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嫌気性菌に対す るmetronidazoleのin vivo抗 菌作用

―E.eoliとB ・fragitisの 実 験 的 混 合 感 染 に お け るmetronidazoleと 他 剤 の併 用 ―

宮崎修一 ・向山和代 ・金子康子 ・五島瑳智子

東邦大学医学部微生物学教室

(昭和59年5月4日 受付)

Escheftcina coliとBacteroides fragilisの 混 合 感 染 マ ウス に 対 しmetronidazoleはcefazelin
,

eefoperazoneま た はhtamoxefと の 併用 投 与 で,著 明 な 相 梁 効 果が 認 め られ た 。 この併 用 効 果 は ,

E.celiとclindamycin耐 性 のB.fragilisに よる混 合 感 染 系 に お い て も認 め られ た 。

B.fragilisとE.celiの 実 験 的 混 合 感 染 マ ウス に対 す るmetronidazeleとcefazotinの 併 用 効 果

は,2剤 の 同時 投 与 が 最 も有 効 で あ った 。感 染1時 間 後 にmetronidazoleを 投与 し,cafazolinの

投 与を 遅 らせ るほ ど治 療 効 果 は 著 し く低下 した 。 またcefazolinを 投 与 後,metronidazoleの 投 与

まで の間 隔 をあ け る と,同 様 に 治 療 効 果 が 顕 著 に 低 下 した 。 これ らの 混 合感 染に お け る血 中細 菌 の

検 索か ら,マ ウ スの 死 亡 はE.coliの 増 殖 に よる こ とが 判 明 した 。

嫌気性菌 の混 合 感 染例 で最 も多 く検 出 さ れ る の は,

Bacteroides fragilisとEscherichia coliで あ る1～4)。

多 くのB.fragilisは β-lactamase(主 と してCepha.

losporinase)を 産 生 し,各 種Cephalosperin系 抗 生 物

質 を不活 化す る5～T)。

著者 らは,既 にmetrenidazoleがB.fragilis,Clos-

triditim diffiileな ど各種 嫌 気性 菌 に 対 しinvitroに

おいて強 い抗菌 力 を 示 す こ とを報 告 したe)。

本報で はB.fragilisとEcoliに よ る実 験 的 混 合 感

染マ ウスに 対 し,B.fragilisに 抗 菌 力 が あ るがEcoli

には抗菌作 用 の ないmetrenidazoleと,反 対 にE.coli

には抗菌 力 を示 す がB.fragilisに は 抗 菌 作 用 の 弱 い セ

フェム系 薬剤 お よびgentamicinと を 併 用 し,そ の治 療

効果を検 討 した の でそ の 成 績 を報 告 す る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用 菌株

E.coliC-11株,B.fragilisGM7004株 とclindamycin

耐性の臨 床分 離TMS151株 を用 い た。

2.使 用 薬 剤

Metronidazole(1,000μg/mg,日 本 ロー デ ィア)

Cefazolin(964μg/mg,藤 沢 薬 品)

Cefoperazone(933μg/mg,台 糖 プ アイザ ー)

Cefmetazole(953μg/mg,三 共)

Latamoxef(912μg/mg,塩 野 義 製 薬)

Gentamicin(565μ9/mg,塩 野 義製 薬)

Clindamycin(864μg/mg,日 本 ア ッ プ ジ ョン)

以上7薬 剤 を用 い た 。

3.マ ウス血 清中 の 薬 剤 濃 度

Metronidazoleを0.5mg/mouse経 口投 与 し,30分,

1,2,4,8時 間 後1群8匹 の マ ウスの 心 臓 か らそ れ ぞれ

0.5mlの 血 液 を 採 り,群 ご との プ ール 血 清 を 得た 。

cefazolin,cefmetazole,cefoperazone,latamexefお よび

gentamicinを そ れ ぞれ 皮 下 投 与 し,5分,15分,30

分,1時 間,2時 間 後metronidazoleの 場 合 と同 じ方 法

で血 清 を 得 た 。 血 清 中 の 各 薬剤 濃 度 は,デ ィス ク法 で測

定 した 。metronidazoleの 濃 度 測 定用 培 地 と してGAM

寒 天(日 水),検 定菌 としてClostridiumsporogenesを 用

い た 。cefazolinとcefmetazoleの 場 合 は,Heartinfu-

sionbroth(栄 研);2.5%,寒 天(Difco);1.2%か ら成

る培 地 とBacillus subtilisATCC6633を 用 い,cefopera-

zoneの 場合 は,ポ リペ プ トン(大 五 栄 養);0.6%,肉 エ

キ ス(極 東);0.15%,酵 母エ キ ス(Difco);0.3%,ブ

ドウ糖(和 光純 薬);0.1%,寒 天;1.2%か ら成 る培 地

とMicrococcusluteusATCC9341を 用 い,latamoxefに

は ト リプ トソイ ブ イ ョ ン(栄 研);3.0%,寒 天;1.2%

か ら成 る 培 地 とE.coli7437を 用 い,gentamicinで は

ペ ブ トン(Difco);0 .6%,酵 母 エ キ ス;0.3%,肉 エ キ

ス;0.15%,ブ ドウ糖;0.1%,寒 天;1.5%か ら成 る培

地 にStaphylococcus epidermidisATCC12228を 用 い

た 。

4項 で記述するE.coliとB.fragilis混 合感染マウス

にcefazolin単 剤およびmetronidazoleと の併用投与後

の血清中cefazolin濃 度を前述のとおりに測定した。ま

た単剤または併用投与群の 薬剤投与後2時 間目の血清
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を,そ れ ぞれ37℃ に 放 置 し,血 清 中 のcefazlinの 安 定

性 を 経 時 的 に 測 定 した 。

4.EcoliとB.fragilis混 合 感 染r・ ウスに 対 す るme-

tronidazoleと 他 剤 の併 用 療 法

EcoJiC-11約2MLD(MLD33xlo8CFU/mou5e,

LD50;3.8x107CFU/mouse)と βfragilis GM7004約

10分 の1MLD(MLDl5×109,LD5013x10・)を 同時

に マ ウス 腹腔 内感 染 させ,1群 は1時 闇後 にcef`zolin

を 投 与 し,metronida201eは さ らに1,2,4お よび6時

間 遅 れ て 投与 す る。 一 方 は逆 にmetronid昭01eを 先 に 投

与 し,cefazolinを 遅 らせ て 投 与 した 。両 群 の 治療 効 果 と

マ ウス血 中 菌 数 の推 移 を 観 察 した 。 またmetronid麗010

また はclindamycinと 他 剤 の 投 与 比 は132と し,同 時

投 与 に おけ るED50はVanderWaerden法 に よ り算 出

した 。観 察 期 間 は5日 間 と した 。

5.複 数 菌 感 染 マ ウスの 血 中菌 数 の 測 定

複 数菌 感 染 マ ウス の 心血 中 の 生菌 数 は,心 血0.2mE

をGAMブ イ ヨンで 順 次10倍 希釈 し,E`oliに は ドリ

ガル ス キ ー 改 良培 地 平 板,13f・a8ilisに は 且`oliの 増 殖

を 阻 止 す る た めcefazolin25μg/mlを 加 えたGAM寒 天

平 板 を 用 いた 。

II.実 験 成 績

1.Metronidazole投 与後 の マ ウス血 清 中濃 度 推 移

Metronidazoleお よび他 の5薬 剤 を0.5mg/mouse投

与 後,マ ウス血 清 中 の 各 薬剤 の 濃 度 推 移 をFig.1に 示

した 。

Metronidazole経 ロ投 与 後 の 血 清 中 ピー ク値 は 投 与

30分 後 の41μg/mlで あ り,こ の 値 はcefazolin,1ata・

m。xefの ピー ク値 の3分 の2,cefmetazo!e,gentamicin

とほ ぼ 同等,cefoperazoneの 約2倍 で あ った 。metroni-

dazoleは 他 の5剤 に 比 ぺ血 清 中 で の持 続 性 が 長 く,薬 剤

投 与8時 間 後 で も2.3μ9/mの 血 清 中 漁 度 が 検幽 され

た 。

2,Metroni血zoloと 他 剤 の併 用 効 果

E.coli C-11とB.fragilis GM7004(clindamycln慮

受 性)の 混 合 感 染 マ ウスにmetronidozdeを 経 口 授亭

し,同 時 に 他 剤 を 皮下 投 与 した 場 合 の 治療 効 果 をT8比

1に 示 した 。

Metronid8zo且eはE.ooliに 対 し 抗 菌 作 用 が な く,

cefa2din,cefoperaz。ne,ge幽micinはB.fragilisに 対

し抗 薗 作 用 が な い の で,こ れ ら単 剤 に よ る治 療効 果はほ

とん ど 認 め られ な か った 。 しか し,me飾onid錫deと

cefzdin,cefoperazoneと の 併 用 に よ る治 療 効果(ED10)

は,そ れ ぞ れ94mg/kg。82mg/kgと な り,単 剤 治療

時 のED50値 の約10分 の1あ る い は それ 以 下に 低下し

て い る。B.fraglilsに 対 して 弱 い なが ら抗 奮 作用 のある

1幽m眺efと の併 用 に よ るED50値 は 単 剤 治 療時 の4分

の1で あ り,B.fraｇilisに 射 し強 い 抗 薗 力 の あ る605

metazoleと の 併 用 時 のED50値 は,単 剤 治 療時 とほぼ

同 じであ った 。

次 にdindamycin耐 性B.fragilis TMS 151と 旦

coli c-11と の 混 合 感 染 に 対す る 併 用 効 果 を同銀に 比鞍

検 討 した(Table 2)。

Clindamyoin耐 性B.fragilisの 関与 す る 混合 感 桑に

対 して もmetrmidmieとcefazolin,cefbperazone,

latamoxef, gentamicinと の 併用 に よ りED50値 はそれ

ぞ れ94,71,41,50mg/kgで,単 剤 よ りも優れた治療

効 果 を 示 した 。

一
•û, clindamycin L cefazolin, cefoperazone, bta-

moxefと の併用治療ではそれぞれ単剤治療時より小さい

ED騎 値を示すが,metronida2deと 各剤との併用時に比

ぺ約3～5倍 大きい値となった。B.fragに 全く抗重

Fig.1 Serum levels in mice

Mouse:ICR,male,4w,19±1g,n39
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Table 1 Therapeutic effect of metronidazole and other antibiotics alone or in combination in mice with mixed
infection due to B.fragilis GM7004 and E.coli C-11

Challenge dose MLD
(CFU/mouse)(CFU/mouse)

E.coli C-11 5X105 3X108
B.fragilis GM7004 4x10 5X109

Mouse:ICR strain,male,4-week-age,weighting 19•}1g.

One group:10mice.

Administration route:metronidazole,P.O.

other antibiotics, S.C.

Table 2 Therapeutic effect of metronidazole and clindamycin alone or in combination with other antibiotics in mice

with mixed infection due to E.coli C-11 and a clindamycin-resistant strain of B.fragilis TMS 151

Challenge dose MLD

(CFU/mouse)(CFU/mouse)

E.coli C-11 5x10 3X108

B.fragilis TMS 151 5x108>5x109

Mouse:ICR strain,male,4-week-age,weighting 19•}1g.

One group:10 mice.

Administration route:metronidazole,clindamycin,P.O.

other antibiotics,S.C.

作用 のないgentamnicinと の 併 用 で は,治 療 効 果 は全 く

認め られ なか った 。 さ らに β.fragilisに も抗 菌 作 用 の 強

いcefmetazoleは,dindamycinま た は、metronidazole

との併用 に よってcefmetazole単 剤 治 療 よ りも優 れ た 効

果を示 さなか った 。

3.Metmnidazole ,cefazolinの 時 差 投 与 に よ る治 療

効 果 の 変動

E.coli C-11約2MLD(約13LD50)とβ.fragilis

GM7004約10分 の1MLD(約8分 の1LD50)を 混合

感 染 させ た マ ウ スに 対 し,metronidazoleとcefazdinの

投 与 時 期 を 検 討 した成 績 をFig.2に 示 した 。

瓦coli,β.fragilis感 染後,1時 間 目にmetronidazole
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Fig.2 Relation between therapeutic effect and the initiating time of administration of
metronidazole and cefazolin in mice of mixed infection with E. coli and B.fragilis

a)MNZ b)MNZ c)MNZ d>MNZ c)MNZ

f)CEZ g)CEZ h)CEZ i)CEZ

Challenge dose (CFU/mouse) Administrated  dose Route
E.coli C-11 5x101 MLD:3x113 Metronidazole 25 mg/mouse p.o.
B.fragilis GM7004 4x101 MLD:5x109 Cefazolin 5 mg/mouse Lc.

Mouse:ICR,male,4w,19±lg,n=10 mice.

Fig.3 Serum level of cefazolin in mice mixed infection with E.col:
and B.fragilis and stability of cefazolin in serum

a)Serum level of cefazolin b)Stability of cefazolin in serum

とcefazolinを 同 時 投 与す る と,マ ウス血 中 のE.coli,

B.fragilissは 経 時的 に 減 少 し,死 亡 率0%で あ った

(Fig。2-a)。 ま た 混 合 感 染 後1時 間 目にmetronidazole

を 投 与 し,さ らに1時 間 後 にce島zolinを 投 与 した群 で

も,2薬 剤 同時 投 与 群 の よ うに 死 亡 率0%と なっ窪

(Fig2-b)。 しか し,metronidazole投 与2時 間 後 に

cefazolinを 投 与 した 群 で は 死 亡 率60%と な り(Fi幽

c),血 中 のE.coli,B.fragilisの 菌 数 はcefdzolin設 与2
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時間後から再増殖がみられた。4時 間後(Fig2-d)お よ

び6時 間後の投与では(Fig2-e),す べての即ウスを救

命できず死亡率100%と な った。

一方cefazolinを 先に投与し,1時 間または2時 間後

にmetronidazoleを 投 与 した 群 で は(Fig2-f,g),死 亡

率0%で あ った が,cefazolin投 与4時 間 後 にmetroni-

dazole投 与 した 群 で は死 亡 率70%(Fig2-h),6時 間

後投与で は100%と な った(FLig2-i)。

5.E.coliとB.fragklisの 混 合 感 染 マ ウス に お け る 血

清 中cefazolin濃 度

E.cloi C-11,B.fragilis GM7004混 合 感 染 マ ウス に

cefazdin単 剤 お よびmetronidazoleと の 併 用 投 与 後 の

cefazolinの 経 時的 血 漉 中 濃 度 をFig.3に 示 した 。

Metronidazoleと の 併 用 投 与1時 間,2時 閥 後 の 血 清

中cefazolin濃 度 は,そ れ ぞ れ60,38μg/mlで あ った

が,cefazolin単 剤 投 与 詳 で は21μg/mlと5μg/mlの 濃

度 であ った(Fig3-a)。

また薬 剤投 与2時 間後 の血 清 を37℃ に 放 口す る と,

cefazolin単 剤 投与 群 の 血 清 中cefazolin活 性 は経 時 的 に

減少 した が,metronidazoleと の 併 用 投 与 群 で はcefazo-

lin活 性 が減 少 しな か った(Fig3-b)。

III.考 察

Metronidazdeは マ ウス に 経 ロ投 与 後,迅 速 に 吸 収 さ

れ,血 中半 減期 も長 か っ た 。 この傾 向 は,HOUGHTON11)

らの 健康人 で の 血 清中 濃 度 の 推移 と 類 似 して い る。in

vitroに おけ るmetronidazoleのB.fragilisに 対 す る

80%発 育 阻 止濃 度 は0.2μg/mlで あ る こ と か ら8),マ

ウス血清 中のmetronidamleはB.fragilisの 増 殖 を充 分

に阻止す る有 効 濃 度が 維 持 され る もの と考 え られ る。

Clindamycin感 受 性B.fraagilis GM 7004とE.coli

C-11と の混 合感 染 マ ウス に 対 す るmetronidazoleと

cefazolin,cefoperazoneあ るい はlatamoxefと の 併 用 治

療効 果は,そ れ ぞれ 単 剤 治 療 効 果 に 比 ベ 約6～10倍 以 上

優れた成 績を 得 た 。 このin vivoで のmetronidazoleと

他剤 との相乗 効 果 は,前 報8)のin vitro併 用 結 果 と よ く

対応 して いる 。

さらに近 年,臨 床 に お い て 検 出 頻 度 が 増 加 して い る

clindamycin耐 性E.fragilis TMS 151を 用 い た 混 合 感

染系におい て も,良 好 な 併 用 効 果 が 得 られ た こ とか ら,

metronidazole経 ロ投 与 で の 臨 床 的 有 用 性 が 示 唆 さ れ

た。

しか し,B.fragilis GM 7004とEcoli C-11と の 混 合

感染マ ウスにmetronidazoleとcefazolinの 併 用 投与 を

行な うと,両 薬 剤 の 投 与 条件 に よ って マ ウス の 治 療 効 果

は著 し く変動 した 。 この 場合,死 亡 マ ウス の血 中 か ら多

教のE.coiiが 検 出 され た こ とか ら,cefazolinの 投与 時

間が遅れるとE.coliの 増 殖阻止が不充分とな り,二 次

的にB.fragilisの 増殖も肋長されることが効果を減弱さ

せるものと考えられたoま た もうーつの理由としては

B.fragilisの 急速な増殖に よって,こ の菌の産生する β-

lactamaseがcofmlinを 分解,不 活化しE.coliの 増殖

を抑制し得な くなる ことである。 このことはCefazolin

単剤 よりmetronidazoleと の併用時のマウス血清中濃度

が高く,し かもcefazolin単 剤 投与時の血清中のcefazo-

lin活 性がin vitroで 経時的に滅少した ことか らも裏付

けられる。

B.fragiilisは,広 い基質特員性をもつ2種 類の β-lac-

tamaseを 産生することが知 られている12)。したがって

この種の菌の混合感染におけるmetronidazoleと 他剤の

併用治療は両薬剤の両細菌に対する抗菌力とともに,薬

剤の投与条件(投 与時間,投 与量)な どについても充分

な配慮が必要である。
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IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF METRON I DAZOLE

AGAINST ANAEROBIC BACTERIA

THERAPEUTIC EFFECT OF METRONIDAZOI.E IN COMBINATION WITH

OTHER ANTIBIOTICS IN MICE MIXED INFECTION WITH

B. FRAGILIS AND E. COLI

SHUICHI MIYAZAKI, KAZUYO MUKAIYAMA,

YASUKO KANEKO and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, School of Medicine Toho University

Each combinations of metronidazole and cefazolin, cefoperazone or latamoxef was synergistic effect

in mice of experimental mixed infection with E. coli and B. fragilis. Also these combined effects were

obtained in mice of experimental mixed infection with E. coli and clindamycin-resistant B. fragilis.

When metronidazole was administered within 2 hrs after administration of cefazolin, the results

were the same as with simultaneous administration of the 2 antibiotics. The number of viable cells

in the blood of the 2 bacterial strains gradually decreased with time, and 0% mortality was achieved.

When cefazolin was administered within 2 hrs after administration of metronidazole, however, the

number of viable cells gradually increased and the mortality rate became 60%. An interval of over

4 hrs between the administration of the 2 antibiotics resulted in a mortality rate of 70•`100%, re-

gardless of the order of administration.


