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抗菌性薬剤 の3剤 併用の定量評 価の方法 として,2剤 併用 の評価に多用 され ている チェス盤希釈

法を応用 して,三 次元 チェス盤法を考案 した。 従来の2剤 併用 のチェス盤複数枚 に,3剤 目の倍数

希釈系列を順次加 え る。 菌接 種培 養後,得 られた 成績 を三次元 のグラフに投影 し,球 面下 の体積

(volume under the surface)を 算 出す る。 種 々の3剤 併用 におけ るこの 体積 を比較す るこ とで,

それ らの併用間 の優劣を論 ずるこ とが可能 とな る。 また,3剤 を一定の比 率で混合 した場合 には,

二次元の平面上あ るいは一 次元 の直線上 に投影 した図形 の面積,ま たは直線 の大小 ・長短 を比較す

ることに より,種 々の併用 間の比較が可能 とな る。 す なわ ち,配 合剤を含む2剤 併用や,3剤 同時

併用 の定量評価な どに も,三 次元 チェス盤法を応用 することが可能である。
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JAWETZ1,2,3)の 報告以来,抗 菌性薬剤の2剤 併 用につ

いては多 くの研究成果が得られた。併用効果の定量評価

に関しても種々の方法が検討 されてい るが,近 年 では,

倍数希釈法にチェス盤法を組み合わせたチ ェス盤希釈法

が,欠 点を有す るものの,標 準的な方法 として採用 され

ている4,5)。しか しなが ら,3剤 あるいはそれ 以上の薬剤

の併用の定量評価に関 しては,種 々の検討 が行なわれて

はいるものの,有 用な方法論を見出 し得 ない 現状 に あ

る。

今回我々は,抗 菌性薬剤の3剤 併用 に関す る研究を行

なう中で,そ の定量評価に関す る種 々の考察を加えて三

次元チェス盤法を考案 し,さ らにこれが,種 々の特 殊な

条件への応用にも適用 し得て,か つ有用であ ることを見

出したので以下に報告す る。

I.　 方 法 と 成 績

1.　三次元チェス盤法 の概念 と定義

2剤 併用の定量評価 において最 も汎用 され ているチェ

ス盤法を,3剤 併用 に応用 した
。 すなわち,MIC 2000

システムによる微量液体培地希釈 チ ェス盤法 を用 いて
,

Fig.1に 示す ように
,最 初 に2剤(agent A,B)に よ

るチェス盤マイクロプ レー ト(Plate I)を 作成す る。次

に,これ と同 じプ レー トのすべ てのウェルに,3番 目の

薬剤(agent C)の 倍数希釈系列 を低濃度か ら加えたプ

レートを順次作成(Plate II
,III,IV,… …)す る。 こ

れ らの プ レー トに菌 を接 種 して培 養 し,菌 の発 育 の 認 め

られ る部 分 を,Fig.1で は斜 線 で表 わ した 。a,bは

agent A,BのMICで あ り,同 様 にagent CのMIC

と してcが 求 め られ る。 このa,b,cと,各 プ レー ト

で発 育 の 阻 止 され た 最 小 の組 み合 わ せ の濃 度 の 点 を結 べ

<Plate IV>

<Plate III>

<Plate II>

<Plate I>

Fig. 1. Application of the checkerboard dilution

method to evaluate the effect of a combi-

nation of three antimicrobial agents
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Fig. 2. Illustration of the three- dimensional

checkerboard method

Fig. 3. Application of the three- dimensional

checkerboard method to compare a combi-

nation of a combined and a single agent,

and a combination of two single agents

Fig. 4. Comparison of AUCs (area under the MIC
curve) in the combination of a combined and
a single agent, and the combination of two
single agents, plotted on a two- dimensional

graph

ば,Fig.2の 三次元 グラフに示す ような,a,b,cを

結んでかつ0点 側に凹 んでいる,ド ットで表わ され る凹

面が規定 され る。 この凹面 よ り0点 側に近い部分 での3

剤 の組み合わせ では,菌 の発育 を阻止で きないが,外 側

の部分での組み合わせでは発育 を阻止で きる。そ して,

この凹面全体が0点 に近けれ ば近 いほ ど,3剤 併用の効

果が大 きいこ とを意味す る。 また,こ の凹面から0点 側

の体積(volume under the surface)を 算出 し,次 に,

同 じ菌 に対 して,異 なる他の3剤 の組み合わせ につ いて

同様 に体積を算出す る。 ここで,こ れ らの2つ の体積 を

比較す ることに より,異 な る2つ の併用間での優劣を論

ずるこ とが可能 となる。

2.　 三次元 チェス盤法 の応用

併用す る3薬 剤 の比率がある一定 の割合に固定 され て

いる場合は,前 項 に示 した三 次元 チェス盤法の,あ る特

殊 な条件下の応用 であるといえる。応用例を次に示す。

1)合 剤 と単剤 の組み合わせに よる3剤 併用への応用

併用す る3薬 剤の うち,2薬 剤が一定 の比率で配合さ

れている場合 にも,三 次元 チェス盤法の概念 を応用する

ことがで きる。Fig.3に 示す ように,ま ず,agent A

とagent Bの 併用 による平均MIC曲 線下 面積 をa,

b,Oで 示 され る図形で 表わす ことがで き る。 次 に,

agent Bは そのままで,agent Aにagent Cが 一定の

比率で配合 された場合には,そ の平均MIC曲 線下面積

は,h,b,Oで 示 され る図形で表わす ことがで きる。こ

の2つ の図形 の面積 を比較するこ とによ り,agent Cの

添加に よる効果 を定量評価するこ とが可能 とな る。 この

際,h,O,aで 表わ される角度が45度 であれば,合 剤

中のagent AとCの 配合比 率は1対1で あ り,も し角

度が60度 であれば2対1と な る。 このよ うに して得 ら

れ た2つ の図形をFig.4の ように同一面上に投影 して表

わす こ とがで きる。Fig.4のa,b,hは それぞれagent

A,agent B,合 剤(A+C)のMICを 示 している。こ

こで表わ され る曲線b,aお よび曲線b,hは それぞれ

の併用の平均MIC曲 線であ り,そ れ らより0点 側の部

分 は平均MIC曲 線下面積,す なわちarea under the

MIC curve(AUC)と して表わ され る。したが って.a,

O,bで 表わされ るAUCに 対す る,h,O,bで 表わさ

れ るAUCの 比を算定す ることに より,agent Cの 添加

に よる発育阻止効果 の増強 の程度が算定 されるが,私 共

は この比 を併用効果増強指数(enhancement of combin-

ed effect index=ECE index)と 定義 した6)。そ して,

この値が小さいほど添加 したagent Cの 効果が大きい

こ とにな る。

2)　 3剤 等量混合希釈系への応用

前項 の考えをさらに発展 させて,agent A,B,Cが

一定 の比率で混合され ている際の併用効果を算定するこ

とが可能 であ る。すなわ ちFig.5のO,i,gで 表わさ



VOL.36 NO.9 3剤 併用I・ 三 次元チ ェス盤 法に よる定量評価 615

Fig. 5. Evaluation of the efficacy of a combina-

tion of equal volumes of three agents pro-

jected onto a one- dimensional graph

れる直線のような,三 次元 グラフのX軸,Y軸,Z軸 か

ら等距離を保 って,各 軸のいずれ も正 の象限の部分へ伸

びる直線は,agent A,B,Cが 等量 に混合希釈 された

系である。この直線上 のO,gの 距離 に対す るO,iの

距離の比が小 さいほど3薬 剤併用 の効果が大 きい ことに

なる。この比は次 のよ うに近 似させ て表わす ことがで き

る。すなわち,i点 か ら各軸へ鉛直 に下 したa',b',c'

の値を求め,そ れぞれa,b,cと の比 を求めて合計 し,

これを3剤 併用時のFIC indexと して, FIC3 indexと

表現することができる7)。例えば3薬 剤が ともに 単 独投

与時の1/4の 量 で菌 の発育が阻止されれば,FIC3 index

=1/4+1/4+114=0.75と なる。そ して,従 来の2剤 併用

におけるFIC indexはFIC2 indexと して表現す るこ

とができる7)。

Fig.5のa,b,cの 値が互 いに異なれば,等 量混合

系ではなく,あ る一定の比率の混 合希釈系列 を表わす こ

とになるが,上 記 と同様 の計算でFIC3 indexを 求め る

ことができる。

II.　考 察

Penicillin Gやstreptomycinが 実用化 された直後か

ら,JAWETZら1,2,3}の 報告をは じめ とす る抗菌性薬剤の

2剤併用に関する研究が進め られ て きた。そ の定量評価

に関 しては,近 年 では2倍 希釈法にチ ェス盤法 を組み合

わせ,さ らに,そ れ らの組み合わせ の うち,最 も低濃度

で菌の発育を阻止す る組み合わせ の点を見 出 して,こ の

点の各々の薬剤単独 のMICと の比の合計を算出 し,こ

れをFIC indexと 定義 して比較す る方法が主 とな って

いる4,5)。

しかしなが ら,FIC indexは 単 なる比 で表わ され る成

績であり,種 々の欠点を有す る。例 えば,FIC indexは

2剤 併用の種 々の濃度の組 み合わせ の内の,あ る一つの

組み合わせ の点における成績 を示 しているのみ であ り,

その併用 の全体像を表 わ しているわけではない。 これに

対 し,す べての組み合わせ の点における成績 を総合 した

私共 の三次元 チェス盤法は,二 次元チ ェス盤法への応用

を も含め て,併 用効果 の全体像を比較 ・観察す ることが

可能であ り,よ り有用な方法 といえ よう。また,FIC in-

dexは 絶対的数値で表わ され る成績 ではないので,異 な

る条件の下 での多数の成績 を比較す ることには無理があ

る。例えば,大 きなMIC値 を示す薬剤同士 の併用 では,

FIC indexが た とえ小 さな値を示 した として も,直 ちに

臨床的に有用 であ る,と はいえない。MIC自 体 の値 を

も内包 している今回の私共 の方法は,成 績 を絶対的な数

値 で表わす こ とが できるので,臨 床的に各種 の併用 の優

劣比較を論 ずることが可能 である。

また,三 次元 チェス盤法は種 々の応用を行な うことに

よって,配 合剤 を含んだ併用や,2剤 併用の定量評価へ

も適用 し得るこ とが可能である。すなわち,三 次元 チェ

ス盤法の3軸 の うち,2～3軸 の数値をあ る比率 で固定

す ることでそれが可能であ る。例 えば,配 合剤 を含む併

用 について私共 は,そ のMIC曲 線下面積(AUC)同 士

を比較す るもの としてenhancement of combined effect

index(ECE index,併 用効果増強指数)を 考案 して,実

地 に応用 している6)が,こ のことか らも,2剤 併用 は3

剤併用の応用 である,と い うこ とが できよう。 さらに,

私共は3剤 同時併用時の 併用効果 のscreeningに 役立

つ もの として,3剤 等量混合希釈系 におけ る併用効果 の

大小 を表わすFlc3 indexを 考案 して実地に応用 してい

る7)。また,従 来 の2剤 併用 におけ るFIC indexをFIC2

indexと して,2剤 併用 と3剤 併用 を区別 しなが ら表現

す ることが可能 である。

ところで,FIC indexに おいては臨床例における起炎

菌 の薬剤感受性や,投 与薬剤の血 中濃度や持続時間 など

の体 内動態の成績 などは全 く考 慮され てお らず,併 用 効

果 の臨床評価を行な うに当た ってはあま り参考 とはな ら

ない。今回の私共 の方法を も含めて,こ のような欠点を

克服す る新たな方 法論が必要 とされ よう。一つの試み と

して,藤 井8)は病原細菌の 薬剤感受性 と,薬 剤の血 中濃

度 の成績を組み入れたantibiotic combination efficacy

index(ACE index)を 考案 してお り,単 な るFIC index

の比較 よ りはは るか に優れた方法論 といえよ う。私共の

方法 をも含めて,こ のよ うな改良を種々考案す ることで,

臨床 におけ る併用療 法の適用が さらに大 き く拡大 され,

かつ確実 にな るもの と思われ る。
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COMBINATIONS OF THREE ANTIMICROBIAL AGENTS (I)

EXPERIMENTAL THREE- DIMENSIONAL CHECKERBOARD DILUTION
METHOD FOR QUANTITATIVE ANALYSIS OF THE IN VITRO

COMBINED EFFECT OF THREE ANTIMICROBIAL AGENTS

AKIRA WATANABE, KOTARO OIZUMI and KIYOSHI KONNO

Department of Internal Medicine, Research Institute for Chest Diseases and Cancer,
Tohoku University

Seiryocho 4- 1, Sendai, Miyagi 980, Japan

We have established an experimental three-dimensional checkerboard dilution method for quanti-

tative analysis of the in vitro combined effect of three antimicrobial agents. We designed this method

through a modification of the checkerboard dilution method used for two antimicrobial agents. In

this experiment, we used a micro- broth dilution method using the Dynatech MIC- 2000 system. A

two- fold serial dilution of a third agent was added to the checkerboard containing the first and second

agents. Then, 0.0015 ml of a bacterial suspension was inoculated and incubated for 24 hours at 37•Ž.

The results obtained were plotted on a three-dimensional cubic graph so as to describe a spherical surface,

and the volume under the surface (VUS) was calculated. By comparing the VUS, with the relative

proportion of the three agents fixed at a certain ratio, it was possible to compare the efficacy of triple

antimicrobial combinations. For example, by application of the three- dimensional checkerboard

method, we could evaluate the effect of the combination of a combined agent with a single agent,

or the combination of equal amounts of three agents.


