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―実験的緑膿菌感染における併用効果と投与法―
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東邦大学医学部微生物学教室
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Pseudomonas aeruginosa E7に 対す る各種 抗 菌 薬 の 併 用 効 果 をin vitro,in vivoに つ い て 検

討 した 。

in vitroで はchecker board法 に て,2剤 の配 合 比 で併 用 効 果 が 認 め られ た抗 菌薬 は,SBPC・

GM, CBPC・GM, SBPC・DOXY, PIPC・OFLX, CPZ・OFLX, CFS・OFLX, MINO・OFLXで あ

っ た。 β-lactam剤 相 互 の併 用 とGM・OFLXで は 相 乗 効果 はみ られ なか っ た。

in vivoの 治 療 実 験 に お い て,2剤 の同 時 投 与 でin vitro同 様 に併 用 効 果 が 認 め られ た 抗 菌 剤

はPIPC・OFLX, CFS・OFLXの み で あ っ た。

同 時 投 与 に お け るin vitroお よびin vivoの 成 績 で 併 用 効 果 の認 め られ な か ったCBPCとCFS

の2剤 につ い て はCBPCを 先 行 投 与 し,4～5時 間 後 にCBPCを 投 与 す る こ とに よ り著 明 な併 用

効 果 が 認 め られ た。

以 上 の 実験 に よ り,2剤 の 併用 効 果 に は,投 与法 の影 響 が大 き い こ とが示 唆 され た。

多 くの優 れ た 抗 菌 剤 が 開 発 され た 現 在 に お い て も各 種

の 基 礎疾 患 を 有 す る い わゆ るcompromised hostの 重

症 感 染症,特 に 緑 膿 菌 感 染症 の治 療 で は,抗 菌 剤 療 法 は

重 要 な課 題 であ り,抗 菌 剤 相互 の併 用 に つ い て も治 療 効

果 が 検 討 され て い る1～17)。

抗 菌 剤 の 併 用 に つ い て は これ まで に も多 くの報 告 が あ

るが,相 乗 効 果 の報 告 に比 べ て薬 剤 間 の 拮抗 に関 す る成

績 は 少 な い18)。 臨 床 に おけ る抗 菌 剤 投 与 が よ り的 確 な 効

果 を 得 るた め に は,こ の種 の基 礎 的 検 討 は ま だ不 充 分 と

い わ ね ば な らな い6著 者 らは 併 用 療 法 を行 な う対 象 と し

て,現 在 最 も難治 性 とされ る緑 膿 菌感 染 につ い て,各 種

抗 菌 剤 の 併用 効 果 を 実 験 感 染 に よ り検 討 した 。

in vitroに おけ る併 用 効 果 はchecker board法 を用

い,fractional inhibitory concentration indexで 評価

した。

in vivoに お け る併 用 効果 は マ ウ ス 実 験 感 染 モ デ ル

に薬 剤 を皮 下 また は 経 口に よ りそ れ ぞ れ 投 与 し,治 療 効

果 か らfractional effective dose indexお よびtotal

ED50に よ り評 価 した 。

I. 実 験材 料 お よび 実 験 方法

1. 試 験 菌 株

Pseudomononas aeruginosa E7

2. 使 用 薬 剤

Carbenicillin(CBPC, 802μg/mg, 台糖 フ ァイザー)

Sulbenicillin(SBPC, 873.5μg/mg, 武 田 薬 品)

piperacillin(plPC, 915μg/mg, 富 山化 学)

Cefsulodin(CFS, 933μg/mg, 武 田薬 品)

Cefoperazone(CPZ, 918μg/mg, 富 山 化 学)

Ceftazidime(CAZ, 845μg/mg, 新 日本 実 業)

Gentamicin(GM, 567μg/mg, 日本 エ セ ックス)

Doxycycline(DOXY, 860μg/mg, 台 糖 フ ァイザー)

Minocycline(MINO, 864μg/mg, 日本 レダ リー)

Ofloxacin(OFLX, 1,000μg/mg, 第 一製 薬)

Fosfomycin(FOM, 710μg/mg, 明 治 製 菓)

3. 薬 剤 感 受 性 測 定 法

MIC培 地 と してMueller Hinton broth(Difco)を

用 い,接 種 菌 量105cells/mlに よ るbroth dilution法19)

に よ り測 定 した 。

併 用 効 果 はchecker board法20)に よ りfractional in-

hibitory concentration (FIC) indexと し て 示 した。

FIC indexはA剤 単 独 時 のMIC分 の併 用 時 のA剤 の

MICプ ラスB剤 単 独 時 のMIC分 の 併 用 時 のB剤 の

MICに よ り算 出 した 。

4. マ ウス 実験 感 染 にお け る治 療 効 果

マ ウス はICR系,雄,体 重19±1g,1群6匹 を用い

た。P.aeruginosa E7を 斜 面 培 養 し,18時 間 後 に生理

食 塩 液 に浮 遊 させ,そ の0.5mlを 腹 腔 内に 接種 し,1
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Fig. 1 In vitro combination effect of MINO and OFLX on P. aeruginosa E 7

(a) (b)

FIC index=
MIC of drug A in cnmbination/

MIC of drug A alone
+

MIC of drusz B in combination

/ MEG of drug B alone

FEC index (Fractional inhibitory concentration index): checker board method
Inoculum size: 105 cells/ml
Medium: MH broth

+ : Growth of P.aeruginosa E7
- : Non growth of P.aeruginosa E7

Fig. 2 In vitro combination effect of OFLX and GM on P. aeruginosa E 7

(a) (b)

FIC index=
MIC of drug A in combination

/ MIC of drug A alone
+

MIC of drug B in combination

MIC of drug B alone

FIC index (Fractional inhibitory concentration index): checker board method
Inoculum size: 105 cells/ml
Medium: MH broth
+ : Growth of P.aentginosa E7
- : Non growth of P.acruginosa E7
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Table 1 Comparative FIC index in antibiotic combinations against P. acruginosa E 7

• 

: This combination was used in the in vivo

Table 2 In vivo combination effect of various antibiotics on experimental infection in mice with P. aoruginosa E7

FED index=
ED50 of drug A in combination

/ ED50 of drug A alone
+

ED50 of drug B in combination

/ ED50 of drug B alone

FED index (Fractional effective dose index)

Challenge dose: 7•~106 CFU/mouse (1.2 NILD)

Challenge strain: P. aeruginosa E 7, Drug: S.C., 0.2 ml

Mice: ICR, 4 weeks, male, 19•} 1 g, 6 animals/group
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時 間後 に薬 剤 を 経 口あ る い は皮 下 投与 した。

マ ウス の生 死 に よ り治 療 効 果 を 判定 し,感 染後5日 目

の生 残 率 か らVan der Waerden法 に よ りED50を 算

出 した 。

併 用 効 果 はfractional effective dose(FED) index

で表 示 した 。FED indexはA剤 単 独 時 のED50分 の併

用 時 のA剤 のED50プ ラスB剤 単 独 時 のED50分 の併 用

時 のB剤 のED50に よ り算 出 した21)。

5. マ ウス血 清中 濃 度 の測 定

実 験 感 染 に 用 い た 同条 件 の マ ウス を使 用 した。 薬 剤 を

皮下 あ る い は経 口投与 した のち,経 時 的 に マ ウス1匹 あ

た り0.4mlを 採 血,1群9匹 の マ ウス血 液 を プ ー ル し

血 清 中濃 度 を測 定 した。

BioassayはCarbenicillinに はBacillus subtilis

ATCC 6633, Cefsulodinで はP.aeruginosa NCTC

10490を 検 定 菌 とす る薄 層 デ ィス ク法 に て測 定 した。

II. 実 験 成 績

1. Checker board methodに よるin vitro併 用効

果

P.aeruginosa E7株 を 試 験 菌 と し,MINOと

OFLX, OFLXとGMの 併用 効 果 をchecker board

法 に よ りFIC indexで 表 示 した成 績 をFig.1～2に 示

した 。

MINOとOFLXと の配 合比 が16:1～2:1ま で は

FIC indexが1以 下 であ った。 しか しOFLXの 配合 比

が1:2～1:8と 高 くな る とFIC indexは1以 下 とな

り併 用 効 果 は認 め られ なか った。

OFLXとGMの 併用 で は,FIC indexが ど の配合 比

に お い て も2以 上 とな り,GMの 配合 比 が大 き くな るに

つ れ,FIC indexが 大 き くな り,拮 抗 作 用 が著 明 に認 め

られ た。

以 上 の成 績 はFIC indexが 薬 剤 の配 合 比 に よっ て変

動 す る こ とを示 した。

Table 1は 各 種抗 菌 剤 を2剤 ず つ組 み 合 わ せ てche-

cker board法 に よ り,配 合 比 は無 視 して最 もFIC in-

dexの 小 さい値 を基 としてin vitro相 乗 効果 の程 度 を整

理 し表 示 した。

FIC indexの 値 が0.5か ら1ま で の範 囲 を示 す抗 菌

剤 はSBPC・GM, CBPC・GM, SBPC・DOXY, PIPC・

OFLX, CPZ・OFLX, CFS・OFLX, MINO・OFLXで あ

Fig. 3 Time-dependence in protective effect of CBPC-CFS combination on

experimental infection in mice with P. aeruginosa E 7

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(g)

(h)

(i)

Challenge dose: 7•~106 CFU/mouse (1.2 71LD)

Challenge strain: P.acruginosa E7, Drug: S.C.,0.2 ml

(CBPC: CFS=1: 1)

Mice: JCR, 4 sveeks, male, 19•}lg 6 animals/group
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った 。

FIC indexが2以 上 を 示 し た 薬 剤 はPIPC・CFS,

CBPC・PIPC, CBPC・CFS, PIPC・FOM, CBPC・SBPC,

SBPC・PIPC, SBPC・CAZ, PIPC・CAZ, CPZ・CAZ,

CFS・CAZ, GM・OFLXの 組 み 合 わ せ であ った 。

2.実 験 感 染 治療 に おけ るIv vivo併 用 効 果

Table2はin vitroの 実 験 の中 か ら,併 用 効 果 のあ る

抗 菌 剤 と拮 抗す る抗 菌 剤 を選 ん で 感 染 治療 実 験 を行 な っ

九 成 績 を 示 した 。

CFSとGMの 組 み 合 わ せ はin vitroで はFICin-

dexが1.5～2.0と な り 併 用 効 果 を 示 さ なか っ た が,

in vivo実 験 で はFED indexは0.5～1.0と な り併 用

効 果 が 認 め られ た。

経 口剤 と 注 射 剤 間 で は,OFLXがCFS, GM,

FOM, PIPCと の 併用 に お い てFED indexは1.0以

下 とな り効 果 が認 め られ,in vitroの 結 果 を 反映 しなか

った 。

3.併 用 薬 の投 与 間 隔 と治療 効 果

in vitroのchecker board法 は2剤 が 同 時 に 存在 す

る条 件 で あ り,in vivoで も同時 投 与 で行 な っ て い る た

め,生 体 内 で も2剤 が ほ ぼ 同時 に菌 に対 して 作用 して い

る。CBPCとCFSの 併 用 がin vitro,in vivoに お い

て も拮抗 と評 価 され る成 績 で あ っ た ため,こ の2剤 の投

与 間 隔 をか え て検 討 して み た 。

Fig.3に 示 した よ うに,cBPc単 独 投 与 時 のED50は

20mg/mouse,CFS単 独 投 与 で はED50は12.8mg/

mouseを 示 した。CBPC・CFSの 同 時 投 与(Fig.3-c)お

よびCBPCを 先 に 投与 し3時 間 後 にCFSを 投 与 した場

合(Fig.3-d)に は,cBPc単 独 投 与時 と等 しいED50

が 得 られ た 。CBPCを 前 投 与 し,CFSを 後 に投 与す る方

Fig. 4 Serum level of CBPC and CFS in mice

after a single schedule subcutaneous injec-

tion.

Administration: CBPC, CFS 20 mg/mouse,

S. C.

Mouse: ICR, 4 w, male, 19•}1g, 9 animals

/group

Fig. 5 Effect of CBPC-CFS combination on viable cells counts in the

blood and survival rates of mice infected with P. aeruginosa E 7.

Drugs: CBPC, CFS, CBPC+CFS: 1)

Challenge strain: P. aeruginosa E 7

Challenge dose: 7 •~ 106 CFU/mouse (1. 2 MLD)

Drug dosing: simultaneous injection 4 hr-interval

(): survival rate
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法(Fig.3-d-e-f)で は,投 与 間隔 が4時 間,5時 間 と長

くな るほ ど治療 効 果 は増 強 した。

CFSを 前 投与 し,3時 間 後 にCBPCを 投 与 した場 合

(Fig.3-g),ED50はcBPc単 独 投 与時 と 等 値 を 示 し

た 。 しか し投 与 間隔 を4時 間(Fig.3-h),5時 間(Fig.

3-i)と 時 差 投与 を行 な う と,ED5。 はCFS単 独 投 与時

よ りも小 さ い値 とな っ た。

4.マ ウス血 清 中濃 度

以 上 の現 象 に薬 剤 の 体 内濃 度 が ど の よ う に 関連 す る

か を 調 べ るため 両 薬 剤 の マ ウス 血 清 中濃 度 を 測定 し た

(Fig.4)。

CBPC20mg/mouseま た はCFs20mg/mouseを そ

れ ぞれ 皮 下 投与 した 。

本 実 験 の 投与 条 件 にお い て,CBPCは 薬 剤 投与 後5時

間 ま で血 清 中 に 存 在 す るが,CFSは や や 短 く4時 間 で

血 清中 濃 度 は 測定 限 界 以 下 とな った 。

5.マ ウス血 中菌 数 の推 移

以 上 の両 剤 の血 中 濃 度 が血 中菌 数 に どの よ うに影 響 す

るか を調 べ るため,P. aeurginosa E7株 を腹 腔 内に 単 独

感 染 させ たマ ウス にCBPC単 独, CFS単 独, CBPCと

CFSの 同時 投 与,4時 間 の 間隔 をお い た 時 差 投 与 時 の

マ ウス血 中 菌 数 を追 跡 した 成 績 をFig.5～7に 示 した。

Fig.5に 示 したcBPc20mg/mouse単 独 投 与群 は,

CBPCの マ ウス血 清中 濃 度 が 低 下 す る に 従 いcontrol

(薬 剤 非 投 与 群)と 同程 度 ま で血 中 の 菌 数 が増 加 し,マ

ウス は100%死 亡 した。CFS20mg/mouse単 独 投与 群

で は,薬 剤 投 与後11時 間 に は血 中菌 数 が1×10cells/

m1ま で減少 し,20時 間後 にも再増殖 がみ られず マウス

は全例生残 した。

CBPC20mg/mouseとCFS20mg/mouseの 同時投

与群 では,CFS単 独投与群 と同様8時 間 まて 血中菌数

の減少が認め られ たが,そ の後再増殖 し80%の 死亡率

となった。

Fig.6はcBPC投 与後,4時 間 目にCFsを 投与 した

場合で,こ の投与条件 ではCBPCの 単独時 より菌数は

減少す るが,CFSの 単独投与群 よ り菌数 の減少は 軽度

で,マ ウスは40%死 亡 した。

Fig.7はcFsを 前投与 し,cBPcを4時 間後 に時差

投与 した 群 で,薬 剤投与5時 間 目に 血中菌数は1×10

cells/mlま で減少 し,CFS単 独投与群 より血中菌数 の減

少は迅速で,マ ウスの生残率は100%で あった。

III.考 察

抗緑膿菌作用 のあ る抗菌剤の併用が,緑 膿菌感染に対

してどのような効果を もた らすか を,基 礎的 に検討す る

ことを目的 として実験を行なったが,今 回の実験 で抗菌

剤の併用効果の判定には種 々の要因がかかわっているこ

とが明らかになった。

in vitroに おけ る併用効果 にはchecker board法 に

より算 出されたFIC indexを 指標 として比較 され るこ

とが多 い16,20)。しか し同一抗菌剤の組み合わせでも配合

比 の変化 によって併用に よる抗菌作用が変動 し,配 合比

に よっては 相乗,拮 抗 の両作用 とな ることも 少な くな

く,配 合比の重 要性 が確認 され た。またin vitroで は投

与後2剤 が生体内で必ず しも相乗効果を示す配合比 を維

Fig. 6 Effect of CBPC-CFS combination on viable cells counts in the

blood and survival rates of mice infected with P. aeruginosa E7.

Drugs: CBPC, CFS, CBPC+ CFS (1:1)

Challenge strain: P. aeruginosa E 7

Challenge dose: 7•~ 106 CFU/mouse (1.2 MLD)

Drug dosing: simultaneous injection 4 hr-interval

(): survival rate
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Fig. 7 Effect of CBPC-CFS combination on viable cells counts in the
blood and survival rates of mice infected with P. aeruginosa E 7.

Drugs: CBPC, CFS, CBPC+CFS(1:1)
Challenge strain: P. aeruginosa E 7
Challenge dose: 7x106 CFU/mouse (1.2 MLD)
Drug dosing: simultaneous injection 4 hr-interval

(): survival rate

持す るとは限 らないので,生 体内で2剤 が相乗作用を示

す濃度が保て るように投与量 を調節す る必要 があ ると考

え られた。

嶋 田ら21)はLMOXとTOBの 併用効果において,併

用効果 に及ぼす 諸因子 として投与時期,接 種菌量,お よ

び併用比 に つ い て 述べてい る が,本 実験法に よるin

vitro, in vivo同 時投与で明 らか に拮抗 となったCBPC

とCFSの 併用 では,薬 剤 の投与条件,特 に投与順序,

投与間隔 によ り併用効果に相 当な変化を与え るこ とが示

された。 この成績は,in vitroの 併用効果が 常にin

vivoに 反映 しないばか りでな く,薬 剤 の 投与方式 にも

考慮す べき重要 な問題が存在す るこ とを指摘す る現象 で

あ り,今 後併用効果 の詳細を考える上 で重要な事実 と証

明 した と考えている。 この原因 として直接的 には,薬 剤

相互の体 内動態 の関与があげ られ るが,さ らに両剤が存

在 してい るときに拮抗 となることについて,そ の機作は

今後の検討にまたね ぽならない。
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INFLUENCE OF DOSE SCHEDULE ON EFFICACIES OF

ANTIBIOTIC COMBINATIONS IN PSEUDOMONAS

AERUGINOSA INFECTION IN MICE

MASATOSHI OGAWA, SHUICHI MIYAZAKI and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University, School of Medicine

Various antibiotics were investigated on in vitro and in vivo combination effect using P. aeruginosa

E 7.

The combination effects of drugs were determined by the checker board method in vitro. The

combination of SBPC: GM, CBPC: GM, SBPC: DOXY, CBPC: DOXY, PIPC: OFLX, CPZ: OFLX

and MINO: OFLX showed a synergistic effect in vitro. However, the combination of ƒÀ-lactam: ƒÀ-

lactam and GM: OFLX showed an antagonistic effect in vitro. The combination of PIPC: OFLX and

CFS: OFLX showed a synergistic effect in vivo.

On the other hand, an antagonistic effect was recognized in vitro and in vivo with the combination

of CBPC and CFS. A synergistic effect was obtained when CFS was initially administered to mice

infected with P. aeruginosa E 7, followed by CBPC with 4•`5 hours interval.

The results indicate that dosing schedule may influence the combination effect.


