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Sulfamethoxazole と Trimethoprim の研究

基礎 的 検討 IV

感 染 動物 実験 にお け る作 用
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試験管 内のsulfamethoxazole (SMX), trimethoprim

(TMP) 2 剤 による相乗作用が報 告 され る と同時に動 物

実験にお いてBOEHNI, 1),2) GRUNBERG 等3)お よび

BUSHBY 等4)に よ りその作用が確認 され た。今回我 々は

マウス感染症に対する併用 効果 を追究す る目的を もつ て,

まず各薬剤のマ ウス血中濃 度を測定 し,つ い でムチンを

加えた感染 とムチ ンを加えない感染 につい てグラム陽陰

各2種 の病原菌を用いて合剤 の作用 を追究 した。 さらに

大腸菌のSMX耐 性菌お よび肺炎桿菌の局所感染症につ

いても検討を行なつたのでその成績 を報告す る。

1. 血中濃度の測定(SMX またはTMP

単剤経口投与の場合)

a) 材料:使 用 した動物はDS系 マウス5週 令(19±

2g)の 雌,薬 剤は100メ ッシ篩過 の粉末を5%ア ラビア

ゴム末溶液をテフ ロン製 ポ ッターで乳剤化 して経 口投与

した。脱脊髄 を行 なつた マウスを開胸 し,心 臓 よ りヘパ

リン処理 した注射筒 を用 い0.3ml採 血 し,5匹 分 を プー

ルして試料 とした。 この血液を8倍 以上,生 理食塩 水に

て希釈すれぼ測定値に およぼす血液の影響をな くす こと

ができる。

b) 測定法(pulp disc diffusion 法):被 検菌 として

は,大 腸菌K-12 株を使用 した。す なわ ち,37℃ 18時 間

培養 し,コールマ ン比 色計OD655= 0.100 (約5× 108/ml)

に調製 した菌液を作 り菌層用培地に104/mlに なる よう

に接種 した。使 用 した培地 はSR培 地(Difco)で 寒 天

0.8%添 加 した径9cmの シャー レに14 ml の基底層用培

地を分注 して固つ た ところに菌液な らびに感受性増大用

薬剤(ST合 剤の相乗効果を利用す る)を 含有す る培地

7m1を 重層 した。 パルプは東洋沸紙 NO. 26の 直径10

mmの デ ィス クを使用 した。37℃, 18時 間培養 して阻止

円径を測定 し,常 法 どお り力価を計算 した。

c) SMXの 測定には,菌 層用培 地にTMPを 添加 し

て0.027mcg/ml とす る。 これに よつて感度は17倍 増

加す る。SMXの 標準希釈液には86～ 5.5mcg/mlの 薬

剤を用いる。ただ し,血 液中にSMXが30mcg/ml以

上あ る場 合に測定可能であ る。

d) TMPの 測定 には菌層用培地 にSMX-Na を添加

して0.56mcg/mlと す る。 この方法 によ り,感 度は12

倍 増強 され る。TMPの 標準希釈液 には0.7～ 0.04mcg/

mlの 薬剤 を用 いる。ただ し,血 中にTMPが0.2mcg/

ml以 上あれば測定可能であ る。

e) 成績:TMP 19/kg投 与時 のマウス個体間の血中

濃度値 のばらつ きにつ いて,各5匹 の30分, 60分 におけ

る測定値 は114.0± 17.7mcg/ml, 93.0± 28.5mcg/ml

と割 合に安定 した成績が得 られた ので時間経過の検定は

1群5匹 の血液を プール して測定 した(図1,2)。 各薬

剤 の血 中濃度 の最高値 は30分 か ら2時 間 の間に到達 し,

その濃度 は よくdose にresponseし て いる。 表1に

明らか なよ うに500mg/kgの 投与に よつて2時 間値は

SMX が380mcg/mlで あるのに対 してTMPは わずか

図1 Blood concentrations of TMP after oral 

administration in mice
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に56mcg/ml であつた。 しか し,血 中濃度 の推移 は両

者に大差を認めず,か な り長時間血中に残 存 している。

2. 実験感染症の材料と方法

A) ムチンを 用いない実験感染症

使用菌株 とその試験管内感受性を示す と次の とお りに

なる。

供試 マウスはICR-JCL 系,4週 令(20±29)雌 を1群

10匹 使用 した。 ただ し,足 蹠感染症 にはDS系4週 令

(18±2g)雌 を用いた。

a) 肺炎球 菌感 染症: Heart infusion broth

(Difco) 寒 天斜 面で18時 間培養 しheart infusion

broth にて希釈 し,0.1ml (400LD50, 1.2× 103/mouse)

を腹腔 内に接種 した。

b) 肺 炎桿菌感染症(敗 血症):肺 炎球菌 と同様な

手技 に よ り菌液を調製 し,そ の0.1ml (50LD50, 7.7× 

104/mouse) を腹腔内に接種 した。

c) 肺炎桿菌足蹠感染症:菌 液0.05ml (103/ mouse)

を0.5mlの 注射筒1/5針 にて右 後肢足蹠 内に注射 した。

d) 薬剤 の投与:接 種 と同時,4時 間,8時 間の3

回経 口的に行 ない,判 定 は腹腔 内感染 の場合は感染後4

日目にその生死を観 察 し,実 験 はすべて3回 繰 り返 し

た。 足蹠感染に 対す る効果 の判定は感染48時 間後にマ

ウスを屠殺後両足の附関節 よ り切断 し,右 後肢 と左後肢

の重量差を もつて炎症浮腫の重量 とす る。対照群 と処置

群 の浮腫重量比 よ り阻止率を計算 した。

e) 薬剤 の調製:す べて血中濃度の測定 の場合 と同

様 である。併用効果を試験す る場合には両薬剤をあ らか

じめ所定 の比率で混合 してお き,用 にのぞみ秤量 した。

ED50は プ ロビッ ト法に よ り推定 した。す なわ ち,反 応百

分率(生 存率,浮 腫阻止率)をC.I. BLISSの プロビッ

ト変換を行な うと,そ の変換値 と対数用量の関係は直線

で表現 される。 この直線 を最大法を用いて推定 し,そ の

直線性の検定は κ2検定に よ り確かめた。 その後 にED50

とその信頼限 界(95%)を 算出 した。 なお,ED50値 は分

割投与 した薬 剤の1回 投与量 で表現 してい る。

B) ム チンを 用いる実験感染症

使用菌株 とその試験管 内感受性を示す と次の とお りに

な る。

供 試 マ ウ ス はddN系5週 令(体 重20±19)の 雄 で1

群10匹 を使 用 した 。

a) ブ ドウ球 菌 感 染 症:Heart infusion breth

(Difco処 方 の2倍 濃 度 の もの)に て18～20時 間培 養 の

菌 液 をheart infusion broth に て 希 釈 し,10% hog

gastric mucin (和 光 純 薬)と 等量 混 合 し,そ の0.5ml

(100LD50, 2.2× 102/mouse)を 腹 腔 内 に 接 種 した 。

b) 大 腸 菌 感 染 症:Heart infusion broth (栄 研)

図2 Blood concentrations of SMX after oral 

administration in mice

表1 Blood concentrations of SMX and TMP 
after oral administration in mice (Single 
dose of 500 mg/kg, separately)
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に接種 し,37℃, 18～20時 間培養 した菌液を希釈 し,10

% hog gastric mucin と等量 混合す る。 その0.5ml

(Escherichia coli 1346 は100LD50, 4.8× 102/mouse,

Escherichia coli 0-126 は100LD50, 7.4× 102/mouse)

を腹腔内に接種 した。

c) 薬剤:接 種 後30分,2時 間 お よび6時 間 の3

回,経 口的に投与 した効果 の判定 はブ ドウ球菌 では感染

後5日,大 腸菌では感染後7日 でマウスの生死を もつて

終末点 とした。実験 は数 回繰返 し,そ の平均値を求めた。

なお,観 察期 間中に死亡 した マウスは菌培養を行なつて

感染死の確認 を している。

3. 実験成績

a) 肺炎球 菌感染症:今 回の動物実験 中で耐性菌

の特殊 例を除 き最 も感受性 の低い菌であ り投与薬剤量 と

して大量を必要 と した。成績は図3,表2に 示 した。特

にTMP単 独 では 高濃度 では 毒性 が 出るため に 正確な

ED50が 求 められ なかつた。 しか し,併用成績 は用 いた2:

1, 5:1, 10:1の いずれの組 み合わせにおいて も,そ の

ED50はSMX単 独 のED5.よ り低値 であ り,そ の信頼限

界値はSMXの それ と交 叉す る ことな く,有 意の相乗効

果が認め られた。ただ し,用いた組み合わせ相互 のED50

には有意の差を見出す ことはで きなかつた。

b) 肺 炎桿菌感染症(敗 血症):こ の成績 は図4,

図3 Dose effect curves of various combination 

and their components against Diplococcus 

pneumoniae infections in the mouse

図4 Dose effect curves of various combination 

and their components against Klebsiella 

pneumoniae infections in the mouse.

図5 Dose effect curves of various combination 

and their components against Klebsiella 

pneumoniae infections in the foot pad 

of mouse
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表2 The enhancement of activity of various combination on 

the experimental infections of the mouse
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表2に 示す。単剤で共に治療効 果を示す 薬物であるが,

10:1 の併用では相乗作用を認める ことができなかつ た。

ただ し,2:1, 5:1で はやや相乗効 果を認めた。 なお,

この菌 に対 して試験管内ではmin.FIC値0.31で 充分

に相乗効果 が認 められて いる。

c) 肺炎桿菌感染症(足 躔浮腫):使 用 した マウスの

系統が異なるので,直 接 の比較考察 はむずか しいが,図

5,表2の 成績について考察する と,単 独のED50は 足

蹠浮腫に対する作用 の方 が敗血症 の場合 よりやや劣つて

いるが,相 乗効 果は用 い られ た3種 の組み合わせすべて

において認め られている。

d) ブ ドウ球菌感染症:実 験成 績は図6,表2に 示

した。mucinを 使わ ない感染症 に比較す ると,mucin

を使用 した感染症 においては攻撃菌量 の少 ないことも関

係 してか,ED50は 約 1/10と 低 くなつて いる。併用効果

もいずれ の組み 合わせ においても単剤 のED50よ り小 さ

くなつている。

e) 大 腸菌感染症:今 回の動 物実験 の中で,最 も感

受 性の高い実験 系である とともに相乗効 果 も著明である

ことが図7,表2に 示 されている。 2:1の 併用において

はそのED50がSMX単 剤の約1/5に 減 量されている。

f) 大 腸菌感 染症(SMX耐 性 菌):SMXに 200mcg

/mlに て不完全耐性を示す大腸菌の実験においては当然

のことなが らSMX400mg/kg3回 投与 に よつて もED50

の効果を認め るこ とが できなかつた(図8,表2)◎ さら

にTMPに 対 して もこの菌 はSMX感 受性1346株 よ り

わ ずかなが ら強 い抵抗性 を示 している。2:1 の併用を

行な うとそのED50はTMP単 剤のED50よ りはるかに

低い用量を示 し,明 らかに相乗効 果が認め られた。5:1

の併用において も相乗効果は認め られるが有意の差 とは

考え られない。10:1 にな ると,相 乗効果は認め られな

かつた。

4. 考 察

SMX, TMPは 共 にその作用機作が静菌的であ るため

に,殺 菌 的化学療法剤 よ りも動物実験が困難な ことは容

易に類推 される ところである。 今回,相 乗効果を動物実

図6 Dose effect curves of various combination 

and their components against Staphylococcus 

aureus infections in the mouse

図7 Dose effect curves of various combination 

and their components against Escherichia 

coli (SMX sensitive strain) infection in 

the mouse

図8 Dose effect curves of various combinaton 

and their components against Escherichia 

coli (SMX resistant strain) in the mouse
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験 に よつて確認するにあたつ ては,第1に 実験結果 の再

現性を高め ることに努 力 した。す なわ ち,単剤 の作用量を

正確に求め ることがで きなければ,そ れ らの相乗効果 を

論ず ることが不可能になるか らである。 このために病 原

菌のLD50お よび実験条件の規 制を きび しくした。 また,

投与す る薬剤の粒子の大 きさ,乳剤の作 り方 を統 一 し,か

つ投与方法 も1回 投与 よ り3回 投与 のほ うが よ り安定 し

た結果が得 られ ることを確認 した後に本実 験を実施 した。

さらに,す べて同一の実験系を数 回繰返 し,そ の成績に

ついて解析を行なつた。相乗効 果の検討は2:1,5:1,

お よ び10:1 の3種 の組み合わせについて行 なつた。

BoHNI1) 等は この他 にTMPの 比率 の高 い投与 に よる

Proteus vulgaris の実験を行ない1:2 でもつ とも高

い効 果を示 している。我 々はinvitroに おいてFICを

算 出で きる程 の精度の高い広範 な実験は実施す ることが

困難であつた。 また,単 剤 投与 よ り併用投与 の場 合,統

計的に有意に優 れている相乗作用 を認 めるこ とができた

が,い か なる配合比 が優れて いるかにつ いては有意差を

認 めなかつた。

4種 の病原菌を用 いて,通 常行なわれてい る全 身感染

症(敗 血症)の 検討を行なつたが,さ らに肺炎桿菌に よ

る足蹠局所炎症につ いて も効果を追究 し敗血症 と相似た

成績を得 ることがで きた。

BoHNI1)が ラ ットの腎膿瘍に対す る作用を報告 してい

るが,マ ウス敗血症 の成績 と大差 なかつた。 したがつて

この相乗効果 は全身感染症 にも局所感染症に も共に発揮

され る ようである。耐性菌 を用 いた動物実験 につ いて は

GRUNBERG 等3)の3種 の菌 に関す る報告 がある。 す な

わち2種 の菌 には相乗効果 を認めたがSMX耐 性肺炎桿

菌 には相乗効果が認め られ ない。今回の大腸菌SMX耐

性菌 の成績 では2:1 の併用 には相乗効果が認 められた

が5:1, 10:1の 併用 ではその相乗効果 を明らか にす る

ことはで きなかつ た。

動 物実験 の成績 を試験管 内の成績 と比較す る と1つ の

細菌 に対す るSMXと TMPの 効力比が常 に試験管内 と

動物実験 とでは逆転 して いるこ とは文献 の成績 とも一致

した。 この くい違 いを解 明す る1つ の試み として今回 の

感染実験系が一次敗血症を主 とす ることを考慮 して まず

SMX またはTMPの 単独経 口投与に よる血中濃度の測

定 を 行 なつた。 この結果血 中へ の とりこみはSMXが

TMPよ り高い ことを知 り単剤でTMPの 動物実験成績

がSMX成 績 よ り劣 ることの1つ の理解がで きた。 動物

におけ る吸収排泄の成績5)からして,併 用 した場合の各

々の血中濃度はお互いに干渉す るこ とが 少 な い こ と,

2:1の 投与で血中濃度は20:1の 前 後の濃度比を維持

で きることか ら考えて動物実験 においてSMX/ TMPの

併用に よる相乗作用は期待 され るもの と考 える。

5. 結 論

1) SMX感 受 性の4種 の病 原菌 を用 いた マウス実験

感染症 にお いて,ST合 剤の相乗効果 を確認す ることが

できた。 特にSMXとTMPの 混合比 が2:1, 5:1

の組み合わせでは,す べての実験 系において相乗効果が

認め られた。

2) SMX耐 性大腸菌 に対 しては2:1 の併用に よ り

相乗効 果が認め られた。

3) 肺 炎桿菌 を用 いて全身性 お よび 局所性感染症 に

対す る合剤 の作用を比較 し,両 者に大差な く相乗効果 が

示 された.

(この研究は シオノギ,田 辺,日 本 ロシユ3社 共同実

験計画に基づいて実施 された ものであ る)
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1) The combination of SMX and TMP in the four experimental infections of mice proved more 

effective than either SMX or TMP alone. Especially in combinations of SMX and TMP in the 

proportion of 2+1 and 5+1 are proved synergistic in these four experimental infections. 
2) When tested against sulfamethoxazole resistant strain of Escherichia coli, 2+1 combination 

showed a synergistic effect. 
3) The synergistic effects were similary observed both on the experimental sepsis and on the 

experimental foot-pads infections caused by Klebsiella pneumoniae in mice.


