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6059-Sの 嫌気 性菌 に対す るin vitro抗 菌作 用

真 山 三賀雄 ・永田 弘 ・大 瀬 満寿代

塩野義製楽株式会社研究所

Oxacephem系 抗生物質であ る6059-Sの 嫌気性菌に対するin vitro抗 菌作用について,Cefoxitin

(CFX),Cefbtaxime(CTX),Cefmetazole(CMZ),Piperacillin(PIPC)及 びClindamycin

(CLDM)等 を主要な対照薬剤 として比較検 討し,以 下のよ うな成績 を得た。

6059-Sは グ ラム陽性及びグラム陰性の嫌気性菌に対 し広域抗菌スペ ク トラムを示 した。

特に,Bacteroides fragilisに 対 して,CLDMよ りは弱いが,CFX,CTX,CMZ及 びPIPCよ り

も明らかに強い抗菌活性を示 した。また,CLDM,CTX及 びCFXに 耐性を示 したB.fragilisは,

6059-Sに 対 しては感受性を示 した。

B.fragilisに 対ずる殺菌作用及び溶菌作用 において も,6059-SはCFX及 びCTXよ りも明らか

に強い活性 を示 した。また,殺 菌作用及び溶菌作用の経時的推移におけるregrowth菌 の 出現 は,

6059-Sの 場合が最 も少 ないことが認め られた。

B.fragilisの 産生す る β-lactamaseに 対 し,6059-SはCFXと 同様極めて高い安定性を示 した。

また,供 試 された β-lactamase産 生菌株の大部分はCTX,CEZ及 びABPCに 対 して耐性を示 し

たが,6059-Sに 対 してはすべて感受性 を示 した。

緒 言

従来報告のセファロスポ リン系抗生物 質のうち,Cefoxitinは,

嫌気性菌の うち特 にBacteroides fragilisに 対 して 優れた

抗菌活性を示す薬剤 として評価 されてきた。 1～4)著者 らは,今

回,Oxacephem系 抗生物質である6059-Sの 嫌気性 菌に 対 す

るin vitro抗 菌作用を,Cefoxitin,Cefmetazole,Cefotaxime

及びClindamycin等 を 主要な対照薬 剤として 比載検討 したの

で報告す る。

I.実 験 材料 お よ び実 験 方 法

1.使 用薬 剤

6059-S(Lot F 55 KO 63 S 009 N,重 量 力 価),及

び 主要 な 対 照薬 剤 として は,Cefoxitin(CFX),Cefo-

taxime(CTX)Cefmetazole(CMZ)及 びClindamycin

(CLDM)を 用 いた。 また,補 足 的 な対 照薬 剤 と して は,

Ceftizoxime(CZX),Piperacillin(PIPC),Cefazolin

(CEZ),Cefbtiam(CTM),POG,ABPC及 びCBPC

を 用 いた。

2.使 用 菌 株

抗 菌 スペ ク トラ ム検 討 用 と して は,代 表 的 な嫌 気性 菌

9属,16種,25株 を 用 いた 。感 受 性 分布 の測 定 に は,

臨床 分離 株 のBacteroides fragilis 100株,Fusobacteriu-

m 31株,グ ラム陽性 球 菌24株 及 びPropionibacterium

10株 の 計165株 を 用 い た。 そ の他 の 実験 用 菌 株 は上 記

の 菌株 か ら適 宜 選択 して用 いた。 これ らの菌 株 は,す ベ

て-78℃ のdeep freezerで 凍結 保 存 され た。 ま た,

これ ら嫌気性菌の培養は,GAM半 流動高層培地の場合

を除き,他 はすべてanaerobic chamber(N2:80%,

H2:10%,CO2:10%の 混合ガス,37℃,平 沢製作所

製)を 用いて行なった。

3.薬 剤感受性測定法

感受性測定法に関 しては,渡 辺の方法 5,6)及び 日本化

学療法学会感受性測定法 7,8)を参照 し,以 下のよ うな方

法で行なった。す なわち,感 受性測定用培地 にはGAM

寒天培地(ニ ッスイ)を 用い,寒 天平板希釈法によ り

MICを 測定 した。接種用菌液の調製 に関 しては,GAM

半流動高層培地での一夜培養菌(37℃)を パ ス トールピ

ペ ッ トでGAMブ イ ヨンに少量(ま たは一 白金線 コイ

ル量)接 種し,18時 間嫌気培養 した菌液をO.D.及 び

生 菌数を指標 として所期の各接種菌液の調製(主 として

10 6及 び10 8CFU/ml)を 行 なった。次 いで,こ れ らの

接種菌液をmultiinoculatorを 用いて,予 め調製された

シャーレ中の薬剤含寒天培地の表面にスポッ トし,可 及

的速かに嫌気培養を行ない,24時 間後に(た だし,発

育 の遅いB.melaninogenicusは48時 間後)シ ャーレ

を取 り出し,肉 眼的にMICを 求めた。 なお,MICの

判定は 日本化学療 法学 会MIC測 定法 7,8)に準 じて行

な った。

4.抗 菌力に及 ぼす諸因子の影響

試験菌 には代表的な嫌気性菌 として6属,8種,11

菌株を用い,培 地 としてはGAM寒 天培地,TEP寒 天

培 地(栄 研),Brucella(Brと 略)寒 天培地(BBL,5%
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羊溶血 血液添加), Schaedler(Sch と略)寒 天培地

(BBL,5%羊 溶血血液添加)及 び Brain Hart Infusion

(BHIと 略)寒 天培地(栄 研,5%羊 溶血血液添加)の

5種 類を用 い,試 験菌の発育及び6059-Sの 抗菌活性に

及ぼす影響を検討した。また,pH6.0,7.2,及 び8.0

に調製 したGAM寒 天培地を用い,ま た,正 常人 血清

を50%の 割合 に添加 したGAM寒 天培地(pH7.2)と

接種菌量(10 6及 び10 8CFU/ml)を 用い,更 に,10 5

～10 9 CFU/mlの 接種菌量 を含むGAM寒 天培地を用

いてそれぞれ寒天平板希釈法 によ りMICを 求め,pH

の影響,血 清の影 響及び接種菌量の影響を検附 した。

5. 殺菌作用の検討

a:生 菌敷の経時的推移を指標とした殺菌作用

薬剤は6059-S,CFX,CTX及 びCLDMを 用い,試

験 菌株 は β-lactamase非 産 生 の B.fragilis ss fragilis

R-1-20株,β-lactamase産 生 菌 でCTX耐 性 のB.

fragilis ss fragilis V-283 株,β-lactamase非 産 生 菌

でCLDM及 びCTX耐 性の B.fragilis ss fragilis

V-290-1株 及 び β-lactamase非 産 生 菌 でCFXに 耐

性傾向を示す B.fragilis ss fragilis 2509 株の計4株

を用いた。接種菌は,GAMブ イ ヨンで37℃ で嫌気培

養 した対数増殖期の菌を用い,接 種菌量は,R-1-20株

の場合は10 5及 び10 7CFU/mlを,そ の他の菌株は約

10 6CFU/mlを 用いた。各薬剤に曝 された菌のサ ンプ リ

ングに関するタイムコースは1,3,5,7及 び21時 間

とした。生菌数測定用培地にはGAM寒 天培地を用い,

diluentに はGAMブ イ ヨンを用 いた。生菌数測定のた

めの希釈及びGAM寒 天培地へのPlating操 作は,air

room中 で 可及的速かに行ない,寒 天培地が 固化した

後,直 ちに 嫌気培養を行なった。 また,生 菌数測定の

ための嫌気培養は37℃,48時 間まで行ない,肉 眼的に

発育が認め られた コロニ ー数をカウン トした。

b:MBCを 指標 と した 殺菌作用 薬剤 は6059-S,

CFX,CTX及 びCLDMを 用い,試 験菌は B.fragilis

ss fragilis 39 株を用い,接 種菌量は約10 6CFU/ml,

測定用培地 にはGAMブ イ ヨンを用いた。Broth dilu-

tion method によ り,嫌 気培養24時 間後肉眼的に各

薬剤のMICを 求めた後,MIC近 傍の各薬剤濃度を対

象 として,そ の1,000倍 希釈菌液について,嫌 気培養

24時 間後,菌 の発育の有無を肉眼的に判定 し,MBCを

求 めた(殺 菌率:約99.9%)。

6. Bacteroides fragilis as fragilis R-1-20 の形

態に及ぼす作用

試験薬剤は6059-S,CFX及 びCTXを 用 い,試 験

菌株は Bacteroides fragilis ss fragilis R-1-20 株を用
いた。また,GAMブ イヨンを用い,嫌 気培養した対数

増殖期の10 8CFU/ml の菌液を接種菌とした。各濃度

の薬剤の処理時閥は 1,3,5,7及 び21時 間 まで行な

ったが,図 表及び写真 として示したものは5時 間処理

の デ ータ ー に限 定 した 。 位相差顕微鏡による観察は,厚

さ約0.7mm の感性 ディスク用寒天培地のフイルムを

ス ライ ドガ ラス上に置 き, その上に嫌気培養から取り出

した試料の一 白金量を滴下 し. その上にカパーグ ラスを

かぶせ, 倍率1,000倍 で検鐃 し, air room 中で写真撮

影を行なった。なお,木 実験は殺菌作用の検討実験と平

行 して岡時 に行な ったものである。

7. Bacteroides fraglits ss fragllis のβ-lacta-

mase活 性の有無と β-lactam系 抗生物 質のMICと の

相 関並 び に これ ら β-lactamaseに 対 す る β-lactam系

抗生物質の安定性について

a:菌 体粗酵素 液の調製 主 として,CTX及 びCEZ

に高度 耐性を示 した菌株を対象 として選択した試験菌の

凍結保存 菌(-78℃)をGAMブ イヨン200mlに 接種

し,約16時 間嫌気培養を行ない(た だし1対 照として

用いた Klebsiella  pneumcniae 363 は Heart infusion

brothで 好気的条件下で培養 した),こ の培養液を,4℃

4,000～6,000rpm,15～30分 遠沈 して集菌した。次い

で,こ の遠沈菌塊を0.1 M KHIPO4-K2HPO4 buffer

(以下,P-buffbrと 略,pH7.0)6.25mlにsuspend

し(こ れは最初の培養液に対 し32倍 の濃縮率に相当す

る),超 音波に よ り菌体を破砕し(5分),次 いで,こ

の破砕液を4℃,17,000 rpm.30分 高速遠沈を行な

い,こ の上清を粗酵素液 として使用 した。

b:β-lactamase活 性 の 測 定 O'CALLAGHAII 9)ら の

方法に準 じ,有 色セフ ァロスポ リン(87/312)の 加水分

解に よる呈色反応 を利用 して酵素活性 の測定を行なった。

すなわち,脚 プ レー トに 酵素試料のP-bufferに よる

50μl倍 々希釈系列をつ くり,一 方.試 薬有色セファロ

スポ リン(87/312)の0.1mg/ml溶 液(黄 色)を 基質

として,酵 素試料の各wellに50μlず つ入れ(基 質終

濃度50μg/ml),撹 拌後,室 温で30分 放置 し,黄 色の

基質が赤色 化す るてとにより酵素活性有 りと判定した。

なお,酵 素活性の相対 的強度(β-lactamase活 性)は,

最初の培養液に対す る希釈度(1/32× 酵素液の活性を示

した最大希釈倍数)で 算出した。

c:β-lactamaseの 基 質 特異 性 並 びに β-lactam系

抗生物質の相対的不活化度(相対的安定性)の 測定G.

W.Ross 10) らの報告した microbiological assay(ii)

に準 じて特異性 を測定 した。すなわち,Ecoli Bを 残

存 活性テ ス ト用試験菌 とし,そ の一夜培養の斜面培養菌

を 約10 5cells/mlと な るよ うに Antibiotic medium

No.1の 溶解寒天培地に接種 し,角 シャー レに20ml流
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して活性測定用平板を作製 し,固 化 した後,1枚 の平板

に12個 のwellを うち抜いた。 一方,β-1actamase活

性の認められた酵素試料につき、u-プ レー トにP-buf-

fer.による50μ1の 倍 々希釈系列をつ くり(×2… ×

2048及 び酵素濃度0),ま た,基 質 として6059-S,CTX,

CEZ,CER,PCG,ABPC及 びCBPCを とり,終 濃度

250μg/m1と し,P-butferで 調製した溶液を前記の酵

素試料希釈系列の各wtellに50m1ず つ入れて37。C,

2時 間培養した後,そ の反応液を前記のE.coli Bの 平

板の各wellに20μ1ず つ入れ,37℃ で一夜培養 した

後,阻 止像の直径を測 り,各 反応液中の薬剤の残存力価

を求めた。 これより,各 基質を50%不 活化する酵素試

料の希釈度を求め,CERの 希釈度を100と した場合の

各薬剤の相対的不活度(相 対的安定性)を 求めた。

II.実 験 成 績

1.6059-Sの 抗菌活性に及ぽす諸因子の影響

In vitroで の嫌気性菌に対する6059-Sの 抗菌活性の

評価に先立 って,試 験菌の発育に及ぼす培地の種類の影

響,活 性 に原ぽす諸因子の影響 としで培地の種類,培 地

pH,接 種菌量及び人血清の添加 の影響を検討した。

a:培 地種類の影響 成績はTable 1に 示 したとお

りである。試験菌の発育に関 しては,TEP培 地に おい

て,Bacteroides fragilisグ ル-プ の4菌 株が肉眼的に

見て他の培地よりも明かに悪いことが認め られた。TEP

以外 の培地 では顕著な艶は認められなか ったが,全 体を

通して見 た場合,GAM培 地上での発育は最 も良い傾向

を示 した。MIC値 に関しては,GAM及 びTEPの 両

培地では有意の遊は認め られなかったが,Br寒 天培地,

Sch寒 天培地及びBHI郷 天培地では,Bacteroldes fr-

agilis及 びFusobacteriumの 一部の菌種閑株 に対 して,

GAM及 びTEPの 場合よりも4倍 以上高いMICを

与え ることが認められた。ま た,袈 としては示 していな

いが,CTX,CFX及 びCMZに おいても同様の実験結

果が認められた。

これ ら薬剤のMIC値 のdeviationは,GAM培 地

の場合が最 も小 さい ことが認め られ,再 現性の点で も最

も優れてい ることが認められた。また,血 液加Br,Sch

及びBHIの 各寒天培地では,MICに 関す るend point

の判読は,血 液の添加 を必要と しないGAM及 びTEP

培地よりも若干不鮮明で読みに くさがあり,そ のため,

MIC値 の再現性を悪 くすることが 推測 された。更に,

培地調製の簡便 さの点においては,血 液の添加を必要と

しないGAM及 びTEP培 地 に利点が認め られた。以

上 のような諸結果か ら,感 受性測定用培地としては,前

記5種 類の培地の中ではGAM培 地 は調製が最 も簡便

Table 1 Effect of media and medium pH on aritibacterial activity of 6059-S in agar dilution test

* +:Fair growth,œO:Good growth,:Excellent growth

** Br:Brucella agar with 5% sheep blood,Sch:Schaedler agar with 5% sheep blood,

BHI:Brain Heart Infusion agar with 5% sheep blood
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Table 2 Effect of Inoculum Ilse on antibacterial activity of 6059-S,CTX,CMZ and CPX in agar dilution test*

*Medium:GAM agar ** NT:Not tested

Table 3 Effect of human serum on antibacterial activity of 6059-— and CFX in agar dilution test

*œO;Good growth
,+:Fair growth,•}: Poor growth



VOL.28 S-7 CHEMOTHERAPY 143

で,多 種類の菌の発青が よ く,か つ,MIC値 の 再現性

が最 も高 い結果を示 した。従 って,Agar Dilution法 に

おける感受牲測定用培地としては,GAM培 地が最 もす

ぐれていると判定 された。

b:培 地pHの 影響 成績はTable 1に 示 したとお

りである。6059-Sの 活性に及ぼすpH(6.0,7.2,及

び8.0)の 影響は,pH6.0と8.0と の間で,C.perf-

ringens,V.parvula及 びF.necrophorumな どの菌株

で約4倍 のMIC値 の差が認められたが,一 貫 した傾

向は認め難 く,pH6.0と7.2及 びpH7.2と8.0と

の間では,い ずれ も2倍 以内の差 が 認められたに 過ぎ

なかった。 また,表 には示 していないが,CTX,CFX

及びCMZに おいて もpH6.0と7.2及 び7.2と8.0

との間には有意 に異るMIC値 は認め られない実験成績

を得た。 従って,以 上のよ うな諸結果か ら,培 地pH

はGAM培 地無修正の7.2が 適当で あると 判定 され

た。

c:接 種菌量の影響 成績PはTable 2に 示 したとお

りである。109CFU/mlの 高菌量では,6059-SのB.

fragilis ss vulgatus,B.fragilis ss distasonis,F.

uariumの 各1株 に対する抗 繭活性 は著 しく低下す る影

響が認め られたが,こ のよ うな影響は,CFX.CMZ及

びCTXに おいて も まった く 同様に 認められた。108

CFU＼mlと106CFU＼mlの100倍 の菌量差におけ る

6059-SのMIC値 の差は,11株 中1株(C.perfrin-

gens)に 対 して8倍 差を示 し,2株(B.fragilis ss fra-

gilis w-1及 びB,fragilis ssvulgatus ES-15)に 対 し

ては4倍 差を示 したが,他 の8株 に対 して はすべて2

倍以内の差を示 した。他剤 と比較すると,CFXよ りも

若干大きい影響を受け ることが認め られるが,CTXよ

りもその影響は小 さ く,CMZと ほぼ同程度 の影饗を 受

けることが認め られた。 従 って,全 体 的に見ると,10s

CFU/ml以 下の菌量では,6059-Sの 抗菌力に及ぽす接

種菌量の影 響は一部の菌を除けば比較的小 さいことが認

め られた。

d:人 血 清添加の影響 成績はTable 3に 示 したと

Table 4 Antibacterial spectra of 6059-S,CFX,CMZ,CTX and CLDM against anaerobic bacteria*

* Medium:GAM agar
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お りである。各種の代表 的嫌気性菌10株 に対する6059

-Sの 抗菌力に及ぼす50%の 人血滴の影響は
,接 種菌

量106及 び108CFU/mlの いずれの場合でも,無 添加

に較べ2倍 以 内のMICの 差を示 したにとどまり,そ

の影響は極めて小 さいことが認められた。CFXの 場合

も同様の結果が認め られた。

2.抗 菌スベク トラム

成績はTable 4及 びTable 5に 示 したとお りであ

る。6059-Sの 嫌気性菌 に対す る 抗菌スペ ク トラムの特

徴 は,特 定の少数菌租を除き,ほ とんど大部分のグ ラム

陽性菌及び陰性菌の両者1ζ対 して0,2～6.25のMICを

示 し,広 域抗菌スペ ク トラムを示す ことである。 これ ら

の抗菌スペ ク トラム及び抗菌力の強さを他剤と比較する

と,CLDMよ りは明 らか に弱い活性を示 した。Cepha-

losporin系 抗生物質のCFX,CMZ,CTX及 びCZX

Table 5 In vitro antibacterial activity of 6059-S against anaerobes

compared with that of CZX in agar dilution test*

*Medium:GAM agar
,Inoculum size:106 CFU/m1

と較べると,B.fragilisを 除 いた菌種に対 しては,全 体

的に見、てこれ らよ りも6059-Sの 活性 はある程度弱い傾

向を 示 したが,B.fragilis ss fragilisに 対 しては,

6059-Sは 他のいずれよりも強 い活性を示 す特長が認め

られた。 また,CLDM耐 性のP.fragilis ss fragilis F-1-9.

CZXに 耐性傾向を示 ナB.fragilis ss frailis V-288,

V-283,V-287-1,CFX及 びCMZに 耐性傾向を示す

B.fragilis ss fragilis 2509,及 びCMZに 耐性傾向を

示すB,fragilis ss distasonis Ju-11-1は.い ずれも

6059-Sに 対 しては感受性 を示す ことが 認め られ た.

3.臨 床分難株の感受性分布 と感受性網関

a:Bacteroides fragilis ss fragils 56株 感受牲

分布 に関する成績はFig.1(接 種菌量:106CFU/ml)及

びFig.2(108CFU/ml)に,感 受性相 関の結果はFig.

3に 示 した とお りである。

接種菌量106CFU/mlの 場合では,6059-SのMIC

分布幅は0.39～12.5μg/mlを 示 し,そ の ピーク値は

0.78及 び6.25の ニ峰性 を示 した。また,MICの 累積

%で は6.25μg/ml以 下の濃度で96.4%を 示すこと

が 認め られた。 これら の 成績を 他剤と 比較すると,

CLDMは,9株 の耐性菌を除き,6059-Sよ りも明らか

に強い活性を示 すことが認め られたが,こ れ ら9株 の

CLDM耐 性菌は6059-Sに 対 してはすべて感受性を示

す ことが 謝 られた。 β-lactam系 抗 生 物 質 である

CFX,CMZ,CTX及 びPIPCに 較べ6059-Sは,こ

れ らのいずれ よりも明 らかに強い活性を示す ことが認め

られた。一方,接 種菌量108CFU/mlの 場合において

も,106CFU/mlの 場合 とまった く同様の結果が認めら

れた。

更に,感 難 相関の検討成績(Fig.3)に おいても,

6059-SはCFX,CMZ,PIPC及 びCTXの いずれより

も明 らかに 強 い活性 を 示す ことが 認め られた。 すなわ

ち,以 上のような結果を総合す ると,臨 床分離菌B.fr-

agilis ss fragilisに 対 し6059-Sは,CFX,CMZ,PIPC

及びCTXの いずれよ りも優 る抗菌活性を示すことが認

め られた。

b:Bacterolde fragilisグ ループ100株(ss fr-

agilis 56株,ss thetaiotaomicron 14株,ss dista-

sonis 12株,ss vulgatus 16株,ss ovatus 2株)

感受性分布 に関す る成績 はFig.4(接 種菌量106CFU/

ml)及 びFig.5(108CFU/ml)に 示 したとおりであ

る。106CFU/mlの 場合におけ る6059-SめMICの 分

布幅は0.39～50μg/m/を 示 し,その ピーク値は0.78及

び6.25μg/mlの 二 峰性を示 した。MICの 累積%で は,

6.25μg/ml以 下の濃度 で約90%を 示すことが認めら

れ た。 これ らの成績を他剤 と比較す ると,CLDMは,
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Fig.1 Sensitivity distribution of clinical isolates of anaerobic bacteria

B.fr-gi1is ss fragilis(106cells/ml)

56 strains

11株 の耐性 菌を 除 けば,6059-Sよ りも明 らか に 強 い活

性 を示 した が,こ れ ら11株 のCLDM耐 性 株 に対 して

は6059-Sは 明 らか にCLDMよ りも強 い活性 を示 す こ

とが 認 め られた 。 また,6059-Sは β-lactam系 抗 生物

質 であ るCTX,PIPC,CFX,CMZ,CEZ及 びCTMよ

りも明 らかに 強 い活 性 を示 す ことが 認 め られ た。 一 方,

接種 菌量108CFU/mlの 場 合 に おい て も(Fig.5),106

CFU/mlの 場 合 と同 様 な結 果 が 得 られ た。 す な わ ち,

Eacteroides fragilisグ ル-プ の 菌群 に対 して も6059-S

はCTX,PIPC,CFX,CMZ,CEZ及 びCTMよ りも

明 らか に優 る活 性 を示 す ことが 認 め ら れた。

c:Fusobacterium 31株(F.varium 8株,F.

necrophorum 11株,F.nucleatum 7株,F.me-

rtiferum 5株)感 受 性 分 布 に 関す る成 績 はFig.6に

示 した とお りで あ る。 接 種 菌 量106CFU/mlに お け る

6059-SのMICの 分 布 幅 は0.2～12.5μg/mlを 示 し,

そ の ピ 一 ク値 は0.39及 び6.25μg/mlの 二 峰 性 を示 し

た が,ほ とん どす べ ての 菌株 に対 して ≦6.25μg/mlの

MICを 示 した 。 また,MICの 累積%で は,≦6.25

μg/mi以 下の 濃 度 で約90%を 示 した 。 この 成 績 を他

剤 と比 較 した 場合,CLDM,PIPC,CTX,CEZ,CMZ,

CFX等 よ りは 弱 いが,CTMに ほぼ 近 い 強 さの 活性 を

示 す こ とが 認 め ら れた 。 な お,CTXに 対 して 耐 性

(MIC>100μg/ml)を 示 した3菌 株 は,6059-Sに

対 して は す べて6.25μg/mlのMICを 示 した。

d:グ ラ ム陽 性 球 菌24株(Peptococcus 16株,Pe-

ptostreptococcus 8株)感 受 性 分布 に 関 す る 成 績 は

Fig.7に 示 した とお りで あ る。 接種 菌 量106CFU/ml

に おけ る6059-SのMIC分 布 幅 は0.1～6.25μg/ml

を示 し,ピ ー ク値 は1.56μg/mlを 示 した。 ま た,MIC
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Fig.2 Sensitivity distribution of clinical isolates of anaerobic bacteria

B.fragilis ss fragilis (108 cells/m1)

56 strains

の累 積%の 成 績 を見 る と,PIPC,CLDM,CFX,CMZ,

CEZ,CTX等 よ りも弱 いが,CTMと ほぼ同 等 の活 性

を示 し,6.25μg/ml以 下 の 濃 度 で100%を 示 した。

e:Propionibaeterium acnes 10株 感受 性 分 布

に 関す る成 績 はTable 6に 示 した とお りで あ る。 接 種

菌 量106CFU/mlに おけ る6059-SのMICの 分 布 幅は

0.2～1.56μg/mlを 示 し,CLDM,CTX,CFX,CMZ,

PIPC,ABPC,CEZ,CTMよ りは弱 いが,CP及 びTC

とほ ぼ同 等 の強 さの活 性 を示 す ことが 認 め られ た。

4.殺 菌 作用 の 検討

a:生 菌 数 の 経 時 的推 移 を 指標 と した 殺 菌 作 用 β-

1actamase非 産 生菌B.fhagilfs ss fragilis R-1-20株

(接 種 菌量1.9x105CFU/ml)に 対 す る殺 菌 作用 の成 績

はFig.8に 示 した とお りで あ る。6059-Sの 殺 菌 作 用

は0.78μg/ml以 上 の濃 度 で発 現 され,そ の 作用 は3.13

μg/ml(4MIC)ま では顕著に増強 さ礼 経時的には1

～3時 間後に最 も強 く発現 され,以 後21時 間まで持続

される。8時 間の時点では,3.13μg/ml以 上の濃度で

ほぼ104の 生菌数の減少を示 し,21時 間の時点ではほ

ぼ10"に 減少 することが認あ られた。また,regrowth

菌の出現 は認め られなか った。CLDMの 殺菌作用に 較

べ ると,絶 対濃度的にはCLDMの ほ うが強い殺菌作用

を発現することが認め られたが,培 養8時 間以降に お

いてregrowth菌 の出現が認められた。CTX及 びCFX

に較べると,絶 対濃度を指標に して見 ると,6059-Sの

ほ うが明 らかに強い殺菌作用を示す ことが認められた。

また,CTXの 場合には,regrowth菌 の出現が認めら

れた。本菌株の接種菌量を1.3×107CFU/mlに 増量し

た場合の殺菌作用の成績は,Fig.9に 示 したとおりであ

るが,全 体的に見れば,6059-S,CFX及 びCLDMは
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Fig.3 Correlation of MICs between 6059-S and other antibiotics against

56 clinical isolates of Bacteroides fragilis ss fragilis
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Fig.4 Sensitivity distribution of clinical isolates of anaerobic bacteria
Bacteroides fragilis (106 cells/ml)

100 strains

1.9×105CFU/mlの 場合 とほぼ同様の殺菌力を示 した

のに対 し,CTXの 殺菌力は 顕著に低下する特徴が見 ら

れた。

Regrowth菌 の出現に関しては,CTXが 最 も顕著で

あ る特徴を 示 し,CLDM及 びCFXで も若 千のre-

growth菌 の出現が見 られたが,60S9-Sで は見 られなか

った。以上のように,本 菌株 に対す る6059-Sの 殺菌作

用の 強さは,絶 対濃度的にはCLDMよ りは弱いが,

CFX及 びCTXよ りも 明 らかに 強い ことが 認め られ

た。 これ ら殺菌作用の強 さの関係は,MICか ら見た活

性の強 さによ く平行す ることが認められた。また,6059

-Sの 殺菌作用は接種菌量の影響を最 も受け難い ことが

認められた。次に,β-lactamase産 生菌でCTXに 耐

性を示 したB.fragilis ss fragilis V-283に 対する殺

菌作用の検討成績は,Fig.10に 示 したとおりである。

6059-Sの 殺菌力はCLDMよ りは弱いが,CTX及 び

CFXよ りも 明 らか に 強い 殺菌力を 示 し,か つ,re

growth菌 は6059-Sの 場合が最 も出現 し難い結果を示

した。更 に,β-lactamase産 生菌でCTX及 びCLDM

に耐性を示 したB.fragilis ss fragilis V-290-1に 対

する殺菌作用の検討成績 は,Fig.11に 示 したとおりで

あるが,6059-SはCTX,CLDM及 びCFXの いずれ

よりも明 らかに強い有効な殺菌作用を示す ことが認めら

れた。また,β-lactamase非 産生菌でCFXに 対して

耐性傾向を示 したB-fragilis ss fragilis 2509に 対す

る殺菌作用の検討成績は,Fig.12に 示 したとおりであ
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Fig.5 Sensitivity distribution of clinical isolates of anaerobic bacteria
Bacteroides fragilis (108 cells/ml)

100 strains

るが,6059-SはCFX及 びCTXの いずれよ りも明 ら

かに 強い 殺菌作用を 示 した,CTXに おいては,re-

growth菌 の出現が顕著に 認められた。以上 のように,

6059-Sは β-lactamase非 産生の感受性菌及びCFX耐

性菌,β-1actamase産 生のCTX耐 性菌及 びCTXと

CLDMの 両者の耐性菌であるB.fragilis ss fragilis

に対し,す べて 有効な 殺菌作用を示す特長が認め られ

た。 また,regrowth菌 の出現に関しては,CTXの 場

合は極めて顕著に認められ,CLDM及 びCFXの 場合

に もある 程度 認め られたが,6059-Sの 場合 はほとんど

認められない特長を示 した。

b:臨 床分離菌B.fragilis ss fragilis 39株 に対

する6059-SのMBCの 検討 殺菌率を99.9%に 設定

した場合のMBCの 成績はFig.13に 示 した とお りで

ある。 それ らの ほとんど すべての菌株に対す るMBC

は,1MIC～2MICの 濃度幅に存在することが認め ら

れた。MBCの 累積%か ら見ると,約70%の 菌株が

6.25μg/ml以 下の濃度 に存在 することが 認め られた。

6059-SのMBCはCLDMの それ よりは明らかに高 い

濃度を示 したが,CTX及 びCFXよ りも明らかに強 い

ことが認められた。すなわち,6059-SはB.fragilis ss

fragilisに 対 して,MICの 場合と同様に,MBCで も他

の β-1actam系 抗生物質よりも明 らかに優れてい る特 長

を有す ることが見 出された。
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Fig.6 Sensitivity distribution of clinical isolates of anaerobic bacteria
Fusobacterium (106 cells/ml)

31 strains

5.Bacteroides fragilis ss fragilis R-1-20の 形

態 に及 ぼ す6059-Sの 作用 各 薬 剤 の処 理 時 間に つ いて

は,1,3,5,7,及 び21時 間 まで 検討 した が,exposure

time1時 間で は 各薬 剤 と も高 濃 度 に おけ るlysed cells

以 外 の 著 明 な形 態 変 化 は 認 め られ なか った 。Exposure

time 3時 間 で は,低 濃度 か ら 高 濃度 に な るに つ れて

filament cells,spheroplast様cells,lysed cellsの 形

成 が示 され,exposure time 5時 間 及 び7時 間 で,そ

れ らの形 態 変 化は 最 も著 明 に な る ことが示 され た。 そ こ

で,成 績 はFig.14(写 真)に 示 した よ うに,薬 剤 に対 す

る菌 のexposure time 5時 間の もの に限定 して示 した 。

6059-Sに よ る形 態変 化 と して は,菌 細 胞 の伸 長 化 に よ

るfilament cellsの 形成,更 に,spheroplast様cells

及 び1ysed cellsの 形 成 が認 め られ たが,こ れ らの基 本

的な形態変化は,CTX及 びCFXの 場合に も共通して

認め られた。 しか し,こ のfilament cellsの 形成に関

して は,CTXで は,cellsの 伸長化が 最 も顕著で.か

つ長いfilament cellsの 形成濃度域が最 も広 く,0.78

～25μg/mlを 示 したのに対 し,6059-Sで は,そ れより

も狭 く,か つ 低濃度域の0.2～1.56μg/mlを 示し,

CFXで は,僅 かに伸長化 したfilament cellsが 極く狭

い濃度域(1.56～3.13μg/ml)で 形成 される特徴が認め

られた。また,lysed cellsの 形成が 発現 される濃度は,

6059-Sが 最 も低 くて約0.78μg/mLを 示 し,次 いで,

CFXの 場合で3,13μg/mlを 示 し,CTXの 場合では

最 も高 くて25μg/mlを 示 した。なお,exposure21時

間では,6059-Sの 各濃度 に おける形態変化は,expo-

sure 5時 間の場含 とほぼ同様であ ったが,CFXの それ
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Fig.7 Sensitivity distribution of clinical isolates of anaerobic bacteria

Gram-positive cocci (106 cells/ml)

24 strains

Table 6 Sensitivity distribution of 6059-S and other antibiotics against clinical isolates of Propionibacterium acnes
(10 strains,Inoculum size:106 CFLI/ml)
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Fig.8 Bactericidal activity of 6059-S,CTX,CFX and CLDM against

Bacteroides fragilis as fragilis R-1-20 in vitro (1.9x105 cells/ml)

はexposure5時 間 で は ほ とん どcellsの 存 在 が認 め

られ なか った6.25μg/mlで 多 く の 僅 か に 伸 長 し た

cellsが 認 め られ た。CTXの 場 合 は,exposure 5時 間

で は ほ とん どnormalmorphologyを 示 すcellsが 認

め られな か っ た12.5～50μg/mlに お いて,多 くのnor-

mal morphologyを 示 すcellsが 認 め られ た。Fig.15

に薬 剤 に対 す る菌 のexposure time 5時 間 の 時点 にお

け る各薬 剤 の各 濃度 に よる形 態 変 化,特 に,lysed cells

の形 成 が 開始 され る濃 度 と殺 菌 作用 の 発 現が 開 始 さ れ る

濃 度 との 関 係を 示 した。6059-SとCFXで は,両 者 の

関係 が ほぼ 一致 す る結 果 を示 した が,CTXの 場 合 は,

殺菌 作 用 の発現 開 始 濃度 がlysed cellsの 形成 が開 始 さ

れる濃度よ りも若干低 いことが 認め られた。

6.Bacteroldes fragilis ss fragilisの β-lacta-

msse活 性の有無 と β-laetam系 抗生物質のMICと

の相関について

成績はTable 7に 示 した とお りである。菌体粗酵素

液 に β-lactamase活 性 の 認め られた19株 の うち,

strains W-1,V-299-2及 びR-1-23の3株 を除 く16

株は,す べてCT)LCEZ及 びABPCIこ 対 しては耐性

を示 したが,6059-S及 びCFXに 対 してはすべて感受

性 を示した。 逆に,β-lactamase活 性の認められなか

った10株 は,CTX,CEZ及 びABPCに 対 して もす

べて感受性ないし感受性の傾向を示 した。す なわち,B.
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Fig. 9 Bactericidal activity of 6059-S, CTX CEA and CLDM against

Bacteroides fragilis ss fragilis R- 1-20 in vitro (1.3•~ 107 cells/ml)

Agar NIIC
106=0. 78 ƒÊg/ml

105=1. 56 ,ƒÊg/ml

Agar 1111C
106=6.25 ƒÊg/ml

101=12.5 ƒÊg/ml

Agar NIIC
106=3.13 ,ƒÊg/ml

105=25 ƒÊg/ml

Agar MIC
10=0.05 ƒÊg/ml

10B=0.2 ƒÊg/ml

fragilis ss fragilisに おいては,全 体を通 して見れば,

β-lactamase活 性の 有無 と,そ れ らの菌に対 する β-

lactam系 抗生物質のMICと の間には相関性 が存在す

ることが認め られた。 しか し,よ り詳細 に見れば,前 述

した3株 のよ うに,β-lactamaseを 産生するにもかか

わ らず,非 産生株 と同様,CTX,CEZ及 びABPCに 対

しても感受性 ない し感受性傾向を示 し,6059-Sに 対 し

ても非産生株 と同様の感受性を示 した。従って,一 部 に

は相関性の認め られ ない菌株 も存在す ることが示された。

また,CFXに 対 しては,β-lactamase産 生株 も非産生

株 も同様のMICを 示 したがs後 述するように,CFX

と同様に,β-lactamaseに 対 して高 い 安定性を 示 した

6059-Sに 対 して は,β-lactamase産 生 株(前 述 の3株

を除 く)は,感 受 性 で は あ るが,非 産 生 菌 よ り も平 均 約

8倍 程度 大 きいMIC値 を示 し た点 が 注 目 され た。

7. Bacteroides fragilis ss fragilisの 産 生 す る

β-lactamaseに 対 す る β-lactam系 抗 生 物質 の安 定 性

につ い て

成 績 はTable8に 示 した とお りであ る。 β-lactamase

を 産生 す る19株 の すべ て の 酵素 がCER及 びCEZを

比較 的 よ く分 解 す るの に対 し,ペ ニ シ リン系 抗 生物 質 で

あ るABPC,CBPC及 びPCGの 分 解率 は低 く,従 っ

て,こ れ らの 基質 特 異性 か ら見 て,こ れ らの β-lacta-

maseはCephalosporinase型 と推 定 され た。 また,対
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Fig. 10 Bactericidal activity of 6059-S against B. fragilis ss fragilis

V-23 resistant to CTX (1.9•~ 106 cells/nil)

Agar MIC
106=6.25 ƒÊg/ml

106=6.25 ƒÊg/ ml

Agar MIC
106=6. 25 ƒÊg/ml

106=6. 25 ƒÊg/ml

Agar MIC
101=50 ƒÊg/ml

101=>100ƒÊg/ml

Agar MIC 106=0.05 ƒÊg/ml

106=0.1ƒÊg/ml

照 に用 い たKlebsiella Pneumoziae 363の 酵 素 は既 知 の

Penicillinase型 で あ り, Cephalosporinsよ り もPeni-

cillinsを 明 らか に よ く分 解 す る こ とが 認 め られ た。 こ

れ ら19株 が 産生 す る β-lactamaseに 対 して,6059-S

及 びCFXは 同様 にほ とん ど不 活 化 され ず,極 めて 高 い

安 定性 を示 したの に対 し,CTXで は あ る程 度 の不 活 化

が 見 られ た。

III. 考 察

Oxacephem系 抗生 物 質 で ある6059-Sは,嫌 気性 菌

Bacteroides fragilisに 対 して,従 来 報告 の β-lactam

系 抗 生 物質 の なか では 最 も高い 活性 評 価 が な されて きた

CFXま た はCTXよ り も明 らか に強 い活 性 を示 す 特 長

が認められた。 この点に関 しては,NEU 11), BARZA 12)

及びWISE 13,ら によって も同様の成績が報告されてい

るが,何 故,6059-SがB.fragilisに 対 して特異的に

有効な活性を示すのかの原 因については未だ明かにされ

ていない。 この点に関 して,今 回,著 者 らの得た実験成

績(Table 7及 びTable 8)か ら見 ると,こ の菌種の

産 生す る β-lactamaseに 対す る安定性が重要な一因と

して寄与 していることは明かである。一方,少 数例とは

いえ,一 部の β-lactamase産 生株に対 して,6059-Sで

は,同 様に 高 い β-lactamaseに 対す る安定性を示す

CFXよ りも 明 らかに 強い 活性を 示す例が 存在す るこ

と,ま た,β-lactamase非 産生株(10株)に 対 しては,

例外な く6059-Sの 活性 はCFXよ りも明 らかに強い点
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Fig.11 Bactericidal activity of 6059-S against B.fragilis ss fragilis,V-290-1
resistant to CTX and CLDM (1.5x106 cells/ml)

を併せ考えると,β-lactamaseに 対する 高い安定性が

その理 由のすべて とは考え難い。更に,Fig.14に 示 し

たように,6059-SとCFx及 びCTXと は,B.fra-

giliεに及ぼす形態変化,作 用濃度域の広さ,lysis発 現

の濃度等において明 らか に異る点が認め られ る事実を併

せ考察するに,B.fragilisに 対する6059-Sの 有する

特異的構造に由来する特異的な作用機構の存在の可能性

が考え られる.例 えば,β-lactam系 抗生物質の主要 な

作用標的とされているPenicillin Binding Proteinと

の親和性に関す る特異性の存在,あ るいは,透 過性に関

す る特異性の存在,ま たは,そ の他の原因による可能性

等が考え られるが,こ れ らの点に関しては今後の検討 に

待 ちたい。

殺菌作用 の 検討成績 に 関 し,各 薬剤処理後 のre-

growth菌 の出現 について見 ると,殺 菌作用の経 時的推

移全般 の 検討成 績,特 にFig.9に 見 られ るよ うに,

CTXで 最 も 顕著 に 認め られ。 次 いで,CLDM及 び

CFXで も若干見 られ るが,6059-Sで は最 も少ない こと

が認め られた。 この様な現象は,図 表には示 していない

が,形 態に及ぼす作用の経時的推移における21時 間ま
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Fig.12 Bactericidal activity of  6059-S,CTX and CFX against

B.fragilis fragilis 2509,(1.6•~106 cells/m‚Œ)

Fig.13 Comparison of MBC of 6059-S with  those of CTX .CFX andC
LDM against B.fragilis ss fragilis (39 strains)
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Fig. 14 Morphological effects of 6059-S, CTX and CFX
on B. fragilis ss fragilis R-1. 20
(Exposure: 5 hr, Medium: GAM brut

6059-S

(MIC: 0.78μg/ml)

0

0.2μg/ml

0.39μg/ml

CTX

(MIC: 3.13μg/ml)

(1.78μg/ml

1.56μg/ml

3.13μg/ml

CFX

(MIC: 6.25μg/ml)

0.78μg/ml

1.56μg/ml

3.13.μg/ml
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6059-S

0.78μg/ml

1.56μg/ml

3.13μg/ml

CFX

6.25μg/ml

25μg/ml

50μg/ml

CFX

6.25μg/ml



VOL.28S-7 CHEMOT HERAPY 159

Fig. 15 Correlation between  morphological effects and bactericidal action on
B. fragilis ss fragilis R-1-20  after 5 hr exposure to each drug

Inoculum size
Morphological effects 108/ml
Bactericidal action 106/ml

での処理条件での形態観察の結果か らも同様の結果が認

められた。なお,こ の際のbrth中 に おける薬剤濃度

の経時的推移は 測定 していないが,CTXの 場合
,β-

lactamase非 産生菌の場 合(Fig ,9)で も薬剤処理5時

間以降において,顕 著なregrowthが 認め られる点を考

慮すれば,broth中 の薬剤の短時間での分解による失 活

とは考え難 く,従 って,こ のような現象は恐 らく各薬剤

の有する特徴の一つと考え られる。 この様 な現象が直 ち

に臨床効果に 反映されるとは早 計には 結論 し難いが
,

6059-Sの 場合にregrowth菌 の 出現が 最 も少い こと

は,そ れだげ殺菌作用の持続性において他掬 よりも優れ

ていることを示す ものであ り,6059-Sの メ リッ トの一

つと考 えられる。

また,Table7の 成績に見 られるように,β-lactama-

se産 生株であるB簿Zisは すべて6059-Sに 対 し

て唇受性 を 示 したが,こ れ ら大部分の 菌株 に 対する

6059-SのMIC値 は β-lactamase非 産生株のMIC

に較べると約8倍 程度大きい値を 示す ことが 認め られ

た。 この ことは,Fig.1の 成績に見 られたB.fragizis

ss fragizisの 臨床分離株の6059-sに 対す る感受性分

布が二 峰性を示 した ことにも関係していると考え られ,

興味深 い事実であ る。 しか し,6059-Sの β-lactamase

に対す る高 い安定性か ら見 て,直 接的な β-lactamase

による酵素的不活化 とは考え難 く,む しろ,他 の原 因に

よるものと考 え られ るが,こ の点 についての詳細は今 後

の検討 に待ちたい。

更 に,6059-Sの 特性 を総括的に見 ると,6059-Sは グ

ラム陽性及びグ ラム陰性の嫌気性菌全般に対 し抗菌活性

を示す ことが認め られ,特 に,従来報告 の β-lactam系 抗

生物質が最 も効 きに くく,か つ臨床上最 も重要 な原 因菌
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Table 7 Comparison of MICs of 6059-S With other ƒÀ-lactam antibiotics against ƒÀ-lactamase producing and

non-prodtucing Bacteroides fragilits ss fragilis*

* :Agar dilution method,Inoculum size:106 CFU/ml
**

:Activity was determined by color reaction using the chromogenic oephalosporhi(87/312)as substrate,

+:ƒÀ-Lactamase producing strain,-Non producing strain

の一つ と見做されているB.fragilisに 対 して,Cepha-

lesporin系 抗生物質のなかでは 従来 までに 最 も高い活

性評価がなされて きたCFXに 較べ,そ れよ りも明 らか

に強い活性を示す ことが認め られた。 また,殺 菌作用及

び溶菌作用において も,CFX,CTXよ りも明らかに強

い活性 を示 し,薬 剤処 理後のregrowth菌 の出現 は最 も

少 く,更 に,B,fragilisの 産生す る β-lactamaseに 対

して も,CFXと 同様に最も高い安定性を示す ことが認

め られた。 一方,CLDMに 較べると,6059-Sの 活性は

弱 いが,CLDMに 対 する 耐性 菌を初め とし,CTX及

びCFXの 耐性菌に対 して も有効な活性 を示す ことが認

められた。従 って,こ れ らの諸特性を総合して考察する

と,6059-Sは,従 来 報告の β-lactam系 抗 生物質のな

か では嫌気性 菌一般 を含め,特 に,B.fragilisに 対して
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Table 8 Relative stability of Nactarn antibiotics against ƒÀ-lactamases prepared from

Bacteroides fragills ss,fragilis

* :The rate of hydrolysis was determined by the microbiological assay.
** ND:Not done

最 も優れた抗菌活性を示す ことが認め られ,そ の活性は

極めて高 く評価 し得 るものと考え られ る。

加 うるに,6059-Sは,吉 田 ら14),15),NEUら11),

BARZA12)及 びWISEら13)の 報告に見 られるように,

通性嫌気性菌を含め,好 気性 菌に対 して も広域抗菌スペ

ク トラムを示 し,か つ,極 めて強い抗菌活性を示すこと

か ら考え,好 気性菌及び嫌気性菌各単独の感染症 のみな

らず,両 者の混合感染に対 して も高い臨床効果を発揮 し

得る可能性が推測され る。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF 6059-S AGAINST ANAEROBIC BACTERIA

MIKAO MAYAMA, HIROSHI NAGATA and MASUYO OSE

Shionogi Research Laboratory, Shionogi & Co., Ltd.

In vitro antibacterial activity of 6059-S was studied on 165 clinical isolates of gram-positive and gram-

negative anaerobes and was compared with those of cefoxitin (CFX), cefmetazole (CMZ), cefotaxime (CTX),

piperacillin (PIPC) and clindamycin (CLDM).

6059-S has a wide antibacterial spectrum against representative gram-negative and gram-positive

anaerobes, and is particularly more active than CFX, CTX, CMZ and P1PC against clinical isolates of

Bacteroides fragilis, though it is less active than CLDM. Moreover, 6059-S is active against resistant

strains to CLDM, CTX and CFX.

Bactericidal action and lytic action of 6059-S against Bacteroides fragilis ss fragilis are more active than

that of CFX and CTX.

6059-S is very as stable as CFX against ƒÀ-lactamase produced by Bacteroides fragilis ss fragilis and

is more active than CTX, CEZ and ABPC against ƒÀ-lactamase producting strains of Bacteroides fragilis

ss fragilis.


