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Azthreonam(SQ26,776)の 抗 菌 力,β-lactamase安 定 性

お よ び 補 体 と 白 血 球 との 協 力 的 殺 菌 作 用

横 田 健 ・吉 田 玲 子 ・鈴 木 映 子

順天堂大学医学部細菌学教室

Azthreonamは,全 合成 され た初 のmonobactam系 抗 生 物 質 で あ る。 グ ラム陽 性 菌 に対 す る抗

菌 力 は 弱 いが,Ecoli,K.pneumoniae,Proteus属 各 菌 種,C.fremdii,S.marcescens,お よ

びH.influenzaeに は,oxim型 第3世 代cephem系 抗 生 物 質 に優 る と も劣 らぬ 力 を示 す こ とが

実験 的 に 明 らか に され た 。Paeruginosaに は,CFSと 同 程 度 の 強 い抗 菌 力 を示 す が,PcePacia

やPmaltophiliaに は 中 等 度 の力 を示 す に す ぎな い 。

Azthreonamは,E,coliな どのPBP3と1Aに 親 和 性 が 強 い の で,sub MICで は 菌 がfilament

化 す る が,生 体 内 では 補 体 や 白 血球 との協 力的 殺 菌 作 用 が 著 明 な の で,生 体 内 で の 良好 な効 果 が期

待 され た。 グ ラム陽 性 菌 との 混 合感 染 の場 合 に は,Azthreonamと の 間 で 明 らか な協 力作 用 を示 す 。

半 合成 狭 域 ペ ニ シ リ ンす なわ ちMCIPCやMFIPCと の 併 用 が 有 用 で あ ろ う。

Azthreonamは,全 合 成 され た初 のmonobactam系

抗 生 物質 で あ る。 グ ラ ム 陰 性菌 には 強 い抗 菌 力 を 示 す

が,グ ラム陽 性 菌 に は 作 用 が 弱 い といわ れ る。 本 剤 の く

わ しい抗 菌 力 を各 種 細 菌 の臨 床 分 離 株,β-lactamase産

生 株 な どを 用 い て検 討 した 。 また β-lactam系 抗 生 物 質

は 細 胞壁 合 成 阻 害 剤 であ り,菌 の 表 面構 造 に影 響 を与 え

るた め,生 体 の大 きな感 染 防 御 因 子 で あ る補 体 の殺 菌 力

を 強 く受 け る よ うに 菌 を変 化 させ た り,マ ク ロフ ァー ジ

(Mφ)や 多 形核 白血 球(PMN)に 容 易 に 食菌,殺 菌 さ

れ る よ うに菌 に影 響 を与 え る こ とが 知 られ てい る ので,

Azthreonamと これ ら生 体 感 染 防 御 因子 との協 力 の度 合

い を 他 の β-lactam系 抗 生 物 質 と比 較 した。

I.材 料 お よび 方法

1.各 種 細 菌 臨 床 分 離 株 に対 す るMICの 測 定

順 天 堂 大 学 付 属 病 院 中 央 検 査室 か ら分 与 され た,新 鮮

臨 床 分 離 のE.coli47株,K.pneumoniae45株,P

mirabili350株,P.vuJgaris 41株,Pmorganii54

株,Prettgeri30株,C.frendii48株,S.mamscens

50株,E.cloacae45株.P.aeruginosa50株,P.cepacia

45株,Pmaltophilia29株,A.calcoaceticus50株

お よびH.influenzae36株 を 使 用 し た。 ま たEcoli

CS2に52種 類 のR(bla)を 伝 達 し た,Ampicillin

(ABPC)高 度 耐 性 株 に対 す るMICも 検 討 した 。MIC

の 測 定 は,日 本 化 学 療 法 学 会 法(平 板 希 釈 法)に 従 い,

106/mlの 菌 浮 遊 液 を ミク ロプ ラ ン タ ー で ス ポ ッ トす る

方 法 を と った。

2.β-1actamaseに 対 す る安 定 性 の 検 討

200m1のL-broth中 に,37℃ で 振 盈 培 養 した対 数

増 殖 期 の 菌 を 冷 却 遠 心 機 で 集 め,洗 浄後,0.01Mの リ

ン酸 緩 衝 液5mlに 再 浮 遊 し,10kcの 音 波 破 細 機 で 氷

冷 しなが ら30秒4回 処 理 した 。6,000×9,30分,お

よび105,000×g,30分 の 遠 心 に よ り得 られ た菌 体 抽 出

液 を粗 酵 素 と して 使1)。Richmond分 類Ia,Ic,

IIb,III=TEM,IV,お よびV=OXA型 β-1actamase

のsourceと し て,E. cloacae Nek39,P.vulgaris

33,P.mirabilis JY10,E.ooli CS2(RK1),K.

pmumoniae42,お よびE.coliCS2(RE45)を 使 用

した。

Vmaxの 測 定 はmacroiodo法2)に よ り,Ki値 はpH

指 示 薬 を 使 用 す るacidimetry法 に よ った3)。

3.各 種 細 菌 ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(PBP)へ のAz-

threonamの 親 和 性 の検 討

E.coli,Smarcescensお よびA.calcoaceticusの

PBP各 画 分 に対 す る結 合 親 和 性 は,SPRATTの 方 法4)

に よ り行 な った。 す な わ ち200m1のL-broth中 に

37。Cで 振 盗 培 養 した,対 数 増 殖 期 のEIcoliNIHJJC-

2な どの 細胞 を洗 浄後,0.01Mリ ン酸 緩 衝 液8ml中

に 再 浮 遊 し,氷 冷 しな が ら10kcの 音 波 破 細 機 で30秒

ず つ10回 処 理 した。105,000×9,30分 の 超 遠 心 で膜

画 分 を 集 め,0.01M MgC12加0.05Mリ ン酸 緩 衝 液

中 に,蛋 白 量 が15mg/mlに な る よ うに再 浮 遊 した 。

Azthreonamの 結 合親 和 性 は14C-PCGと の 競 合 結 合 か

ら調 べ た5)。

4.AzthreonamのE.coliお よ びP.aeruginosa

に 対 す る 殺菌 力 の検 討

E.coli NIHJ JC-2,ま た はPaeruginosa 18 Sの
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L-broth,37℃ 一 夜振 盪 培 養 液 を104/mlに な る よ うに

L-brothで 希 釈 した。 薬 剤 無 添 加,Azthreonam 1/4～8

MICま た は,Cefoperazone (CPZ) 1/4～8MIC添 加

の試 験 管 を作 り,37℃ で 振 盪 培 養 を 続 け な が ら,1～7

時 間 目に そ の 一 部 を 取 り寒 天 平 板 法 で 生 菌 数 を 測 定 し

て,両 薬 剤 の 殺 菌 力 を 比 較 した 。

5.補 体 お よびMφ とAzthreonamの 協 力 的 殺 菌

効 果 の検 討

E.coli NIHJ JC-2,ま たはP.aeru8inosa 18Sの

L-broth,37℃ 一 夜 振 盪 培 養 液 をL-brothで 希 釈 し,

105/mlの 菌 浮遊 液 を 作 った。 薬 剤 無 添 加 ヒ ト非 働 化 血

清20%お よび モル モ ッ ト補 体0.75 unit (E.coli)ま

た は,10 unit (P.aeruginosa)加,Azthreonam50%

発 育 阻止 濃 度(0.07μ9/m1=E.coli; 10.5μg/ml=P

aeruginosa)加,お よび 血 清,補 体,Azthreonam全

部 を加 え た試 験 管 を そ れ ぞ れ 作 り,37℃ で 振 盪 培 養 を

続 け な が ら1～24時 間 目に そ の 一 部 を 取 り,生 菌 数 計

算 に よ って単 独 ま たは 協 力 的 殺 菌 作 用 を 比 較 した 。 対 照

薬 と して,CPZ,Ceftazidime(CAZ)お よびLetamoxef

(LMOX)に つ い て も同 様 の 実 験 を 行 な った 〇

白血 球 とAzthreonamと の 協 力 的 食 菌 殺 菌 作 用 は マ

ウス培 養Mφ を使 用 して 行 な った 。 す な わ ちIcR♂ マ

ウス腹 腔 内 を10%fetal calf serum加MCDB103培

地5mlで 洗 浄 して 正 常Mφ を 集 め 洗 浄 後.カ バ ース

リップ を沈 め たFalcon multi dishの 各wellに 約104

cellsず つ接 種 した。37℃,5% CO2存 在 下 で 一 夜 培 養

し,浮 遊 細 胞 を 除 い た 後,L-CM(conditioned of medi-

um L 929)20%を 添 加 した1 mlのMCDB 103培 地

を各wellに 加 え,Mφ を 活 性 化 後 一 夜 培 養 したE.coli

NIHJ JC-2をMφ の50培 量(5×105ce11s/well)接

種 した。 同 時 に 一 部 の 区 画 に は1～1/4MICのAZ-

threonamを 添 加 し培 養 した 。薬 剤 添 加 後4時 間 目に カ

バ ー ス リ ッ プ を 取 り出 し,Saline Gで 軽 く洗 浄後,

metanol固 定 し ギ ム ザ 染 色 で 光 顕 像 を ,2%-glutal

aldehyde固 定,白 金 パ ラジ ウム蒸 着 で走 査 電 顕 観 察 を

行 な った6)。

6.AzthreonamとFlucloxacillinの 協 力 作 用 の検 討

Azthreonamは グ ラム陽 性 菌 に協 力 作用 が 弱 い の で ,

グ ラ ム陽 性 菌 専用 の 狭域 β-lactamase抵 抗 性penicillin

で あ る,Flucloxacillin (MFIPC)ま た はCloxacillin

(MCIPC)と の 協 力 作 用 を チ ェ ッカ ー ボ ー ド法 で検 討 し

た 。 す な わ ち,L-broth 5mlにAzthreonam0～800

μg/mlお よび,MCIPCま た はMFIPCを0～800μg/

ml加 え た試 験 管 群 に,S.aureus 209Pま た はE.coli

NIHJ JC-2を1×105/ml接 種 し,37℃ 一 夜 振 盪 培 養

後 濁 度 か ら増 殖 の 有 無 を 判 定 した 。

II.成 績

1.臨 床 分 離 株 に対 す る抗 菌 力

Fig.1お よび2の よ うにAzthreonamはE.coliお

よびK.pneumoniaeに はCAZ,CPZな どよ り強 い抗

菌 力 を 示 し,Cefotaxime(CTX)と 同等 ま た は やや 劣

る結 果 であ っ た。 ま たFig.3,4,5お よ び6に 示 す よ う

に,AzthreonamのProtms属 に 対 す る抗 菌 力 は 極 め

て 強 く,対 照 薬 す べ て よ り優 って い た.C.freundiiお

よびS.marcescensに 対 しては,ほ ぼCTXと 同 等 で,

S.marcescensでCAZよ り若 干 中 等 度 耐 性 株 が 多 か っ

た(Fig.7,8)。E.cloacaeに はCTXやCAZに 近 い

成 績 で あ るが,Fig.9の とお り感 受 性 株 に 対 す る抗 菌 力

はAzthreonamが 最 も強 い 。

P.aeru8ino3aに 対 す る抗 菌 力 は ,Fig.10の よ うに,

CPZに は優 る がCAZに は 劣 る 。P.cepaciaに 対 して

Fig. 1 Sensitivity distribution of 47 clinical
isolates of E. coli to various P-lactam
antibiotics

Fig. 2 Sensitivity distribution of 45 clinical
isolates of K. pneumoniae to various

P-lactam antibiotics
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Fig. 3 Sensitivity distribution of 50 clinical

isolates of P. mirabilis to various jS-

lactam antibiotics

Fig. 4 Sensitivity distribution of 41 clinical

isolates of P. vulgaris to various ƒÀ-

lactam antibiotics

Fig. 5 Sensitivity distribution of 54 clinical

isolates of P. morganii to various-

lactam antibiotics

Fig. 6 Sensitivity distribution of 30 clinical

isolates of P. rettgeri to various ƒÀ-

lactam antibiotics

Fig. 7 Sensitivity distribution of 48 clinical
isolates of C. freundii to various j3-
lactam antibiotics

Fig. 8 Sensitivity distribution of 50 clinical
isolates of S. marcescens to various

P-lactam antibiotics
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Fig. 9 Sensitivity distribution of 45 clinical

isolates of E. cloacae to various ƒÀ-

lactam antibiotics

Fig. 10 Sensitivity distribution of 50 clinical

isolates of P. aeruginosa to various

β-lactam antibiotics

Fig. 11 Sensitivity distribution of 45 clinical
isolates of P. cepacia to various 13-
lactam antibiotics

Fig. 12 Sensitivity distribution of 29 clinical

isolates of P. maltophilia to various

β-lactam antibiotics

Fig. 13 Sensitivity distribution of 50 clinical

isolates of A. calcoaceticus to various

β-lactam antibiotics

Fig. 14 Sensitivity distribution of 36 clinical
isolates of H. influenzae to various

β-lactam antibiotics
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Fig. 15 Relative hydrolysis ratios of various P-lactam antibiotics by penicillinase-
type p-lactamases produced by gram-negative bacteria

Fig. 16 Relative hydrolysis ratios of various /3-lactam antibiotics by cephalo-
sporinase-type 13-lactamases produced by gram-negative bacteria

Fig. 17 Sensitivity distribution of 52 substrains
of E. coli CS 2 carrying various R (bla)

plasmids to Azthreonam and various
cephem antibiotics

は,中 等度 の抗 菌 力 を 示 す に す ぎ な か った(Fig,11)。

Pmaltophiliaお よびA.caJcoaceticusに 対 す るAz-

threonamの 抗 菌 力 は 弱 く,CAZよ りか な り劣 って い

た(Fi312,13)。H.inflzuenzaeに 対 し て は,Fig14

の よ うにABPC耐 性 株 を含 め てAzthreonamは 強 い

抗 菌 力 を示 す がCTXに は劣 る。

2.β-lactamaseに 対 す る安 定 性

Azthreonamは 弱毒 グ ラ ム 陰 性 桿 菌 が 染 色 体 性 にこ作

る,cephalosporinase(CEPase)型 のIaお よびIc型

β-lactamase,Rプ ラ ス ミ ドに よ るIII=TEM,V=OX

AやPmirabilis,r(.pneumoniaeが 染 色 体 性 に産 生

す るIIお よびIV型 な どのpenicillinase(PCase)型 β-

lactamaseす べ てに 高 い 安 定 性 を 示 し,Fig15お よび

16の よ うにご全 く加 水 分 解 され な い 。 した が ってFig17

の よ うに52種 類 のR(bla)プ ラ ス ミ ドを 伝 達 した

EcoliCS2の 亜 株 に はR-菌 と同 等 の 強 い 抗菌 力 を示

した 。

AzthreonamのKi値 は,Table1の よ うにla型

CEPaseに は 小 さ く,結 合親 和 性 は高 いが ,Ic型 には

か な り低 い親 和 性 を もち,II,III,IVお よびV型 β-

lactamaseに はKi値 は極 め て大 き く事 実 上 ほ と ん ど

結 合 しな い。 した が っ て,Rプ ラ ス ミ ドを 保 有 す る菌 の
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Table 1 Kt values of Azthreonam to various types

of ƒÀ-lactamase produced by gram-negative

bacteria

Fig. 18 Competition of Azthreonam to th

penicillin-binding proteins of E. coli.

The membrane fraction was pret-

reated with indicated amounts of

Azthreonam at 30•Ž for 10 min.,

followed by the addition of 14C-PCG

at 30•Ž for further 10 min.

Azthreonam

E.coli NIHJ JC-2

β-lactamaseに は 加 水 分 解 も され ず,結 合 親 和 性 に よ る

耐 性 もほ とん ど出 な い の で,Rプ ラ ス ミ ドの 有 無 はAz-

threonam感 受 性 に影 響 しな い と考 え られ る。 結 合 親 和

性 に よ る耐 性 株 出 現 の 心 配 は,Ia型 酵 素 を 大 量 に 生 産

す るEnterobacterな どに 限 られ るで あろ う。

3.AzthreonamのPBPに 対 す る結 合 親 和 性

Azthreonamは,E.coliのPBPに 対 しFig.18の

とお り,低 濃 度 で1Aお よび3に,や や 濃 度 が 高 くな る

と1Bに 結 合 す る。S.marcescensお よ びA.calco-

aceticusのPBP(Fig.19)に は,低 濃 度 で3に,25

μg/mlの 中 濃 度 で は す べ て の画 分 に親 和 性 を 示 す 。

以上 の結 果 か ら,sub MICのAzthreonam存 在 下

で培 養 され た菌 はfilament化 が 著 しい と考 え られ るが,

これ は実 際 の観 察 結 果 に よ く合 う。

Fig. 19 Competition of Azthreonam to the

penicillin-binding proteins of S.

marcescens and A. calcoaceticus. The

membrane fractions were pretreated

by indicated amounts of Azthreonam

at 30•Ž for 10 min., followed by the

addition of 14C-PCG at 30•Ž for 10 min.

Azthreonam

S.marcescens 13 Acinetobacter5

Fig. 20 Bactericidal effect of Azthreonam and Cefoperazone on E. coli NIHJ JC-2
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Fig. 21 Bactericidal effect of Azthreonam and Cefoperazone on P. aeruginosa 18 S

Fig. 22 Synergy of bactericidal effects between the complement and sub-MIC

cephem antibiotics or Azthreonam

Fig. 23 Light-microscopy of mouse cultured macrophages phagocytizing the
cells of E. coli NIHJ JC-2 in the presence of 1/8 MIC of Azthreonam
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4.Azthreonamの 殺 菌 力 の 検 討

Azthreonamは,Fig.20お よび21に 示 す とお り,

E.coliお よびP.aeruginosaに 対 し,sub MICで は

殺 菌 力 は 弱 い が4MIC以 上 に な る とCPZと 同 程 度 の

殺 菌 力 を 示 す。

5.補 体 お よびMφ とAzthreonamの 協 力 的 殺 菌

作 用

E.coli NIHJ JC-2に 対 し,Fig.22の よ うに,Az-

threonamの50%発 育 阻 止濃 度(ID50)存 在 下 で は,

補 体 との 間 に協 力 的殺 菌 作用 が 認 め られ る。 そ の度 合 い

は,LMOXよ り若 干 劣 る がCAZよ り強 い 。 ち な み に

CPZは,ヒ トの血 清蛋 白 に対 す る結 合 率 が高 い た め,

補 体 の 存 在 に よ り他 の もの とは逆 に殺 菌 力 が 低 下 す る。

sub MICのAzthreonam存 在 下 で培 養 され た菌 は,

filament化 す る が,培 養Mφ に よ く食 菌 消 化 され る。

1/8MICのAzthreonamで もMφ が存 在 す れ ば 治療

効 果 が 期 待 で きる こ とを示 唆 す る成 績 がFig.23の 光 顕

像 で も,Fig.24の 電 顕像 で も観 察 され た。

6.Azthreonamと 狭 域 半 合 成 ペ ニ シ リ ン との協 力 作

用

Azthreonamは,PCaseに 抵 抗 性 の狭 域 半 合 成 ペ ニ

シ リンで あ るMCIPCま た はMFIPCと 組 み合 わ せ る

と,Fig.25の よ うにS.aureusに 対 して もE.coliに

対 して も相 当程 度 の協 力 作 用 が 認 め ら れ る。S.aureUS

お よびE.colUこ 対 す るMCIPCと の 間 のFICindex

Fig. 24 Electron-microscopy of mouse cultured
macrophages phagocytizing the cells of
E. coli NIHJ JC-2 in the presence of
1/8 MIC of Azthreonam

Fig. 25 Synergy of Azthreonam with cloxacillin and flucloxacillin

S.aureus 209P

E.coli NIHJ JC-2
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は それ ぞれ,0.75お よび0.38で あ った。

III.お わ り に

Azthreonamは,グ ラ ム陽 性 菌 に は 作用 は弱 いが,グ

ラム 陰性 菌 で は 緑 膿 菌 を 含 め 強 い 抗 菌 力 を 示 す 。 特 に

Proteus属,Citrobacter属,Serratia属,H.influemnzae

な どに は第3世 代cephemに 優 る と も劣 ら な い抗 菌 力

を も ち,P.aeruginosaに はCPZに 優 りCFSと 同 程

度 の力 を もつ 。

各 種細 菌 の産 生 す る β-lactamaseに は,CEPase型

で あ って も,PCase型 で あ って も全 く加 水 分 解 を 受 け

な い うえ,Ic型 以 外 の 酵 素 に は結 合 親 和 性 も低 い の で,

耐 性 菌 はBnterobacterな ど,こ の酵 素 を多 量 に 作 る-菌

種 以外 では 出に くい で あ ろ う。

Azthreonamは,E.coli, S.marcescens,A.calco-

aceticusな どのPBP3お よび1Aに 高 い 親 和性 を1Bs

に 中等 度 の親 和 性 を 示 す 。 菌 はsubMICのAzthreo-

nam存 在 下 で 培 養 され る とmament化 す る が,MIC

を若 干上 回 る濃 度 で 殺 菌 が み られ る。

Azthreonamの 特 微 の 一 つ は,生 体 の 感 染 防 御 因 子 と

の協 力 が 良 好 な こ とで あ る。 す なわ ち殺 菌 力 を 示 さな い

程 度 の 補 体 と,ID50のAzthreonamを 組 み 合 わ せ る と,

E.coliで もP.aeruginosaで も協 力 的 殺 菌 作 用 が み ら

れ る。 特 に 他 の 薬 剤 で は補 体 との 協 力 的 殺 菌 作 用 が 出 に

くいP.aeruginosaで それ が認 め られ た こ とは,将 来

の 臨 床 応 用 に どの よ うに反 映 す るか 興 味 深 い 。

以 上 の とお り。Azthreonamは グ ラ ム陰 性 菌 に よる感

染 症 に は 有 用性 が 高 いが,グ ラ ム陽 性 菌 に 作 用 が 弱 い た

め,両 者の混合感染の場合 には,な ん らか の対策が必要

であ る。AzthreonamとMCIPCやMFIPCを 組み合

わせ ると,協 力作用 がみ られ るので,グ ラム陽性,陰 性

菌の混合感染菌 には,こ の ような併用療法 が有用 であろ

う。
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AZTHREONAM: ITS ANTIBACTERIAL ACTIVITY,

STABILITY TO 8-LACTAMASES, AND THE SYNERGY

OF BACTERICIDAL EFFECT WITH THE

COMPLEMENT, AND MOUSE CULTURED MACROPHAGES

TAKESHI YOKOTA, REIKO YOSHIDA and EIKO SUZUKI

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

Azthreonam is the first synthetic monobactam. The activity of Azthreonam to gram-positive
bacteria was weak, although it manifested higher or same growth inhibitory effect on E. coli, K.

pneumoniae, every species of genus Proteus, C. freundii, S. marcescens and H. in fluenzae than 3 rd
generation oxime-type cephem antibiotics. Azthreonam showed antipseudomonal activity as strong
as cefsulodin to P. aeruginosa, the activity, however, was moderate to P. cepacia and P. maltophilia.

Since Azthreonam possessed a high binding affinity to the penicillinbinding protein (PBP) 3 and lA
of E. coli, S. marcescens etc., bacterial filamentaous cells were induced in vitro in the presence of this
drug. Azthreonam, however, was expected marked bactericidal activity in vivo because of its synergy
of bactericidal effect with the serum complement and macrophages.

In cases of mixed infections by gram-positive and gram-negative bacteria, combination of Azthreonam
and semisynthetic jS-lactamase-tolerant penicillins, i. e. cloxacillin, flucloxacillin etc., was recommended
because of their mutual compensation of antibacterial spectra.


