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Cefotiam hexetilの ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白 質 に対 す る

結 合 親 和 性,お よ び マ ウ ス 培 養 マ ク ロ フ ァー ジ

との 協 力 的 食 菌 ・殺 菌 作 用 に つ い て

横 田 健 ・新井京子 ・鈴木映 子

順天堂大学医学部細菌学教室*

経 口用第二世代cephem, cefotiam hexetil (CTM-HE)の 活性原体cefotiam (CTM)

はStaphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Proteus vulgarisお よびHaemo-

philus influenzaeの 作 用点PBPsにcefaclor (CCL)よ り高い結合親和性を示 した。特 に

これ らの菌の生存 に必須のPBP画 分 にcefaclorよ り結合親和性が高い ことは,本 剤がこ

れらの菌に強い殺菌性 を示す理由を裏付けている。Cefotiamの マ ウス培養Mφ との協力

的食菌 ・殺菌作用はcephem系 抗 生物質 として平均的な強 さを持 っていた。
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菌作用

Cefotiam hexetil(CTM-HE, SCE-2174)はcefotiam

(CTM)の4位 カ ル ボ ン酸 を エ ス テ ル化 し た新 経 口用

cephemで あ る。 腸管 粘 膜 上 皮細 胞 か ら吸収 され る時,

esteraseの 作 用 でCTMが 遊 離 され 血 中 に現 れ る。

CTM1)は グ ラム陽 性 菌 お よびRplasmidの 有 無 にか か

わ らず,強 毒 グ ラ ム陰性 桿 菌 に強 い抗 菌 力 を示 すの で 免

疫低 下 が著 し くな い患 者 で は,理 想 的 な一 次選 択 剤 とな

る。 したが って その プロ ドラ ッ グCTM-HEは,広 い 臨

床応 用 が期 待 され る。

本研究 で はCTM-HEの 活 性 原 体CTMの 強 い殺 菌

力 を,作 用 点 にお け る効 果 か ら裏 付 け る た め,各 種 細 菌

の ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(penicillin-binding proteins:

PBPs)に 対 す る結 合 親和 性 を検 討 した。又CTM-HEの

生 体 内効 果 を予 測 す る一 助 と して,マ ウ ス培 養 マ クロ フ

ァー ジ(Mφ)と の 協 力的 食 菌 ・殺菌 作 用 も調 べ た。

材 料 と 方 法

1. 薬 剤

CTM-HEの 活 性 原 体CTMは 武 田 薬 品 工 業 株 式

会 社 か ら 供 与 さ れ た 。 対 照 薬 と し てcefaclor

(CCL:塩 野 義 製 薬 株 式 会 社)を 使 用 した 。

2. PBPsに 対 す るCTMの 結 合 親 和 性 の 検 討 法

PBPsに 対 す る 結 合 親 和 性 は,Sprattの 方 法2)を

一 部 改 変 した 著 者 ら の 方 法 で 行 な っ た3)。 す な わ ち

感 受 性Staphylococcus aureus 209 P, S. aureus 108

-1 (MRSA) , Streptococcus pneumoniae 19n,

Enterococcus faecalis 1, Escherichia coli NIHJ JC

-2 , Proteus vulgaris 33お よ びHaemophilus

influenzae ATCC 9334の 対 数 期 後 期 の 細 胞 を500

ml振 盪 コ ル ベ ン に200mlの 次 に 示 す 液 体 培 地 を 入

れ た も の6本(計1.21)か ら 集 め た。E. coli, P.

vulgaris, S. aureusお よ びE. faecalisに はL-

broth4)を, S. pneumoniaeの 培 養 に はTrypticase

Soy brothに5%の ウ マ 非 働 化 血 清 を 加 え た も の を,

H. influenzaeの そ れ に はBHI-brothに2μg/mlの

NADと10μg/mlのHeminを 加 え た 培 地 を 使 用 し

た 。 菌 細 胞 を0.01Mリ ン酸buffer(pH7.0)で 洗

浄 し,8mlの10mM MgCl2加0.05Mリ ン 酸

buffer(pH7.0)に 浮 遊 した 。BRANSON SONIFIER

で, E.coliお よ びP.vulgaris, H.infiuenzae, E.

faecalisは20kc,効 率20%, OUTPUT 40 watts 2

分 間3回, S. aureusは2分 間10回, S. pnemmoniae

は2分 間2回,1分 間1回 の 間 歇 的 超 音 波 処 理 で 破

砕 し た 。3,000×G, 10分 間 の 冷 却 遠 心 で 菌 体 を 除

き,そ の 上 清 を10,000×G, 30分 間 超 遠 心 し て膜 画

分 を 集 め た。 膜 画 分 を200μlの10mM MgCl2加
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Fig. 1 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding

proteins of Staphylococcus aureus 209P

Fig. 2 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding

proteins of Staphylococcus aureus 108-1

0,05Mリ ン酸bufferに 再 浮遊 し,超 遠心で一回洗

浄後同bufferを 使 用 して蛋白濃度が15～20mg/ml

に な るように膜 画分の浮遊液を調製 した。30μlの膜

画分浮遊液に最終濃度の11倍 の薬剤溶液を3μl加

え,30℃10分 間反応 させた後,さ らに3μlの14C-

PCG溶 液(0.15μCi:373μg/50μCi/ml:

AMERSHAM)と30℃10分 間 反応 させた。3μlの

60mg/mlcoldPCG加20%(w/v)salcocyl溶 液

を加え,室 温に20分 間静置 して反応 を止めるととも

に,内 膜成分 を溶か した。10,000×G,30分 間 の遠

心で外膜その他 の不溶画分を除 き,上 清30μlに15

μlのSDS-buffer(0.2MTris-HClpH6.8;3%

SDS;30%glycerol;0.002%bromophenolblue)

と5μlの β-mercaptoethanolを 加 えた 。 そ の30μl

をacrylamide10%,bis-acrylamide0.06%のslab

gelに100Vで 電 気 泳 動 した 。S.aureusのPBPは

8%acrylalnide,0.06%bis-acrylamideの 特 殊 組

成5)のslabgelを 使 用 した 。 泳 動 さ れ たgel上 の 蛋

白 を 酢 酸-methanolで 固 定 し,増 感 剤2,5-di

phenyloxazole(PPO)をdimethylsulfoxide

(DMS)中 で 浸 み 込 ませ,水 洗 の 後 減 圧 乾 燥 した 。乾

燥 し たgelをKODAK RP Royal X-Omat filmに
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Fig. 3 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding

proteins of Streptococcus pneumoniae 19n

Fig. 4 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding

proteins of Enterococcus faecalis 1

密着し,-80℃ で20日 間 カセット中で感光 させた。

3. CTMと マ ウス培養Mφ との協力的食菌 ・殺

菌作用

Mφ はIcR♂5週 齢マウスの腹腔 を,10%fetal

calfserum加F12培 地(日 水製薬株式会社)で 洗

って採取し,同 培地5ml中 に105cells/mlに なるよ

うに浮遊させた。 その0.1ml(104cells)を カバース

リッ プ を沈 め た24穴FALCONmultidishの 各

wellに 接種 し,37℃5%CO2存 在 下で30分 間静置

後,同 培地1mlず つを加 えてさらに一夜CO2培 養

を続 け た。翌 日浮 遊 細 胞 を除 き,20%L-CM

(conditioned medium of L-929)6)を 添加 した同培

地1ml中 で2時 間CO2培 養 してMφ を活性化 し

た。一夜L-broth中 で振盪 培養 したE.coliNIHJ

JC-2をMφ の50倍 量(5×105cfu/well)接 種 し

た。同時 に一部区画に1～1/16MICのCTMを 添

加 した。さらにCO2培 養 を5時 間行なった後,カ バ

ースリップを取 り出 しsalineGで 洗浄後methanol

固定 し,GIEMSA染 色 して光顕像 を観察 した。
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Fig. 5 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding
proteins of Escherichia colt NIHJ JC-2

Fig. 6 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding

proteins of Proteus vulgaris 33

成 績

1. CTMのPBPsに 対 する結合親和性

感受性S.auretcs 209PのPBPに 対 するCTMの

結合親和性を,CCLの それ と比較するとfig.1の と

お りPBP 1お よ び2に 対する結合親和性がCTM

の方 が高い。 これがCTMがCCLよ り強い抗ブ ド

ウ球菌作用を持つ理由である。 しかしMRSAで あ

るS.aureus108-1で はfig,2の とお りPBP2に 対

してはCTMの 方 がCCLよ り高い結合親和性を持

つものの,MRSA特 有 のPBP2'に 対 してはCCLの

方 が若干結合親和性が強か った。S.Pneumoniae19

nのPBPで は,PBP 1B, 1Aお よび2Bに 対 する

CTMの 結合親和性はfig.3の とおり,CCLよ りか

なり高かった。しかしPBP 2Bに 対 する結合親和性

は両者に差がなかった。E.faecalds 1のPBPに は

CTMがPBP2に 対 する結合親和性でCCLに 優 る

他はCCLの 方が高い親和性 を示 した。 とくにCCL

が本 菌のPBP 1にCTMよ りかな り強い親和性を

示 したことが特徴的である(fig.4)。
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Fig. 7 Competition of cefotiam and cefaclor for penicillin-binding

proteins of Haemophilia influenzae ATCC9334

Fig. 8 Death of mouse macrophages phagocytizing normal cells of
Escherichia coli NIHJ JC-2 grown without drugs, at 5h after
infection

E coli NIHJ JC-2のPBPに は,CTMの 方が相

対的 に結合親和性はCCLよ り高い。fig.5の とお り

とくにPBP 1A, 1B, 3に 対 するCTMの 親和性は

CCLよ り強かった。P.vulgaris 33のPBPに 対 し

てはCTMもCCLもfig.6の とお りほとん ど同 じ

強さの結合親和性を示 した。H.influenzae ATCC

9334のPBPに 対 するCTMの 結合親和性は,CCL

の それ よりも強かった(fig.7)。 と くに主要画分であ

るPBP1に 対 するCTMの 結合親和性がCCLよ り

強かった。

2.マ ウス培養Mφ とCTMの 協 力的食菌 ・殺菌

作用

E.coliを マ ウス培養Mφ に感染 させる と,Mφ

はよく食菌するが,5時 間後にはfig.8の とお り細
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Fig. 9 (a) Mouse macrophages phagocytizing filamentous cells of Es-
cherichia coli NIHJ JC-2 grown with 1MIC of cefotiam, at 5h
after infection

Fig. 9 (b) Mouse macrophages phagocytizing filamentous cells of Es-
cherichia coli NIHJ JC-2 grown with 1/2MIC of cefotiam, at
5h after infection
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Fig. 9 (c) Mouse macrophages phagocytizing filamentous cells of Es-
cherichia coli NIHJ JC-2 grown with 1/4MIC of cefotiam, at
5h after infection

Fig. 9 (d) Damaged mouse macrophages phagocytizing cells of Escheri-

chia coli NIHJ JC-2 grown with 1/8MIC of cefotiam, at 5h
after infection
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Fig. 9 (e) Death of mouse macrophages phagocytizing cells of Escheri-
chia coli NIHJ JC-2 grown with 1/16MIC of cefotiam, at 5h
after infection

胞内で増殖 しMφ を破壊 して遊 出する。しか し1

MICのCTMを 共存 させると,Mφ はmament化

した菌細胞をよく食菌 し,fig.9(a)の とお り消化 し

つつある像が得 られ る。CTM1/2MIC共 存下で も

fig.9(b)の とお りMφ に食菌 されたfilament状 の

菌細胞が殺菌 され消化が進んで菌細胞のdensity低

下が認められる。CTM1/4MIC共 存下 でも食菌し

た菌の消化が認められ,fig.9(c)の とおりMφ は破

壊 されない。 しかしCTM1/8MIC存 在 下ではfig.

9(d)の とお り,食 菌 された菌細胞の細胞 内増殖が進

み,障 害 を受 けたMφ が目立つ ようになる。CTM

1/16MIC存 在 下では菌の細胞 内増殖は薬剤非存在

時と同様で,Mφ はfig.9(e)の とお り破壊 された。

考 察

CTM-HEの 活性原体CTMは,Saureus,S

pneumoniae, E. coliお よびP.vulgarisの 作 用点

PBPsに 対 しCCLよ り強い結合親和性を示 した。

と くに菌の 生存 に必 須 のS.aureus PBP2, S.

pneumoniae PBP 1A, 1B, 2A, 2B, E.oliのPBP

1A, 1Bs, 3等 に対 しCCLに 優 る親和性 を示す こと

は,こ の薬剤が これ らの菌に強い殺菌力を有する性

質 を裏付 けた もの と考 え られ る。P.vulgarisの

PBPsに は,CCLと 同程度の結合親和性であるが,

CTMがCCLよ りこの菌 に対する抗菌力が強いの

は,作 用点における結合親和性の差ではな く,こ の

菌の作るIc型 β-1actamaseに,よ り安定なためで

ある。

MRSA特 有 のPBP2'やE.faecalisのPBPに 対

する結合親和性がCCLよ り劣ることは,本 剤の両

菌に対する抗菌力が弱い理由を説明しうるものであ

る。

CTMは 白血球 との協力作用 も良好で,1/4MIC

存在 下でマ ウス培養Mφ はE. coli菌 細胞をよく食

菌消化す る像 が得 られ た。 この協力の程度 はce-

phem系 抗 生物質 として平均的なもの と考えられる。

CTM-HEは,活 性原体であるCTMが グラム陰

性菌およびR因 子の有無にかかわ らず,強 毒のグラ

ム陰性桿菌 に強 い抗菌力を示 し,そ の抗菌域はP

vulgaris等,一 部の弱毒菌 にもおよぶのでCTM-

HEの 体 内動態が良好であれ ば,免 疫正常者および

軽度の免疫不全患者 における軽症および中等症の感

染症に一次選択薬剤 として有用性の高いことが期待

される。
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CEFOTIAM HEXETIL, A NEW ORAL CEPHALOSPORIN 

BINDING AFFINITY TO PENICILLIN-BINDING PROTEINS 

AND SYNERGISTIC EFFECT ON PHAGOCYTOSIS AND KILLING 

OF BACTERIA WITH CULTURE MACROPHAGES

TAKESHI YOKOTA, KYOKO ARAI and EIKO SUZUKI 

Department of Bacteriology, School of Medicine, 

Juntendo University, 2-1-1 Hongo, Bunkyo-ku, Tokyo 113, Japan

Cefotiam (CTM), which is the active moiety of a new oral pro-drug, cefotiam hexetil (CTM-HE) , 
showed high affinity to the penicillin-binding proteins (PBPs) of Staphylococcus aureus , Streptococcus 
pneumoniae, Proteus vulgaris and Haemophilus influenzae. 

The high binding affinity of cefotiam to the lethal target PBPs , which was superior to that of 
cefaclor, was consistent with its strong bactericidal activity against these pathogens . 

Synergistic effect of cefotiam on phagocytosis and killing of bacteria with cultured mouse macro-
phages was comparable to that of other cephem antibiotics.


