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新 しい β-lactamase阻 害 剤 のtazobactam(TAZ)と 注 射用 ペニ シ リン系抗 生物 質 のpiperacillin

(PIPC)を1:4(力 価 比)に 配合 した新 しい注射用 配合剤であ るtazobactam/piperacillin(TAZ/PIPC)

に つ い て4菌 定 着 マ ウス の腸 内細 菌 叢 に お よぼす 影 響 を検 討 し,PIPC単 独 の場 合 と比 較 した。

Escherichia coli北 研M,Enterococcus faecalis北 研M,Bacteroides fragilis GKP 0001,

Bifidobacterium breve YIT 4006の4菌 種 を腸管 内に定着 させ た4菌 種定着 マウスにTAZ/PIPC100

mg/kgを1日1回,連 続5日 間筋肉内投与 した結果,い ずれの 菌種 も投 与開始翌 日よ り減少 し,3日 目

以 降はE.faecalisを 除 き検出 限界 以下 となった。PIPC100mg/kgを 同 様の方法 で投 与 した場合 もほ

ぼ同 じ成績 であ った。薬剤最終投与4時 間後の消化管 各部(胃,小 腸上部,小 腸 中部,小 腸 下部,大 腸)

の 内容物 中の生菌数 は,TAZ/PIPC,PIPCど ち らの場合 に も,4菌 種共 にすべ ての部位 で薬剤投与群が

コ ン トロー ル群 よ り も低値 を示 した。投 与 開始 翌 日以 後の糞便 中 お よび最終投 与後 の大腸 内容物 中 の

PIPC濃 度 は,TA27PIPC投 与 群が8.30～75.3μg/g(検 出 限界以下の1検 体 を除 く),PIPC投 与 群が

3.62～32.4μg/g(検 出 限界以 下 の1検 体 を除 く)で あ った。消 化管 各 部内容 物 中のPIPC濃 度 は

TAZ/PIPC群,PIPC群 共 に小腸 中部お よび小腸 下部で高値 を示 した。TAZ/PIPC投 与 群 におけ る糞便

中お よび消 化管各 部内容物 中のTAZ濃 度 は2検 体 を除 きいずれ も検 出限界以下であ った。実験 に使用

した 菌株 に対す るTAZ/PIPCお よ びPIPCそ れ ぞれの106CFU/ml接 種 にお ける最小発 育 阻止濃度

(MIC)はE.coli北 研Mで6.25μg/mlお よ び3.13μg/ml,E.faecalis北 研Mで3.13～6.25μg/ml

お よび3.13μg/ml,B.fragilis GKP 0001で0.78～1.56μg/mlお よ び3.13μg/ml,B.breve YIT

4006で0.78μg/mlお よび0.39μg/mlで,TAz/PIPC,PIPCい ず れの群 におい て も薬 剤の投 与に伴 い

MICが 上 昇す る傾 向は認め られ なか った。
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菌 種 定 着 マ ウ ス,腸 内 細 菌 叢

最近の抗生物質の開発には目覚 ましいものがあ り,感 染症

治療の強力な手段 となっているが,反 面では抗生物質が常在

細菌叢にも影響をお よぼし,菌 交代や副作用の発現などの予

期せぬ結果を引 き起こすこともまれではない。こうした問題

に関連 して我々は抗生物質の投与に伴 う腸内細菌叢の変動に

注 目し,こ れ まで種々の薬剤 について検討 してきたが1～12),

今 回新 しい β-lactamase阻 害剤であるtazobactam(TAZ)

と注 射用ペニ シリン系抗生物質のpiperacillin(PIPC)を 力

価 配合比1:4で 配 合 した新 しい注 射 用 配合剤 で あ る

tazobactam/piperacillin(TAZ/PIPC)(Fig.1)に つ いて,

4菌 種 定着マウスにおける検討 を行い,PIPC単 独 の場合 と

比較 したので報告する。使用 した4菌 種定着マウスは,ヒ

トの乳児期の腸内細菌叢を想定して乳児期の腸内細菌叢の主

要構成菌種であるEscherichia coli,Enterococcus faecalis,

Bacteroides fragilis,Bifidobacterium breveの4菌 種を無

菌マウスの腸管内に定着 させたgnotobioteで あ り,同 一の

腸内細菌叢が形成された条件下で,抗 菌薬の腸内細菌叢にお

よぼす影響 を比較検討することが可能である1)。

I. 対 象 および方法

1. 対 象 お よび投与 方法

日本 ク レア社 か ら購入 した生後4～6週 齢の雄 のICR

系IQI無 菌 マウス を用 いて,E.coli北 研M,E.fae-

calis北 研M,B.fragilis GKP 0001,B.bme YIT

4006を 経 口投与 し腸管 内 に定着 させ た4菌 種 定着 マウ
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Tazobactam (TAZ)

Fig. 1. Chemical structures of tazobactam and pipe-

racillin.

スを作製し,TAZ/PIPCも しくはPIPC100mg/kgを1

日1回,5日 閥筋肉内投与 し,連 日糞便中の生菌数を

測定 した。糞便採取は薬剤の投与直前,す なわち投与

開始前および投与開始後は前回投与後24時 問目に行っ

た。また薬剤最終投与後4時 間目にマウスを屠殺 して,

消化管各部(胃,小 腸上部,小 腸中部,小 腸下部,大

腸)の 内容物中の生菌数を測定 した。

糞便中の希釈および4菌 種の分離,同 定,菌 数測定

は,光 岡の方法13)に 従って行 った。使用 した培 地は

Trypticase soy agar (BBL), DHL agar (Nissui),

EF agar(Nissui),ウ マ 脱 繊維 血5%加BLagar

(Nissui), Anaero Columbia agar (BBL), BBE agar

(Kyokuto)で あった。消化管各部の細菌数の測定は,

消化管各部を約1cm切 除し,内 容物を無菌的に絞り出

して,糞 便中の細菌数の測定 と同様の方法で行った。

マウスの飼育はTREXLER型14)に 多少改良を加えた

ニ ッコー社製のアイソレーター内で,原 則として1ゲ

ージ1匹 宛の条件で,佐 々木 ら15)の方法 と同様に行 っ

た。マウス無菌試験はWagnerの 方法16)に準 じて行っ

た。

使用した各菌株はE.cozi北 研Mお よびE。faecazis

北研Mは 北里研究所から,B。fragiZisGKP0001は 岐

阜大学微生物学教室から,B.breve YIT 4006は ヤク

ル ト本社研究所か ら,そ れぞれ分与 を受けたものであ

る。

投与量 については,マ ウスの場合PIPCの 血中半減

期はヒトよりかな り短いが尿中排泄率が低 く17),糞便中

濃度が比較的高 くなることが予想されたことか ら,小

児における通常用量である100mg/kgを 設定 した。

2. 糞便お よび消化管内容物中のTAZお よびPIPC

濃度の測定

氷冷下で糞便お よび消化管内容物1に 対 し,50%

ethanol buffer (ethanol: 1/15M phosphate buffer 1:

1) を4倍 量添加 し,ポ リ トロ ンホモ ジナ イザ ーでホモ

ジネイ ト後,4℃,12,000r.p.m.,5～10分 間 遠心 後,

上 清 をMillipore filterで 濾 過 し,得 られた濾液 を検液

とした。

濃度測 定は,TAZで はE.coli 603を,PIPCで は

Miorocoocus luteus ATCC 9341を そ れぞ れ検 定菌 と

し,薄 層デ ィス ク法に よるBioassayに よ り行 った。

3. 糞 便 中お よび消化管 内容物 中 β-lactamase活 性

の測定

薬剤 濃 度測 定用 と岡様の 検体 処 理 を行 い,ニ トロセ

フ ィンスポ ッ トブ レー ト法 によ り測定 した16)。

4. 最小 発育阻止濃 度の測定

各検 体か ら分離 され た 菌株 につ いて,TAZ/PIPCお

よびPIPCの106CFU/ml接 種 時 にお ける最小発育 阻止

濃度(以 下MICと 略 す)を 日本化学療 法学 会標準 法19)

お よ び同学 会 の嫌気性 菌感受性 測 定法20)に よ り測定 し

た。

II. 成 績

1. 4菌 種の生菌数の変動

TAZ/PIPC投 与中の糞便中の生菌数は,4菌 種ともに

投与開始翌 日から著明に減少し,3日 目以降は 且fae-

calisが104～105CFU/g程 度認め られた以外はいずれ

の菌種 も検出限界以下 となった(Fig.2)。5日 間投与後

の消化管各部内容物中の生菌数は,4菌 種ともにすべて

の部位でTAZ/PIPC投 与群がコントロール群よりも低

値を示し,B。fragilis,B.breveが すべての部位で,

E.coZiが 小腸下部と大腸で,い ずれ も検出限界以下で

あった(Fig.3)。

PIPC投 与中の糞便中および消化管各部内容物中の生

菌数 も,TAZ/PIPCの 場合と同様に,E.faecalisを 除

く3菌 種で著明な減少が認められた(Fig8.2,4)。

2. 糞便および消化管内容物中のTAZお よびPIPC

濃度の測定

TAZ/PIPC投 与開始後の糞便および消化管内容物中

のTAZお よびPIPC濃 度はTables1,2に 示したとお

りである。TAZは 最終投与4時 間後の胃および小腸下

部の2検 体で微量が検出された以外は,い ずれも検出

限界以下であった。一方PIPCは 投与開始1日 後の糞

便1検 体,最 終投与4時 間後の胃内容物1検 体,小 腸

上部内容物4検 体で検出限界以下だった以外はいずれ

の検体からも検出され,そ の濃度は1.49～1,640μg/g

であった。糞便中お よび大腸内容物中では検出限界以

下の1検 体を除くと8.30～75.3μg/g,投 与後 日数別の

平均では投与開始1日 後が≦17.6μg/g,2日 後が26.6

μg/g,3日 後が49.6μg/g,最 終投与4時 間後が21.8

μg/gで あった。 また小腸中部および小腸下部の内容物

中では5匹 の平均で324～459μg/gと 特に高い値を示

していた。
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Fig. 2. Changes in viable fecal cells following administration of tazobac-

tam/piperacillin and piperacillin to tetra-contaminated mice.

E. coli

B. fragilis

E. faecalis

B. breve

I: Stomach

II: Upper part of intestine
El: Middle part of intestine
IV: Lower part of intestine

V: Colon

Fig. 3. Distribution of intestinal bacterial flora following

administration of tazobactam/piperacillin to tetra-

contaminated mice.

PIPC投 与 開始後 の糞便お よび消化管 内容物中の

PIPC濃 度はTable3に 示 したとお りで,投 与開始1日

後の糞便1検 体 と同 じマウスの小腸内容物3検 体,他

のマウスの胃内容物1検 体で検出限界以下だった以外

はいずれの検体 か らも検出 され,そ の濃度は2.13～

2,040μg/gで あった。糞便中および大腸内容物中では

検出限界以下の1検 体を除 くと3.62～32.4μ9/9,投 与

後日数別の平均では投与開始1日 後が≦6.73μg/g,2

日後が17.3μg/g,3日 後が27.7μg/g,最 終投与4時

間後が25.4μg/gで あった。 また小腸中部および小腸

下部の内容物 中ではTAZ/PIPC投 与群 と同様特に高い

E. coli

B. fragilis

E. faecalis

B. breve

I: Stomach
II: Upper part of intestine
III: Middle part of intestine
IV: Lower part of intestine
V: Colon

Fig. 4. Distribution of intestinal bacterial flora following

administration of piperacillin to tetra-contaminated
mice.

値 を示 していた。

3.糞 便 中お よび消化管内容物 中 β-lactamase活 性

薬剤投 与 前の 糞便 で はすべ て陽性 で あ ったが,薬 剤

投与 開始後 はTA四PIPC群 で1日 目以 降,PIPC群 で

は2日 目以降のすべ ての検体 で陰性 となった。

4.分 離菌株 の薬剤感受性

薬 剤 投 与 前 の各 菌株 に対 す るTAZ/PIPCお よ び

PIPCそ れ ぞれ のMICはE.coli北 研Mで6.25

μg/mlお よ び3.13μg/ml,E.faecaUs北 研Mで3.13

～6 .25μg/mlお よ び3.13μg/ml,B.fragilisGKP

0001で0.78～1.56μg/mlお よ び3.13μg/ml,B.
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Table 1. Fecal and digestive tract concentrations of tazobactam following administration of tazobactam/piperacillin

(Tetra-contaminated mice n = 5)

ND: Not determined

Table 2. Fecal and digestive tract concentrations of piperacillin following administration of tazobactam/piperacillin

(Tetra-contaminated mice n= 5)

ND: Not determined

Table 3. Fecal and digestive tract concentrations of piperacillin following administration of piperacillin

(Tetra-contaminated mice n = 5)

ND: Not determined

br2veYIT4006で0.78μg/mlお よび0.39μg/mlで あ

ったが,TAZ/PIPC,PIPCい ずれの群においても薬剤

の投与に伴いMIC値 が上昇する傾向は認められなかっ

た(Fig。5)。

III.考 察

TAZ/PIPCは,大 鵬薬品工業株式会社で開発された

新 しい β-lactamase阻 害剤のTAZと,富 山化学工業

株式会社 で開発 され長年臨床使用されている広域ペニ

シリンのPIPCを 力価配合比1:4で 配合 した注射用配

合剤 で,PIPCを 分 解す る各種 β-lactamaseがTAZに

よ り阻害 され るため,β-lactamaseに よ る耐性 菌 にも

抗 菌 活性 を示 し,Staphylococcus, Enierococcus,

Pseudomonas, Bacteroidesを 含 む好 気性 お よび嫌気性

の グ ラム陽性 菌,陰 性 菌 に幅広 い抗 菌 スペ ク トラムを

有 して いる21)。ま たTAZ,PIPCは と もに胆汁 中へ 移行

し,特 にPIPCで 良 好 な21)こ とか ら,腸 内細 菌叢 にお

よぼす影響 に対す る検討 が必要で ある。'

今回 E. coli, E. faecalis, B. fragilis, B. breve
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Tazobactam/piperacillin Priperacillin

Fig. 5. MIC changes in bacteria following administration of tazobac-
tam/piperacillin and piperacillin to tetra-contaminated mice
(Inoculum size: 106 CFU/ml).

を腸管内に定着させた4菌 種定着マウスを用いた検討

では,TAZ/PIPCを 投与 した場合実験期間中を通 じて

マウスの糞便および大腸内容物か ら8～75μg/g程 度の

PIPCが 検 出 され る場 合 が 多 く,4菌 種 と もに

TAZ/PIPC投 与に伴い著明に減少する傾向が認め られ

た。この成績 は,β-lactamase阻 害剤のsulbactam

(SBT)と ペニ シリン系広域抗生物質のampicillin

(ABPC)を 配合 した注射用配合剤のsulbactam/ampi-

cillin(SBT/ABPC)や6),SBTとABPCを エステル結

合 した経 口用 β-lactam剤 で あ るsultamicillin

(SBTPC)の 場合7)とほぼ同様の成績で,他 の注射用セ

フェム系抗生物質3)やカルバペネム系抗生物質12)と較べ

本薬の4菌 種定着マウスの腸内細菌叢におよぼす影響

は大 きいと考える。一方同時に検討 したPIPCの 成績

はTAZ/PIPCの 場合 とほぼ同様で,特 に差は認められ

なかった。 この点に関しては,今 回使用 した菌株に対

するMICが,B.fragilisで1～2管 程度の差が認めら

れたのみで,4菌 種 ともにTAZ/PIPCとPIPCの 間で

あまり大 きな差がなかった点,マ ウスにおいてはTAZ

の胆汁移行がPIPCに 較べかなり低 く,糞 便中および

消化管内容物中にTAZが ほとんど検出されなかった点

などが影響 している もの と思われる。なお今 回の実験

では経過中に耐性菌の出現は認められなかった。

以上の成績からTAZ/PIPCの4菌 種定着のマウスの

腸内細菌叢 におよぼす影響は比較的大きいと考えられ,

体内動態は若干異なるものの ヒ トの腸内細菌叢にお よ

ぼす影響が懸念されるが,健 常成人に対する第I相 試

験22)ではやは り一部の症例で腸内細菌叢が大 きく変動

する場合のあることが報告 されてお り,本 薬の使用に

当たっては下痢や菌交代に対する配慮が必要 と思われ

る。
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Effect of tazobactam/piperacillin on intestinal bacterial flora

―Studies in mice inoculated with four types of bacteha―

Satoshi Iwate, Eiichi Isohata2), Yoshiaki Kin2), Takao Yokota2),

Yutaka Kusumoto2), Yoshitake Sato2), Hironobu Akita2), Seiichiro Nanri2),

Tadao Oikawa2) Intetsu Kobayashi3) and Keisuke Sunagawa 4)

1) Department of Pediatrics
, Kasumigaura National Hospital, 2-7-14 Shimotakatsu, Tsuchiura, Ibaragi, Japan

2) Department of Pediathcs
, School of Medicine, Keio University

3) Chemotherapy Division , Mitsubishi Yuka Bio-Clinical Labomtories

4) Department of Pediatrics
, The Second Tokyo National Hospital

Tazobactam/piperacillin (TAZ/PIPC) , an injectable combination antibiotic consisting of tazobactam

(TAZ), a new ƒÀ-lactamase inhibitor, with piperacillin (PIPC) , an injectable penicillin antibiotic,

in a ratio of 1: 4 (potency) was studied with regard to its effect on the intestinal flora of mice

inoculated with four types of bacteria. A comparison was made with the efficacy of PIPC alone.

In mice inoculated with four species of bacteria (Escherichia coli, Kitaken M, Enterococcus fae-

calis, Kitaken M, Bacteroides fragilis GKP 0001, and Bifidobacterium breve YIT 4006)

in the intestinal lumen, TAZ/PIPC was administered i. m. at 100 mg/kg once daily for 5 consec-

utive days. From the day after the beginning of treatment, the cell counts of all species of bacte-

ria examined began to decrease, and from the third day thereafter the cell counts were below

detectable limits except for E. faecalis. Comparable results were obtained when PIPC alone at

100mg/kg was administered in a similar manner. At 4 hours after completion of the final dose,

the viable cell counts in the contents of various segments of the gastrointestinal tract (stomach,

upper, middle and lower intestine, and large intestine) were lower for groups treated with

TAZ/PIPC or PIPC than the control group for all segments examined. The PIPC levels

in feces from the day after the beginning of treatment, and thereafter in large intestinal contents

upon completion of the final dose, were 8.30-75.3 ig/g for the TAZ/PIPC group (excluding one

sample in which the PIPC level was below the detectable limit) and 3.62-32.4 pg/g for the PIPC

group (excluding one sample in which the PIPC level was below the detectable limit). The PIPC

level in gastrointestinal contents was highest in the middle and lower segments of the intestine

for both the TAZ/PIPC and the PIPC group. No detectable amount of TAZ was found in feces or

in the gastrointestinal contents of each segment, with the exception of 2 samples. The minimum

inhibitory concentrations (MIC) of TAZ/PIPC and PIPC were 6.25 jig/m1 and 3.13 jig/m1 for E. coli

kitaken M, 3.13-6.25 pg/m1 and 3.13 pg/ml for E. faecalis Kitaken M, 0.78-1.56 pg/ml and 3.13

pg/ml for B. fragilis GKP 0001, and 0.78 pg/m1 and 0.39 pg/m1 for B. breve YIT 4006. Neither

the TAZ/PIPC nor the PIPC dosing group showed an increasing effect on the MIC of the 4

species tested.


