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サル フ ァ剤 とTrimethoprim の協 力作 用

invitro 抗菌作用について

五島瑳智子 ・金子康子 ・原田公子 ・桑原章吾

東邦大学医学部微生物学教室

Trimethoprimは 菌の核酸合成系の葉酸合成 を,サル

ファ剤 に連続 した部分 で阻害す る物質 で,こ のため2剤

の併用 によつて抗菌作用 は増強 され,明 らかな協力作用

がみ とめられる とい う。 このこ とについては1969年 の第

6回 国際化学療法学会 において,主 と して欧州 の研究者

か ら報告 され,合 剤 としての協力作用 が理論的 に裏 づけ

られ る例 として,サ ル ファ剤耐性菌制圧へ の期待 ととも

に注 目をあびた。

サルフ ァ剤 が世に出て以来,そ れぞれの使用 目的,要

求に応 じて多 くの誘導体が作 られたが,現 在 では,長 年

の使用経過 とともに,そ の うち抗菌 力,安 全性 のす ぐれ

たもの数種 が主 として使 われている。しか し,臨床 分離 の

グラム陽性菌,陰 性菌 の中 に,サ ルフ ァ剤耐性 と判定 さ

れるものが非常 に多 く,し ば しば臨床効果 との一 致を欠

き,試験管内の感受性測定値(MIC) に も再 現性 を欠 くこ

とか ら,サ ルフ ァ剤感受性測定 に疑義 が もたれていた。

臨床的 には現在で もサルフ ァ剤の治療 効果 のみ とめ ら

れ る症例 も多 く,臨 床 材料 か ら分離 され るサル ファ剤耐

性菌 の出現頻度 は,治 療効果 とは平行 しない とい う種類

の報告が,臨 床各領域 にみ られ てい る1～3)。

しか し,腸 内細菌 のR因 子 のよ うに薬剤耐性が菌か ら

菌 に伝達 され る事実 を見 ても,耐 性細胞 の増加 は確実 と

考 えられ るから,治 療効果 と検 出菌 のサル ファ剤感受性

値 とのギ ャツプは別 として,サル フア剤 とtrimethoprim

の併用は,当 然サルファ剤耐性菌へ の作用 にもつ とも期

待がかけ られ るわけであ る。 また この2剤 の併用 につい

て検討す ることは,サ ルファ剤 の再評価 に もつなが るこ

ととして興味が もたれ る。

私 どもは sulfamethoxazole (SMX), sulfamonome-

thoxine (SMM), sulfadimethoxine (SDM) ‚Æ trime-

thoprim (TMP)の 協力作用 につ き若干 の細 菌 学 的検討

を行 なつた ので,そ の成績 のあらま しを報告 す る。

実験材料お よび実験方法

1) 薬剤: sulfamethoxazole (SMX) 

sulfamonomethoxine (SMM) 

sulfadimethoxine (SDM) 

trimethoprim (TMP)

2) 試験菌株:教 室保存 のグ ラム陽性菌,陰 性菌 お よ

び東邦大学病院 中央検査室 にて分離 した臨床分離 の各菌

種,計244株 。

3) 感受性測定法:日 本化学療 法学会ST合 剤研究会

のMIC測 定法小委 員会 に よつてきめられ た方法4)に よ

り行 なつた。す なわ ち,化 療標準法 に準 じた寒天平板希

釈法 で行ない,前 培 養培 地はMUELLER-HINTON broth

(Difco) ,測定用培地はMUELLER- HINTON agar (Eiken)

または 感受性 デ ィス ク用培地(Nissan) を基礎 とし,

7.5%ウ マ溶血血液 を加 えた ものを使用 した。接種 菌量

は前記MUELLER- HINTON broth に37℃1夜 培養の菌液

を生理食塩液 で,グ ラム陰 性 菌 は1000倍,グ ラム陽性

菌 は100倍 に希釈 した ものを1白 金耳量 とした。判定 は

37℃24時 間培 養で行ない,完 全 に発 育を阻 止 した培地

の薬剤 の最小濃度 をMICと して記録 した。

この測定 法についての詳細,お よび設定 の理 由な どに

関 しては,ST合 剤研究会 のMIC測 定 法小委 員会報 告4)

を参照 されたい。

4) 増 殖阻止作用(増 殖 曲線への影響):一 般抗生剤の

殺菌作用を しらべ る方法で行なつた。培地はSR medium

(Difco) を用い,薬 剤を加えて37℃ で培養 し,一 定時

間ごとに菌液を採取,菌 の増殖度は生菌数で測定 した。

実 験 成 績

1) 抗菌 スペ ク トラム (表1,表2)

教室保存株 の グラム陽性菌,陰 性菌について,そ れぞ

れSMX, TMP単 剤と,SMX, TMPを20: 1に 配合

した ものとの抗菌 力を比較 してあ る。 表中のFICお よ

びFIC indexに ついて,次 に説 明す る。

FIC (fractional inhibitory concentration) a ELION
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ら(1954)5)が 配合効果を表現す る指数 と して用いた もの

で,a剤 をb剤 と併用 した場合 のMIC(ac)を 単独時 の

MIC(a0)で 除 した ものac/aoで 表 わす。 したがつて

FICが1/2よ り小 さいほ ど配 合 効 果 は 大 きいわけで あ

る｡

FICindexは2剤 を 併 用 した場合,そ れぞれのFIC

の和,す なわ ちac/a0+bc/b0で,こ の場合,1よ り小 さ

けれ ば小さいほ ど配合効果 は大 きい ことになる。

FICお よびFICindexは 生体 内で実際 には意 義をみ

とめない ような低濃 度,あ るいは生体 内でお こ り得ない

ような高濃 度で も,数 値 としては有 効 となる場 合 もある

ので,必 ず しも適 当とはい えないが,invitroに おける

併用 効果を多 くの株について表示す る適 当な方 法がない

ので,一 応の 目安 として用いた。

表1は グラム陽性菌群におけ るSMX,TMP単 独 と,

SMX:TMPを20:1と した場合 の抗菌 力の比較であ

る。 併用時 のMICはSMXの 欄にはSMXだ けの濃

度,TMPの 欄には含 まれているTMPの みの濃度で表

示 してある。StaPhylococcus aureusのSMX耐 性1株

を加 えてあるが,TMPに は感性であ る。Streptococcus

mitis(viridans greup)はSMX耐 性でTMPに も高

いMICを 示 している。

表2の グラム陰性菌について もSMX耐 性 のEscheri-

chiacoliお よびShigellaはTMPに は感受性で,も

と もとサル ファ剤には 感 受 性 を示 さない.Pseudomonas

aeruginesaだ けがTMPに も耐性 である。

SMXとTMPを20:1と した理 由は,両 剤の抗菌

力,毒 性 な どの面 を考 慮 して臨 床的 には5:1の 配合比

で投与 するのが よく6,7),そ の場合,体 内での両 薬 剤 の

活 性型,タ ンパ ク非結合型 の濃 度 比 が ほぼ20:1と な

るとい う報 告に もとついている。2剤 を併用す ることに

よつて グラム陽性 菌ではStrepteceeCUS mitisを 除い て

SMX耐 性株に も有効 とい う成績を得てお り,グ ラム陰

性菌ではSMX耐 性のShigella1株 お よび本 来サル フ

ァ剤 のきかない緑膿菌がTMPに も耐性を示 し,そ の う

ちの1株 は合剤 の効果はほ とんどみ とめ られない。 しか

し,2株 の緑膿菌 の うちT2株 では 併用効果 がFICの

上か らみ とめられ るが,緑 膿菌 と してはむ しろ例外 であ

っ て,他 に臨床分離株 を数 多 く試験 したが,緑 膿菌のほ

とん どの株は合剤 の効果は得 られ なかつた。そのほかの

表1　 抗 菌 ス ペ ク5ラ ム(1)グ ラ ム陽 性 菌
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菌 種 では 併 用 効 果 は か な り著 明 で,Escherichiacoli,

Klebsiellaな どのSMX耐 性 株 に お い て もTMPの 共 存

に よる抗 菌 作 用 の増 強 が み とめ られ た 。

2)臨 床 分 離 株 の感 受 性(図1～ 図8,表3)

東 邦大 学 病 院 中 央 検 査 室 で 分 離 し た 臨 床 分 離 株,

Stophyloceccus aureus, StaPhylecoccus epidermidis,

Escherichia coli, Shigella, SaZmonella, Klebsiella

各20株,Streptecoecus Pyogenes23株,Corynebacteri-

um diphtheriae9株 に つ い てSMX-TMPを20:1お

よび5:1の 配 合 比 で 抗 菌 力 を 測 定 し,感 受性 分布 を 累

積 に して表 わ した 。図 に示 され る よ うに,SMX,TMPの

併 用 に よつ てSMXのMICは 著 し く減 少 し て い る。

TMPは それ に比 べ る と併 用 に よるMICの 低 下 は そ れ

ほ ど著 し くな く,菌 種 に よつ て は まつ た く単 独 の 場 合 と

同程 度 の も の もあ る。

20:1,5:1の 配 合比 の差 はSMXに お い て著 し く,

5:1が もつ ともMICが 低 く,20:1で はち よ うど5:1

とSMX単 剤の場合 のMIC分 布 の中間に位 してい る。

ところがTMPで は この反対 で,20:1の ほ うがTMP

自身のMICは 低 い。もつ ともTMPの 場合3者 の差が

少 な く,と くに20:1と5:1と の差は菌株に よつては

ほとん ど同一線上 であるほ どで,Shigella,Salmonetla,

StreptOCOCCUSな どでは両者 の差 はまつた くみ られない。

表3は 同 じく腸 内細菌 の臨床分離株 の1部 であるが,

試 験株が少 ないのでMICの 比較 を表 の よ うに まとめ

た。 ここでのMICは2剤 合計 の値 なので,後 にそれぞ

れの配合比に よる単 剤の濃度 を表5と してある。

3)各 種 サル ファ剤 とTMPの 協力作用(図9,表4)

サル ファ剤のinvitroの 抗菌試験 を,接 種菌量 を一

定に して比べ ると図9の ように,各 サル ファ剤 の抗菌 力

が必ず しも同 じでない ことが判明す る。 この実験には以

下 の10種 のサル ファ剤を使用 した。

表2　 抗 菌 ス ペ ク トラ ム(2)グ ラ ム陰 性 菌
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図1 Staphylococcus aureus

図2 Staphylococcus epidermidis

図3 E. coli

図4 Klebsiella
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図5 Shigella

図6  Salmonella

図7 Corynebacterium diphtheriae  9株

図8 Streptococcus hemolyticus  23株
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Proteus mirabilis(20株) 合 剤 のMICは2剤 のtotal濃 度

Protexs vsclgaris(3株)

Rettgerella(5株)

Morganella(10株)

Providencia(2株)

sulfamethomidine (SMD), sulfisoxazole (SIZ), 

sulfadiazine (SDZ), sulfisomidine (SID), sulfamo-

nomethoxine (SMM), sulfadimethoxine (SDM). 

sulfamethizole (SMZ), sulfaphenazole (SPZ), sul-

famethoxypyridazine (SMP), sulfamethoxazole 

(SMX)

試 験 菌 株 はSMX感 性 のStaphptlococcus aureus 2

株,Escherichia coli 3株,Shigella 2株, Klebsiella

2株, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Morga-

mlla, Providencia各1株 と,SMX耐 性 のStaphyloco-

ccus aureus 2株, Escherichia coli 1株, Shigella 2

株,Klebsiella 2株,Proteus vulgaris 1株, Proteus

mirabilis 1株,Rettgerella 2株 の計24株 で あ る。

この 中,SMX, SMM, SDMに つ い て,さ らに菌 種 に

よる抗 菌 力 を比 較 して み る と,表4に 示 さ れ る よ う に

SMX, SMMは グ ラ ム陽 性 菌 に も陰 性 菌 に もほ ぼ 同 様

表3 SMX, TMP 5 : 1お よび20 : 1のMIC
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図9　 各種 サル フ ァ剤 の抗菌力 の比較

表4　 各 種 サ ル フ ア剤 とTMPのinvitro協 力 作 用



84 CHEMOTHERAPY MAR. 1973

の 抗 菌 力 を示 す が,SDMで は グ ラ ム陰 性 菌 へ の作 用 が,

他 の2剤 よ り劣 つ て い る こ とが わ か る。 しか し,グ ラム

陽 性 菌 に 対 して は3剤 の 間 に あ ま り大 き な差 は み とめ ら

れ な い 。

こ の3剤 にTMPを そ れ ぞ れ20:1の 配 合 比 で抗 菌

作 用 を しらべ て み る と,SDMはTMPの 共 存 に よ り,

SMX, SMMのTMP併 用 の場 合 とほ ぼ 同程 度 のMIC

を 示 す 。Escherichia coli NIHJを 例 に とれ ば,単 剤 の

場 合 はSMX 6.25mcg/ml, SDM 100 mcg/ml, SMM

12.5mcg/mlが,TMPを そ れ ぞ れ に組 み 合 わ せ る こ と

に よつ てSMX-TMP 0.78mcg/ml, SMM-TMP 0.78

mcg/ml, SDM-TMP 3.12mcg/mlと な る 。

4) SMX耐 性 菌 に お け るSMX,TMPお よ びSMX-

TMPのMICの 相 関(図10,図11)

SMX 100mcg/ml以 上 耐 性 のStaphylococcus ascfeus

2株, Shigella 12株,.Proteus vulgaris 1株, Proteus

mirabilis 5株,Merganella 3株,Retigerella 4株,

Escherichia coli 3株,Klebsiella 5株(計35株)に つ

い て,SMX, TMP,お よびSMX-TMPの 抗 菌 力に つ

い て,そ れ ぞれ のMICの 相 関 を 図10,図11に 示 した 。

○丸 印 はSMXとTMPのMICの 相 関,● 丸 印 は

TMPとSMX-TMP,ま た ×印 はSMXとSMX-TMP

のMICの 相 関 を 表 わ して い る。

SMX耐 性 で もTMP耐 性 の株 はな くTMPに 対す

る感受性 は6.25mcg/ml以 下 に分布 してい る。 SMX-

TMP合 剤 と した場合,そ の中の2剤 をそれ ぞれ, SMX,

TMPの 濃度 と して比べ ると,SMXで は単剤の場合の

MICよ り非常に低い値 となつているが,TMPはTMP

それ 自身の濃度 で比べれ ぽ,TMP単 剤の場 合と,SMX

と20:1, 5:1と した場 合 と大きな違 いはな く,感 受性

菌 と比べて特に耐性菌への作用 の特徴 はみとめられ なか

つた。

5) 増殖 曲線への影響(図12)

Escherichia coli NIHJの 増殖にお よぼす影響を しら

べたが,こ の株はSMX感 受 性で, SMX 6.25 mcg/ml

では6時 間後に一時増殖 した カーブが下降をは じめる。

TMPは 単独 の場合0.19mcg/mlで6時 間までは 発 育

せず,以 後増殖がは じまる。2剤 を共存 させるとSMX

単独 の場合 のよ うな初期の増殖がな く菌はは じめの状態

で静止 し,6時 間頃か ら急に下降する。 この増殖 曲線 で

みると,TMPの 存在はSMX単 独の場合の初期増殖 を

抑 える役 目を してい るよ うにみえる。 また6時 間以後 の

TMP単 独 の場合 にみ られ る増殖がSMXに よつてお さ

えられてい る。

増殖曲線への影 響 は 菌株 の感 受性 パター ンに よつて

表5 SMX,TMP配 合時のMICと 単剤 の濃度 との関係

付(表3,表4)

図10 SMX耐 性株 のSMX, TMPお よび

SMX/TMP (5 : 1)のMICの 相関

図11 SMX耐 性 株 のSMX, TMPお よ び

SMX/TMP (20 : 1)のMICの 相関
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も,また薬剤濃度に よつて も変わつ て くるであろ うか ら,

と くにSMX耐 性株 についての実験が必要 であ る。

考 察

Sulfonamideとtrimethoprimが 併用に よつて生体

内で どの ような作用をす るかは,両 剤の生体 内での動態

や抗感染実験 に よつて検討 され るべ きであ るが, in vitro

での感受性試験に よる抗菌作用か らは次の ように推測 さ

れ る。図1～ 図8お よび表3の 臨床分離株 のMIC分 布

でみると,SMX,TMPを 配 合 した場 合,TMPそ れ

自身に酎性 の株はな く,SMXの 共存 があつ て も菌種 に

よつ てはそれほ ど著 しいMICの 減少はみられ ないが,

SMXに ついてはTMPの 存在に よつて明 らかなMIC

の低下 が示 されてい る。 ことにin vivoで のTMPの

抗菌作用 はin vitro感 受性値 の示す それ と比ぺ ると非

常に弱いとい うことか ら,生 体 内でのTMPの 作用は,

SMXの 抗菌力を増 強 させるのが主 たる役 目のよ うに考

え られ る。

しか し,サル ファ剤感受性株 については,合剤 の意義は

よほ ど明確な利点がない限 り必要 とはいえないので,ど

うしても 目標はサル ファ剤耐性 の株 である。耐性株 では

図10,図11に み られる ように,合剤 としての総合 の量か ら

い えぽMICは 著 し く減 少 して よいが,TMPそ のもの

の濃度 には あま り変化が ない ので,両 剤 の和 でみ られ る

抗菌作用 は,実 は サル ファ剤に関係 な く,TMPだ けの

抗菌 力に ささえられてい るのではな い か と も考 え られ

る。感受性株 の場合は2剤 がそれぞれ葉酸合成系の2カ

所 を連続 して作用 できるので協 力作用は 当然 といえ るで

あろ うし,ま たサル ファ剤単独 でも感受性であ るので さ

して問題は ないが,耐 性株では作用点はTMPに よつて

プロツ クされ る1個 所だけ と考 えられ る し,しか もTMP

のin vivo効 果が低い となると,SMX耐 性株について

は慎重に ならざるを得 ない。

しか し,一 方BusHBYら(1968)の 報告では, in vivo

抗感染実験においてサル ファ剤のみ で は 治療 で きな い

Proteusに よるマ ウス実験感染に対 し2剤 の併用 で著明

な効果 を示す実験例 もあ り,生 体内での両剤の協力作用

は確実であ る。

In vitroに お い て も,個 々の 株 について両剤単独の

MICを 基に したchequer-board titration methodで

相乗効果 の検討を行なえぽ,耐 性株 について もより正確

な推 測ができるであろ う。

興 味 あ る こ とは,表4に お け る3種 サ ル ファ剤 と

TMPの 併用成績 である。単独 で用 いた場 合,各 種 サル

ファ剤のin vitro抗 菌作用にはか な りの差 がある こと

は図9に 示 したが,SDMが,Escherichia coliに 対 して

抗 菌力が劣る ことは,SMMと の比較 において,す でに

発 表 した8)。SDMは グラム陽性菌には よいが Esckeri-

chia coli, Skigellaな どに対 し抗菌 力が弱 い ことがこの

成 績か らも明 らかである。 そ してこれ がTMPを 共存 さ

せ る ことに よつ て,SMXやSMMと の併用にみ られ る

ような抗菌 力の増強 がみ とめられ るのである。少 な くと

もTMPを 同時に用 いる限 り,SDMのin vitro抗 菌作

用上 での弱点 はTMPに よつ てカバ ーされ るといつて よ

いであろ う。 この ことからサルフ ァ剤 の中でも作用 の弱

い もの,あ るいは部分的に作用 の劣 るものなどが,SDM

と同 じようにTMPの 共存に よつ て,そ の部分が補強 さ

れ る可能性 も考 えられ る。BUSHBYら は 多 くのサル ファ

剤 をTMPと 併用 し,ど の例 に も抗 菌力の増強 をみ とめ

ているが,同 時に 同 じ株 で比べてい ないため・サル ファ

剤 間の優劣 がTMPで どれほ どカバ ーされ得 るかについ

ては 明らか では ない。そ して もち ろんわれわれの この推

測 もin viVoの 実験を またなけれ ばならない のはい うま

で もない。

われわれはin vitroで の感受性値 と,実 験感染に よ

る抗感染効果 の関連を 検 討 す る なか で,サ ル ファ剤の

MIC測 定 法の再検討を行ない8),さ らにそれを基盤 と し

た感受性値 と,抗 感染効果 の関連性を明らかに したが9),

図12 増殖阻止作用
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このたびSMX,TMP合 剤の研究にあた り,必 然的にサ

ルフ ァ剤 のin vitroで の抗菌作用の検討が大 きな規模

でと りあげ られた ことに意義を認め る.な ぜな らば,こ

れ らの基礎的実験 をステップと して,サ ル ファ剤全般の

再評価が可能 と考 えられ るか らであ る。従来の不確実な

方法 でサルフ ァ剤耐性株 と判定 されてい るものの うち,

真 の耐性株 の分布をつかみ,さ らにそれ とin vivoお よ

び臨床効果 との関連性 の裏づけが なされた とき,そ れを

基盤 と して サル ファ剤,TMP合 剤の評価 もよ り明確に

なるであろ う。

ま と め

サル ファ剤 とTMP合 剤のin vitro抗 菌作用 につい

て検討 し,両 剤 の併用に よ り抗菌力の増強をみ とめた。

この現象 は本来 サル ファ剤 に耐性 である菌種を除いて,

サル ファ剤感受性 菌に も耐性菌に もみ とめ られた。

サル ファ剤 の中グ ラム陰性菌に対 して 抗 菌 力 の劣 る

SDMに ついても,TMPと の協力作用がみ とめ られ,

併用 に よつて,SMX, SMMとTMP併 用 の場合 とほ

ぼ同等の抗 菌作用 を示 す ことが確認 され た。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE COMBINATION OF 

SULFONAMIDES AND TRIMETHOPRIM 

SACHIKO GOTO, YASUKO KANEKO, KIMIKO HARADA and SHOGO KUWAHARA 

Department of Microbiology, Toho University, School of Medicine

The presence of an in vitro synergistic effect in the combination of sulfonamides and trimethoprim 

was investigated using two-fold agar plate dilution method recommended by the Japan Society of 
Chemotherapy. Each test material was cultured in MUELLER-HINTON broth overnight, and one loopful of 

an appropriate diluent (100 times dilution for gram-positive bacteria and 1000 times dilution for gram-

negative rods) was inoculated into MUELLER-HINTON agar plate enriched with 7.5% lysed horse blood 
and containing increasing levels of test drugs. 

In both sulfamethoxazole-sensitive and -resistant cultures a definite synergistic effect was observed, 

and in sulfonamide-resistant cultures much lower MIC values of sulfamethoxazole in combination were 

noted as compared with those of the single use of sulfonamide, whereas the decrease in the MIC values 

of trimethoprim in combination was not so significant chiefly due to the high antibacterial activity of
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trimethoprim. The combination was ineffective againstPseudomonas. 

In spite of the relatively low activity of sulfadimethoxine, the combination of this and trimethoprim 

showed nearly the same MIC values as sulfamethoxazole- and sulfamonomethoxine-combination. 

The potentiation of the activity of sulfonamide by trimethoprim was also confirmed in the growth 

curves of Escherichia coli culture with and without either of sulfonamide or trimethoprim and the 

combinations.


