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Cefmetazole(CS-1170)の 抗 菌 作用 に 関す る検 討

生 方 公 子 ・高 橋 洋 子 ・沢 井 稔

斎 藤 洪 太 ・紺 野 昌 俊

帝京大学医学部小児科学教室

(昭 和53年12月18日 受 付)

Cephamycin系 の新 規 抗 生 物 質 で あ るCefmetazoleに つ い て,Cefazolin(CEZ)を 比較 対照薬

剤 と して,Escherichia coli,Klebsiella pneumoniae,Serratia marcescene,Proteus vulgaris,

Proteus morganiiお よびProteus iuconstansに 対 す る殺 菌 効果 を,接 種 菌 量 に よ るMICの 相

違,薬 剤 処 理 時 の生 菌 数 の 変 動 な らび に菌 の 形 態 変 化 の 上 か ら観 察 し,次 の 結 果 を 得 た。

上 記 の 細 菌 に 対す るCefmetazoleの 薬 剤感 受 性 は優 れ て お り,こ と にCEZに 耐 性 を示 す菌 種に

も優れ た感 受 性 を示 し,い ず れ の菌 種 に お い て も10 8cells/ml接 種 時 と10 6cells/ml接 種 時 のMIC

の変 動 は 少 な か っ た。

薬 剤 処 理 時 に お け る菌 の 形態 変化 を 観 察 す る と,菌 は106cells/ml接 種 時 のMIc付 近 の濃 度か

らfilamentを 形 成 し,10 8cells|ml接 種 時 のMIC付 近 の濃 度 でspheroplastを 形 成 す るが,菌 種

に ょっ ては 速 や か に溶 菌 す る ものや,spheroplastの ま ま 残 存 す る もの が み られ た 。 ま た,Serratia

marcescensやProteus inconstansで は,薬 剤 濃 度 に よっ て はfilamentが 形 成 され た後,そ の

先端 か ら再 分裂 す る像 もみ られ た こ とか ら,Cefmetazoleは そ れ らの 菌 種 か ら産 生 され る β-lacta-

maseに 必ず し も極 め て強 い 安 定 性 を示 す とは 思 え ない 面 もあ った 。

Serratia marcescensやProteus inconstansの 上 記 の 現 象 は,生 菌 数 の 経 時 的 変 動 の成績か

ら も推 察 さ れ,生 菌 の 発 育を 完 全 に 阻 止 す るた め に は,106cells/ml接 種 時 のMICの8倍 の濃度を

必 要 と した。 しか しな が ら,Cefmetazoleの 殺 菌 作用 はCEZと 比 較 してそ れ ほ ど遜 色 の あ るもの

で は な く,こ とにCEZに 耐 性 の 菌 に も優れ た殺 菌 効 果 を 示 す こ とが 明 らか に され た 。

緒 言

1955年 のcephalosporin C核 の発 見 に 始 ま るce-

phalosporin系 薬 剤 の開 発 と臨 床 へ の 応 用 は,化 学 療 法

に よる細 菌 感 染症 の治 療 に 多大 な 貢献 を 果 して きた。 し

か し,近 年cephalosporinが 効 力 を 有 して い た菌 種 の中

に も耐 性 菌 が 出現 し始 め,ま たcephalosporin系 薬 剤 の

使 用 に伴 い,も と も と この 種 の薬 剤 に耐 性 で あ る菌 へ の

菌 交 代 現 象 等 も指 摘 され,治 療 上 に問 題 を 生 じ始 め てい

る。 そ して臨 床 サ イ ドか らは,こ れ ら の耐 性菌 に 対 し強

い抗 菌 力 を 有す る新 規 抗 生 物質 の開 発 が 期 待 され る よ う

にな った。

Cefmetazole(CS-1170)は 我 が 国 に お い て開 発 され た

新 しいcephamycin系 の抗 生 物 質 で あ り1),7位 の α位

にmethoxy基 を 有 して い る点 が ひ とつ の特 徴 で あ る。

本 薬 の 特徴 は β-lactamaseに 強 い抵 抗 性 を示 す 点 に あ

り,従 っ て従 来 のcephalosporin系 薬 剤 に耐 性 とな っ た

E.coli,Klebsiella等 に対 して も強 い抗 菌 力 を 示 し,ま

たindole陽 性 のProteus属 やSerratiaに 対 して も抗

菌 力 を 有 して い る と報 告 され て い る2,3,4,5)。

私 達 は上 記 のCS-1170の 特 性 を さ らに明確に把握す

る 目的 で,従 来 私 達 が行 っ て きた 抗 菌力 の強 弱 をMIC

や 殺 菌 力 あ るい は 菌 の形 態 変 化 な どか ら総合的に判断す

る方 法 に よ っ て検 討 し,臨 床 へ の アプ ローチの判断に役

立 て た い と考 え た。

材 料 と 方 法

1.　 使用 菌 株

昭 和50年 度 に帝 京 大学 医学 部 付 属病 院 において臨床

材 料 か ら分 離 され たEscherichia coli 68株,Klebsiella

pneumoniae 26株,Serratia marcescens 25株,Pro-

teus mirabilis 27株,Proteus vulgaris 8株,Proteus

morganii 24株,Proteus inconstans 20株 の計7菌 種

を 使用 した。

2.　 培 地

被 検 菌 の増 菌 や 液 体 培 地 を 用 い た 菌 の形態変化の観察

の た め に は,Heart infusion broth(HI broth,ニ ッス

イ)を 用 い,薬 剤 感 受 性 や生 菌 数 の 測定 にはHeart in-

fusion agar(HI agar,ニ ッス イ)を 用い た。

3.　 薬 剤 感 受 性 測 定 方 法
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CS-1170お よびcephalosporin系 薬剤の上記7菌 種に

対する最小発育阻止濃度(MIC)は,日 本化学療法学会

の指定する標準法6)に 従い,寒 天平板希釈法にて実施し

た。なお,接 種菌量によるMICの 変動をみるために,

1夜 培養 した被検菌をそのまま1白 金耳接種した場合と

100倍 に希釈した場合の両者について同時にMICを 測

定した。

4.CS-1170の 菌 の増殖に及ぼす影響の検討法

CS-1170お よび対照薬 としたCefazolin(CEZ)の 菌 の

増殖に及ぼす影響は,上 記7菌 種の中から各々2株 つつ

を選んで検討 した。すなわち,本 薬がcephalosporin耐

性菌にも効力を有するということから,E.coliとKle-

bsiellaで は対照したCEZに 対 し,原 液接種時における

MICが 高い菌株を選 ん だ。その他の菌種か らは,最 も

標準的と思われるMICを 示 した株を無作意に選んだ。

測定方法は,1夜 培養した被検菌を翌朝さらに新 しい

HI brothに 接種 し,菌 量がほぼ106cellslmlに 達 した

時点で種々の濃度のCS-1170お よびCEZを 添加 し,37

℃ で培養した。そして薬剤添加後3,6,9,24時 間後

に生菌数を測定した。

5.菌 の形態変化の観察方法

薬剤作用後の菌の形態変化は,4に 述べた菌を用いて

3通 りの方法によって観察した。第1の 方法 は,10ml

のHIbrothにCS-1170あ るいはCEZを3,200μg/ml

から2倍 段階希釈 で0.2μg/mlま での各濃度を含むよ

うに添加した後,被 検菌を106cells/mlに な るように接

種して37℃Cで 培養し,6時 間後に菌の増殖の混濁度,

生菌数の測定を行い,同 時にその培養液の塗抹標本を作

製してグラム染色を行い,菌 の形態変化を顕微鏡下で観

察した。第2の 方法は,種 々の濃度のCS-1170を 含む

薄層寒天培地をシートしたチャンパー内に被検菌を シー

ドし,37℃ に保温しながら位相差顕 微 鏡(ニ コンMD

型)下 で経時的に菌の形態変化を観察した。第3の 方法

は,上 記の実験に用いた菌の中 か ら,Klebsiella,Pr.

morganii各1株 づつを選び,HIbrothで 培養,対 数

増殖の初期に種々の濃度のCS-1170を 作用させた後,

1,2,3時 間後にグルタールアルデヒドとオスミウム酸

の二重固定を行い,続 いてエタノールで脱水し,エ ポキ

シ樹脂に包埋した後超薄切片を作製して電子顕微鏡(日

立11EU)下 にて観察した。

結 果

1.感 受性 測 定成 績

CS-1170と 対 照 と して 用 い たCEZの 各 菌 種 に 対 す る

感 受 性 成 績 は,Table1お よびFig.1に 示 した 。CS-

1170はE.coliに 対 しては 原 液 接 種 で1.56μg/ml,106

cells/mlの 菌 接 種 で は0.39～0.78μg/mlに ピ ー クの あ

る1峰 性の感受性分布を示し,接 種菌量によって試験管

で2～3本 のMICの ちがいが見られた。 これに対し,

CEZで は原液接 種 で3.13μg/mlと12.5～25μg/ml

に ピークを有する2峰 性の分布を示 し,100μg/ml以 上

のMICを 示す株も20%近 く認められた。106cells/ml

の接種では1.56μg/mlに ピークを有してお り,接 種菌

量によるMICの 相違が大きかった。

Klebsiellaで はE.coliと ほ ぼ 同様 の傾 向が 見 られ,

またCS-1170はCEZに 較 べ 試 験 管 で1～2管 程 度優 れ

たMICを 示 した。 また 原 液 接 種 時 にCEZに 対 して100

μg/mlか ら200μg/mlのMICを 示 して い た 株 は,CS-

1170で は いず れ も3.13～6.25μg/ml前 後 のMICを 示

して い た 。

Pr.mirabilisに 対 して は,原 液 接 種 時 に は む し ろ

CS-1170の ほ うが1管 程 度MICが 劣 っ て い る が,106

cells/ml接 種 で は逆 にCEZよ りも1管 程 度 優 れ たMIC

を 示 し,Pr.mirabilisで はCS-1170の ほ うがCEZに

比 較 して 接 種 菌 量 に よる影 響 を 多 少 多 く受 け て い る と思

わ れ た 。 な お,被 検菌27株 の うちCEZに200μg/ml

以 上 のMICを 示 した2株 に対 す るCS-1170のMICは,

106cells/ml接 種 で1株 は12.5μg/ml,も う1株 は50

μg/mlを 示 して い た。

Fig. 1 Influence of inoculum size on minimum 

inhibitory concentration of CS-1170
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Table 1 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 2 Bactericidal effect of CS-1170 and cefazolin

against E. coli TK 705-1057

Fig. 3 Morphological changes of E. coli (TK 705-
1057) exposed to various concentrations of CS-
1170 and cefazolin
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Fig. 4 Phase-contrast micrographs of E. coli TK 705-1057 strain exposed to CS-1170

A) 1.56μg/ml(2xMIC)

Pr.morganiiで は ほ とん どの株 がCEZに 対 し て は

200μg/ml以 上 のMICを 示 した が,CS-1170で は24株

中1株 が100μg/mlのMICを 示 した 他 は,原 液 接 種 で

12.5μg/ml ,106cells/mlの 接 種 で6.25μg/mlに ピー

クのあ る1峰 性の 分布 で あ った 。 しか も接 種 菌 量 の 相 違

に よるMICの 変 動 が少 ない 点 も注 目され た e

B) 6.25μg/ml(8xMIC)

Pr.inconstansで は原 液 接 種 でCS-1170に 対 す る

MICは3.13μg/mlか ら100μg/mlま で の な だ らか な

分 布 を 示 した の に対 し,106cells/mlの 接 種 で は ほ とん

どの 株 でMICは1.56～3.13μg/mlの 間 に 集 中 した。

つ ま り原 液 接 種 時 にCS-1170に 対 す るMICの 高 い菌 株

の ほ うが,MICの 低 い 株 に 比 し接 種 菌 量に よ る影 響 を受
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け 易 い もの と考 え られ た。 な お,Pr.vulgaris 8株 に 対

す るCS-1170のMICは,3.13～6.25μg/mlで あ った

(Fig.1)。

Serratiaに 対 して は,CEZは 全 て200μg/ml以 上 の

MICを 示 し た が,CS-1170は 原 液接 種 で12.5μg/ml

か ら200μg/mlま で の 幅 広 いMICの 分 布 を 示 し,106

cells/ml接 種 では6.25μg/mlお よび100μg/mlに ピー

クを 有 す る2峰 性 のMICの 分布 を 示 して い た 。

2.　 CS-1170の 菌 の 増 殖 に 及 ぼ す影 響 とそ の 際 の 菌 の

形 態 変 化 に つ いて

1)Escherichia coli

被 検 菌TK705-1057株 はFig.2に 示 した よ うに,CS-

1170に 対 して108cells/ml接 種 時 に3.13μg/ml,106

cells/ml接 種 時 に0.78μg/mlのMICを 示 し,対 照 の

CEZに は そ れ ぞれ200μg/ml,25μg/mlのMICを 示

す 株 で あ る。 な お図 中 の 殺菌 曲線 に 記 載 した薬 剤 濃 度 の

後 にあ る括 弧 内の 数 値 は,106cells/ml接 種 時 のMIC

か らみ た 時 の倍 率 で あ る。 薬 剤 添 加 後 の 生菌 数 の 消長 を

見 る と,CEZに 対 し比 較 的 高 いMICを 示 す 株 で あ っ て

も,CEZの 添加 に よ り3時 間 まで は 生菌 数 は急 速 に減 少

し,そ の後 に再 増 殖 が 見 られ た が,培 地 中 のCEZが 菌

の 有 す る不 活 化 酵 素 に よ っ て失 活 す るため に生 ず る もの

と推 察 され た。 一方,CS-1170の 場 合 に は,薬 剤 添 加 後

3～6時 間 まで は 生菌 数 は 減 少 す るが,そ の後1.56μg/

mlと6.25μg/mlの 濃 度 で は 再 増 殖 が見 られ,菌 を 完

全 に 死 滅 させ るた め には25μg/ml程 度 の 薬 剤 濃 度 が 必

要 で あ る と思 わ れ た。

次 に 各種 薬 剤 濃 度 に おけ る菌 の 形態 変 化 に つ い て 述 べ

る と(Fig.3),CEZで は106cells/ml接 種 時 のMICと

108cells/mlの 接 種 時 のMICの 間 の 濃 度に お い て,正

常 な形 を した 桿 菌 が見 られ,そ れ に重 複す る よ う に,

Fig. 5 Bactericidal effect of CS-1170 and cefazolin

against Klebsiella TK 508-168

fi1amentの 形をした菌が50μg/mlか ら400μg/mlの

間で見られ,spheroPlast化 した菌も50μg/ml以 上の

濃度で見 られた。 このように,CEZに 高いMICを 示す

菌であっても,菌 は薬剤の影響を受け,filamentあ るい

はspheroplastか ら溶菌に至る過程をとるが,感 性菌と

の大きなちがいは,filamentが 形成される薬剤濃度の幅

は狭いにもかかわらず,同 一濃度においてspheroplast

化 した菌 と正常な桿菌がみられることである。このこと

は培地中の力価が急速に減少するに伴って,溶 菌せずに

残った菌が正常な桿菌に分裂再増殖し始めているものと

考えられ,Fig.2に 示 した生菌数の測定とFig.3に 示し

ている6時 間よりも24時 間後に一段と培地の混濁度が

高濃度まで認められることと一致している。

他方,CS-1170で はfilamentを 形成する薬剤濃度の

幅はCEZに 比 しや や 広 い が,108cells/ml接 種時の

MIC以 上 の濃度では,培 地の混濁度は24時 間後にも認

められず,菌 は発育を阻止されていると考えられた。さ

らにCS-1170を 作用させた際の形態変化を位相差顕徴

鏡下で経時的に観察した成績をFig.4に 示す。写真の左

側A)はCS-1170の 作用で最も長いfilamentを 形成す

る1.56μg/mlの 濃度で作用させた時の経過である。薬

剤作用後3時 間までは一様に長いfilamentを 形成して

いくが,そ の頃から菌は菌体の中央部が膨潤し始め,そ

の部位から菌体内容物が溶出して,次 々と溶菌してゆく

像が見 られた。右側のB)に は6.25μg/mlの 濃度を作

用させた時の変化を示 してあるが,作 用させる薬剤濃度

が高くなるほど比較的短いfilamentか ら短時間のうち

に溶菌する像が観 察 され た。上述した実験はもう1株

TK705-1015株 で もしらべてい るが,全 く同じような

結果であったので省略する。

2)Klebsiella pneumoniae

被検菌TK 508-168株 に対するCS-1170とCEZの 殺

菌作用の比較はFig.5に 示 した。50μg/ml濃 度のCEZ

の作用では,9時 間目頃までは菌数は減少するものの,

その後E.coliの 場 合と同様再増殖が見られ たが,200

Fig. 6 Morphological changes of Klebsiella (TK 508-
168) exposed to various concentrations of ce-
fazolin and CS- 1170
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Fig. 7 Phase-contrast micrographs of Klebsiella TK 508-168 strain exposed to CS-1170

A) 12.5μg/ml(4xMIC)

μg/ml以上の高濃度ではむしろCS-1170よ りも殺菌効

果は強い傾向がみられた。一方,CS-1170で は6.25μg/

ml以 上の濃度で24時 間後にはほとんどの菌が完全に死

滅していたが,菌 数の減少の度合はCEZに 比 してやや

緩慢であるという結果であった。

薬剤を作用させた時の形 態 変 化 はFig.6に 示 した。

B) 50μg/ml(16xMIC)

CEZが106cells/ml接 種時 のMIC付 近 か ら既 にspheri-

ca1な 形 態 を 呈 して くる のに 対 し,CS-1170で はMIC付

近 の 濃 度 か ら25μg/mlの 濃 度 ま で比 較 的 短 いfilament

の形 成 が 見 られ た が,そ の反 面sphericalな 菌 はMIC

以下 の 濃 度 で も重 複 して み られ た。 この ことはCS-1170

のKlebsiellaに 対 す る作 用 は,MIC以 下 の 濃 度 で も菌
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Fig. 8 Electron micrograph of Klebsiella TK 508-168 strain. Normal cells before exposed to CS-1170.

Fig. 9 Electron micrograph of Klebsiella exposed to 12.5 ƒÊg/ml of CS-1170 for 1 hour.

に障害は与えるものの,死 滅させるためにはCEZに 比

較し時間が多少かかるというFig.5の 成績を裏書きして

いるような結果であった。

しかしなが ら,こ のように短いfilamentを 位相差顕

微鏡下に観察すると,Fig.7に 示 した よ うに,E. coli

よりも比較的短時間のうちに溶菌し始めることが明らか

に され た 。 右 側 のB)に 示 した50μg/mlの 作用では,

30分 後 で既 に 溶菌 して い る ものが 見 ら れ,ほ とん ど

filament化 せ ず に 溶菌 して ゆ く像 だ け観 察 された。電子

顕 微 鏡下 に お い て そ の 微 細構 造 の変 化 を観 察 した成績を

示 す と,12.5μg/mlのCS-1170の 作 用 に より,対 照に

比 して(Fig.8),1時 間 後 に既 に大 きなspheroplastを
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Fig. 10 Electron micrograph of Klebsiella exposed to 12.5 ƒÊg/ml of CS-1170 for 2 hours .

Fig. 11 Electron micrograph of Klebsiella exposed to 12.5 ƒÊg/ml of CS-1170 for 3 hours.

形成し,か つ細胞壁の剥離が目立ち(Fig.9),中 には溶

菌しているものも散見された。さらに2時 間後には不完

全ながらも細胞壁の一部を失った像(Fig .10)も 認めら

れた。そして3時 間後にはfilamentの 形のままでもほ

とんどの菌が溶菌に至り(Fig,11),細 胞実質の溶出して

しまった残骸だけが認められた
。

3)　 Serratia marcescens

被 検菌TK 508-230お よ びTK 506-003株 に対 す る

CS-1170の 殺 菌 効果 の成 績 はFig. 12に 示 した 。 この両

株 はCS-1170に 感 受 性 の あ る株 で あ り,MICは いず れ

も106 cells/ml接 種 で6.25μg/ml,108 cells/ml接 種 で

12.5μg/mlで あ る。 これ らの 株 で はCS-1170の50μg/
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Fig. 12 Barctericidal effect of CS-1170 against

Serratia marcescens TK 508-230 and TK

506-003

ml以 上の濃度中では9時 間までの間にほとんどの菌は

死滅し,24時 間後には生菌は認められ ず,か な り強い

殺菌効果が見られたが,12.5μg/mlの 濃度では3時 間

までは急速な菌数の減少が見られるものの,そ の後は両

株ともしばらくのlag phaseの 後に再増殖が見られた。

CS-1170を 作用させた時のこれ ら両菌株の形態変化を

観察した成績はFig.13に 示 してあるが,MIC以 下の濃

度でも比較的長いfilament像 が観察される点がE.coli

やKlebsiellaと 異な り特徴的であった。 また培地の混

濁の有無は,6時 間後に混濁を示していた濃度よりも24

時間後にはさらに2管 程度高濃度まで濁度の上昇が見 ら

れた。位相差顕微鏡下の観察では,MIC付 近の濃度を作

用させた場合には,最 初は一様に長いfilamentを 形成

し,菌 体の中央部も膨化して長い円錘状 とな り,極 端

に変形 していくが,6時 問目頃からその 円錘 状化 した

filamentの 細い先端から正常な桿状の形をした菌が分裂

し,そ の桿菌がさらに上述したような形態変化を繰 り返

しながら再分裂してゆ く像が観察され た(Fig .14 A)。

この再分裂像が培地の濁度の上昇や再増殖と結びつく変

化 と推測された。 しかし,50μg/ml以 上の濃度の作用

では,filamentは ほ とんど形成されず,薬 剤作用後1時

間頃から次々と溶菌してゆく像が観 察 され た(Fig .14

B)。 つ まりCS-1170は 低 濃 度 では菌の産生す る β-

lactamaseに よって徐々に不活化され,再 分裂 ・再増殖

につながって行 くが,比 較的高濃度では不活化される速

度よりも菌の受ける障害の速度のほうが上廻る結果,死

滅するものと考えられた。

4)Proteus vulgaris

Pr.vulgarisに 対するCS-1170の 殺菌効果の結果は

Fig.15に 示 したが,菌 株 によって多少の相違が見られ

Fig. 13 Morphological changes of Serratia (TK 506-
003, TK 508-230) exposed to various concentra-
tions of CS-1170

た。 す な わ ち,接 種 菌 量 に よ るMICに あま り差のない

TK 611-295株 で は,MIC以 上 のCS-1170を 添加する

と,時 間 の 経 過 に伴 い 生 菌 数 は 暫 時 減 少 し,24時 間後

には ほ とん ど生 菌 は 認 め られ な くな る のに対 し,接 種菌

量 に よ りMICに 試 験 管 で4本 の差 が 見 られたTK 610-

448株 で は,106cells/ml接 種 時 と108cells/ml接 種時

のMICの 範 囲 内 の薬 剤 濃 度 で は,菌 数 の減少はわずか

で む し ろ 静 菌 的 で あ り,殺 菌 作 用 が 見 られ るには108

cells/ml接 種 時 のMIC以 上 の 濃 度を 必 要 とした。

次 に これ ら の株 の形 態 変 化 に つい て の成 績は,Fig.16

に示 したが,filament形 成 は106cells/ml接 種時のMIc

以下 の濃 度 で 見 られ,し か も比 較 的 短 いの が特徴であっ

た。 それ 以 上 の 濃 度 で はspherical formの 形成が見ら

れ,TK 611-295株 で は そ れ らのspherical fomか ら

の溶 菌 に至 る像 が 見 られ る の に 対 し,TK 610-448株 で

はspherical formの 形 状 を 保 った ま まの ものが多かっ

た 。 この 形 態 変 化 の 違 い は,お そ ら く両 株の 産 生 する

β-lactamaseの 量 あ るい は 質 的 な 相違 に よるものと考え

られ た 。

5)Proteus mor8anii

CS-1170を 作 用 させ た際 のTK 507-448株 の生菌数の

変 化 は,Fig.17に 示 した 。この菌 種は 本 来cephalosporin

系 薬 剤 に 対 す るMICは 高 い の で あ るが,対 照 のCEZ

で は400μg/mlの 濃 度 の 作 用 で菌 数 は 一時的に減少す

る もの の,そ の 後 徐 々に 再 増 殖 が観 察 され た。しかし,

1,600μg/mlの 高 濃 度 処 理 で は強 い殺 菌作用が 見 られ

た 。 一 方,CS-1170で は108cells/ml接 種時のMICで

あ る12.5μg/ml以 上 の 濃 度 で か な り強い殺菌効果が見

られ,ま た24時 間 後 に も生 菌 は認 め られ なかった。

次 にCS-1170作 用 後 の 菌 の 形態 変 化の成績を示すと

(Fig.18),MIC以 下 の 低 濃 度 でfilamentの 形成が見ら

れ,MIC以 上 で は む しろspherical formが 形成され

て,そ れ らが 溶 菌 し てい る像 が 多 数観 察 され た。対照と

したCEZで はfilament形 成 は 見 られず,高 濃度域で

正 常 な 桿 菌 か らspherical formへ の移 行が見 られた。



VOL.27NO.4 CHEMOTHERAPY 661

Fig. 14 Phase-contrast micrographs of Serratia marcescens (TK 506-003) exposed to CS-1170

さらにこの溶菌に至る経過を位相差顕微鏡下に経時的に

観察すると(Fig,19A),薬 剤 添加後1時 間目頃から菌

体の一部が突出してsphericalformを 形成し,続 いて

菌体内容物が流出して次々と溶菌してゆく像が短時間の

うちに観察された。また電子顕微鏡下での観察でも,1

時間後には既に薬剤無処理のもの(Fig20)に 較べ,あ

まりmament化 していない菌体から遊離しつつあると

思われるprotoPlast像 が数多く見 られ た(Fig.21)。

この よ うなprotoplastは 全 視 野 の 中 の 約20%の 菌 に お

い て見 られ,こ の観 察 時 間で は そ の 形 状 を保 っ てい る も

の が 多 く,比 較 的 安定 な よ うに 思 え た が(Fig、22),2～

3時 間 後 の 標 本 で は細 胞 実 質 が 抜 け て しま っ た残 骸 の 像

だ け が 多 く観察 され(Fig.23),こ のprotoplastは2～

3時 間 の 中 に 徐 々に溶 菌 して 行 くもの と推 測 され た 。

6)Proteus inconstans

最 後 にPr,inconstansに お け る成 績 を 示 す 。TK410-
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Fig. 15 Bactericidal effect of CS- 1170 against

Proteus vulgaris TK 611- 295 and TK 610
- 448

Fig.16 Morphological changes of Pr. vulgaris (TK
610- 448, TK 61L295) exposed to various con-

centratiohs of CS- 1170

421株 にCS-1170お よびCEZを 作用させた際の生菌数

の変化はFig.24に 示 した。本来耐性であるCEZで は一

時的に菌の増殖を抑えるものの,3～6時 間後には再増

殖し始 め,24時 間後には検討したすべての濃度で生菌

数の増加が見られた。一方,CS-1170で はMIC付 近の

濃度でも薬剤添加後6時 間程度に徐々に菌数が減少し,

その後ゆるやかな菌数の増加が見られ,菌 の発育を完全

に抑えるには50μg/ml程 度の濃変が必要であった。な

おもう1株 についても検討を加えているが,そ の株でも

完全に殺菌作用を発揮 した濃度は50μg/mlで あ った。

Pr.iucoustausに おけるCS-1170作 用時の生菌数の経

時的減少の度合は,他 の菌種に比して鈍い傾向が 目立っ

た。

この菌のcs-1170作 用時の形態変化の特微 は(Fig

25),10 8cells/ml接 種時 と106cells/ml接 種時のMIC

の間の濃度付近において,filament状 の菌が見られたこ

とで,対 照のCEZで は正常な桿菌が見られている。こ

れはCEZがPr.incoustausの 産生する β-1actamase

に対する抵抗性が弱いために,正 常な桿菌として再分裂

し増殖 して くるものと考えられた。位相差顕微鏡下に経

Fig. 17 Bactericidal effect of CS- 1170 against

Proteus morganii TK 507- 448

Fig. 18 Morphological changes of Pr. morganii(TK
507- 448) exposed to various concentrations of
cefazolin and CS- 1170

時 的 に 観 察す る と(Fig.19 B)),本 菌 そ の ものの発育が

他 の 菌 種 に 比 して 遅 い こ と もあ るが,CS-1170の 作用後

次 第 に 丘1ament化 し,と ころ ど ころが膨 化 しつつ菌体

内 に 空 胞 を 生 じて 来 るが,添 加 濃度 が10 6 cells/ml接 種

時 のMICの4倍,10 8 cells/ml接 種時 のMIC濃 度であ

るに もか か わ らず,こ の 濃 度 で は 溶菌 像 はほ とんど見ら

れ ず,し か も7～8時 間 後 には これ ほ ど変 形 し たfila-

mentの 先 端 が 再 分 裂 し始 め,ま た その桿 菌がmament

化 しな が ら分 裂 を 繰 り返 し て行 くとい う像が 観 察 され

た 。 こ の こ とは,お そ ら くCS-1170がCEZに 比しては

Pr.incoustausの 産 生 す る β-lactamaseに 抵抗性を有

す るが,徐 々に は 多 少 不 活 化 され て培 地 中の力価が減じ

るた め に 生 ず る現 象 と考 え られ,先 の生菌数 の消長の個

所 で 述 べ た 時 間 の 経 過 と と もに 再増 殖 して くることと関

連 して い る と考 え られ た 。 そ して写 真 には示 していない

が,さ らにCS-1170の 濃 度 を増 して 観察す ると,大 き

なspherical formの 形 成 は 見 られ る ものの,再 分裂は

見 られ な か った 。 しか しな が ら,高 濃 度処理 によっても

Pr.incoustousで は 溶 菌 像 は ほ とん ど見 られず,大 きな

spherical formの ま ま菌 体 内 に空 胞 を生 じて死滅す る
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Fig. 19 Phase-contrast micrographs of Pr. morganii (TK 507-448) and Pr. inconstans (TK 410-421)
exposed to CS-1170

A)Pr. morganii

12.5 μg/ml(2x MIC)

Start

1. 5 hours

2. 5 hours

3. 5 hours

4. 5 hours

ものと思われ た。

考 察

CS-1170はcephamycin系 に属 す る新 規 抗 生 物 質1)で

あるが,側 鎖 を別 にす れ ば 従 来 のcephalosporin核 の7

B) Pr. inconstans

6.25 μg/ml(4x MIC)

Start

2 hours

4 hours

6 hours

24 hours

位 の α位 にmethoxy基 が導 入 され てい る点 が1つ の特

徴 とい え る。 こ の化学 構造 のた め に,今 まで のcephal-

osporin系 薬 剤 とは 異 な る い くつ か の特 徴 を 有 して い る

ことか ら,き わ め て 有 効 な 化学 療 法 剤 とな る可能 性 が高
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Fig. 20 Electron micrograph of Pr. morganii TK 507-448 strain. Normal cells before exposed to CS-1170

Fig. 21 Electron micrograph of Pr. morganii exposed to 12.5 ƒÊg/ml of CS-1170 for 1 hour.

い。 そ の特 徴 の 第1は,β-lactamaseに 対す る抵 抗 性 が

強 いた め2,3,5),E. coli, Klebsiella等 の β-lactamase

産 生 菌 に対 して も感 性 菌 に 対す る とほぼ 同 等 の 強 い 抗菌

力を 示 す こ とで あ り,特 徴 の第2は 従 来cephalosporin

系 薬 剤 が 無 効 で あ ったcephalosporinase型 の β-lacta-

mase産 生 菌 と考 え られ るindole陽 性 のProteus属 や

Serratiaに も 抗 菌 力 を 有 す る こ と で あ る4)。 特 徴 の第3

は,こ の 種 の 薬 剤 のtarget siteで あ るpenicillin bin-

ding proteins(PBP)に 対 す る 親 和 性 がCERやCEZ

等7,8)と は 異 な り,PBP 1A,1Bsの 他 にPBPの3,4,

5,6に も 親 和 性 を 有 し,し か も特 にPBPの4(D-alanme

carboxypeptidase IB), 5(D-alanine carboxypeptidase
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Fig. 22 Electron micrograph of Pr. morganii exposed to 12.5 ƒÊg/ml of CS-1170 for 1 hour.

Fig. 23 Electron micrograph of Pr. morganii exposed to 12.5 ƒÊg/ml of CS-1170 for 2 hours.

IA),6(機 能 は現 在 不 明)に 強 く結 合 し
,ほ と ん ど遊 離

しない と報告 され て い る点 で あ る9)
。

近年開発 され,あ るい は され つ つ あ る新 規 のpenicillin

やcephalosporin系 抗 生 物 質 の 多 くは ,接 種 菌 量を 減 じ

た場合 にはMICは 非 常 に優 れ て い る が
,108 cells/ml

の接種菌 量では耐 性 を示 す とい うよ うな
,接 種 菌 量 に よ

りMICが 著 し く変 動す る とい う性 質 を 有す る も のが 多

く,こ れ らの薬 剤 の特 徴 はPBP3に と くに 高 い親 和 性

を 有 して い る も のが 多 い10,11)。 そ してfilamentは 形 成

す るが,filament形 成 の幅 が 広 く,溶 菌 させ るには 結 局

は108 cells/ml程 度 あ るい は それ 以上 の濃 度 を 必要 とす

る。 こ の よ うなpenicillinやcephalosporin系 薬 剤 で
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Fig. 24 Bactericidal effect of CS- 1170 and cefazolin

against Proteus inconstans TK 410- 421

は,個 々に眺めればそれ以外にもい くつかの特徴がある

のであろうが,薬 剤の作用により溶菌 しないとい うこと

は,必 ず しも生体側にとって有利な条件ではない。すな

わち,そ れらの薬剤のように,filamentは 形成するが溶

菌せず,た だ分裂を阻止 しているということは,あ る意

味では殺菌性の薬剤とい うよりも静菌作用の強い薬剤と

も考えられ,こ のような薬剤の臨床における有効性は,

生体側に感染防禦能に対する機能が正常に反応するヒ ト

に対してであれば,臨 床症状の改善は見られるであろう

し,有 用性はあると考えられる。しかしながら,新 生児

や未熟児,あ るいは抗癌剤,免 疫抑制剤等の使用により

感染防禦能が著 しく低下している症例の感 染症であれ

ぽ,臨 床サイドからはやはり低濃度で確実に殺菌的に作

用する抗生物質を望むのは当然である。

その点では,結 果の項で順次明らかにした よ うに,

CS-1170はE.coli,Klebsiella,Pr.nzorganiiな どで

接種菌量によるMICの 変動の幅が比較的少なく,ま た

Pr.inconstans,Serratia等 で も試 験 管で3～4本 の

ずれはあるものの108cells/mlの 接種菌量のMICで も

臨床的には到達でき得る程度の濃度12)であ ることが注目

される。また,E.coliやKlebsiellaの 中で,cephalos-

porin系 薬剤中E.coliやKlebsiellaに 対 しても最も殺

菌性の高いCEZに 耐性を示す株に対 しても,感 性菌に

対すると同程変の優れた感受性を示 し,こ のことは,お

そらくこの薬剤が β-1actamaseに 対 して非常に安定で

不活化され難いことの反映であろうと推測される。さら

にこれらの耐性菌に対して,CEZに 比 しそれほど遜 色

のないかな り強い殺菌作用を有していることが,生 菌数

の経時的測定,お よび位相差顕微鏡と電子顕微鏡による

観察によって証明できたと考えられ,こ れらはCS4170

がPBP 3だ けでな くβ-lactamaseが 関与しているとい

Fig. 25 Morphological changes of Pr. inconstans

(TK 410-421) exposed to various concentra-
tions of cefazolin and CS- 1170

わ れ るPBP5,6に 強 い 親 和 性 を 有 し,な おかつPBPl

A,1Bsに も強 い親 和 性 を 有 して い る こ と とも合致する。

一 方 ,indole陽 性 のProteus属 に対 しては,菌 種に

ょ って や や 趣 を 異 に し,Pr.morganiiに は驚 くほどの

殺 菌 作 用 を 有 し,菌 は ほ と ん どfilamentを 形成するこ

とな くす み や か に 溶 菌 に 至 る像 が際 立 った の に 較 べ,

Pr.pulgarisに 対 して は 殺 菌 作用 の強 く認 め られ る株

と弱 い 株 が あ る よ うに 思 わ れ た。Pr.inconstansに 対

して は 他 の 菌 種 に 較 べ る と殺 菌 効果 は 劣 り,検 討 した2

株 と も完 全 に 菌 を 死 滅 させ るた め に は50μg/ml前 後の

濃 度 を 必 要 と して い る。 ま たPr.inconstansで は薬剤

の作 用 に よ ってfilament状 を 呈す るに もかかわ らず,

溶 菌 に 至 る像 の少 な い 点 が 注 目 さ れ,MIC付 近 では

filamentか らの 再 増 殖 が 見 られ てい る。

Serratiaで はCS-1170に 耐 性 を示 す株 が1/3程 度は

認 め られ るが,感 性 株 で もMIC付 近 の濃 度では殺菌効

果 は それ ほ ど強 くは 見 られ ず,mamentを 形成 した菌で

あ って も時 間 の経 過 と と もにPr.inconstonsと 同様に

mamentの 先 端 が 再 分 裂 し,徐 々に増 菌 して くる像が観

察 され,致 死 的 な 濃 度 と して は106cells/ml接 種時の

MICの8倍 近 い 濃 度 が 必 要 で あ ろ うと推 測 される。

な お,私 達 が 調 べ た 菌 種 の うち,E.coli,Pr.morg-

anii,Serratiaに つ い て の形 態 変 化は 既 に西野等4)によ

っ て も報 告 され てい る が,E.coliに 関 しては彼等の用

い た菌 株 はCEZに 感 性 の 株 で あ り,私 達 の用いた菌株

は,E.coli,Klebsiellaと もCEZに 耐性 を示す株を用

い てい る点 に特 微 が あ る。 そ して,そ のCEZ耐 性菌に

お い て も,CS-1170を 作 用 させ た 際 の菌 の形態変化は、

西 野 等4)の 示 したCEZ感 性 菌 のそ れ とほ ぼ同様の結果で

あ り,Klebsiellaに つ い て も.E.coliと ほぼ同 じ形態変

化 が み られ た 。 また,Pr,mor8anii,Serratiaの 形態変

化 で も西野 等4)の 報 告 とほ ぼ 同様 の成 績 が得 られている

が,私 達 が 行 な ったPr.vul8aris,Pr.inconstansで

はPr,nzorganiiと 異 な りむ しろSerratiaに 近い形態

変 化 の 像 が観 察 され た 。す なわ ち,本 研 究に よって明ら

か に な った の は,CS-1170を 作 用 させた際 の菌の形態変
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化に関して3の 型に大別できるのではないかと考えられ

た点である。第1はE.coliやKlebsiellaで 観察され

た長いfilament形 成の後比較的早く溶菌に至るもの,第

2は.Pr.morganiiに 代表される比較的短いfilament

あるいはspheroPlastか ら速やかに溶菌に至 るも の,

第3はSerratiaやPr.inconstansに 代表される長い

filamentを 形成するものの,溶 菌に至るまでの経過が長

く,溶 菌に至 らない菌では正常な桿菌への再分裂がみら

れるものがあるとい うことになる。

このような菌種間における形態変化の相違は,そ れぞ

れの菌が産生する β-lactamaseのCS-1170に 対する量

的あるいは質的な相違によるものと理解されるが,そ れ

だけではなく,菌 そのものの持つ壁構造や細胞膜の相違

による点も加味されていると考えられ,今 後は単にMIC

や菌の形態を見るだけでなく,こ れ らの菌種による相違

も解明しなければ真の意味での薬剤の有効性や臨床への

アプローチは考えられないと感じられた。さらに個 々の

菌種に対するCS-1170の 作用を眺める時,ま だかな り

の改良点のあることを認識 し,そ れ らの菌種に対 しては

さらにMICの 優れた,し かも低濃度で殺菌作用の強い

薬剤の開発が必要であろうし,ま たSerratiaの 無効株

を含めて,Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloa-

cae等 に も抗菌力を有する薬剤の開発が近い将来に望ま

れる。

以上,CS-1170が 抗菌作用を示すいくつかの菌種に対

しての殺菌作用の特徴について考察を述べ,さ らにそれ

らの事実から今後解決されるべき2,3の 問 題点がある

ことを言及した。それらの中から臨床への橋渡しとして

考えられることは,CS-1170は 従来のcephalosporin系

薬剤耐性菌にも効 くし,殺 菌作用も強いとい う こ とか

ら,お そらく将来は新生児 ・未熟児などへの適応がいち

ばん重要な課題となるであろうし,ま た現在の耐性菌の

出現状況を考えると,臨 床には不可欠な薬剤であると考

えられる。成人における臨床試験の後,安 全性が確認さ

れるのならば,早 急に小児科領域への適応を検討すべき

薬剤であろう。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF A NEW CEPHAMYCIN DERIVATIVE

CEFMETAZOLE (CS- 1170)

KIMIKO UBUKATA, HIROKO TAKAHASHI, MINORU SAWAI,
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The bactericidal effect of cefmetazole, a new antibiotic of cephamycin derivative , against Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus vulgaris , Proteus morganii and Proteus
inconstans has been observed in comparison with cefazolin (CEZ), through the differences of MIC
depending on the inoculum size, the change of viable cell counts during the treatment of antibiotics
and the morphological alteration of bacilli; the following results have been obtained .

1. The sensitivity of cefmetazole to the above bacilli is very well  and especially good sensitivity
is shown to bacilli resistant to CEZ. For all of bacilli tested,a few  changes of MIC between the ino-
culum size of 10 8 cells/ ml and that of 10 6 cells/ml were observed .

2. Viewing  from the morphological  alteration of bacilli during the treatment of antibiotics , bacilli
form  filaments with a concentration  around MIC when 10 6 cells/ ml are inoculated and form spheroplasts
with a concentration around MIC when 10 6 cells/ ml are inoculated. Depending  on the kinds of bacillus.
some were seen to be rapid lysis and some remained as spheroplasts

. With Serratia marcescens and

Proteus inconstans, some were seen to regrow from its tip after filaments were formed due to th
e

concentration of antibiotic used for treatment . Judging from this, it is considered that cefmetazole is

not always stable enough to ƒÀ- lactamase produced from these bacilli
.

3. The above- mentioned phenomenon of Serratia marcescens and Proteus inconstans can be infer -

red from the sequential change of viable cell counts during the treatment with antibiotic and 8 times

the concentration of MIC when 10 6 cells/ ml are inoculated is required to prevent live bacilli from gro -

wing.

4. Bactericidal action of cefmetazole
, however, is nearly comparable with that of CEZ and it has

been clarified that cefmetazole shows prominent bactericidal effect against bacilli resistant to CEZ
.


