
各種 セフェ ム系抗生物質のモルモ ッ ト新鮮血清

との協力的殺菌作用

浅 野 泰 司

科研製薬株式会社東京研究所

横 田 健

順天堂大学医学部細菌学教室

(昭和60年10月23日 受付)

種 々のセフ ェム系抗生物質 を用 いて,モ ルモッ ト新鮮血 清存在下 での大腸菌に対する協 力的殺菌

作用を,24時 間培養後の生菌数を指標 と して比較検討 した。 その結果,Escherichia coli NIHJ JC-

2で ば,1%血 清存在下 でCBPzは 1/4 MIC, CMz, CMxお よびCZXは1/2MIcで 協力的

殺菌作用 を示 したが,CTX, LMOX,CTZ,CPZお よびCTTは1/2MICで 菌 の再増殖が認め ら

鞄た。次 に,CBPZお よびCTXを 用いてMIC以 下の濃度(sub-MICs)で,時 間を変 えてE. coli
NIHJ JC-2を 前処理 し血 清に対す る感受性 を検討 した結果,2時 間の前処理 に より,明 らかな感受

性の尤進が認め られ,そ の効果 はCBPZが よ り優れていた。 一方,モ ルモ ッ ト新鮮血清に対 し耐 性

を示すE. coli KC- 14で は,10%血 清存在下 でCBPZは1/ 4MIC, CTXは1/2 MICで 臨力

的殺菌作用 を示 したが,CPzは112Mlcで 菌 の再増殖が認め られた。次 に,CBPzを 用 いて sub-

MICs・でE. coli KC-14を 時間を変えて前処理 し,菌 体 の補体活性化能 を検討 した結果,2時 間の

前処理により,明 らか に補体 の瀕 量が増加 した・ また,非 働化血瀞 よって壱ま以上 の薬物 との協

力的殺菌作用が消失す ることか ら補体 の関与が考え られた。

感染治療実験におい て,抗 生物質投与後生体内で薬剤

がMIC以 上の 濃度を 維持す るのは,一 般的に数時間

以内であろ うと考 えられ る。 それ以後は薬 剤を再投与 し

ない限り,菌 は生体内でMIC以 下 の薬物 に接触 してい

ることとな り,再 増積す るか,生 体防御機構の作用を受

け処理されるか,い ずれかの経過 をたどるものと考 えら

れる。β-lactam抗 生物質の作用点 が 細胞壁合成酵素阻

害にあることか ら,sub-MICsに おいて も菌体表 面構造

の変化をひきおこし食菌作用 な どの生体防御機構 の影響

を受け易くずるといわれ る1～3)。これ らの ことか ら,抗

生物質の生体内効果を考 える ときには,MIC以 下 の薬

剤の影響と生体防御機構 との関係 を詳細に検討す る必要

がある。DUTCHERら4)は 蛋 白合成阻害剤 を 用い て,ま

た,四辻ら5)はβ-lacta搬抗 生物質を用いて,sub-MICs

に及ぼす血清の影饗について報告 してい る。我 々は,セ

フエム系抗生物質 と血清の協力的殺菌作用を比較検討す

るとともに,薬 剤に よる前処理菌 の血清に対す る感受性

あるいは補体活性化能の充進について検討を加 えたので

報告する。

I.材 料 お よび 方 法

1.使 用 菌 株

科 研 製 薬 東 京 研 究所 保 有 のEscherichia coli NIHJ

JC―2お よび 京 都 薬 科 大 学 西 野博 士 よ り分 与 を受 け た 臨

床 分 離株E. coliKC- 14を 使用 した。

2.使 用 薬 剤

実 験 に使 用 した セ フ ェム系 抗 生 物 質 は, Cefbuperazo-

ne(CBPZ:科 研 製 薬),Cefmetazole (CMZ: 三 共),

Cefotetan(CTT・ 山 之 内製 薬), Latamoxef (LMOX:

塩 野 義製 薬),Cefme (xime (CMX: 武 田薬 品工 業),

Cefotaxime (CTX:ヘ キ ス トジ ャパ ン), Cefoperazone

(CPZ:富 山 化 学 工 業), Ceftezole (CTZ;中 外製 薬)

で,そ れ ぞ れ 力価 の明 らか な 標 品 を用 いた 。

3.使 用 血 清

健 常 なHartley系 モ ル モッ ト雄 性,600～7009か ら採

血 し,37℃ で1時 間 放 置 後,3,0GOrpm,10min遠 心 分

離 して新 鮮 血 清 を 得 た。1m1ず つtubeに 分 注 し,

-80℃ で凍 結 保 存 し,用 時 融 解 し使 用 した。な お,基 礎

実験 に お い て,1か 月 の凍 結 保存 中 補 体 価 の変 動 は認 め

られ なか った 。 また,血 清 の一 部 は56℃ 30min加 熱
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し,非 働化血清 として使用 した。

4.最 小発育阻止濃度(MIC)測 定

薬剤の被験菌 に対す るMICは 液体希釈法に よって測

定 した。すなわ ち培地 としては,感 受性測定用 ブイ ヨン

(Mueller-HintonBroth:日 水製薬)を 用い,各 種薬剤

濃 度は100μg/mlを 基点 として倍 々希釈 で添加 しこれ に

最終菌濃度が105CFU/mlに な るように菌 を接種 して,

37℃ で24時 間培養後 肉眼判定 によ り,菌 に よる混濁 が

認め られない最小濃 度をMICと した。なお,MIC測

定 は実験 ごとに行なった。

5. 血清存在下 における殺菌作用

各種薬剤 のE.coli NIHJ JC-2お よびE.coli KC-

14に 対す る殺菌 作用 を,ブ イヨ ンお よび1ま たは10%

血清添加 ブイヨンを用 いて検討 した。薬剤濃度は各種薬

剤 のブイヨン中でのMIC値 の1,1/2,1/4お よび1/8

とした。 薬 剤 添 加ブイ ヨン3mlに 被験菌 を0.3～1×

105CFU/mIに な るよう接 種 し,37℃ で振盪培養 した。

以上 の培養液の一 部を経時的 に採取 し希釈後,生 菌数を

Table 1 Change of viable cell numbers of E. coil NIHJ JC-2 in the presence of cephem 

antibiotics with or without the fresh guinea pig serum

a) MIC was determined by liquid dil
ution method. 

b) Number of cells (log) per ml
.
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平板塗抹法で測定 した。

6. 薬剤前処理菌 の血 清に対す る感受性

1/2または1/4MICの 薬剤 を含む ブイ ヨンに,E.coli

NIHJ JC-2を1×105CFU/mlに な るよ うに接種 し,

37℃ で0.5,1お よび2時 間振 盪培 養 した。以上 の培養

液を3mlず つ採取 し,3,500rpm20min遠 心分離 して

菌体を集め,滅 菌 生理食塩液 で2回 洗浄 を繰 り返 した

後,1%血 清添加 ブイ ヨン3mlに 再浮遊 した。さらに,

37℃ で振盪培養 し,経 時的 に培養液 の 一部 を採取 し希

釈後,生 菌数を平板塗抹法 で測定 した。

7. 薬剤前処理菌 の補体活性化能

1/2,1/4ま たは1/8MICの 薬剤 を含む ブイ ヨンに,

E.coli KC-14を1×107CFU/mlに なるよ うに接種 し,

37℃ で1お よび2時 間振盪培養 した。 以上 の培養液 の

増殖濁度を,光 電 比 色 計(Photoelectric colorimeter

AE-11,エ ルマ光学)を 用 いて530nmで 測定 した。

培養液は,3,500rpm20min遠 心分離 して菌体 を集め,

滅菌生理食塩液で2回 洗浄 を繰 り返 した後,3%血 清添

加Gelatin Veronal Buffer(GVB2+)で1×108CFU/

mlに なるように再浮遊 し,37℃ で15,30お よび60

分間振盪培養 した。各時点 の菌浮遊液 は,3,500rpm20

min遠心分離 し,菌 体を除去後,上 清 中に残存す る血 清

補体を補体価測定用試薬(Mayer法 の1/2.5法,デ ン

カ生研)を 用いて測定 した。な あ,対 照 は無処理の菌体

および菌体無添加 の3%血 清添加GVB2+を 用いて同様

の条件下で測定 した。

II. 成 績

1. E.coli NIHJ JC-2に 対す る血 清 との協力的殺菌

作用

使用した1%血 清添加 ブイヨン中 の補体価は,CH50

2.2U/mlで あった。

9種 類 のセフェム系抗生物質CBPZ,LMOX ,CTT,

CMZ,CMX,CTX ,CPZ,CTZお よびCZXのsub-

MICsに おけ る血清 との協力的 殺 菌 作 用 の 結 果 を
,

Table1に 示 した。使用薬剤間 に程度の差はあったが,

血清添加 による殺菌力増 強がいずれ の場合 も 認 め ら れ

た。薬剤単独では,培 養開始4時 間後に生菌数 が最少 に

な るのに対 し,血 清 との併用 では,そ の殺菌作用 は増強

され2～4時 間後 に生菌数 は最少にな った。特 に協力的

殺菌作用が顕著に認 め られた のはCBPZで あ り,1/4

MIcま で,次 いでCMZ,CMXお よびCZXは1/2

MICま で24時 間 菌 の 再 増 殖 は な か った。 一方,

LMOX,CTT,CTXお よびCPZで は1/2MICで 血

清 との協力的殺菌作用が認め られ た が,24時 間後 には

菌は再増殖 した(Table1)。

2.E.coli KG-14に 対す る血清 との協力的殺菌作用

使用 した10%血 清添加 ブイヨン中の補体価は,CH50

24.8U/mlで あった。E.coli KC-14は,90%血 清存在

下 においても増殖す る血 清に対 して耐性な菌株 である。

CBPZ,CPZお よびCTXのsub-MICsに おけ る血清

との協 力的殺菌作用 の結果をTable2に 示 した。使用薬

剤 間に程度 の差があ ったが,い ずれの薬剤においても血

清添加 による殺菌力増強が認め られた。 また,そ の効果

は培養開始4～6時 間後 に顕著 に現われ,薬 剤単独に よ

る殺菌効果発現時期 とほぼ一致 し て い た。 特 にCBPZ

は1/4MICま で,CTXで は1/2MICま で24時 間菌

の再増 殖はなか った。一方,CPZは1/2MICで 血清添

加 に よる抗菌活性の増強 を認めたが,24時 間後には 菌

は再増殖 した(Table2)。

3. 非働化血清 との協力的殺菌作用

Table 2 Change of viable cell number of E. coil KC-14 in the presence of cephem 

antibiotics with or without the fresh guinea pig serum

a) MIC 
was determined by liquid dilution method. 

b) Number of cells (l
og) per ml.
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次 に,こ れ ら新鮮血清添加時に認め られるセフェム系

抗生物質 との協力的殺菌作用が,血 清中の何 に起因する

のか追及す るため,非 働化血清を用いて検討 した。その

結果 をTable3に 示 した。E.coli NIHJ JC-2お よび

E.coli KC-14の いずれ に対 して も,非 働化血清 では新

鮮血清添加時に認め られた顕著 な協力的殺菌作用 は認め

られ なか った。 しか し,E.coli KC-14は,1/4MICの

CBPZと10%非 働化血清存在下 で24時 間後には薬剤

単独時 と比較す ると生菌数が明 らかに減少 してお り協力

作用 を受けた と考え られた(Table3)。

4.薬 剤前処理菌 の血清 に対す る感受性

E.coli NIHJ JC-2に 対 して種 々のセフェム系抗生物

質 を用いて血清 との協力的殺菌作用 を 比 較 検 討 した結

果,CBPZが 最 も強 く,CTXが 最 も弱か った。そこで,

CBPZお よびCTXを 用いて菌 の前処理 を行ない,血 清

に対 する菌 の感受性の変化を検 討 した。 その結果 を,

Fig.1に 示 した。1/2MICのCBPZでE.coli NIHJ

JC-2を2時 間前処理す ると,血 清添加1時 間後に既に

生存菌 は認め られず,24時 間後 も菌は 再増殖 しなかっ

た。一方,1/2MICのCTXで は,血 清添加後2時 間後

Table 3 Change of viable cell numbers of E. coli NIHJ JC-2 or E. coli KC-14 in 

the presence of CBPZ with or without inactivated serum of guinea pigs

a) Number of cells (log) per ml. 

Fig. 1 Bactericidal effect of 1% fresh serum of guinea pigs on cells of E . colt 
NIHJ JC-2 pretreated with 1/2 MIC of CBPZ

Incubation time after serum addition (hr)
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に101CFU/ml以 下 に減少 したが,24時 間後 には菌 の再

増殖が認められた。 またFig.2に 示 した よ うに,両 薬

剤とも114MICで2時 間前処 理 して も,血 清添加 に ょ

る完全な殺菌作用 は認 め られなか った。 しか し,両 薬剤

の前処理効果を比較 す ると,CBPZで は前処理時間 に応

じた血清に対す る感受 性の亢進 が認 め られたのに対 し,

CTXで は,感 受性の亢進 は認め られ なか った(Fig.1

およびFig.2)。

5. 薬剤前処理菌 の補 体活性化能

sub-MICsのCBPZを 用いてE.coli KC-14を 時間

を変 えて前処理 し,菌 体 の補体消費量を検討 した。そ の

結果,Table4に 示 した よ うに,補 体消費量 は1時 間の

前処理 では無処理 の菌体 と比較 して差はなかったが,2

時 間の前処理 に より,1/2MICで 約3.4倍,1/8MIC

で約2.6倍 の増加が認め られた(Table4)。

III. 考 察

今回我 々は,生 体 内効果が良好であ るとされ るCBPZ

を中心 に,種 々のセフェム系抗生物質 を 用 い て,sub-

MICsの 薬剤共存下におけ る大腸菌 のモルモッ ト新鮮血

清 に よる殺菌 の状況を比較 検討 した。そ の結果,血 清 と

Fig. 2 Bactericidal effect of 1% fresh serum of guinea pigs on cells of E. coli 
NIHJ JC-2 pretreated with 1/4 MIC of CBPZ

Incubation time after serum addition (hr)

Table 4 Complement consumption by cells of E. coli KC-14 grown 

in the presence or absence of CBPZ

The fresh guinea pig serum was used at a concentration of 3 % in GVB++ 

The concentration of E. coli KC-14 was 108 CFU/ml. 

NT: not tested.
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の協力的殺菌作用 は使用 した薬剤間 で差が 認 め ら れ,

その強さは,E.coli NIHJ JC-2に 対 してはCBPZ>

CMX,CZX,CMZ>LMOX,CTT>CPZ,CTZ>CTX

の順 であ り,E.coli KC-14に 対 しては,CBPZ>CTX>

CPZの 順 であった。 また,56℃,30分 間加熱処理 した非

働化血清 によっては,新 鮮血清添加に よって認め られた

顕著な 相乗的殺菌作用が 出現 しないことか ら,DUCHER

ら4)が指摘するよ うに補体 の関与が 強 く示唆 された。一

方,KIYTAら6)に よる と,凍 結乾燥補体 と 非働化人血

清を用 いた実験 で,E.coli NIHJ JC-2に 対 し優れた協

力的殺菌作用が認め られたのはCZXお よびCMXで,

CBPZは 劣 っていた と報告 している。我 々の基礎実験に

お いて も,凍 結乾燥補体 と非働化人血清 では,CBPZの

殺菌作用が著 しく減退す ることを認めてお り(未 発表),

補体源の相違に よって生 じる協 力的殺菌作用 の程度の変

動が何によるものか検討を要す ると考える。

β-lactam剤 のペニシ リン結合蛋 白質(PBPs)親 和性

と抗菌活性に関 しては種 々の報告がなさ れ て い る。奥

村 ら1)や横田ら2,3)は,PBPsと の親和性の強弱,特 に1bs

お よびlaと の親和性は抗菌活性 とともに生体内効果 の

良否に関連性があ るとし,PBPlbsを 強 く抑 え る β-

lactam抗 生物質は,MIC以 下 であ っても補体の殺菌作

用 を受け易 くな るように菌体表面構造を変化 させ ると考

察 している。 また,DUTCHERら4)は,人 血清存在下 にお

ける蛋 白合成阻害剤 の 抗菌活性増強につ いて 考 察 し,

Streptomycinあ るいはTetracyclineで 認め られた抗菌

活性 の増強は,補 体に よって生 じた菌体外層の侵襲 の修

復が,薬 剤の蛋 白合成阻害作用に よって妨げ られ,薬 剤

の外膜透過性が亢進す るこ とに よるものと報 告 して い

る。

セ フェム系抗生物 質において も,血 清に対 し感受性な

E.coli NIHJ JC-2で は,薬 剤単独時 と血清併用時の殺

菌力の最大発現時期 を比較する と,血 清併用時 の方がや

や早 く発現 してお り,ま た,sub-MICsの 薬剤に補体活

性化能が認め られ ないこと(未 発表)な どか ら,薬 剤 の

外膜透過性が亢進 してい る可能性が うかがわれ る。 しか

し,セ フェム系抗生物質には蛋 白合成阻害作用がないこ

とか ら,補 体によって生 じる菌体外層 の侵襲は修復 され

る と考え られ る。 さらに,血 清 に 対 し耐 性 なE.coli

KC-14に おいても,10%血 清存在下 で顕著な抗菌活性

の増強が認め られ,ま た,薬 剤単独あるいは血清併用時

の殺菌 力の最大発現時期 は,培 養 開始4～6時 間後 とほ

ぼ一致 していたこ となどか ら,セ フェム系抗生物質 の血

清 との協力的殺菌作用 を,薬 剤 の外膜透過性亢進のみで

説 明す るのは困難 と考え られた。一方,我 々は,E.coli

NIHJ JC-2の 薬剤前処理菌 に血清に対す る感受性尤進

を認め,さ らに,E.coli KC-14で は薬剤前処理菌 の方が。

無処理 の菌 よ りも約3倍 以上の補 体活性化能を生 じてい

るのを認めた。現在,歯 体表面構造 の変化につ いては,

形態学的 な検討を行な っているが,こ れ らセフェム系抗

生物質 において認 め られ る血清 との協力的殺菌作用 の発

現は,薬 剤の外膜透過性 の亢進 とともに,菌 が血清,特

に補体 の作用を受 け易 くなっていることもその原因の一

つ であろ うと推察された。 また,血 清中には,補 体以外

の殺菌性因子10),β-Lysin,Lysozyme,Transferrinな

どが存在す るこ とが知 られ てい る。E.coli KC-14で,

10%非 働化血清存在下 でCBPZの 抗菌活性が弱いなが

らも増強され てい ることか ら,こ れ らの因子 との関連性

についても 検討 を加え る必要が あ ろ う。 また,CBPZ

は,他 剤 に比べ生体内効果 が良好 とされてお り,そ の理

由のひ とつ と して血 清 との協 力的殺菌作用が考えられる

が,他 の生体防御因子,特 に食細胞系 との関連性につい

ても詳細に検討 を行 な う必要が あろ う。
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SYNERGY OF BACTERICIDAL EFFECT OF THE FRESH 

GUINEA PIG SERUM WITH SUBINHIBITORY 

CONCENTRATIONS OF CEPHEM ANTIBIOTICS 

TAM ASANO 

Tokyo Research Laboratories, Kaken Pharmaceutical Co., Ltd. 

TAKESHI YOKOTA 

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

We studied synergy of bactericidal effect on E. coli between CBPZ and fresh serum of guinea pigs, 
and compared with those of 9 cephem antibiotics. 

 Bactericidal effects of the fresh serum in the presence of sub-MICs of cephem antibiotics were 
determined by counting survival bacterial cells at various incubation periods. Synergy of bactericidal
effect on E. coli NIHJ JC-2 cells was observed between 1% fresh serum and cefmetazole, cefmenoxime 
at 1/2 MIC and cefbuperazone up to 1/4 MIC, whereas latamoxef, cefotetan, cefoperazone and cefotaxi-
me didn't kill all the cells at 1/2 MIC in 1% fresh serum. Synergy of bactericidal effect on E. coli 
KC-14 cells was observed between 10% fresh serum and cefotamixe at 1/2 MIC and cefbuperazone up 
to 1/4 MIC, whereas cefoperazone didn't kill all the cells at 1/2 MIC in 10% fresh serum. 

 Sensitivity of E. coli NIHJ JC-2 to the fresh serum was found to be increased by pretreatment 
with sub-MICs of cefbuperazone and cefotaxime for various periods from 0.5 to 2 hours. This effect 
of cefbuperazone was stronger than that of cefotaxime. Growing cells of E. coli KC-14 treated with 
cefbuperazone at sub-MICs were capable of greater complement activation than the normal cells. 

Synergy of bactericidal activity of the any cephem antibiotics with the inactivated serum was in-
ferior than with the fresh serum, suggesting that relevancy of the complement etc. is important.


