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化学療法剤の投与法に関する実験的解析

17.大 腸 菌 に対す る6059-Sの 効 果 一

堀 賢 司 ・西 野 武 志 ・谷 野 輝 雄

京都薬科大学微生物学教室

Oxacephem系 抗生物質6059-Sの 大腸菌感染症に対す る投与法について,比 較薬 としてCefazo-

lin(CEZ)を 用いて検討 した。

In vitroで は,大 腸菌に対 して6059-Sお よびCEZと もに濃度に応 じた殺菌作用を示 した。薬物

除去後は濃度および作用時間に応 じた再増殖抑制が見 られたが,そ の後は正常菌と同様の速度 で増殖

した。

マウスにおける6059-Sの 治療効果は,大 腸菌感染症 の接種菌量104 cells/mouseの 場 合,1回

投与と分割投与に差はみ られなかったが,接 種菌量106 cells/mouseの 場合,分 割投与 を行 なうこと

によ り1回 投与 の場合の約6倍 の優れた治療効果が得 られ た。一方,CEZで はいずれの菌量にお

いても,頻 回投与 により治療効果 は良好 とな らなか った。

マウス腹腔内での感染菌の消長を検討した結果,6059-Sの 治療効果を 左右す る大 きな要因は,接

種 菌量が104 cells/mouseの 場合有効血中濃度の高さあるいは有効血中濃度の総維持時間のどち らと

もいえなか ったが,接 種菌量106 cells/mouseの 場合 は有効濃度の総維持時間であることがわか った。

また,6059-Sお よびCEZの 治療効果の発現には宿主側の影 響も大 き く関与してい ると思 われた。

は じ め に

細菌感染症の治療上もっとも重要なことは,原 因菌をすみや

かに決定して起炎菌に有効な抗菌剤を最適な投与法で用いるこ

とであると思われる。抗菌剤の投与法に関してはEAGLEら の

一 連の実験 があ り1～5),わ れわれの教室で は,こ れ らを もとに

して主としてグラム陰性桿菌感染症の起炎菌の主流を占める大

腸菌,肺 炎桿菌,緑 膿菌に対する数種の抗菌剤のより効果的な

投与法の解析を試み報告してきた8～19)。すなわち,薬 剤によっ

て最適な投与法は異なり 「有効血中濃度の高さ」 を心要とする

ものと 「有効血中濃度の維持時間」を心要とするものとの2つ

の型に分類できるということであった。 また,わ れわれは前

報20)において,6059-Sは 緑膿菌実験的感染症に対してその治

療効果は,1回 投与よりも分割投与の方が約4倍 良好である

と報告した。

今回,大 腸菌による実験的感染症に対する6059-sの 投与法

について,CEZを 比較薬として詳細に基礎的検討を行なった

ので報告する。

実験材料お よぴ実験方法

1)使 用菌株およぴ薬物

菌株 は臨床分離のEscherichia coli KC-14株 を用 い

た。試験薬 としては,6059-SとCefazolin(CEZ)の い

ずれ も力価の明 らか なものを用いた。

2)In vitroに おける抗菌作用および薬物除去後の

菌の再増殖 に関する実験

E.coli KC-14をTryptosoya broth(TSB:Nissui)

で37℃,20時 間培養後.Heart infusion broth(HIB:

Nissui)に 適量を加え,37℃ で数時間振盪培養した。

この菌液を108 cells/ml前 半 あるいは104 cells/ml前

半 となるよ うに調製 し,種 々の濃度 の6059-Sあ るいは

CEZを 添加 し,経 時的に 生 菌数測定 を行 なった。試料

か ら薬物を 除去す る方 法と しては越 遠心 分 離(3,500r.

p.m.,10分)に て行なつた。 沈澱した彼検菌は予め37℃

に保温 した新鮮HIBに すみやかに懸濁し,以 後37℃

で振盪培養 して薬物除去後の生菌数を経時的に測定した。

3)マ ウス実験的感染症 に対する治療効果

E.coli KC-14をNutrient broth(NB:Nissui)で

37℃,20時 間 振盪 培養 後 さ らに 同 培地 で37℃,14時

間振 盪 培 養 した。 この 菌 液 を同 培 地 で希 釈 し,6% gast-

ric mucin(Orthana-Kemisk-Fabrik-A/S)と 等 量混 合

し,接 種 菌 液 と した 。 菌 液 はSLC-ddYマ ウス(4週

令,♂,20±1g)の 腹腔内に0.5ml接 種 し窄。なお,

治療 に関 して は菌接種 後2時 間 目に1回 薬物 を皮下投

与 した。分割投与の場合は菌接種後2時 間目の投与 を

第1回 として以後1時 間間隔で投与を行なった。 その

後7日 目の生存率か らPlobit法6,7)に よ りED50値 お

よび信頼限界値(95%)を 算出 し,総 投与量で示 した。

4)マ ウス体液内濃度の測定

上記の方法で,E.coli KC-14に 感染 させ た1群3

匹のマ ウスを用いて,6059-Sあ るいはCEZの3.13,
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12.5,50mg/kgを 感染後2時 間目に1回 皮下投与

し,経 時的に測定 した。すなわち,血 漿 としては腋下動

脈か ら採取 した 血液を 遠心操作にて 分離 した ものを用

い,腹 水液としては1/15Mリ ン酸緩衝 液(pH7.0)

1mlを マウス腹腔内に注入 し,マ ツサージ洗浄後,そ

の液を採取 したものを試料とした。なお,腹 水中濃度は

洗浄液1ml当 りで表示 し,6059-Sお よび,CEZの 薬

物濃度はともにE.coli 7437を 検定 菌とした薄層paper

disk法 により測定 した。

5)マ ウス腹腔内生菌数の測定

E.ooli KC-14感 染マウスに上記3)と 同様 なスケジ

ュールで6059-Sあ るいはCEZを 皮下治療 後,経 時 的

に1群3～5匹 のマウスの腹腔内に1/15Mリ ン酸緩

衝液(pH7.0)2.5mlを 注入 し,マ ッサージ洗浄後,

その液を採取 し,そ の生菌数を測定 した。なお腹腔内生

菌数は洗浄液1ml当 りの 菌数として示 した。

実 験 結 果

1)In vitroに おける殺菌作用

E.coli KC-14の 増 殖 曲線 に及 ぼ す6059-SとCEZ

の効果 をFig.1,2に 示 した 。 す なわ ち,薬 物 作用 時 の

菌量が106 cells/mlの 場 合,両 剤 と も1 MIC(6059-

S:0.1μg/ml,CEZ:1.56μg/ml)以 上の濃度 で殺菌作

用が認め られたが,菌 数の著明な減少はCEZで は1時

間目か ら,6059-Sで は2時 間目か ら現われた。薬物 作

用時の菌量が108 cells/mlに なると,殺 菌作用の発現

だけでな く接種菌量 による影響 も受け,4時 簡後に99

%以 上殺菌させるために必要な6059-Sの 濃度は,106

cells/mlの ときは1 MIC相 当(0.1μg/ml)で 充分

であるのに対 し,108 cells/mlで は100 MIC相 当(10

Fig.1 Effect of 6059-S on viability of E.coli

KC-14

μg/ml)が 必要であ った。一 方,CEZで は1 MIC相

当(1.56μg/ml)か ら4MIC相 当(7.8μg/ml)に 増

加 したにすぎず6059-Sに 比 べて あまり薗量の影 響を受

けなか った。

2)In vitroに おける薗の再増殖 について

E.coli KC-14の 薬物除去後の再増殖のようすをFig.

3,4に 示 した。すなわち,6059-Sの1 MIC相 当濃度

(0.1μg/ml)作 月では薬物除去と同時に再増殖を開始 し

たが,10 MIC相 当濃度作用では再増殖までに約0.5～

1時 間の抑制が認め られた。CEZで は1MIC相 当濃

度(1.56μ9/ml)で 約0.5～1時 間,10 MIC相 当で

約1時 間の抑制の後に再増殖が開始 され,薬 剤濃度,

作用時間に応 じて 再増殖抑制時間の 延長が 認め られた

(Fig.4)。 同一MIC相 当濃度 では6059-Sの 方がCEZ

に比べてE.coli KC-14に 与えるダメージが弱いよう

に思 われた。

3)マ ウス実験的感 染症に対する治療効果

マウス実験 的感染症 に対する6059-SとCEZの 治療

効 果をED50値 で表 し,Table 1に 示 した。Table 1に

示 すようにE.coli KC-14の 接種 菌量104 cells/mouse

の場合,6059-SのED50値 は1,2,4回 投与 とも0.12

～ 0.18mg/kgで あ り,分 割投与によ り治療効果は 良好

と な らな か った。CEZも6059-Sと 同 様 で 頻回 投 与 に

よ り治療 効 果 は 良好 之な らなか った。 しか し,接 種 菌 量

106 cells/mouseの 場 合,6059-SのED50値 は1回 投

与 で4.20mg/kgと な り,104 cells/mouseの 時 と比

べ て 菌量 の影 響 を受 け て値 が 大 き くな った が,2回 ,4

回 と分割 す る こ とに よ り,そ のED50値 はそ れ ぞれ1.54

mg/kg,0.74mg/kgと 減 少 し,分 割 投 与 に よ り治療 効

Fig.2 Effect of CEZ on viability of E.coli KC-14
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Fig.3 Behavior in vitro of E.coli KC-14 previously exposed  to 6059-S

Fig.4 Behavior in vitro of E.coli KC-14 previously exposed to CEZ

果が良好 となった。CEZは1回 投与で10mg/kgで

あ り,あ ま り接種 菌量の影 響を受けなかったが,分 割投

与 により治療効果は良 くな らなかった。

このよ うに,6059-Sの 分割投与 による治療効果は,

同 じE.coli KC-14で も接種菌量によ り差が認め られ

たので,こ の原因が何に由来する ものか,さ らにマウス

体液内濃度の測定 およびマウス腹腔内生菌数の消長につ

いて詳細 に検討を行なった。

4)マ ウス体液内濃度の測定

E.coli KC-14を 感染させたマウスに6059-Sお よび

CEZめ3.13,12.5,50mg/kgを 皮 下 投 与 し,経 時 的

に血漿,腹 水中濃度を測定 し,そ の結果をFig.5に 示

した。すなわち,6059-S,CEZと もに血旗,腹 水 中のピ

ー クは皮下投与後15分 であった。血 漿中での ピ-ク 値

は6059-Sの50mg/kg投 与では100μg/ml,12.5mg

/kg投 与では30μg/ml,3.13mg/kg投 与では,8.5μg

/mlで あり,投 与量に応 じた値を示 した。CEZも6059-

Sと ほほ同様のピーク値および持続性 を示 した。腹水中

に おいて も両剤 ともに50mg/kg投 与では30μg/mL

12.5mg/kg投 与では8～10μg/mlと 投与量に応 じた

ピーク値を示 レ,そ の持続性 もほぼ同様 であった。

5)マ ウス腹腔内生菌数の測定
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Table 1 Protecting effect of 6059-S and CEZ on experimental infection with 5.colt KC-14 in mice

― Influence of divided  administration and inoculum size ―

Mice:ddY strain,male,18-20g
Challenge route:I.P.infection of 0.5 ml/3% mucin suspension

():95% confidence limits

Fig.5 Concentration of 6059-S and CEZ after subcutaneous administration

to mice infected with E.coli KC-14

E.coli KC-14感 染マウスに6059-Sま たはCEZの

皮下投与 を 行ない,そ の 後の 腹 腔内生菌数 の 推移は

Fig.6～13に 示 した。 グラフ右端 の数 字は,同 時に同一

条件で感染および治療を行 なったマウスの7日 後の 隼

存率(生 存匹数/使 用匹数)を 表 している。 また,腹 腔

内生 菌数の推移で二方に分岐 したものは,サ ンプル採取

時に生存は してい るが感染死期が近いマ ウスと,回 復 に

むか つて元気 な状態に近いマ ウスが同時に存在 した場合

に各々の群か ら2～3匹 ザ シプ リング して測定 した もの

である。
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Fig.6 Bactericidal activity  of 4069-Rafter subcutaneous administration
to mice infected with E.coil KC-14(104 cells/mouse) .

Fig.7 Bactericidal activity of 6059-S after subcutaneous  administration
to mice infected/with E.coli KC-14(106 cells/mouse)

Fig.8 Bactericidal activity of CEZ after subcutaneous administration
to mice infected with E.coli KC-14 (104 cells/mouse)
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Fig.9 Bactericidal activity of CEZ,after subcutaneous administration
to mice infected with E.coli KC-14(104 cells/mouse)

Fig.10 Bactericidal activity of 6059-S after subcutaneous administration
to mice infected with E.coli KC-14(106 cells/mouse)

Fig.11 Bactericidal activity of 6059-S after subcutaneous administration
to mice infected with E.coli KC-14(106 cells/mouse)
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Fist.12 Bactericidal activity of CEZ after subcutaneous  administration

to mice infected with E.coil KC-14 (106 cells/mouse)

Fig.13 Bactericidal activity of CEZ after subcutaneous administration
to mice infected with E.coli KC-14(10 cells/mouse)

Fig.6～9はE.coli KC-14の104 cells/mouse感

染時の場合で,control群 は感染後菌数が漸時上昇 して

いき10時 間で全例死亡した。Fig.6,7は6059-Sの

1回 投与,分 割投与の結果を示 したもので,1回 投与に

おいて薬物濃度に応 じた菌数の減少,そ の後の増殖抑制

効果が認め られた。すなわち。0.04mg/kg投 与群 では

control群 と同様 に増殖し,24時 間後には95%の マウ

スが死亡した。0.2mg/kg投 与群では投与後菌数の 減

少が認め られ,2時 間後か ら緩やか な増殖を開始 し,14

時間後か らは死亡す るマ ウスも見 られたが,65%の マ

ウスが生存 した。1mg/kg投 与群 では投与後著 しく 菌

数が減少 し,以 後緩やかな増殖を開始 したが,マ ウスは

100%生 存 した。Fig.7に 示すように,分 割投与では2

回分割投与群 で菌数減少 後増殖 までに2時 間のlagが

見 られ,4回 分割投与群 で も菌増殖の抑制効果が認めら

れたが,24時 間後での菌数ζ大差な く,生 存数でも差が

認め られなか った。す なわち.分 割投与 により治療効果

は良好 とならなかった。

CEZ投 与群 でもFig.8,9に 示す ように6059-Sと

ほとん ど同様の傾向で あり,1回 投与では薬物濃度に応

じた菌数の 減少 および 増殖抑制効果が 認め られた。ま

た,わ ずか であるが分割投与において2回 投与群が1

回投与よ り優れていた。

106 cells/mouse感 染時の場合 はFig.10～13に 示

すようにcontrol群 は感 染 と同時 に菌数の増加が認め ら

れ,8時 間で全例死亡 した。Fig.10は6059-Sの1.25,
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5,20mg/kgを それぞれ1回 投与 した ときの 結果であ

る。薬物濃度に応 じた菌数の減少が見 られたが感染菌量

が多いためか5mg/kg投 与群 では,菌 数が い ったん

1/100}た 減少した後に漸時増殖 して45%が 死亡 した。山

また,20mg/kg投 与群では投与後2時 間目の菌数が

1/1,000以 下 とな り,さ らに 増殖 抑制効果が 見 られ,

100%の マ ウスが生存 しち。Fig.11は 投与量2.5mg/

kgの 分割投与の結果である。各投与群 に菌数の 減少が

認められ,1回 投与群では2時 間のlag,2回 投与群

で も6時 間の1agを 経て増殖を開始し,そ れぞれ67

%,27%の マウスが死亡した。 しか し,4回 投与群は

菌の再増殖が 抑制され,48時 間まで菌数はほとんど増

加せず100%の マウスが生存 した。

CEZの2.5,10,40mg/kgを それぞれ1回 投与し

た時 も,Fig.12に 示す ように薬物濃度に応 じた菌数の

減少および増殖抑制効果が見 られた,Fig.13はCEZの

投与量(10mg/kg)を 一定 にして1回,2回,4回 に

分割投与した時の結果を示 して おり,い ずれの場合 も投

与後菌数の減少が見 られ,投 与回数に応 じたlagの 延長

が認められたが,そ れ以後漸時増殖していき10時 間後

で砥とんど同様の菌数に達 した。その後21時 間 目附近

か ら死にはじめ,,そ れぞれの生存率 は60%、67%お よ

び53%と な り,104 cells/mouse接 種 の場合 と同様に

分割により治療効果 は良好 とな らなか った。

総括な らび に考察

今回,わ れわれはOxacephem系 抗生物質6059-Sの

大腸菌感染症に対す る投与法を,比 較薬としてCEZを

用いて検討した。

まず,in vitroの 抗菌作用型式について検討を行なっ

たところ,接 種菌量が106 cells/mlの 場合,6059-Sは

MI9値 を反映してCEZに 比べて低濃度で強い殺菌作

用を示 した。 しか し,あ くまでもMIC濃 度を中心 にし

て考えた場合,6059-SはCEZに 比べ菌量 の影響を受

けやす く,接 種菌量が108 cells/mlの 場合,6059-Sの

10～50MIC相 当濃度を作用 させても,静 菌作用は見 ら

れるものの 著明な 菌数の 減少は 認 められなか った。一

方,CEZで は5MIC相 当濃度で殺 菌作用が認め られた。

次に,再 増殖の実験を行なったところ,6059-S,CEZ

ともに薬物濃度に応 じたlag timeが 見 られたが,6059-

Sの 大腸菌に与え るダメージはCEZに 比べて 弱いよ

うに思 われた。

以上の結果を抗 薗作用機作の面 か ら考えると,6059-

SはPenicillin binding protein 3に 対す る親和性が

強 く,autolysinを 活性 化させ る能力が 弱いのではない

か と思 われる。

In vitroに おいて以上のよ うな抗薗作用の特徴を もつ

6059-Sお よびCEZが,in vivoで どのような結果と

して反映され るか,次 に接種菌量を変えて頻回投与の治

療効果に及ぼす影響について検討を行なった。接種菌量

が104 cells/mouseの 場合,6059-Sお よびCEZは と

もに頻回投与によ り,治 療効果 は良好とならなかった。

しか し,接 種菌量が106 cells/mouseの 場合,6059-S

は頻回投与によ り一回投与の約6倍 治療効果が良好 と

なった。一方,CEZで は104 cells/mouseの 場合 と同

様,頻 回投与によ り治療効果は良好とならなか った。 こ

れ らの治療効果どin vitro抗 菌作用の結果を考え ると,

106 ce119/mlで の殺 菌作用と104 cells/mouseの 治療

効果が対応 し,108 cells/mlで の殺菌作用 と106 cells/

mouseの 治療効果が対応するホうに思 われた。 すなわ

ちぞ,6059-Sは 菌量 の影響を受 けやす く,接 種菌量が多

くなると菌との接触時 間つま り有効血中濃度を維持す る

時間が治療効果を左右す るのではないかと考え られ,分

割投与を行なうことにより有効血 中濃度が保たれ,長 時

間菌と接触す ることによ り治療効果が良好 になる もの と

考え られる。前報20)で報告 した緑膿菌の場合 も全 く同 様

に推察 される。

次に,こ れ らのことを さらに詳細に観察するため9マ

ウス体液中濃度の測定 およびやウス腹 腔内生菌数の消長

について 検討を 行な った。 その結果,接 種菌量が106

cells/mouseの 場合,6059-Sの 治療効果を左右す る大

きな要因は,有 効血中濃度の高 さよ りむ しろ有効血中濃

度の 持続時間であることが 判 ったも また,接 種 菌量が

104 cells/mouseの 場合,治 療効果 を左右する要因 と し

て有効血 中濃度が ある一定時間 持続す ることが 必要 で

あるが,必 要以上に分割す ることにより血中濃度の ピー

クが低下 し,そ の分だけ有効血中濃度以上の持続時間が

短か くなり,分 割投与の 効果が 出な くなった もの と思

われる。 また,マ ウス腹 腔内においてはin vitroの 場

合と異な り,薬 物が完全 に消失 していると思 われ る10

時間後 でも菌数はすべての投与回数で減少の傾 向にあ っ

た。 これは菌に対す る6059-Sお よびCEZの 直接作用

だけでな く,薬 物作用を受けた菌と宿主の関係,さ らに

菌接種時に添加す るmucinの 影 響が時間 と共に減弱化

することによ り,生 体 防禦機能が回復 した結果 と思われ

る。

以上のよ うに6059-Sの 大 腸菌に対する投与法につい

て検討 した結果,6059-Sは 先 にわれわれが指摘 した大

腸 菌に対するCephalothin 11),Cefamandole15),緑 膿菌

に対す るSulbenicillin 8),Pipefacillin 9),Ticarcillin 10)

の場合 と同様,6059-Sの 治療効果を左 右す る大きな要

因は有効濃度の高さよ りむ しろ有効濃度の総維持時間で
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あると考え られた。 しか し,菌 種や接種 菌量によっで も

異なって くる可能性があ るので今後さ らに検 討する必要

があると思われる。6059-Sの 抗菌作用の特徴を充分に

考慮した投与法が とられ るな らば,in vitroで 示 された

優れた抗 菌力と同様の効果が各種感染症に期待で きるも

の と考え られる。
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17.EFFECTS OF 6059-S ON E.COLI

KENJI HORI,TAKESHI NISHINO and TERUO TANINO
Department of Microbiology,Kyoto College of Pharmacy

Administration method of 6059-S,a new oxacephem antibiotic,for mice infections caused by E.coli was

studied as compared with cefazolin(CEZ).

In vitro,studies,both 6059-S and CEZ showed bactericidal action on E.coli which well correlated with

concentration of the drugs.The higher the concentration of the drugs,the longer the time required for

regrowth of bacteria after withdrawal of the drugs,and then it showed similar pattern of growth speed to

that of intact bacteria.

In vivo therapeutic effecta of 6059-S in mice infections caused by E.coil,the effects were almost same

between a single administration group and divided administration group with inoculum size of 104 cells per

mouse,but in case of inoculum size of 106 cells per mouse,the effects in divided administration group were

potentiated about 6 times stronger than those of a single administration group.With CEZ,the tendency of

potentiated effect by divided administration was not observed in any inoculum size.

Judging from the therapeutic effect and the number of viable cells in the peritoneal cavity,the dominant

factor influencing the therapeutic effect of 6059-S was the total maintenance time of effective blood level

rather than the height of effective blood level in case of inoculum size of 108 cells per mouse.With inocu-

lum size of 104 cells per mouse,no such clear correlationship was observed between them.Moreover,the

therapeutic effect of 6059-S and CEZ seemed to depend greatly on the host's factors.


