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細菌 の発育 阻止作用 につ いて,SMXとTMPが 相乗的

に作用す ることは,前 報1)で 明らかに された。 本報では,

大腸菌,ブ ドウ球菌 の感受性株 につ いて,殺 菌作用に関

す る併 用効果 を評価 した。 まず殺菌作用 を生存率 の低下

とい うことで規定 した。SMXとTMPを 併用 して作用 さ

せた場 合の生存率を測定し,単 独に与 えた ときの作用 と

比較 した。 それに よつて,併 用に よる殺菌濃度の低下 と

い う基準に加えて殺菌作用の増大 とい う意味か らも,相

乗効果を判定す ることに し,若 干の知見を得たので報告

す る。

実験材料と方法

1. 供試菌株 : Escherichia coli NIHJ JC-2, Escheri-

chia coli CN314, Staphylococus aureus FDA 209-P

JC-1, Staphylococcus aureus SMITH, Staphylococcus

aureus TERASHIMA。

2. 培地の調製 : a) MUELLER-HINTON broth培 地:

MUELLER-HINTON培 地(栄 研)の 規定量 を水 に懸濁後,

自然沸過 して寒 天を除いて滅菌,冷 後,溶 血性馬血液5

%(v/v)を 添加 してか ら無菌的 に沖過 した。

b) SR medium base (Difco)

c) パ ラア ミノ安息香酸0.05%, 酵母エキ ス0.5%を

含 む普通寒 天

d) Heart infusion broth

3. 生 存率の測定

MUELLER-HIMON培 地に37℃, 20時 間培養 した菌

液を希釈 して最終菌数 で104～105個/mlに なる ように接

種 して,液 体希釈法に よつてa)ま たはb)の 培地 中に,

薬剤 と共に,37℃ 静置培養 し経 時的にサ ンプ リングした。

菌は,無 菌食塩水で2回 洗滌するか,あ るいは,そ のま

ま希釈後,c)ま た はd)の 培地を用いて生菌数 を測定 し

た。 ここで得 られた生菌数の接種菌数に対する百分 率を

計算 して,生 存率 とした。

4.　 Chequer board titration method

SMXお よびTMPの 各2倍 希釈系列を作 り,SMX

を横 に,TMPを 縦 に して並べ,こ れを方角に組 み合わせ

て用 いた濃度範 囲であらゆ るi組合せのSMX-TMPを 含

む培地溶 液を用意 した。

菌を接種 して,37℃,24時 間おいて濁 りの有 無か ら,

各希釈系列の最小発育阻止濃度 を判定 した。 この結果は,

図2お よび図3に 示 した よ うに,各 濃度 の対数で,目 盛

りされた グラフに,プロ ットしてMIC曲 線を得た。 菌

の発育陰性 の培養は,す べて3)の 方法にしたがつて,生

存率を求めた。生存率が10%か ら1%の 間にある試験管

の うち,最 小濃度 の組合せを判定 して,10%生 存率 曲線

を画 いた。1%, 0.1%の 生存率曲線 も同様に して求め

られ た。

実 験 結 果

SMXお よびTMPを 単独 に与 えた とき,大 腸菌,ブ

ドウ球菌 の増殖 に及ぼす作用をみ るために,37℃,20時

間作用後,生 菌数 を測定 した。

図1 Antibacterial activities of SMX and 

TMP against Staphylococcus aureus 

and Escherichia coli in MHB medium 

MHB: MUELLER-HINTON medium 

with 5% lysed horse blood 

Open symbols (•›,•¢) represent MIC 

value.

(a) Staphylococcus aureus FDA 209P JC-1

(b) Escherichia coli NIHJ JC-2
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図1に 示 した とお り,大腸菌,Escherichia coli NIHJ

JC-2株 の生存率は,著 し く減少 し,0.1%に なる濃 度は,

SMXでMICの2倍,TMPで はMICの4倍 であつ た。

しか しなが ら,高 濃度を作用 させて も生存率 は,そ れ よ

り低下せず,な お 生存菌が 認め られた。 ブ ドウ球菌,

Staphylococcus aureus 209-P JC-1株 で も,TMPは,

生存率を0.1%に 低下 させ る濃度はMICの4倍 であつた。

これに比 してSMXは 静菌的であ り,1000mcg/mlで

も生菌数を減少 させなかつた。

このよ うに して,生 存率 の低 下か ら殺菌作用をみ るこ

とにす ると,TMPは,こ れ らの供試菌 に同様 に殺菌的

である。SMXは,大 腸 菌には,殺 菌 的 といえるが,ブ

ドウ球菌には静菌的である。 次 に,SMXとTMP併 用

の殺菌作用をみ るために,chequer board titration

methodに 準 じて,種 々の濃度を組み合せたSMX-TMP

が,生 存率に及ぼす影響を調べた。 ブ ドウ球菌StaPh丿-

lococcus aureus209-PJC-1株 は,MHB培 地 で測定す

ると 図2aに 示 したよ うにな り,MICの プロ ッ トは直線

になつた。 これ よ り発 育阻止作用 における併用効果が相

乗的であ り,両 剤 のMIC比 で最 も強 い相乗作用を示す

ことが認め られた。

(a) MHB medium (b) SR medium base

相乗効果 の判定 は以下の とお りに行つた。 図2お よび

図3に 示 した グラフは,縦 軸,横 軸がそれぞれTMP,

SMXの 濃度の対数 で 目盛 りされてお り,各 プロ ットは,

指定 され た反応を起 させ る組合せ濃度 の最小値 を表わ し

てい る。 いま,右 上の図においてMICを 基準 に とる と,

両剤の単独 の ときのMICを,あ らわす点ao,boが 軸上

に プロ ッ トされ る。 薬剤は2倍 希釈 されてい るか ら,併

用効果は,ao/2お よびbo/2の 濃度 の組 合せ を示す点N

に,MICが くる とき,相 加作用 となる。 点線 内のNを

除 く点にあ るときは,す べて相乗作用 と判定 される。 実

験値 よ り,TMPとSMXを 組合せ た ときのMICは,図

2に 示 した とお り,45°線に直交す る直線上にあ らわれて

いる。両剤の組合せ濃度を,

TMPの濃度 am=a0(1/2)m, m=0, 1, 2, 3,… …

SMXの 濃 度 bn=b0(1/2)n, n=0, 1, 2, 3,… …

とす る と,FIC indexは

と表 わ され,組 合せ濃度のMICが 左上 から右下へ の直

線上 にある とい うこ とは,対 数 変換 に よつ て

とい うことであ り,m=nの ときFIC indexが 最小 の

値 を示す こ とになる。 この ときのTMPとSMXの 濃度

比 は,単 独 の ときのMIC比 に等 しくなる。 なお,MN

の距離 がなが くなる程,kの 値 が大 き くなるか ら相乗効

果は強 い と判定 され る。

す なわ ち,両 荊 のMICの それぞれ1/64濃 度を併用 し

て も発 育阻止され る ことが示 された。

次に,生 存率1%に まで殺菌す る組 合せ濃度を プ ロッ

トす る と,MIC曲 線 に よく平行 した 直線を 画 くことが

でき,殺 菌作用 につ いても同 じ理 由か ら相乗作用が認め

られた。生存率0.1%の 曲線について も,同様に相乗作用

は著 しい。前述 の とお り,SMX単 独 では,1000mcg/ml

で も菌数減少が ないに もかかわ らず,TMPを 併用 させ

ると,低 濃度で も殺菌的にかわ る。 相乗効 果は,両 剤の

MIC比 で最 も強 く,各MICの1/32濃 度,す なわ ち,

SMX 4.3mcg/mlとTMP0.035mcg / mlを 併用すれ

図2 Synergism of SMX and TMP on the

loss of viability of S.aureus FDA

209P JC-1 in MHB medium and SR

medium base

(●) MIC,(□) 0.1N>n≧0.01N,

(○) 0.01N > n ≧ 0.001N, (△) n < 0.001N

N : Inoculum size (a) 2.6×104/ml,

(b) 6.5×104/ml

n : Viability after 24 hrs incubation
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ば生存率 は,0.1%に 低下 し殺菌的に作用す るよ うに な

るこ とを示 した。SR培 地で,同 様の実験を行つた とこ

ろ,図2bに 示 した とお り,生 存率は1%に とどま り,

相乗効果 も弱 くなつた。

大腸菌Escherichia coli NIHJ JC-2株 について,同

様の検討を した。 図3に 示 した とお り,MIC曲 線 と,

0.1%曲 線 とは,ほ とん ど直線を示 し相乗効 果が強い こ

とが認め られた。 そ こで,こ の大腸菌株 に対するSMX,

TMPお よびその併用 の作用経過 を追跡 して,増 殖曲線

を画いた。

図4に 示 したよ うに,SMXもTMPも,MICに 近 い

濃度 を作用 させ る と生菌数 は一時的 に減少 した後,再 び

増加す るこ とが認め られた。SMXは,2～3時 間後に初
めて生 菌数 が減少す るこ とが特徴的であ り,17.2mcg/

ml以 上 になる と菌増殖 は回復 しな くな る。 一方,TMP

は,す ぐに生菌数 の減少が始 ま り,0.56mcg/mlで 生菌

数 の減少がそ のまま続いた。 併用 した ときは,SMX単

独にみ られた初期 の増加が認め られな くな り,両 剤 の特

徴を兼ねた作用の経過が観察 された。 最小殺菌濃度 の組

合せは,SMX22mcg/mlとTMP0.035mcg/mlと な

った。 さらに高濃度 の併用について も調べたが完全 に死

滅 させ る濃度組合せは得 られなかつた。

2,3の 感受性株について同様の実験 を行 い生菌数が,

接種時 よ りも低下 した ときの濃度を求めて,表1に 示 し

た。

ブ ドウ球菌 は,実 施 した濃度範 囲では,SMXに よる殺

菌効果 は全 く認め られなかつたが,TMPの 併用 によつ

て,殺 菌効果は著 し く高 くなる ことが認められた｡

考 察

薬剤 の殺菌作用を調べ るには簡便法 と してELEK等2)

に よる レプ リカ法,ま た はCHABBERT3)に よるCello-

phan transfer法 を応 用する ことが出来 る。 しか しなが

ら,こ れ らの方法は,殺 菌濃度の終 末点 の定量的評価に

は困難を伴 う｡と くにSMXお よびTMPは,い ずれ も

図3 Synergism of SMX and TMP on the 

loss of viability of E.  coil NIHJ JC-2 

in MHB medium

図4 Effect of SMX, TMP and the 

combinations of the growth curve of 

E. coli NIHJ JC-2 in MHB medium

表1 Stimulation of bactericidal action by the combination of SMX 

and TMP against Staphylococcus aureus and Escherichia coli
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生菌数を低減 させるが,完 全 に殺菌 しない(図1(a),(b))。

この種 の薬剤では,殺 菌作用 に異なつ た評価法が必要 と

考えられた。 薬剤を作用 させ てか ら,生 菌数が接種菌数

より,ど れ位減少す るか測定 して,こ れを生存率 として

計算 して,殺 菌作用の度 合を判定す るこ とに した。す な

わち,生存率10%,1%,0.1%等 の終末点 を基準 として,

生存率曲線を画 き,定 量的な裏付 けを試みた。

そこで,す でにP£CHERRE等4》 が行つた よ うに,図2

および図3に 示 した ような生存率 曲線か ら,併 用に よる

殺菌効果の判定 を容 易にす ることがで きた。

殺菌作用 における相乗効果 には,2つ の意味が考 えら

れる。 まず殺菌作用,正 確 にい うと,単 独 に作用 させた

ときと同程度の生存率 を示す組 合せ濃度が,単 剤 に比 し

て低 くなるこ とである。第2に は,い ずれ の単剤 に比べ

ても生存率が低減す るか,あ るいは静菌的作用 の薬剤を

併用 した とき殺菌 的になるこ とである。図2お よび図3

の結果は,こ れ ら2つ の定義 について評価す るのに都合

がよい。 大腸菌に対 して,SMX-TMP併 用は濃度を低

下 させて も,殺 菌率 は99.9%を 維持 されて いるので,

第1の 定義 か ら相乗的で あるといえ る。一方,ブ ドウ球

菌に対 しては,殺 菌的濃度を著 しく低下 させ,静 菌作用

のSMXを 殺菌 的にか える,つ ま り第1お よび第2の 定

義 ともに充 たす点 で とくに顕著 な相乗効果が認め られた。

これに よって従 来報告 された5)よ うに,単 剤 よ りも,併

用では,殺 菌濃度 が低下す る とい う評価に加 えて殺菌作

用 の程度についても検討す るこ とが 出来た。

結 論

供試 の大腸菌,ブ ドウ球菌 の感受性株 に対 して,SMX,

TMP両 剤は,完 全 に殺菌 させ る濃度は認め られ なかつ

たが,両 荊を併用す ると,低 濃度 の組合せで殺菌的に作

用す るよ うにな り,し か もMIC比 で 最 もたかい相乗効

果が得 られ た。
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Effects of SMX, TMP and Combination of SMX-TMP on Bacterial Growth 
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Bactericidal activities of SMX, TMP and combinations of SMX-TMP in vitro were investigated 

with several strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coll. Complete viable counts were 

performed in cultures containing the drugs singly and together according to the chequer-board 

titration method and bactericidal action was estimated by a decreased rate of survived bacteria. 

In the combination, significant bactericidal effects were exerted by the far lower concentrations 

than the MIC of each drug alone, although they, when acting singly, did not totally eliminate 

viability. The synergism on bactericidal effect was found to be most pronounced with the combi-

nation equal to the ratio of MIC of either drug alone.


