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血 清 ま たは 多 形 核 好 中球 共 存 下 に お け るCefuroximeの 殺 菌 効 果 に つ い て
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新しいCephalosporin誘 導体であるCefuroximeの 生体内における殺菌作用を検討するために,

この薬物 と血清中の補体の殺菌作用および白血球による食菌,殺 菌作用との相乗効果を,他 の β-

lactam薬 を比較薬 として迫及した。MIC以 下のCefuroxime存 在下で増殖 した大腸菌は新鮮血清

(補体)に よる殺菌作用と多形核白血球から放出される殺菌物質に対し明らかに殺菌 されやす くな

っており,こ の性質はCephaloridineや その他の現用 β-lactam薬 に比べてか な り特徴的 であ

った。しかし,白 血球の貪食作用に対してはとり込まれやす くなっている事実は認め られなか っ

た。

MIC以 下のCefuroxime存 在下で増殖した大腸菌が生体の感染防御機構の重要な一部である補

体による殺菌や白血球か ら放出される殺菌物質に対し影響を受けやすくなっている事実は,こ の薬

がin vitroのMIC値 か ら考えられるより良好な治療効果を実験的感染症に示す理由のひとつで

あると考えられる礎

Cefuroxime(以 下CXM)は 英 国Glaxo社 に よ り開

発 され たCephalosporin系 新 誘 導 体1)で,β-lactamase

に抵 抗 性 を 示 し,広 い 抗 菌 ス ベ ク トラ ムを有 し て い る2)。

さ て,β-lactam系 抗 生物 質 は細 菌 細 胞壁 の合 成 阻 害

に よ り細 胞壁 の脆 弱 化 を ひ き起 こ し,低 浸透 圧 下 では 溶

菌 が 生 じ,等 張 下 で はsphaeroplastが 形 成 さ れ る。

また,種 々の β-lactam抗 生 物 質 は 細 胞壁 合 成 に 関 与 す

るcarboxytranspeptidase群 に 対 す る 親和 性 に 差 が あ

り3),作 用 部 位 が 多 数存 在 す る こ とが知 られ て い る。

CXMはin vitroに お い て,低 濃 度 で きわ め て特 徴

的 な 長 糸状 細 胞 形 成3)(filament form)を 大 腸 菌 に ひ き

起 こす が殺 菌 的 効 果(MBC)は 他薬 と同程 度 で あ る。 一

方,マ ウ スで の 感 染治 療 実 験 で はMIC値 に 比 較 し,

ED5。 値 が小 さ く,in vivoで のす ぐれ た 有 効 性 が認 め ら

れ た。

本 研 究 は 以上 の事 実 を 考慮 し,感 染 に 対 す る複 雑 な 生

体 防 御 機 構 の うち,特 に 重要 な役 割 を演 じて い る と考 え

られ る補 体 に よ る溶 菌 と白血 球 に よる食 菌,殺 菌 に 対 し

て 低 濃 度 の β-lactam薬 存 在 下 で 増殖 した 菌 が どの よ う

な態 度 を示 す か を 検 討 した もの で あ る。

I. 実 験 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 菌株

E. coli NIH JC-2

E. coli 1864 E

Citrobacter 102

Proteus vulgaris 45780

Proteus morganii HD 602

Proteus vulgaris IID 874

Proteus snirabilis HD 994

Citrobacter freundii HD 976

Pseudomonas aeruginosa PA01

Staphylococcus aureus Smith diffuse

2. 供 試 薬

Cefuroxime(CXM), Cephaloridine(CER),Ce-

phalethin(CET)はGlaxo社,Cefazolin(CEZ)は 藤

沢 薬 品 工 業,Cefmetazole(CMZ)は 三 共,Ampicillin

(ABPC)は 明 治製 菓,Penicillin GはGlaxo社 の も の

を 使用 した 。

新 鮮 ヒツ ジ血 清 はArvine Scientific Sales Co.Inc.

製 を使 用 した 。

3. 感 染 治 療 実 験

各 種 菌 株 の 実 験 的 感 染 症 に 対 す るCXMの 治 療 効果 を

検 討 し,CER,CMZと 比 較 した 。

マ ウ ス(ICR系,雄,18～209)は 感 染 菌 の 毒 力 の検

討 に は1群5匹,治 療実 験 に は10匹 を 使 用 した 。被 検

菌 液 は 普通 寒 天培 地(栄 研)の 斜面 に37℃ 一 夜 培 養 し

た 菌 細 胞 を 滅 菌 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 して所 定 の 細 胞 密度 と

した。

感染 実 験 に際 し て ム チ ンを 添 加 す る場 合 は そ の 最終 濃

度 が5%に な る よ うに上 記 菌 液 と混 合 し,ム チ ン添 加,

無 添加 の場 合 と もに 菌 液0.5mlを マ ウ ス腹 腔 内 に接 種

し た。 感 染 菌 量 は菌 株 に よ り異 な るが5MLD～50MLD
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の量になるよう調製した。

試験薬は菌接種1時 間後に1回 皮下投与した.薬 物投

与の翌日から5日 後までの生死動物数よりED50をpro-

bit法 により算出した。

4. MICの 測定

各試験薬の被検菌に対するMICは 平板希釈法および

液体培地希釈法で測定した。平板希釈法は化学療法学会

標準法に準じて行ない,新 鮮血溝の添加による殺菌作用

への影響は液体培地希釈法で行なった。

液体培地は ブイヨン,20%庶 糖 と0.2%MgCl2加

ブイヨン,20%新 鮮 ヒツジ血清加ブイヨンおよび90%

新鮮 ヒツジ血清加ブイヨンの4種 煩を使用した。

試験薬濃度は各薬とも100μg/mlを 基点として倍々

希釈で添加し,こ れに終末菌濃度が,105cells/mlに な

るように菌を接種して37℃,24時 間培養後,明 らかに

菌の発育を阻止している薬剤濃度をMIC値 とした。

5. CXMの 殺菌効果に及ぼす血清の影響

CXMのE.coli NIHJC-2株 に対する殺菌効果をプィ

ヨンおよび20%血 清加ブイヨンを用いて検討した。薬

物濃度は各試験薬のブイヨン中でのMIC値 の1/2,1/5

および1/10と した。上記の薬剤添加培地にE.coli NIH

JC-2株 を105cells/mlに なるように接種し,37℃ の温

浴中で振盪培養を続けながら1,3,5時 間後の生菌数を

平板塗抹法で測定した。

6. 薬物存在下で培養された菌に対する白血球による

食菌 殺菌作用

a)多 形核白血球(polymorphonuclear leukocytes:

PMN)の 調製4)

ウサギの腹腔に0.1%グ リコーゲンの生理食塩水溶液

200ml(ヘ パ リン10u/ml含 有)を 投与,4時 間後さら

に 等張 リン酸 緩 衝液(PBS(-))200mlを 腹 腔 注射 した

のち 開腹 し て腹 水を無 菌 的に 採取 し,こ れを シ リコ ン処

理 遠心 管 で800rpm5分 間遠 心 した のちPBS(-)で 洗

浄 してPMNを 得 た。

b) PMN-抗 生物 質 共 存時 の生 菌 数の測 定

HANKS液 またはPMNのHANKS浮 遊 液(5×10s

cells/ml)5mlに 薬 剤 を1/2MIC,1/4MIC,1/8MIC

あ るいは1/16MIC加 え,さ らに被 検菌 液 を終 末 濃度 が

1×106cells/mlに な る よ うに 接種 後,37℃ で振 盪培養

を 続け2時 間 後,4時 間 後に 生理 食塩 水 で希 釈 して生 菌

数 の測 定 を行 な った。HANKS液 中 の生 菌数 を 対 照 と

し,さ らに食 菌系 お よび対 照 の各1mlを 遠心 管 に と り,

3,500rpm,20分 間遠 心 し,上 清 を除 いた の ち,滅 菌 蒸

留 水 を1m1加 え て低 張処 理 に よ りPMNを 破 壊 後に も

同 様に 生菌 数 を測定 した。

c) 薬物 前 処理 菌体 のPMNに よる食菌,殺 菌 作用

薬物 無添 加 また は1/2,1/4,1/8,1/16MICの β-lactam

抗 生物 質 を含 む ブ イヨ ンに108cells/mlのE.coli NIH

JC-2株 を接種 し,37℃,4時 間培 養後,そ れ ぞれ の培 養

液 を4mlず つ と り,3,500rpm,20分 間遠 心,生 理 食

塩 水で1回 洗 浄後,HANKS液4m1を 添 加 して 細菌 浮

遊 液を 調製 した 。 この菌 液0.5mlにPMN浮 遊HANKS

液4.5ml(PMN最 終 密 度5×10ecells/ml)を 加 え,37

℃,4時 間 振盪 培 養前 後 の生菌 数 を低 張処 理 を行 な った

もの と行 なわ なか った もの につ いて比 較 した 。対 照 とし

てPMNを 含 まない 系 を用 い た。

II. 実 験 結 果

1. 感 染 治療 効果

各 種 被検 菌 に よる感 染実 験 に対 す るCXM,CERお よ

びCMZの 治 療 効 果 をTable1に 示 した 。CXMは

Table 1 Protective effect of CXM, CER and CMZ on experimental mice infections
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Table 2 Effect of fresh sheep serum on the antibacterial activity of CXM and other $-lactam drugs

* Medium No. 1. : Nutrient broth (NB)
2.: NB+20% sucrose, 0. 2% MgC12
3.: NB+20% sheep serum
4.: NB+90% sheep serum

E.coli NIH JC-2,E.coli 1864E,Citrobacter 102,

P.vulgaris 45780お よびS.aureus Smith diffuse 株

に よ る マ ウス の実 験 感 染症 に 対 しす ぐれた 治 療 効果 を示

した 。CXMは グ ラム陰 性 菌 の感 染 に 対 して はCERよ

りす ぐれ,CMZと 同等 か や や す ぐれた 結 果 が 得 られた 。

グ ラ ム陽 性菌 の感 染 に 対 して はCERよ りは 劣 るがCMZ

よ りす ぐれ てい た 。 これ を各 菌 に対 す るin vitroのMIC

値 と比較 し て み る と,in vitroで はCitrobacter102

を 除 きCMzが 最 も強 いMIC値 を示 し,CxMはE.coli

1864Eに 対 し てはCERに 比 ぺ て もや や 劣 ったが 同 菌 に

よる マ ウス の実 験 感染 に 対 して は,CXM,CERお よび

CMZのED50が ム チ ンを 使 った 場 合 そ れ ぞ れ0 .025mg/

kg,0.052mg/kgお よび0.034mg/kgと な り,in vivo

で はCXMが 明 らか に 最 もす ぐれた 治 療 効果 を示 した 。

2.新 鮮 ヒ ツジ血 清 加 に よるMICの 変 動

何 故CXMがinPitroのMIC値 か ら想 像 され る よ り

す ぐれ た 治療 効果 を 示 す のか を 明 らか にす るた め に 感 染

治療 実 験 に つか った 株 お よび各 種 標 準 株 に 対 す る β一

1actam薬 のMIC値 の血 清 添 加 に よ る変 動 を ブ イ ヨ ン中

で 検 討 した。

Table2に 見 る よ うに ブ イ ヨ ンに20%簾 糖 と0 .2%

MgC12を 加 えた と き も加 え ない と き も各薬 の種 々の 細菌

に 対 す るMIC値 は大 差 な く β-lactam薬 は 少 な く と も

MIC濃 度 付近 で はspheroPlastの 形 成 は 少 な い と考 え

られ たが,こ れ は菌 種 に よ り多 少異 な り,Citrobacterや

1)伽l8arfsで は高張液で保護 されているときの方が大

きなMIC値 を示した。20%新 鮮 ヒツジ血清加ブイヨン

中では各薬ともある種の被検菌に対するMIC値 が 小さ

くなる傾向を示し,こ れは薬剤および被検菌の種類によ

りかなりの差が見られるが,CXMで はPscudomonas

を除 く他菌種すべて,特 にE.coliとP.vulgaris に対

するMIC値 が著明に低下した。この傾向はCE凡CET

がCXMに つ ぎ,そ の他の試験薬では血清添加による

MIC値 の変動は少なかった。90%新 鮮 ヒツジ血清加ブイ

ヨン中で増殖が認められたのはP.vulgarisお よびP.

aerugfnosaの2種 類だけで他の菌株は105cells/mlを

接種しても増殖は見られなかった。P.acruginosaに 対

する各薬のMICは90%血 清添加によっても影響をま

った く受けなかったが,P.vulgarisに 対 しては各薬と

も90%血 清添加によりMICが 約1/5に 増強された。

3.大 腸菌に対する各抗菌薬の新鮮血清添加時の殺菌

効果の変動

CXM,CERお よびCEzのE.coliNmJc-2株 に対

する殺菌効果を比較し,さ らに新鮮 ヒツジ血 清 を20%

添加 したとき,こ れらの試験薬の殺菌効果が どのように

影響されるかを検討した。Fig.1に 示すとお り試験薬加

ブイヨン中での 生 残 菌 数は3剤 とも1/10MICお よび

1/5MIC添 加では培養開始後2時 間 目に若干低下し
,そ

の後増殖が再開されて5時 間後には薬物無添加ブイヨソ

中の生菌数に近い値となったが,1/2MIC添 加ではCER
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Fig. 1 Influence of fresh sheep serum on the bactericidal activity of CXM, CEZ and CER

(a) Nutrient broth
CXM
(MIC:6.25)

CEZ
(MIC:1.56)

CER
(MIC;3.13)

(b) NB +20% Sheep serum

CXM CEZ CER

を除きCXMお よびCEZと もに培養開始5時 間後でも

強い発育抑制がみられた。

新鮮ヒツジ血清をブイヨンに20%添 加して同様に実

験を行なうとFig.1の 下段に示すように各薬 とも血清添

加により殺菌作用が増強され,1/2MIC添 加では培養開

始後5時 間でほぼ完全に殺菌 され て いた。 一方,1/5

MICま たは1/10MIC添 加ではCERとCEZで は3時 間

以後は生残菌数が低下しないかあるいは若干増加の傾向

を示し,5時 間後にも相当数の生残菌が認められた。こ

れに対しCXMで は1/5MIC添 加で5時 間後にほぼ完

全に殺菌され,1/10MIC添 加でも生残菌の再増殖は全

く認められず,20%新 鮮血清存在下でCXMの 殺菌作

用は著明に増強されることが明らか に な った。すなわ

ち,CXMはCERやCEZに 比較し,MIC以 下 の濃度で

も菌の表面構造を変え,新 鮮血清による殺菌作用をより

受けやすくする力が強いと考えられ,in vivoの 感染治

療実験のす ぐれた有効性の一因となっているものと思わ

れる。

4白 血球の β-lactam薬 存在下におけるE.coliに

対する食菌,殺 菌作用

E.coli NIHJc-2菌 細胞をPMNとMIc以 下 の濃度

のCXMま たはCERと 共存させたときの生残菌数を比

較した。すなわち,PMN,菌 細胞および薬物を混合後,

2時 間および4時 間目に生残菌数を測定してPMNに よ

る食菌,殺 菌作用を検討した。Fig2に4時 間 目の結果

を示したが,低 張処理によるPMNの 破壊を行なわなけ

れば 且coliの 生細胞は抗血清を加えないかぎりほとん

ど食菌されず,低 張処理によりPMNを 破壊すると薬物
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Fig. 2 Effect of CXM and CER on the phagocytosis and killing of E. colt cells by rabbit polymorpho-

nuclear leukocytes

(a) Isotonic condition

(b) Hypotonic treatment

無添加時でも生残菌数が著明に減少してPMN破 壊によ

り強力な殺菌物質が遊離されることがわかる。

Fig2は また,CXMま たはCERを1/16～1/2MIC

添加 したときの4時 間後の結果について3回 の平均およ

び偏差値も示しているが,低 張処理によるPMNの 破壊

を行なわなくてもCXM添 加 時 にはE.coliの 細胞は

PMNに よ り食菌 または殺 菌されやすくなっていること

がわかる。

低張処理によりPMNを 破壊すると放出された殺菌物

質がCXMま たはCERと 相乗効果を示し著明に生残菌

数は減少するが,こ の場合もCXM添 加時の方がCER

の場合より強いPMN殺 菌物質との相乗効果を示してい

る。

さらに1/16～1/2MICのCXMま たは(IER存 在下で

4時 間培養されたE.coli NIHJC-2の 菌細胞を洗浄後

薬物無添加の条件下でPMNと 接触させ,生 残菌数を検

討した ところ,Fig3に 示 すように,CXMお よびCER

の場合ともに低張処理を行なわない限り生残菌数の減少

は著明でなく,CXMま たはCERの4時 間前処置が菌

細胞を貧食されやすい状態に変化させてはいなかった。

しかし,低 張処理によるPMNの 破壊を行なうと生残

菌数は著明に減少し,特 に低濃度のCXMで4時 間前培

養された菌では1/16MIC濃 度 でも生残菌数の大幅な減

少がみられ明らかに菌細胞がPMNの 殺菌物質に殺菌さ
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Fig. 3 Phagocytic and killing effect of PMN on E. coil cells precultured with CXM or CER

れやす くなっていることを示している。これに対しCER

では1/2MIC濃 度で前培養された菌が若干PMNの 殺

菌物質に弱い程度でCXMに 比ぺるとその作用は弱い。

以上の結果をCXMが 低濃度で大腸菌細胞を著明に形

態変化させることと考えあわせると,CXMに よって引

き起こされた細胞形態の変化が菌のPMNの 殺菌物質に

対する殺菌されやすさと関係している可能性があ り、興

味深い。

III.考 察

新しいCephalosporin誘 導体であるCXMの 生体内に

おける殺菌作用を検討するため,こ の薬 と血清中の補体

の殺菌作用および白血球による食菌,殺 菌作用との相乗

効果を追及した。複雑多岐にわたる感染防御 機 構 の う

ち,補 体の殺菌作用,白 血球による食菌作用,さ らにそ

れに対するオプソニン効果などの重要性はよく知られて

いるが,そ の詳しい仕組みにはなお多くの未知のものが

ある。

抗生物質による感染治療の場合,試 験薬とこれらの作

用がどのようにかかわ りあうかたっいての報告も種々あ

るが5)～7),これ もまだ充分ではない。わが国においても

β-lactam薬 とこれら生体防御機構の関係の検討が報 告

されつつある。

紺野ら8)はCEX,CEZ投 与後,尿 中にみられる大腸菌

の形態的変化の観察からfilament formを 形成した菌で

はその責食に多数の白血球を必要とし,か つ,そ の殺菌

に要するエネルギーの消耗が大きい と考 え,飢ament

formを 形成する抗菌薬は治療に不利ではないかと指摘

している。一方,峯 ら4)はCBPC処 理に よりみ られる

P.aeruginosaのfilament formがPMNに よる食菌殺

菌作用に対し,特 に食菌されやすいという傾向は認めら

れないと報告している。

今回,著 者らが行なったCXMで の実験結果では、大腸

菌に対する新鮮血清(補 体)に よる殺菌作用 と多形核白

血球から放出される殺菌物質に対し,MIC以 下 の低濃度

のCXM存 在下で培養された菌は明らかに殺菌されやす

くなってお り,こ の性質はCERや その他の現 用 の β一

lactam薬 に比ぺてかなり特徴 的であることが明らかに

なったoし かし,白 血球の貧食作用に対 しては,少 な く

とも抗血清を加えない限 りCXM存 在下で培養された菌

がとり込まれやす くなっている事実は認めら れ なか っ

た。

MIC以 下 のCXM存 在下で増殖した大腸菌が生体の

感染防御機構の重要なものの一部である補体による殺菌

や白血球から放出される殺菌物質に対し影響を受けやす

くなっている事実は,こ の薬がin vitroのMIC値 か ら

考えられるより良好な治療効果を実験的感染症に示す理

由の一つと考えられる。 しかし,先 に述べたように白血

球,特 に多形核白血球(PMN)の 細菌に対する貧食,殺
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菌作用には不明の点も多く,特 にPMNが 細菌をとり込

んでから殺すのか,殺 菌してからとり込むのか議論のわ

かれるところである。

低濃度のCXM存 在下で増殖した菌がPMNに と り込

まれやす くはならないが,PMNの 殺菌物質により殺菌

されやす くなっていることを示す本研究の成果は,細 菌

の表面構造の変化と殺菌のされやすさの関係を明らかに

する緒となるのみならず,PMNや マ クロファージの食

菌,殺 菌能を研究するためにも有力な補助手段となり得

るし,ま た新しい β-lactam抗 生物質を開発するとき,

その効力は必ずしもin vitroの 抗菌力のみに左右される

ものでないことを示す例になるかもしれない櫛
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EFFECTS OF CEFUROXIME AND OTHER CEPHALOSPORINS ON

OPSONIFICATION OF SERUM AND PHAGOCYTOSIS OF

POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES TO E. COLI

KAZUO OKUMURA and TAKESHI YOKOTA

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University , Tokyo

HIDEKO KATO and HIKOJI TSUJI

Tokyo Research Laboratories, Shin Nihon Jitsugyo Co.,Ltd.

Cefuroxime, a new semisynthetic cephalosporin, induced filament formation of E . coli NIH JC-2
at subinhibitory concentration.

In the present report, the relationship was studied between phagocytosis and filament formation of

the organism.

The phagocytosis of polymorphonuclear leukocytes (PMN) of E. coli was unaffected in vitro by 1/2

MIC per ml in the medium of either cefuroxime or cephaloridine . However, phagocytic and killing
effect of PMN on E. coli preincubated with cefuroxime or cephaloridine was activated significantly

after hypotonic treatment, and the effect was more remarkable with cefuroxime than with cephalori-

dine.

Bactericidal activity in vitro of cefuroxime was enhanced by increasing the concentration of serum

used as opsonin.


