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Haemophilus influenzaeに 対 す る

Ceftriaxone(Ro 13-9904)の 抗 菌 作 用 に つ い て

生 方 公 子 ・野 々 口律 子 ・山 下 直 子 ・後 藤 朗 ・紺 野 昌 俊

帝 京 大学医学 部 臨床病 理

要 約

臨 床 分 離 のH.influenzaeに 対 す るceftriaxone(CTRX,Ro 13-9904)の 抗 菌 作 用 に つ い て 検 討

し,以 下 に 述 べ る成 績 を 得 た.

1)被 験 菌36株 のH.influenzaeに 対 す るCTRXのMICは,106cells/mlの 接 種 菌 量 で0.003

～0 .01μg/mlと,極 め て 優 れ た もの で あ っ た 。

2)ABPC耐 性 のTK-156株 に 対 して も,CTRXは0 .006μg/mlと 優 れ たMICを 示 した 。

3)ABPC耐 性 お よ び 感 性 株 に 対 す るCTRXの 作 用 は,殺 菌 的 な 作 用 で あ っ た 。

4)位 相 差顕 微 鏡 に よ る 形 態 変 化 の 観 察 で は,MIC附 近 か ら そ れ 以 上 の 濃 度 に お い て,著 しい 菌

のfilament化 が 認 め ら れ,時 間 の 経 過 と と も にfilament化 した 細 胞 か ら溶 菌 し て い く像 が 観 察 さ

れ た 。

5)H.influenzaeのPBPに 対 す るCTRXの 親 和 性 は,PBP3に 対 して 著 し く高 く,次 い で1

B,1Aの 順 に 高 か っ た 。

緒 言

Ceftriaxone(CTRX,Ro 13-9904)はRoche社 に お い て

開 発 され た セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質 で あ り,3位 の 側 鎖 に ト

リア ジ ン環 を 有 す る 化 学 構 造 上の 特 徴 を 有 し て い る 。 本

薬 は グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に 対 す る抗 菌 力 か 優 れ て い る とさ れ

るが,そ の 中 で もい わ ゆ る 古 典 的 な セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質

か 無 効 で あ っ たHaemophilus influenzae(H.influenzae)に

対 す る 抗 菌 力が 極 め て 優 れ て い る との 報 告 が 認 め ら れ

る1)。

本 邦 に お い て も,ampicillin(ABPC)に 耐 性 を 示 すH.

influenzaeの 分 離 は,私 達2)が 初 め て その 耐 性 機 構 を 解 析

した傾 か ら 散 見 され る よ う に な っ て き た が,そ れ ら の 菌

に 対し て は 有効 な筑 生 物 質 が 少 な い とい う縢 路 が あ っ

た 、 本 論 之で は,H.inflhenにaeに 対 す るCTRXの 抗 菌 作

用 を 調 べ る た め,従 未 奉 菌 に 対 すゐ 感 染 症 に 最 もよ く使

用 さ れ て い るABPCと,セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質 で もH.

influenzaeに 優 れ た 抗 菌 力 を 示 す と い う点 で そ の 先駆 け

とな つ たcefotiam(CTM)な ら び に 本 薬 と化 字 構 造 が 比

較 的 類 似 し て い るcefmenoxime(CMX)の3;薬 を 対 照 薬

と し,本 薬 の 抗 菌 力 や 経 時 的 役 菌 効 果 並 ひ に 菌 の 形態 に

お よぼ す 影 響,さ らに はpenicillin binding protein (PBP)

に 対 す る 親 和 性 に つ い て も検 討 した の で 報 告 す る

I.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

帝 京大学:医学 部附 属病院 ・中 央検 査部細 菌検 在室 にお

い て,臨 床検 査 材料・よ り分離 されたH .influenzae 36株 を

MIC測 定 の 対 象 とした.CTRXな らびに 比 較の 薬 剤 を

H.influenzaeに 作 用 させ た 際の 経時 的 殺 菌効 果 あ る い

は菌の 形態 変化 の観察 の ために は,化 膿性髄 膜 炎の 患 児

髄 液 中よ り分離 され たTK-447株(type b)と,急 性 気

道 感 染症 の 患 児の 咽 頭 よ り分 離 さ れ たABPC耐 性 の

TK-156株.(型 別不 能)を 用い た.

2.培 地

MIC測 定 に は,感 受 性測 定 用培地 にheminとnicoti-

namide adenine dinucleotide(NAD)を 最終 濃度 が 各々

20μg/mlお よび10μg/mlに な る よ うに 添 加 して使 用 し

た。経 時的 な殺 菌効 果 ならびに 菌の 形態 変化 を観 察す る

ため の培 地 には,感 受性brothにheminとNADを 上 記

と同 し割 合 に1川えて用 いた 。

3.使 用薬 剤

対照 薬 とし て 用 い たABPCは 万有 製 薬 株 式 会 社,

CTMとCMXは 武 田薬 品工 業株式 会 社 よ り分 与を受 け

た。

4.MICの 測定



VOL.32 S-7 CHEMOTHERAPY 33

Table 1 Antibacterial activity of CTRX,ABPC,CTM and CMX to H.influenzae

(No.of strain tested: 36 strains)

Medium:sensitivity test agar+Hemin 20μg/ml+NAD 10μg/ml

Inoculum size:One loopful of 106/ml of ovemight culture cells

チ ョ コ レー ト寒 天増は也に 塗 布 した 被 験 菌 は,heminヒ

NADを 加 え た2mlの 感 受 性brothに 鈎 菌 し,37℃ で 一

夜培 養 した 。翌 日 被 験 菌 は ヘ フ トン 水 で106cells/mlの レ

ベ ル ま で 希釈 し,薬 剤 を 含 有 させ た 感受 性 測 定 月1培 地 に

そ の1白 金 耳 を滴 下した 。 そ して,37℃,18時 間 培 養 後

に そのMICを 判 定 し た,

5.薬 剤 作 用 後 の 生 菌 数 の 測 定

1,000倍 に 希 釈 した 被 験 菌0.5mlを,上 述 した 感 受 性

broth 9mlに 植 え 継 き,2時 間 の 前 培 養 を 行 っ た 。 菌 数

か106cells/mlの レベ ル に 達 し た 時 点 で,被 験 抗 生 物 質 を

MIC,2倍 のMIC,あ る い は4倍 のMICに な る よ う に 添

加 し,37℃ の 恒 温 中 に て 静 置 培 養 し な が ら,3,6,9

お よ び24時 間 後 に 生 菌 数 を 測 定 し た

6.菌 の 形 態 変 化 の 観 察

各 々 の 被 験 薬 を 作 用 さ一せた 後 の 菌 の 形 態 変 化 は,位 相

差顕 微 鏡 を用 い て 観 察 し た 。位 相 差 顕 微 鏡 用 培 養 チ ャ ン

バ ー に ,2.項 に 記 した 感 受 性 培 地 を 無 菌 的 に シ ー ト し,

1時 間 程 室 温 に 放 置 して 寒 左 を 完 全 に 固 化 さ せ た 後,被

験 菌 を シ ー ドして 培 養 し,そ の 経 過 を 顕 微 鏡 下 で 観 察 し

た

7.Penicillin binding proteinに 対 す る親 和 性 の 検 討

H.influenzaeか ら抽lhし たPBPに 対 す るCTRXの

親 和性 の 測 定 は,SpRATT3)の 与法に 準 じ て 実 施 したH.

inflaenzacか ら の 膜 蛋 白 の 分 離 方 法 あ る い はBenzyl-

〔14C〕-penicillin G(14 C PCG)とCTRXと の 競 合 に 関

し て は,斉 藤41が 既 に 報告 し て い る 方法 に 従 っ た

II.結 果

1.薬 剤 感 受 性

H.influenzae 36株 に 対 す る 各 種 薬 荊 のMIC分 布 は,

Table 1に 示 した.CTRXのMIC分 布 は,表 の 最 上段 に

示 し た よ うに,被 験 菌 株 の す べ て か0.003～0.01μg/ml

のMICを 示 した か,そ の 分 布 はARPCやCTMのMIC

分し布 よ り もは るかに 優れ,さ らにH.influenzaeに 対 し

て は 版 め て 優 れ たMIC分 布 を 示 し て い たCMXよ り

ち.試 験管 でさ らに2本 程 度優 れ て い る とい う成 績 て

あ った しか もABPCに25μg/mlのMICを 示 す β-la-

ctamase産 生 株 のTK156株 に 対 し て も、CTRXは

0.006μgmlのMICを 示 して お り,ABPC感 性 菌 の そ

れ と変わ らない優 れた もの でしあ る こ とが 注 目 され た。

2.Ampicillin感 性 菌 お よび耐性 菌 に対 す る殺 菌効 果

使 用 菌株 の 項 で述 べ た よ うに,被 験 菌 株 の 中 か ら

ABPC感 性 のTK-447や 宋 と耐 性 のTK.156株 を 選 び,

CTRXと 対照 としたABPC,CTNIお よひCMXの 殺菌

作 用 を比較 したFig.1に はTK-447株 の成 績 を示 した

か,CTRXの 添 加では 図の 下段 に 承 した よ うに,MICて

あ る0.006μg/mlの 濃度 に お いて も,薬 劇添 加 後 生菌 数

は徐 々に 減 少 し,24時 間 後に は 生菌は ほ とん と認め られ

なくな った。一 方,対照 と したABPCとCMXで もMIC

値は 劣 る もの の湖IＣ の 薬 剤添 加でCTRXと ほぼ 同等

の生 菌数 の減 少傾 向 を示 した か,CTNIで は 薬剤添加 後

の 経時 的 な生 菌数の 滅 少は緩漫 てあ った。

AHPCに 耐 性 を示すTK-156株 に 対す る成績 はFig .2

に 承す這図の 上段 か比 較の3薬 剤,下 段 かCTRXの 成 績

であ る。本菌 はABPCに 耐性 てあ る こと か ら.CTRXに

つ い て は特 に種 々5り濃 度 での 生 菌 数 の変 動 を調 へ た

ABPC12.5μg/ml(1/2MIC)の 添 加で は,初 期 の3時 間

程 は菌 の発 育か抑 え ら君 る ものの,そ の頃 より比 較的 急

速に 菌の 増殖 か認 め られ たCTNIで は,ABPCに 較 へ

ては 菌の 発育 は 抑制 され る も うの,0.78μgmlのMIC

以上 の 薬 剤 添 加 で も非 常 に 緩慢 な生 菌 数の 減 少 しか の

られ す,24時 間 後に は む しろ菌数 の増増加傾 向 か認 め られ

た これ に比 し,CTRXとCNIXて は,MIC以 上 薬剖

の添 加 で24時 間 後に も生菌 数 の 上昇は 認 め られす ,103

cells ml程 度の 残 存 生菌 数てあ ったCTRXとCNIXの

比 較 では,殺 菌 効 果はほ ぼ同 等 と推測 され るか,CTRX
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Fig.1 Bacterlcidal actviity of CTRX, CMX, CTM
and ABPC to ABPC-sensitive H.influenzae

TK-447 strain

の 方 かMICの 優 れ て い る 分 た け 低 い 薬 剤 濃 度 で も生 菌

数 の 減 少 が 認 め ら れ る とい う結 果 で あ っ た 。な お,Fig.1

に 示 し たABPC感 性 菌 と の 比 較 で は,CTRXを 作 用 さ

せ た 場 合 で もABPCに 耐 性 で あ るTK-156株 の 方が24

時 間 後 に お け る残 存 生 菌 数 は10～100倍 多か っ た 。

3.各 種 薬 剤 を 作 用 させ た 際 の 菌 の 形 態 変 化

ABPC感 性 のTK-447株 にCTRX,CMXお よ び

ABPCの そ れ ぞ れ を,種 々 の 薬 剤 濃 度 で 作 用月させ た 際 の

菌 の 形 態 変化 は,位 相 差 顕 微 鏡 下でて3時 間 お よ ひ6時 間

後 に 観 察 し た,結 果 はFig.3に 示 す 。CTRXを 作 用 させ

る と,3時 間 後 に は 薬 副 無 添 加 の コ ン トロー ル(Fig.5

に 較 へ,12MIC以 上て 菌 の 著 しいfilamellt像 力 観 察 さ

れ,同 時 に また そ れ ら のfilament化 した 菌 か ら既 に 溶 菌

し て い る細 胞 も観 察 さわ た(Fig.6)。 薬 剤 作 用 後6時 間

に な る と,MIC以 上 の 濃 度 て は 視 野 の 大部 分 の 細 胞 か 溶

菌 し(Fig.7),filament化 した 細 胞 で 溶 菌 して い な い像

は,1/2MIC附 近 で み ら れ る の み で あ っ た 。な お,薬 剤 添

加3時 間 後(7)MIC附 近 に お け る 溶 菌 像 は,CMXよ り も

CTRXの 方か 若 干多 く認 め られ た か,AI3PCと の 比 較

で は,MIC以 上のABPCを 作 用 させ た 場 合 の 方 か あ ま

りfilament化 せ す に 溶 菌 し,ABPCの 方か や や 殺 菌 作

Fig.2 Bactericidal activlty of CTRX,CMX,CTM
and ABPC to ABPC-resistant H.influenzoe
TK-156 strain

用 の 強 い 印 象 を うけ た 。

ABPC耐 性 のTK-156株 に お け る 成 績 はFig .4に 示

した,,図 の 上 段 に はCTRX,下 段 に はCMXを 作 用 させ

た 際 の 成 績 を 示 し た か,本 菌 に 対 し てABPCを 作 用 さ

せ た 際 の 形 態 変 化 に つ い て は 既 に 詳 細 に 報 告5)し て い る

の て,こ こ で は 省略 し た。CTRXを 作 用 させ た 後3時 間

目 の 観 察 で は,本 菌 のMICで あ る0.006μg/mlか ら1 .56

μg/mlま で の 幅 広 い 薬 剤 濃 度 に お い て,著 し く長 いfila-

ment像 が 観 察 され た(Fig.8,9) ,こ の よ うなfilament

像 はCMXの0.02μg/ml以 上て も 同 し よ う に 観 察 さ れ

た,な お,本 菌 で はABPC感 性 菌 に 較 べ る と薬 剤 作 用 後

3時 間 目 に お い て は 一 視 野 あ た りの 溶 菌 像 か や や 少 な

か っ た か,6時 間 後 に はCTRX ,CMXの 両 薬 剤 と もに,

MIC以Lでfilament化 した 細 胞 か ら の 溶 菌 像 が 多数 観

察 さ れ た(Fig.10)。

4.Penicillin bindmg proteinに 対 す る親 和 性

TK-447株 か ら分 離 し たPRPに 対 す るCTRXの 親 和

性 を,14C-PCGと の 競 合実 験 に よ り測 定 し た 。得 ら れ た

結 果 はFig。11に 示 した か,H.influenzaeのPBPは 既

に 斉 藤 のが 報 告 して い る よ うに,分 子量 の 大 きい 方 か ら
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Fig. 3 Morphological changes of H.influenzae TK-447 strain (ABPC-scnsitive strain)

Fig.4 Morphological changes of H.influeuzae TK-156 strain(ABPC-resistant strain)

Medium: Sensldvlty test agar+ Hemin 20μg/ml+ NAD 10μgml

Inoculum size: One loopful of 108ml
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Fig. 5 Untreated H. influenzae (Control)

Fig. 6 TK-447 strain, CTRX 0.006 ƒÊg/ml, 3 hr

Fig. 7 TK-447 strain, CTRX 0.006 ƒÊg/ml, 6 hr

Fig. 8 TK-156 strain, CTRX 0.006 ƒÊg/ml, 3 hr

Fig. 9 TK-156 strain, CTRX 0.1 ƒÊg/ml, 3 hr

Fig. 10 TK-156 strain, CTRX 0.006 ƒÊg/ml, 6 hr
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Fig.11 Competition of CTRX with 14 C-penicil-
lin G for penicillin binding proteins from
H.influenzae TK-447.strain

E.coliの1A,1B,2,3に 相 当す るバ ン ドが存在 し,

分 子量 の小 さ い部 分 の 薄 い バ ン ドと濃 い バ ン ドがE.

60liの4,5,6に 相 当す る。CTRXは 写 真か らも明 ら

か なよ うに,PBP3(複 数 のバ ン ドと推定)に 対 して最

も強 い親和性 を有 し,次 いで1B,1Aの 順 に親 和性 が

強か った。PBP2お よびE. coliの4,5,6の いず れ

かに相 当す る と思 わ れ る2本 の バ ン ドに は ほ とん ど親

和性 の ないこ とが観 察 され た。

III.考 察

ABPCに 耐性 を示すH.influenzaeは,本 邦に お いて

も私達 の 報告2)を始 め と して,そ の 後 い くつ か 散 見 され

る。従来,H.influenzae感 染症 に対 しては,ABPCが 第

1選 択 の薬剤 として専 ら使 用 され て きた が,耐 性菌 が出

現す るに及び,そ れ らの 耐性 菌に対 してはchloramphe-

nicol(CP)し か適 応抗 生剤 が ない とい う隆路 が生 じて き

た。加 えて,最 近 で はCPに も耐 性 を示す 菌の 出現 が報

告61され始 めて きて い る とい う現 実 もあ る。一方,ABPC

に感受 性 を有す るH.influenzaeで さえ も,本 菌 そ の も

のの特 性 と して,ABPCを 始め とす るベ ニ シ リン系抗 生

物 質 を作 用 させ る と,MIC以 上 の 濃 度 で細 胞 はfila-

ment化 ある いはspheroplast化 す る ものの,容 易に は溶

菌 し難 い とい う現 象 が あ る こ と も明 ら か に され て き

た7,8)。

そ う した中 で,従 来H.inflluenzaeに 対 す る抗菌 力 が

劣る とされ て いたセ フ ェム系薬 剤の 中に,H.influezae

に対 して も優 れ た抗 菌力 を示 す 薬 剤が開 発 され て きた。

その端 緒 とな ったの はCTMで あ ったが,ABPC耐 性菌

に も良好 な抗 菌 力 を示 す よ うに な った とは い え,私 達が

かつ て 行 った検 討 で は そ の作 用 は む しろ静 菌 的 で あ っ

た.そ の理 山は,CTMは Ｈ.ifluenzaeの β-lactamase

に 対 して比 較的 抵抗性 を有 してい る とは い う ものの,恐

ら く菌体 内 に取 り込 まれ たCTMが 細 胞 問 隙 に 存 石 す

る β-lactamaseに よって 徐 々に 分解 され る ため で あ る

と推 川 され た.そ の後,次 々 と開 発 され たい わゆ る塘 孤

世代の セ フェム 系薬 剤 と呼 ばれ る もの の 多くは,多 少の

相違 は あ る もの の,β-lactamaseに 対 す る強 い 抵 抗 性

と,優 れた外 膜透過 性 を右 し,腸 内細 菌のみ な らず,ブ

ドウ糖 非醗酵 グラム陰性 桿 菌か らH.inuenzaに 至 る

まで,幅 広 い 菌種に 対 して抗 菌 力を小す とい う特 徴 を有

す るよ うに な った.

CTRXも その よ うな 第 三世 代の セ フ ェム 系薬 剤 の ひ

とつ であ るが,こ こ で述 べ た よ うにH.influenzAeに 対

して0.003～0.01μg/mlと い う優 れた抗 菌力 を 示 し,し

か もABPC耐 性 菌 に 対 して も感性 菌 の場 合 と同 様 の抗

菌 力 を示 す とい う特 徴 が 認 め ら れ た 、この 事 実 は,

ABPC耐 性 のH.influeに 対 してCTRXがMIC以

上 の濃度 で殺 菌的 な作用 を示 した こ と,位 相 差顕 微鏡 下

での菌 の 形 態 変化 の 観察 で溶 菌像 か 多数認 め られ た こ

とで も裏付け られ た.な お,被 験 菌にCTRXを 作 川 させ

る と,MIC附 近 か らそれ以 上 の 薬 剤濃 度 で,菌 はfila-

ment化 してか ら溶 菌に 至 るが,そ の 原 因の ひ とつ に先

に 述べ たPBP3に 対す る親和性 の強 さが 考え られ た.こ

の 現 象はCTRXの み な らず第 三世 代の セ フ ェム系 薬剤

の ひ とつ の特 質で あ ると考え られ るか,い ず れに して も

上述 したよ うな薬剤 の特徴 を考慮 して,H.influezzae感

染症 に使 用すれ ば,ABPC耐 性 の菌 に 対 して も充分 に そ

の効 力 を発揮す る もの と思 われ る.
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THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CEFTRIAXONE (Ro 13-9904)

AGAINST HAEMOPHIL US INFLUENZAE

KIMIKO UBUKATA,RITSUKO NONOGUCHI,NAOKO YAMASHITA,
AKIRA GOTOH and MASATOSHI KONNO

Department of Clinical Pharmacology,Teikyo University,School of Medicine

Ceftriaxone(CTRX,Ro 13-9904) was investigated about its antibacterial activity against clinical isolates

of H.influenzae and the following results were obtained.

1.CTRX showed an excellent activity against 36 strains of H.influenzae with an MIC value ranging

between 0.003 and 0.01 ƒÊg/ml.The inoculum size was 106 bacterial cells/ml.

2.CTRX showed an excellent MIC of 0.006 ƒÊg/ml against TK-156 strain,which is resistant to ABPC.

3.The activity of CTRX was proved to be bactericidal whether the strains were resistant or sensitive to

ABPC.

4.Morphological observation by phasecontrast microscopy indicated a marked filamentation of bac-

terial cells at a concentration of CTRX around the MIC level and above. It was noted that filamented cells

lysed gradually.

5.The affinity of CTRX to PBPs of H.influenzae was by far highest affinity to PBP3,secondly to 1B

and last to 1A.


