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要 旨

ヒ トにおけ る血 中半減期 が 長いの を特 徴 とす るceftriaxone (CTRX, Ro 13-9904)は,多 くの β-

lactamaseに 安定 で あ るが,plasmid支 配のIII(TEM)型 お よび 染 色体 性 のlc型 酵素 で は軽 度 に 水

解 され た 作 用点 であ るヘ ニ シ リン結 合 蛋 白(PBP)に 対 しては,大 腸菌,セ ラチア,コ レラ菌に

おい て細 胞伸 長時 に必要 なム レ イン架橋酵 素 と考 え られ るIA,IB,IA(コ レ ラ菌),IC(セ ラチ ア)

に よ く結 合す るの で,殺 菌 力に優 れ た薬 剤 と考え られ た。しか しセ ラチ アのPBPに 対 して は他 の菌

の それ に対す るよ り親和性 かやや 低 か った。CTRXは 血清 蛋 白 と高率 に結 合す るため,試 験 管 内 で

は血清 補体 との協 力的殺 菌作 用 を立 証す る こ とが で きなか ったか,そ のSub MIC存 在下 で大腸 菌細

胞は培養 マ ウ ス マ クロフ ァー シに よ く食菌 され る うえ,容 易に殺 菌,消 化 され た。

Ceftriaxone (CTRX, Ro 13-9904)は7位 側 鎖 に2-ami

nothiazolyl-2-methoxyiminoacetamid()を も ち,3位 にtri

azillyl thiomethyl側 鎖 を も つ 新 し い 第 三 世 代cephem

で,そ の 特 徴 は ま血 清 タ ン パ ク 質 と 高 本 に 結 合 し,徐 々 に

解 離 す る た め ヒ トに お け る 血 中 半 減 期 が7時 間 以 上に 雄

ふ 点 に あ る,本 研 究 に お い て はCTRXの ク ラ ム 陰 性 菌 の

産 生 す る 各 種 β-lactamaseに 対 す る 安 定 性 を 調 べ る と と

も に,Escherichia coli,Scrratia marcescensお よ ひVibrio

choleraeの ヘ ニ シ リ ン 結 含 タ ン パ ク 質(PBP)に 対 す る 親

和 性 を 検 討 し た.ま た20%ヒ ト 非 働 化 血 清 お よ ひ2%モ

ル モ ・ ト 補 体 共 存 下 に お け る,CTRX50%増 殖 阻 止 濃 度

の 殺 菌 作 用 や,1～18NIICのCTRX存 在 下に お け る マ

ク ロ フ ァ ー シ(Mφ)の 食 菌,殺 菌 作 川 に つ い て も研 究 を

進 め た.

I.材 料 お よ び 方 法

1.被 検 菌 株

教 室 保 存 のE.coli NIHJ JC-2,S.marcescens 13お よ

びV.cholerae 569B株 を 使 川 し た 。 ま た 標 準 β-lacta-

mase TypeIA,Ic,II,III(TEM),IV,お よ びVの

産 生 菌 と し てEnterobacter cloacae Nek 39,Proteus

culgaris 33,Prolcus mirabilis IY 10,E.coli CSH 2

(pRK 1), Klebsiella sp. 42お よ びE.coli CSII 2 (pRE

15)を 用 い た

2.β-lactamaseに 対 す る 安 定 性 の 検 討

β-lactamase産 生 標 準 株 を5mlL-broth中 で37℃-

夜 前 培 養 し,そ の4mlをL-broth200mlに 接 種,KLETT

光 電 比 色 計 てNo.66の フ ィル ター を 使 用 し,濁 度 がKLE、

TT100に な る ま で37℃3.5～4時 間 振 と う培・養 し た 。 遠

心 集 菌 し た 菌 細 胞 を 氷 冷 し た0.01Mリ ン 酸 緩 衝 液

(pH7
.0)で 一 回 洗 浄 し,同 緩 衝 液6mlに 再 浮 遊 し た

後,氷 冷 下 で10kc,30秒,4回 音 波 処 理 を 行 い,菌 細 胞

を破 壊 した 、 こ の 細 胞 抽 出 液 を100,0009,30分 超 遠 心 し

た 上清 を,β-lactamase粗 酵 素 液 と した 。CTRXの 各 種

β-lactamaseに 対 す る安 定 性 は,macroiodometry1)に よ

るVmax値 と し て 他 の β-lactam抗 生 物 質 の そ れ と 比 較

した 。

3.PBPに 対 す る親 和 性 の 検 討

E.coli,S.marcescensお よ びV .choleracを10mlの

L-bmthで37℃,一 夜 振 と う培 養 し た,,そ の 全 量 を そ れ ぞ

れ200mlの 新 鮮L-bmthに 接 種 し,37℃ 振 と う培 養 を4

時 間 行 い 対 数 増 殖 期 後 半の 菌 紬 胞 を得 た 。 冷 却 遠 心 で 集

め た 菌細 胞 を 一 回0.01Mリ ン 酸 緩 衝 液/pH7 .0)で 洗 浄

し,10mMMgCl31川0.05Mリ ン酸 緩 衝 液8mlに 再 浮 遊

した 。 菌 糸田胞 の 破 壊 は,E.coliとS.marcescensは 氷 冷

下に お け る10kc,30秒10回 の 音 波 処 理 で,V.choleraeは

10kc,30秒5回 の 音 波 処 理 で 行 っ た、,細 胞 破 砕 液 か らの

膜 画 分 の 調 製,お よ びPBPの 検 出 法 はSprattの 原 法21

を 改 良 し た方 法3)で 行 っ た 。CTRX, cefotaxime (CTX) ,

お よ びceftazidime (CAZ)のPBPに 対 す る 競 合 結 合 は ,
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Fig. 1 Relative hydrolysis rates of various cephems
by cephalosporinase-type ,a-lactamases of

gram (-)rods

0.008～625μg/mlの 薬 剤 て,そ れ ぞ れ の 菌 の 膜 画 分 を

30℃,10分 間 処 理 し た 後 、14C-benzyl penicillin (PCG)

を結 合 させ,螢 光 オー ト ラ ジ す ク ラ フ ィー て 検 出 した

4.補 体 との 協 力 的 殺 菌 作 用 の 検 討

L-brothでE. coli NIHJ JC-2を37℃ 一 夜 振 と う し て

前培 養 を 行 い,そ れ を 希 釈 し てCTRX種 々 の 濃 度 を 含

む10mlの 新 鮮L-brothに1×105cells/ml接 種 し た

37℃ 一 夜 振 と う培 養i後,KLETT比 色計 て増 殖 濁 度 を 測 定

L,薬 剤 無 添 加L-broth中 の 濁 度 の 半 分 と な る 薬 剤 濃 度

を50%増 殖 阻 止濃 度(50%growth inhibitory doses:

ID50)と し た 。

補 体 とCTRXと の 協 力 的 殺 菌 効 果 を 検 討 す る に は,

既 に 報 告 した ご と く4),こ の 菌 の 増 殖 に 影 響 を 与 え な い 最

高 濃 度 の 血 清 因 子,す な わ ち20%ヒ ト非 働 化 血 清(Mi-

1es,USA)と2%(0.75U)新 鮮 モ ル モ ッ ト補 体 添 加 ま

た は 無 添 加 のL-brothにID50のCTRX,CZXま た は

cefazolin(CEZ)を 加 え,総 最10mlに した もの に,― 夜

前 培 養 し たE. coli NIHJ JC-2を1×105cells/ml 機 種

し,37℃ て振 と う培 養 を 続 け な か ら,そ の 一 部 を 培 養 開

始 後3お よ び5時 間 目 に と り,生 菌 計 算 を 平 板 法 では行 っ

て,補 体 と薬 剤 の 協 力 的 希突菌 作 用 を 検 討 し た,

5.薬 剤 存 在 下 に お け る培 養Mφ の 食 菌 殺 菌 作 用 の 検

討

Mφ はICR,♂.6週 齢 マ ゥ スの 腹 腔 を10%fetal calf

seruml川MCDB 103培 地5m1て 洗 い,そ の 洗 浄1夜 を 遠

心 して 得 た.Falconmultidish (Falcon, USA)谷wellに

円 型 カ バ ー ス リ ッフ を 置 き,5×104cells/miのMφ 浮

遊 液0.2m1を 加 え,37℃5%CO3た 気 中 で2時 間 保 温 後,

1司培 地0,8mlを1川 え,さ ら に37℃ 一 夜CO2培 養 を 続 け

た.培 地 を除 き,浮 遊 細 胞 を除 去 した 後,L細 胞 培 養 上

清(L-cell conditioned medium: L-CM) 20%加

Fig. 2 Relative hydrolysis rates of various cephems

by penicillinase-type d-lactamases of gram(-)

rods

MCDB103培 地1mlを 各wellに 加 え,2時 間37℃CO2

培 養 を 行 っ てMφ を 活 性 化 した 。 これ にE.coli NIHJ

JC2生 細 胞1×106cells/wellを 加 え,さ ら に1～1/8

MICのCTRXを 添 加 し,CO2培 養 を 続 け な が ら1～4

時 間 目 に カバ ー ス リ ズフを と り出 し,生 理 食 塩 水 で 洗 浄

後,methanolで 固定 し,giemsa染 色 し て 光学 顕 微 鏡 て

観 察 し た 電 子顕 微 鏡 に は 洗 瀞 し た カ バ ー ス リ ッフ を

2%glutalaldehydeで 固 定 し,paradium platinum蒸 気

で 蒸 着 し,日 立 走 査電 顕S-700型 で 観 察 した4},

II.成 績

1.CTRXの β-lactamase安 定 性

CTRXは,Fig.1に 示 す とお りE. cloaeae等 弱 毒 グ ラ

ム 陰 性 桿 菌 か 染 色 体性 に 産 生 す るIA型 β-lactamase

に は4駅/川 水 分 解 され な い か, P.culgaris, P.cepaeia,

Bacteroides fragilis等 が 染 色 体 性 に つ く る1(型 β7ac-

tamaseに は,他 の 第 三 世 代cephemよ り 不安 定 て,あ る

f`即斐水解 され る.P. vulgarisの 臨 床 分 離 株 の 多 くは β-

lactamase産 生 量 か低 い の で,こ の 薬 剤 に 感 受 性 を承 す

もの か 落い か,P.cepaciaやB.fragilisは 酵 素 産 生 量の

高 い もの か 多 い の て,こ れ ら の 菌 に 対 し て はCTRXの

抗 菌 力は 弱 い

Penicillinase (PCase)型 β-lactamaseに 対 す る

CTRXの 安 定/生 をFig.2に 他 薬 荊 と比 較 し たCTRx

はP. mirabilisのII型,5%以 下のR因 子の つ く るV聖

(OXA型)お よ びKlebriella属 の つ く る 染 色 体 性IV型

β-lactamaseに はIJII/k分1解 さ れ な い か,95%以 上のR因

子か 支配 す るIII(TEM)型 β-lactamaseに は 他 の 第 三世

代cephemよ り安 定 性 か 低 い

2.CTRXのPBPに 対 す る親 和 性

CTRXはE.eoli PBPに 対aし て はFig.3の こ と く

PBP 3,1A,1B,2の 順 に 結 合 親 和 性 か 高 い 。 しか し
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Fig. 3 Competition of CTRX for penicillin bind-

ing proteins of E. coil NIHJ JC-2

(μg/ml)

Fig. 5 Competition of CTRX for penicillin binding

proteins of V. cholerae 569B

(μg/ml)

Fig. 4 Cornpetition of CTRX for penicillin binding proteins of

S. marcescens 13

(μg/ml)

Fig. 6 Competition of various cephalosporin derivatives for

penicillin binding proteins of V. cholerae 569B

(μg/ml)

Fig. 7 Competition of various cephalosporin derivatives for

penicillin binding proteins of S. marcescens 13

(μg/ml)
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1.0μg/mlで 最 も 重要 な1A,1Bを 含め,菌 生 存 に 必 須

な す べ て のPBPに 強 く 結 合 す る 。S.marcescensの

PBPに 対 して は,Fig.4の ご と く2,1A,1C,1B,

3の 順 に 親 和 性 か 高 い。E.coliのPBPに 比 べ,S.mar-

cescensの 方 か 結 合性 が 低 い の て,こ の 薬 剤 の 抗 菌 力 が

E.coliに 対 し てS.marcescensよ り も強 い 理 由 か 説 明

され る.Fig.5にV.choleraeのPBPに 対 す るCTRX

の 競 合結 合 の 結 果 を 示 した 。 こ の 場 合 は3,1A,1B

の 順 に 結 合 親 相 性 が 高 い が10μg/mlでPBP 2以 外 の

画 分 に は 十分 結 合 す るの で,大 腸 菌 同 様 こ の 薬 剤 がV.

choleraeに も強 い 抗 菌 力 を示 す 理 由 が わ か る。 一 般 に 第

Table 1 Concentration of CTRX required
reduce [14 C] benzyl, penicillin
binding by 50%

(μg/ml)

三世 代cephemは,Vibrioに 対 す る抗 菌 力 かβ-lactam

薬剤 中 では 例 外 的 に 強 い か,Fig.6に 示す とお りV.

choleraeのPBPに 対 しては,CTXやCZXも 高 い 視 和

性 を示す 。 しか し,そ の 中 て もCTRXは 特 に低 濃 度 て

V. choleraeのPBPに よ く結 合す る。S.mracescensの

PBPに 対 す るCTRXの 結 合 親 和 性 をCTXお よ ひ

CAZと 比較 す る と,Fig.7の こ と く,CTRXはCTXと

同程 度 に 強 い結 合 親 和性 を示 し,CAZよ り も優 れ て い

る。 しか し,こ の 菌に 対す る抗 菌力はCTRXとCAZか

CTXよ りやや 優 れ て い るの て,CTRXはCTXよ り作

用点 にお け る 力が 強 いた め,CAZは この 菌の 外膜 通過 性

がCTXよ り良 好 なため抗 菌 カに 差 がみ られ る もの と考

え られ る.Table 1に 三 菌種 のPBPに 対す るCTRXの

競 合 結 合実験 を デ ン シ トメー クー で測 定 して 数 量化 し

た 成績 を示 した。

3. CTRXと 補 体 の関係

一般 にE .coliて は,PBP 1Aと1B両 方に高 い結 合

親和 性 を持 つ β-lactam薬 剤は,自 身の 殺菌 力が強 いば

か りで な く,補 体 との協 力的 殺菌 作用 も顕 著 な こ とが 経

験 的 に 知 られ て い る3,4)。CTRXもoxime型cephem系

抗生 物質 の1つ として上 記の特 徴 を持 つは す であ るが,

わ れ われ の 行 った 試験 管 内実 験 の 結 果 で はFig.8に 示

す とお り,殺 菌力 を示 さない程 度の ヒ ト血清 とモ ルモ ッ

ト補 体 が 共 存す る と,ID50のCTRXの 殺菌 力 は低 下 す

る.こ れ はCEZやCPZ同 様 血 清 タ ンパ ク結 合率 が高 い

ため に,薬 剤 の血 清蛋 白へ の吸 着 量がCZX等 よ り多 く薬

剤濃度 が血 清 添加 に よ りID5。以 下に な るた め と考 え られ

Fig. 8 Synergy of bactericidal effect between the serum complement and 50%

growth inhibitory concentrations of CTRX, CZX and CEZ

○20% human serum & 2% complement in L-broth

●L-broth only

()ID50
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Fig. 9 Scanning electronmicroscopy of

cultured mouse macrophages

phagocytizing E. coil NIHJ JC-2
cells in the absence of drugs

Fig. 10 Scanning electronmicroscopy

of cultured mouse macrophages

phagocytizing E. coli NIHJ
JC-2 cells in the presence of

MIC (0.05 sg/m1) of CTRX

Fig. 11 Scanning electronmicroscopy

of cultured mouse macrophages

phagocytizing E. coli NIHJ

JC-2 cells in the presence of

1/2MIC (0.025ƒÊg/m1) of

CTRX

る。しか し,生体 内では補体 量 も多 く(平均70u/ml),CTRX

の濃 度 も高 い うえ,ID50を 上 まわ る持続 時間 が 長いので,

この 試験管 内実験 の成 績だ けか ら,本 剤の生 体 内効果 を

評価 す るこ とはで きない。 しか し血清 蛋 白結 合率 以外の

条件 が同 一で あれば(実 際 には その よ うな例 は ないが},

結 合率の低 い薬 剤の 方が 補体 との協 力的殺 菌作 用は強い

理屈 に な るであろ う。

4.CTRXとMφ の協 力的 食菌殺 菌作 用

CTRXの1/2MIC存 在下 で も,filament化 した細胞は

Mφ に よ く食菌 され消 化 され る(Fig.9,10,11)。

III.考 察

抗菌 力の 面か ら考 える と,CTRXは す てに開 発 された

第三 世 代cephemに 比 べ,Ic型 お よびIIl(TEM)型 β-

lactamaseに や や安 定性 が低 いが,S. marcescensお よび

V. cboleraeの 作用点(PBP)に 村す る親和性 は他の もの

よ り高い ので,そ の点 で価値 あ る もの と考 え られ る。 ま

た血 清 タンパ ク質 との結 合率が 高い ため,補 体 との協 力

的殺 菌作 用は試 験管 内で 立証 て きなか った しか しsub

MIC存 在下 で もMφ とは良 好 な協 力的 食菌 作 用が認め

られ るの て,そ の生 体内 効果 も第一,第 二世 代cephem

に 比べ れ ば 良 好 と考 え られ る。 この薬 剤の最 大 の 特徴

は,生 体 内にお け る長い血 中半減 期 にあ るので,そ れ と

抗菌 力 と を考 えあ わせ る と,臨 床 的に は良 好な治療効 果

が得 られ る こ とが期待 され る。 しか し,血 清 タンパ ク質

との高 い結 合率 は,薬 物 がパ フ テ ン と して 薬 剤 ア レル

キー を誘 発す る危険性 もな し としないの て,こ の点 の詳

細 な研究 が望 まれ る。
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CEFTRIAXONE (Ro 13-9904), ITS STABILITY TO ƒÀ-LACTAMASES,

AFFINITIES TO PENICILLIN-BINDING PROTEINS (PBPs)

OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA, AND THE SYNERGY

WITH THE COMPLEMENT AND MOUSE CULTURED MACROPHAGES

TAKESHI YOKOTA, REIKO SEKIGUCHI and EIKO SUZUKI

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

A long-acting 3rd generation cephem antibiotic, ceftriaxone (CTRX, Ro 13-9904) was confirmed to be

stable against various types of 13-lactamases, except the type III (TEM) encoded by plasmids in gram-negative

bacilli and the type IC controlled by the chromosones of Proteus vulgaris, Pseudomonas cepacia, Bacteroides

fragilis etc., by which the antibiotic was hydrolysed in some extent.

CTRX was found to possess a high binding affinity to the penicillin-binding proteins (PBPs) IA, IB,

Ic and 3 fractions of Escherichia coli, Serratia marcescens and Vibrio cholerae, which have been under-

stood as essential cross-linking enzymes for the murein biosynthesis required for the cell-elongation. This

fact may indicate that the antibiotic is highly bactericidal. Since the antibiotic has a high binding capacity

to the serum proteins, it was difficult to demonstrate the synergy of the bactericidal effect with the serum

complement in vitro. However, cells of E. coli were well engulfed and digested bymouse cultured macro-

phages in the presence but not in the absence of sub MIC of this antibiotic.


