX800mcg/mlとTMP

100, 50, 25… …, 0.025mcg/mlの 組 合せ をつ

くりMICを 求 める。TMP単 独MICよ り

2段 階以下の濃度域 にMICが 得 られ た場合は,

併用効 果あ りと判定す る。

ii)の 場合においては,i)に 準 じて実施 し判定す

る。

c.両 薬剤に耐性 の 場 合(SMX>800 mcg/ml,

TMP>100mcg/ml)

SMX 800, 400, 200 mcg/mlとTMP 100, 50, 25

mcg/mlの 各組 み合わせ(9種)を つ くり,MICが 得

られた場 合は併用効果があ りと判定す る。

結 論

SMX・TMPの 試験管 内抗菌 力試験法 につ いて検討 し,

SMX-TMPの 抗菌力試験方法(3社 共同試案)を 作 製

した。 なおSMXとTMPの 間に併用効果 があ り,そ

の作用は相乗的である ことを認 めた。

本研究は塩野義 製薬株式会社,日 本 ロシユ株式会社お

よび田辺製薬株式会社 の3社 の共同企画に よつて行なわ

れた ものである。
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〔付 〕SMXとTMPの 併用効果 と両者の

混合比に関す る考察

吉谷 直大

塩野義製薬解析 センター

基礎的検討(1)に おいてSMXとTMPの 併用効

果の強 さはFICindexの 値 が最小値 の ときに最 も強 く,

しか もその ときの両者の混合比 は,SMX,TMPそ れぞ

れが単独で示すMIC(TMP→a0, SMX→b0)の 比に一

致す る ことを指摘 した。

この ことは,両 者 のcombinationに おけ るisobol-

ogramが いろいろのbacteriastrainに 対 して一様 に,

45度 線 に対 して対称性を示 した とい う観測事実に よ り導

かれ る。

一般 に

(1)

は,そ の定義 よ り(図1)の ように規準化 された標示 に
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おいては,左 辺 のFIC indexの 値を一定 と した とき,

これ は相加作用を示す直線PQに 平行 な直線を意味す る。

したがつ て,こ の直線上 の点はすべて直線PQよ り等 し

い距離 にある。 いま直線PQよ り最 も離れたisobole上

の点をM(aM, bM)と すれ ば,こ の点 でのFIC index

の値 は最小 となる。

これを,

(2)

で表わす。

も し,isoboleが 図の よ うに単調な曲線であれば,

Min. FIC indexを 与 える点Mは1点 しか存 在 しない。

さて,原 点 と点Mを 結ぶ直線が直線PQと 交わ る点

をN(aN, bN)と すれば,簡 単な代数計算に よ り

(3)

となるこ とがわか る。 このことよ りMin. FIC indexは,

も し2薬 物A,Bが 相加作用 を示す とした ときの濃度 に

対す る,実 際 に最大 の併用効果を示す濃度 の比率を意味

す るこ とになる。 したがつて,効 力(potency)と い う観

点 か らすれ ばMin. FIC indexの 逆数が併用効果 の測

度 と考え られ る。

さて,isoboleが 対称 である とい うこ とは点NがPQ

の中点に くる ことであ り,こ の とき直線ON上 のすべて

の点でa/ao=b/boが 成立す る。

したがつて

(4)

が成 り立つ。す なわち,対 称 なisoboleを もつ よ うな2

薬物の組 み合わせにおいて,併 用効果 が最 も強 くな る両

者の混合比 は,そ れぞれが単独で示すMICの 比 とな る。
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STUDIES ON SULFAMETHOXAZOLE AND TRIMETHOPRIM 

Fundamental Research I 

Antibacterial Activities of Sulfamethoxazole and 

Trimethoprim Alone and in Combination In Vitro 

SHIGEMI AWATAGUCHI and CHIKAKO SHIRANE 
Biological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co. , Ltd. 
MIKAO MAYAMA, HIROSHI NAGATA, KIYOJI KANAZAWA, 

TADASHI YOSHIDA and KEN KATAGIRI 
Shionogi Research Laboratory, Shionogi & Co. , Ltd.

This study was undertaken to investigate the antibacterial activities of sulfamethoxazole (SMX) 

and trimethoprim (TMP), alone and in combination in vitro. 

Activities of the 2 drugs, alone and in combination, were found to be dependent on the composition 

of culture medium, medium pH and inoculum size of the organisms to be tested. SMX and TMP were 

active against a wide range of gram-positive and gram-negative organisms. The potentiation of the 

antibacterial activity of SMX by TMP was confirmed. The maximum potentiation by the combination 

was achieved when the 2 components were combined at the ratio of their respective minimal inhibitory 

concentrations acting alone. A guiding manual for sensitivity testing was established as follows: 

1. In vitro antibacterial activity is determined according to the agar dilution method. The sensiti-

vity is expressed as minimal inhibitory concentration (MIC). 

2. MUELLER-HINTON broth (Difco) is recommended for culturing test organisms and MUELLER-

HINTON agar (Eiken) with hemolyzed (freeze-thaw) horse blood (7. 5% v/v) is recommended as a 

medium for sensitivity testing. 

3. Test organisms are inoculated in MUELLER HINTON broth and incubated at 37•Ž for 18•`20 hours. 

4. The inoculum size is one loopful (inner diameter I mm: weight of wet bacteria ca. 2 mg) of a 10-2 

dilution of a gram-positive broth culture or 10 dilution of a gram-negative broth culture; the ino-

culum is streaked over 2 cm in length on the plate. 

5. The interpretation is made macroscopically after 18•`20 hours of incubation at 37•Ž and the 

lowest concentration at which bacterial growth is completely inhibited is designated as MIC. 

6. Bacterial strains isolated from clinical materials should be tested while they remain fresh within 

2-3 culture generations. For reference strains, Staphylococcus aureus FDA 209-P JC-1 and Escherichia coli 

NIHJ JC-2 are used. 

The following guidelines have been proposed for estimation of potentiation of activities by SMX and 

TMP. 

a) When organisms are sensitive to both SMX (MIC•…800 mcg/ml) and TMP (MIC•…100 mcg/ml): 

Potentiation is estimated by calculating FIC (fractional inhibitory concentration) index. FIC 

values can be calculated by dividing the MICs of SMX and TMP in the combination by the MICs 

of SMX and TMP when used alone. FIC index is the sum of FIC values. When this index is below 

1. 0, potentiation is indicated. 

b) When organisms are resistant to either SMX (>800 mcg/ml) or TMP (>100 mcg/ml): 

If the MIC of SMX or TMP in the combination against a test organism is less than one fourth 

that of SMX or TMP when used alone, potentiation is indicated. 

c) When organisms are resistant to both SMX (>800 mcg/ml)and TMP (>100 mcg/ml): 

If the growth of a test organism is completely inhibited by the combination of SMX-TMP (the 

range of their combination concentrations: SMX 800, 400, 200 mcg/ml and TMP 100, 50, 25 mcg/ml, 

respectively), potentiation is indicated.


