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マ ウス 実 験 感 染 に 対 す るPiperacillinとAminoglycoside

系 抗 生 剤 の 併用 効 果
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富山化学工業株式会社綜合研究所
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グ ラム 陰性 菌 に 対 す るPiperacillin(PIPC)とaminoglycoside剤4剤,Gentamicin(GM),

Debekacin(DKB),Amicacin(AMK)お よびTobramycin(TOB)そ れ ぞ れ との併 用 効 果 につ

い て,主 にin vivo実 験 の 検 討 を 行 な っ た。 グラ ム陰 性 菌 のK.pneumoniae,E.cloacae,E.

aerogenes,S.marcescensの4菌 種 を 接 種 菌 とす る マ ウス 腹腔 内感 染症 に 対 す る 両 剤 の 併 用 効 果 を

PIPC:aminoglycoside剤=10:1で 検 討 した 結 果,い ず れ の菌 株 に よる 感 染 に お い て も 優 れ た相

乗効 果 を 示 した 。 ま た,腹 腔 内生 菌 数 の経 時 的 推 移 か らも,併 用 投 与 に よ る殺 菌 作用 の増 強 が認 め

られ た。

β-lactam剤 とaminoglycoside系 抗 生 剤 と のin

vivoに お け る併 用効 果 に つ い て は 多 くの 報 告 が あ る1～3)｡

しか し なが らpenicilli並 系 抗 生 剤 で あ るPiperacillin

とaminoglycoside系 抗 生 剤 の 併 用 に つ い て は,in

vitroでEnterobacteriaceae4～6)やPseudomonas7～8)

こ関す る報 告 が 数 多 くされ て い る に も か か わ らず,in

ivoで の成 績 に 関 す る もの は 極 め て少 な い｡今 回,我

は々現在 市販 され て い る代 表 的 なaminoglycoside系 抗

ヒ剤4剤 とPiperacillinと のin vivo併 用 効 果 を,K.

neumoniae,E.cloacae,E.aerogenes,S.marcescens

くどの グラ ム陰性 菌 を 用 い,マ ウス 腹 腔 内 感 染 系 に て 検

した ので報 告す る。

1.実 験 材 料 お よび 方 法

1.実 験 動 物

SLC/ICRの4週 齢,雄 性 マ ウス19～229を 用 い た 。

2.使 用 薬 剤

Piperacillin(PIPC:富 山化 学 工 業),aminoglycoside

抗 生物 質 にGentamicin(GM:塩 野 義 製 薬),Debe-

Lcin(DKB:明 治製 菓),Amikacin(AMK:萬 有 製

),Tobramycin(TOB:塩 野 義 製 薬)を 用 い た。

3.使 用 菌 株

富 山化学 綜 合研 究 所 保 存 の 臨 床 分 離 由 来Klebsiella

eumoniae Y-84 ,Enterobacter cloaoae H-49,Ente-

bacter aerogenes H-54 ,Serratia mazcescens W-61

4株 を用 い た｡な お 本 菌株 の各 抗生 剤 に 対 す る感 受 性

測定に あた っ てはHeart infusion agar(HIA:栄 研

掌)を 用 い,日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法9)に 従 っ て 行 な

た

4.感 染 お よび 治 療 実 験

5%ム チ ン(半 井 化 学)液 に感 染菌 を懸 濁 し,0.5ml

ず つ マ ウ ス腹 腔 内へ 接 種 した 。感 染1時 間後 にPIPCお

よびaminoglycoside剤 を単 独 あ るい は10:1に 併 用 し

て0.25mlマ ウス の 背部 皮 下 に投 与 した 。1群15匹 の

マ ウス を使 用 し,7日 後 の マ ウス 生 存 率か らED50お よ

び 信 頼 限 界 をLITCHFIELD-WILCOXON法10)に よ り算 出 し

た 。 併 用 効 果 を 定 量的 に求 め るた め にKAWAKAMIら11)

の 方 法 に 従 い,相 乗 効 果 比(Synergistic ratio)を 次 式

に よ り求 め た｡

Da:併 用 効 果 が相 加 的 であ る と して 求 め たED50の 計

算値

Pd:併 用 時 のED50の 実 験 値

D1,D2:薬 剤 単 剤 のED50

C1,C2:併 用 時 の薬 剤 比 率

相 乗 効 果 比 が>1.0の 場 合,相 乗 効 果 あ りと判 定 した 。

5.腹 腔 内生 菌 数 の 測定

1群5匹 の マ ウス を 使 用 し,E.cloacae H-49,H.ae-

rogenes H-54に つ い てPIPCとGMの 組 み 合 わ せ で

行 な った 。 感 染 菌 量 は,E.cloacae H-49,E.aerogenes

H-54,そ れ ぞれ2.0×108cells/mouse(10MLD),3.0
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Table 1 Synergistic effect of PIPC and aminoglycoside antibiotics against experimental infection

in mice caused by K. Pneumoniae Y-84

Challenge dose: 2.0•~107cells/mouse with 5% mucin (10 MLD).

Therapy: s.c. injection at 1hr after infection.

Hypothetical ED50 in which additive effect of combined antibiotics assumed.

Table 2 Synergistic effect of PIPC and aminoglycoside antibiotics against experimental infection

in mice caused by E. cloacae H-49

Challenge dose: 1.0•~108cells/mouse with 5% mucin (5 MLD).

Therapy: s.c. injection at 1hr after infection.

Hypothetical ED50 in which additive effect of combined antibiotics assumed.

×108cells/mouse(12 MLD)と した。腹腔内接種1時

間後にPIPCとGMを 同時あるいは一方の薬剤を投与

した後,さ らにもう1時 間後にもう一方を皮下投与する

治療群およびそれぞれの単独治療群を無治療群 と比較 し

た。投与量は両菌株共それぞれ単独投与ではED50以 下

の治療効果 しか認められないPIPC 0.5mg/mouse,GM

0.05mg/mouseと し治療後,経 時的に腹水を採取,適 宜

滅菌生理食塩水で希釈し,平 板塗抹法にて生菌数を測定

した。

II.実 験 成 績

1.マ ウス実験的感染症に対する治療効果

供試 した各菌種感染における薬剤単独群および併用群

の治療効果をED50値(mg/mouse)と して示 した。 ま

たPIPCと 各aminoglycoside剤 との相乗効果比を示 し

た(Table 1,2,3,4)。

K.pneumoniae Y-84の 場 合,PIPC単 独群,GM単

独 群 のED50値 は それ ぞ れ0.65mg/mouse,0.015mg/

mouseで あ っ た が 両 剤 を10:1で 併 用す ることにより,

0.062mg/mouseとPIPC単 独 群 の約1/10量 に減少し

た 。 ま たGMと の 相 乗 効 果 比 は2.30で あ り,他 の

aminoglycoside剤 の 場 合 も 同様 の 成 績 を 示 した。E.

cloacae H-49の 場 合,PIPC単 独 群,GM単 独群の

ED50値 は そ れ ぞ れ0.66mg/mouse,0.019mg/mouse

で あ った が,両 剤 を 併 用 す る こ と に よ り,0.062mg/

mouseと な り相 乗 効 果 比 は2.54と 強 い相乗効果を示し

た 。 他 のaminoglycoside剤 の 中 で はDKBが 相乗効果

比3.01と 最 も優 れ て い た 。E.aerogenes H-54株 を用い

た 場 合,PIPC単 独 群,GM単 独 群 のED50値 はそれぞ
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Table 3 Synergistic effect of PIPC and aminoglycoside antibiotics against experimental infection

in mice caused by E. aerogenes H-54

Challenge dose: 1.0 •~ 108 cells/mouse with 5 % mucin (4 MLD).

Therapy: s.c. injection at 1 hr after infection.

Hypothetical ED50 in which additive effect of combined antibiotics assumed.

Table 4 Synergistic effect of PIPC and aminoglycoside antibiotics against experimental infection

in mice S. marcescens W-61

Challenge dose: 4.0 •~ 10`cells/mouse with 5% mucin (10 MLD).

Therapy: s.c. injection at 1 hr after infection.

Hypothetical ED50 in which additive effect of combined antibiotics assumed.

し2.0mg/mouse,0.046mg/mouseで あ った が,併 用

は0.137mg/mouseとPIPC単 独 群 の約1/15量 に

沙 した。 相 乗効 果 比 はDKBが2.68,次 い でGM

2.17で あ った 。

S.marcescens W-61を 用 いた 場 合,PIPC単 独,GM

独 のED50値 はそ れ ぞ れ2.30mg/mouse,0.022mg/

ouseで あ った が,併 用 す る こ とに よ り0.098mg/mo-

leと な り相 乗 効 果比 も2.08と 強 い 併 用 効 果 を示 し

｡

2.マ ウス腹 腔 内生 菌 数 の推 移

E.cloacae H-49,E.aerogenes H-54に お い て 感 染 治

後 の 腹 腔 内生 菌 数 の 変 動 を 対 照群 と 比 較 した(Fig.

E.cloacae H-49の 場 合,PIPC単 独 群 で は ほ とん ど

生菌数の減少が認められなかった。これに対 しGMを

1時 間後にさらに投与することにより,以 後の生菌数の

減少が著 しく認められて,3時 間後には同時併用群と同

様,菌 数は10-2以 下 に減少 した｡ま たGM先 投与群

は初期治療時の菌数減少はみられるものの,以 後のクリ

アランスは前述の群に比較 し,以 後PIPCを 併用 した群

も含めて弱かった。

E.aerogenes H-54の 場合,PIPC,GM単 独投与群は

3時 間後にはすでに再増殖が始まっているのに対 しどの

併用群 も6時 間 目まで生菌数の減少が認められた｡特 に

PIPC,GM同 時投与群,PIPC先 投与併用群はGM

併 用後のクリアラ ンスの程度が強 く,E.cloacae H-49

の場合と同様の傾向を示 した｡
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Fig.1 Combination effect of PIPC and GM in peritoneal cavity

III.考 察

β-lactam系 抗 生 剤 とaminoglycoside系 抗生 剤 の 併 用

に 関 して は 多 くの 報 告 が あ り,臨 床 的 に も有 用 な 治 療 手

段 とい わ れ て い る。 今 回 我 々 は マ ウス 実 験 感 染 で β-lac-

tam剤 のPIPCと 繁 用 され て い るaminoglycoside剤4

剤 を用 い て併 用 効 果 を 調 べ た 。 そ の結 果 いず れ の場 合 も

PIPCはaminoglycoside系 抗 生 剤 と生 体 内 で相 乗 的 に

作 用 し,優 れ た 治 療 効 果 が得 られ た。 ま た腹 腔 内生 菌 数

の変 動 か ら もPIPCはaminoglycoside系 抗 生 剤 と併 用

効 果 が認 め られ,そ れ ぞれ の単 独 群 よ りも生 菌 数 の減 少

が認 め られ た 。我 々 が行 な っ た実 験 に お い てaminogly-

coside系 抗 生 剤 はPIPCの1/10量 と した 。これ はそ れ

ぞ れ の 単 独ED50値 がPIPCよ りaminoglycoside剤 の

方 が1オ ー ダ ー 小 さ い 点 か ら 適 当 な 配 合 比 と 考 え られ

た 。 嶋 田 らi2)もLatamoxefとTobramycinのin vivo

併 用 効 果 で10:1で 充 分 併 用 効 果 が 発 現 す る こ とを 報

告 して い る。一 般 に β-lactam系 抗 生 剤 とaminoglyco-

side系 抗 生 剤 とのin vitro併 用 の検 討 をcheckerbo-

ard titration法 で行 な った 場 合,相 乗 効 果 が 認 め られ る

のはFIC indexの 概 念 か らほ ぼ64～1:1の 比 率 であ

る。 他 方,各 薬 剤 の 血 中 濃 度 は ヒ トで は投 与 方 法 や 投 与

量 が 異 な るた め,bioavailabilityの 単 純 な 比 較 は で き な

い が,マ ウス で は ピ ー ク値 でみ る と,例 え ばPIPC 0.4

mg/mouse S.C.で 約5μg/ml13),GM 0.5mg/mouse

S.C.で 約38μg/ml14)と 総 じてaminoglycoside系 抗 生

剤 の 方 が 濃 度 的 に 高 い 。 臨 床 に お い て はaminoglycosi-

de系 抗 生 剤 は 呼 吸 器 系 内 科 疾 患 で もそ の 腎 毒 性 や 抗 菌

活 性 の強 さ の 点 か ら200～400mg/dayの 投与量が通常

で あ り,penicillin系 薬 剤 は これ に対 し4～6g/dayと 多

い15)。 した が っ て 実 験 的 にaminoglycosidei剤 をPIPC

の1/10量 に した こ とは投 与 量 の比 率 か らい っても,臨

床 の場 に近 似 して お り,こ の面 か ら も適 した配合比と考

え られ た 。一 方,投 与 に際 して はPIPCをaminoglycoside

系 抗 生 剤 と同 時か,先 に投 与 す る方 が併 用効果が強く,

西野 ら16)が報 告 した 結 果 と一 致 した。 β-lactam系 抗生

剤 とaminoglycoside系 抗 生 剤 との併用 効果 の機序につ

い て は不 明 な 点 も多 い が,β-lactam剤 がaminoglycosi-

de系 抗 生 剤 の膜 透 過 性 を 良 好 に して い る との 報告もあ

る。 嶋 田 ら12)はP.aeruginosa感 染 系 を用 い,併 用効果

に及 ぼす 諸 因 子 の影 響 を 検 討 して い るが,β-lactam剤

単 独 投 与 で は 投 与 時 期 が遅 れ る に従 って治療効果が低下

す る こ と,β-lactam剤 とaminoglycoside剤 の同時併用

は 投 与 開 始 時 期 が遅 れ て も充 分 に認 め られ ることを報告

して い る。 これ らの 点 に 関 して は β-lactam剤,ami-

noglycoside剤 の体 内動 態 や そ れ ぞれ の菌感受性に対す

る詳 細 な 検 討 が 必 要 で あ る と 思 わ れ た。KROGSTADと

MOELLERING17)は 多 くの 文 献 か ら β-lactam剤 とami-

noglycoside剤 の 併用 効 果 がin vitroで 認め られた菌種

を列 記 して お り,グ ラム 陽 性菌 のS.faeciumや 陰性菌

のKlebsiella属,Enterobacter属,Acinetobacter属 に

お い て も認 め られ て い る。 ま た,Piperacillinとami-

noglycoside系 抗 生 剤 のEnterobacteriaceaeに 対する併

用 効 果 に 関 して は,Fuら6)がKlebsiella株 に対して,

ROBINSONら が,Klebsiellaと イ ン ドー ル陽性Proteus属
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に対して等数多くの報告がある。しか し実験感染に関す

る報告は少なく今回前に報告18)した,P.aeruginosa以

外の4菌 種についても同様に強い併用効果が認められた

.ことは弱毒菌感染の起因菌にこれらを含む場合はPIPC

とaminoglycoside系 抗生剤の併用が有用であると期待

された。

本論文の要旨は第32回 日本化学療法学会総会で報告

した。
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SYNERGISM OF PIPERACILLIN (PIPC) AND

AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTICS AGAINST

EXPERIMENTAL INFECTION IN MICE

MASAHIRO TAKAHATA, YOSHIKAZU FUKUOKA, TAKASHI YASUDA

and ISAMU SAIKAWA

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd., Toyama, Japan

The in vivo interaction of piperacillin(PIPC) and 4 aminoglycoside antibiotics, gentamicin(GM) ,
dibekacin(DKB), amikacin(AMK) and tobramycin(TOB) were examined with experimental infection
in mice. In experimental infection in mice with Klebsiella pneumoniae, followed by Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes and Serratia marcescens, a excellent synergistic effect were observed
the fixed combination of PIPC and aminoglycoside antibiotics in the ratio of 10:1. In vivo experi-
ments using E. cloacae H-49 or E. aerogenes H-54, the combination therapy of PIPC and GM was
more effective than a single therapy in reducing bacterial counts in peritoneal cavity of mice.


