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Tazobactam/Piperacillinの 嫌 気 性 菌 に対 す るin vitro

お よ びin vivo抗 菌 力 お よ びマ ウス 盲腸 内細 菌 叢 へ の影 響

渡辺邦友 ・田中保知 ・加藤直樹 ・田中香 お里 ・加藤 はる ・上野一恵

岐阜大学医学部附属嫌気性菌実験施設*

Tazobactam (TAZ)/piperacillin(PIPC)の 嫌 気 性 菌 に対 す るin ｖitro抗菌 力 を参 考 菌 株 お よ

び 臨 床 分 離 株238株 を用 い て 検 討 した 。TAZ/PIPCは β-lactamase産 生 性 でPIPCに 耐 性 の 株

を 含 むBacteroides frugilisお よ びPrevotella biυiaに 優 れ た 抗 菌 力 を 示 し,Peptostreptococcus

SPP.な どPIPCに 対 して 本 来 感 性 を 示 す 菌 種 に 対 し て も強 い 活 性 を 保 持 して い た 。B. fragi-

lis GAI 0558,7955,10150とP.bivia ATCC 29303, GAI-4100の β-lactamase活 性 はTAZ

に よ り強 く阻 害 さ れ た 。

次 に β-lactamaseを 産 生 しPIPCに 耐 性 を 示 すB. fragilis2株 とPIPCに 感 性 のEscherichia coli

また は 度Enterococcus faecalisの そ れ ぞ れ1株 を用 い た2種 の 混 合 菌 に よ る 腹 腔 内 膿 瘍 モ デ ル を

用 い,TAZ/PIPCの 膿 瘍 形 成 阻 止 効 果 を検 討 した 。B. fragilisとE.faecalislこ よ る 膿 瘍 形 成

に 対 し,PIPC単 独 投 与 群 で はPIPC耐 性 のB. fragilis(MIC:100μg/ml),PIPC感 性 のEfaeca-

lis(MIC:3.13μg/ml)と も に 菌 数 減 少 効 果 は見 られ な か っ た が,TAZ/PIPC投 与 群 で は 有 意

な 菌 数 減 少 が 見 ら れ た 。 さ らにB. fragilis(MIC:100μg/ml)とE. coli(MIC:1-56μg/ml)に よ

る 膿 瘍 形 成 に対 して,PIPc単 独 投 与 群 はPIPc感 性 のE. coliの菌 数 の み が わ ず か に 減 少 す る

に と ど ま っ た が,TAZ/PIPC投 与 群 で は 両 菌 種 と も に菌 数 の 有 意 な 減 少 が 見 ら れ た 。 感 染

マ ウ ス を用 い たPIPC単 独 投 与 とTAZ/PIPC投 与 時 の 膿 瘍 ホ モ ジ ネ ー ト中 のPIPC濃 度 の 推 移

はTAZ/PIPC投 与 群 でPIPC単 独 投 与 の 場 合 よ り高 い レ ベ ル を 維 持 して 推 移 し た 。PIPCと

TAZの 併 用 に よ る 効 果 が,マ ウ ス 膿 瘍 モ デ ル に お い て も確 か め ら れ た 。

TAZ/PIPCお よびPIPCの1日40mg/kgの5日 間 の 皮 下 投 与 は,い ず れ もマ ウ ス盲 腸 内 で の

Clostridiumd朔cileの 増 殖 を誘 導 した 。

Key words: tazobactam/piperacillin, Bacteroides fragilis,β-lactamase inhibitor,マ ウ ス 実 験

的 腹 腔 内膿 瘍 モ デ ル,マ ウ ス 盲 腸 内 細 菌 叢

Tazobactam/piperacillin(TAZ/PIPC)は,piperacil-

lin(PIPC)と 新 し い β-lactamase阻 害 剤 で あ るtazobac-

tam(TAZ)を4:1の 割 合 で配 合 した 新 しい 注 射 用 化 学 療

法 薬 で あ る。TAZは 嫌 気 性 菌,特 にBacteroiaes fragilis

groupの 産 生 す る β-lactamaseを 阻 害 す る こ と が す で に

報 告 さ れ て お り1,2),PIPC耐 性 株 を 含 むB. fragilis

groupに 対 す る抗 菌 力 の 増 強 が 明 らか と な っ て い る3重4)。

著 者 ら はTAZ/PIPCの 嫌 気 性 菌 に 対 す る 抗 菌 力 を

PIPC単 薬 と 比 較 す る と と も に,同 じ系 統 の 薬 剤 で あ

るclavulani cacid/ticarcillin (CVA/TIPC),sulbactam/

cefoperazone(SBT/CPZ)お よ びcefotiamと の 比 較 検 討

を 行 っ た 。 ま た,B. fragilisとEscherichia coliお よ び

Enterococcus faecalisの 混 合 接 種 に よ り作 製 し た マ ウ ス

腹 腔 内 膿 瘍 モ デ ル を用 い て,本 薬 剤 の 有 用 性 をin υiυo

で 明 ら か に す る と と も に マ ウ ス 盲 腸 内 細 菌 叢 へ の 影

響,特 にClostridium difficile増 殖 の 誘 導 能 に つ い て も

検 討 した 。

1.材 料 と 方 法

1.供 試 菌 株

Table1に 示 す 研 究 室 保 存 の 代 表 参 考 菌 株 お よ び

American Type Culture Collection (ATCC), National

Collection of Type Culture (NCTC)お よ びVirginia

Polytechnic Institute (VPI)由 来 の 参 考 菌 株 と 当 研 究 室

で 臨 床 材 料 か ら昭 和58年 度 以 降 に 分 離 し た 嫌 気 性 菌

を用 い た 。 臨 床 分 離 株 の 同定 は,PRASIImedia(Scott,

USA)を 用 い る 生 化 学 的 性 状 と ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ ー に よ る 代 謝 産 物 中 の 低 級 脂 肪 酸 の 分 析 か らVPI

manual第4版 に 従 い 行 っ た`)。 一 部 の 菌 株 の 同 定 は

Rap IDANA system (IDS,USA)を 用 い た 数 値 同 定 と ガ

ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ る代 謝 産 物 中 の 低 級 脂 肪 酸

*〒500岐 阜市司町40
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の 分 析 結 果 上基 に して 行 っ た.こ れ ら の 菌 株 は20%

ス キ ム ミル ク 上 保 護 剤 と して 一80℃ で 保 存 し た.

2.供 試 薬 剤

Piperacillin(PIPC)お よ びtazobactam(TAZ)の 原 末 上

用 い た 。PIPCは 富 山 化 学 工 業 株 式 会 社 か ら,TAZお

よ びtazobactam/piperacillin(TAZ/PIPC)は 大 鵬 薬 品 工

業 株 式 会 社 か ら 分 与 さ れ た.lnvitro抗 菌 力 試 験 の 対

照 薬 剤 と してcefotiam(CTM),CVA/TIPC,SBT/CPZも

用 い た 。 い ず れ も力 価 の 明 らか な もの 上使 用 した.

3.最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)の 測 定

寒 天 平 板 希 釈 法 に よ っ て 測 定 し た6.7).嫌 気 性 菌 に

対 す る抗 菌 スペ ク トラ ム の 検 討 に は 感 受 性 測 定 用 培 地

と して5%ウ サ ギ 溶 血 血 液 添 加BrucellaHK寒 天(極 東

製 薬)上 用 い た 。 臨 床 分 離 株 に 対 す るMIC測 定 に は

GAM寒 天 培 地(日 水 製 薬)上 用 い た 。 嫌 気 性 培 養 は

anaerobic glove box(平 沢 製 作 所 東 京)(N280%,

CO210%,H210%)で2日 間 行 っ た 。

好 気 性 菌 のMICはMueller HintonIIagar(BBL)上 用

い る 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ り測 定 した 。

4.臨 床 分 離 株 に対 す る抗 菌 作 用

B.fragilis66季 朱,Bacteroides thetaiotaomicron21株,

Prevotella bivia25株,Peptostreptococcus magnus38株,

Peptostreptococcus anaerobius20株,Peptostreptococcus

asaccharolvticus27株 上 用 い た 。 こ れ ら は 昭 和61年 度

分 離 株 で あ る 。

5.PIPCのB.fragilisに 対 す る 抗 菌 作 用 に 及 ぼ す

TAZの 濃 度 の 影 響

昭 和55年 分 離 のB.fragilis group85株 上 用 い て 検 討

し た 。TAZの 濃 度 上0.25μg/mlか ら5μg/mlと 変 化 させ

て 感 受 性 測 定 用 培 地 に 加 え,PIPCに 対 す る 感 受 性 の

変 化 上 検 討 し た 。

6.8fragilisお よ びPbiＰiaの β-lactamaseに 対 す る

各 種 阻 害 剤 の 影 響

B.fragili3GAI-0558,7944,10150,お よ び30144

の β-1actamaseお よ びPbiviaGAI4100お よ びATCC

29303の 培 養 液 上8000rpn115分 間 の 遠 心 分 離 に よ り

集 菌,続 け て0.1Mリ ン酸 緩 衡 液(pH7.0)で2回 洗 浄 し

た 。 こ の 菌 体 上0.1Mリ ン 酸 緩 衡 液(pH7.0).(GAI-

30144の 場 合 はMOPS-KOH緩 衡 液(pH7.2))に 懸 濁 し,

超 音 波 処 理 した 後,10,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 し,

そ の 上 清 上粗 酵 素 液 と し用 い た 。 β-lactamase活 性 は,

板 東 ら の 方 法 に よ り 行 っ た8}。 β-lactamase(約121n

unit)上TAZ(2μM)で30℃10分 間 処 理 した 後,cepha-

loridineの 添 加 に よ り反 応 上 開 始 さ せ,残 存 活 性 上測

定 し た。 阻 害 剤 と し てclavulanicacid(CVA)お よ び

sulbactam(SBT)も 用 い た 。

7.TAZ/PIPCの マ ウ ス 腹 腔 内 膿 瘍 モ デ ル に 対 す る

効 果

1)使 用 菌 株

B.fragilis10-20お よ びGAI-0558,Enterococcusfae-

calis K-1,E.coli31053上 用 い た 。E.coli31053は 大

鵬 薬 品 工 業 株 式 会 社 よ り分 与 され た 。 こ れ ら の 菌 株 は

ス キ ム ミ ル ク中 で 凍 結 保 存 さ れ た 。

2)マ ウ ス

マ ウ ス はC57BL/6JJc1,6～7週 齢 雄(体 重18～239)

(日 本 ク レ ア)上 用 い た 。

3)抗 菌 薬 と そ の 投 与 方 法

投 与 量 はFreireichら の 報 告 上参 考 に して ヒ トの 常 用

量 上投 与 した 場 合 に得 ら れ る 血 清 中 濃 度 の ピー ク値 に

近 い値 が マ ウ ス で 得 られ る よ う に 設 定 し,非 感 染 マ ウ

ス 上 用 い て,そ の 体 内 動 態 上確 認、し た9)。

PIPC250mg/kgの1回 皮 下 投 与 お よ びPIPC250mg/

kg+TAZ62.5mg/kgの 正 常 マ ウ ス へ の1回 皮 下 投 与 の

際 の 血 清 中 お よ び 膿 瘍 ホ モ ジ ネ ー ト中 のPIPCお よ び

TAZの 濃 度 は 以 下 の ご と くで あ っ た 。 即 ちPIPC250

mg/kg投 与 時 のPIPCのCmaxは0.15時 間 後 で134.3±

27.8/zg/ml,TAZ/PIPC312.5mg/kg投 与 時 のPIPCお よ

びTAZのCmaxは そ れ ぞ れ0.184,0.166時 間 後 で

128.3±18.5,58.5±6.7μg/mlで あ っ た 。 投 与 ル ー ト

は 皮 下 投 与,投 与 回 数 は1日4回 と した 。

Bartlettら の 報 告 上 参 考 に して,菌 接 種1時 間 後 直 ち

に 投 薬 上 開 始 す る 早 期 投 薬 開 始 と1日 以 上 経 過 して か

ら投 薬 上 開 始 す る 投 薬 開 始 遅 延 群 の2群 上設 定 した 川。

即 ち,B.fragilisとE.faecalis接 種 の 場 合 に は,早 期 投

薬 開 始 群 で8回,投 薬 開 始 遅 延 群 で10回 の 投 薬 上 行 っ

た.B.fragilisとE.col藤 種 の 場 合 に は い ず れ も12回 の

投 薬 上行 っ た 。

4)マ ウス 腹 腔 内 感 染 モ デ ル

感 染 モ デ ル は 田 中 ら の 方 法 に準 じて 実 施 した!1)。 接

種 菌 液 作 製 に 当 た っ て はAutoclaved caecal content

(ACC)ま た はAutoclaved bran suspension(ABS)上 ア

ジ ュ バ ン ト と し て用 い た 。ACCの 作 製 は 田 中 ら に 従 い,

ABSは 細 か く粉 砕 し た200mgの 市 販 のBran上Anaero.

bebroth(Difco)10mlと よ く混 合 し,二 重 の ガ ー ゼ 上

通 した 後121℃15分 の オ ート ク レー プ 処 理 上 行 い 作

製 した 。

5)効 果 の 判 定

規 定 の 薬 剤 投 与 上行 っ た後,エ ー テ ル 麻 酔 下 に て 屠

殺 し,解 剖 に よ り腹 腔 内 膿 瘍 の 有 無 上検 索 した 。 得 ら

れ た膿 瘍 の細 菌 学 的 検 索 上 実 施 した.膿 瘍 は切 開 上 加

え て ガ ラ ス 玉 と と も に 強 くボ ル テ ッ ク ス 上 か け る 方 法

あ る い は ガ ラ ス ホ モ ジ ナ イ ザ ー 上用 い て 乳 状 とす る 方
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法のいずれかを採用 し,型 の如 く定量培養法 を実施 し

た。 これ らの方法での検 出限界 は100cfu/abscessで

あ る。B.fra8iliSとE.faecalisの 混 合感染の場合 には,

各 マウスか ら回収 される膿瘍 をそれぞれ1個 あたりの

細菌数を別個 に,B.fragiliSとE.coliの 混合感染の場合

にはマウス1匹 から回収 される膿瘍 を一塊 にして細菌

数を算 出した。嫌気性菌用 にはGAM寒 天培地,ゲ ン

タ ミシン加GAM寒 天培地(日 水製薬)を 好気性菌用 に

は,BHI寒 天 または5%羊 血液寒天培地 を用いた。

8.血 清中お よび膿瘍 ホモジネー ト中のPIPCお よび

TAZ濃 度 の測定

B.fragilisとE.faecalisの108cfu/mlの 菌 液を作成 し,

必 要に応 じて希釈 した後,1:1で 混 合 し,さ らに等量

のACCま た はABSと 混 合,そ の0.1～0.2mlを マ ウス

(C57 BL/6J Male,6週 齢,体 重209)の 腹腔内に接種 し,

膿 瘍形成 を促 した。膿瘍が完成する時期(菌 液接種後

5日 目)に,TAZ/PIPCお よびPIPCの250mg/kgを1回

皮下投与 し,15分,30分,60分,120分 後 に血清 と

膿瘍 を採取 した。薬剤濃度分析 まで一70℃ の超低温

庫 内 で 保 存 した 。 薬 剤 濃 度 の 測 定 は,高 速 液 体 ク ロマ

トグ ラ フ ィ ー(HPLC)法 に て 行 っ た 。 つ ま り血 清0.5m1

に 蒸 留 水0.5mlお よ び1N HCI 0.5mlを 混 和 し,酢 酸 エ

チ ル5mlを 加 え10分 振 盛,遠 心 分 離(3000rpm、4℃,

10分)し た 。 得 ら れ た 酢 酸 エ チ ル 層 に,内 部 標 準 液

1.0ml(25μg)を 添 加 し,さ ら に 遠 心 分 離 を 行 っ た 後,

得 ら れ た水 層 に ク ロ ロ ホ ル ム4mlを 添 加 し,10分 振 盛

後 遠 心 分 離 し,そ の 上 清 の25μlをHPLCに 注 入 し た 。

HPLCの 条 件 は カ ラ ム:Inertsil ODS-2,5μm,150×

4.6mm i.d.,カ ラ ム 温 度:40℃,移 動 相:CH3CN/10

mM Phosphate buffer solution(pH5.5),3%CH3CN(3

min)→1%/min linear GRE for plasma,流 速:1.5ml/

minと し た 。 検 出 器 は,UV-220nm 0.04a,u.f.s.と した 。

定 量 限 界 はTAZで0.2μ9/ml,PIPCで0.2μ9/mlで あ っ

た 。 こ れ ら は,大 鵬 薬 品 工 業 研 究 室 に依 頼 した 。

9.マ ウ ス 盲 腸 内 細 菌 叢 へ の 影 響

1群3～5匹 の マ ウ ス(ICR系,雄,20g)を 用 い た 。

薬 剤1回 投 与 量 は20mg/kgと し,1日2回,5日 間 連 続

皮 下 投 与 した 。TAZ/PIPCとPIPC投 与 群 で 比 較 した 。

Table 1. Antibacterial spectrum of tazobactam/piperacillin against gram-negative

anaerobic bacteria compared with other agents

* MICs were determined on Brucella HK blood agar containing serially two-fold diluted drugs, with approximately 105 cfu

per spot.

Plates were read after 36 h incubation at 37•Ž.

TAZ/PIPC: tazobactam/piperacillin, PIPC: piperacillin, CTM: cefotiam, CVA/TIPC: clavulanic acid/ticarcillin,

SBT/CPZ: sulbactam/cefoperazone, TAZ: tazobactam
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投 与 終 了1日 目お よ び7日 目 に マ ウ ス 盲 腸 内 のCdの 写一

cileの 菌 数 を,C.difficileの 選 択 培 地 で あ るCyclose-

rine.cefoxitin mannitol agar(CCMA)培 地 を 用 い る定 量

培 養 法 で 測 定 し た 。 定 量 培 養 の 操 作 はす べ て 嫌 気 チ ェ

ン バ ー 内 で 行 っ た 。

10.統 計 的 処 理

2標 本t検 定 ま た はMann-Whitney testを 用 い た 。

II.結 果

1.TAZ/PIPCの 抗 菌 ス ペ ク トル

TAZ/PIPCのATCC由 来 の 参 考 菌 株 を含 む 主 要 嫌 気

性 菌 に 対 す る106cfu/mlお よ び108cfu/ml接 種 で の

MIC値 をTable1お よ び2に 示 した 。106cfu/mlの 接 種

菌 液 を 使 用 し た 場 合,TAZ/PIPCが 比 較 的 弱 い 抗 菌 力

(12.5μg/ml以 上)し か 示 さ な か っ た 菌 種 は,Bacter-

oides ouatus ATCC8483,B.thetaiotaomicγou ATCC

29741,Bacteγoides g7aciliS GAI-10428, Fusobacterium

vaτium ATCC8501,Desulfomomas pigm DSA749,Veil-

louella parvula ATCC10790,Eubacterium leutum ATCC

25559,Cdifficile GAI10029,Lactobacillu3 breuis

subsp.breui3 JCM1059,Lactobacillus reuteri JCM112,

Lactobacillus saliua7ius subsp,Saliuarius JCM1231で あ

っ た 。 そ の 他 の 菌 種 に 対 し て は,TAZ/PIPCは6.25

μg/ml以 下 の 濃 度 で 発 育 を 抑 制 し た 。TAZ/PIPCの 抗

菌 力 は 対 照 薬 剤 のPIPCと 比 較 す る とB.fragiliS,-B,the.

Table 2. Antibacterial spectrum of tazobactam/piperacillin against gram-positive

anaerobic bacteria compared with other agents

TAZ/PIPC: tazobactam/piperacillin, PIPC: piperacillin, CTM: cefotiam, CVA/TIPC: clavulanic acid/ticarcillin,

SBT/CPZ: sulbactam/cefoperazone, TAZ: tazobactam
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taiotaomicm,Pbiuiaな ど で2管 程 度 の 増 強 が み ら れ

た 。 そ の 他 の 菌 株 で は ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。TAZは そ

れ 自体 で 嫌 気 性 菌 に対 しあ る 程 度 の 抗 菌 力 を 示 した 。

特 にPreuotella spp.に 強 い 抗 菌 力 を 示 した 。

2,臨 床 分 離 株 に 対 す る抗 菌 作 用

106cfu/ml接 種 で の 成 績 をTable3に 示 し た 。B.fra-

gilis66株 に 対 し,TAZ/PIPCは3.13μg/ml,12.5μg/

mlのMIC50お よ びMICgo値 を示 し,PIPCの12.5μg/ml,

100μg/ml以 上 よ り2管 程 度 優 れ た抗 菌 力 を示 した 。8

thetaiotaomicm21株 に 対 して も類 似 の 成 績 が 得 ら れ

た 。Pbiuia25株 に は1.56μg/ml,3.13μg/mlのMIC50,

MIC90値 を 示 しPIPC単 独 よ り3～4管 程 度 優 れ た 成 績

で あ っ た 。 今 回 使 用 した い ず れ の 菌 種 に対 し て も,

TAZ/PIPCの 抗 菌 力 はCVA/TIPCとSBT/CPZと 同 程 度

の 抗 菌 力 で あ っ た。P.auaembius,P,asacchmlyticuS

P,maguusに は,TAZの 添 加 に よ る 抗 菌 力 の 低 下 は 認

め ら れ ず,PIPCと 同 程 度 の 優 れ た 抗 菌 力 を 示 した 。

3.B,fragiliSに 於 け るTAZの 併 用 効 果

β,fragili3group85株 を 用 い て,PIPCに 対 す る抗 菌

力 をTAZの0.25～5μg/ml存 在 下 で 測 定 した 。PIPCは

TAZ5μg/ml存 在 下 で 最 も優 れ たMIC50お よ びMICgo値

を 示 し た。TAZ:PIPC=1:4のTAZ/PIPCはB.fragiliS

groupに 対 し てTAZを0.5～0.25μ9/ml添 加 し た 時 の

PIPCの 抗 菌 力 に 匹 敵 し た(Table4)。

4.B,fragilisお よ びPbiuiaの β-lactamaseに 対 す る

TAZの 作 用

B.fragilis 30144を 除 く3株 の β-lactamase活 性 は,

2μMのTAZと の30℃10分 間 の イ ン キ ュベ ー シ ョ ン 後

Table 3. In vitro activity of tazobactam/piperacillin and other drugs against clinical isolates

NT: not tested
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に 顕 著 に 低 下 した 。 ま た 同 一 条 件 下 で,P.biuiaの β-

lactamase活 性 も,同 様 に 顕 著 に低 下 した 。(Table5)。

5.B.fragilisとE.famlisの 混 合 感 染 症 に 対 す る 効

果

B.fmgiliS 10-20の1.5×107cfu/mouse,E,faecalis K-

1の1.5×10`cfu/mouseをACCと と も に マ ウ ス腹 腔 内

に注 射 し,そ の1時 間 後 に 薬 剤 の 初 回 投 与 を 開 始 した 。

5日 目 に解 剖 し,病 理 学 的 お よ び 細 菌 学 的 検 索 を 実 施

し た 。 使 用 菌 株 のPIPCお よ びTAZ/PIPCに 対 す る 感 受

性 はTable6に,成 績 をTable7に 示 した 。 早 期 治 療 開

始 の 場 合TAZ/PIPC投 与 群 の7日 目 に お け る膿 瘍 形 成

率 は20%で,生 理 食 塩 水 を投 与 した 対 照 群 の70%に

比 し明 ら か に低 率 で あ っ た 。 回 収 され た 膿 瘍 数 も,対

照 群 の11個 に比 し,本 剤 投 与 群 で は,わ ず か に2個 の

みであった。 また,PIPC単 独 投与群の膿瘍形成率 は

50%,回 収膿瘍数は5個 であった。TAZ/PIPC投 与群

か ら回収 された膿瘍中のB.fragilis菌 数 は,生 理食塩

水お よびPIPC単 独 投与群に比 し有意 に低かった。ま

たE知ecalis菌 数 も生理食塩水投与群 に比 し有意 に低

かった。B,fragilis 10-20の1×107 cfu/mouse,E.faeca-

Lis K-1の1.7×105cfu/mouseをACCと ともに腹腔内接

種後,4日 目より薬剤投与 を開始 した投与開始遅延の

場合 にはTAZ/PIPC投 与,PIPC投 与 のいずれにおいて

も,膿 瘍形成率(回 収膿瘍数)は60%(9個),40%(5個)

と非投薬群の60%(6個)と 有意 な差は認め られなかっ

た。ところが腹腔内膿瘍検索時,肉 眼での所見ではあ

ったが肝膿瘍形成 に差が認め られた。対照群 とPIPC

投 与群においては肝臓 中に肉眼的に観察可能な膿瘍が

Table 4. Effect of tazobactam on MICs of piperacillin in 85 Bacteroides fragilis group isolates

Inoculum size: 106 cfu/ml

Table 5. Effect of ƒÀ-lactamase inhibitors on ƒÀ-lactamase from Bacteroides fragilis and Prevotella bivia strains

1)•` 3) oxyiminocephalosporinase type I producer 4) oxyiminocephalosporinase type II producer

Table 6. In vitro susceptibility of the organisms used in animal studies
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それぞれ7匹,4匹 に見 られたに比 し,TAZ/PIPC投 与

群ではわずかに1匹 で見 られたのみであった。なお本

実験では肝膿瘍中の細菌数の検索は実施 しなかった。

6,B.fragilisとE.coli混 合 感染症に対する効果

B.fragilisとE.coliの 混合液 をABSと と もに腹腔内に

接種 した。接種後1時 間に薬剤の初回投与を実施 し,

その後,1日4回4日 間(合 計12回)接 種 した。その成績

をTable8に 示 した。

7日 目での膿瘍形成率は,TAZ/PIPCお よびPIPCの

治 療群でいずれ も70%～80%で あ った。一方,対 照

群は80%で あ った。1匹 のマウスから回収 した膿瘍数

および総膿瘍重量の平均値は,各 群間で差 はなかった。

1匹 のマウスから回収 された膿瘍中の平均細菌数をみ

ると,ま ずB.fragiliSで はTAZ/PIPCの 治療群で,対 照

およびPIPC単 独投与群 に比 し有意に低 い値 を示 した

(P<0.05)。Ecoliで は,TAZ/PIPCの 投与群 とPIPCの

投 与群 は,い ずれも生理食塩水を投与 した対照群に比

し,有 意 に低 い菌数 を示 した(P<0.05)。 しか も

TAZ/PIPC投 与 群はPIPC投 与群 に対 しても有意に低い

菌数 を示 した(P<0.05)。

ま た遅 延投 与開始群 についての検討 では,TAZ/

PIPCお よびPIPC投 与 群 ともに遅延投与 開始群 では早

期投与開始群で見 られた膿瘍中菌数減少は見 られなか

った。

7.血 清および膿瘍ホモジネー ト中の薬剤濃度

感染動物におけるTAZ/PIPCの 成 分PIPCお よびTAZ

の血 清中動態および腹腔内膿瘍 ホモジネー ト中の移行

について検討 した(Fig.1,2)。TAz/PIPcの 皮下注射

後の膿瘍ホモジネー ト中のPIPC濃 度 は,30,60分 と

もPIPC単 独 皮下注射後の膿瘍ホモジネー ト中のPIPC

濃 度 より明 らかに高値を示 していた。

8.マ ウス盲腸内細菌叢 に対する影響

生理食塩水投与の対照群 では,3匹 中3匹 とも盲腸

内のC.difficile菌 数 は,検 出限界以下(200cfu/g未 満)

Table 7. In vivo efficacy of tazobactam/piperacillin for treatment of infections
induced by Bacteroides fragilis 10-20 and Enterococcus faecalis K-1

Treatment was started one hour after inoculation of B. fragilis 10-20 (1.5•~106 cfu/mouse) and E. faecalis K-1

(1.7•~105 cfu/mouse). Drugs (a total of 12 doses) were injected subcutaneously 4 times a day at a 6 hour-interval for

3 days.

a) Values are means •} standard deviation b) P <0.05 compared with values for saline-treated mice

c) P < 0.05 compared with values for piperacillin-treated mice

Table 8. In vivo efficacy of tazobactam/piperacillin for treatment of infections
induced by Bacteroides fragilis GAI 0558 and Escherichia coli 31053 in mice

Treatment was started one hour after inoculation of B. fragilis GAI 0558 (1.5•~107 cfu/mouse) and E. coli 31053

(1•~106 cfu/mouse). Drugs (a total of 8 doses) were injected subcutaneously 4 times a day at a 6 hour-interval for

2 days.

a) Values are means •} standard deviation b) P < 0.05 compared with values for saline-treated mice

c) P <0.05 compared with values for piperacillin-treated mice



VOL.42 S-2
Tazobactam/piperacillinと 嫌 気 性 菌

69

で あ っ た 。

一 方
,薬 剤 投 与 群 で は,投 薬 中1上 翌 日お よ び7日 目

の 盲 腸 内 のCdifficil6の 検 出 状 況 は,TAZ/PIPc投 与 群

で は,い ず れ も5匹 中5匹 が 陽 性 で,そ の 菌 数 は 翌 日

で103cfu/g,7日 目で そ の100倍 の 菌 数 で あ っ た 。一 方,

PIPC単 独 投 与 群 で は,い ず れ も5匹 中2匹 が 陽 性 で,

残 りの3匹 は 陰性 で あ っ た 。PIPC中 止 翌 日 の,C,diffi-

clle陽 性 の2匹 の 菌 数 は10(107cfu/gで あ っ た 。C,

dificil8分 離 陽 性 の 盲 腸 内 容 物 の 性 状 はPIpc投 与 群 で

は 著 し く水 様 で あ り,TAZ/PIPC投 与 群 で は 軟 で 両 者

に 相 違 が 見 られ た(Table9)。

III.考 察

B.fragilisは 腹 腔 内 膿 瘍 か らE,coliやE.faecaliSな ど

と と も に し ば し ば分 離 され る 偏 性 嫌 気 性 菌 で あ る12)。

ま たPIPCはB,fragilisに 比 較 的 優 れ た 抗 菌 力 を示 す ウ

レ イ ド型 ペ ニ シ リ ン と し て 知 ら れ て い る 。 さ て βf毎

giliSの ほ と ん ど が 産 生 す るoxyiminocephalosporoinase

は,PIPCを 含 め た ペ ニ シ リ ン を 基 質 とす る こ とが で

き る131。 従 っ て こ の 酵 素 を 大 量 産 生 す るR〃agiliSの

菌 株 は,PIPCに 高 度 耐 性 と な る 。 著 者 らの 研 究 に よ

る と こ の よ う な 株 が わ が 国 の 臨 床 分 離 株 の10%以 上

に 認、め られ て い る1P。 さ て,TAZはoxyiminocephalos-

porinaseの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 作 用 が あ りP,PIPC耐

性のB,fragilisに も,優 れ た抗菌力 を示すこ とが,す

で にiuuit70で 明 らかにされている3.4)。本研 究で もそ

れ らの事実を確認 した。

TAZ/PIPCのiu vivoに お ける評価報告は,in vitroに

お ける評価報告 に比べてあまりにも少ない15,16)。特 に

この薬剤が適応 となる可能性の高い疾患 と考えられる

B,fragilisと 通 性嫌気性菌が関与する実験的腹腔内膿

瘍 に対するこの薬剤の評価成績は見当たらない。本報

では,oxyminocephalosporinaseを 産 生 し,PIPCに 耐

性 のB.fragilisと β-lactamaseを 産 生 しないPIPCに 感 性

のE.μecaliSお よびEcoliを 用 いて作製 した膿瘍モデル

を用いて,PIPC単 独 治療 を実施 した場合お よびTAZ/

PIPC治 療 を実施 した場合 の結果を比較検討する こと

により,こ の種の混合感染症 に対す るTAZ/PIPCの 有

用性 を明 らかに しようとした。B.fragiliSとE.faecaliS

あ るいはE.coliを 腹 腔内に接種する と,3日 ごろか ら

腹腔内に膿瘍が形成 され,5～7日 目に膿瘍 の大 きさ

および膿瘍内菌数はピー クとな り,1週 間はその状態

を維持 し,多 くの場合は徐々に消退 してい くことがわ

かっている。また菌液接種後 に適切 な化学療法を行 う

と5～7日 目の膿瘍 の形成率あるいは膿瘍 中の細菌数

を低下 し,膿 瘍の消退が早められることが報告されて

いる田。

Fig. 1. Serum concentration of piperacillin or tazobactam after subcutaneous administration of 250 mg/kg

piperacillin or 312.5 mg/kg tazobactam/piperacillin to C57BL-6J mouse.
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今回の実験で見 られたように,PIPC単 独 投与は,

膿 瘍中のPIPC高 度 耐性のB,fragilisの 菌数 を減少でき

ない こと,ま たPIPC単 独 投与ではPIPC耐 性 のB.fragi-

lisと共存 していたPIPc感 性 のE.coliの 菌数 さえ減少で

きない事 実を確認することができた。一方PIPC単 独

投与では膿瘍ホモジネー ト中のPIPC濃 度 はTAZ/PIPC

投 与 の場合に比 し,よ り早期 に減少する傾向が認めら

れた。PIPC単 独 治療の場合 には腹腔内あるいは病巣

内でPIPC耐 性 のB.fragilisが 産 生す るoxyiminocepha-

losporinaseに よ りPIPCを 不 活化 した結果 と考 えられ

る。感染初期の病巣付近ではPIpcに 感性のEcoliお よ

びE.faecalisを 減 少に導 くに十分 な薬剤濃度が得 られ

ない可能性が推察 される。一方,TAZ/PIPC投 与 では,

膿瘍 中のPIPc感 性 のE.coliの 菌数 はもとより,PIPc耐

性 のB,fragilisの 菌 数 をも減少 させることがで きた。

TAZがB,fra8ilisの β-lactamaseを 阻害 した結果,感 染

初期の病巣付近のPIPC濃 度 はB.fragilisの 菌数 を減少

できるレベルに維持 されていたものと考えられる。

しかし,TAZ/PIPCの 効果は腹腔への菌 の接種か ら

初回の薬剤投与までの間隔が1時 間であった場合にの

み認められ,B.fragiliSと 、E,faecalisの混 合感染 の場 合

の ように4日 後か らの投与開始で は勿論 のこ と,B.

fragilisとE.coliの 混 合感染の場合の ように1日 ず らし

て治療を開始 しただけで薬効は全 く観察 されない結果

となった。

B.fragiliSと 通性嫌気性菌が関与する腹腔内感染症

に対す る治療 を効果的にするには,E,coliな ど腸内細

菌科の細菌 とB.fragili3を 主 とす る嫌気性菌 に対 して

抗菌力を有す る薬剤の選択が重要 とされている。欧米

で は,clindamycinやmetronidazoleと ア ミノ配糖体 の

併用 による治療が よく用い られてお り,ま た最近では

カルバペネムの単剤による治療が行われている17。 わ

が国では,セ ファマ イシン,SBT/CPZま た は カルバ

ペ ネムが,そ の重症度に併せて選択 されているようで

ある181。

PIPCとTAZと の 合剤は,PIPC耐 性B.fragでlisと感 性

のE.faecalisま た はPIPC耐 性 のB.fragiliSと 感性 のE

coliとの腹腔内混合接種 に引 き続 きお こる膿瘍形成 を

抑制する効果 を示 したことから,嫌 気性菌 と好気性菌

の多菌種の関与することが多いヒ ト腹腔内感染症の治

療薬 として臨床的有用性が期待で きる。

またTAZ/PIPCとPIPCの マ ウス盲腸内細菌叢への影

響 をC.difficileの出現 を指標 と して検討 した。他のほ

とん どの薬剤 で見 られるように,両 薬 剤共 にCdi所.

cileの出現を見た。 しか し,両 者のC-difficile出現 に対

する影響に少 し異なった点があった。この原因につい

ては特に検討 しなかったが,TAZは それのみで もPre-.

uotella spp.な どある種の細菌 に対す る抗菌作用 を示

したこと,TAZ添 加 によるPIPCの 体 内動態 の変化が

関与 している可能性が十分考えられる。 このマウスで

Fig. 2. Concentration of piperacillin or tazobactam in abscess homogenates after subcutaneous
administration of 250 mg/kg piperacillin or 312.5 mg/kg tazobactam/piperacillin
to C57BL/6J mouse.
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Table 9. Emergence of Clostridium difficile in murine caecum contents after 5 days' subcutaneous dosing
with tazobactam/piperacillin and piperacillin

Five mice received the antimicrobial agents at a dose of 40 mg/kg/day. Three control mice received the same volume of

physiological saline.

の成績お よび成績の違いがヒ ト臨床での副作用 として

の下痢症の出現 とどのように係わって くるかは,現 在

不明である。今後の臨床応用での下痢症発生頻度 との

対比により,こ のモデルが抗菌剤によるヒ トの下痢症

の発生の程度を予言するモデルとして意味をもつかど

うか明らかになるであろう。
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In vitro and in vivo activities of tazobactam/piperacillin against anaerobes

and effects on murine cecal flora

Kunitomo Watanabe, Yasunori Tanaka, Naoki Kato, Kaori Tanaka, Haru Kato

and Kazue Ueno

Institute of Anaerobic Bacteriology Gifu University School of Medicine

40 Tsukasa-machi, Gifu 500, Japan

The in vitro activity of tazobactam/piperacillin was evaluated by using a total of 238 strains of

anaerobic bacteria, including reference strains. Tazobactam/piperacillin, when compared with

piperacillin, showed good activity against a wide range of anaerobic bacterial species, especially ƒÀ-

lactamase-producing Bacteroides fragilis and Prevotella bivia. The activities of three representative

ƒÀ-lactamase preparations from B . fragilis (GAI-0558, 7955 and 10150) and two preparations

from P. bivia were inhibited efficiently by tazobactam.

In intraabdominal infections in mice with a combination of a piperacillin-resistant B. fragilis

isolate and a sensitive Escherichia coli strain or a sensitive Enterococcus faecalis strain, the efficacy

of tazobactam/piperacillin, when judging from the viable counts in abscesses, was greater than

that of piperacillin. The level of piperacillin in abscess homogenates decreased more gradually

when tazobactam was given along with piperacillin.

Tazobactam/piperacillin slightly increased the number of Clostridium difficile in the caecum of

mice given a subcutaneous daily dose of 40 mg/kg for 5 days.


