
VOL. 26 S-5 CHEMOTHERAPY 33

CS-1170の 嫌 気性菌 に対 す る抗 菌作 用 につ いて
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CS-1170は,三 共 株 式 会社 で開 発 され たcephamycin系

に属 す る抗 生物 質 であ る1)。著 者 らは 本 剤の 嫌 気性 菌 に 対

す るin vitroの 抗 菌作 用 お よび マ ウ ス 筋肉 内投 与 に よ る

実 験 的 嫌 気性 菌 感 染 症 に対 す る治 療実 験 を行 なっ た の で

報 告 す る。

I.実 験 材 料 お よ び 方 法

1)供 試 菌 株:教 室 保 育 のPeptococcus 6株,Pepto-

streptococcus 2株,Veillonella 1株,Eubacterium 1株,

Bifidobacterium 3株,Clostridium 3株,Bacteroides 12

株,Fusobacterium 8株 の 計36株 お よび 臨 床 材料 よ り分

離 したPeptococcus 11株,Veillonella株,Eubacterium

3株,Bifiodobacterium 4株,Propionibacterium 1株,

Clostridium 10株,Bacteroides 30株,Fusobacterium 27株

の 計89株 を用 い た。 これ らの 菌株 はGAM半 流 動 高 層培

地(ニ ッス イ)に 継 代 され実 験 に 供 され た。

2)供 試 薬剤:CS-1170(三 共),Cefazolin(CEZ;

藤 沢),Ampicillin(ABPC;明 治 製 菓),Carbenicillin

(CBPC;台 糖 フ ァイザ ー),Clindamycin(CLDM;ア ッ

プ ジ ョン〉 を用 いた 。

3)MICの 測 定:MICの 測定 は 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ

っ た。GAM寒 天培 地(ニ ッス イ)に2倍 段 階希 釈 した薬

剤 を最 終 濃度 が100μg/mlか ら0.19μg/mlに な る よ うに

加 え平 板 と した。被 検 菌株 はGAMブ イ ヨ ン(ニ ッス イ)

で24時 間 嫌 気 性 培 養 後,UENO's diluent3)でMCFAR-

LAND No.1の 半分 の濁 度 に 調整 後4,,多 目的 アパ ラー ツ

ス(武 藤 器 械)に て接種 した。Anaerobic glove box5)6)

(平 沢 製作 所)内(Glove box内 の ガ ス環 境 はCO2:10

%,H2: 10%,N2:80%)に て37℃,24時 間 嫌 気性 培 養 後,

MICを 判定 した。

4)抗 菌 力 に及 ぼ す諸 因 子 の検 討:抗 菌 力 に及 ぼ す 測

定 用培 地 の 種 類,培 地pHお よび接 種 菌 量 の影 響 を教 室

保 育 菌 株 を用 い て検 討 した 。

培 地 に よ る抗 菌 力の 差 を嫌 気性 菌 の抗 菌 力試 験 に 多 く

用 い ら れ る5%血 液 加Brain Heart Infusion Agar

(BHIA;BBL),5%血 液 加Brucella Agar(BA;

Difco)お よ びTEP寒 天培 地(栄 研)に お け るMICを

GAM寒 天培 地 め そ れ と比較 した。

培 地pHの 影 響 で は,GAM寒 天 培 地 の 滅 菌 後 のpH

を5,6,7,8の4段 階 に な る よ うに 調 整 し,MICに 及

ぼ す 培地pHの 影 響 を検 討 した。

接 種 菌 量 のMICに 及 ぼ す 影 響 は 被 検 菌 株 をGAMプ

イ ヨ ンに て24時 間培 養 後,UENO's diluentを 用 い接 種 菌

液 を約105,107, 109CFu/mlの3段 階 に 調 整 して検 討 し

た 。

5)自 然 耐 性 変異 株 の 分 布:GAM寒 天 培地 上 に 発 育

した教 室 保 育 のPeptostreptococcns anaerobius(B-38),

Bacteroides fragilis(NA-18)お よ びFusobacterium

necrophorum(S-45)を 用 い て1010≦CFU/mlの 菌 液 を作

製,各 種 濃 度(0.19μg/ml～100μg/ml)の 薬 剤 含有GAM

寒天 培 地 に0.1ml接 種,3日 間 嫌 気性 培 養 後,自 然耐 性 変

異 株 の 分布 につ いて検 討 した。

6)In vitroで の耐 性 獲 得試 験:各 濃度(0.19μg/ml

～100μg/ml)含 有GAM半 流動 高 層 培 地 にGAM半 流

動 高 層 培 地 で1夜 培 養 さ れ た 被検 菌 の1白 金 耳 量 を 接

種 。24時 間 培 養 後,最 高 薬 剤 含 有培 地 に 発 育 した菌 株 の

1白 金 耳 量 を新 し い薬 剤 含 有GAM半 流 動 高 層 培 地 に

移植 す る。いわ ゆ る増 量 的 継 代法7)に よ り耐性 上 昇 を検 討

した 。

7)マ ウ ス 実 験 的 嫌 気 性 菌 感 染 症 に 対 す るCS-1170

の治 療 効 果:Fusobacterium necrophorum(S-45)を 用

い た。 本菌 は104CFU/ml以 上 をマ ウ ス 皮 下 に 接 種 す れ

ば,菌 接 種 局 所 に2～3日 で厚 い被 膜 を もっ た膿瘍 を形

成 す る。CS-1170の 本 菌 に対 す るMICは0.19μg/ml以

下 で あ る。GAM寒 天 培 地 に24時 間 嫌 気 性 培 養 さ れ た

Fusobacterium necrophorumをUENo's diluentに て約

109CFU/mlの 濃 厚 浮遊 菌 液 を作 製 。 その 菌 液 の0.2m1を

dd-N系 マ ウ ス(4週 令,♂)の 鼠 蹊 皮下 に接 種 した 。

菌 接種3日 後 の 確 実 に 膿瘍 形 成 を認め たマ ウ ス を実験

に供 した 。 これ らの マ ウ スは1群9匹 宛 と して7群 に分

け た。 各 群 はCS-1170の0,4,2.0お よび4.0mg/kg/day

投 与 群 と非 投 与 群 。対 照薬 剤 としてCEZを 用 い,投 与 量,

投 与 方法 はCS-1170と 同 様 で あ っ た。

投 与 方法 は お の お の 筋注 で1日1回,7日 間 と した 。

薬 剤投 与4日 目,投 与 中止 直 後 お よ び投 与 中 止 後7日 目
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に屠殺剖検し。各臓器と接種局所を培養した。

IL突 験成績お よび噂購

1)抗 ■スペクトラム:教 窒保青の嫌気性球菌および

桿菌に対するMICをCEZ,ABPC,CBPC,CLDMの そ

れと比較 した成績をTaMe1.2に 示 した。

CS-1170の 嫌気性球菌およびグラム陽性桿菌など.ほ

Table 1 Antibacterial spectrum of CS-1170 and other antibiotics

P.= Peptococcus, Ps.= Peptostreptococcus, V. Veilionella

E.=,Eubacte riutn, Bf.=Btfidobacterium, C. Clostridium

Table 2 Antibacterial spectrum of CS-1170 and other antibiotics

B. Bac te roides, F. Fusobacterium
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とん どの菌 株 に 対 す るMICは3,13μg/ml以 下 と,強 い

抗 菌 力 を示 し た。 他 の 薬 剤 とのMICを 比 較 す る と,

CLDMよ りは 若 干 劣 る がCEZ,ABPC,CBPCと ほ ぼ 同

等の 抗 菌 力 を示 した 。

一 方,グ ラ ム 陰 性 桿 菌 で あ るBacteroidesに 対 し て

CE乞 よ りや や 優 れ,ABPC,CBPCと ほ ぼ 同 等,CLDM

よ り劣 って い た。CLDM耐 性 株(1004g/ml以 上)は 本剤

に 対 し て6.25μg/ml-50μg/mlのMIC値 を 示 し た。

Fusobacteriumに 対 して は,CEZよ り若 干 劣1),ABPC,

CBPC,CLDMよ りは劣 って い た。

2)臨 床 分 離 株 に 対 す る感 受 性 分布:臨 床 分 離 株 に対

す る感受 性 分 布 をTable 3,4に 示 した。

本 剤 は グラ ム陽性 桿菌 で あ るBifidobacterium,Euba-

cterium,Propionibacteriumお よ びClostridiumな どの

17株 に 対 し0.19μg/mlか ち6.25μg/mlのMICを 示 し た

が,Bifidobacterium infantisとClostridium sp.の2株

に は25μg/ml以 上 のMICで あ っ た。

グ ラ ム陽 性 球 薗 に はU株 す べ て が3。13μg/ml以 下 の

MICで あ った 。 グ ラ ム陰 性 球 菌 で あ るVeillonella 3株

に 対 して は12.5μg/ml以 下 のMICで あ った 。

Table 3 Susceptibility of clinical anaerobic isolates

Bf.= Bifidobacterium, E.= Eubacterium, P.= Propionibacterium
C.=Clostridium, P.= Peptococcus, V. Veillonella

Table 4 Susceptibility of clinical anaerobic isolates

B.= Bacteroides, F.= Fusobacterium
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Table 5 MIC of CS-1170 on four media

P.= Peptococcus, Ps.= Peptostreptococcus

•œ:plus 5% blood, # : MIC (ƒÊg/ml)

Table 6 Influence of medium-pH on MIC of CS-1170

P.=  Peptococcus, Ps.=Peptostreptococcus,

Pr. = Propionibac terium.

*  :MIC (ƒÊg/ml)

グ ラ ム 陰 性 桿 菌 で あ るBactroidesに 対 して は3.13

μg/mlか ら100μg/ml以 上 と広 くMICが 分布 し,ピ ー ク

は12.5μg/mlで あ った 。

Fusobacteriumに 対 して も同様 に1。56μg/mlか ち100

μg/ml以 上 と広 く分 布 し,ピ ー クは3.13μg/mlと50μg/

mlで あ った 。

3)抗 菌 力 に及 ぼ す諸 因子 の 検 討:測 定 用 培 地 の種 類

に よ るMICの 変 動 の 成 績 をTable 5に 示 した。

4種 類の培地間でのMICの 差 異は1-2希 釈段階以

内にあったが。Bacteroides fragilis(NA-18)の 場合,

GAM駅 培地および5%血 液加BAに おけるMICは

12,5μg/ml,TEP寒 天培地および5%血 液加BHIA

では1.56μg/mlと 培地間に著しい差具がみちれた・

また.Eubacterium lentumの 場合においてもGAM

寒天培地および5%血 液加BAで 銘6,25μg/ml,TEP

寒 天培地では3,13μg/ml,5%血 液加BHIAで は0.19μg

/ml以 下 で。測定用培地により3～5希 釈段階の差を生

じることもあった。

培地pHに よるMICの 変動はTable 6に 示 すごとく

酸性側で若干強い抗菌作用を示した。

接種菌量の影響はFig.1に 示 すごとくである.105

～107CFU/mlの 接種菌液使用の場合のMICは1希 釈段

階程度の変動を示すにすぎないが,107～109CPU/mlの

場 合にはChstridium perfringnsで109CFU/ml接 種時

のMICは6.25μg/ml,107CFU/m量 接 種時で0。19μg/ml

以下 と5希 釈段階の変動がみられた。

4)自 然耐性変異株の分布:Table 7に 示すごとく.

10 10～1011CFU/mlの 接 種菌量では高度自然耐性変異株

は検出できなかった。

Fig. 1 Influence of inoculum size on MIC of

CS-1170

○-○:P,variabilis(B-40)

●-●:B.fragilis(NA-18)

■-■:E.lentum(E-13,1,4)

▲-▲:V.parvula(KW-22)
,

▲-▲:P.acnes(ATCC 11827)

□-□:Ps.anaerobius(B-38)

○-○:B.vulgatus (SS-37)

△-△:C.perfringens(JAM-3-1)

▲-▲:F.neceophorum(S-45)
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5)In vitroに お け る耐 性 獲 得 試 験:Fig.2に 示 す ご

と く,Bacteroidesa fragilis(NA-18:CS-311)は10代 継

代 に よ り626μg/mlか ら100μg/mlに,Fusobacterium

necrophorumは3.13μg/mlか ら25μg/ml,Peptostrepto-

coccus anaerobiusは1.56μg/mlか ら625μg/mlに そ れ

ぞれ 耐性 の上 昇 を示 した。

Fig. 2 Rise in the level of CS-1170 resistance

上昇した被検菌株の耐性の脱確は継代初代では認めら

れなかった。

6)マ ウス実験 的嫌気性 菌感染症に対 するCS-1170

の治療効果:膿 傷 を形成したマウスについて治療実験を

行なった成績はTable 8,9,10に 示 した。

感染局所の肉眼的親療所見は非投与群に比 して。CS

-1170投 与群はCEZ投 与群と同様腫癌の縮小
,消 失が顕

著にみられ,Table 10に示すごとく,投与中止後7日 目に

は治癒例が3匹 中1匹 に認められた。

局所および臓器培養では,0,4mg投 与群の投与7日 目

で3匹 中1匹 に腎,肝 より菌が検出されたのみで,ほ か

からは検出されずCEZ投 与群も同様の成績であった。一

方,非 投与群では投与4日 目および7日 目に局所および

諸臓器より菌が回収された。

なお,非 投与群のうち実験開始2日 目,6日 目におの

おの1匹 が死亡,菌 接種局所および諸臓器かちの培養も

すべて陽性であった。

Table 7 Population of spontaneous resistant mutants of anaerobes to CS-1170Table 7 Population of spontaneous resistant mutants of anaerobes to CS-1170

C*.;control

Table 8 Chemotherapeutic effects of CS-1170 on experimental subcutaneous abscess of mice with
F. necrophorum a) (1) (4 days of treatment)

a;  0.2ml of bacterial suspension was injected subcutaneously.
The antibiotics were given intramuscularlly.
*;  Number in denominator indicates number of positive findings.

Number in numerator indicates total mouse.
**;  A: Subcutaneous abscess, S Spleen, Li : Liver, Lu : Lung,

H : Heart
+;  One mouse died.
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Table 9 Chemotherapeutio effects of CS-1170 on experimental subcutaneous abacess of mice with

F. necrophorum a) (2) (7 days of treatment)

a;  0.2ml of bacterial suspension was injected subcutaneously.
The antibiotics were given intramuscularlly.

*; Number in denominator indicates number of positive findings.
Number in numerator indicates total mouse.

**;  A: Subcutaneous abscess, S:Spleen, Li: Liver, Lu: Lung,
H: Heart

+;  One mouse died.

#; Granulation tissue

Table 10 Chemotherapeutic effects of CS-1170 on experimental subcutaneous abscess of mice with
F. necrophorum a) (3) (7 days after treatment)

a;  0.2ml of bacterial suspension was injected subcutaneously.
The antibiotics were given intramuscularlly.

*;  Number in denominator inidicates number of positive findings.
Number in numerator indicates total mouse.

** ; A: S
ubcutaneous abscess, S: Spleen, Li: Liver, Lu: Lung,

H: Heart

#;  Granulation tissue
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III.結 論

CS-1170は 嫌気性球菌およびグラム陽性桿薗に対 し

MICが3.13μg/ml以 下 と強い抗菌力を示 した。他の薬剤

とMICを 比較すると,CLDMよ りは若干劣るが,CEZ,

ABPC,CBPCと ほぼ同等の抗菌力を示した。

一方,グ ラム陰性桿菌であるBacteroidesに 対 しては

CEZよ りやや優れ,ABPC,CBPCと ほぼ同等,CLDM

より劣っていた。

Fusobacteriumに 対 しては,CEZよ り若干劣り,ABPC,

CBPC,CLDMよ りは劣っていた。'

自然耐性変異株は1010～1011FU/mlの 接種菌量では

検出できなかった。 ～

in vitroで の耐性獲得の様相は非常に緩徐でstep by

stepで あった。

マウスに対する本剤の治療効果を検討し,CEZと ほぼ

同等の皮下膿瘍治療効果が確認された。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CS-1170 AGAINST

STRICT ANAEROBES

SHUNRO KOHBATA, TAKAYUKI EZAKI, HIROMU IMAMURA,

IZUMI WATANABE, KUNITOMO WATANABE, ICEIU NINOMIYA,

KAZUE UENO and SHOICHIRO SUZUKI

Department of Bacteriology, Gifu University, School of Medicine

The in vitro antibacterial activity of CS-1170 against anaerobes was determined by agar dilution

method. Anaerobic cocci and Gram-positive rods were sensitive to the concentration of 3.13ƒÊg/ml or

less of CS-1170, whereas many strains of gram-negative rods were resistant to 6.15ƒÊg/ml or more of

this drug.

The spontaneous resistant mutants were not detected.

Rise in the level, of CS-1170 resistance by serial subculture was slow.

CS-1170 has been found effective, on the experimental subcutaneous abscess with Fusobacterium necro-

phorum as well as cefazolin.


