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MinocyclineとDibekacinあ る い はSulbenicillinと の 臨 床 分 離

グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に 対 す るin vitro併 用 効 果 に つ い て

渡辺 彰 ・佐々木昌子 ・大泉耕太郎 ・今野 淳

東北大学抗酸菌病研究所内科

(昭 和54年12月22日 受 付)

臨床 分 離 グラ ム陰 性 桿86菌 株 に対 す るMinocyclineとDibekacinお よびMinocyclineとSul-

benicillinの 併 用 効 果 を寒 天 平 板 希 釈 法 お よび増 殖 曲線 で検 討 した 。

寒 天 平 板 希 釈 法 で はEscherichia coli,Klebsiella Pneumoniae,Enterobacter cloacaeの3

菌 種 で 双方 の 組 合 せ に 明 らか な相 乗 効果 を 認 め た。 この うちMinocyclineとSulbenicillinの 併 用

で は 少数 の株 に 拮 抗 作用 を認 め たが,全 体 と してMinocyclineの 併 用 に よ るSulbenicillinの 抗 菌

力 の増 強 が み られ た 。Serratiaで はMinocyclineとDibekacinの 併用 で 拮抗 作 用 が み られ,

MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で は強 い相 乗 効 果 が み られ た。Pseudomonas aeruginesa

で はDibekacinあ る い はSulbenicillinを 併 用 す る こ とに よ りMinocyclineの 抗 菌 力 の増 強 がみ

られ た。Acinetobacter calcoaceticusで はMinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で 相 乗 効果 を

認 め た。

寒天平板希釈法で相乗効果がみられた菌株は増殖曲線においても相乗効果を示した。寒天平板希

釈法で拮抗作用がみられた菌株は増殖曲線においては拮抗作用の発現は少なく,一 部では逆に軽度

の相乗効果を示した。

は じ め に

β-ラ ク タム系 薬 剤 と ア ミ ノ配 糖 体系 薬 剤 と の 間 に 併

用 効 果 が あ る こ とは よ く知 られ て お り,近 年 グ ラ ム陰 性

桿 菌 を主 な 対象 として 広 域 合 成 ペ ニシ リン あ る いは セ フ

ァ ロス ポ リン と ア ミ ノ配 糖 体系 薬 剤 の併 用 の試 み が 報 告

され て い る1～4)。我 々 も佐 々木 等5～9)が,と くに緑 膿 菌 と肺

炎 桿菌 を主 な対 象 と してSBPC,CBPC,ABPC十MCIPC

(1:1合 剤),CEZとDKB,GM,AMKの 間 のin vitro

併 用 効 果 に つ い て 報 告 し,さ らに難 治 性 呼 吸 器 感 染 症 に

対 す る応 用 に つ い て も報 告 し て き た。 しか し β-ラ ク タ

ム系 薬 剤 と ア ミノ配糖 体系 薬 剤 以外 に つ い ての 併 用 効 果

に関 し ては 報 告 も少 な く未 解 決 の分 野 と い え る。

我 々は,一 連 の 併 用効 果 の研 究 の一 環 と して 上 記 の薬

剤 以 外 に つ い て も併用 効 果 を検 討 す る こ と と し,今 回,

Minocyclineを 選 ん で検 討 し た。 現 時 点 に お け るMino。

cyclineの 第1次 選 択 薬 と して の適 応 は 主 に ブ ドウ糖 非

醗 酵 グ ラ ム陰 性 桿菌 が 対 象 で あ り,大 腸 菌,肺 炎 桿 菌,

エ ソ テ ロパ ク タ ー等 の腸 内細 菌 科 や 緑 膿 菌 に 対 して は む

し ろ第2次 選 択 の 適 応 と考 え られ て い る。 今 回 の 研 究 で

は これ らの腸 内 細菌 科 の菌 種 や 緑 膿 菌,さ らに 一 部 の ブ

ドウ糖 非 醸 酵 グ ラム陰 性 桿 菌 を も 対 象 と した。Mino-

cyclincと の併 用 薬 剤 と して ア ミノ配糖 体 系 か らDibe-

kacin,ま た テ トラ サ イ ク リン系 薬 剤 と は 従 来 拮抗 作用

を示 す とされ て い るぺ ニ シ リン系 か らSulbenicillinを

選 び,Minocyclineと の 間 のin vitro併 用 効 果 につい

て検 討 した ので 報 告 す る。

材 料 と 方 法

1)MIC(寒 天 平 板 希 釈 法)に お よぼ す 影 響

MICの 測定 は 日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 基 ず い て,

checker board dilution methodに よ り100,50,25,

… …,0.78,0.39,0μk/m1(SBPCは1,600μg/mlか

ら)の 範 囲 でMinecyclineとDibekacinお よびMino-

cyclineとSulbenicillinの 全濃 度 段 階 を 互 い に組合せ

た 系 列 を 作成 して寒 天平 板 と し,こ れ に 接 種 した 菌 の発

育 を 観 察 した 。

MIC測 定 の対 象 は 東 北 大 学 抗 酸 菌 病 研 究 所 附 属病院

お よび 仙 台 厚 生 病 院 で分 離 され た 菌 か ら主 に 喀痰 由来 の

次 の 株 を 選 ん だ 。

Escherichia coli 18株

Klebsiella Pneumoniae 28株

Enterobacter cloacae 12株

Serratia marcescens 3株

Serratia liquefaciens 1株

Pseudomonas aeruginosa 15株
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Table 1 Combined action and antagonistic action of Minocycline with Dibekacin or Sulbenicillin

against Serratia  marcescens No. 3 and Enterobacter cloacae No. 3

Serratia marcescens No. 3

Minocycline+Dibekacin
* combined action index=6

Minocycline+Dibekacin
* combined action index = 8

Pseudomonas)7uo7escens 2株

PseudomonasmaLLei 1株

Acinetobacte7caLcoaceticus 6株

これ ら86株 をTrypticaseSoyBroth(BBL)で37

℃20時 間培 養 し,そ の原 液 を ミク ロプ ラ ンタ ー を用 い

て各濃 度段 階 の各 薬 剤 を 組 合 せ たHeartInfusionAgar

(栄 研)上 に接 種 した。 ミク ロ プ ラ ン ター に よ る 接 種 菌

量は原 液 の 約0.005ml,す な わ ち106CFU前 後 とな る。

これ を37。Cで20時 間 培 養 後 に コ ロ ニ ーの 発 育 の 有 熱

Minocycline+Sulbenicillin
* combined action index=17

Enterobacter cloacae No. 3

Minocycline +Sulbenicillin
* combined action index=4

t antagonistic action index=6

に よ り感受性を判定 した。

併用効果 の判定 には,1株 毎に併用 効果指数10)(CAI;

Combinedactionindex,薬 剤 単独 での最小発育阻止濃

度 以下 で両薬剤 を組合せ て発育 を阻止す る組合せ の数,

Table1参 照)を 求め,KLASTERSKY11)の 定義 を応用

してCAI4以 上を相乗効果 とし,CAI3以 下 は単 なる

相加作用 とした。 また拮抗的な作用については併用効果

指数 と同様に拮抗作用指数(AAI;Antagonisticaction

index,少 な くとも一方の薬剤の 最 小 発育阻止濃度お よ
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Fig. 1 Lines of equal effect (isebols) of two
drugs in combination

びそれ以上の濃 度で両薬剤を組合せて発育を許 した組合

せの数,Table 1参 照)を 想定 して これを求 め,同 様に

判定の材料 とした。

さ らに菌種毎に全株における平均ICMの 変化をIso-

bologramに 表 わ して,菌 種別の併用効果 を判定 した。

Isobologramの 作成お よびその意義につ いては次の と

お りである。LOEWE 12)お よびLACEY 13)ら の方法に準

じて,Fig. 1に 示す よ うにA,B2種 の薬剤がある とき

Aの 平均MIC(MICを 全株 につ いて幾何平均 した値)

をBの 各濃度段階において求めて グラフす る。 グラフ上

の各点 は互 いに同等の抗菌活性を示す,と みなされ る。

す なわ ちB薬 剤が種 々の濃度 で与え られた時,菌 の発育

を阻止す るのに要するA薬 剤 の最小の濃 度 が 各 点 で あ

り,互 いに同等の抗菌力を有 しているか らである。 この

よ うに して得 られ た グラフがisobole (line of equal

biological effect)で あ り,isoboleが 直線状に な る時

(Fig.1-(a))AとBの 併用 は単 に相加的 な効 果 を 示 す

に過 ぎないが,isoboleが グラフのゼ ロ点側 に向 って 内

側に曲線 を描 く時(Fig.1-(b))は 相乗的 な効 果 を 示 し

てお り,曲 線の勾配が強いほ ど相乗効果が強い ことを示

す。逆 にisoboleが 外側 に膨 らむ時(Fig.1-(c))は 拮抗

的 な 作 用 を 示 す ことにな り,膨 らみが大 きい(Fig.-1

(d))ほ ど拮抗作用が強い ことを示す。

A薬 剤 とB薬 剤の関係 は相対的 なものであ り,Aの 各

濃度におけ るBの 平均MICも 得 られるので もう1つ の

グラフとして表現 され,同 一の成 績が2元 的に表現 され

ることにな り,し か も併用 に対するA,B両 薬剤 の各 々

の寄与の程度の優劣 を論ず ることが可能 になる。

2)増 殖 曲線 お よび殺菌効果にお よぼす影響

この実験 では1)の 寒天平板希釈法の実験 に使用 した

菌株 か ら,MinocyclineとDibekacinの 併用について

は

Escherichia coli No.14

Klebsiella pneumoniae No.16

Pseudomonas aeruginosa No.13

Acinetobacter calcoaceticus No.4

の計4株 を選 ん で対 象 と し,MinocyclineとSulbeni-

cillinの 併用 につ い て は

Escherichia coli No.18

Klebsiella pneumoniae No.7

Enterobacter cloacaeNo.8

Serratia marcescens No.2

Serratia marcescens No.3

Pseudomonas aeruginosa No.10

の 計6株 を選 ん で対 象 と した 。

これ らの菌 株 をTrypticase Soy Broth (BBL)で37

℃20時 間培 養 し,こ の1白 金 耳 量 をHeart Infusion

Broth(Difco)に 接 種 して 約3時 間 培 養後 の対 数増 殖期

に 各 薬剤 を添 加 した 。 薬 剤 濃 度 は 原 則 と し て 各 薬 剤 の

MIC以 下 の 任 意 の低 濃 度 の単 独 投 与 とそ の 同 時 併 用お

よび コ ン トロール を 選 び,さ らに 各薬 剤 のMIC値 にっ

い て も検 討 した 。 また,1)の 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ る

MICの 測 定 実験 で拮 抗 作 用 を 示 した 範 囲 を任 意 に 選 ん

で検 討 した 。

各 薬 剤 を添 加 した後,37。Cに て 培 養 を続 け,0,1,

2,4,6,24時 間 の 各点 で生 菌 数 を 測 定 して増 殖 曲線 に

お よぼ す薬 剤 の併 用 効 果 を 観 察 した 。

成 績

1)MIC(寒 天 平 板 希 釈 法)に お よ ぼ す影 響

MICに お よぼ す 併用 効 果 の成 績 につ い て は,併 用 効

果 指数 と拮抗 作 用 指 数 をTable 2に 示 し,Isobologram

をFig.2,Fig.3に 示 した 。

①.Escherichia co2ｌi

MinocyclineとDibekacinの 併 用 で は18株 中16株

にCAI4以 上 とい う相 乗 効 果 を 認 め,併 用 効 果 指数 の

平 均 は7.44で あ った 。1株 で 拮抗 作 用 を認 め て い るがそ

の拮 抗 作 用 指 数 は1と 小 さ い 。MinocyclineとSulbeni-

cillinの 併 用 で は18株 中8株 に相 乗 効果 を認 め,5株

で は 相 加 作 用 に と どま っ た。 同時 に7株 で 拮 抗作 用を認

め た 。平 均 併用 効 果 指 数 は9.11で あ り平均 拮抗 作用指

数 は0.78で あ った 。

Isobologramを 検 討 す る と,MinocyclineとDibe-

kacinの 併 用 で はisoboleが 内 側 に 双 曲 線様 の 曲線を描

い て 強 い相 乗 効果 を示 して い る。 と くにDibekacinの

0.39μg/mlか ら1.56μg/mlの 範 囲 の低 濃 度 併用 時 の

Minocyclineの 平 均MICの 低 下 が 大 きい(Fig.2-a)。

MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で も 良好 な相 乗効

果 を 示 す が,Sulbenicillinの0.39μg/mlか ら1.56μg/

mlの 低 濃 度 併 用 時 にMinocyclineの 平 均MICが 上昇

す る拮 抗 的 な 現 象 が み られ た(Fig.3-a)。

(2) Klebsiella pneumoniae



VOL.28 NO.4 CHEMOTHERAPY 597

Table 2 Combined action index  (CAI) and Antagonistic action index (AAI) of combinations
of Minocycline with Dibekacin or Sulbenicillin against gram-negative bacilli

Escherichia coli

Enterobacter cloacae

Klebsiella pneumoniae

Serratia sp.

Pseudomonas aernginosa

Pseudonzonas sp.

(except Ps.aeruginosa)

Acinetobacter calcoaoeticus
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Fig.  2 Isobolograms of activity of combination

of Minocycline with Dibekacin against

gram-negative bacilli

Fig. 3 Isobolograms of activity of combination

of Minocycline with Sulbenicillin against

gram-negative bacilli

MinocyclineとDibekacinの 併 用 で は28株 中22株

に相 乗 効 果 を 認 め,4株 は相 加 作 用,2株 で は 変 化 は な

く,拮 抗 作 用 を 示 す株 は なか った。 平 均 併 用 効 果 指数 は

5.82で あ った 。MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で

は28株 中19株 に相 乗 効果 を認 め たが,7株 は 相 加 作

用 に と ど ま った 。 また7株 に 拮抗 作 用 を 認 めて い る。 平

均 併 用 効 果 指 数 は7.82で あ り,平 均 拮 抗 作 用 指 数 は

0.89で あ った 。

Isobologramで は,MinocyclineとDibekacinの 併

用 で 強 い 相 乗 効果 を認 め,isoboleは 、Escherichia coli

の場 合 よ りも さ らに 内 側 に 位置 し,と くにDibekaclnの

0.39μg/mlか ら0.78μg/mlの 低 濃 度 併 用 時 のMino-

cyclineの 平均MICの 低 下 が 大 きい(Fig.2-a)。Mino-

cyclineとSulbenicillinの 併 用 では,Sulbenicillinの

0.39μg/mlか ら1.56μg/mlの 低 濃 度 併 用 時 に 拮 抗 的

な現 象 が み られ た(Fig.3-a)。 逆 にMinocyclineの0.39

μg/mlか ら3.3μg/mlの 低 濃 度 併 用 時 にSulbenicillin

の平 均MICの 著 明な 低 下 が み られ た(Fig.3-b)。

③ Enterobacter cloacae

MinocyclineとDibekacinの 併 用 で は12株 中11株 に

相 乗 効果 を 認 め,残 りの1株 ではCAI1の 相 加 作用 と

AAI19の 強 い 拮 抗 作用 を 同時 に認 め た。 平 均 併 用効果

指 数 は6.83,平 均 拮 抗 作 用 指 数 は1.58で あ っ た。

MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で は12株 中10株

に相 乗効 果 を認 め,同 時 に4株 に 拮 抗 作用 を認 め た。平

均 併用 効 果 指 数 は10.17,平 均 拮 抗 作用 指 数 は1.0で あ

った。

Isobologramで は,MinocyclineとDibekacinの 併

用 で強 い相 乗 効 果 を 認 め,と くにDibekacinの0.39μg/

mlか ら0.78μg/mlの 低 濃 度 併 用 時 にMinocyclineの

平 均MICが 著 明 に低 下 し(Fig.2-a),Escherichia coli

の場 合 よ りも大 きい 低 下 を示 した。 逆 にMinocyclineを

低 濃 度 か ら併 用 して い った 時 のDibekacinの 平均MIC

は 余 り低 下 せ ず,Minocyclineの0.39μg/mlか ら0.78

μg/mlの 範 囲 で 拮 抗 的 な 現 象 が み ら れ た(Fig.2-b)。

MinocyclineとSulbenicillinの 併用 で は 良好 な相 乗効

果 を認 め た(Fig.3-a,b)。

④ Serratia属

4株 につ いて だ け の 成 績 で あ る。Miaocyclineと

Dibekacinの 併 用 で は4株 中2株 に 相 乗効 果 を 認 め,1

株 に 拮抗 作 用 を 認 め た 。 平均 併 用 効果 指 数 は5.0で あ っ

た。MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 では4株 とも

著 明 な相 乗 効 果 を 認 め,拮 抗 作 用 を 示 し た 株 は な か っ

た。 平 均 併 用 効 果 指 数 は17.5で あ り,各 菌 種 の 中では

最 も よい成 績 で あ った 。

Isobologramで はMinocyclineとDibekacinの 併用

で直 線 的 な い しは 一部 に 拮 抗 的 な 動 きがみ られ た(Fig.

2-a,b)。MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で は著明

な相 乗 効 果 が み られ た(Fig.3-a,b)。

⑤ Pseudomonas aeruginosa

MinocyclineとDibekacinの 併 用 で は15株 中11株 に

相 乗 効 果を 認 め,3株 で 相 加 作用 を認 めた 。1株 に拮抗

作用 を 認 め て い る 。平 均 併 用 効 果 指 数 は8.27で あ った。

MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 で は15株 中14株

に相 乗 効果 を認 め,う ち3株 に 同 時 に 拮 抗 作 用 を 認 め

た。 平 均 併用 効 果 指 数 は11.0で あ った。

Isobologramで は,双 方 の 併 用 で と もに 著 明 な相乗効

果 を 認 め た が,と くにDibekacinの0.39μg/mlか ら

1.56μg/mlの 低 濃 度 の 併 用(Fig.2-a)お よびSulbeni-

cillinの0。39μg/mlか ら50μg/mlの 低 濃 度 の 併 用

(Fig.3-a)でMinocyclineの 平均MICの 低 下 が大 き

い 。逆 にMinocyclineを 低 濃 度 か ら併 用 して い った場 合

はDibekacinの 平 均MICの 低 下 は少 な く(Fig.2-b),
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Sulbenicillinの 場 合 も軽 度 の低 下 に と どま った(Fig.3

-b)。

⑥ 緑 膿菌 以外 のPseudomonas属

3株 だ け で あ る が,双 方 の併 用 で とも に相 乗 効 果 を示

してい る。

⑦Acinetobacter calcoaceticus

6株 だけ で あ る が,CAI4以 上 の 相 乗 効 果 を 示 した の

はMinocyclineとDibekacinの 併 用 で は2株,Mino-

cyclineとSulbenicillinの 併 用 で は4株 で あ り,平 均

併用効果 指 数 は 各 々4.5,8.0で あ った 。

Isobologramで は いず れ の併 用 にお い て も相 乗 効 果 を

示 してい るが,と くにMinocyclineの0,39μg/mlか

ら1.56μg/mlの 低 濃 度 併 用 時 のDibekacinお よび

Sulbenicillinの 平 均MICの 低 下 が大 き い(Fig.2-bお

よびFig.3-b)。

2)増 殖曲線および殺菌効果におよぼす影響

①MinocyclineとDibekacinの 併 用

MinocyclineとDibekacinの 併 用 が増 殖 曲 線 に 与 え る

影 響につ いて はFig.4に そ の成 績 を 示 した 。 使 用 し た

菌 株は いず れ も寒 天 平 板 希 釈 法 に よ るMICの 測 定 で

MinocyclineとDibekacinの 著 明 な相 乗 効 果 を 認 め た株

であ る。

Fig.4-(a)に 示 す よ うにEscherichia coli No.14で

Fig. 4 Killing curve of Minocycline combined wtth

Dibekacin against gram-negative bacilli

はMinocycline 1/8MICとDibekacin 1/4MICの 各

各 単 独 投 与(Fig.4-(a)の ②,③)で は 一 時 増 殖 が 抑 制

され る もの の,2時 間後 か ら再 増 殖 が み られ,24時 間 後

に は 各 々4.1×107/ml,1.5×108/mlと な る。 とこ ろが

これ らを 同 時 に 併 用 投 与 す る(Fig.4-(a)の ④)と 著

明 な 殺 菌 効 果 を 示 し,1時 間 以 降24時 間 ま で生 菌 数 は

全 て0で あ った 。

Fig.4-(b)のKlebsiella pneumoniae No.16で は

薬 剤 投 与 時 に 菌 量 が す で に108/mlま で達 して い た が,

Minocycline 1/16 MICとDibekacin 1/4MICの 併 用

(Fig.4-(b)の ④)で は そ の 各 々 の 単 独 投 与(Fig.-4

(b)の ②,③)よ りも強 い増 殖 抑 制 効 果 がみ られ た。

Fig.4-(c)のPseudomonas aeruginosa No.13は

MICがMinocycline 100μg/ml,Dibekacin 12.5μg/

mlを 示 す感 受性 の近 い菌 で あ るが,Minocycline 3.13

μg/ml(1/32MIC)とDibekacin 1.56μg/ml(1/8MIC)

の 併 用(Fig.4-(c)の ④)で2時 間 以 降 の 生菌 数 は0

とな った 。 この 時 各 々 の 単 独 投与(Fig.4-(c)の ②,

③)で は106～107/ml台 へ 再 増 殖 した 。

Fig.4-(d)のAcinetobacter calcoaceticus No.4も

感 受 性 の低 い 菌 で あ る。Minocycline 1/4 MICとDibe-

kacin 1/8MICの 併 用(Fig.4-(d)の ④)で は24時

間後 生 菌 数 が6.6×106/mlま で抑 制 され,こ の時 各 々 の

単独 投 与(Fig.4-(d)の ②,③)は108/ml台 へ再 増 殖

して い る 。 グ ラ フに は示 さ な か っ た が 各 々の1MIC投

与 で は106/ml台 へ再 増 殖 して お り,こ れ とほぼ 同等 の

効 果 を 示 した 。

②MinocyclineとSulbenicillinの 併 用

MinocyclineとSulbenicillinの 併 用 が増 殖 曲 線 に 与

え る影 響 につ い て はFig5,Fig6に そ の成 績 を 示 した 。

こ の併 用 実 験 で は 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ るMICの 測 定 で

Table2に 示 した よ うに 拮 抗 作 用 を 示 す 株 が 多 く み ら

れ た の で拮 抗 作 用 を 示 し た株(Escherichia coli No.

18,Klebsiella pneumoniae No.7, Enterobacter cloa-

cae No.8)と 相 乗 効 果 を示 した株(Serratia marcescens

No.2,同No.3,Pseudomonas aeruginosa No.10)

を 選 び,そ の 各 々の成 績 をFig.5とFig6に 示 した 。

Fig.5-(a)のEscherichia coli No.8はSulbeni-

cillinのMICが6.25μg/mlと い う良い 感 受 性 を 示 す

が,Sulbenicillinの 濃 度 を6.25μg/mlに 固 定 してお

い て これ にMinocycliae 0.39μg/mlを 加 え る と わ ず

か に菌の 増 殖 が強 くみ られ る よ うに な る(Fig.5-(a)の

③)。 つ ま り拮抗 的 な動 き を示 して い る。Minocycline

の濃 度 を3.13μg/ml以 上 とす る と拮 抗 的 な 作 用 は み ら

れず 順 調 な増 殖 抑 制 が み られ る よ うに な る(Fig.5-(a)

の ④,⑤,⑥)。
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Fig. 5 Killing curve of Minocycline combined with

Sulbenicillin against gram-negative bacilli

Fig. 6 Killing curve of Minocycline combined with

Sulbenicillin against gram-negative bacilli

F培5-(b)のEnterobaoter cloaoae No.8は 寒 天平

板 希 釈 法 で はSulbenicillinの 低 濃 度 で 拮 抗 作用,高 濃

度 で 相 乗 効果 を示 した。Minocyclineを1MICに 固定

してSulbenicillinを 低 濃 度 か ら加 え て い く と0.78μg/

ml投 与 ぐFig.5-(b)の ③)と1.56μg/ml投 与(Fig

5-(b)の ④)の 間 に だ け生 菌 数 の逆 転 が み られ るが,

そ の 差 は小 さ い。

Fig.5-(c)のKlebsiella pneumoniae No.7は 寒天

平 板 希 釈法 で は 「島」 状 の拮 抗 作 用 の 分 布 が み られ るな

どMinocyclineとSulbenici11inの 各 々の低 濃 度 で互

い に 相 手 の抗 菌 力 を 低 下 させ る よ うな 拮 抗 作用 が み られ

た が,増 殖 曲線 で はMinocyclineを25μg/mlに 固定

して お い てSulbenicillinを 低 濃 度 か ら加 え てい った時

に0μg/mlと0.78μg/mlち 間 に 生 菌数 の逆 転が み ら

れ る(Fig.5-(c)の ④,⑤)。 逆 にSulbenicillinを25

μg/mlに 固 定 して お い てMinocyclineを 低 濃 度 か ら加

え て い った 時 には 逆 転 現 象 は み られ ず,dose-response

的 な増 殖 抑 劉 効 果 を 示 した(Fig.5-(c)の ③,⑦,⑥)。

Fig.6-(a)のPseudomonas aeruginosa No.10は

寒 天平 板 希 釈 法 で は 著 明 な 相 乗 効果 が み られ た が,増 殖

曲線 に お いて もMinocycline 1/8MICとSulbenicillin

1/64MICの 併 用(Fig.6-(a)の ④)で は各 々の単独

投与(Fig.6-(a)の ②,③)は もち ろ ん,各 々 の1MIC

単独 投 与(Fig.6-(a)の ⑤,⑥)よ りも強 い増殖 抑制 効

果 が み られ た 。

Fig.6-(b)のSerratia marcescens No.2はMIC

がMinocycline 100μg/ml,Sulbenicillin 200μg/ml

を示 す 感 受 性 の 低 い 菌 で あ る が,Minocycline 6.25μg/

ml(1/16MIC)とSulbenicillin 25μg/ml(1/8MIC)

の併 用(Fig.6-(b)の ④)で は 各 々の単 独 投 与(Fig.6

-(b)の ② ,③)よ りも強 い 増 殖 抑 制 がみ られ た。

Fig.6-(c)のSerratia marcescens No.3で は薬剤

投 与 時 に菌 量 がす で に108/mlを 越 えて い た が,Mino-

cycline 1/4MICとSulbenicillin 1/16MICの 併 用

(Fig.6-(c)の ④)で は 各 々 の 単 独 投与(Fig.6-(c)

の ③,②)よ りも強 い増 殖 抑 制 が み られ た。

考 察

抗 生物質 の進展 と起炎菌の変化は常に表裏一体の関係

にあ り,1960年 代前半 までは グラム陽性菌 が優位であっ

た ものが1960年 代 後 半 か ら はEscherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa

な どの グラム陰性桿菌感染症が増加 し,1970年 代に入る

と グラム陰性桿菌 の中で も強い β-lactamateを 産生す

るEntembacter sp., Proteus sp., Serratia sp.に よ

る感染症が増加 し,さ らに最近では緑膿菌 以外のPseu-

domonas sp.,Acinetobacter sp.な どの ブ ドウ糖非酸

酵 グラム陰性桿菌 に よる感染症の増加がみ られ るように

なった。 これ らの菌種は通常,重 篤な基礎 疾患を有する

患者に併発 した感染症 の起炎菌 として分離 され ることが

多 く,基 礎疾患 の性格 と相 まって感染に よる全身状態の
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悪化を惹起 し,ひ いては死亡に至 ることが多い。私共の

成績14)でも,肺 癌症例での死亡は肺癌 自体の増悪 もさる

ことながら感染の増悪に よる ものがかな り多い ことが示

されている。すなわちStage III,IVを 中心 とする肺 癌

患者で感染を併発 した場合,感 染に対 す る化学療法が奏

効 しない時は感染症発症か ら3週 間で約 半数が死亡す る

が,化 学療法が奏効 した場合には次に癌化学療法,放 射

線照射等の導入が可能 とな るので50%生 存期間は3ヵ

月にまで延長す る。 もちろん感染非合併例では さらに長

期の生存を期待で きる。

このような種 々の グラム陰性桿菌 に よる難治性感染症

に対 して,従来我 々も併用 の試みを基礎的,臨 床的に検討

してきた5～9)。す なわ ちそ の基本 はア ミノ配糖体 系 と広

域合成ペ ニシ リン系 あるいは セファロスポ リン系の組合

せであ り,肺 炎桿菌や大腸菌,緑 膿菌 に対 して著 明な併

用効果が得 られ る ことが知 られ た。 しか し これ らの 抗

生物質以外における併用効果 の検討 は 少 な く,例 え ば

Polymyxin BとCarbenicillin1),Trimethoprimと

Amikacin15)の 報告な どを散見す るだけで,と くに テ ト

ラサイ クリン系やマ クロライ ド系に関す る併用 の報告 は

少ない。

従来の併用の試 みは先に挙 げた とお りア ミノ配糖体系

と広域合成ペ ニシ リン系あるいはセ ファロスポ リン系の

組合せが主であ り,現 時点では これが併用療法の第1次

選択である。 しか し臨床的には これ らの薬剤の一方あ る

いは双方が副作用その他の条件で投与で きない場合 も多

い。 これ らの薬剤以外についての組合せ,あ るいは従来

の薬剤 との組合せを検討 して,併 用療法におけ る第2次

選択の可能性を探 る新た な試みが為 され なければ ならな

い,と 考える。

今回我 々の実験 したMinocyclineは1967年,MAR-

TELLお よびBOOTHEら16)に よりDemethylchlortetra-

cycline(DMCTC)か ら合成 された最 も新 しい テ トラサ

イクリン系抗生物質であ り,当 初はTC耐 性 ブ ドウ球菌

に対 してin vitro, in vivo,さ らに臨床例 におい て 優

れた効果を示す ことが知 られて いた。最 近 で は 多 くの

ブ ドウ糖非醸酵 グラム陰性桿菌 に対す る抗菌力 が現用 の

抗生物質中では最 も優れ ているこ とが知 られ,現 時点 で

は本剤の第1次 選択薬 としての適応 は これ らの菌 に よる

感染症であ り,通 常 の グラム陰性桿菌 感染症 に対 しては

第2次 選択薬 としての適応 に とどま っている。

今回我 々は,併 用療法 における新 た な 展 開 と して,

Minocyclineの グラム陰性 桿菌 感染症に対 する併用療 法

に占める意義お よび役 割を基礎的方面か ら検討 した。成

績はchecker board dilution methodを 用い て 併用効

果指数 と拮抗作用指数を求 め,さ らにIsobologramに 表

わ して 検 討 した 。 なお 併 用 効 果 の成 績 につ いて はELION

ら17)の よ うにFIC index (fractional inhibitory con-

centrations index)お よ びFBC index (fractional

bactericidal concentrations index)を 求 め る方 法 が あ

るが,こ うい う方 法 では 得 られ た 成 績 を 臨 床 に お け る併

用 療 法 へ 直 接 反 映 させ る こ とが で きず,学 問 的 興 味 に と

ど ま って い る。 臨 床 的 な応 用 を 意 図 した 場 合 に はIso-

bologramが 優 れ て い る と思 わ れ る。

我 々 の臨 床 分 離Escherichia coliに 対 す るMino-

cyclineの 平 均MICは16.4μg/mlで あ る が,Dibe-

kacin 0.39μg/mlの 併 用 でMinocyclineの 平 均MIC

は6.75gμ/mlに,ま た0.78μg/mlの 併 用 で2.58μg/

mlに ま で低 下 して お り,臨 床 効 果 の増 強 が 期 待 で き る

と思 わ れ れ る。Sulbenicillinの0.39μg/mlら か1.56

μg/mlの 範 囲 の低 濃 度 併 用 で はMinocyclineの 平 均

MICが 逆 に上 昇 す る拮 抗 的 な動 きが み られ る が,12.5

μg/ml以 上 の併 用 で はMinocyclineの 平 均MICが4

μg/ml以 下 とな る。

Escherichia coliは 現 在Sulbenicillinに 対 してか な

り耐 性 を 獲 得 して お り,今 回 の 実 験 で も平均MICは294

μg/mlで あ り臨床 的 に 単独 投 与 で効 果 を期 待 す る こ と

は 難 しい 。 と ころ がMinocycline 1.56μg/mlの 併 用 で

Sulbenicillinの 平 均MICは126μg/mlに,ま た3.13

μg/mlの 併 用 で は29.3μg/mlと ほ ぼ1/10に ま で低

下 して お り,併 用 に よ る効 果 を 期 待 で きる 。

Klebsiella pneumoniaeに お い て も同様 の 相 乗 効 果

が 示 され た が,と くに 平 均MICが656μg/mlのSulbeni-

cillinがMinocyclineの 低 濃 度 併 用 に よ りそ の 平 均MIC

の 著 明 な低 下 を 示 した 。 す なわ ちMinocycline 1.56μg/

mlの 併 用 でSulbenicillinの 平 均MICが128.4μg/

ml,3.13μg/mlの 併 用 で15.3μg/ml,6.25μg/mlの

併 用 で1.51μg/mlと い う著 明 な改 善 を 示 し,臨 床 的 な

効 果 を強 く期 待 で き る。

Enterobacter cloacaの こお い て も前2者 と 同 様 の 相

乗 効果 が 得 られ た。

以 上 の3菌 種 に つ い て は 今 回 の組 合 せ が 臨床 に お い て

も充 分 に 有 用 性 を 期 待 で きる,と 考 え る。

Serratiaの 場合 は4株 だ け の成 績 で あ るが,前 記 の

3菌 種 とは異 な りMinocyclineとDibekacinの 併 用 で

は 拮抗 作 用 が,ま たMinocyclineとSulbenicillinの

併 用 では 逆 に強 い 相 乗 効 果 が み られ た 。

我 々18)は 本 菌 が 肺 癌 等 の重 篤 な疾 患 に お い て 気 管 支 肺

胞 系 に お け るopportunistic infectionを ひ きお こ し,

しか もterminal infectionと して高 い死 亡 率 を 有 す る

こ とを報 告 し,さ らにDibekacin,Gentamicin,Amikacin

とSulbenicillin,Carbenicillinと の 間 に強 い相 乗 効 果
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が あることを基礎的7),臨 床的7,18)に報告 して きた。 今

回のMinocyclineとSulbenicillinの 併用についても充

分 な臨床効果が期待 できる と思われ る。

Pseudomonas aeruginosaに 対 するMinocycline単

独 の抗菌力は臨床的には余 り期待 できな い レ ヴ ェル だ

が,Dibekacinあ るいはSulbenicillinを 併用する こと

に よりそ の平均MICの 著 明な低下が得 られた。だが逆

にMinocyclineを 低濃度か ら併 用 してい って もこれ ら

2剤 のMICの 低下 はそれぞれ小 さく,緑 膿菌に対 する

併用 におけ るMinocyclineの 寄与する部分が 小 さい こ

とを示 して いる。本菌に対 しては従来か ら報告 されてい

る ようにア ミノ配糖体系 とSulbenicillin,Carbenicillin

の併用 が優れてい るが,今 回の組合せに もこれに次 ぐ併

用 の効果 を期待で きると思われ る。

Pseudomonas fluorescensやPseudomonas mallei

は被験株数が少数であるが,や は り相乗効果を示 してお

り今後株数を増や して検討 してみ る価値がある。

Acinetobacter calcoaceticusの 場合はMinocycline

単独で も充分 な抗菌力が期 待で きるが,と くにSulbeni-

cillinの25μg/ml以 上を併用 し た場 合にMinocycl-

ineの 平均MICが1/4以 下 に低下 してお り,さ らに強

い抗菌力が得 られ ると思われ る。

増殖 曲線にお よぼす影 響を検討 した結果 では,Mino-

cyclineとDibekacinの 併用 では寒天平板 希釈法 に よる

MICの 実験でみ られ た相乗効果が増殖 曲線 で も再現 さ

れ た。 しか も併用に よって強 い殺菌効果 が 得 られ て お

り,併 用 の有用性が示唆され た。

MinocyclineとSulbenicillinの 併用では,寒 天平板

希釈法において互いに相手 の抗菌力を低下 させる現 象が

Serratiaを 除 く腸 内細菌科の菌種の一部 に お い てみ ら

れ た。 しか し増殖曲線には寒天平板希釈法の成績 はその

ままには再現 されず,拮 抗的な動 きは少 な くな っ て い

る。

寒天平板希釈法 と増殖 曲線 の 成 績 の 解 離 はEICK-

HOFF1)がCarbenicillinとGentamicinあ るいはPoly-

myxin Bと の問に もみ られた ことを報告 してお り,ま

た諸家の併用に関する報告 も主 に寒天平板 希釈法に基 く

もの,主 に増殖曲線に基 くもの,と 種 々であるが,若 干

の解離は常に見 られる ようである。 これ に対 しWEIN-

STEINら19)が これ らの間で良 く相関 した成績 を報告 して

い る。

したが って菌量 と薬剤濃度の関係な どに考 慮を加 えて

一定の相関 した成績 が得 られ る ような,よ り標準的な実

験 方法が必要であろ う。

今回の実験 では,併 用 におけ る抗菌作用の機序につ い

ては全 く触 れなか ったが,今 後の検討課題 としたい。併

用 におけ る抗菌作用の機 序に関 してはほ とん どが未解明

といって よ く,わ ずかにST合 剤 の場合 な どで解明され

て いるだけである。

従来,殺 菌性抗生物質 と静菌性 抗生物質 との併用に対

しては否定的な意見が多いが,元 来殺菌的作用 と静菌的

作用の間には明確な区分 があるわ けではな く,事 実今回

検討 したMinocyclineは 静菌的作用 と共 にかな り殺菌

的 な作用を有する,と い う報 告20)がある。今回の実験で

もMinocyclineとDibekacinの 間には殺菌効果 の増強

がみ られ,MinocyclineとSulbenicillinの 間にも一部

に拮抗作用がみ られた ものの,全 体 としては良好 な抗菌

力の増強がみ られた。再考 すべき問題 であると考 える。

以上,併 用i療法における新 たな展開 としてMinocyc-

lineとDibekacinあ るいはSulbenicillinと の併用効

果を検討 した。併用療法 におけ るいわば第2次 選択 とし

て,本 剤 とア ミノ配糖体系 あるいは広域合成 ペ ニシリン

系 との併用 が有用性 を期待 できることが示唆 された。ま

た菌種に よって今回の組合せが併用療法の第1次 選択 と

して充分に期待 できる,と 考え られ る。すなわち腸内細

菌科の うちEscherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Enterobacter cloaoaeで はMinocyclineとDibekacin

の併用が優れ,MinocyclineとSulbenicillinの 併用も

これに劣 らなか った。Serratiaで はMinocyclineと

Sulbenicillinの 併用が優れていた。

今後,臨 床例 における経験を集積かつ分析 してその有

用性を検討 すべきであろ う。

(本論文の要旨は第27回 日本化学療法学会総会で発表

した。)
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In Vitro Combined Action of Minocycline with Dibekacin

or with Sulbenicillin against Clinical

Isolates of Gram-negative Bacilli

AKIRA WATANABE, MASAKO SASAKI, KOTARO OIZUMI

and KIYOSHI KONNO

The Research Institute for Tuberculosis and Cancer, Tohoku University

In vitro combined action of Minocycline with Dibekacin or with Sulbenicillin against 86 clinical

isolates of Gram-negative bacilli was examined by checkerboard technique and by analysis of the

effects on the growth curves.

The combinations of Minocycline with Dibekacin and Minocycline with Sulbenicillin, showed an

apparent synergistic antimicrobial action against patient strains of Escherichia coli, Klebsiella pneu-

moniae and Enterobacter cloacae.

Generally, an increase in antimicrobial activity of Sulbenicillin was observed when it was combined

with Minocycline, although on rare occasion a slightly antagonistic effect was seen in small number

of strains tested.

The combination of Minocycline with Dibekacin was shown to be antagonistic against patient strains

of Serratia species, while the combination of Minocycline with Sulbenicillin showed a marked syner-

gistic activity against these strains.
Anti-pseudomonas activity of Minocycline became intensified when it was combined with either of

the two agents, Dibekacin or Sulbenicillin.

The combination of Minocycline and Sulbenicillin revealed to be synergistic against patients strains

of Acinetobacter calcoaceticus among glucose-nonfermentative gram-negative bacilli.

As a rule, in the strains, against which the combination was shown to be synergistic by checker-

board technique, the synergistic effect was similarly observed on the growth in liquid medium.

In contrast, in the strains in which an antagonistic action was demonstrated by the checkerboard.

technique, an antagonistic effect on the growth curves was rarely shown, and even a slightly syner-

gistic action was observed in a portion of the strains.


