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Cefodizimeの 実験 的感 染防御 能低下 マ ウスにお け る治療 効果 につ い て
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新 しい セ フ ァロス ポ リ ン系抗 生物 質 で あ るCefodizime (THR-221)のin vivo抗 菌 力 を調 べ た とこ ろ,

正 常 お よび 実験 的 感 染 防 御 能 低 下 マ ウス で の 感 染 に 対 し優 れ た 治 療 効 果 を示 した 。 更 にTHR-221の

in vivoで の 優 れ た効 果 を解 明 す る た め に,生 体 防 御 因 子 との 関連 に つ い て 検 討 を行 い,以 下 の 知 見

が 得 られ た 。

1.THR-221は 感 染 防御 能 低 下 マ ウス(X線,Adriamycin処 理)に お い て も優 れ た 治療 効 果 を示 し,

ED50値 は 正常 マ ウ ス に近 く,Cefotaxime (CTX), Cefoperazone (CPZ)よ り もは る か に優 れ て い た。

2. K. pnemoniu感 染 治 療 時 に お け るマ ウ ス 腹 腔 内 浸 出細 胞(PEC)のacidphosphatase活 性 は,

THR-221500mg/kg治 療 群 に お いて 上 昇 し,CTX,コ ン トロ ー ル群 の そ れ よ り も高 か っ た。

3.THR-2211/4MIC存 在 下 に お い てPECのK. pneumoniaeに 対 す る殺 菌 作 用 は増 強 した。 その

殺 菌 作 用 はTHR-221単 独 に比 べ40.7倍 強 く,CTXの7.1倍 よ り も優 れ て い た。

4.THR.221前 処 理 菌 はPECのNitro Blue Tetmolium (NBT)還 元 能 をCTX,無 処 理 菌 の そ れ よ り

も有 意 に 上 昇 させ た 。

5.THR-221前 処 理 菌 は マ ウ ス腹 腔 内 に おい て 食 細胞 に食 菌 され や す くな り,感 染 後,菌 の 再 増 殖

は認 め られ な か っ た。CTX前 処 理,無 処 理 菌 は感 染 後6時 間 で 再 増 殖 し,マ ウ ス は全 数 死 亡 した 。

K. pnemmiuの マ ウス 感 染力 はCTX前 処 理,無 処理 菌 に比 較 して,THR-221前 処 理 にお い て 著 し く

低 下 した 。

PECの ラ イ ソ ゾ ー ム酵 素 の上 昇,PECと の 殺 菌 増 強作 用,NBT還 元 能 の 上 昇等 こ れ らの 結 果 よ り,

THR-221の 優 れ たinviro作 用 は 生 体 防 御 因 子 との 協 力 的 な殺 菌 作 用 に優 れ て い る こ とが 一 因 と考 え

られ た 。

Cefodizime (THR-221)は ヘ キ ス ト社(西 独)と ル セ ル社

(仏)で 合 成,開 発 され た注 射 用 セ フ ァロ ス ポ リ ン系 抗生

物 質 で あ り,Fig.1に 示 す 構 造 式 を有す る。 本 剤 が グ ラ

ム 陽性,陰 性 菌 に 対 して幅 広 い 抗 菌 スペ ク トラム を示 し,

in vivoに お い てin vitroで 期 待 され る以 上 の 治療 効 果 を

示 す こ と を報 告 して い るb。 今 回,我 々 は感 染 防御 能 低

下 時 に お け る 治 療 効 果 とそ の 解 析 をCefotaxime, Cef-

perazoneと 比 較 検 討 した の で報 告 す る。

1.実 験 材 料 お よび 方 法

1.使 用 薬剤

検 討 薬 剤 と してTHR-221(大 鵬 薬 品 工業,ヘ キ ス ト社,

重 量 力 価)お よ び対 照 薬 と してCefotaxime (CTX,ヘ キ ス

ト社),Cefoperazone (CPZ,富 山化 学)を 使 用 した。

2.使 用 菌 株

S. mamscens GN 7577, P. mirabilis GN4754は エ ビ

ゾ ー ム研 究 所 保 存 株 を使 用 した 。 臨 床 分 離 株 のK. pneu-

moniae 163, K. pnemoniu 109 , E. cloacae 118は 大鵬 薬

品 ・開 発研 究所 で保 存 してい る もの を使 用 した。

3.感 染 菌液 の調 製

Nutrient agar (Difco)上 で37℃ ,18～20時 間 培 養 した

後,滅 菌 生 食 に て集 菌 洗 浄 した もの を菌 液 と した。 これ

らの菌 液 は使 用 直 前 に そ れ ぞ れ の 菌株 の投 与 濃 度 となる

よ う に,滅 菌 生 食 あ る い は5%ム チ ン(Difco)を 用 い希

釈 した。

Fig. 1 Chemical structure of THR-221
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4.使 用 動物

実 験 動 物 はBALBfcマ ウ ス(8週 齢,雌 〉を主 と して

用 い た。S. mamsms, E. cloamの 全 身感 染 に対 す る治

療実 験 に はddY マ ウ ス(4週 齢,雄)を 用 い た。

5.感 染 防 御 能低 下 マ ウ スの 作 成

Adriamycin (ADM,協 和 発 酵)10mg/kgを 感 染3日 前

に腹 腔 内 に 投 与 した。X線 照 射 はX線 発 生 装 置(MBR-

1505R,日 立 社)を 用 い,250,450radを 感 染3日 前 に

行 った。 また これ らの前 処 理 マ ウ ス につ い て,末 梢 血 液

の 白血球 数 を血 液 自動 分 析 装 置(ELT-8,ダ イ アヤ トロ

ン(株))にて 測定 した 。

6.感 染 防御 能 低 下 マ ウ ス に対 す る感 染 治 療 効 果

1)マ ウス全 身 感 染

1群6～10匹 の マ ウ ス を用 い,K. pneumoniao 109, 163

お よびP.mirabilis GN 4754は 菌 液 の0.2ま た は0.5mlを

腹 腔 内 に接 種 した。 他 の 菌種 は5%ム チ ンに 浮遊 した も

の を腹 腔 内 に接 種 した 。 薬 剤 は滅 菌 生 食 に溶 解 した 各濃

度 液 をS.marcescens GN 7577お よ びE. claacae 118の 場

合 は菌接 種2,5時 間 後 に2回,他 の 菌 種 は菌接 種2時

間後 に1回 皮下 投 与 した 。 判定 は5日 間 マ ウ スの 生 死 を

観 察 し,5日 目の 生 存 数 よ りProbit法 でED50値 を 求 め

た。 腹 腔 内 生 菌 数 の 測 定 は5m1の 滅 菌 生 食 をマ ウ ス腹

腔 内 に注 入 し,よ くマ ッサ ー ジ した後 回 収 を行 い,得 ら

れた 回収 液 につ いて 生 菌 数 を測定 した。

2)腹 腔 内浸 出細 胞(PEC)の ラ イ ソ ゾ ーム 酵 素 活性

氷 冷 滅 菌 生 食5m1を マ ウ ス腹 腔 内 に注 入 し,よ くマ

ッサ ー ジ した 後 回 収 を行 いPECを 採 取 した。 遠 心 分 離

(1500rpm,7分,4℃)に て 上 清 を 除 き,Anmonium

chloride potassium solution (ACK)処 理(1 L中, NH4Cl

8.29g, KHCO31.09, EDTA0.3679, pH7,4)に よ り

混 入 す る赤 血 球 を溶 血 し,Hanks(ニ ッス イ)培 地 に て3

回遠 心 洗 浄 を行 った 。 得 ら れ た細 胞 を1×10?個/mlに

調 製 し,ソ ニ ケ ー タ ーに て 完 全 に細 胞 を破 壊 した もの を

酵素 液 と した。 酵 素 活 性 の 測 定 は酸 性 ホ ス フ ァ ター ゼ 測

定 用 キ ッ ト(酸 性 ホ ス フ ァBテ ス ト ワ コ ー,和 光 純 薬

工業)を 用 い た。

3)体 液 内濃 度 測 定

BALB/cマ ウ ス,雌,8週 齢, 1群3匹 にTHR-221

また はCTXの500mg/kgを 皮 下 投 与 し,経 時 的 に腹 腔

内濃 度 に つ い てHPLC法21で 測 定 した 。腹 腔 内濃 度 は薬

剤 投 与 後,腹 腔 内 に1mlの 生 食 を投 与 し,そ の 回 収 液

につ いて 測 定 を行 った 。

7.PECのNBT還 元 能 に及 ぼす 影 響 に つ い て

1)PECの 調 製

マ ウス 腹 腔 内 に1%オ イ ス ター グ リ コ ー ゲ ン3mlを

投 与 し,4時 間 後 に 滅 菌 生 食 に て 誘 導 され たPECを 採

取 した 。 得 られ たPECをACK溶 液,MEM培 地(Flow

laboratories)に て 洗 浄 し,MEM培 地 に て 細 胞 数 を2×

106個/mlに 鯛 鍵 した 。 尚,ADM処 理 マ ウ スに つ い て は

オ イ ス タ ー グ リ コー ゲ ン を投 与 しな い で 滅 菌 生 食 に て

PECを 採 取 した。

2)薬 剤前 処 理

K.pnem30niae109,163株 の10%ells/mlの 菌液 をsub-

MICのTHR-221, CTX, CPZを 含 有 した 寒 天 培 地 上

(Nutrient agar, Difco)に 塗 抹 し,一 夜37℃ に て 培 養 後,

滅 菌 生 食 に て 回 収 し菌 液 と した。 薬 剤 処 理 濃 度 は,K,

pmummiae 109株 で はTHR-221,CTXお よびCPZは そ

れ ぞ れ1/8Mlcで あ る0.1,0.05,12.5μg/mlと し,K.

pnemoniae163株 で はTHR-221お よびCTXは1/2MICで

あ る0.2, 0.05μg/mlと した 。

3)NBT還 元能 の 測 定

小 試 験 管 内 に てPEC調 製 液(0.5ml)と 試 験 菌 体(K.

pneumoniae 109, 163株 の 正 常 菌 体,薬 剤 前 処 理 菌,2×

106-1×107cells/tube)を37℃,2.5時 間振 盤 培 養 行 った

後,貧 食 時 のNBT還 元 能 を測 定 した。NBT還 元 能 の 測

定 は 井 口 らの 方 法3)に 準 じて 行 っ た。 す な わ ち,培 養

PEC浮 遊 液(2.0×106cells/ml)0.5mlに0.01 N KCN 0.1

ml,0.1% NBT 0.5屈 を 加 え37℃ に て30分 振 盈 後,

0.75 N HCI 5ml加 えて 反応 を停 止 した。

遠 心 分 離(2000 rpm, 10min)に てPECを 回 収 し,こ

れ に4mlの ピ リジ ン を加 え,'100℃,15分 にて フ ォル マ

ザ ン を抽 出 した 。OD515nmに て 濁 度 を測 定 し,NBT還 元

能 を △OD515nmで 示 した 。 正 常 マ ウ ス とADM処 理 マ ウ

スか ら採 取 したPECに つ い て,NBT還 元 能 を測定 し比

較 を行 った。

8.PECと の 協 力 殺菌 作 用

滅 菌 生 食 に て 上 記 の 方 法 で採 取 したPECを 各 々1/4

MICのTHR-221,CTXを 含 有 す るRPMI培 地(Flow

laboratories)に 浮 遊 させ,約2×107cens/mlに 調 製 した 。

Nutrient broth (Difco)に て 一 夜 培 養 し たK. pneumoni-

ae 163株 を集 菌 後,薬 剤 含 有RPMI培 地 にPECと1:2

(K. pneumoniae 163: PEC)に な る よ うに 添 加 し,37℃ に

て振 盈下 培 養 を行 った 。培 養 後1, 2, 4時 間 目 に生 菌

数 を測定 した。

9.補 体 との 協 力 殺 菌作 用

K. pnemoniae 163, S. marcescens GN 7577株 に 対 す る

THR-221と 補 体 との 協 力 殺菌 作 用 につ い て検 討 した。 測

定 方 法 は横 田 らの 方 法41に 準 じて 行 った。

す な わ ち,20%非 働 化 ヒ ト血 清 加 L-broth中 に ID50

(50%発 育 阻止 濃 度)のTHR-221と 菌 の 増 殖 に影 響 を及

ぼ さな い補 体(モ ルモ ッ ト補体,極 東 製 薬)の 最 大量 と を

加 え,そ れ に試 験 菌 を105 cells/mlに な る よ うに接 種 し,
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37℃ に て1,3,5,24時 問培 養後,そ れ ぞ れ の飽 菌 数

を測 定 した 。

10.薬 剤 前処 理 に よ る菌 の 感 染 力の 低 下 作 用

K.pneumioniae 163株 を7,2)の 方 法 にて 前 処理 を行 っ た

後,1/2MICの 薬 剤 を含 む滅 菌 生 食 に 懸 濁 し,ADM処

理 マ ウス に 腹腔 内投 与 を行 った。 生 存 率 の 測定 は1群7

匹 を用 い5日 間観 察 を行 った 。 また,腹 腔 内 生 菌数 は1

群4匹 を使 用 し感 染 後,2,6,24,48時 間 目に6,1)の

方 法 に準 じて測 定 を行 った 。

II.結 果

1.感 染 防御 能低 下 マ ウス に対 す る感 染 治療 効 果

1) マ ウス 全 身感 染 に対 す る効 果

ADM,X線 処 理 マ ウ ス の 感 染 防 御 能 低 下 は,感 染 菌

に対 す る易 感 染化 並 び に 白血球 数の 変 化 に て確 認 した 。

す な わ ち,K.pneumoniae 163株 感 染 に お い て,MLD値

は正 常 マ ウ ス2.7×104cells/mouse,ADM処 理 マ ウ ス1.1

×102cells/mouse,X線 処 理 マ ウス3×103cells/mouseで

あ り,易 感 染化 が認 め られ た 。 また,白 血球 数 も正 常 マ

ウ スの4800士510/mm3に 対 し,ADM処 理 マ ウ スで2000

±600/mm3,X線 処 理 マ ウ スで830±120/mm3(250rad),

270±60/mm3(450rad)で あ り,ADM,X線 処 理 マ ウス

で は 有 意(P<0.01)に 低 下 して い た 。

これ らの感 染 防御 能 低 下 マ ウス を用 い て,グ ラ ム陰性

桿 薗5株 に つ い て 感 染 治 療効 果 を調 べ,ED5ゆ 値 をTable

1に 示 した 。

K.pneumoniae 163株 に 対 す る 治療 効 果 はCTXと 比 較

して,正 常 マ ウ ス で はTHR-221 2.37mg/kg,CTX

3.16mg/kgと ほ ぼ 同 等 で あ るが,感 染 防 御 能 低 下 マ ウ

ス に お い て は,X線,ADM処 理 共 にTHR-221が55、9,

36.2mg/kgとCTXの257,286mg/kgよ り も優 れた 治療

効 果 を示 した。

K.pneumoniae 109,S,marcescens GN 7577株 に お いて

も,THR-221は 同等 のMIC値 を示 すCTX,CPZよ りも

正 常 ・感 染 防御 能 低 下 マ ウ ス共 に 優 れ た 治療 効 果 を示 し

た。

P.mirabilis GN 4754株 に お い て,正 常 マ ウ ス で は ほ

ぼ同 等 のED50値 を示 すCTXよ り も,X線 照 射 マ ウスで

Table 1 Therapeutic efficacy of THR-221 against experimental infection in normal and immunosuppressed mice

a) : Normal mice

b) : X-ray treated mice

c)  ADM treated mice
*  Mice were irradiated (450 rad) 3 days before challenge
** : ADM was given an i.p. dose of 10mg/kg 3 days before challenge

#1 : Drugs were given s.c. 2 h after challenge

2: Drugs were given s.c. 2 and 5 h after challenge
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はTHR-221は43.7mg/kgで あ り,CTXの>1000mg/kg

よ りは るか に優 れ た治 療 効 果 を示 した。

また,E.oloacae 118株 にお いて,正 常 マ ウスで はTHR-

221236mglkg,CTX71,6mg/kg,CPz254mg/kgで

あ りCTXよ り劣 って い る が,X線 照 射 マ ウス で は 各 々

310,920,531mg/kgとTHR-221が 優 れ て い た。

感染 防御 能 低 下 マ ウ ス の感 染 に対 し薬 剤 の 効 果 は低 下

す るが,THR-221で は い ず れ の株 に お い て もED50の 上

昇 の 程度 はCTXお よ びCPZよ り も軽 度 で あ り,正 常 時

の感 染 治 療 効 果 に近 い値 を示 し,CTX,CPZよ り優 れ

た治療 効 果 を示 した 。

2) 感染治療時の腹腔内生菌数の変化 とライソゾーム

酵素活性に対する効果

ADM処 理マウスにおけるK,pneumoniae 感染 において,

THR-221治 療で全数マウスが生存する500mg/kgの 投 与

畳を設定し,そ の時の腹腔内生菌数の変化と酸性ボスフ

ァターゼ活性 を調べた(Fig.2～4)。THR-221治 療群で,

腹腔内の薬剤濃度が検出限界以下になった24時 間以後も

MLD以 上 の薗が腹腔内に認められたが,48時 聞以後72

時間 までに薗は消失 した。この感染後48時 聞をピークと

して酸性ボスファターゼの上昇が認められ,以 後菌の消

失に伴 って元の レベルに復 した。一方,CTX治 療群で

Fig. 2 Therapeutic efficacy of THR-221 against experimental infection with K.pneumoniae1163

in ADM treated mice

Survival of mice

Number of viable cells in peritoneal cavity of mice

Therapy: Drugs were given s.c. 2 hi after challenge
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Fig. 3 Changes of lysosomal enzyme activity in PEC

Fig. 4 Ascites level of THR-221 after s.c. administration of 500 mg/kg of thedrug to

ADM treated mice

Mice: BALB/c, female, 8 weeks-old, 3 animals/group

Method: HPLC

Ascites level presents the concentration in 1 ml of recovered solution

from peritoneal cavity
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は酸性 ホ ス フ ァ ターゼ の 著 明 な上 昇 は 認 め られ ず,48時

間以 後菌 の 再増 殖 が 認 め られ,56%の 生 存 率 に とど ま っ

た。

3)PECと の協 力 殺 菌 作 用

PECとsub-MICの 薬 剤 存 在 下 に お け るK.pneumoniae

163株 の 殺 菌 率 を検 討 した(Fig.5,Table2)。1/4MIC

のTHR-221と 正 常 マ ウ スPEC存 在 下 で の 殺 菌 率 は,培

養4時 間 後 に お い て1/4MICTHR-221単 独 よ り40.7倍

強 く,ま たCTXの 場 合 の7.1倍 よ り優 れ て い た。ADM処

理 マ ウ ス よ り得 たPECに お い て もTHR-221は1/4MIC

で協 力 殺 菌作 用 を示 し,殺 菌率 は43.7倍 と正 常 マ ウス と

同 じで あ った が,CTXで は 殺 菌 率4.4倍 と劣 って い た 。

THR。221はCTXよ りも優 れ たPECと の 協 力 殺 菌 作 用 を

示 した 。

4)PECのNBT還 元 能 に及 ほす 薬 剤 前 処 理 菌 の影 響

PECのNBT還 元 能 に 及 ほす 薬 剤 前 処 理 菌 の 影 響 につ

い て検 討 を行 っ た(Fig.6,7)。K.pneumoniae163株 と

正常 マ ウス よ り採 取 したPECと の 接 触 に お い て,THR-

221前 処理 菌 のPECのNBT還 元能(△OD515nm)は0.083±

0.006で あ り,CTX前 処 理 菌(0.041±0.026)お よ び無 処

理 菌(0.031±0.013)よ り も有 意(p<0.01)に 活 性 の 上 昇

が 認 め られた 。 またADM処 理 マ ウス よ り採取 したPEC

で も,THR-221前 処 理 菌 に お い てCTX前 処 理 菌 お よび

無 処 理 菌 よ り も強 い 活 性 の 上 昇 が 観 察 され た 。 一 方K.

pneumoniae 109株 との 接 触 に お い て も,正 常 マ ウス よ り

採 取 し たPECのNBT還 元 能 はTHR-221前 処 理 菌 で

0。110±0.006の 値 で あ り,こ の 値 はCTX,CPZ前 処 理

菌 の0.070±0.004,0.080±0.003並 び に 無 処 理 菌 の

0.070±0.002よ り高 か った 。

5>補 体 との 協 力 殺 菌作 用

THR-221と 補体 との協 力 殺 菌 作 用 につ い て 検討 を行 っ

た(Fig.8,9)。

K.pneumoniae 163株 に 対 す るTHR-221のID50は0.2

μg/mlで あ り,そ の 抗 菌 力 は2.5units/m1の 補 体 存 在 下

に おい て増 強 され,24時 間 後 にお い て も菌 の再 増 殖 は認

め られ な か っ た。

S.marcescens GN 7577に お い て も,ID500.78μg/mlの

THR-221と10mits/mlの 補 体 存 在 下 に お い て 殺 菌 力 の

増 強 が認 め られ た 。

6)薬 剤 処 理 に よる 菌 の 感 染力 の低 下

ADM処 理 マ ウ ス にお い て,薬 剤 前 処 理 菌 の マ ウ ス感

染 力 並 び に 腹 腔 内 殺 菌 作 用 に つ い て 観 察 を 行 っ た

(Fig.10)。

K.pneumoniae163株 の1/2MIC,18時 間処 理 菌 と無 処

理 菌 の感 染後 の マ ウ ス生 存 率 を比 較 す る と,無 処 理 菌 あ

る い はCTX処 理 菌 がTHR-221処 理 菌 よ り接 種 菌 量 が 低

いにもかかわらず感染3日 目で全数死亡 した。またこれ

らの接種菌激は無処理菌のMLD値(1.1×10つ よ り高い

が,THR-221処 理菌では感染5日 目においても71,4%と

高い生存率を示 し,明 らかに感染力の低下が認められた。

一方
,腹 腔内での感染菌の殺菌作用を比較してもTHR-

221処 理菌の接種菌量(4.2×103cells/mouse)が 無処理菌

(1,5×103cells/mouse),CTX処 理 菌(3.0×103cells/

mouse)よ り高いにもかかわらず,感 染24,48時 問後に

おいて も感染菌の増殖は認められなかった。無処理菌,

CTX処 理菌においては感染6時 川以降菌の増殖が観察

され,CTX処 理 菌は無処理菌と同じ傾向を示 した。尚,

無 処理菌 と1/2MICのTHR。221を 接種直前に湿合 して

マウス腹腔内に投与しても感染力の低下は認められず,

THR-221処 理による感染力の低下は感染菌液中に存在す

る薬剤濃度の影響によるものではないことを確かめてい

る。

III.考 察

近年,immunocompromised hostに 対 する感染症が増

加 し,こ れらの治療に有効な抗生物質の開発が望まれて

おり,い くつかの薬剤において正常動物だけでなく易感

染化動物による治療実験がなされている51。THR-221が

正常動物において優れたin vivo効 果 を発揮することは

すでに報告している1)。

今回,我 々はTHR-221の 感染防御能低下マウス(X線

ADM)に 対する治療効果並びに生体防御因子 との協力的

な殺菌作用について検討を行い,そ の機作について解析

を行った。

グラム陰性桿菌5株 について感染防御能低下マウスに

対する感染治療実験を行ったところ,い ずれの菌におい

てもTHR-221の 優れた治療効果が確かめられた。感染

防御能低下マウスに対する治療効果は低下するが,

THR-221は い ずれの菌においてもCTX,CPZに 比べ

ED5。値 の上昇は軽度であ り,正 常時に近い値を示 した。

特にK.pneumoniae 163株 において,MIC値 並 びに正常

マウスの感染治療効果はTHR-2212.37mg/kg,CTX

3.16mg/kgと 同等であるのに対 し,X線,ADM処 理 マ

ウスのED50値 は 各々THR-22155.9,36.2mg/kg,

CTX257,286mg/kgと 上 昇しているが,THR-221は 正

常マウスに近い値を示し,感 染防御能低下マウスにおい

ても明らかに優れた治療効果があることがわかった。

このように,THR-221の 優 れたin vivo効 果 について

はLIMBERT61ら により生体防御因子 とのかかわ りが示唆

されている。そこでADM処 理マウスを用い,K.pneum-

oniae 163株 感染治療時の腹腔内生菌数の推移と,そ の過

程で食菌に関与するとされるライソゾーム酵素7)につい
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Fig. 5 Effects of THR-221 on killing of K. pneumoniae 163 in PEC

Normal PEC

ADM PEC

Ratio: K. pneumoniae 163/PEC (1/2)

MIC: THR-221 0.2ƒÊg/ml, CTX 0.05ƒÊg/ml

(Medium: RPMI, 106 cells/ml)

Medium: RPMI

Table 2 Index of killing effect of THR-221 in PEC
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Fig. 6 Effects of THR-221 pretreated K. pneumoniae 163 on the NBT reduction activity of PEC in

ADM-treated mice

PEC from normal mice

*p 0.01: vs. Control

** p 0.01: vs. Unt reated

*** p 0.01: vs. CTX treated

PEC from ADM treated mice

Drug pretreatment: 1/2 MIC, 18 h (MIC: THR-221 0.39,ƒÊg/ml, CTX 0.1 ƒÊg/mi)

Fig. 7 Effects of THR-221 pretreated K. pneumoniae 109 on the NBT reduction

activity of PEC in normal mice

* p< 0.01: vs. Untreated

** p< 0.01: vs. CPZ

Drug pretreatment: 1/8 MIC, 18 h (MIC: THR-221 0.78 ƒÊg/ml, CTX 0.39 ƒÊg/mI, CPZ 100ƒÊpg/mI)

Fig. 8 Change in viable cell count of K. pneumoniae 163 in the presence of

THR-221 and guinea pig complement

Complement: 2.5 units/ml

ID 50 0.2 ƒÊg/mi
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て測定を行った。

その結果,THR-221治 療群においてマウス生存率,腹

腔内生菌数の消失がCTXよ りはるかに優れていた。そ

の原因の一つとして,THR-221が 薬剤投与後4時 間まで,

CTXに 比べて高い腹腔内濃度を示すことがあげられる

(Fig.4)。 しかし腹腔内のTHR-221の 濃 度は感染12時

間以降ではほとんど検出されなかった。

ところが,こ の時点で腹腔内にはMLD以 上の菌が残

存している(Fig.2)こ とから,THR-221投 与群で24時 間

以後の感染菌の消失が薬剤濃度だけでなく,生 体防御因

子 も関与 している可能性が示唆 された。またTHR-221

治療群において,感 染菌の消失の過程でライソゾーム酵

素の一種,酸 性ホスファターゼの活性の上昇が認められ

た。この原因については不明であるが,THR-221治 療群

において食細胞の活性が上昇し,そ の結果よく菌の消失

がおこるのではないかと推測された。そのため,次 に薬

剤とPECと 菌の相互作用について調べた。

K.pneumoniae 163株 の殺菌におけるPECと の 関連を

考察する上で,sub-MIC存 在下でのPECと の協力殺菌

作用 を測定 したところ,正 常マウスより採取 したPEC

において,THR-221で はPEC存 在下の方が1p4MICの

薬剤単独よりも40.7倍 殺菌力が増強され,CTXの7.1倍

よ りも優れていた。またADM処 理マウスより採取 した

PECで も,殺 菌率はTHR-2211p4MIC存 在下におい

て薬剤単独よりも43.7倍 と,正 常マウスと同じく増強傾

向が認められた。 しかしPECとCTX1/4MIC存 在下に

おける殺菌率は薬剤単独に対 して4.4倍 であ り,殺 菌作

用はTHR-221よ り劣っていた。

このように,sub-MIC存 在下でPECの 殺菌作用が増

強 されることはTHR-221が 直接PECを 賦活化するので

はなく8},菌側に影響を与えPECに よる食菌が促進され

るのではないかと考え,薬 剤前処理菌を用いて種々の検

肘を行った。

PECの 殺 菌機構 として活性酸素が深 く関与すること

は知られ,ま た菌体を薬剤処理することにより好中球の

活性酸素放出能が高まることが報告されている9川。

そこで。THR-221sub-MIC処 理 菌のPECのNBT還

元能について観察を行った。PECのNBT還 元能はK.

pneumoniae 109,163株 共にTHR-221処 理 菌との接触に

おいて,CTX処 理菌および無処理菌より有意(P<0.01)

に活性の上昇が認め られた。 またADM処 理マウスの

PECに おいてもCTX,無 処理菌よりも強いNBT還 元能

が観寮された。一方,THR-221前 処理菌による好中球の

ケミルミネッセンス上昇は斧ら11)で認 められた。

次に,薬 剤前処理菌の感染力 をin vivoに てマウス生

存率並びに腹腔内殺菌作用についてADM処 理マウスを

用いて観察を行った。THR-221前 処 理菌はCTX前 処理

菌,無 処理菌と比較 し明らかにマウス生存率の上昇が認

められると共に,マ ウス腹腔内の感染菌もよく食菌され

菌の消失が認めちれた。また,正 常マウスにおいても同

様の現象がNOMURAら121に よって観察されている。この

ことは,THR1221前 処理菌がCTX前 処理菌よりもよく

PECを 活性化し,容 易に殺菌されやす くなり感染力の

低下がおこると考えられた。

更にTHR-221の 生体防御因子とのかかわ りは,LABRO

ら13川によりライソゾーム酵素,酸 素非依存系酵素の賦

活化 も示唆されている。また横田ら8)はTHR-221と 補体

との殺菌増強効果について報告 しており,K.pneumoniae

Fig. 9 Change in viable cell count of S. marcescens GN7577 in the presence of

THR-221 and guinea pig complement

Complement: 10 units/ml

ID50: 0.78 ƒÊg /ml
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Fig. 10 Decrease in virulence of K. pneumoniae 163 pretreated with THR-221

Survival of mice

Challenge dose (cells/mouse)

THR-221: 4.2•~103

CTX: 3.0•~103

Control: 1.5•~103

Number of viable cells in peritoneal cavity of mice

Drug pretreatment: 1/2 MIC, 18 h (MIC: THR-221 0.39 pg/ml, CTX 0.1 pg/ml)
Mice were pretreated with ADM

163株 において補体との殺菌増強効果が認められたこと

から,生 体内でTHR-221に さらされた感染菌がオプソ

ニン作用等により食細胞で処理されやす くなることが示

唆された。

以上のことから,THR-221の 優 れたin vivo作 用 は生

体防御因子 との協力的な殺菌作用に優れていることが一

因と考えられた。
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THERAPEUTIC EFFICACY OF CEFODIZIME AGAINST EXPERIMENTAL INFECTIONS

IN IMMUNOSUPPRESSED MICE

YOSHIYUKI MIYAKE, MASASHI TOMONAGA, TOSHIYUK1 TOKOH, YUJI YAMADA, NAOFUMI ISHIDA,

Biological Research Laboratory, Taiho Pharmaceutical Co., Ltd.

AKIO HYODO, MATSUHISA INOUE* and SUSUMU MITSUHAS111

Episome Institute and Gunma University*, Maebashi

Cefodizime(THR-221), a new parenteral cephem antibiotic, exhibited excellent in vivo activity against experimental in-

fections both in normal and immunosuppressed mice. To clarify the prominent in vivo effect of THR-221, we carried out

studies on the interrelation between the drug and host defence mechanisms. The following results were obtained.

1. In immunosuppressed mice(X-ray or ADM treated). ED50 values of THR-221 were close to those in normal mice

with experimental infection and much smaller than those in CTX and CPZ treated mice.

2. The activity of acid phosphatase prepared from peritoneal exudate cells(PEC) of K. pneumoniae infected mice in-

creased in mice treated with 500 mg/kg of THR-221. The activity was higher than in the CTX treated and control groups.

3. Synergistic bactericidal activity of THR-221 with PEC against K. pneumoniae was noted. At 1/4 MIC of THR-221,

the bactericidal activity of PEC was 40.7-fold higher than that of THR-221 alone. On the other hand, the synergistic bac-

tericidal activity of PEC and CTX was only 7.1-fold that of CTX alone.

4. The effect of drug-pretreated K. pneumoniae on nitroblue tetrazolium (NBT) reduction activity of PEC was then

studied. NBT reduction activity of PEC, prepared from normal and ADM treated mice, was significantly higher in cases

of THR-221 pretreated K. pneumoniae than in CTX pretreated and untreated bacteria.

5. THR-221 pretreated K. pneumoniae(7.4•~102 cells/mouse) was easily phagocytized in mouse peritoneum, and no

regrowth of bacteria was observed 48 h after infection, whereas in the case of CTX pretreated K. pneumoniae (3.4•~102

cells/mouse) and untreated K. pneumoniae(4.0•~102 cells/mouse), bacterial regrowth was observed 24h after infection.

The virulence of K. pneumoniae in mice was much more decreased by pretreatment with THR-221 than with CTX.

Based on the following findings-enhancement of lysosomal enzyme activity of PEC,synergistic bactericidal activity of

PEC, and increase in NBT reduction activity of PEC—we conclude that the prominent in vivo effect of THR-221 is caused

by its higher bactericidal activity due to a synergistic interaction with host defence mechanisms.


