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抗菌性薬剤の3剤 併用に関す る研究(III)

β-ラクタム系とアミノ配糖体系およびテトラサイクリン系薬剤間の3剤 併用効果

渡 辺 彰 ・大泉耕太郎 ・今 野 淳

寮北大学抗酸菌病研究所内科学部門*

(昭和63年2月25日 受付)

臨床 分 離 株 を対 象 と して,β-ラ クタ ム系,ア ミノ配糖 体 系 お よび テ トラサ イ ク リン系 の3系 統 薬 剤

同 時 併 用 の効 果 につ いて 検 討 した。S. aureus, E. coli, K.pneumoniae, E. cloacae, S. marcescens,

P.aeruginosaの計118株 を対 象 と し,3系 統 等 量 混 合倍 数 希 釈 系 列 の各 菌 株 に対す るMICとFIC3

indexを 求 め,ま た,PIPC+AMKの チェ ス盤 にMINOを 低 濃 度か ら加 え てFIC2 indexの 変化

を観 察 した 。Mean FIC3 indexは,PIPC+AMK+MINOとCPZ+AMK+MINOが とも に0.73,

CZX+AMK+MINOが0.77で あ った 。MINOを 低 濃 度 か ら添 加す る と,E. coliとK. pneumo-

niaeで はFIC2 indexが さ ら に低 下 す るが,S. marcescensとP.aeruginosaで は ほ とん ど変 化 し

なか った 。

以 上 よ り,3剤 併 用 で は菌 種 に よ り強 い併 用 効 果 が 認 め られ る も のの,拮 抗 作用 は 小 さ く,難 治

性 感 染 症 へ の 臨床 応 用 の適 応 が示 唆 され た 。
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私共はすでに,抗 菌性薬剤 の2剤 併用 について基礎

的 ・臨床的に種々報告1～13)してきた。それらのうち,基

礎的な成績を要約すると,β-ラ クタム系,ア ミノ配糖体

系およびテトラサイクリン系の3系 統のうちそれぞれ2

系統間には,Fig.1に 示すように,相 乗ないし部分的相

乗作用という良好な併用効果の存在することが 知 られ

た。肺癌二次感染の臨床例に対する抗菌性薬剤の単独療

法と併用療法の有用性の比較を行なった私共の成績9～勘

でも,基 本的に,単 独療法よりも β-ラクタム系とアミ

ノ配糖体系の2剤 併用療法の有効性が有意に高いことが

知られたが,さ らに,テ トラサイクリソ系をも併用した

Fig. 1. In vitro combined effect of two of three

antimicrobial agents (ƒÀ-lactam, aminogly-

coside and tetracycline) against clinical

isolates of Gram-negative bacilli

3剤 併用 の有 効 性 が,2剤 併用 の そ れ よ りも有 意 に優れ

て い るこ とが 知 られ た12,13)。

今 回 は,こ れ ら3系 統 を 同時 に 併 用 し た 場 合 のin

vitro併 用 効 果 に つ い て 検 討 して,興 味 あ る知 見 を得た

の で 以 下 に報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

被 験菌 株:当 科 に 保 存 され て い るS. aureus, E. coli,

K.pneumoniae, E. cl oacae, S. marcescens, P.aerugi-

nosaの6菌 種,計118株 を 使 用 した。E, cloacaeの18

株 以 外 は す べ て20株 であ るが,い ず れ も東 北 大学抗酸

菌 病 研 究 所 お よび仙 台厚 生 病 院 に お いて 得 られ た 主 に

呼 吸 器 由来 の 臨 床分 離 株 で あ る。 実験1で は全 株 を使 用

した が,実 験2で はS. aureus 10株,E. coli 18株,K.

pneumoniaeとS.marcescensお よびP.aeruginosaの

各20株,計88株 を 使用 した 。

抗 菌 性 薬 剤:β-ラ ク タ ム 系 と し てpiperacillin

(PIPC,以 下 同 じ),cefoperazone (CPZ,以 下 同 じ)お

よびceftizoxime (CZX,以 下 同 じ)の う ち1剤 を 使

用 し,ア ミノ配 糖 体 系 と してamikacin (AMK,以 下

同 じ)を,テ ト ラ サ イ ク リン 系 と し てminocycline

(MINO,以 下 同 じ)を 使 用 した。

抗 菌 力測 定:ダ イナ テ ッ クMIC-2000シ ステ ムに よる

*仙 台市星陵町4番1号
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微量液 体培 地 希 釈法 を用 いた 。す な わ ち,日 本 化 学 療 法 学

会標 準法14)と 同様 に,各 薬 剤 の 倍数 希 釈 系 列 をMueller-

Hinton broth(MHB,以 下 同 じ,Difco)を 用 い て作 成

し,次 項 に示 す 組 み合 わ せ に従 って 同 シス テ ム の デ ィス

ペ ソサ ーに よ り,96個 の ウ ェルを 有す る マ イ ク ロタ イ

ター ・プ レー トの各 ウ ェル に無 菌 的 に0.1mlず つ 分 注

した。 あ らか じめMHBに て37℃020時 間培 養 した被

験株 の菌液 を10倍 希 釈 し,こ れ を同 シ ステ ム の イ ノキ

ュ レータ ーに よ り各 ウ ェル に0.0015mlず つ 接 種 した。

この 方法 で の 接 種菌 量 は,S.aureusの 場 合 ほ ぼ105

CFU/ml,グ ラ ム陰 性桿 菌 の場 合 ほ ぼ106 CFU/mlと な

る。菌 液 を接 種 した 後,37℃,20時 間 培 養 して 各 ウェ ル

内の混濁 を肉 眼的 に観 察 して,MICを 判 定 した 。な お,

この方法 で得 られ る成 績 は 日本 化学 療 法 学 会 標 準 法 に よ

る成 績 とほ ぼ 相関 す る15,16)ことが 知 られ て い る。

薬 剤の組 み合 わ せ 方 と実 験 方 法:2つ の実 験 を行 な っ

たが,実 験1で は3系 統 の 薬 剤 を 等 量 に混 合 して倍 数 希

釈系列 を 作 成 し た。 β-ラ クタ ム 系 薬 剤 が3種 類 あ るた

め,併 用 の系 列 はPIPC+AMK+MINO,CPZ+AMK

+MINOお よびCZX+AMK+MINOの3系 列 で あ

る。 ただ しOPIPCの 場 合 のみ 他 剤 の4倍 量 と した 。

実験2で は,実 験1で 検 討 した3系 列 の うち,PIPC+

AMK+MINOの 系列 に つ い て詳 細 に検 討 した 。す な わ

ち,PIPC+AMKの チ ェス 盤 に,MINOの4倍 希 釈 系

列を低濃 度か ら,0,0.2,0.78,3.13μg/mlを 加 え て

FIC indexの 変化 を観 察 した 。

併用効 果の 判定 基準:実 験1で は,3剤 各 々単 独 での

MICを まず 求 め た 。 次 に,3剤 等 量混 合 希釈 系 にお け

る併用時 の各 々 の薬 剤 のMICす なわ ちfractional inhi-

bitory concentration (FIC)を 求 め,そ れ ら と単 独使 用

時のMICと の比 を 算 出 す る。 これ らの3薬 剤 につ い て

の比 の合計 の うち,最 小 の値 がFIC indexで あ るが,

Fig.2に 示 す よ うに3剤 併 用 に お け るFIC indexを,今

回新たにFIC3 indexと 定 義 した。そ して,FIC3 index

Fig. 2. FIC3 index for the evaluation of the in

vitro combined effect of three antimicrobial

agents

Fig.3. FIC2 index for the evaluation of the in

vitro combined effect of two antimicrobial

agents

が0.75以 下 を 相乗 作 用,0.75以 上 で,1.5未 満 を 部

分 的 相 乗 作 用,1.5を 相 加 作 用,1.5以 上 を拮 抗 作 用 と

定義 した 。実 験2で は,MINO添 加時 の最 小 発 育 阻 止 濃

度 の組 み 合 わ せ を,PIPCお よびAMK単 独 で のMIC

と比 較 し,そ の比 の 最小 と な る 合 計,す な わ ちFIC

indexを 算 出 してそ の変 化 を 観察 した 。 この 場 合 のFIC

indexの 判 定 は2剤 併 用 にお け る場合3)と 同 じであ り,

こ れ をFig.3に 示 す よ う に2剤 併 用 に お け るFIC

index,す なわ ちFIC2 indexと 定 義 した 。 そ してFIC2

indexが0.5以 下 を相 乗 作 用,0,5以 上か つ1.0以 下

を部 分 的 相 乗 作 用,1.0を 相 加 作用,1.0以 上 を 拮 抗 作

用 と定 義 した 。

Table 1. Mean FIC3 indices of a combination of equal amounts of

three antimicrobial agents against clinical isolates

*

The concentration of PIPC was 4 times that of other agents
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II. 成 績

Table1に 実験1の 成績を示 した。Table1に は3種

類の併用のそれぞれにおける,各 菌種ごとのmean FICa

indexを 示 した。最上段には全菌株に対するmean FIC3

indexを 示 したが,PIPC+AMK+MINOとCPZ+

AMK+MINOが ともに0.73,CZX+AMK+MINO

が0.77で あ った。先の定義に従えば,前 二者の併用が

相乗作用,後 者が部分的相乗作用を示 したことになる。

また。各菌種ごとにみると,F.coliとK.pneumoniae

ではやや大きなFIC3 indexが 観察されて部分的相乗作

用を示 したが,そ の他の菌種ではいずれも相乗作用が認

められた。

Table2に 実験2の 成績を 示した。 この実験で は,

MINOの 最大添加濃度が3.13μg/mｌ までであり,そ れ

以上の観察は行ない得なかった。菌種ごとにみた場合,

S.aureusで はMINO 0.2μg/ml単 独でもその全株の発

育が阻止されるため,併 用の成績は得られなかった。E.

coliとK.pneumoniaeで は,MINOを 低濃度から添加

していくと,FIC2 indexが さらに低下するもののS.

marcescensとP.aeruginosaで はほとんど変化せず,む

しろ逆に上昇 して,0.5以 上のFIC2 indexと い う部分

的相乗作用の範囲に分布する拮抗的な動きもみられた。

III. 考 察

私共は,先 に述べたように抗菌性薬剤の2剤 併用に関

して,β-ラ クタム系,ア ミノ配糖体系およびテトラサイ

クリン系薬剤の間には良好なin vitro併 用効果が存在

するという成績を報告 してきた2,3,5～7)。また,臨 床的に

も肺癌二次感染例では,β-ラ クタム系とアミノ配糖体系

薬剤との併用療法の有用性が 高いことを確認 ・報告し

ている9～13)。しか も,テ トラサイクリン系薬剤をさらに

加えた3剤 併用療法の有効性が,2剤 併用のそれよりも

有意に高い12,13)ことが知られ,こ の併用に関 して基礎的

な検討を加える価値があると考えられた。

今回の検討では,組 み合わせる薬剤をある程度限定 し

て,β-ラ クタム系としてPIPC,CPZお よびCZX,ア

ミノ配糖体としてAMK,テ トラサイクリン系 と して

MINOを 選択 したが,こ の範囲内の検討だけでも,以 上

に挙げた3系 統の薬剤間には良好な3剤 併用の効果が存

在することが知られた。すなわち,臨 床分離グラム陰性

桿菌および黄色ブ ドウ球菌に対 して,3剤 等量混合希釈

系は,3剤 併用効果の指数であるFIC, indtxが0.75

前後 という値を示 し,こ れは,今 回私共の示 した定義に

従えば,相 乗作用か ら部分的相乗作用の範囲に分布する

ことになる。 また,す でに併用効果の認められている

PIPC+AMKの 併用の系列に,MINOを 低濃度から添

加 した場合にも,特 にE.coliとK.pneumoniaeで は2

剤併用効果の指数であるFIC2 indexが 順調に低下して

行き,MINOを 添 加することの意義が認められた。他

方,S.marcescensとP.aeruginosaに 対 しては一部分に

拮抗的な作用を示す動きもみられた。 しか し,こ のこと

は,こ の2つ の菌種に対するMINOの 抗菌力がE.coli

やK.pneumoniaeに 対する場合より若干弱く,し かも,

今回検討したMINOの 濃度が,こ れらの菌種に対する

MICよ りもかなり低くて その抗菌作用がほとんど発揮

されなかったために,PIPCとAMKの 併用効果を増強

す る作用が少なかったものと思われた。 したがって,今

回検討 したMINOの 濃度よりさらに高いレベル,同

様の検討を行なう必要があると考えられた。 しかしなが

ら私共の一連の検討でみる限り,強 い拮抗作用は認めら

れず,今 回得られた基礎的な成績は臨床的な3剤 併用療

法の有用性を一部裏付けるものと考えられる。また,こ

のことか ら難治性感染症に対する3剤 併用療法の適応が

示唆されよう。

今回の検討では,3剤 併用効果の定量評価として2つ

の方法を採用 した。すなわち,良 好な併用効果を示す薬

剤の組み合わせを見出す 目的のためには,前 々報17)に記

した三次元チェス盤法を応用 して,等 量混合希釈系にお

けるFIC3 indexを 算出する方法を採用した。さらに,

Table 2. Changes of FIC2 indices when minocycline (MINO) was added to

a combination of piperacillin (PIPC) and amikacin (AMK)

* The growth of all strains of S. aureus was inhibited by P.2peral of MINO alone
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上記の方 法 で見 出 した 薬 剤 の組 み 合 わ せ につ い て,併 用

効果の発 現 の程 度 を 詳 細 に検 討 す るた め に は,三 次 元 チ

ニス盤法 そ の も のを 採 用 した。 こ の よ うに2つ の 実験 を

組み合わ せ るこ とに よ り,さ らに効 率 的 な 検 討 が 行 な え

るもの と考 え る。 す な わ ち,今 回 の検 討 の うち の 等 量 混

合希釈系 は,併 用 す べ き薬 剤 の組 み 合 わ せ を 見 出すsc-

reeningに 使 い得 る方 法 と考 え られ る。 そ して,三 次 元

チェス盤 法 は詳 細 な 検 討 を行 な うの に適 して い る,と 考

え られ た。 また,今 回 の検 討 と直 接 の関 連 は な い が,配

合剤の併 用効 果 の 定 量評 価 に は 前 報18}に 挙 げ た 併 用 効

果増強指 数(ECE index)が 有 用 であ る と考 え る。 そ し

て,こ れ らの方 法論 に よ り,併 用 効 果 の さ らに 効果 的 な

定量評価 が行 なえ る もの と考 え られ る。
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COMBINATIONS OF THREE ANTIMICROBIAL AGENTS (III)

IN VITRO COMBINED EFFECT OF A $-LACTAM, AMINOGLYCOSIDE
AND TETRACYCLINE

AKIRA WATANABE, KOTARO OIZUMI and KIYOSHI KONNO

Department of Internal Medicine, Research Institute for Chest Diseases
and Cancer, Tohoku University, Seiryomachi 4-1, Sendai 980, Japan

We examined the in vitro combined effect of 19-lactams, aminoglycosides and tetracyclines against
118 strains of clinical isolates of six different species (S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae,
S. marcescens and P. aeruginosa). The in vitro combined effect was determined by a three-dimensional
checkerboard dilution method, a modification of the method for two antimicrobial agents, using the
Dynatech MIC-2000 system. The MIC and FIC3 index of a 1: 1 : 1 mixture of a two-fold serial dilu-
tion of the three antimicrobial agents against the above strains were determined. Also, the rate of
change of the FIC2 index was evaluated when minocycline (MINO) was added to the checkerboard
of piperacillin (PIPC) and amikacin (AMK). The value of the mean FIC3 index of the combination
of PIPC+AMK+MINO and that of cefoperazone (CPZ)+AMK+MINO against all the strains were
both 0.73, and that of ceftizoxime (CZX)+AMK+MINO 0.77. Though the FIC2 indices of PIPC+
AMK against E. coil and K. pneumoniae gradually decreased when increasing concentrations of MINO
were added to the checkerboard of PIPC+AMK, those against S. marcescens and P. aeruginosa remained
almost the same. From the above results, we conclude that the combination of three antimicrobial
agents exhibited a potent synergistic activity against clinical isolates, especially of E. coli and K. pneu-
moniae, without any antagonistic action. Our data thus suggest that the above combinations are
indicated against severe infections.


