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Azthreonam(SQ26,776),新 単 環 性 β-ラ ク タ ム 抗 生 物 質 のin vitro

お よびinvivo抗 菌 作 用 に つ い て
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Azthreonam(AZT)は,グ ラ ム陰 性 菌 に 強 い 抗 菌 力 を 示 す全 合成 さ れ た 単環 性 β-1actam抗 生

物質 で あ る。AZTは,EscHerioHiacoli,Klebsiellapneumoniaeお よびProteusmirabilisを

は じめ とす る腸 内細 菌 群 やHaemopmusinfluemae,Psmdommas aeruginosaな ど,グ ラ ム

陰 性桿 菌 に強 い抗 菌 力 を示 し,グ ラ ム陽 性菌,嫌 気性 菌 に は 弱 い か ほ とん ど抗 菌 力 を示 さ なか った 。

AZTの 臨床 分 離 株 に対 す る106CFU/ml菌 液 接 種 時 のMIC50は,Proteusmirabilis,Proteus

morgmii,Proteusvulgaris,Protmsmttgeri,.Proteusincoknstansで1ま0.005～0.015μg/

ml,Ecoli,K.pneumoniaeで は それ ぞれ0.04,0.03μg/mlを 示 した 。 また,Klebsnllaoκytoca

に は0.07μg/ml,Citrobacterfremdii0.12μg/ml,Enterobactercloacae0.11μg/ml,5er-

ratiamarcesoensに0.31μg/mlを 示 した。Paeruginosaに 対 して は4.88μg/mlを 示 し

Cefsulodinと ほ ぼ 同 等 で あ った 。Einfluen2aeに 対 してはLatamoxefと 同 等 で,0.043μg/ml

であ った 。

AZTの 抗 菌 力 は 培 地 種 類,培 地PH,血 清 添 加 で は 影 響 を 受 け な か った が ,接 種 菌 量 を上 げ る と

若 干 低 下 した 。 また 他 剤 との 併 用 で は 相 乗 効 果 や 抗 菌 ス ペ ク トラム的 に相 補 的 な作 用 は認 め られ た

が,拮 抗 作 用 は 認 め られ な か った 。

AZTは 各種 β-1actamaseに 対 して極 め て安 定 で あ っ たが,II型(OXA1)penicillinase,Koxyto-

caお よびPsmdomonascepaciaの 産 生 す る β-1actamaseに よ って 僅 か に 加 水 分 解 され た 。

Paeruginosa腹 腔 内感 染 マ ウス にお け るAZTの 防 禦 効 果 はCAZよ り劣 った が,CPZよ り優

れ て い た。 まmKpneumoniae気 道 感 染 マ ウス,Pmirabilis尿 路 感 染 マ ウス,お よび ラ ッ トの

Paeruginosaグ ラニ ュ ロー マ ポ ー チ 内感 染 にお いて も優 れ た 治 療 効 果 を 示 した 。

Azthreonam(AZT)は 米 国 ス ク イ ブ社 で 開 発 されm

monobactam系 抗 生 物 質1)(細 菌 の 産 生 す る単 環 性 β-

1actam抗 生 物 質)で,化 学 名 は(-)-2-[(Z)-[[1-(2-

amino-4-thiazoly1)-2-[((2S,3S))-2-methy1-4-oxo-1

-sulfo-3-azetidiny1)amino]-2-oxoethylidene]amino]

oxy]-2-methylprOpionicacidで あ る。 構 造 的 特 徴 は

単環 性 β-1actamの1位 にsulfo-nicacidを また2位

にmethyl基 を有 す る こ とで あ り,L-threoni捻eを 出 発

物質 と して全 合 成 されmも の で あ る。

今 回我 々はAZTのinvitroお よびinvivo抗 菌 作

用 につ い て検 討 した の で,そ の 結 果 な 報 告 す る。

1.実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1.薬 剤

AZTは ス クイ ブ社 で 合成 されmも の を 用 い た 。 対 照

薬 剤 のCeftazidime(CAZ)は エ ーザ イ ・筑 波 研 究所 で

合 成 し,Cefoperazone(CPZ),Cefsulodin(CFS),Cefo-

iam(CTM),Latamoxef(LMOX),Cloxacillin(MCI

PC),Ampicillin(ABPC),Benzylpenicilli捻(PCG),

Cephaloridine(CER),Clindamycin(CLDM),Genta-

micin(GM)お よびMinocycline(MINO)は 市 販 品 を

用 いm。

2.菌 株

実 験 室 保 存 株 は,casitone半 流動 培 地 ま た は10%家

兎 血 液 加Trypticase soy agar(BBL)に 継 代保 存 した 。

Streptococcus pyo8enes,H.influenzaeお よび 嫌 気 性

菌 は50%glycerin溶 液 に懸 濁 し,-80℃ で保 存 した 。

3.MICの 測 定

寒 天 平板 希 釈 法 に よる最 小発 育 阻 止濃 度(MIC)は 日

本 化 学 療 法 学 会 の 感 受 性 測 定 法2)に 準 じて測 定 した。 接

種 菌 培 養 に はMueller-Hinton broth (BBL)を,S

pyogemsお よびH.influemaeに つ い て は 上 記 培 地 に

Fildesenrichment(Difco)を1%添 加 し て 用 い た 。

寒 天 平 板 培 地 に はMueller-Hintonagar(BBL)を 用

い た。 ま た,Spyogenesお よびH.influemaeに つ い
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て は 接 種 菌 培 地 と同 様 にFildesenrichmentを5%添

加 した 。 接 種 菌 液 は,37℃ に て一 夜 培 養 し た 菌 液 を 生

理 食 塩 水 で106お よび108CFU/mlに 希 釈 調 製 しm。

希 釈 菌 液 を,各 薬 剤 の2倍 希 釈濃 度 系列 を 含 む寒 天 平 板

に ミク ロブ ラ ンタ ー(佐 久 間)で5μl接 種 し,37℃,]8

時 間 培 養 後,被 験 菌 の 発 育 の 認 め ら れ な い最 小 濃 度 を

MICと した 。 嫌 気 性 菌 に つ い て は接 種 菌 培 地,試 験 培

地 と して それ ぞ れGAMブ イ ヨ ン(日 水),GAM寒 天

(日 水)を 使 用 し,嫌 気 性 菌 感 受性 測定 法3)に 準 じてMIC

を測 定 した。

4.β-1actamaseに 対 す る安 定 性

β-1actamase産 生 株 をBrain heart infusion broth

(BHIbroth,Difco)5m1で37℃ 一 夜 培 養 し,同 培 地

で50倍 に希 釈 した。37℃ で3時 間 振 盗 培 養 し,誘 導

が必 要 な 場 合 はAmpicillinをinducerと して100～

200μg/ml加 え,不 要 な場 合 はそ の ま ま さ らに2時 間 培

養 しm。 培 養 液 を遠 心 分 離 して 得 た菌 体 を,0.05Mリ

ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で1回 洗 浄 し,同 緩 衝 液3mlに

懸 濁 して,氷 冷 下 で5分 間 音 波 破 砕(Branson社,So-

ni丘er)し た。 菌 体 破 片 を 遠 心 分離(15,000×g,30分)

に て除 去 した上 清を 粗 酵 素 液 と しm。

.Pseudomonas cepac毎 お よびPmaltopHiliaは,

30℃ で 培 養 を 行 な った 。 β-1actamase活 性 は,UV法4)

に よ り測 定 した。PCaseとCSaseの 基 質 特 異 性 は,基

質 と しmpCG,CERの 加 水 分 解 速 度 を100と しm時 の

相 対 値 で 表 わ しm。

5.Paeru紹msaの β-1actamase産 生 誘 導 に 対 す

るAZTの 影 響

Paeru8伽osaの 一 夜培 養液 をBHIbrothで50倍

に 希 釈 し,37℃ で3時 間 振盈 培 養後,最 終 濃 度1,10,

100お よび1,000μg/mlの 薬 剤 を加 え た。 さ らに2時

間 振 盗 培 養 した 後,遠 心分 離 に て集 菌 し,菌 体 を0.05

Mリ ン酸 緩衝 液(pH7.0)で1回 洗 浄後,同 緩 衝 液3

mlに 懸 濁 し氷 冷 下 で1分 間 音 波破 砕 し た。 そ の 遠 心

(15,000×9,30分)上 清 液 の酵 素 活性 を測 定 した。

6.MBCの 測 定

液 体 希釈 法 に よ りMICを 測 定 した 後,各 試 験 管 か ら

10μ1を 薬 剤 を 含 まな いBTB寒 天(栄 研)平 板 に 移 植 し,

37℃,一 夜 培 養 した。 最 小 殺 菌 濃 度(MBC)は 移 植 平板

上 に集 落 の 認 め られ ない 最 小 の 薬 剤 濃 度 と した。

7.殺 菌 作 用

2倍 希 釈 系 列 の 薬 剤 を 含 むSensitivitytestbroth(日

水)に 被 験 菌 を約105CFU/ml接 種 した 。37℃ で 培 養

し0,1,2,4,6,8お よび24時 間 後 に 培 養 菌液 の一

部 を採 り,BTB寒 天 平 板 に 接 種 した 。37℃,一 夜培 養

後,生 育 した 集 落 数 よ り各 検 体1m1中 の 生菌 数 を 求 め

た 。

8.他 剤 との 併 用 効 果

AZTを 他 剤(CLDM,MCIPC,CTM,GMお よび

MINO)と1:1(重 量 比)で 混 合 し,2倍 希 釈系 列の

薬 剤 平 板 を 作 製 した。 被 験 菌 約106CFU/mlを 接 種 し

MICを 測定 した。 相 乗 作 用 は,併 用 時 の各 薬 剤 のMIC

が 単 独 時 のMICに 比 較 して,1/4以 下 に減 少 した 場合

と した 。 拮 抗 作 用 は,併 用 薬 剤 の い ず れか 一 方 のMIC

が 単 独 時 に 比 べ て4倍 以上 増 加 す る か,も し くは両 薬剤

のMICが い ず れ も2倍 以 上増 加 した場 合 と して判 定 し

m。

9.実 験 的 マ ウス感 染防 禦 効 果

(i)腹 腔 内 感染:EcoliNo.23はTrypticasesoy

broth(TSB,BBL)に,P,aeruginosaEO3008は 、0.4%

KNO3加TSBに37℃ 一 夜 培 養 し た 。 各 菌株 は5%

mucin(Difco)に 浮 遊 し,1群10匹 のICRマ ウス

(4週 齢,雄,体 重20～24g)の 腹 腔 内に 感 染 した。 マ

ウ ス1匹 当 り薬 剤 溶 液0.2m1を,感 染1時 間後 に1回

皮 下 投 与 した。50%有 効 量(ED50,mg/kg)は 感 染7日

後 の 生 存 動 物数 よ りLITCHFIELD-WILCOXON法5)に よ

り求 め た。

(ii)尿 路 感 染:PmirabilisEO5106に よる尿路感

染 症 は1群18匹 のICR雌 マ ウス(4週 齢,体 重20～

249)に1.4×107cFu/マ ウス の菌 液 を経 尿 道 的 に膀 胱

内 に 注 入 して作 製 した。 感 染 後2日 目に 尿 中菌 数 の有無

を確 か め,尿 中菌 数 の認 め られ た マ ウ スに3日 目 よ り薬

剤 の 投与 を 開始 した。 投 与 量 は,AZT,CTMい ずれ も

4お よび20mg/kgと した。 薬 剤 は1日3回3日 間皮下

投 与 した。 最 終 投 与 か ら48時 間 目に 尿 中菌 数 の 有無 な

らび に 腎,膀 胱 内 の菌 数 を 測 定 した 。Paeruginosaに

よる 尿路 感 染 症 はNlsHI-TSUCHIYAの 方 法6)に 準 じて

作 製 した 。マ ウス にPaeruginosaE03165を 経 尿道 的

に膀 胱 内 へ注 入 した後4時 間 尿 道 口を 閉 塞 した。 尿道 閉

塞 解 除後,直 ち に各 薬 剤 を1回 皮 下 投 与 した。2日 後 に

両 腎 を摘 出,滅 菌 生 理 食 塩 水 を 加 えhomogenizeし て

適 当 に希 釈 した後,腎 内菌 数 を 測 定 した。 まm薬 剤投与

後6時 間 ま で腎 内菌 数 の 変 動 を 追 跡 した。

(iii)気 道 感 染:Kpneumoniaeに よ る気 道 感染 症

は 噴霧 法7)に よ り作 製 した。ICRマ ウス(4週 齢 雄,

体 重18～229)にKpneumoniaeE02033を 噴 霧 し感

染 した。 感 染 直 後 の 肺 か らは 約106CFU/lungの 感 染菌

が検 出 され た。 薬 剤 は 感 染4時 間 後 か ら8時 間 間 隔 で6

回皮 下 投 与 した。ED50値 の 測 定 に は1群10匹,肺 内

生 菌 数 に 及 ぼ す 影 響 で は1群6匹 の マ ウス を 用 い た。

ED50値 は感 染4日 後 か ら10日 目ま で の 生存 動 物 数 よ

りLITCHFIELD-WILCOXON法5)に よ り求 め た。
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(iv)ラ ッ ト ・グ ラニ ュ ロー マ ポ ー チ 内 感 染:SD系

ラ ッ ト(7週 齢,雄,体 重320～3809)背 部 皮 下 に空 気

25mlを 注 入 して ポ ーチ を作 製 し,こ れ に コ ンプ リー

ト ・ア ジ ュパ ン ト(Difco)1mlを 注 入 して無 菌 的 浸 出

性炎 症 を 惹起 した 。7日 後 に0.4%KNO3加TSBで37

℃,一 夜培養 した P. aeruginosa E 03008 (5% mucin

に浮遊)菌 液 を1mlポ ーチ内へ接種 した。菌接種直後,

AZTお よびCPZを 尾静脈か ら40mg/kg投 与 した。

薬剤投与後0,2,4,8,24お よび48時 間 に浸出液 を

0.5ml採 取 し,菌数を測定 した。またAZTお よびCPZ

のポーチ内濃 度を測 定 した。

Table 1 Antibacterial spectrum of gram-positive bacteria

(Inoculum: One loopful of 106 CFU/ml)

* Clinical isolate

(Inoculum: One loopful of 108 CFU/ml)

* Clinical isolate
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II.実 験 成 績

1.抗 菌スペ ク トラム

AZTは グラム陽性菌に対 してほ とん ど抗菌力を示 さ

ず,多 くの 菌種 で100μg/ml以 上 のMICで あ った

(Table 1)。 グラム陰性菌に対 しては強 い 抗菌活性を示

し, E. coli, K. pneumoniae, Shigella sp., Salmonella

sp., Enterobacter sp., Citrobacter freundii, Proteus

sp., Serratia marcescens, P. aeruginosa お よび

P. cepacia に有効 で あ っ た。特 に Proteus 属菌には

対 照薬剤 より著 しく強 い抗菌力を 示 し た が, P. malto-

philia に対す る抗菌力は弱い ものであ った(Table 2,

3)。

嫌気性菌 に対す る抗菌力は グラム陽性,陰 性いずれの

菌 種に対 しても弱か った(Table 4)。

2.臨 床分離株に対す る抗菌力

臨床材料 より分離 した グラム陽性菌4菌 種111株,グ

Table 2-1 Antibacterial spectrum of gram-negative bacteria

(Inoculum: One loopful of 106 CFU/ml)

* Clinical isolate
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ラム陰性菌24菌 種727株,嫌 気性菌 Bacteroides fra-

gilis 24株 に対す る抗菌力をCAZ, CPZお よびLMOX

と比較検討 した。 ブ ドウ糖非発酵菌群については上記薬

剤以外にCFS, GMお よびMINOと も比較 した。AZT

は グラム陽性菌 に対 して抗菌力が弱 く,特 に Staphylo-

coccus aureus, Staphylococcus epidermidis お よび

Enterococcus 属 に 対 して はMIC100μg/ml以 上 と

ほ とん ど抗菌 力 を示 さ なか っ た(Fig.1～3,Table 5)。

一 方
, S. pyogenes に対 して は感 受 性 の ピー クが6.25～

12.5μg/mlと 抗 菌 力 が 認 め られ た(Fig. 4, Table 5)。

E. coli お よ び K. pneumoniae に 対 し てAZTの

MIC50値 は,そ れ ぞ れ0.04,0.03μg/mlで 他 剤 に 比

べ て2～4倍 優 れ た 抗 菌 力 を 示 した(Fig.5,6,Table

5)。 K. oxytoca に 対 す るAZTのMIC50値 は0071

μg/mlで,CAZ, LMOXと ほぼ 同等,CPZよ り約8倍

優れていたが,耐 性菌 の 存在 が 認 め られ た(Fig 7,

Table 2-2 Antibacterial spectrum of gram-negative bacteria

(Inoculum: One loopful of 108 CFU/ml)

* Clinical isolate
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Table 3-1 Antibacterial spectrum of glucose non-fermentative bacteria

(Inoculum: One loopful of 106 CFU/ml)

* Clinical isolate

Fig. 1 Susceptibility distribution of clinical

isolates S. aureus 50 strains
Fig. 2 Susceptibility distribution of clinical

isolates S. epidermidis 24 strains
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Table 3-2 Antibacterial spectrum of glucose non-fermentative bacteria

(Inoculum: One loopful of 108 CFU/ml)

* Clinical isolate

Fig. 3 Susceptibility distribution of clinical

isolates Enterococcus species 24 strains

Fig. 4 Susceptibility distribution of clinical

isolates S. pyogenes 13 strains
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Table 4 Antibacterial spectrum of anaerobic bacteria

(Inoculum: One loopful of 106 CFU/ml)

(Inoculum: One loopful of 108 CFU/ml)

Fig. 5 Susceptibility distribution of clinical

isolates E. coli 50 strains

Fig. 6 Susceptibility distribution of clinical

isolates K. pneumoniae 48 strains
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Table 5 Antibacterial activity of Azthreonam against

clinical isolates (NIICs in ƒÊg/ml)

Table 5 (continued)

Fig. 7 Susceptibility distribution of clinical

isolates K. oxytoca 50 strains
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Table 5 (continued) Fig. 8 Susceptidility distribution of clinical
isolates C. freundii 50 strains

Fig. 9 Susceptibility distribution of clinical

isolates C. diversus 10 strains

Fig. 10 Susceptibility distribution of clinical

isolates E. cloacae 48 strains

Table 5)。 ま た, C. freundii, Citrobacter diversus

に対 してAZTはLMOXと ほぼ 同等 の 抗菌力 を有 し

CAZ, CPZよ り2～4倍 優れて いた。AZTのMIC50値

は,両 菌種に対 してそれ ぞれ0.12お よび0.056μg/ml
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Fig.11 Susceptibility distribution of clinical

isolates E. aerogenes 11. strains

Fig.12 Susceptibility distribution of clinical

isolates E. agglomerans 9 strains

Fig.13 Susceptibility distribution of clinical

isolates S. marcescens 49 strains

で あ った が,C.freundiiに お い て 耐 性 菌 が 認 め られ た

(Fig.8,9,Table5)。E.cloaoae, Enterobazter aero-

genes, Enterobazter agglomeransに お け るAZTの

MIC50値 は,そ れ ぞ れ0.11,0.09お よび0.044μg/ml

で,他 剤 よ り2～4倍 強 い 抗 菌 活 性 を 示 した が,い ず れ

Fig. 14 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. mirabilis 49 strains

Fig. 15 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. morganii 50 strains

Fig. 16 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. vulgaris 50 strains

の菌 種 にお いて も耐 性 菌 の 存 在 が 認 め られ た(Fig.10～

12,Table 5)。S.mamsoensひ ご対 して もAZTは 優 れ

た 抗 菌 活 性 を 有 し,MIC50値 が0.31μg/mlとCAZ

と同等 でLMOXの4倍,CPZの16倍 強 い抗 菌 力 を

示 した(Fig.13,Table 5)。
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Fig. 17 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. rettgeri 31 strains

Fig. 18 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. inconstans 23 strains

Fig. 19 Susceptibility distribution of clinical
isolates H. influenzae 20 strains

P.mirabilisお よび イ ン ドール 陽 性 のP.morganii,

Pmlgaris, P.rettgeri, P.inconstansに 対 す るAZT

の抗 菌 力 は 極 め て 優 れ,MIC50値 は いず れ も0.005～

0.015μg/mlで あ った 。 他 剤 と 比 較 す る と,AZTは

CAZの4～8倍,LMOXの8～16倍,CPZの64～

Fig. 20 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. aeruginosa 48 strains

Fig. 21 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. cepacia 18 strains

Fig. 22 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. putida 6 strains

128倍 と強 い抗 菌 活 性 を 示 した(Fig.14～18, Table 5)。

H.iNFLuenzaeに お け るAZTの 抗 菌 力 はLMOXと ほ

ぼ 同等 で,CPZよ り劣 った が,CAZよ り2倍 優 れ て い

た 。MIC50値 は,0.043μg/mlで あ っ た(Fig.19,

Table 5)。
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Fig. 23 Susceptibility distribution of clinical

isolates Acinetobacter species 50 strains

Fig. 24 Susceptibility distribution of clinical

isolates P. maltophilia 23 strains

Fig. 25 Susceptibility distribution of clinical
isolates P. fluorescens 16 strains

Paeru8inosaに 対 す るAZTのMIC50値 は,488

μg/mlでCFSよ り幾 分 劣 った が,CPZの2倍,MINO

の2.5倍 強 い抗 菌 活 性 を 示 した(Fig.20,Table 5)。

P.oepaciaに 対 してAZTは,MIC50値 が6.75μg/mI

と,CAZよ り劣 った が,他 の5剤 よ り1.5～16倍 優 れ

Fig. 26 Susceptibility distribution of clinical

isolates Flavobacterium species 7 strains

Fig. 27 Susceptibility distribution of clinical
isolates B. fragilis 24 strains

て いた(Fig.21,Table5)o

一 方Pputidaお よびAcinetobactersp .に 対 す る

AZTの 抗 菌 力 は 弱 く,MIC50値 は そ れ ぞ れ25お よび

17.7μg/mlで あ った(FiG.22,23,Table 5)。

ま た,P.maltopkilia,Pseudomonas fluoreszens,

Flawbacterium sp.に 対 す るAZTのMIC50値 は そ

れ ぞれ>100,92.6お よび>100μg/mlで ほ とん ど抗

菌 力 を 示 さな か った(Fig,24～26,Table 5)。

B.fragilisに 対 す るAZTの 抗 菌 力 は 他 剤 と比 較 す

る と弱 く,MIC50値 は25μg/mlで,CAZの1/3,

CPZの118,LMOXの1/32の 抗 菌 力 で あ っ た(Fig

27,Table 5)。

3.β-1actamaseに 対 す る安 定 性

(i)β-1actamase産 生 株 に 対 す るin vitro抗 菌 力:

AZTは 各種 β-lactamaseを 産 生 す る腸 内細 菌 に優 れ た

抗 菌 力 を示 した(Table 6)。 特 に,Proteus sp.に 対 す

る 抗 菌 力 は 他 剤 に比 べ 明 らか に優 れ て い た 。AZTはS.

aureus,P.maltopkiliaに は 無 効 で あ り,P.putida,
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Table 6 Antibacterial activity of ƒÀ-lactam compounds against ƒÀ-lactamase producing strains

(Inoculum size: 108 CFU/ml)

(Inoculum size: 106 CFU/ml)
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Table 7 Stability of Azthreonam against hydrolysis by various f9-lactamases

* The enzyme activity was determined by spectrophutometric method and was expressed

as relative rate of hydrolysis taking the rate for PCG or CEll as 100.
** Not determined .

Fig. 28 Induction of 0-lactamase by Azthreo-
nam and other j9-lactam compounds
in P. aeruginosa E 03165

MBCs of fi—lactam antibiotics
against P.aeruginosa E 03165
were; AZT, 156; CPZ, >5000;
CAZ, 156; CFS, 625 pg/ml,

Acinetoうacteγcalcoaceticusに 対 して も,CPZ,CFS,

LMOXと 同 様 弱 い 抗菌 力 で あ った。AZTの 抗菌 力 は一

部 の菌 種 を 除 け ばCAZと 同 等 で あ った 。

(ii)β-1actamaseに 対 す る安 定 性.AZTは 大 部 分

の β-lactamaseに 極 め て安 定 で あ るが,II型(OXA1)

PCase,K.oxytoza,P.cepaciaの 産 生 す る β-lacta-

maseに よ り,一 部 分 解 され た(Table 7)。AZTの β-

1actamseに 対 す る安 定 性 は,LMOXよ り幾 分 不 安 定

で あ る が,CAZと 同等 でCPZよ り安 定 で あ った。

4.β-1actamase産 生 の 誘 導

Paeruginosa E 03165株 の β-1actamase産 生 に 対

して,AZTは1,000μg/ml添 加 時 で も誘 導 を 示 さな か

った(Fig.28)。 これ に対 してCAZに は 著 明 な 誘 導 が

認 め られ,CPZに も1,000μg/ml添 加 時 に 明 らか な 産

生誘 導 が 認 あ られ た 。

5.抗 菌 力 に 及 ぼ す 諸 因 子 の 影 響

AZTの 抗 菌 力 を,培 地 の 種 類 ・pH,馬 血 清 の 添 加,

接 種 菌 量 の影 響 につ い て 検 討 した 。 使 用 した菌 株 数 は 接

種 菌 量 の 影 響 では14株,そ の 他 は13株 で あ った 。

AZTの 抗 菌 力 は 培 地 の 種 類,培 地 のpH,馬 血 清 の 添

加 に よ り著 明 な変 化 を 示 さ な か っ た(Table 8～10)。

104CFU/ml接 種 時 と108CFU/ml接 種 時 のAZTの

各 菌 種 に対 す るMICの 変 動 は,2～4倍 以 内 に 収 ま っ

て い たが,A,calcoazeticusに 対 して は16倍 の 変 動 を

認 め た。104CFU/m1接 種 時 と10℃FU/ml接 種 時 の

MICは4倍 以 上 の 変 動 を 示 した。 特 にE.cloazaeに 対

して32倍 の 変 動 が 認 め られ た 。C.freundiiに 対 す る

LMOXのMICを 除 き,対 照 薬 剤 に お い て も接 種 菌 量

に よ り同様 のMICの 変 動 が 認 め られ た(Table 11)。

6.MICとMBC

臨 床 分 離E.coli 5株 お よびP.aeruginosa 4株 に

対 す るAZTのMIC,MBCを 求 め た(Table 12,13)。

E.coli,P.aeruginosaに 対 す るAZTのMBCは,

MICと す べ て 一 致 し た。E.coliに 対 して,AZTは

0.05～0.2μg/mlのMIC,MBCを 示 しCAZ,LMOX

よ り1/2～1/4の 低 濃 度 で 殺 菌 作 用 を 示 した 。IRaem-

ginosaに 対 してAZTは6.25～12.5μg/mlのMIC,
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Table 8 Effect of culture media on in vitro antibacterial activity

(Inoculum : One loopful of 106 CFU/ml)

MHA: Mueller Hinton Agar (BBL)
STA: Sensitivity Test Agar (Nissui)
NA: Nutrient Agar (Difco)
TSA: Trypticase Soy Agar (BBL)
HIA: Heart Infusion Agar (Difco)
BHIA: Brain Heart Infusion Agar (Difco)
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Table 9 Effect of pH of medium on in vitro antibacterial activity

(Inoculum: One loopful of 106 CFU/ml)

N.G.: No growth.
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Table 10 Effect of horse serum on in vitro antibacterial activity

(Inoculum: One loopful of 106 CFU/ml)

N.G.: No growth.
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Table 11 Effect of inoculum size on in vitro antibacterial activity (1)

*I
noculum size: One loopful of each bacteria suspension.
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Table 11 Effect of inoculum size on in vitro antibacterial activity (2)

*In oculum size: One loopful of each bacteria suspension.
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Table 12 Minimum bactericidal concentration of Azthreonam and .related antibiotics against E. coti

Fig. 29 Bactericidal activity of Azthreonam and related compounds

against E. coli E 01193

Medium: Sensitivity Test Broth (Nissui)

Fig. 30 Bactericidal activity of Azthreonam and related compounds

against P. aeruginosa E 03190

Medium: Sensitivity Test Broth (Nissui)
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Fig. 31 (a) Antibacterial activity of Azthreonam in combination with other antibiotics

a. Clindamycin

Fig. 31 (b) Antibacterial activity of Azthreonam in combination with other antibiotics

b. Cloxacillin

MBCを 示 し,CFSに は1/2ほ ど劣 った が,CAZと 同

等,CPZよ り16倍 以上 優 れ た殺 菌 力 を示 した 。

7.増 殖 曲線 に及 ぼす 影 響

AZT,CAZお よびLMOXを 初 菌 数105CFU/mlに

作 用 させ た 時 のE.coliEO1193の 生 菌 数 の変 化 を 測 定

した(Fig29)oAZTの1/2～2MIC(0.1～0.4μg/ml)

濃 度 にお い て,1時 間 後 に 殺菌 作用 が 認 め られ た が,

1/2MIc(0.1μg/ml)で は4時 間 以 後 に 再 増 殖 を 開 始

した。1MIC(0.2μg/ml)以 上 では 生 菌 数 は減 少 し続

け,24時 間 後 に は 検 出 限 界 以下(10CFU/ml)に ま で

低 下 した。 ま た,1MIC以 上 で は 殺 菌 作用 の 発現時間,

殺 菌 率 とも ほ とん ど変 らな か った 。 一 方,CAZは1/2

MIC(0.1μg/ml)で は6時 間 まで 静菌 的 に 作用 し,そ

れ 以 後 再 増殖 した。1MIC(0.2μg1ml)以 上 では殺菌

的 に 作 用 す る が,1MICで は24時 間 後 に 再 増殖 が認

め られ た 。LMOXは1/2MIC(0.2μg/ml)以 上 で殺

菌 作 用 が 認 め られ た。 しか し,1/2MICで は,2時 間

以後 に 再 増 殖 を 始 め た。AZT,CAZお よびCPZを 作用

させ た 時 のPaeruginosaE03190の 生 菌 数 変 化を測定

した(Fi330)結 果,AzTは1/2MIc(3.13μg/ml)



VOL.33 S-1 CHEMOTHERAPY 109

Fig. 31 (c) Antibacterial activity of Azthreonam in combination with other antibiotics

Fig. 31 (d) Antibacterial activity of Azthreonam in combination with other antibiotics

では 静 菌 的 に 作 用 し,24時 間後 に は 再増 殖 した 。1MIC

(6.25μg/ml)以 上 で は,薬 剤 添 加2時 間 以後 に殺 菌 的

に 作 用 した―2MIC(12.5μg/ml)以 上 で は,24時 間

後 に 菌 は検 出 で き な か っ た(10CFU/ml以 下)が,1

MICで は約108CFU/mlの 菌 が 存 在 して い た 。 一 方,

CAZは1/4～1/2MIC(1.56～3.13μg/ml)で,静 菌

的 に作 用 した が,24時 間後 に は 再 増 殖 し た 。 また,1

MIC(6.25μg/ml)以 上 で は2時 間 以 後 に 殺 菌 作 用 が

認 め られ た が,1MICで は24時 間 後 に102～103CFU/

mlの 菌 の 存 在 が 認 め られ た 。CPZは,1/4MIC(12.5

μg/ml)で 静菌的 に作用 し,24時 間後には再増殖 した 。

1/2MIC(25μg/ml)以 上 では,殺 菌作用 を示 したが,

1/2～2MIC(25～100μg/ml)で は24時 間後 に再増殖

が認 められた。AZT,CAZ,CPZと もに,4MIC濃 度

(それぞれ25,25,200μg/ml)で も2時 間までは静菌的

に作用 し,2時 間以後は殺菌的に作用 した。

8.他 剤 との併用効果

AZTをCLDM,MCIPC,CTM,MINOお よびGM

と併用 し,各 種菌株に対す るinvitro抗 菌 力を検討 し

た。CLDMお よびMCIPCと の併用 では,一 部 の菌株
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Fig. 31 (e) Antibacterial activity of Azthreonam in combination
with other antibiotics

Table 13 Minimum bactericidal concentration of Azthreonam and related antibiotics against P. aeruginosa

に相 乗効 果 が 認 め られmが,大 部 分 の菌 株 に 対 して は 相

補 的 な抗 菌 力 を 示 しm(Fig31a～e)。CTM併 用 時 に

は.Ecoliの23%の 株 に 相 乗 効 果 が,GMまmは

MINOと の 併 用 で は,Paeruginosaの そ れ ぞれ33% ,

27%の 株 に相 乗 効 果 が 認 め られm。MINOと の併 用 時

に は,Pmirabilis(全 体 の25%),Pmorganii(同

28%),お よびPvulgaris(同14%)に 対 して も相 乗

効 果 が 認 め られ た 。

9.実 験 的 マ ウス感 染防 禦 効 果

(i)腹 腔 内 感 染:EcoliNo.23感 染 マ ウス に 対 し

てAZTは0.22mg/kgのED50値 を示 し,CAZお よ

びCPZと 同 等 の効 果 を 示 した。P.aeru8inosaEO3008

感 染 マ ウス に お い て,AZTは21.1mg/kgのED5。 値

を 示 しCAZよ り劣 った が,MICが 同 等 のCPZよ り強

い 効果 を示 した(Table14)。

(ii)尿 路 感 染:AZTのP.mirabmsEO5106に 対

す る治 療 効 果 をCTMと 比 較 検 討 した。 そ の結 果,両 薬

剤 と も腎 内菌 数 に つ い て,対 照 群 と4お よび20田9/kg

ぐ9回連投)投 与群 間において有意差(P<0.01)が 認め

られ,膀 胱か ら腎への感染の拡が りを抑 えた。また,膀

胱菌数について,AZT20mg/kg投 与群は対照群と有

意差が(P<0.05)認 め られCTMよ り優れた治療効果

を示 した。膀胱か らの菌の消失もAZT20mg/kgが 最

も優れ ていた(Fig32)。AZTのPaeruginosaEO3165

株に対す る治療効果をCPZお よびGMと 比較 しm。

治療効果 は,薬 剤投与に よ り103CFU/tissue以 下まで

腎内菌数の減少 した ものを有効 とした。その結果,AZT

はCPZよ り約3倍 強い治療効果 を示 したが,GMの 約

1/4の 治療 効果 であ った(Fig33)。 ま た 薬剤投与後6

時間 までの腎内菌数の変 動を測定 した結 果(Fig34),

AZTは 投与後30分 で菌数の減少が認め られ,以 後6

時間 までその増殖は抑制 され た。CPZは2時 間後から菌

数 の増殖 が認められ,4～6時 間後には対照群 とほぼ同

じ菌数 を示 した。

(iii)気 道感染:KpneumoniaeEO2033感 染 マウ

スに対す るAZTお よびLMOXの 防禦効果 を感染10日
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Table 14 Protective effects of Azthreonam and cephalosporins agains

intraperitoneal infection in mice

a) Test organisms were suspended in 5% mucin. Mice were infected
intraperitoneally with test organism in 0.5ml of suspension

b) Antibiotics were administered subcutaneously at 1 hr. after infection in mice.
ED,, values were calculated by the LITCHFIELD-WILCOXON method. Numben

parenthesis indicates 95% confidence limits.
c) MIC values were determined with a bacterial suspension of 106 CFU/ml.

Fig. 32 Therapeutic effects of Azthreonam and CTM after a
multiple subcutaneous administration (t. i. d., 3 days,
4 and 20 mg/kg) on the ascending unobstructed urinary
tract infection in mice caused by P. mirabilis E 05106

(Mean-f- S. D.)*: P<0. 05 **: P<0. 01

Log CFU/tissue

Kidney

Bladder

後のED50値 で比較す ると,お のおの45.8,50.1mg/

kgと ほぼ同等の結果が得 られm(Table15)。 また,肺

内菌数でAZT,LMOXお よびCTMの 防禦効果を比

較 した ところ,AZTお よびLMOXは 投与開始後か ら

菌数 の減少がみ られ48時 間 で最 も減 少 しm。 一方CTM

は投与後24時 間 まで菌数 の増加 を抑制 したが,そ の後

増加 し96時 間 では6例 中3例 が死亡 した(Fig.35)。

(iv)ラ ッ ト ・グラ ニ ュ ロー マ ポ ー チ 内 感 染:P.

a8ruginosaEO3008に 対 す るAZTお よ びCPZの

MICは6.25μg/mlで あ った 。 ポ ー チ 内へ 菌 接 種 直 後

にAZT40mg/kgを 投 与 した時,投 与2時 間後 か ら菌

数 は減 少 し,そ の抑 制 効 果 は24時 間 ま で 持 続 し た 。

CPZ40mg/kg投 与群 もAZTと ほ ぼ 同 程 度 の 効 果 を

示 した(Fig.36)。 ポ ーチ 内 濃 度 を 測 定 した 結 果,AZT
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Fig. 33 Therapeutic effects of Azthreonam, CPZ and GM after a single
subcutaneous administration on the urinary tract infection in
mice caused by P. aeruginosa E 03165 (Mean-FS. D.)

Control AZT CPZ GM

EDso (mg/kg) 37.2(19.4～71.0) 117(48.3～287) 8.67(5.23～14.4)

Fig. 34 Bactericidal effects of Azthreonam and
CPZ on number of bacteria in the
kidney of mice infected with P. aeru-

ginosa (40 mg/kg, S. C., n=5)

Time after administration(hr.)

は 投 与 後1時 間 で 約18μg/ml,8時 間 後 に4μg/mlを

示 しCPZよ りも持 続 す る傾 向が 認 め られ た(Fig.37)。

III考 察

AZTは 従 来 のpenicillinやcephalosporinな ど の

二 環 性 β-1actam抗 生 物 質 と異 な り単 環 性 β-lactamを

有 す る抗 生 物 質 で あ る。 そ の 発 見 の経 緯 は,CHromoうa-

cteriumviolaceum,Pseudomonassp.,Glmonobacter

0ｘydansな どの 細 菌 か らSQ26,180,SQ26,445な ど

の単 環 性 β-lactamを 分 離 し,そ の 構 造 的 特 徴 を 生 か し

つ つ,L-threonineか ら3-AMA(3-Aminomonobacta-

mic acid)を 全 合 成 し,そ の 側 鎖 を 化 学 修 飾 して 作 られ

mも の で あ る。

Table 15 Protective effects of Azthreonam and LMOX

against respiratory tract infection caused by

K. pneumoniae in mice a'

0 F
our weeks-old ICR mice weighing 18-22g were used.

Bacterial suspension (1010 CFU/m1) was nebulized at
a pressure of 1kg/cm2 for 40 min.

b) Fifty percent effective doses values were calculated

by LITCHFIELWILCOXON method. Number of parentheses
indicates 95% confidence limits.

C) Therapy was started at 4 hrs
. after infection and

administered subcutaneously at the 8 hrs. intervals for
6 doses.

AZTはPaeru8inosaを 含む好気性,通 性嫌気性 グ

ラム陰性菌に対 して強い抗菌力 を 示 し,と りわけPrO-

teUS属 菌 に対 して優れ た抗菌力を示 した。 しか しなが

ら,グ ラム陽性菌や嫌気性菌に対する抗菌力は弱 く,従

来 の β-lactam抗 生物質の中では,そ の抗菌 スペ クトラ

ムに著 しい特徴 を有す るといえ る。

AZTは3位 に2-ア ミノチア ゾールを有することによ

り細菌 の外膜透過性 に優れ,2位 に メチル基お よびカル

ボキ シプ ロピル オキ シム基を導入 す ることによ り β-la.

ctamaseに 対 して安定 とな り,ス ル フォン酸基を導入す



VOL.33S-1
CHEMOTHERAPY 113

Fig. 35 Bactericidal effects of Azthreonam,
CTM and LMOX on number of
bacteria in lung of mice infected
with K. pneumoniae (40 mg/kg, 8
hrs interval x 6 doses, S. C.)

Time after administration(hr.)

Fig. 36 Bactericidal effects of Azthreonam and
CPZ against P. aeruginosa in rat gra-
nuloma pouch (40 mg/kg, I. V., n=3)

Time after administration (hr.)

る こ とに よ りpeptido91ycan架 橋 反 応 を 強 く阻 害 す る

と考 え られ て い る。 ま た グ ラム陽 性 菌 に対 す る抗 菌 力 の

弱 さ は,Smreusを 用 い た実 験 か らPBPsに 対 す る親

和 性 が劣 る ため と報 告8) され て い る。

β-lactamaseに 対 してAZTは 極 め て安 定 で あ り,皿

型(OXA1)penicilli舶se,K,oxytocaお よび 」Rcepa-

ciaの 産 生す る β-1actamaseに よ って 僅 か に 加 水 分 解

されm。 ま た β-1actamase誘 導 能 も 」Raeruginosaの

結 果 か ら,他 剤 に 比 べ ほ とん ど誘 導 を 示 さ な い こ とが 確

か め られ,三 橋 らの 報 告9)と 一 致 しm。

実 験 的 マ ウ ス感 染 症 の 結 果 よ り,AZTは 腹 腔 内感 染,

尿路 感 染 お よび 気 道 感 染 に お いてinVitro抗 菌 力 を よ

く反 映 した 。Pmirabilis尿 路 感 染 にお い て従 来 の実 験

系 と異 な り尿 道 口を 塞 ぐ こ とな く感 染 を お こ させ,AZT

Fig. 37 Inflammatory exudate levels of
Azthreonam and CPZ after d
single dose (40 mg/kg) of intra-
venous administration in rats

(n=4)

Time after administration(hr.)

の治療効果 を検討 しmと ころ膀胱か ら腎への上行性の感

染 の拡 が りを抑 えてお り,さ らにCTMと 比べ膀胱内の

菌数 の消失 しmマ ウスも多 く優れ た治療効果を示 しm。

AZTの マ ウス 尿中 へ の 移行 は 感染2日 後 の 群 で 約

37.5%,CTMで 約36.5%と ほぼ同程度であ り,両 菌

株 に対 するMICが106CFU/mlの 時,そ れ ぞれ0.006

お よび0.2μg/m1で あることを考え合わす と 痂Vftro

抗菌力 が よく反映 されm結 果 と推定 され た。

(実験期間:昭 和58年5月 ～昭和59年6月
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AZTHREONAM, A NEW MONOCYCLIC Q-LACTAM ANTIBIOTIC;

IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITIES

KYOSUKE KITOH, KANEMASA KATSU, MASARU SATOH, YOSHIKI SUGIHARA

NAOAKI WATANABE, TOSHIO TOYOSAWA and MEGUMI MORIYAMA

Tukuba Research Laboratories, Eisai Co., Ltd.

Azthreonam is a novel synthetic monocyclic j3-lactam antibiotic. It had excellent activity against
gram-negative aerobes including members of the Enterobacteriaceae, Haemophilus influenzae and
Pseudomonas aeruginosa, but poor or little activity against anaerobes and gram-positive aerobes.

The MIC50 values of Azthreonam against the clinical isolates of Proteus mirabilis and indole-positive
Proteus species were 0.005 to 0.015 pg/ml, indicating that Azthreonam was 4 to 128-fold more potent
than other cephalosporins. It was also highly active against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
K. oxytoca, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens and H. influenzae. The
MIC50 values of Azthreonam against those isolates were 0. 04, O. 03, 0. 07, O. 12, 0.11, 0.31 and 0.04

pg/ml, respectively. Furthermore, Azthreonam was as active as Cefsulodin against P. aeruginosa and
was 2 to 3-fold more active than Cefoperazone and Minocycline.

Type of or pH of growth medium and the addition of horse serum had no effect on the activity of
Azthreonam, but the inoculum size slightly affected its activity as other cephalosporins.

Combinations between Azthreonam and other antibiotics showed additive effects from the viewpoint
of complementary spectrum and Azthreonam did not interfere with the activities of other antibiotics
against gram-positive or anaerobic bacteria.

Azthreonam showed an unusually high stability to most of bacterial j3-lactamases, but was only
slightly hydrolysed by type II penicillinase and 13-lactamases produced by K. oxytoca and P. cepacia.

The protective effect of Azthreonam against intraperitoneal infection model in mice by P. aerugi-
nosa was superior to Cefoperazone but inferior to Ceftazidime. Azthreonam also exhibited potent activ-
ity against urinary tract infection caused by P. mirabilis, respiratory tract infection caused by K.
pneumoniae, and inflammatory pouch infection caused by P. aeruginosa.


