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新経 口用セフ ァロスポ リンCS-807の 細菌学的評価

第4報 黄色 ブ ドウ球菌のメチシ リン感受性 とCS-807の 抗菌活性
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1)新 鮮臨床分離S.aureus 1,000茜 株 を日本化学療法学会規定 の最小発育阻止濃度(MIC)測

定法 によるメチシ リン(DMPPC)感 受性 に基づ き3群 に分類 した。

(1)DMPPCに1.56μg/mlの 菌株 は接種菌量,培 養温度の相違 による感受性 変化 をほ とん ど示

さなか った。

(2) DMPPCに3.13μg/mlの 菌株の うち,約30%は108CFU/ml・1 spot接 種 あるいは30℃ 培

養で2管 以上感受 性が低下 した。

(3)DMPPCに6.25μg/ml以 上 の菌株 は前記条件下で感受 性低下が顕著 に認 められた。

2)DMPPCに6.25μg/ml以 上の菌株 には耐 性要因であるPBP2'が 検 出されたが,1.56μg/

mlの 菌株 には検 出されなかった。 またDMPPCに3.13μg/mIの 菌株 にはPBP2'が 検 出 される

株 と検出されない株 とが存在 した。

3)メ チシリン感受性成績ならびにPBP2'の 存在か ら,DMPPCに6.25μg/ml以 上の菌株 を

メチシ リン耐 性株(MRSA,270株)と 定義 した。 またDMPPCに3.13μg/ml以 下 の菌株 はメチ

シリン感性株(MSSA,730株)に 区分 した。

4)CS-807の 生 体 内活 性 代 謝物R-3763はMSSAに 対 し,cephalexinと 同 等 の 抗 菌 力

(MIC80: 3.13μg/ml)を 保有 していた。

5)CS-807はMSSAに よるマウス腹腔内感染 に対 し,供 試菌株 のpenicillinase (PCase)産

生 に関係 な く一定 した 治療 効 果(ED5。:6.8～29.4mg/kg)を 発 現 した。Cefaclor(CCL)と

amoxicillin(AMPC)はPCase非 産生菌株による感染にはCS-807を 上回 る治療効果 を示 したが,

PCase産 生菌株に対す るED5。 値 は両剤 とも大 きな幅があった。

6)MSSAに 対する液体培地 中での抗菌作用(2.5μg/ml添 加)を 調べる と,R-3763はPCase

産生株 非産生株 とも約90%を 増殖抑制 した。他方,CCL,AMPCは 前者の約90%に 増殖抑制効

果 を発現 したが,後 者に対 しては各々25%,4%を 増殖抑制 したにとどまった。

以上の結果 か ら,CS-807はMRSAを 除 くS.aureusに 対 し,PCase産 生 の有無 にかかわ ら

ず,優 れた抗菌活 性を保有する ことが明 らか となった。

CS-807は グ ラ ム陽 性 菌,グ ラム 陰 性 菌 に幅 広 い抗 菌

スペ ク トル と強 い抗 菌 力 を保 有す るエ ス テル型 の 経 口用

セ フ ァロ ス ポ リ ン剤 で あ る1)。 そ の 活 性 体R-3763は7

α 位 にaminothiazole基 とmethoxyimino基 と を持 ち,

い わ ゆ る 第 三 世 代 セ フ ェ ム 系 抗 生 剤 と 呼 ば れ る

cefotaxime, ceftizoxime, cefmenoximeな ど と構 造 類

似 のセ フ ァロス ポ リ ン誘 導体 で あ る。 一 般 に第 三 世代 セ

フェム系抗生剤は強い抗グラム陰性菌活性を発現するが,

グラム陽性菌,こ とにS.aureusに 対する抗菌力は第一,

第二世代セフェム系抗生剤 よりもむ しろ劣 っている2刈。

しか しR-3763は 上記第三世代セ フェム系抗生剤 と類似

構造を持 ちなが ら,グ ラム陰性菌のみな らずS.aureus

にも優れた抗菌活性を保有する と報告されている5)。

近年,S.aureusは 薬剤 感受 性変化 が顕 著 に認 め ら
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れ6～8),特に1980年 以降,抗 黄色 ブ ドウ球菌作用の弱い

第三世代 セフェム系抗生 剤の汎用 に より,methicillin

(DMPPC)お よび各種セ フェム系抗生剤に耐性 を示 す株

(MRSA)の 分離頻度 も増加 している9～12)。今回,私 共 は

CS-807のS.aureusに 対す る抗菌活性 を評価 する にあ

た り,今 日のようにS.aureusの 薬剤感受性が変化 しつ

つある状況下では新鮮分離株 を用いて精査することが重

要 と考えた。 そこで昭和57～61年 に国内39病 院で各種

臨 床 材 料 か ら 分 離 さ れ たS.aureus 1.000菌 株 の

DMPPC感 受性 に及 ぼす接種菌 量,培 養温度 の影響 を

詳細に検討 し,そ れ らの成績 とMRSAの 耐性機構 であ

るPBP2月3～16)の 存在様式 とからMRSAとMSSAと の

区分 を試みた。さ らに,R-3763のMSSAに 対 す る試

験管内抗菌力 を既存の経 口用 β-lactam剤 と比較 した。

また,MSSAに よるマウス腹腔 内感染 に対す るCS-807

の治療効果 を調べ,in vivo効 果の解析 も行 なったので

報告する。

I.実 験材 料 な らび に実験方 法

1.使 用 菌株

全国39病 院か ら分与 を受 けたS.aureus 1,000菌 株

を実験 に用いた。年度別 の分離株数 は昭和57年39株,

58年5殊60年225株,61年682株 で あった。供 試 菌

株の分離地域 と株数 は,北 海道87株(3病 院),東 北61

株(4),関 東184株(8),中 部165株(5),近 畿169株(6),

中 国95株(5),四 国173株(4),九 州66株(4)な どで あ

り,菌 株数,施 設数 とも地域的に大 きな偏 りは見 られな

か った。 また,菌 株 の 由来 は,膿(281株),喀 痰(149

株),咽 頭(122株),耳 漏(121株)な どが優位を占めたが,

分離材料に も特定の偏 りは見 られなかった。

2.使 用抗生剤

CS-807 (lot S-11)とR-3746 (R-3763のNa塩,lot

9)は 三共研究所合成品 を,cephalexin (CEX,塩 野義

製 薬),cefaclor (CCL,塩 野 義 製 薬),methicillin

(DMPPC,万 有製薬),ampicillin(ABPC,明 治製菓),

amoxicillin(AMPC,協 和醸酵)な どは市販製剤 を用い

た。 なお各薬剤は力価に応 じた重量補正 を行 なって実験

に供 した。

3.薬 剤感受性測定法

S.aureusの 各種 薬剤に対する感受性測定は最小発育

阻止濃度(MIC)測 定法16)に従 って実施 した。被験 菌株

はMueller-Hinton broth (MHB, BBL)に て37℃ 20

時間培養 し,各 々の菌液 を108CFU/ml, 106CFU/ml

レペル となるよう新鮮MHBで 適宜希釈 した。 それ ぞ

れの希釈菌液 を ミクロプ ランタ-(MIT-P型,佐 久間

製作 所)を用 い,100μg/mlか ら2倍 希釈系列の薬剤 を

含有す るMueller-Hinton寒 天培地(MHA, BBL)平

板上 に1 spot接 種 した。各平 板 は37℃ また は30℃ で

20時間培養 し,最 小発育阻止濃 度(MIC)を 求めた。

4。 ペニ シリン結合蛋 白質(PBPs)の 検 出

a) Penicillinase-plasmidの 除去

供試13菌 株の うちpenicillinase(PCase)産 生性の8

菌株 は耐性 に及 ぼすPCaseの 関 与 を排除 し,さ らに

PBPs検 出過程 で14C-penicmin G(14C-PCG)が 水解

され るのを避けるためplasmidの 除去を行 なった。

上記8菌 株 をL-broth中 で44℃ 18時間振盪培養 し,

10-6希釈 した菌液0.1mlを 薬剤非含有heart infusion

agar (HIA,栄 研)平 板上 に一様 に塗抹後37℃18時 間

培 養 した。各 平板 をABPC 10μg/ml含 有HIA平 板

と薬 剤非 含 有HIA平 板 とに レプ リカ し,そ れ らを

37℃ 18時 間培養 した。ABPC 10μg/ml含 有 平板上 に

は生育 せず,薬 剤非 含有 平板 上 に生育 した コロニー

(PCase非 産 生亜株)をMHBに て37℃ 20時 間培養 し

た。各菌液0.3mlと ニ トロセフィン(200μg/ml,三 共

研究所合成)0.1mlと を反応 させ てPCase陰 性 を確認

後.DMPPC感 受性 を各々の親 株とともに調べた。

b)膜 画分の調製

DMPPC感 受性 に親株 との差 が 認 め られな かった

PCase非 産生亜株8株 お よびPCase非 産生性の供試菌

株5株 から,前 報17)の方法 に従 って膜画分 を分離 した。

蛋白量は8mg/mlと なるよう調製 した。

c) PBPsの 検 出

PBPsの 検 出はSPRATT18)ら の方法 に準 じて実施 し

た。す なわ ち30μ1の 膜 画 分浮游 液 に3μ1の14C-PCG

(0.15μCi, Amersham Intemational Plc.)を添加し,

30℃10分 間反応 させた。各 サ ンプル をsarkosyl(東 京

化成)で処理 し,さ らに100℃ にて2分間加熱後,ポ リア

ク リ ル ア ミ ド(10% acrylamide-0.06% bisa-

Clylamide,生 化学工業)ゲ ル電気泳動 に よって蛋白質

を分離 した。 フ ルオ ログ ラ フ ィーは 前報17)の方法 に

従 って実施 した。

5.マ ウス腹腔内感染 に対す る治療試験

供試菌株 はtrypticase soy broth (TSB, BBL)に て

37℃ 20時 間培養 し,各 菌株 の毒 力に応 じて適宜 希釈 し

た。 それぞれの希釈菌液 を5% gastric mucin(東 京化

成工業)液 に懸濁 し,そ の0.2mlを1群10匹 のマウス

に腹 腔内接種 した。CS-807とAMPCは0.5%ト ラガ

ン ト液に懸濁 し,ま たCCLは 重曹水 にて溶解後それぞ

れの 希釈液 を調製 した。治療は菌接種 直後 と4時 間後の

2回,各 薬剤 液0.2mlを 経 口投 与 す る ことに より行

なった。感染治療5日 後 の生存率 か らProbit法 により
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50%有 効 量(ED50)を 算 出 し,1回 当 た りの 薬 剤 量

(mg/kg)で 表示 した。

6.液 体培地における抗菌作用 の検討

TSBを 用 いて37C18時 間培養 した各供 試菌液 を新

鮮TSBで10-3希 釈 し,そ れ らを37℃ で3時 間振盪 培

養後,106～107CFU/mlの 菌量 に達 した ものを被験 菌

液 とした。最終濃度が2.5μg/mlと なる よう調製 した

薬剤溶液0.1mlを 自動細菌検査装置MS-2(Abott)の

research用wellに 分注後 それ らに上記被験菌液0.9

m1を 移植 した。同装 置 を用 いて37DCで 培 養 し,670

nmで の濁度変化 を経時的に観察 した。薬剤添加後15時

間の培養中に0.D.670nmが0.1以 上 に上 昇 した場合,

菌は有意 に増殖 したもの と判定 した。供試菌株の増殖所

要時間を指標 として,各 薬剤の増殖抑制 効果 を比較検討

した。

II.実 験 成 績

1.DMPPCお よび経 口用 β-lactam剤 感受性 と接

種菌量による変動

昭和57～61年 に分離 されたS.aureus 1,000菌 株の寒

天平板希釈法 によるDMPPC,CEX,CCL,AMPCお

よびR-3763へ の感受性 を各薬 剤 のMIC累 積 分布 で

Fig.1に 示 した。それ ら1.000菌 株 の106CFU/mlの

菌液lspot(以 下 〔L〕と略)接 種,37℃ 培養 にお け る

DMPPCのMIC50は1.56μg/mlで あった がMIC80,

MIC90は それぞれ6.25μg/ml,12.5μg/mlと な り,一

部感受性の低下 した株 の存在が認め られた。

次に,経 口用 β-lactam剤 への感受性 を比較する と,

R-3763のMIC50,MIC80は3.13μg/ml,100μg/mlで

あったが,CCLは それぞ れ1.56μg/ml,50μg/mlと

1管 良好 で あった。 またCEXのMIC50はR-3763と

同等 の3.13μg/mlで あったが,MIC80は50μg/mlで

あった。

さらに10sCFU/mlの 菌液1 spot(以 下 〔H〕と略)接

種,37℃ 培養 での感受性 を,DMPPCのMICを 指標

として調べ た。そのMIC50は3,13μg/mlで あった も

の の,MIC80は50μg/ml,MIC90は>100μg/mlと 著

明に大 きい値 を示 し,〔H〕 接種 においてDMPPC感 受

性の低下する株が多数存在 した。

接種菌重による被験菌株のDMPPC感 受性 の変動 を,

〔L)接種時の感受 性別 にFig,2に 図示 した。 〔L〕接租時

DMPPCにl,56μg/mlの 感受 性 を示 した 菌株 は 〔H〕

接種 にお いて もその大部 分が1.56～3,13μg/mlの 感

受性 を保持 していた。次 に 〔L〕接種 で3.13μg/mlの 菌

株 は,そ の約1/3が 〔H〕接種 にお いて2管 以上感 受性

が低下 した。 さらに 〔L〕接種 で6.25μg/mlお よび12.

5μg/mlの 菌株 は,そ のほとんどが 〔H〕接種 において2

管～5管 以上の顕著 な感受性低下を示 した。 なお,図 に

は示 してい な いが,〔L〕 接種 時 ≦0.78μg/mlの 菌 株

(82株)は その大部分が 〔H〕接種 において も感受性 の変

動 は認 め られ なかった。他 方,〔L〕接種 時 ≧25μg/ml

の菌株(98株)は 〔H〕接種 において その大部分が顕 著な

感受性低下を示 した。

2.薬 剤感受 性に対する培養温度の影響

MRSAは 接種菌量19,20)だけで な く培養 温度21～23)に

よっても薬剤感受性の変化 することが知 られているので,

供試菌株のDMPPC感 受性 に及ぼす培養温度 の影響 を

検討 した。

〔L〕接種 ・37℃培養時のDMPPC感 受性 別に供 試菌

株 を無作為 に選択 し,そ れぞれの30℃ 培養 におけ る感

受 性の変動 をFig.3に 図示 した。37℃ 培養時DMPPC

に1.56μg/mlの 菌株は30℃ 培養で もほぼ全株が同等の

感受性 を保持 していた。一方,37℃ 培養で3.13μg/ml

の菌 株 は,そ の約30%が30℃ 培養 で12.5～25μg/ml

とな り,2管 ～3管 感受性が低下 した。 さ らに37C培

養で6.25μg/mlの 菌株 と12.5～100μg/mlの 菌株 は,

そのほ とん どが30℃ 培養 によって2管 以上 の顕著 な感

受性低下を示 した。

Fig. 1 Susceptibility of 1,000 strains of S. aureus

*Determined at 37•Ž after 1 spot-inoculation of 106 CFU/ml .
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Fig. 2 Change of DMPPC.suaceptibility by inoculation of Ms CFU/ml

1.56ƒÊ g/m1 (530 strains)•E

3.13 ƒÊg/m1 (118 strains)•E

6,25ƒÊg/m1 (113 strains)•E

12.5 ƒÊg/mI (59 strains)•E

*Susceptibility to DMPPC determined with MHA by 1 spot-inoculation of 10' CFU/ml.

Fig. 3 Change of DMPPC-susceptibility by determination at 30 •Ž

1.56 ƒÊg/m1 (43 strains)•E

3.13 ƒÊg/m1 (36 strains)•E

6.25 ƒÊg/m1 (80 strains)•E

12.5 - 100ƒÊg/m1 (40 strains)•E

* Susceptibility to DMPPC determined with MHA at 37•Ž

以上の接種菌量な らびに培養温度の相違による薬剤感

受 性変動 の結 果 か ら,DMPPCに6.25μg/ml(〔L〕 接

種 ・37℃培養)以上 の株がMRSAと 推定 されたが,さ

らに この点 をMRSAの 生化学 的特性 か ら確認 す るた

めPBP2'の 存在様式 を検討 した。

3.PBP2'の 存在様式

各供 試菌 株 の フル オ ロ グラ フィーの成績 な らびに

DMPPC感 受性 をFig。4とFi畠5に 示した。

Fig.4に 示 した如 く,〔L〕接 種・37℃培養時DMPPC

のMIC値 が6.25μg/mlお よび12.5μg/mlの 各3菌
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Fig. 4 PBP profiles and DMPPC-susceptibility

Incubation
temperature

Inoculum
size

37•Ž 106 CFU/ml 12.5 12.5 12 .5 625 6.25 6.25

30•Ž 106 CFU/ml 50 25 25 25 25 12 .5

37•Ž 108 CFU/ml 50 100 100 100 100 25

30•Ž 108 CFU/ml 100 100 100 100 100 100

MIC
(ƒÊg/ml)

Fig. 5 PBP profiles and DMPPC-susceptibility

Incubation
temperature

Inoculum
size

37•Ž 106 CFU/ml 3.13 3.13 3.13 3.13 1.56 0.78 0.78

30•Ž 106 CFU/ml 25 12.5 3.13 3.13 1.56 0.78 0 .78

37•Ž 108 CFU/ml 50 25 3.13 6.25 3.13 1.56 1.56

30•Ž 108 CFU/ml 100 100 6.25 12.5 3.13 1.56 1.56

MIC

(ƒÊg/ml)
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株は,培 養条件 によってDMPPC感 受性が頭著に低下

したが,こ れ ら6菌 株 にはS.aureusに 通常検出 され

る24～27)PBPs1,2,3,4以 外 に,PBP2'が 全株 に共

通 して検 出された。

次 にFig.5に 示 した各 菌株 の うち,DMPPCに3.

13μg/mlのNo.1148-2株 とNo.1194-2株 とは培 養

条件 によるDMPPC感 受性の変動が顕著 に見 られ,こ

れ ら2菌 株 にはPBP2'の 存在 が確 認 され た。他方,

DMPPC感 受性が同様 に3.13μg/mlで あった ものの,

接種菌量や培養温度 の影響 を受 け難か ったNo.1180株

とNo.1200株 とに はMRSA特 有 のPBP2'は 検 出 さ

れなかった。 またDMPPCに1.56μg/ml,0.78μg/

mlの 各菌株 と標準株の209PJC-1株 に もPBP2'は 認

め られなかった。

DMPPCに6,25μg/ml(〔L〕 接種 ・37℃培養)以上の

菌株 にはMRSAに 特徴 的な培 養条件 の相違 に よる薬

剤感受性の変動が顕著 に認 められた こと,さ らにそれら

の菌株 にはMRSAの 耐性機構 であるPBP2'が 検出 さ

れた こ とな どか ら,DMPPCに6.25μg/ml以 上 の菌

株 をMRSAと 見 な すの が妥 当 と結 論 され た。 また

DMPPCに3.13μg/ml(〔L〕 接種 ・37℃培養)の 菌株 の

中 にはMRSAと 見 なすべ き株 も存在 したが,今 回は

それ ら も含 めDMPPCに3.13μg/ml以 下 の 菌株 は

MSSAに 区分した。

4.経 口用 β-lactam剤 のMSSAに 対す る抗菌力

供試S.aunus 1,000菌 株の うち,前 述の基準による

MRSAを 除外 したMSSA730株 に対するR-3763と 既

存 の経 口用 β-lactam剤 の試験 管 内抗菌 力(MIC)を

Fig.6に 示 し た。R-3763とCEXのMIC50,MIC80,

Fig. 6 Antibacterial activity against 730 strains of MSSA

* Determined at 37•Ž after 1 spot-inoculation of 106 CFU/ml

MIC90は ともにそれ ぞれ3.13μg/ml,3.13μg/ml,6.

25μg/mlで あ り,両 剤 とも同等の抗菌力 を保有 してい

た。CCLの 抗菌力 はR-3763,CEXよ り1管 程度良好

で あ り,ま たAMPCはMICsoに お い てCCLを さ ら

に上 回る抗菌力 を示 した。

Fig. 7 Therapeutic effect on intraperitoneal infections

in mice caused by MSSA

5.マ ウス腹腔内感染に対す る治療効果

MSSA15株 に よ るマ ウス腹 腔 内感 染 に対 する(S

-807
,CCL,AMPCの 治療成績 をTable1とFig7に

示 した。CS-807のED50値 は6.8～29.4mg/kgの 範

囲に分布 し,供 試菌株 のPCase産 生,非 産生にかかわ

らず一定 した治療 効果 を発現 した。CCLはPCase非

産生株の惹起する感染 には1mg/kg以 下で も治療効果

が認め られ,CS-807の それを上回 った。一方,PCase

産生株の感染に対 する治療効果 は,全 般的 にはCS-807

と同等 と見 な さ れ た が,そ のED5。 値 は2.1～>100

mg/kgと 大 きな幅 が あ り,治 療 効果 は一定 していな

かった。 またAMPCもPCase非 産生株の感染には優

れた治療効果 を示 したが,PCase産 生株の半数以上に

よる感染 に対 しそのED5。 値 は>100mg/kgと な り,

それ らには治療効果が認められなか った。

6.MSSAに 対す る液体培地 中での抗菌作用

マウス感染治療実験に供試 したMSSAl5株 に対 し,

TSB中 でのR-3763,CCL,AMPCの 増殖抑制効果を

調 べ た。な お被 験 薬 剤濃 度 は 前記730菌 株 に対 す る

MIC80値 に 鑑 み,R-3763の3.13μg/mlを 超 え ず
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Table 1 Therapeutic effect on intraperitoneal infections in mice caused by MSSA

* Determined with MHA (106 CFU/m1-37•Ž).

** MIC of R-3763.

[]95% confidence limit.
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Fig. 8 Relation of in vitro and in vivo anti-MSSA activities

CS-807

(R-3763)

CCL AMPC

●: PCase-producing strain

○ : PCase-nonproducing strain

CCL,AMPCの1.56μg/mlを 上 回る濃度 として2.5

μg/mlを 設定 した。

Fig.8に は各薬剤存在下 での供試菌株の増殖所要時間

とED5。値 との関係を図示 した。R-3763は 供試15菌 株

すべての増殖を抑制 したため相関関係は認め られなかっ

た。CCLで はED5。 値が>100mg/kgの1菌 株 と増殖

所要時間900分 以上の4菌 株 を除 く10菌株 において良好

な相 関 性(r=0.87)が 認 め られ た。AMPCの 場 合,

PCase産 生株には大 きいED5。 値 と短時間の増殖抑制 し

か示さない傾 向が強 く,ま たPCase非 産生株に対 して

は,薬 剤添加後増殖 を抑制 したため相関関係は得 られな

か った。

次 にMSSAに 対する液体培地中での抗菌作 用の一般

性を検討するため,R-3763,CCLに は20殊AMPC

Table 2 Anti-MSSA activies of R-3763, CCL and AMPC in TSB

*: Determined with Mueller Hinton agar by 1 spot of 106 CF11/m1 inoculation
.

#:O.D.670nm; 0.0•¨>0.1 within 900 min.
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には63株 と被験株 数 を増 や して,TSB中 で薬 剤2.5

μg/ml作 用後の増殖抑制効果 を調 べた。なお,ニ トロ

セフィン法28)で調 べたPCase産 生株 は前 者 の場 合 が

165株(80%),後 者 が52株(83%)で あった。Table 2

に示した如 くPCase非 産生株 に対 しては,3薬 剤 とも

約90%の 菌株 を増殖抑制 した。他方,PCase産 生株 に

対 してCCL,AMPCは 各々25%,4%の 菌株 を増殖抑

制 したにす ぎなかったが,R-3763は87%の 株の増殖 を

抑制 し,PCase産 生株 に対 して もPCase非 産 生株 と

差のない優れた増殖抑制効果が認 められた。

III.考 察

S.aureusは 鼻腔,皮 膚,腸 管な どの常在菌であ りな

が ら強毒菌のため,そ の耐性株の出現 は難治感染や院内

感染 の発 症 を来 た し臨 床上 多 くの問 題 を生 じて き

た29～32)。

しか も最近では抗黄色ブ ドウ球菌作用の弱 い第三世代

セフェム系抗生剤の汎用 に よ りMRSAの 分離頻度 も

漸増の傾向にあるといわれている9～12)

ところで耐性S.aureus,い わ ゆ るMRSAを 正確 に

区別することは臨床検査および治療の面から非常 に重要

と考えられるが,そ の検索は必ず しも容 易ではない。そ

こで今 回,多 数 の新 鮮臨 床 分離株 を用 い,そ れ らを

MRSAとMSSAと に区分す ることを試みた。第一 に

MRSAの 薬剤 感受 性は 接 種 菌量 の 影響 を受 け る こ

と19,20)第二 にMRSAの 耐 性 発 現 は温 度 依 存 性 で

30℃での耐性度 が高 い こと21～23)第三 にMRSAの 耐

性機構であるPBP2'は30℃ で熱 に安定で あ り14),さ ら

にその至適 産生温度 も30℃ であること15)などに着目 し,

培養条件 の相違による薬剤感受性 の変動 とPBP2'の 存

在様式 とを検討 した。 その結果,現 行の最小発育阻 止濃

度測定法16)による 〔L〕接種,37℃ 培養 でDMPPCに6.

25μg/ml以 上 の株 の 大 部 分 と3.13μg/mlの 株 の約

30%は,〔H〕 接種 もし くは30℃ 培養で著明 に感受性低

下 が認 め ら礼 さ らにMRSAの 耐 性 の 本質 で あ る

PBP2'は 上記の接種 菌量,培 養温度 の影響 を受 ける株

に共通 して検出 された。従 って,現 行法 に準拠 する限 り

DMPPCに6.25μg/ml以 上 の株 をMRSAと 定 義 す

る こ とに 矛 盾 は な い もの と考 え られ た。 ま た,

DMPPCに3.13μg/mlの 菌株 の中 に はMRSAと 見

なすべ き菌株 も存 在 した が,MRSAのPBP2'は β

-lactam剤 の存在下で誘導的 に産生 され る15,33)と報告

されてお り,前 述の如 きDMPPCに3.13μg/mlの 株

は30℃ 培養 あ るい は〔H〕接種 の条 件下 でDMPPCに

よってPBP2'が 誘導産 生 され易 い株 と考 え られた。

従 って,現 行 の 最 小 発 育 阻 止 濃 度 測 定 法16)で は

DMPPCに3.13μg/mlの 株 は 明 確 に はMRSAか

MSSAか を定義で きなか ったが,今 回は一応 それ らの

株 も含 めDMPPCに3,13μg/ml以 下 の株 をMSSA

に区分 した。

以上の結果 に基 づ くと,今 回の供試S.aureus 1,000

菌株 中 にMRSAは270株(27%)存 在 したが,こ の成

績 は諸家の報告6,7,34.35)と概ね一致する ものであった。

MRSAを 除 く730株 のMSSAに 対 す るR-3763の

MIC50は3.13μg/mlで あ り,こ の抗 菌 力 は 既 存 の

CEXと 同等の ものであった。さ らにMSSA15菌 株 に

よるマウス腹腔 内感染 に対 し,CS-807は 供試菌株 の

PCase産 生の有無 にかかわ らず,一 定 した治療効果 を

発現 した。他方,CCLは 供試15菌 株 中,半 数以上の株

の感染に対 しCS-807よ りも良好な治療効果が得 られた

ものの,PCase産 生株 に対す るin vivo効 果が一定せ

ず,少 数ではあったが全 く無効の菌株 も認 められた。 ま

た,AMPCで はCCLで 見 られた傾 向がよ り顕著 に認

められ,PCase産 生株の約半数による感染 に全 く無効

であ った。

このようにin vivo効 果 の良否が薬剤間に現われたの

は,PCase産 生株に対す るin vitro抗 菌作用の相違に

その一因があるもの と考えた。そ こで β-iactamaseの

影響が出易 い と考 え られ ている液体 培地36)を用 い,さ

らに薬剤添加時の菌量を感染実験時の攻撃菌量(Table

2)と 同 レベ ルの106～107CFU/mlに 設定 して,各 薬

剤の増殖抑 制効 果 を検 討 した。 その結果,R-3763は

PCase産 生株 に対 して も,非 産生株の場合 と差 のない

抗菌作 用 を発現 す る ことが判 明 し,前 者 に対 して は

CCLとAMPCを 上 回る成績 であった。 それゆ え,CS

-807がPCase産 生株 非産生株 を問わずMSSAの マ

ウス腹腔内感染に一定 した治療効果を発現 し得 た理由の

一つは
,上 記の ごと くR-3763がPCase産 生株 に も優

れたin vitro抗 菌作用 を保有するため と考 え られた。

また,今 回調べたPCase産 生性のMSSAは 約80%に

も達 していたが,R-3763のPCase産 生株へ の優 れた

in vitro抗 菌作用 は,そ れ ら多数 のMSSAに 対 して共

通 に認められる現象であった。

以 上CS-807の 活 性 代 謝 物R-3763はMSSA 730

株 に対 してCEXと 同等 の 抗菌 力(MIC80:3.13μg/

ml)を 保有 して いた こと,さ らにR-3763はMSSAの

大半 を占めるPCase産 生株 に も優れた抗菌活 性を保有

していた ことか ら,CS-807はMSSAに よる感染症 に

応用 し得 る経 口用抗生剤 と考えられた。

本論文の一部 は順 天堂大学 ・医学部 ・細菌学教室 横

田健教授 との共同研 究であ り,第35回 日本化学療法学
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会(盛 岡)に て発表 した。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF CS-807, A NEW

ORALLY ACTIVE CEPHALOSPORIN

IV. METHICILLIN-SUSCEPTIBILITY OF STAPHYLOCOCCUS

AUREUS AND ANTI-S. AUREUS ACTIVITY OF CS-807

YUKIO UTSUI, YOHKO AJIKI, MITSUO KATSUTA,

HARUKI DOMON, JUNKO UMEZAWA, TERUO MAGARIBUCHI,

HIROSHI YASUDA, MASAZO TAJIMA, MASAYUKI IWATA

Biological Research Laboratories, Sankyo Co., Ltd., Tokyo

Based on the susceptibility to methicillin and the profile of penicillin-binding proteins(PBPs), we have

classified 1,000 fresh clinical isolates of S. aureus into methicillin-resistant(MRSA) strains and methicillin
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-susceptible (MSSA) strains
. Furthermore, in vitro and in vivo antibacterial activities of CS-807 against

MSSA were investigated as compared to those of cephalexin (CEX), cefaclor (CCL), and amoxicillin(AMPC).

1) One thousand strains of S. aureus isolated clinically in recent years were divided into 3 classes on the

basis of their susceptibility to methicillin (DMPPC) examined by using two-fold plate dilution method with

Mueller-Hinton agar on which a 106 CFU/ml suspension was spotted, followed by incubation at 37*C for 20

h. (1) Strains with DMPPC-susceptibility of 1.56/4/m1 retained almost the same susceptibility even by

inoculation of 10' CFU/ml or incubation at 30•Ž. (2) Approximately 30% of strains with DMPPC-susceptibil-

ity of 3.13pg/m1 showed a greater than four-fold reduction in their susceptibility by change of inoculum size

or incubation temperature. (3) Susceptibility of strains to which MIC of DMPPC was more than 6.2514g/ml

was decreased markedly by change of inoculum size or incubation temperature.

2) PBP2' fraction specific for MRSA was detected in the strains with DMPPC-susceptibility of more than

6.254/ml, while no PBP2' was detectable in the strains with DMPPC-susceptibility of 1.56 ,ug/ml. The

strains with DMPPC-susceptibility of 3.13,ug/ml, whose susceptibility was influenced by inoculation of 10'

CFU/ml or incubation at 30•Ž, were confirmed to possess PBP2'.

3) From the shift of DMPPC-susceptibility with change in inoculum size or incubation temperature, and

from the presence of PBP2' in the resistance mechanism, 270 strains(27%) with DMPPC-susceptibility of

more than 6.25/4/m1 were demonstrated to be MRSA. The remaining 730 strains(73%) with DMPPC

-susceptibility of less than 3
.13/ig/ml, in which MRSA strains were a little included, were regarded as being

MSSA.

4) R-3763, an active metabolite of CS-807, exerted the same in vitro activity as CEX against 730 MSSA

strains, and its MIC.0 to those was 3.131/g/ml.

5) CS-807 was found to have a constant therapeutic effect (ED. : 6.8-29.4 mg/kg) on intraperitoneal

infections in mice caused by 15 MSSA strains without any relation to their penicillinase(PCase)-production

and-nonproduction.

The therapeutic effect of CCL and AMPC on infections by 3 PCase-nonproducing MSSA strains was

superior to that of CS-807. Whereas, against the infections by 12 PCase-producing MSSA strains, both CCL

and AMPC only displayed an instable therapeutic efficacy.

6) R-3763, CCL, and AMPC exhibited a grow 4..h inhibitory effect on about 90% of the PCase-nonproducing

MSSA strains after exposure to 2.5i4g/m1 in a liquid medium. On the other hand, as much as 87% of the

PCase-producing MSSA strains had their growth inhibited by treatment with R-3763 at a concentration of

2.5pg/ml, but 25% and only 4% of the MSSA strains treated with the same concentration of CCL and AMPC ,

respectively, had their growth inhibited.

From the results described above, we have concluded that CS-807 possesses potent in vitro and in vivo

activities against S. aureus, except for the DMPPC-resistant strains, without any bearing on PCase-pro-

duction or -nonproduction.


