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BRL28500(Clavulanicacid-Ticarcillin)の 抗 菌 力,ペ ニ シ リソ

結 合 蛋 白に 対 す る親 和 性,及 び 血 清 補 体 と培 養

マ ク ロフ ァ ージ との 協 力 的殺 菌 作用

横 田 健 ・鈴 木 映(子.新 井 京 子 ・加 藤 尚 代

順天堂大学医学部細菌学教室

広 域PC,ticarcillin(TIPC)と β-lactamase不 活 化 剤,clavulanic acid(CVA)を15:1に

配 合 したBRL28500の S. aureus, MRSA, S. epidermidis, ƒÀ-Streptococci, S. pneumoniae,

E. coli (R+), K. pneumoniae, P. mirabilis, P. vulgaris, M. morganii, C. freundii, E. cloacae,

S. marcescens, H. in fluenzae, P. aeruginosa, X. maltophilia, A. calcoaceticus, 及 びB.fragilis

の22～54臨 床分 離株 に対 す るMIC80は,そ れ ぞ れ12.5,50,25,1.56,0.78,50,50,0.78,

6.25,12.5,50,>100,50,1.56,50,100,25及 び3.13μg/mlで あ った 。 さ ら にCVA2μg/

ml存 在下 のTIPCのMIC80は 上 記 の 値 よ り小 さ い 場 合 が 多 か った 。BRL28500はE.coliの

PBP3,1A,2,1Bの 順 に結 合親 和 性 を示 し,殺 菌 力 の 高 い こ と を伺 わ せ た。S.aureusのPBP2

と3及 びP.vulglarisのPBP1,3A,3Bに も強 い結 合 親 和 性 が み られ た。BRL28500は,TIPC

耐 性 亙coliに も低 濃 度 で補 体 との 協 力 的 殺 菌 作 用 を 示 し,そ のsub MIC存 在 下 で マ ウ ス 培 養

Mφ は,瓦coliの 細 胞 を よ く食 菌 消 化 した 。

各種 細菌 の β-lactam薬 剤 耐 性 臨 床 分 離 株 は,大 部 分

が β-lactamaseを 産 生 し,こ の 酵 素 が 薬 剤 を 加 水 分 解

す るか,強 く結 合 して薬 剤 の作 用 点 到 達 を 妨 げ るか で 抵

抗性 を 示す 場 合 が 多 い。 した が って,そ の 対 策 と して 薬

剤 が β-lactamaseに 水 解 され に くい だ け で な く,結 合

親和 性 も低 い 新誘 導 体 を 開 発 す るか,β-lactamase不 活

化剤 を既 存 の薬 剤 と併 用 す る か の い ず れ か が 考 え ら

れ る。penicillin類(PCs)はcephemと 異 な り,広 域

性を 保 った ま ま β-lactamaseに 安 定 な 誘 導 体 を 開発 す

る こ とは 今 の と ころ 困 難 で あ る。 そ こでPCsの 耐 性 菌

対 策 と しては,β-lactamase inhibitorの 併 用 が 価 値 を

持 つ。

TIPCは ブ ドウ球 菌 を 含 むGram陽 性 菌 か ら,緑 膿

菌 を含 むGram陰 性 菌 にわ た る 広 い 抗 菌 域 を 持 つ が,

欠点 と してpenicillinase(PCase)型 β-lactamaseに

加水 分解 され る ため,各 種 細 菌 に 耐 性 株 が み られ る。 一

方,CVAはPCase型 酵 素 を 強 く不 活 化 す る こ とが 知 ら

れ て い るの で,両 者 を 組 み 合 わ せ れ ば耐 性 菌 対策 の確i立

した広 域PCが 作 ら れ る 可 能性 が あ る。 我 々はTIPC

15とCVA1を 配 合 したBRL28500に つ い て,そ の抗

菌 力,作 用 点 で あ るpenicillin binding proteins

(PBPs)に 対 す る結 合親 和 性,及 び血 清 補 体 や 白 血 球 と

の協 力的 食菌,殺 菌 作 用 を 検 討 した の で報 告 した い.

I.材 料 及 び 方 法

1.各 種 殺 菌 臨 床 分 離 株 に 対 す るMICの 測 定 法

順 天堂 大 学 附 属 病 院 中央 検 査室 及 び 東京 都 養育 院病 院

中 央 検 査 室 か ら 分与 さ れ たS.aureus 50株,メ チ シ リ

ンセ フ ェム耐 性S.aureus(MRSA)58株,5.epider-

midis 29株,β-Streptococci 23株,S.pneumoniae

22株,異 な っ たR(δla)plasmid52種 類 を 伝 達 した

E.coli CS 2,K.pneumoniae 50株,P.mirabilis 50

株,P.vulgaris 50株,M.morganii 54株,Ecloacae

45株,S.marcescens 49株,C.freundii 47株,君

aeruginosa 50株,X.maltophilia 29株,A.calcoace-

ticus48株,ampicillin(ABPC)耐 性H.influenue 24

株 及 びB.fragilis47株 に対 す るMICは,日 本 化学 療 法

学 会 法(平 板 希 釈 法)1)に 基 づ い て測 定 した 。す な わ ち,

被 検 菌 を5mlのL-broth2)(β-Streptococci,S.pneu-

moniaeはHI-broth,E.fragilisはGAM-broth)中 で

37℃,一 夜 振 嶽 培 養(B.fragilisは 静 置)し た。

滅 菌 生 理 食 塩 水 でGram陽 性 菌 は100倍,Gram陰

性 菌 は1,000倍 に希 釈 し,希 釈 菌 浮 遊 液 を 各種 濃 度 の薬

剤 含 有 平 板 に ミ クロ プ ラ ンタ ー でspotし,37℃,一 夜

培 養 してMICを 判 定 した 。

2.各 種 細 菌PBPsへ のBRL28500の 結 合 親 和 性 の

検討

E.coli NIHJ JC-2,E.coliCS2(RK1),S.aureus

209P,S.aureus 108-1(MRSA)及 びP.vulgaris 33の

PBP各 画 分 に 対 す る結 合 親 和 性 は,SPRATTの 原 法3)を

改 良 した 競 合 結 合 実 験4)で 検 討 した 。す な わ ち,10mlの
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L-broth中 で37℃,一 夜 振 盛培 養 した菌 液 を,200m1の

L-broth中 に 全量 接 種 し,さ らに37℃,4時 間 振 盈 培 養

して対 数 増 殖 期 初 期 の細 胞 を 得 た。 冷 却 遠 心 で集 菌 し,

0.01MMgCl2加0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で 一

回 洗浄 し,同 緩 衝 液8mlに 再 浮 遊 した 。BRANSON

SONIFIERで 氷 冷 下20kc効 率20%で2分 間3回

(Saureusは2分 間10回)処 理 し,細 胞 を破 砕 した 。

3,000×g,10分 の冷 却 遠 心 で 未 破壊 細胞 を除 き,さ ら に

上 清 を100,000×g,30分 間 超 遠 心 して 膜 画分 を得 た。

これ を 前 記 の 緩 衝 液5mlで 一 回洗 い,200μ1前 後 の 同

緩 衝 液 に,15mg蛋 白/m1の 濃 度 にな る よ うに 再 浮 遊 し

た 。 膜 浮 遊 液30μ1に 終 末濃 度 が0.1～12.5μg/mlに な

る よ うに3μ1のBRL28500又 はTIPC溶 液 を加 え,30

℃,10分 保 温 後,3μ1の14c-PcG(50μci/ml)を 加

え さ ら に30。C,10分 反 応 させ た 。Sarkosylと 非 放 射 性

PCG添 加 で反 応 を止 め,10,000×g,30分 遠 心 で外 膜 成

分 を除 き,SDSを 加 え て100℃,2分 間 加 熱後,反 応 液

全 量 を10%acrylamide及 び0.06%bis-acrylamideを

含 む平 板ge1で 電 気 泳 動 を 行 な った.50%メ タ ノー ル

と7%酢 酸 を 含む 液 で蛋 白 を固 定 し,5%メ タ ノー ルー

7%酢 酸 液 で3回gelを 洗 い,2,5-diphenyloxazole

(PPO)を しみ こ ま せ て 乾 燥 し,KODAKX-Omat レ ン

トゲ ン フ ィル ム に 密着 し,-80℃ で20日 間 感 光 して 蛍

光 オ ー トラ ジオ グ ラ フ1一 を 行 った.

3.補 体 及 びMφ とBRL 28500と の協 力 的 殺 菌 効 果

の 検 討 法

Ecoli NIHJ JC-2及 び 瓦coli CS2(RE28)のL-

broth37℃,一 夜 振 盈 培 養 液 を新 鮮L-brothで 希 釈 し,

105cells/mlの 菌 浮 遊 液 を そ れ ぞ れ4本 ず つ 作 った。1

本 はそ の ま ま,2本 目 には0.75units/mlの モ ル モ ッ ト

補 体 及 び20%ヒ ト非 働 化 血 清(Flow laboratories)を,

3本 目に は50%発 育 阻 止 濃 度(ID50)のBRL 28500又

はTIPC,4本 目に は血 清,補 体 及 び 薬 剤 の すべ て を加 え

た。37℃ で振 盈培 養 を続 け なが ら,経 時的 に そ の一 部 を

と り,適 当 に希 釈 してMcCONKEY平 板 の上 に0.1ml

塗 布 し,37℃,一 夜 培 養 後 生 ず る集 落 数 か ら生 菌 数 を測

定 した 。

白血 球 とBRL 28500の 協 力 的 食 菌 殺菌 作用 は マ ウス

培 養Mφ を使 用 して検 討 した。4週 齢 のICR♂ マ ウ

ス腹 腔 を10%fetal-carf serum加MCDB 103培 地5

mlで よ く洗 い,正 常Mφ を 集 め洗 浄 後,径15mmの

カパ ー ス リ ップ を 沈 め たFALCONmultidishの 各

wellに 約104 cells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℃M(conditioned

medium of L-929)20%を 添 加 した1mlのMCDB 103

培 地 を各wellに 加 え,37℃,一 夜 培 養 してMφ を 活性

化 した 。 これ に5×105cells/wellの 被 検 菌 を接 種 した。

一 部 の 区画 には 同 時 に1～1/16MlcのBRL28500又 は

TIPCを 加 え て37℃,4時 間 培 養 した 。 カバ ー ス リップ

を取 り出 しseline Gで 軽 く洗 浄 後 メタ ノー ル固 定 し,

GIMSA染 色 して顕 微 鏡 で 観 察 した。

II.成 績

1.臨 床 分 離 株 に対 す るBRL 28500の 抗 菌 力

S.aureus 50株 に 対 す るBRL 28500の 抗 菌 力 は

TIPcと ほ ぼ 同 じで あ るが,2μg/mlのCVA存 在下 の

TIPCは,TIPC単 独 よ りも1～2管(2～4倍)程 度

強 い抗 菌 力 を 示 した(Fig.1)。58株 のMRSAに 対 して

は,Fig.2の ご と くBRL 28500も2μgCVA存 在 下の

TIPCもTIPC単 独 及 びcefotaxime(CTX)よ りも優

れ た抗 菌 力 を示 した 。 し か し 感 受性S.aureusに 対す

Fig. 1 Cumulative sensitivity of 50 clinical

isolates of S. aureus to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg), CPZ+SBT

(1: 1) and CTX

Fig. 2 Cumulative sensitivity of 58 clinical

isolates of MRSA to BRL 28500, TIPC,

TIPC+CVA (2 ƒÊg) and CTX
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Fig. 3 Cumulative sensitivity of 29 clinical
isolates of S. epiderrnidis to BRL 28500,
TIPC, TIPC+CVA (2 pg) and ABPC

Fig. 4 Cumulative sensitivity of 23 clinical

isolates of n-Streptococci to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2ƒÊg) and CTX

Fig. 5 Cumulative sensitivity of 22 clinical

isolates of S. pneunzoniae to BRL 28500 ,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg) and CTX

Fig. 6 Cumulative sensitivity of 52 subclones

of E. coli CS 2 carrying various R(bla)

plasmids to BRL 28500, TIPC, TIPC+

CVA (2 ƒÊg), CPZ +SBT (1 : 1) and CTX

Fig. 7 Cumulative sensitivity of 50 clinical

isolates of K. pneumoniae to BRL 28500
,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg), CPZ 4-SBT

(1 : 1) and CTX

る 抗菌 力 は 劣 って い た。 一 方,S.epidermidisに 対 し

てはFig.3の とお りTIPC単 独 及 びBRL 28500は ほ

ぼ 同 じ抗 菌 力 で あ った が,ABPCよ り 抗 菌 力が 弱 か っ

た 。

β-Streptococci 23株 に は,CTXよ り64倍 程 度劣 る

もの のFig.4の とお りBRL 28500は1.56μg/mlで す べ

て の株 の増 殖 を 抑 え た 。S. pneumoniae 22株 に 対 して

は,TIPC及 びBRL 28500は 全 株1.56μg/mlで 増 殖

を抑 え,2μg/ml CVA存 在 下 で はTIPCの 抗 菌 力 は さ

らに増 強 され る(Fig.5)。

52種 類 のR(bla)を 伝 達 した 瓦coliに は ,Fig.6の

ご と く一 部 の 菌 を 除 く とBRL 28500も2μg/ml CVA
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Fig. 8 Cumulative sensitivity of 50 clinical

isolates of P. mirabilis to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg), CPZ+SBT

(1 : 1) and CTX

Fig. 9 Cumulative sensitivity of 50 clinical

isolates of P.vulgaris to BRL 28500,

TIPC, TIPC +CVA (2 ƒÊg), CPZ+SBT

(1: 1) and CTX

存 在 下 のTIPCも,TIPC単 独 よ りは るか に強 い抗 菌 力

を示 した が,cefoperazon(CPZ)/sulbactam(SBT)合

剤 やCTXに は 劣 った 。K. Pmumoniae 50株 に対 して

もFig.7の ご と く,BRL 28500及 び2μg/ml CVA存

在 下 のTIPCは,TIPC単 独 よ り強 い 抗菌 力 を 示 した

が,cpz/SBTやCTXに は 及ば なか った 。

P.mirabi1isは 少 数 の株 がPCascを 作 る の で,Fig.8

の とお り臨 床 分 離株 の10%程 度 は 高 度 耐 性 を示 す 。

BRL 28500及 び2μg/ml CVA存 在 下 のTIPCは,こ れ

らTIPC耐 性株 に も良好 な抗 菌 力 を 表 した。ま た,CPZ/

SBTよ り強 い 抗 菌 力 を示 した が,　CTXに は 及 ば なか っ

た 。P.vulgarisは 染 色 体 性 にPCaseとcephalosporinase

Fig. 10 Cumulative sensitivity of 54 clinical

isolates of M. morganii to BRL 28500,

TIPC, TIPC + CVA (2 ƒÊg), CPZ+

SBT (1 : 1) and CTX

Fig. 11 Cumulative sensitivity of 45 clinical

isolates of E. cloacae to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg), CPZ+

SBT (1 : 1) and CTX

(CEPase)両 方 の性 質 を持 つIc型 β-lactamaseを 作 る

の で,Fig.9の とお りTIPC単 独 の抗 菌 力 はあ ま り強 く

な い。 これ に 対 しBRL28500及 び2μg/ml CVA存 在

下 のTIPCはCPZ/SBTと ほ ぼ 同等 の 良好 な 抗菌 力 を

示 した が,CTXよ り劣 って い た 。M. morganiiは 染色

体 性 にCEPase型 のIa β-1actamaseを 産 生 す る。 この

酵 素 に よっ てTIPCは 加 水 分 解 され な い の で,単 独 でも

比較 的 良好 な抗 菌 力 を持 ち,Fig.10の とお りCVA添

加 の影 響 は少 な い。acloacaeも 前 者 と同 系 のCEPase

を作 る の で,CVA添 加 はTIPCの 抗 菌 力 に あ ま り影響

しな い(Fig.11)。S marcescensの β-lactamaseはIa

型 に分 類 され るが,Ic型 に近 い性 質 も持 ち,PCsも あ

る程 度 水 解 す る。 そ の上PCase型 をcodeす るR因
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Fig. 12 Cumulative sensitivity of 49 clinical

isolates of S. marcescens to BRL 28500,

TIPC, TIPC + CV A (2 ƒÊg), CPZ +

STB (1 : 1) and CTX

Fig. 13 Cumulative sensitivity of 47 clinical

isolates of C. freundii to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg), CPZ+

SBT (1: 1) and CTX

子保 有株 も多 い の で,Fig.12の ご と くTIPC単 独 で

は 半 数 近 くが 高 度 耐 性 株 と な る。BRL 28500及 び

2μg/ml CVA存 在下 のTIPCは これ ら耐 性 株 に も 弱 い

な が ら 抗 菌 力 を 示 す よ うに も な る が,し か しCPZ/

SBTやCTxに は 及 ぽ な い。C.freundiiに 対 す る

TIPC及 びCVAとTIPC混 合 時 の 抗 菌 力 もFig.13

の よ うに 且cloacaeに 対す る も の に 近 い。P. aerugi-

nosa 50株 に対 して は ,Fig.14の ご と くTIPC単 独

よ りも2μg/ml CVA存 在 下 のTIPcの 方 が 若 干 強 い

抗 菌 力 を 示 す 。Fig.15の とお りX. maltophiliaに は

TIPCは ほ とん ど抗 菌 力 は な い が,CVA添 加 に よ り

TIPCの 抗 菌 力 は若 干増 加 す る。 しか し,中 程 度 で あ る。

Acalcoaceticusは 作 用 点 で あ るPBPが β-lactam薬

Fig. 14 Cumulative sensitivity of 50 clinical

isolates of P. aeruginosa to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg), CPZ+

SBT (1: 1) and CTX

Fig. 15 Cumulative sensitivity of 29 clinical

isolates of P. maltophilia to BRL

28500, TIPC, TIPC+CVA (2 ƒÊg)

and CTX

剤 に結 合 親 和 性 が 低 い た め,Fig.16の とお りTIPC単

独 及 び そ れ にCVAを 添 加 した 時 も 中程 度 の抗 菌 力 しか

示 さな い 。

ABPC耐 性H.influengaeに 対 す るCVAの 配 合 は

Fig.17の とお り効 果 的 で あ る。 こ れ らの株 はPCase産

生 を支 配 す るR因 子 を 持 って い るの で,そ れ がCVAで

不 活 化 され る とFig.17の よ うに 感 受 性 菌 同 様 の 高 い 感

受 性 をTIPCに 示 す 。

嫌 気 性 菌,B.frasilisは 染 色 体 性 にIc型 に近 い β-

1actamaseを 作 り,PC、 を水 解 す る の で,Fig.18の とお

りTIPCに 中 等 度 以 上 の耐 性 を示 す 。CVAが 配 合 され

たBRL 28500及 び2μg/ml CVA存 在 下 のTIPcは,

β-1actamaseが 不 活 化 され るた め,両 者 に対 し高 い感 受
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Fig. 16 Cumulative sensitivity of 48 clinical

isolates of A. calcoaceticus to BRL

28500, TIPC, TIPC+CVA (2ƒÊg)

and CTX

Fig. 17 Cumulative sensitivity of 24 clinical

isolates of ABPC resistant H. influe-

nzae to BRL 28500, TIPC, TIPC+

CVA (2ƒÊg) and ABPC

性 が み られ る。

2. BRL 28500の 各 種 細 菌PBPsに 対 す る結 合 親 和

性

BRL 28500はS.aureus 209 Pの 必 須 のPBP画 分

PBP 2及 び3に 低 濃 度 で も結 合 す るが,Fig.19の とお

りそ れ らを 完全 に飽 和 す るた め に は,12.5μg/ml以 上 を

必 要 とす る よ うで あ る。TIPCの こ の菌 に対 す る抗 菌 力

がABPC等 に及 ば な い の は,作 用 点へ の親 和 性 が若 干

劣 るた め で あろ う。

MRSA 108-1株 のPBPに 対 しで は,比 較 的 低 濃 度

で感 受 性 株 と共 通 の必 須 画分2及 び3を 飽 和 す る が,

MRSA特 有 のPBP 2'は1,600μg/mlのBRL 28500で

も飽 和 せ ずMRSAに 対 しで は高 い抗 菌 力 が 望 め な い こ

Fig. 18 Cumulative sensitivity of 47 clinical

isolates of B. fragilis to BRL 28500,

TIPC, TIPC+CVA (2ƒÊg) and CPZ+

SBT (1:1)

Fig. 19 Competition of BRL 28500 for penicillin

binding proteins of S. aureus 209 P

Fig. 20 Competition of BRL 28500 for Penicillin

binding nroteins of S. aureus 108-1

とを 示 しで い る(Fig,20)。

E. coli感 受 性 株NIHJ JC-2のPBPsに は,BRL

28500は1245μg/ml濃 度 で ほ ぼ 完 全 に,必 須 画 分 の

1A,1Bs,2及 び3を 飽 和 す る。 い わ ゆ る 第3世 代

cephemの この菌 のPBPに 対 す る親 和 性 に は 及 ばな

い が51,細 胞 伸 長 時 に 要 す る 架 橋 酵 素,1A及 び1Bs
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Fig. 21 Competition of BRL 28500 for penicillin
binding proteins of E. coli NIHJ JC-2

Fig. 22 Competition of BRL 28500 for penicillin

binding proteins of E. coli CS 2/RK 1

Fig. 23 Competition of BRL 28500 and TIPC for

penicillin binding proteins of P.vulugalis
33

をPBP2,3と 同時 に抑 え る ので,殺 菌 性 が 強 い こ とが

伺が え る(Fig.21)。PCaseを 作 るRKI plasmid保 有

E.coli CS2のPBPに 対 す るBRL28500の 態 度 は 特

長的 で あ る。 薬 剤 無 添 加 時 に は,膜 画 分 に 残 るPCase

のた め,14C-PCGが 水 解 さ れ てPBPの 放 射 性 バ ン ド

は 明 確 で な い。 これ に0.5μg/mlのBRL28500を 競

合結合 す る と β-lactamaseが 不 活 化 され る た め,放 射

性 バ ン ドが 明 らか にな るが,そ れ よ り量 を増 す とTIPC

がPBP3及 び1Aを 飽 和 す るた め,そ れ ら の 放 射 性

パ ン ドが 消失 す る。12 .5μg/mlの 非 放 射 性BRL28500

Fig. 24 Influence of ID50 of TIPC (4. 96 it/m1)
on the bactericidal effect of the serum
complement for E. coli NIHJ JC-2

Δ:control ○:sub MICT IPC

▲:complement O.75U/ml ●:sub MIC TIPC Cemplement

&20% human serum O.75U/ml & 20% human serum

Fig. 25 Influence of ID50 of BRL 28500 (4.34

μg/ml) on the bactericidal effect of

the serum complement for E. coli

NIHJ JC-2

△:control ○:sub MIC BRL28500

▲:complement 0 .75Uml ●:sub MIC BRL28500 Complement

& 20% human serum 0.75 Uml & 20% human serum
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Fig. 26 Influence of ID50 of TIPC (2398 ƒÊg/ ml)

on the bactericidal effect of the serum

complement for E. coli CS 2/RE 28

△: control ○: sub MIC TIPC
▲: complement 0 .75U/ml ●: sub MIC TIPC Complement

&20% human serum 0.75U/ml & 20% human serum

Fig. 27 Influence of 11)50 of BRL 28500 (18. 6

fig/ml) on the bactericidal effect of
the serum complement for E. coli
CS 2/RE 28

△:conlrol ○:sub MIC BRL 28500

▲:complement 0 .75 Uml ●: sub MIC BRL 28500 Complement

& 20% human serum 0.75U ml& 20% human serum

Fig. 28 Death of mouse macrophages phagocytiz-

ing normal cells of E. coli NIHJ JC-2

grown without drugs at 4 hrs after the
incubation

はす べ てのPBP画 分 を 飽和 す る の で,感 受 性 株 同 様,

す べ て の必 須 のPBP画 分 の放 射 性 バ ン ドは見 られ な く

な る(Fig.22)。

P.vulgarisのPBPに 対 す るBRL28500の 競合 結合

を,TIPC単 独 のそ れ と比較 す る と,Fig.23に 示 す とお

り,両 者 の結 合 親 和 性 に ほ とん ど差が な い。 す なわ ち両

者 と もP.vulgarisのPBP1及 び3Bに 最 も親和 性が高

く,続 い て3A,2の 順 に 結 合 す る。

3. BRL28500と 血 清,補 体 と の 協 力 的 殺 菌 作 用

TIPC単 独 で もE.coli感 受 性 株 に 対 す る殺 菌 力は強

く,ID50のTIPCでFig.24の とお り,5時 間 目には

生菌 数 が1/1000に 低 下 す る。 これ に補 体 が 共存 しても

殺 菌 力 は そ れ ほ ど増 強 され な い。BRL28500で は補体 と

ID50の 薬 剤 を共 存 させ る と,Fig.25の とお り若 干殺菌

的 協 力 作 用 が 見 られ る。

R(bla)plasmid,RE28を 持 つE.coli CS2は

TIPCに 高 度 耐 性 を 示 し,そ のID5。 は2,398μg/mlと

な る。 この濃 度 の薬 剤 と補 体 を 共 存 させ て も,Fig.26の

とお りTIPCの 殺菌 力 は特 に増 強 され な い 。BRL28500

は配 合 され たCVAが こ の 菌 のTEM型 β-lactamase

(Pcase)を 不 活 化す るた め,IDsoが18.6μ9/mlと 小 さ

い値 に な る。 この濃 度 の薬 剤 と0.75units/mlの 補体 を
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Fig. 29 Digestion of long filamentous cells of
E. coli NIHJ JC-2 frown with 1/2 MIC
of BRL 28500 by cultured mouse mac-
rophages at 4 hrs after the incubation

共 存 させ る と,若 干 の 協力 作 用 が 認 め られ る(Fig.27)。

4. BRL 28500と 培 養 マ ゥスMφ(マ ク ロ フ ァー ジ)

との協 力的 食 菌 殺菌 作 用

活性 化 した 培 養 マ ウスMφ にE. coli NIHJ JC-2を

食菌 させ る と,1～3時 間 に よ く菌 細胞 を取 り込 む が,

感 染後4時 間 以 上 たつ とFig.28の ご と く,菌 は細 胞 内

で増殖 し細 胞 を壊 して外 に遊 出 して く る。 この場 合1/2

MICのBRL 28500を 加 え る と, Fig。29の ご と く若 干

filament化 した 細 胞 は よ く食菌 され る うえ,消 化 され て

菌 体 はghost化 し, Mφ 細 胞 は 障 害 され な い。 Fig.30

は1/4MICのBRL 28500存 在下 に お け る食菌 像 で あ る

が,こ の場 合 も菌 細 胞 の良 好 な消 化 が 認 め られ る。 さ ら

に1/8MICのBRL 28500存 在 下 で もMφ は 多 数 の菌

体 を取 り込 み,消 化 しつ つ あ る こ とが わ か る。

III. 考 察

BRL 28500の 主 剤 で あ るTIPCは,黄 色 ブ ドウ球 菌

か ら緑 膿菌 に わ た る広 範 囲 の細 菌 に 平 均 した 抗菌 力 を 示

す超 広 域PCで あ る。 唯 一 の 欠 点 はPCase型 β-lacta-

maseに 水 解 され る ため, PCase産 生Staphylococci, R

因子 保 有Gram陰 性 桿 菌 に 耐 性 株 が 見 られ る こ と で あ

る。 これ にPCaseを 強 く永 久 不 活 化 す るCVAを1/15

配合 す ると,こ こ に 示 した よ う にPCase型 β-lacta-

Fig. 30 Digestion of long filamentous cells of
E. coli NIHJ JC-2 grown with 1/4 MIC
of BRL 28500 by cultured mouse mac-
rophages at 4 hrs after the incubation

maseを 産生する耐性株は感受性化するの で, TIPCの

抗菌力が再び発揮されるようにな り,耐 性菌対策として

は理想の形となる。特にBRL 28500を 静 脈 投与 した

時,2時 間近 く血中に保持される2μg/ml以 上のCVA

存在下では,TIPCの 耐性菌に対する抗菌力は感受性菌

に対するそれに近い値をとる。TIPCはCEPaseで はほ

とんど水解されないので,CVAが な くとも緑膿菌を含

め各種弱毒Gram陰 性 桿菌に相当程度の抗菌力を示 し,

CVAがCEPaseを 不 活化できない弱点は不利とならな

いo

BRL 28500はS. aureus, E. coli, P. vulgarisの 必

須のPBPs(ム レイン架橋酵素)に 中等度以上の結合親

和性を示し,R因 子保有E. coliのPBPに 対する結合親

和性 も,β-lactamaseの 存在によって障害されない。一

般にPCsは 菌細胞伸長時に要するPBPsに 結合親和性

が高いので,隔 壁合成に要するPBPに 結合親和性が高

い,い わゆる第1,第2世 代cephemよ り殺菌 力が強

いと考えられる。TIPCも 例外ではない。 しか し,本 剤

はMRSAの 特異画分PBP 2'に は結合親和性が 低いの

で,MRSAに 対 する強い抗菌力は望みに くい。

BRL28500自 身 の殺菌力は強いが,血 清補体 との協力

殺菌作用はそれほ ど著明ではない。 しか し,R因 子を持
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Fig. 31 Digestion of long filamentous cells of
E. coli NIHJ JC-2 grown with 1/8 MIC
of BRL 28500 by cultured mouse mac-
rophages at 4 hrs after the incubation

ちTIPC単 独では高度耐性 となるE.coliに も本剤は比

較的低濃度で強い殺菌作用を示す。

補体との協力作用はそれほど強 くないが,BRL28500

の培養マウスMφ との協力的食菌殺菌作用は著明であ

る。その118MIC存 在下でも若干filament化 したE.

coli細 胞 はよく食菌され迅速に消化される。一般に菌の

表面構造に影響を与える β-lactam薬 剤は,白 血球 との

協力的殺菌作用が他の系統の抗生物質より強いことが知

られ て い るが6),1/8MICで も影 響 を 与 え 得 るBRL

28500は β-lactam薬 剤 の 中 で もMφ との協 力 的殺菌作.

用 が 強 い方 であ る。

β-lactam薬 剤 の 中 で,PCsは 呼 吸器 へ の 組 織 移行

がcePhemよ り良 好 で あ る とい わ れ る 。BRL28500ば

MRSAを 除 く耐 性 菌 対 策 の 確 立 した超 広 域PCで,一

部 の 細菌 に は そ の抗 菌 力 が 第3世 代cephemの そ れに劣

る こ と も あ るが,各 種 細菌 に平 均 した 力 を持 つ 点や,白

血 球 との協 力 的 食 菌 殺 菌 作 用 が 強 い こ とを考 慮す る と,

高 い臨 床 効 果 が 期 待 され る新 しい β-lactam薬 剤 同志の

配 合 薬 と して期 待 され る。
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BRL 28500 (CLAVULANIC ACID-TICARCILLIN), ITS ANTIBACTERI

ACTIVITY, AFFINITY TO PENICILLIN-BINDING PROTEIN(PBP);

AND SYNERGY OF BACTERICIDAL EFFECT WITH THE SERUN

COMPLEMENT AND CULTURED MACROPHAGES

TAKESHI YOKOTA, EIKO SUZUKI, KYOKO ARAI and NAOYO KATO

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

BRL 28500 is a combination drug of clavulanic acid (CVA) that is d p-lactamase inhibitor, and broad

spectrum-ticarcillin (TIPC), MICH of BRL 28500 to 22 to 44 clinical isolates of S. aureus, MRS A,

coagulase-negative staphylococci, a-Streptococci, S. pneumoniae, E. coli (R+), K. pneumoniae, P. mira-

bilis, P.vulgaris, M. morganii, C. freundii, E. cloacae, S. marcescens, H. influenzae, P. aeruginosa, P.

maltophilia, A. calcoaceticus and B. fragilis were 12. 5, 50, 25, 1. 56, 0. 78, 50, 50, O. 78, 6. 25, 12. 5,

50, 100, 50, 1. 56, 50, 100, 25 and 3.13 pg/ml, respectively. MICH of TIPC in the presence of 2

ƒÊg/mlof CVA which is minimum serum concentrations during 2 hrs after drip infusion of 3. 2 g of BRL

28500, was smaller than that of BRL 28500, in many bacterial species.

BRL 28500 manifested strong binding affinity to PBP 3, 1 A, 2 and 1 Bs of E. coli in that order, sug-

gesting its strong bactericidal effect. BRL 28500 bound strongly to PBP 2 and 3 of S. aureus and PBP 1,

3A of P.vulgaris, also.

 BRL 28500 showed a strong synergy of bactericidal effect with the complement even to TIPC- resistant

strains of E. coli at rather low concentrations. Cultured mouse macrophages engulfed well and digested

easily cells of E. coli in the presence of sub MICs of BRL 28500.


