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BRL 28500(Clavulanic acid-Ticarcillin)の 嫌 気 性 菌 に対 す る抗 菌 力

渡 辺 邦 友 ・沢 赫 代 ・山 岡 一 清 ・沢 村 治 樹

青 木 誠 ・小林 とよ子 ・上 野 ・一 恵

岐阜大学医学部嫌気性菌実験施設

BR L28500の 嫌気性菌に対するin vitroお よびin oivoに おける抗菌力を,TIPCお よびPIPC

と比較検討した。

教室保存の嫌気性参考菌株75株 の大部分の株に対 してBRL 28500は6.25μg/mlで 発育を阻止

した。 また,TIPC耐 性菌に対して,CVA 2.5μg/ml添 加 でTIPCの 抗菌力の増強が認められ

た。

臨床分離のB.fragilis 114株 に対 して,BRL 28500はTIPCお よびPIPCよ り強い抗菌力を示

し,特 に β-lactamase産 生の40株 に対しては抗菌力の増強が著明であった。

B.fragilisに よるマウス実験的皮下膿瘍形成実験 におい てBRL 28500は,TIPCお よびCVA

と比較 して強い膿瘍形成阻止効果が認められた。

以上 より,BRL 28500は 嫌気性菌感染症に対 して高い有用性が期待できる。

BRL 28500は,β-lactamase阻 害 剤 で あ るclavulanic

acid(CVA)と 注 射 用 ペ ニ シ リン で あ るticarcillin

(TIPC)と の1:15配 合剤 で あ る。TIPCの 抗 菌 力 は

好 気 性 グラ ム陽 性,陰 性菌 お よび 嫌 気 性 菌 に まで及 び,

特 にPseudomonas aeruginosa,Enterobacter cloacae

な どに も抗 菌 力 を 有 して い る こ とが特 徴 と され た。 しか

し,TIPCはRICHMoND分 類 に よ るIc,II,III,VI,

V型 の β-lactamaseに 対 し比 較 的 不 安 定 で あ っ た こ と

か ら,こ れ ら の型 の β-lactamase産 生 菌 の 分 離頻 度 が

上 昇 して い る今 日で は そ の 有用 性 が低 下 して い る とい え

る。CVAは,こ れ らの β-lactamaseに 対 し阻 害 作用

を 有 し,TIPCと の 配 合 に よ り,TIPCの 抗 菌 スペ ク ト

ラ ムお よび抗 菌 力 の 増 大,回 復 が期 待 され る。

嫌 気 性菌 の 中 では,Bacteroides fragilisがIc型 の

β-lactamaseを 産 生 す る こ とが 知 られ てい る3)Q今 回,

私 共 はBRL 28500の 嫌 気 性菌 に 対す る抗 菌 力 を 検 討 し

た 。

I.材 料 と 方 法

1.供 試菌 株

教 室 保存 の参 考 菌 株75株 と臨 床 分 離 のBacteroides

fragilis 114株 を用 い た。 参 考 菌 株 の 中 に は,Strepto-

coccus mutans, Streptococcus constellatus, Streptococ-

cus intermedius,  Capnocytophaga gingivalis お よび

Capnocytophaga ochraceaな ど好気培養または炭酸ガ

ス培養で発育できる菌種 ・菌株も含まれている。これら

は,す べて15%ス キ ムミルク水溶液を 保護 剤 として

一80℃ に凍結保存されていたものである。

供 試 薬剤

い ずれ も力 価 の明 らか な 原 末 を使 用 した 。

BRL 28500 ビ ーチ ャ ム薬 品(株)

Ticarcillin(TIPC) ビ ー チ ャ ム薬 品(株)

Clavulanicacid(CVA) ビーチ ャ ム薬 品(株)

Piperacillin(PIPC) 富 山 化 学(株)

2.最 小 発 育 阻 止 濃 度 (Minimum Inhibitory Con-

centration,MIC)の 測 定

MICは,寒 天 平 板 希 釈 法 に よ り行 った。 寒天平板希

釈 法 は,日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法1)に 準 じて行 った。す

な わ ち,薬 剤 含 有培 地 は,GAM寒 天 培 地(ニ ヅスイ)

を 基礎 培 地 と して 作 製 し た 。 な お,vitamin Kを10

μg/mlの 最 終 濃 度 とな る よ うに添 加 した 。接 種 菌 液 は

108cfu/mlと106cfu/mlの2種 類 と し,GAMブ イヨ

ン(ニ ッス イ)で の24～48時 間 培 養 菌 液 か ら調整 し

た 。 薬 剤 含 有平 板 へ の菌 の接 種 は,ミ クロプ ランター

(佐 久 間)を 使 用 し可 及 的迅 速 に行 い,培 養 は嫌 気 性 グ

ロ ー ブボ ッ クス(平 沢)内 で37℃,48時 間 行 った。

3.Bacteroides fragilis GAI-0558に よ る実験 的 マウ

ス皮下 膿 瘍 に 対 す るBRL28500の 効 果

ddy系 ↑18±2gの マ ウ ス を1群10匹 と して実験

を 行 った2)。B.fragilis GAI-0558のPYG broth(Scott)

で の24時 間 培 養 液 を 同 量 のAutoclaved caecal con-

tents(以 下ACC)に 加 え た も の0.4mlを マ ウス皮下

に接 種 した。 こ の0.4ml中 に は,B.fragilisが6.4×

107cells含 まれ る。

菌 接 種 後2,24お よび48時 間 後 にBRL 28500,
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Table 1-1 Comparative antibacterial activity of clavulanic acid, ticarcillin, BRL28500 and

piperacillin against anaerobic bacteria
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Table 1-2 Comparative antibacterial activity of clavulanic acid , ticarcillin, BRL28500 and

piperacillin against anaerobic bacteria

TIPCお よびcvAの そ れ ぞ れ12mg/mouse,12mg/

mouseお よび0.75mg/mouseを 皮 下 投 与 した 。最 終 投

薬 後3日 目に マ ウス を屠 殺 し,皮 下 の菌 接 種部 を 注意 深

く剥 離 し腫 瘤 の存 在 を,ま た そ の後 切 開 を 加 え腫 瘤 中 の

膿 汁 の 有 無 を 調査 した。 また,25μ1のplastic loopを

用 い て 膿 汁 の お お よそ の量 を推 定 した 。

な お,B.fragilis GAI-0558に 対 す るBRL 28500,

TIPcお よ びCVAのMIcは 各 々1.56μg/ml, 25

μg/m1お よび100μg/mlで あ った。

II.成 績

1.嫌 気性 菌 の参 考 菌 株 に対 す るCVA,TIPC,BRL

28500お よびPIPCの 抗菌 力

108cfu/m1の 成 績 で み る と,cvAは 嫌 気 性 菌 の 多

くの菌 種 の 発 育 を 阻 止す る の に25～400μ9/ml以 上 の濃

度 を 必 要 と した 。CVAの12.5μg/mlで 発 育 阻 止可 能 で

あった菌種は, P. magnus, P. asaccharolyticus, S. par-

vulus, C. tetani, C. novyi A, F. necrophorum, F. nu-

deatum, F. gonidiaformans, F. naviforme, B. ureoly-

ticus, B. melaninogenicus, B. intermedius I ot B.

asacckarolyticusで あ っ た。

TIPCは,嫌 気 性菌 全 般 に強 い抗 菌 力 を示 し,そ のほ

とん ど の菌 種 の発 育 を6.25μg/mlで 阻 止 した 。 しか し,

E. limosum, E. plauti, C. innocuum, C. peeringens,

C. di fficile, C. tetani, B. fragilis, B. distasonis, B. the-

taiotaomicron, B. uniformis, B. vulgatus に対 しては,

12.5～50μg/m1が 必 要 で あ った 。

BRL28500は, E. limosum, E. plauti, C. innocu-

urn, C. perfrigens, C. di fficile を除く全菌株の発育を
6.25μ9/m1で 抑 制 した 。 特 に,TIPcが25～50μ9/ml

のMICを 示 した B. fragilis, B. distasonis, B. thetai-

otaomicron, B. uniformis, B. ovatus に 対 し,0.39～
1.56μg/mlと い う低 いMIcを 示 した。 また,そ の他 の

菌 種 に つ い て もBRL28500はTIPC単 剤 に比 し,強 い

抗 菌 力 を 示 す傾 向 に あ った(Table1)。

2.CVA添 加量 に よ るTIPCのMICの 変 化 につ い

て

2.5,5お よ び10μg/mlのcvAを 加 え た 時 の

TIPCの 抗'菌力 を,CVAの 必 要 量 を算 出す る 目的 で検

討 した。

TIPCに 比 較 的 高 いMICを 示 した菌 株 につ い てのみ

の 成績 をTable2に 示 した。

CVAの 増 量 に よ る抗 菌 力 の 変 化 は 認 め られ な か った。

3.臨 床 分 離 のB.fragilisに 対 す るMIC

臨 床 分離 のB.fragilis 114株 を 用 い,BRL28500の 抗
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Fig. 1 Comparative MIC's of BRL 28500,
TIPC and PIPC against clinically
isolated strains of B. fragilis

Fig. 2 Comparative MIC's of BRL 28500,
TIPC and PIPC against clinically
isolated strains of B. fragilis

菌 力 をTIPC, PIPCの そ れ ら と 比 較 検 討 した 成績 を

Fig.1,2に 示 した 。 また,114株 中 β-lactamase high

producerで あ る40株 だけ につ い て の成 績 をFig.3,4

に示 した 。

Fig. 3 Comparative MIC's of BRL 28500, TIPC
and PIPC against clinically isolated, j3-
lactamase producing strains of B. fragilis

Fig. 4 Comparative MIC's of BRL 28500, TIPC
and PIPC against clinically isolated, p-
lactamase producing strains of B. fragilis

106cfu/ml接 種 で の成 績 をみ る と,BRL28500の 且

fragilis114株 に対 す るMICは,6.25～0.1μg/ml以 下

に分 布 し,そ の ピー ク値 はo.78μg/m1に あ った 。一方,

TIPcのMIcは1.56μg/mlか ら100μg/ml以 上 に分
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Table 3 Protective effect of BRL28500 against experimental mice abscess due to
B. fragilis

布 し,そ の ピー クは25μg/mlと100μg/ml以 上 に あ る

2峰 性分 布 を 示 し た。pIPCのMICは0.1μg/ml～

100μg/mlに 分布 し,そ の ピ ー クは3.13μg/mlに あ っ

た が,50μg/mlの 所 に も小 さな 峰 が認 め られ た 。

108cfu/ml接 種 で の成 績 をみ る と,3薬 剤 とも,106

cfu/ml接 種時 での成 績 よ り全 体 に耐 性 側 に2管 程 度 ず

れ こむ傾 向が認 め られ た 。

β-lactamase産 生 菌 に対 しては,BRL 28500のMIC

はTIPC,PIPCよ り顕 著 な差 が認 め ら れ た(Fig.3,

4)。

4.BRL 28500の 実 験 的 マ ウ ス皮 下 膿 瘍 形成 に 与 え

る効果

B.fragilis GAI-0558の6.4×107cellsをACCと 同

時 に マ ウ ス 皮 下 に接 種 す る と,100%に 膿 瘍 が 生 じ

た。

一方
,BRL28500投 与 群 で は10匹 中5匹 で 膿 瘍 形

成が認 め られ なか った。 また,TIPC投 与 群 で は10匹

中8匹 に膿 瘍形 成 が 認 め られ,ま たCVA投 与 群 で は

100%に 膿 瘍形 成 を認 め た(Table3)。

III.考 按

Clavulanic acid(CVA)はRICHMONDIc,II,III,

IVお よびV型 に属 す る β-lactamaseと 不 可 逆 的 に結 合

し,そ れ を永久 的 に阻 害 す る。CVAは,既 にamoxicillin

(AMPC)と 配 合 され た経 口剤BRL 25000と して開 発 さ

れ,既 に市 販 され てい る。 ま た,こ のBRL 25000の 嫌

気 性菌 に対 す る抗 菌 作 用 に つ い て は,既 に報 告 した4)。

今回,CVAはTIPCと 配 合 され,注 射 用 抗 生 物 質

BRL 28500と して 開発 され た。

私共 は このBRL28500の 嫌 気 性 菌 に対 す る抗 菌 作 用

につい て検 討 した 。TIPCは,B.fragilisを 除 く嫌 気 性 菌

に広 い抗 菌 力 を示 す こ とが 知 られ て い るが,RICHMOND

Ic型 の β-lactamaseを 産 生 す るE.fragilisに 対 して は

抗菌 力 が及 ば な い こ と も知 られ て い る。

さて,私 共 は まず 嫌 気 性菌 の参 考菌 株 に 対 す るTIPC

の抗菌 力 を検討 した 。

TIPCはB.limosum, E.pJauti,C.innocmm,C.

perfringens, C.difficile,C.tertiumな どのEubacterium

お よびClostridiumの あ る菌 種 とB.fragilis,B.theta-

iotaomicron, B. distasonis,B.unirormis,B.ovatusな

どの い わ ゆ るB.fragilis groupに 属 す る 菌 種 に 対 し

12.5～50μg/mlと い う比 較 的 高 いMICを 示 した が,そ

の他 の菌 種 に対 して は全 て6.25μg/ml以 下 の低 いMIC

を示 す こ とが 確 認 され た。

TIPCに 対 す るMICが12.5～50μg/mlと 比 較 的 高

か っ た菌 種 の うち,E.limosum,E.plantii,Cinnocu-

um,C.perfringens,C.difficile, C.tertium,で はCVA

との配 合 に よる抗 菌 力 の 改 善 は 認 め られ なか った が,

B.fragilis groupに 対 して は,4管 か ら8管 程 度 の抗 菌

力 の増 強 が認 め られ た。E.limosum,E.plautii,C.in-

nocuum,C.perfrigens,C.difficile, C.tertiπmは β-

lactamaseを 産 生 せ ず,β-lactamase以 外 のmechani-

smでTIPCに 耐 性 を示 す も の と推 測 さ れ る。

また,TIPC耐 性 菌 に対 す るCVAの 必 要 量 を検 討 す

る 目的 で,2.5,5お よ び10μg/mlの 一 定 量 のCVAを

添 加 してTIPCのMICを 検 討 した 結 果,嫌 気 性 菌 に

対 して は2.5μg/mlで 十 分 で あ る こ とが 認 め られ た 。

特 に,臨 床 材料 か ら しぼ しば 分 離 さ れ るB.fragilis

114株 に対 して,TIPCとCVAの 配 合 はTIPC単 独 よ

りも著 明 な抗 菌 力 の増 強 を 示 した 。 β-lactamase detec-

tion paper(Oxoid)とCefinase(R)disk(BBL)の 両 方

で陽 性 とな る β-lactamase high producerの うち,106

cfu/ml接 種 でTIPC単 独 で100μg/ml以 上 のMICを

示 す 株 はCVAの 添 加で 全 て6.25μg/mlのMICと な

った 。

また,JOINERら が 作 成 した マ ウ スに お け る皮 下 膿 瘍

モ デ ル を用 い て,TIPC,CVA単 独 とTIPC:CVAの

配 合 のin vivoで の抗 菌 力 を比 較 した2)。

E.fragilis GAI-0558とAutoclaved caecal conterlts

の混 合 接 種 で,3～4日 目 に は100%膿 瘍 を 形 成 した

が,TIPCとCVAの 配 合 薬 剤 投 与 に よ り10匹 中5匹

で 膿瘍 形成 を 阻 止 し,ま た 残 りの5匹 で も腫 瘤 中 の膿 汁

の 量 はcontrol群 に 比 し,明 らか に少 な く,TIPC単 独

の場 合 よ りもす ぐれ た 効 果 が み とめ ら れ た こ と か ら,

TIPCとCVA配 合 のBRL 28500は,TIPC単 独 で そ の

効 果 が 期 待 で き な か っ た β-lactamase産 生B.fragilis

の 感 染 症 に 十 分 期 待 で き る と思 わ れ た 。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BRL 28500

(CLAVULANIC ACID-TICARCILLIN)

AGAINST ANAEROBES

KUNITOMO WATANABE, KAKUYO SAWA, KAZUKIYO YAMAOKA, HARUKI SAWAMURA,

MAKOTO AOKI, TOYOKO KOBAYASHI and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University, School of Medicine

In vitro and in vivo studies of the antibacterial activity of BRL 28500, a formulation of ticarcillin
with the j3-lactamase inhibitor, clavulanic acid, against anaerobic bacteria have been conducted.

BRL 28500 at 6.25 pg/m1 inhibited the growth of most of the anaerobic reference strains in our
laboratory. Extremely potent anti-bacterial activity was seen against 114 clinically isolated of B.
fragilis. When 2. 5 pg/ml of clavulanic acid was combined with ticarcillin and BRL 28500 showed
particularly strong activity against 40 strains i9-lactamase producing strains.

In an in vivo study BRL 28500 showed strong activity against experimental subcutaneous abscesses
in mice caused by 13-lactamase producing B. fragilis.


