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BRL 25000(Clavulanic acid-Amoxicillin)の 実験的 マウス皮下混合感 染症

に対す る治療効果 お よび マウス盲腸内細菌叢への影響

渡辺 邦友 ・青 木 誠 ・磯野美登利

小林 とよ子 ・川 島 健 ・上野 一恵

岐阜大学医学部附属嫌気性菌実験施設

BRL 25000差in vivoに お け る抗 菌 力 お よび 盲腸 内細 菌叢 へ の影 響 を マ ウス を 用 い て検 討 し,

次 の結 果 を得 た 。

1.β-lactamase産 生 でAmoxicillin,Cefazolinに 耐性 のB.fragilisと β-lactamase非 産 生

でAmoxicillin,Cefazolinに 感受 性 のE.coliに よ る皮 下 混 合 感 染 系 に お い て,BRL25000は

Amoxicillin単 独,Cefazolin単 独 よ り著 明 に優 れ た 治療 効果 を示 した。

2.Amoxicillin 2mg/mouse 1日1回,7日 間経 口投 与 さ れ た マ ウス の 中止 直 後 の 盲 腸 内 に

は,5匹 中5匹(100%)と もC.difficileが 多 数(105個 以 上/g)存 在 した が,BRL 25000を2

mg/mouse経 口投 与 され た マ ウ スの 盲 腸 内 に は5匹 中1匹(20%)に 少 数 のC.difficileが 存在 し

た の み であ った 。

BRL 25000は,β-lactamase阻 害 剤 で あ るClavulanic

acidとAmoxicillin(以 下AMPC)を1:2の 割 合 に配

合 した 合 剤 で,β-lactamase産 生 菌 に よる単 独 あ るい は

混 合感 染症 へ の治 療効 果 が期 待 され て い る。

著 者 らはす で にBRL 25000の 嫌 気 性菌 に 対 す るin

vitro抗 菌 作用 につ い て検 討 し,本 剤 がB.fragilisを

は じめ とす る β-lactamase産 生 菌 に 対 しAMPC単 独

で はみ られ なか った強 力 な抗 菌 作 用 を示 す こ とを報 告 し

た1)。 本報 ではE.coliとB.fragilisを こよ る 実験 的 マ

ウス皮 下 混合 感 染 症 に対 す る 治 療 成 績 とBRL 25000投

与 マ ウス の盲 腸 内 細菌 叢 の変 化,特 にC.difficileの 異

常 増 殖 の有 無 に つ いて 述 べ る。

I.　 実 験 方 法

1.　 BRL 25000の 実 験 的 マ ウス皮下 混 合感 染 症 に 対 す

る治療 効 果

dd-Y系 雄(体 重20～25g)の マ ウスを 用 い,1群

10匹 と して以 下 の 実験 に供 した 。感 染菌 と して β-lacta-

mase非 産 生 のEscherichia coli(No.1)と β-lacta-

mase産 生 の.Bacteroides fragilis(GAI-0544)を 用

い た。 これ らの菌 株 のβ-lactamase産 生 の有 無 は,Pe-

nicillinGを 基 質 とした β-lactam錠(MarioR社)に

よ り検 査 され た 。

E.coliのGAMブ イ ヨ ンで の24時 間嫌 気培 養 菌 の

105個 を マ ウ ス側腹 皮下 に接 種,24時 間後 に同 部 にB.

fragilisのGAMブ イ ヨ ン で の24時 間嫌 気 培 養 菌 の

106個 を再 度 接 種 し て,E.coliとB.fragilisの 混合

感 染 巣 を 作製 した 。

B.fragilis接 種 当 目 よ り,BRL 25000 1.6mg/mouse,

BRL 25000 0.3mg/mouse,AMPC 1.0mg/mouseお よ

びCefazolin(CEZ)4mg/mouseを 朝 夕2回 に分 割8日

間投 与 した 。 投 与方 法 は,CEZの 皮 下 注 射 を 除 き,す

べ て経 口投 与 と した。

経 日的 に 生 残 マ ウス数 を 記 録 し,死 亡 マ ウ スお よび治

療 終 了 マ ウ スは,そ の直 後 屠殺 ・剖 検 し,各 臓 器 お よび

皮 下 感 染 部 位 の細 菌 学 的 検 索 も行 な った 。

な お,使 用 薬剤 の感 染 菌 に 対 す るMICは,106個 接

種 で,E.coliで は,AMPC3.13μg/ml,CEZ 3.13

μg/ml,BRL 25000 6.25μg/mlで あ り,B.fragilis

では,AMPC 50μg/ml,CEZ 100μg/ml,BRL 25000

0.8μg/mlで あ った。

2.　 BRし25000の マ ウ ス盲腸 内細 菌 叢 へ の 影 響

dd-Y系 雄 マ ウ ス(体 重20～25g)を1群5匹 と し

て 以下 の実 験 に 供 した。

BRL 25000 2mg/mouse,AMPC 2mg/mouseを1日

1回7日 間 経 口投 与 し,マ ウス盲 腸 内 のC.difficileの

菌 数 を非 投 与 群(対 照)と 比 較 して測 定 した 。

7日 目に 投 薬 して,24時 間経 過 後 に屠 殺,解 剖 し,

盲腸 内容 物 を 採 取,直 ち に 嫌 気 性 グ ロー ブボ ッ クス

(Forma社)中 に搬 入,定 量培 養 した 。

盲 腸 内 容 物 の希 釈 には,嫌 気性 希 釈 液 を2),c.difficile

の分 離 に は,使 用 前24～48時 間 嫌 気 的 に 保存 し充 分 還

元 され た 変 法CCFA培 地2)を 用 い た 。

II.　 成 績

1.　 BRL 25000の 実 験 的 マ ウ ス皮 下 混 合 感 染 症 に 対
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Fig. 1 Chemotherapeutic effect of BRL 25000,

AMPC and CEZ on experimental mixed

infection with E. coli (ƒÀ- lactamase nega-

tive) and B. fragilis (ƒÀ- lactamase posi-

tive) in mice (n= 10)

す る 治療 効 果

E.coliとB.fragilisを 重 感 染 さ せ た マ ウ スへ の

BRL 25000の 治療 効 果 を,AMPC,CEZそ れ ぞ れ 単 独

の 治 療効 果 と比 較 した。

成 績 はFig.1に 示 した 。 この 実験 条 件 で,非 治 療 群 で

は10匹 中9匹(90%)が 、B.fragilis接 種 後2日 まで

に 死 亡 し,7日 目で の最 終 判 定 で 生 存 率 は10%で あ っ

た 。 死亡 した マ ウ スか らは,菌 接 種 局所 は も ちろ ん の こ

と心血,肺,肝,脾,腎 な ど 全 身 か らE.coliとB.

fragilisが 検 出 され た。 しか しB.fragilisはE.coli

に 比 べ,極 め て 少 数 しか分 離 され な か った。

一 方8日 目まで 生 存 した マ ウ スで は
,菌 接 種 部 位 か ら

少 数 のE.coliと 多数 のB.fragilisが 分 離 され,諸 臓

器 の培 養 では,肝 か ら.B.fragilisが 分離 され た の み で

あ っ た。

一 方 治 療 群 で は
,BRL 25000 1.6mg投 与群,BRL

25000 0.3mg投 与群 で7日 目での 生 存 率 が,そ れ ぞ れ

90%,80%と 高 率 で,AMPC 1mg投 与 群40%,CEZ

4mg投 与 群20%よ りそ れ ぞ れ 著 明 に優 れ た 。 生 存 マ

ウス の細 菌 学 的 検 索 で は,菌 接 種 部 位 お よび各 臓 器 か ら

B.fragilisは 検 出 され なか った 。

2.　 BRL 25000の マ ウ ス盲腸 内細 菌 叢 へ の影 響-

特 にC.difficileの 出現 との 関 係-

AMPCお よびBRL 25000の2mg/mouseを1日1回,

7日 間 経 口投 与 し,8日 目の盲 腸 内 細菌 叢,特 にC.diffi-

cileの 菌 数 を比 較 した 。 成 績 はFig.2に 示 した 。AMPC

投 与 マ ウ スは,5匹 中5匹 と も盲 腸 内 容物1g当 り105

個 以上 のCdifficileを 認 め た が,BRL 25000投 与 マ ウ ス

は,5匹 中1匹 に 内容 物1g当 り1～5個 のC.difficile

を認 め た のみ で,他 の4匹 には 全 く認 め られ な か った 。

Fig 2 Appearance of C. difficile in mice cecum
after BRL 25000 and AMPC administration
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Daily dose : 2mg/ mouse for 7 days

III.　 考 察 と ま とめ

著 者 らは,AMPCとClavulanic acid 2:1(力 価)の 合

剤 で あ るBRL 25000が β-lactamase産 生 のB.fragilis

をは じめ とす る多 くの嫌 気性 菌 に対 しin vitroで 優 れ

た 抗 菌 力 を 示 す こ とを前 報 で報 告 した1)。

β-lactamaseを 産 生 しAMPC,CEZに 耐 性 のB.

fragilisと β-lactamaseを 産 生 し な いAMPC,CEZ

に感 受 性 のE.coliを 用 い て マ ウ ス皮 下 に作 製 した混合

感 染 系 を 用 い て,BRL 25000のin vivoで の 抗菌 力を,

AMPC,CEZそ れ ぞ れ 単 独 と比 較 した。BRL 25000は,

CEZ単 独 に よる治 療 では 全 く無 効 で あ り,AMPC単 独

で もわ ず か に40%の 生残 率 を示 した だ け で あ った この

感 染 系 に 対 し,著 明 な 治療 効 果 を示 した。 この こ とは,

既 に著 者 らが 指摘 して い る よ うに,AMPC,CEZに 感受

性 のE.coli(β-lactamase非 産 生)で あ っ て も,そ れ

が β-lactamaseを 産 生 す るB.fragilisの よ う な 他菌

種 と共 存 して い る よ うな 感 染 巣 に お いて は,AMPC,CEZ

の単 独 投 与 では 治 癒 せ しめ る こ とが で きな い こ とを示 し

て お り,治 療 上,充 分 注 意 しな けれ ば いけ な い だ ろ う3)。

ま た,近 年,化 学 療 法 剤 投 与 と関 連 して生 じるCdi

fficile腸 炎 が 治 療 上 の 問 題 とな って きて い る4～6)。

教室 の 青 木 ら は,マ ウ スに 各 種 化 学 療 法 剤 の2mg/

mouseを1日1回4～7日 間 投 与 し,投 与 終 了 翌 目の盲

腸 内C.difficile菌 数 を 測 定 報 告 して い る7)。 これ に よる

と上 記 条件 で,100%C.difficileが 盲 腸 内19当 り105

個 以 上 に 出現 して く るCefotaxime(CTX)の よ うな薬

剤(以 下CTX型 とい う)と100%C.difficileが み られ

な いCefotetan(CTT)の よ うな 薬 剤(以 下CTT型 と

い う)お よび そ れ らの 中間 型 を 示 す 薬 剤 が あ る こ とが わ

か る。

今 回 の成 績 で は,AMPC単 独投 与 で は,CTX型 を示

しな が ら,AMPCとClavulanic acidの 合 剤 で あ る
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BRL25000投 与 で は,CTT型 を示 す とい う現 象 がみ ら

れ た。

AMPCとClavulanic acidの 合 剤 は,糞 便 中 に存 在

す る多 くの嫌 気 性 菌 に対 しAMPC単 独 よ りも著 しい抗

菌 力 の増 強 が認 め られ て い る こ と,ま た 抗 菌 スベ ク トラ

ムの拡 大 がみ られ る こ とが こ の現 象 を説 明 で き る一つ の

因 子 で あ ろ う。 即 ちBRL25000のC.difficileに 対 す

るMICは0.01μg/mlとAMPCの そ れ よ り32倍 小

さ くな って お り,ま た,腸 管 内優 位 菌 種 で あ るB.fra-

gilis groupに 対 す るMICもAMPCの16倍 以上 小

さい8)。

また,BRL25000中 のAMPCは,Clavulanic acid

の 存在 で,腸 管 内 で も よ り安 定 であ る こ とが容 易 に推 測

され,こ の こ と も この現 象 を 説 明 す る重 要 な 因 子 であ ろ

う。
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IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BRL25000 (CLAVULANIC

ACID- AMOXICILLIN) AGAINST AN ANAEROBIC AND

AEROBIC MIXED INFECTION IN MICE AND THE

INFLUENCE ON CECAL MICROFLORA

KUNITOMO WATANABE, MAKOTO AOKI, MIDORI ISONO

TOYOKO KOBAYASHI, TAKESHI KAWASHIMA and KAZUE UENO,
Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu Univercity School of Medicine

The in vivo antibacterial activity of BRL25000 was investigated against mouse experimental mixed

infection coused by ƒÀ- lactamase producing strain of B. fragilis and ƒÀ- lactamase none producing

strain of E. coli.

The influence of treatment on mouse cecal microflora was studied following treatment with either

2mg/ kg of BRL25000 or amoxicillin for 7 days.

The following results were obtained.

1. BRL25000 produced a more potent therapeutic effect than amoxicillin and cefazolin in the

mouse experimental infection study.

2. Following the administration of amoxicillin, strains of C. clifficile were detected in numbers

in excess of 105 cfu/ g of mouse cecal contents, whereas very small number were isolated following

prophylactic treatment with BRL25000.


