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Sultamicillinの 嫌気性菌 に対す る抗菌作 甫

渡辺 邦友 ・賀川 和宣 ・武内美登利 ・上野 一恵

岐阜大学医学部嫌気性菌実験施設

Sultamicillinの 嫌 気 性 菌 に 対 す る抗 菌 作 用 とマ ウ ス 盲腸 内 細 菌 叢 へ の 影 響 に つ い て の 検 討 を行

い,次 の結 果 を得 た 。

Sultamicillinは 嫌気 性 菌 全般 に 広 い抗 菌 スペ ク トラ ム を有 し,ABPCが 無効 で あ っ た β-lacta-

mase産 生性 のBacteroidesに も有 効 で あ っ た。 マ ウ ス を用 い たB.fraigilisとE. coh B.biυiusと

E.coliの 混合 感 染実 験 にお い て もsultamicillinは 優 れ た抗菌 力 を示 した 。

本 剤2mg/mouse/dayの5日 間経 口投 与 は,他 薬 剤 とほぼ 同様 に マ ウ ス盲 腸 内 で のClostridium

diffucileの 増 殖 とC. difficile D-1毒 素 の産 生 を惹起 した。

Sultamicillinは 新 し く開 発 さ れ た 半 合 成 経 口 β－lac-

tam剤 で あ る。

本 剤 はFig.1に 示 す如 く,β-lactamase阻 害 剤 で あ る

sulbactam (SBT)とampicillin (ABPC)と をエ ステ ル

結 合 した もの で あ る。本 剤 は,腸 管 に て 良 好 に吸 収 され,

腸 管 壁 の エ ス テ ラ ー ゼ に よ りSBTとABPCに 加 水分

解 され る1)。

本 報 で は,sultamicillinの 嫌 気性 菌 に 対 す る抗 菌 作 用

を特 に β-lactamase産 生 性 のBacteroides fragilisに 注

目 して,ま た 本剤 の マ ウ ス盲 腸 内細 菌 叢 へ の影 響 に つ い

て特 にclostridium difficileに 注 目 して 検 討 し た成 績 を

述 べ る。

Fig. 1 Chemical structure of sultamicillin tosilate

L材 料 お よ び方 法

1.使 用菌 株

研 究 室保 存の 代 表 菌株 お よ ひ協 床分 離 株 を用 いた。 こ

れ らは す べ て20%ス キ ム ミル ク を保 護 剤 と して-80℃

に 保 存 され た。

2.薬 剤

Sultamicillin (690μg/mg,台 糖 フ ァイザ ー), ampi-

cillin (ABPC, 910μg/mg)お よ びcephalexin (CEX,

971μg/mg)を 用 い た。

3.抗 菌 力測定法

日本化学療法学会により定められた,最 小発育阻止濃

度測定標準法に準じてMICを 測定 した2も

増菌用培地には,GAMブ イヨン(ニ ッスイ)を用い,

メナディオンを0.1μg/mlに 添加した。感受性測定用培

地には,GAM寒 天(ニ ッスイ)を 用い,メ ナディオン

を10μg/mlに 添加 した。

接種用菌液は,Bacteroides fragilisな ど発育の良好な

菌群の場合には37℃ で24時 間培養 した菌液を,Bactemム

des melaninqgenicusな ど発育の遅い菌群の場合には

48時 間培養 した菌液 をGAMブ イ ヨンで希釈 し,108

cells/mlお よび106cells/mlの 二段階に調整した。すな

わちclostridium以 外で前培養菌液が充分混濁 してい

る場合には,10倍 希釈液 と1000倍 希 釈液を,Clostri-

diumと 前培養菌液が充分混濁 しない場合や 沈殿発育を

する場合には,原 液と100倍 希釈液をそれぞれ使用した。

菌液の希釈から感受性測定用平板への塗抹まではすべて

好気的条件下で行われた。嫌気培養は,Anaerobicglo-

ve box (N280%, H210%, CO210%)の 中で行い,37

℃で24時 間培養後にMICの 判定を行った。

4.最 小殺菌濃度(MBC)の 測定

GAMブ イヨンでの37℃24時 間菌液を希釈し,2倍 希

釈系列の薬剤を含むGAMブ イヨン中に接種菌量が104

cfu/mlと なるように接種した。その後,37℃24時 間嫌気

培養 し,肉 眼で混濁の認められない最小の濃度(broth

dilution MIC)を 求めた後,そ れぞれの希釈系列より菌

液を採取し,薬剤を含まないGAM平 板に画線塗抹し,

更に37℃ で24時 間嫌気培養を行った。菌の発育の認めら

れない最小の薬剤濃度をMBCと した。
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5.B. fragilisの 増 殖 曲線 に 及ほす 影響

B. fragilis GAI-5000のGAMブ イ ヨ ン で の 一 夜 培

養 菌 をGAMブ イ ヨン で1000倍 に希 釈 し,更 に1時 間培

養 を続 け た 後,sultamicillin又 はABPCの1/2,お よ び

2MIC(agardilution MIC)1農 度 を添 加 した 。 薬 剤添

加 後,1,3,7お よ び24時 間培 養 後 にGAM寒 天培 地

を用 い生 菌数 を 算出 した。

な おsultamicillinとABPCの 本 供 試 菌 に 対 す る

MICは106cfu/ml接 種 で 各 々6.25200μg/mlで あ っ

た。 これ らの 培 養操 作 は,す べ てanaerobic chamber

内 で行 った。

6.実 験 的 マ ウ ス腹腔 内感 染症 に対 す る予 防効 果

B. biυius又 はB. fragilisの108cfu/mouseとE.

coli 107 cfu/mouseをICR系 雄 マ ウ ス(体 重18±1g)

の 腹 腔 内に接 種 した 。

接 種 後1時 間 後 にsultamicillin及 びABPCの4

mg2mgお よび1mg/mouse/dayを 経 口的 に 投 与

し,3日 目に生 死 を判定 した。

7. Sultamicillinの マ ウ ス盲 腸 内 正 常 細 菌 叢 に 及 ぼ

す影響,特 にC. difficileの 異常 増 殖 に つ い て

ICR系 雄 マ ウ ス(体 重18±19)にsultamicillinお

よ びABPCを2mg/mouse/day5日 間 経 口投 与 した 。

薬 剤投 与 中 止翌 日,マ ウ ス を屠 殺,盲 腸 内容物 を採 取

し,C. difficileの 分 離 培養 及 びC. difficile D-1毒 素 の

検 出 を行 った。

C. difficileの 分 離 は,予 め24時 間 嫌 気的 に 保 存 した変

法CCMA培 地 を用 いた。C. difficile D-1毒 素 の検 出

は,小 林 らの抗D-1 latex試 薬 を用 い るlatexagglu.

tination法 に よ った3)。

II.成 績

1.抗 菌 スペ ク トラム

Sultamicillinの 嫌 気性 菌 と微 好 気 性 菌 に対 す る抗 菌

力 をABPC単 剤 お よびCEXの それ と比 較 した。

Sultamicillinの グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る抗 菌 力 を108

cells/ml接 種 と106cells/ml接 種 の 場 合 に 分 け てTa-

ble1と2に,グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る抗 菌 力 を 同 様 に

Table 3と4に 示 した。

SultamiciIlinは,Bacteroides12菌 種,Fusobacte-

rium 6菌 種,Capnocytophaga 2菌 種,Veillonella 1

菌種 に対 し,い ず れ も強 い抗 菌 力 を示 した。108cfu/ml

接 種 時 で は6.25μg/mlが,106cfu/ml接 種 時 では1.56

μg/mlが これ ら21菌 種 全株 の 発育 を 阻止 した。 特 に β-

lactamase産 生 菌 腫 で あ るB. fragilis, B. thetaio-

taomicron, B.distasonな,B. oυatusに 対 す る 本剤 の

MICは,ABPCやCEXよ りも著 明 に 優 れ た。上 記5菌

種 以 外 の菌 種 には,sultamicillinはABPCよ りもや や

劣 るか 同 等 の抗 菌 力 を示 した。

SultamicillinはPropionibacterium 2菌 種,Eu-

bacterium 4菌 種,Bifidobacterium 1菌 種,Clostri-

dium 10菌 種,Peptostreptococcus 4菌 種,Streptococ-

cus 4菌 種 に 対 して も強 い 抗菌 力 を示 した。108cfu/ml

接 種 で は25μg/mlか1106cfu/mlで は1.56μg/mlが こ

れ ら25菌 種 全 株 の 発育 を阻 止 した。Sultamicillinの こ

れ ら グ ラム陽1生菌 に 対 す る抗 菌 力 は,ABPCと 同 等か や

や 劣 る成績 で,CEXよ り も優 れ た。

2.臨 床 分 離 のB. fragilisに 対 す る抗 菌 力

臨 床 分 離 のB. fragilis 54株 を用 い て 。sultamicillin

の 抗 菌 力 を 測 定 し,ABPGCEXの そ れ と比 較 した

(Fig. 2,3)。

SultamicilIinの 抗 菌 力 が 最 も強 く,次 い でABPG

CEXの 順 で あ っ た。

3.MICとMBCの 比較

B. frAgilis 4株B. υulgatus 1株,B. uniformis 1

株,F. mortiferum 1株,Cperfringens 1株 お よ びC

ramosum 1株 の 合 計9株 を 用 い,sultamicillinの

broth dilution MICとMBCを 比較 検 討 した。B. υul-

gatusのbroth dilution MICとMBCに は2管 の差 が

認 め られ た が,残 りの8株 では,broth dilution MICと

MBCと の 差 は1管 以 内 であ っ た(Table 5)。

4.B. fragilisの 増殖 曲線 に 及 ほす 影響

107cfu/mlのB.fragilis GAI-5000を12.5μ9/ml

(2×MIC)のsultamicillinに 接 触 させ た場 合,生 菌 数

は3時 間 後 に 一 時減 少 した が,7時 間 後 には 再 び 増加 し

た。 こ れ と同 様 の 成 績 が,400μg/ml (2×MIC)の

ABPCに 接 触 させ た場 合 に も得 られ た 。

一 方106cfu/mlのB . fragilis GAI-5000を12.5μ9/

mlのsultamicillinに 接 触 させ た場 合 に は,生 菌 数 は1

時 間 後か ら減 少 傾 向 を示 し,24時 間 後 で も再 び増加 す る

こ とは なか った(Fig.4)。

5.実 験 的 マ ウ ス腹 腔 内 感染 症 に 対 す る感 染 予 防効 果

β-Lactamase産 生 性 のB.biυius V-3とE.coli#

1の 混 合 感 染実 験 に 対 す る治療 成績 をFig.5に 示 した 。

Sultamicillin 1mg/mouse/dayの 投 与 に よ りマ ウ

スは100%生 存 したが,ABPC 1mg/mouse/dayの 投

与 で は10%が 生 存 した のみ で あ った。

β-Lactamase産 生 性 のB. fragilis GAI-0558とE.

coli#1と の混 合 感 染実 験 で は,sultamicillinの1mg/

mouse/day投 与 で100%マ ウ ス を 生 存 させ た が,AB
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Table 1 Antibacterial activity of Sultamicillin, ABPC

and CEX against reference strains of anaerobes
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Table 2 Antibacterial activity of Sultamicillin, ABPC and CEX

against reference strains of anaerobes
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Table 3 Antibacterial activity of Sultamicillin, ABPC and

CEX against reference strains of anaerobes
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Table 4 Antibacterial activity of Sultamicillin, ABPC and

CEX against reference strains of anaerobes
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Fig. 2 Sensitivity distribution of B. fragilis to
Sultamicillin, ABPC and CEX

N= 54 strains Inoculum size: 106 cfu,/ml

Fig. 4 Effect of Sultamicillin and ABPC on the

growth curve of B. fragilis GAI-5000

Fig. 3 Sensitivity distribution of B. fragilis to
Sultamicillin, ABPC and CEX

N= 54 strains Inoculum size: 108 cfu/ml

Table 5 MIC and MBC of Sultamicillin against

anaerobes

*β-lactamase producing strains

Fig. 5 Protective effect of Sultamicillin against

intra-abdominal mixed infection due to

B. bivizts and E. coil in mice
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PCの1mg/mouse/day投 与 で は40%を 生 存 させ た

の みで あ った(Fig.6)。

6.臨 床 分 離 のCdifficileに 対 す る抗 菌 力

Cdifficile 18株 のsultamicillinに 対す る感 受性 を検

討 した。SultamicillinのCdifficile 18株 に対 す るMIC

は1.56μg/mI～3.13μg/mlに 分 布 し,18株 中17株 ま で

が1.56μg/mlで あ った(Table 6)。

7. Sultamicillinの マ ウ ス盲 腸 内細 菌 叢 へ の影 響,特

にCdifficileの 異 常 増殖 につ いて

Sultamicillinの2mg/mouse/dayを5日 間経 口投

与 し,中 止 後 翌 日の マ ウ ス盲 腸 内 のCd塀cileの 菌 数

と盲腸 内容 物 中のD-1 toxinを 検 出 した 。

Sultamicillin投 与 マ ウ ス の8匹 中8匹100%の 盲 腸

内 容 物 か らCdifficileが1g当 た り104cfu以 上 に 検

出 され た。 またCd荻cileD-1毒 素 も8匹 中7匹 に検

出 され た。 対照 と したABPC投 与 マ ウ ス で も10匹 中10

匹(100%)でC.difficileが 分 離 さ札10匹 中9匹(90

%)でCdifficile D-1毒 素 が 陽1生で あ っ た(Table7)。

III.考 按

Sultamicillinは,SBTとABPCを エ ス テル結 合 し

た新 しい β-lactam剤 で あ る。

SBTは,本 邦 で はす で にcefoperazone(CPZ)と 配

合 した 注射 用抗 生 剤 と して 開発 が 進 め られ てお り,SBT

の著 明 な β-lactamase inhibitorと して の 作 用 は衆 知

の とこ ろ とな った。 著 者 ら もす で に 嫌 気 性 菌 に 対 す る

SBTとCPZの 併 用効 果 に つ い て検 討 し,そ の 有 用性 を

Fig. 6 Protective effect of Sultamicillin against
intra-abdominal mixed infection due to

B. _fragilis and E. coil in mice

報 告 した4も

今 回 は,腸 管 内 でエ ステ ラーゼに よ り加 水分 解 を受 け

SBTとABPCに な るsultamicillinの 嫌 気 性 菌 に 対

す る抗 菌 力 を,特 に β-lactamase産 生性 の 菌種 を中 心

に検 討 した 。

B.fragilis, B. ovatus, B. tketaiotaomicronで は,

sultamicillinの 抗 菌 力 はABPCの そ れ よ り も著 明 に

優 れ た。 しか し,B.vulgatus, B. unifbrmis, B.inter-

medius, B. disiensで は,suitamicillinとABPCの

MICに 差 は認 め られ なか っ た。 この 成 績 はB.fragilis,

B.ovatus, B. tketaiotaomicron, B. oralisの β-lacta-

maseはSBTに 感 受1生で あ るがB. intermedns, B.

disiens, B. biviusの β-lactamaseは 耐 性 で あ る と し

た 田 島 らの 成 績 と一致す る ところ が 多か った5も田 島 ら は

Table 6 Sensitivity of Clostridium difficile to
Sultamicillin

Table 7 Effect of ABPC and Sultamicillin on
C. difficile in cecal contents of mice

*

 3+:>106, 2+: 106•`104,+:< 104 (cfu/g)
** Latex agglutination test NT: Not tested

Medication: Dose 2 mg/day, mouse w.t. 18g, Route

p.o., Term 5 days
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B. distasonis 7株 か ら の β.lactamase の検出を試み

たが不成功に終わっている。しかし今回用いたB.dista-

son zs GM7007は, sultamicillin とABPCのMICに

か なりの差があ り,β-1actamaseを 産生 している可能

性を示唆 している。教室の朝日は,8distasomか らの

β-Iactamaseの 抽 出に成功している(未発表)。B.dista-

somの β-1actamaseはSBTに 感 受1生か も知れない。

Sultamici11inのin vtroに お けるB.fragilisへ の

強い抗菌力は,B.fragilisとEcohを 用いたマウス腹

腔内感染症に対する感染防禦効果の検討においてIn

vivoで も確認された。

B.biviusの β-lactamaseはSBTに 耐性 である と

田島らは記載 したが 今回使用したB.biviusはsulta-

micillinに 対 しABPCに 対 す るよ りは著明 に低 い

MIC値 を示 した。 また,sultamicillinはB.bivIusと

亙colIを 用 いたマウス腹腔内感染症に対する感染防禦

効果の検討においてABPCよ りも優れた成績 を残 し

た。B.biviusの β-lactamaseがSBTに 耐 性とされな

がら,ABPCとSBTに このような協力作用が認め られ

た。この点については,更 に検討を必要とすると考える。

さてABPCは,antibioticassociatedcolitis又 は

diarrheaを お こす可能1生の高い化学療 法剤の一つ とし

て知られている6もABPCのCdifficileに 対するMIC

は1.56μg/ml以 下 と非常に低いものの部類に入ってい

る。しか しABPCの 腸管での良好な吸収性は,糞 便中の

ABPC濃 度 をはかるに低値に維持することとなるため,

C.difficIleの 異常増殖がおきるという。

Sultamicillinの1mg/mouse/dayの5日 間経 口投

与により・マウスの盲腸内のCdifficileは 異常増殖し,

D-1毒 素 も検出された。ABPCの1mg/mouse/dayの

5日 間経口投与 とほぼ同一の成績であった。マウスへの

投与においては他薬剤 とほぼ同様に盲腸内でCd荻.

cIleの 増殖がみられた。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF

SULTAMICILLIN AGAINST ANAEROBES

KUNIMOTO WATANABE, KAZUNOBU KAGAWA,

MIDORI TAKEUCHI and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University School of Medicine

Antibacterial activity of sultamicillin was evaluated against anaerobic bacteria, with paticular attention to
beta-lactamase producing Bacteroides spp.

Sultamicillin showed potent antibacterial activity against a wide range of anaerobic bacteria including B.

fragilis, B. thetaiotaomicron and some other beta-lactamase producers. Sultamicillin was also effective in intra-
abdominal sepsis in mice due to B. fragilis or B. bivius and E. coll.

Sultamicillin, when given to mice 2 mg/mouse/day daily for 5 days orally, permitted enterotoxigenic C.
difficile to overgrow in caecum contents with prominant elevation of C. difficile D-1 toxin.


