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50%発 育 阻 止 濃 度 の 各種 セ フェ ム系 抗 生 剤 とmaximum sub-lethal concentrati。nの モ ル モ ッ ト

補 体 共 存下 あ るい は 非 共 存 下 に おけ るEscherichiacoliNIHJJC-2,Pseudomonas aeruginosa

18S,そ してStaphylococcus aecreus 209Pの 経 時 的 生 菌 数 を比 較 す る こ とに よ り各 菌 に対 す る補 体

とセ ブ ニム系 抗 生 剤 との 協 力的 殺 菌 作 用 の有 無 を 検 討 した。

E.coliに 対 して はcefmenoximeとceftizoximeの 殺 菌 作 用 が 補 体 存 在 下 にお いて 著 しく増 強 さ

れ,こ れ ら2剤 と補 体 との 間 に強 い協 力的 殺 菌 作用 を認 め た。 またlatamoxefとaztreonamは 補

体 存 在 下 にお い て培 養 開 始5時 間後 に 殺 菌 力 の増 強 を 認 め た も の の,24時 間 後 には 菌 は再 増 殖 し

た。cefazolin,cefotiam,cefmetazole,cefoperazone,cefotaxime,cefbuperazone,そ してcef-

tazidimeと 補 体 との間 には 協 力 的殺 菌作 用 は認 め な か っ た。

P.aeruginosaとS.aureusに 対 して は セ フ ェ ム系 抗 生 剤 と補 体 と の協 力的 殺 菌 作 用 を 認 め なか

った。

以上 の結 果 よ りE.coliに 対 す るcefmenoximeとceftizoximeの 優 れ た生 体 内 効 果 が示 唆 され

た。
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細菌感染症に対す る抗菌化学療法において,抗 菌剤は

補体,β-リ ジンなどの体液性因子あ るいは好中球,マ ク

ロファージな どの細胞性因子か らな る非特異的 感染防御

機構りと協力 して起炎菌を殺菌する ことが推測 され る。

そして,抗 菌剤 の体内動態 と抗菌力以外に このよ うな抗

菌剤と感染防御機構 との協力の有無 と程度 を知ることは

抗菌剤の有用性 と合理的な投 与方法を類推す る うえで重

要であると考え られる。

補体はオプソニン作用2～7)のほか に,抗 体の存在下で

グラム陰性菌の外膜を傷害 し殺菌(溶 菌)す る免疫殺菌

(溶菌)作 用を有することが知 られ ている8,9)。一方,β-

ラクタム系抗生剤は菌 の細胞膜にあ るム レイン架橋酵素

を阻害して細胞壁合成 を妨げ殺菌す ると考え ら れ て い

る10,11)。この ように補体 と β-ラクタム系抗生剤は作用

機序こそ異なるもの の同 じ細胞壁を標的 とす るため,両

者の共存下では両者は協力 して菌を殺す ことが想像 され

る。

補体と β-ラクタム剤 との 協力的殺菌 作用 の証明は,

従来invitroで ヒ トあ るいは動物の血 清に 抗菌剤を加

え て そ の 殺菌 力 を 検 討 す る方 法 と ヒ トあ るい は動 物 にあ

らか じめ 抗菌 剤 を 投 与 し薬 剤投 与 後 の 血 清 の 殺菌 力 を 検

討 す る方 法 に よ り試 み られ て き た。 前 者 の方 法 で は,

ampicillin 12),piperacillin 13),cefbuperazone 14,15),cef-

menoxime15,16),ceftizoxime 15,17),cefmetazole 15),そ し

てcefurexime18)の 殺 菌力 が ヒ トあ るい は モ ル モ ッ トの

血 清 に よ り増 強 され た との報 告 が あ り,後 者 の方 法 で も

ceftazidime 19),cefotaxime 20),BRL-3565021),そ して

imipenem 22)の 殺 菌 力 が血 清 に よ り増 強 され た との 報 告

が あ る。 しか し,こ れ ら一 連 の報 告 は 検討 薬 剤,被 験 菌

が 異 な り,ま た 使 用 され た 血 清 の 補 体 価 が不 確 定 で あ る

た め 単 純 な 比 較 は不 可能 で あ る。 そ こで今 回我 々は,50

%発 育 阻止 濃 度(ID50)の 抗 生 剤 とmaximum sub-

lethalconcentration(MSC)の 補 体 の共 存 下 と 非 共 存

下 に お け るEscherichia coli, Pseudomonas aeru-

ginosa,そ してStaphylococcus aureusの 経 時 的 生 菌

数 を 比 較 す る こ と に よ り,抗 菌 剤 と補 体 と の協 力 的 殺 菌

作 用 の 有 無 を検 討 す る こ とを 試 み た。
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I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 菌 株

教 室 所 有 の 標 準 株 であ るE.coli NIHJJC-2,P.aeru-

ginosa 18S,そ してS.aureecs 209Pの3菌 種 を用 い

た 。各 菌 株 はL-broth中 に一 夜,37℃ で振盪 培養 した

の ち,Klett光 電 光 度計(Klett社 製)に て 濁 度(波 長

660mμ)を 測定 した 。そ してあ らか じめ定 め てお いた 生

菌 数-濁 度 曲 線 よ りそれ ら の 生 菌 数 を も とめ,適 宜 希 釈

後 実験 に使 用 した。

2. 補 体

モ ル モ ッ ト乾 燥 補 体(東 芝 化 学)を 用 い た。 補 体 は グ

リー ン氏 液(東 芝 化 学)に0℃ で溶 解 後WASSERMANN

反 応 緒 方法28,24)に準 じて2%感 作 羊赤 血 球0.5mlを 完

全 溶 血 させ る補 体 の 最 少量 を1単 位 と規定 した。

3. 抗生 剤

各菌 種 にそ れ ぞ れ抗 菌 力 を有 す るセ フ ェム系 抗 生 剤 に

つ い て検 討 した 。す なわ ちE.coliに つ い てはcefazolin

(CEZ),cefotiam(CTM),cefmetazole(CMZ),cefo-

perazone(CPZ),ceftazidime(CAZ),latamoxef

(LMOX),cefotaxime(CTX),ceftizoxime(CZX),

cefmenoxime(CMX),aztreonam(AZT),そ してcef-

bupera20ne(CBPZ)の11剤 を,P.aeruginosaに つ い

てはcefsuledin(CFS),CPZ,CAZ,そ してAZTの4

剤 を,S.aureusに つ いて はCEZ,CTM,CMZ,そ し

てCPZの4剤 を使 用 した 。

4. 補 体 のmaximum sub-lethal cencentratien

(MSC)の 決 定

105CFU/mlの 各 菌 を0.1単 位/mlか ら10.0単 位/

mlま で,種 々の濃 度 の補 体 を 含 む20%非 働 化 ヒ ト血

清(Flow社)加L-broth中 に37℃ で振盪 培 養 し.培

養開 始 後1,3,5,24時 間 後 の生 菌 数 をcolony form-

ingunitよ り求 め,こ れ らを補 体 と非 働 化血 清 を含 まな

いL-broth中 で の それ ら と比 較 した。 そ して菌 の 増 殖

に影 響(抑 制)を 及 ぼ さな い補 体 の 最 大 量 をMSCと

した。

5. 抗 生 剤 の50%発 育 阻止 濃 度(ID50)の 決 定

105CFU/mlの 各 菌 をo.olptg/mlか ら12。5μg/mlま

で,種 々の 濃 度 の各 抗 生 剤 を 加 え たL-broth中 に37℃

で5時 間 振 盪 培 養 し,そ れ ら の生 菌 数 をcolonyformiRg

unitよ り求 め た。 そ して,そ の結 果 よ り生 菌 数-薬 剤 濃

度 曲線 を 作 成 し 菌 が培 養 開 始 後5時 間 で も105CFU/ml

とな る よ うな 薬 剤濃 度 をID50と した 。

6. 補 体 と抗 生 剤 との協 力 的 殺菌 作 用 の検 討

105CFU/mlの 各 菌 をMSCの 補 体 お よび20%非 働

化 ヒ ト血 清 存 在 下 と非 存 在 下 にID50の 各 抗 生 剤 加L-

broth中 で37℃ で振 盪 培 養 し,培 養 開始 後1,3,5,

Fig. 1. Bactericidal effect of guinea-pig comple-

ment against E. coil NIHJ JC-2, P. aeruginosa

18 S and S. aureus 209 P

そ して24時 間後 の生菌数をcolony formingunitよ り

求めた。そ して補体非存在下の生菌数 に対す る補体存在

下 のそれ らの比 が10-2未 満の ときを補体 と抗生剤との

協 力的殺菌 作用あ りと,1未 満10-2以 上の ときを相加

的殺菌作用あ りと判定 した。

II. 結 果

1. 各菌 に対す る補体のMSCの 決定

各菌 ともに補体濃度が高 くなるに従 いその生菌数は

補体非存在下でのそれ らに比べ減少す る傾向が認め られ

た(Fig.1)。

E.coliは 補体に最 も 高い感受性があ り,補 体濃度が

0.75単 位/ml以 下 では菌の 発育に影響 を 及ぼ さなか っ

たが,そ れ以上では発育が抑制 され,5.0単 位では培養

開始後1時 間に生菌数の著明な減 少を認めた。 これに対

しP.aeraginosaとS.auretesは 補体存在下でわずかな

がら発育の抑制 を認めた ものの生菌数の減少は認め られ

なか った。以上 より補体 のMSCをEcoliに 対 しては

0.75単 位/ml,P.aeruginosaに 対 しては10.0単 位/

ml,そ してS.aureusに 対 しては8.0単 位/mlと 定め

た。

2. 各種 セフェム系抗生剤 のID50

各菌 に対す るセフェム系抗生剤 のID50をTable1に

示 した。

3. 補体 とセフェム系抗生剤 の協力的殺菌作用

Fig.2か ら4にMSCの 補体 とID50の セフェム系抗

生剤共存下お よび非共存下 におけ るE.coliの 経時的生

菌数 を示 した。 これ ら11剤 のう ちCMXとCZXは



VOL.36NO.10 補体とセフェム系抗生剤との協力的殺菌作用 745

Table 1. IDsos of the test antibiotics against each strain of bacterium

Fig. 2. Synergy of bactericidal effects between complement and first-or

second-generation cephem antibiotics against E. coli

補体存在下でその殺菌 力は増 強 され,24時 間後にはす べ

てのEcoliが 殺菌され たこ とか ら,補 体 との 間 に強 い

協力的殺菌作用があ ると 考 えられ た(Fig。4)。 また,

LMOXとAZTは 培 養開始5時 間後 に補体共存下 での生

菌数が非共存下でのそれ らに比 べ10-2以 下に減少 し,

この時点で補体 との協 力的殺菌作用.を認めたが,24時 間

後には菌は再増殖 した。CTM,CMZ,CTX,CAZ,そ

してCBPZは 補体存在下 で生菌数 の減少はわずか であ

り(Fig.2,3,4),こ れ ら と補体 とは相加的殺菌作用 を

認めた。 これ に対 してCEZとCPZは 補体を添 加す る

こ とによ り生菌数は増 加 した(Fig.213)。

P.aeruginosaに 対 してはCAZとAZTが 補体添 加

に より培養開始5時 間後,お よび24時 間後に生菌数 の

減 少を認めたが,そ れ らは補体非存在下の ときの生菌数
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__??__without complement

__??__with 0.75U complement/ml and 20% inactivated human serum

CPZ: cefoperazone, CAZ: ceftazidime, LMOX: latamoxef, AZT: aztreonam

Fig. 3. Synergy of bactericidal effects between complement and third-generation cephem
antibiotics against E. coli ( 1 )

__??__without complement

__??__with 0.75 Ucomplement/ml and 20% inactivated human serum

CTX: cefotaxime, CZX: ceftizoxime, CMX: cefmenoxime , CBPZ: cefbuperazone

Fig. 4. Synergy of bactericidal effects between complement and third-generation cephem
antibiotics against E. coli ( 2 )

に比べ て10-1程 度であ り,こ れ ら2剤 と補体 とは相加

的 な 殺菌作用 を 認め るのみで あ った(Fig.5)。 しか し

CFSとCPZで は補体添 加によ りP.aeraginosaの 生菌

数は減少 しなか った(Fig.5)。

S.aureusに 対 しては,こ こで とりあげ た4剤 は いず

れ も補体 との間 に協力的 あるいは相加的殺菌作用 を認め

なか った(Fig.6)。

III. 考 察

補 体 とセフェム系抗生剤 との協 力的殺菌作用を検討す

るため,抗 生剤 の濃度に菌を生か しもせず殺 しも しない

50%発 育阻止濃度(ID5。)を,ま た補体の濃度に菌の発

育に影響 を及ぼ さない最高の濃 度(maximum sub-lety-

al concentratien: MSC)を 設定 し。両 者の共存下およ

び非共存下 におけ る生菌 数を比較 した。そ して補体濃度
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__??__ without complement

__??__ with 10.0U complement/ml and 20% inactivated human serum

CFS:cefsulodin,

Fig. 5. Synergy of bactericidal effects between complement and antipseudomonal cephem

antibiotics against P.aeruginosa

__??_ _ without complement

__??__ with 8.0U complement/ml and 20% inactivated human serum

Fig. 6. Synergy of bactericidal effects between complement and cephem antibiotics

against S. aureus

を一定にす るにあた りWASSERMANN反 応緒方法23,24)を

用いた。これは本法がMAYER法25)と ともに広 く臨床 に

用いられてお り,簡 便で しか も再現 性に優れ ているため

である。以上の条件下 ではE.coliに 対 して横 田 ら16,17)

の報告と同様 にCMX,CZXに 強 い補体 との協 力的殺
う

菌作用を認め,LMOXとAZTが これ らに次いだ。 し

かしCBPZとCMZに は浅野 ら15)が報告 した よ うな補

体との強い協力的殺菌作用 は認め られ なか った。

このような補体 と抗生剤 との協力的殺菌作用 の発現機

序として,DUTCHERら18)は 補 体で前処理 したE.coliだに

SMを 加えた ときの生菌数の減 少が,SMで 前処理 した

E.coliの 生菌数 の減少に比 べ速やか であ った ことか ら,

補体に よる薬剤 の外膜透過性の充進 に よるものであ ると

した。 これ に対 し,浅 野 ら15)はCBPZで 前処理 したE.

coliが 補体 の消費量を増 加 させ たことか ら,薬 剤前処理

菌 の補体活性化能 の充進に よるものであ ると してお り。

この点に 関 しては 今後検討す る余地 があ ると 考え られ

る。 また,補 体 と β-ラクタム剤 との協 力的殺菌作用の

強弱は奥村 ら20)や横 田ら21,22)が指摘 したよ うな抗生剤の

PBP Ibと の結合親和性の差異に よるもの と考え られて
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お り,今 回の結果 もこれ によ り一応脱明できるもの と思

われ た。 また,CEZとCPZは 補体 と非働化血清の添加

に より殺菌力が減弱 したが,そ の理由 として,こ れ ら2

剤 と血 清蛋 白との 高い結合率26,27)によ り細菌 に 作用す

る薬剤量 が減少 したためであ ると考え られた。

一方,補 体抵抗性であ ったP.aeruginosa,S.aecreus

に対 しては補体 と抗生剤 との間に協力的殺菌作用を認め

なか った。 これ らのこ とか ら補体 とセフ ェム系抗生剤 と

の協 力的殺菌作用は菌種 と薬剤に より異な り,そ の発現

には菌 の補体感受性が前提条件 とな ることが示唆 され,

感染症 の際 には抗菌九 体 内動態以外に考慮すべ き要素

とな ると考え られた。

稿を終 えるにあた り,御 指導,御 校閲を賜 りま した恩

師町田豊 平教授,な らびに順天堂大学医学部細菌学教室

横田 健教授 に深甚な る感謝 の意 を表 します。 さらに終

始温か い御指導,御 鞭撻をいただ きま した順天堂大学細

菌学教室吉田玲子博士に心か ら感謝いた します。

なお,本 論文 の要 旨は第13回 国際化学療法学会議に

おいて発表 した。

また,本 研究 の一部は,昭 和61年 度文部省科学研究

費補助金奨励研究A,課 題番号61771194に よった。
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SYNERGY OF BACTERICIDAL EFFECTS BETWEEN COMPLEMENT

AND CEPHEM ANTIBIOTICS AGAINST ESCHERICHIA

COLI, PSEUDOMONAS AERUGINOSA AND

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

HIROSHI KIYOTA

Department of Urology, The Jikei University, School of Medicine,
3-25-8 Nishishinbashi, Minato-ku, Tokyo 105, Japan

We investigated the influence of the 50% growth inhibitory dose (ID50) of cephem antibiotics on
the sub-lethal concentration of complement against Escherichia coli NIHJ JC-2, Pseudomonas aeru-

ginosa 18 S and Staphylococcus aureus 209 P.The number of E. coli survivors decreased more rapidly
in the presence of both the complement and the ID50 of the antibiotic than of either alone, with a
few exceptions. Cefmenoxime and ceftizoxime manifested synergy with complement and all cells of
E.coli were killed 24 hours after the initiation of incubation. In contrast, latamoxef and aztreonam
showed synergistic bactericidal effect with complement on E. coli 5 hours after the initiation of incu-
bation. Bactericidal effects of cefazolin and cefoperazone were diminished by the addition of comple-
ment. Synergy was not observed between the ID50 of cephem antibiotics and complement against P.
aeruginosa and S. aureus. The possible role of the interaction between cephem antibiotics and com-

plement in the in vivo efficacy is described.


