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セブブペラゾンcefbuperazone(CBPZ)の 大腸菌 瓦coli(KC-14)感 染治療実験 で今回は本剤

による好中球の殺菌活性の変動をNBT還 元能を指標 として,ま た血清中のリゾチーム濃度 の変動

などを中心にCBPZの それらに与える影響を検討 し,以 下の結果を得た。

マウスにKC-14を 感染させ,1時 間後に最小治癒量(0。1mg/mouse)ま たはそれ以上の用量の

CBPZを 皮下に投与 した場合,用 量に応 じて4時 間から8時 間後の期間内にNBT還 元能およびリ

ゾチーム濃度が最高に増大し,そ の後漸次低下,24時 間後には元の正常域に戻った。 この増大現象

は正常マウスにCBPZを 投与 した場合にも同様の結果が得られた。さらにinvi〃oに おいてもCBPZ

1.0～10μg/mlの 濃 度においてNBT還 元能 の増大 が認められたことよりCBPZに は 好中球 の

NBT還 元能および血清 リゾチーム濃度の増大を促進する活性作用のあることが判明した。

またCBPZ投 与群のマウス血清の抗菌作用を調べた結果,投 与15時 間後 に至ってもその作用

(0.1mg/mouse)は 残存 していた。

他方,羊 赤血球を抗原としてCBPZの 抗体産生能 に及ぼす影響 についてCUNNINGHAM法 を

用いて検討 した結果,CBPZの0.1mg/mouse濃 度 においても抗体産生促進作用が認められた。
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宿主が生来備えている感染非特異的防御機構の中に好

中球の働きが上げられる。好中球は感染初期に感染菌を

捕捉貧食し,感 染菌を殺菌消化する宿主防御にとって重

要な因子である。この好中球の殺菌機構には酸素依存系

殺菌作用と酸素非依存系殺菌作用がある1)。 前者に属す

る殺菌活性にmycloperoxidaseや 活性酸素(Superoxide

等)が 関与する。これらの活性をみる方法にnitroblue

tetrazolium reduction test(NBT還 元試験)が あ り,

NBT色 素が好中球に取 り込まれた後O2-に よる還 元

作用を受け青色のホルマザン(formazan)に 変 化 する

反応を利用したもので,好 中球機能活性を間接的に評価

する方法で今回は本法を用いて好中球機能をみた2β)。後

者にはリゾチームその他種々の活性酵素が殺菌作用に蘭

与する1)。

また 非 特 異 的 防 御機 構 に携 わ る液 性 因子 の 中で リ ゾチ

ー ムは 感 染 初 期 に重 要 な役 割 を 果 す 因子 で あ る。 リゾチ

ー ムは 分 子 量15 ,000の 塩 基 性 蛋 白 質 で,涙,粘 液,血

清 な どに 含 まれ て い る。 リ ゾチ ー ム(endo-N-acetyl-

muramidase)は グラ ム陽 性 菌 に 対 し溶 解 作 用 が あ り,

グ ラ ム陰 性 菌 に対 して もペ プチ ドグ リカ ン層 の上 層 が 抗

体 と補 体 で破 壊 され た 場 合 に 溶 菌 作 用 を示 す4～7)。

セ ブ ブペ ラ ゾ ン(CBP2)は 緑 膿 菌 を 除 くグ ラ ム陰 性

菌 に 対 して強 い抗 菌 力 を 示 す セ フ ェ ム系 抗 生 剤 で あ る8)。

鈴 木 ら9)はCBPZがE.coliお よびKlebsiella pne-

umoniae感 染 実験 で,in vitro活 性 で 示 した 他 の セ フ

ァ ム系抗 生剤 よ り も,in vivoで よ り 有効 な 結 果 を 得

た。 β-lactam抗 生 剤 は 作 用 点 が 細 胞壁 合 成 酵 素 阻 害 に

あ り,菌 体 表 面 構 造 の 変 化 を 引 き起 す た め食 菌 作 用 を 受
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け 易 い10)。 横 田 ら11,12)はそ の 駐 明 と してin vitroで 補

体 とCBPZと の協 力 的 殺 菌 作 用 お よ び好 中 球 との 協力

的 殺 菌 作 用 に つ いて 検 討 し,そ れ ぞれCBPZに よる 修

飾 に よ って 補 体並 び に好 中 球 の 貧 食作 用 を促 進 す る こ と

を 示 した 。

今 回,我 々はCBPZが 間 葉 系 細 胞(食 細 胞,リ ンパ

球 等)か ら遊 離 され る抗 菌 蛋 白 の リゾチ ー ム活 性,好 中

球 のNBT還 元 能 お よび抗 体 産 生 能 等 に 与 え る 影 響 に

つ い て,in vivoお よびin vitroで 検 附 した ので 報 告

す る。

I. 実験 材料 お よび 方 法

実験 動 物:SPFのICR/jcl(♂)マ ウ ス の4週 齢 お よ

び7週 齢 を使 用 した。

菌 数 の算 出:E.coli(KC-14)を5×106マ ウ ス腹 腔 内

に 感 染 させ,4,8お よび15時 間後 に2mlの 生理 食塩

液 で腹 腔 内 を洗 浄 し,そ の洗 浄 液 の1mlを 腹 腔 か ら取

り出 し,普 通 寒 天 培地 と混 ぜ,37℃ で 培 養 後,コ ロニ ー

を カ ウ ン トし菌 数 と した。

リゾチ ー ム値 の 測 定18):結 晶卵 白 リ ゾチ ー ム(Sigma

社,IF-8055)を1/15Mリ ン酸緩 衝 液(pH=6.2)に

溶 か し標 準 リ ゾチ ー ム溶 液 と し た 。 またMicrococcus

lysodeikticus cells(Difco社,107 C-0061)を50mg%

(50mg/100ml)と な る 様 に1/15Mリ ン 酸 緩 衝 液

(pH=6。2)に 浮遊 した 。 以 上 の溶 液 を0.75ml Micro-

coccus lysodeikticus浮 遊 液,0.25ml 0.3NNacl液 と

0.5ml標 準 リ ゾチ ー ム溶 液 また は 被 検血 清40μlと1/

15Mリ ン酸 緩衝 液 の460μlの 割 合 を混 合 し,5時 間 室

温 で保 ち,540mμ の波 長 域 で%Tを 測定 し,リ ゾチ ー

ム値 と した 。

多 形 核 白血 球(PMN)の 採 取:0.2%カ ゼ イ ン溶 液 を

ICR/jclマ ウ ス の腹 腔 内に2m1注 射 し,15時 間後 に

HANK'sbuπer(HBSS)で 腹 腔 内 を洗 浄,PMNを 採取

し,2回HBSSで 洗 浄 後,同 液 に3×106/mlの 濃 度に調

整 浮 遊 した 。

抗 生 剤 前 処 置PMNの 調整;KC-14を 一 夜heart

hfusion broth(HIB)で 培 養後,さ らに37℃ で2時 間

HIB(栄 研)で 前 培 養 したKC-14をHIBで1×108

cells/mlに 稠整 し,そ の菌 液 にCBPZあ る いはcefme

tazole(CMZ)を 添 加 し0.1,1.0,お よび10μg/mlの

各 濃 度 含 有 の菌 液 を作 製 した。 こ の溶 液 を37℃ で4時

間 振 盪 培 養 後,遠 心 分 離(3,200r.p.m,20分)し,

HBSSで2回 洗 浄 し,再 び1×108cells/mlに 再 調整 し,

実 験 に供 した 。

HBT還 元 能 試 験 の 実 施:Park法2,3)に 準 じてNBT

還 元 能 試 験 を 行 な った 。NBT(nitroblue tetrazolium;

Sigma社,Lot No.N-6876)を0.2%溶 液 に なる よう

にpH=7.2,0.15Mリ ン酸 緩 衝 液 で 調製 し,等 量 の生

理 食 塩液 を加 え てNBT溶 液 と した 。心 臓 か ら採血 した

ヘ バ リ ン血 お よ びIn vitro培 養 液 を シ リコ ンオイル(東

芝 シ リコ ン 社,Lot No.7F97)で 処 理 した 時計 皿にヘ

パ リン血 ま た は培 義 液 とNBT溶 液 を1:1に な る様に

滴 下 し,静 か に 混 和 した のち37℃ で15分 間 保温 し

た。 次 に これ を混 和 し,室 温 で15分 間 放 置 した 。染色

はWright-Giemsa染 色 で行 な い,1,000倍 で鏡検 し,

formazan顆 粒 形 成 陽 性 細 胞 と陰 性 細 胞 の 割 合 を百 分率

で表 した 。

総蛋 白量 お よびA/G比 の測 定:血 清総 蛋 白量 は ビュ

ー レッ ト法14)で 測 定 した。A/G比 は 血 清 を セル ロー スア

セ テ ー ト膜 で電 気 泳動 し,画 分 の%よ り算 出 した15)。

抗 体産 生能 の測 定:抗 原(羊 赤血 球,SRBC)の 投与前

日 にCBPZ(0.025～5mg/mouse)を 皮 下 注射 し,抗 原

投 与(腹 腔 内,10%SRBC/0.1m1)後,4日 目にCUN-

* No of dead/total of infected mice

Fig. 1. Time-course effect of CBPZ on E. coli (KC-14) growth
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Fig. 2. Time-course effect of CBPZ on lysozy-

me induction in infected mice

NINGHAM法16)で 脾 細 胞 の溶 血 斑 を算 定 し,抗 体 産 生 細

胞数 とした。

マ ウス のCBPZ投 与 計 画:正 常 マ ウ ス にCBPZ

(0,025,0.1お よび6mg/mouse)を 皮下 投与 し,4,8,24

および72時 間 後 の リゾ チー ム活 性 お よびNBT還 元 能

を測定 した。 感染 マ ウス に お いて はCBPZ(0.025お よ

び0.1mg/mouse)皮 下 注 射1時 間 前 にKC-14を 治療 実

験菌量(5×106 cells)を 腹 腔 感 染 させ,CBPZ投 与4,8

および15時 間 後 の ヘパ リン含 有血 液 を検 体 と してNB

T還 元能 お よび血 清 リゾチ ー ム値 を測 定 した 。対 照薬 剤

としてはCMZ(cefmetazole,三 共 製 薬KK)を 使用 し

た。

II.結 果

E.coli(KC-14)腹 腔 内 感染 後 の菌 数 に与 え るCBPZ

の作用:KC-14感 染1時 間後 の マ ウ ス にCBPZの 最 小

治癒量(0.1mg/mouse)を 皮 下 に投 与 し,4,8お よび

15時 間後 に菌数 の変 化 を 経 時 的 に調 べ た。 そ の結 果 ,

0.1mg/mouseで 菌 数 は4時 間後 ま で減 少 し,そ れ 以 降

8時 間後 ま ではほ ぼ 同 じ レベ ル の菌 数 を維 持 し,8時 間

後を経過す る と,再 び減 少 した 。 感染 対 照 群 では 経 時 的

に対数的増 加 した(Fig.1)。

E.coli(KCA4)腹 腔 内 感染 後 の リ ゾチ ー ム活 性 に 与

えるCBPZの 影 響:CBPZの0.1mg/mouseの 投 与 感

染群 にお いて4,8お よび15時 間 後 の測 定 結 果 に よれ

ば共 に正 常対 照群 よ り高 い 活 性 を示 す 傾 向が み られ,そ

の活性 レベ ルが15時 間維 持 さ れ て い た が,ED5。 量

(0.025mg/mouse)で は4時 間 後 まで 上 昇 し,そ の後,

漸次減少 した。 感 染 対照 群 は4時 間 後 よ り急 激 に 減 少

し,15時 間 後 は パ ラツ キが 大 き く平 均 値 は 求め られ な

かった(Fig.2)。

正常 マ ウスの血 清 リ ゾチ ー ム活 性 に 与 え るCBPZの

影響:CBPZの 最 小 治 癒 量(0.1mg/mouse)投 与 後 経 時

*•P<0 .05 Normal control vs. CBPZ treated group

Fig. 3. Time-course effect of CBPZ on lysozy-

me in normal mice

*P<0 .05 nontreated control vs. CBPZ treated group

Fig. 4. Effect of CBPZ or CMZ on lysozyme

induction in vivo

的に採血,そ の血清について活性を測定した結果,4時

間後のみが対照群 と比較 し有意に促進 したが,他 の用量

(0.025,6mg/mouse)で は経時的に有意にCBPZが リ

ゾチーム活性を促進する傾向はみられなかった(Fig.

3)。

投薬4時 間後のCBPZとCMZの 血清 リゾチーム活

性の比較:正 常マウスにCBPZお よびCMZを それぞ

れ0.025,0.1お よび5mg/mouse皮 下に注射 し,4時

間後に採血 し,リ ゾチーム活性を測定 した。その結果,
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Fig. 5. Antibacterial activity (KC-14) of lys-
ozyme in vitro

Fig. 6. Time-course effect of CBPZ on NBT

reduction in infected mice

CBPZの0.1mg/mouseに 強 い 促進 作 用 を示 した。 一

方,CMZで は各 用 量 で対 照 群 と比 較 して変 化 は無 か っ

た(Fig.4)。

市 販 リゾチ ー ム のE.coli(KC-14)に 対 す る 抗 菌 活

性:Fig.5に 示 した ご と く,リ ゾチ ー ム濃 度 が0.05μg/

mlで 抗 菌作 用 を有 し,1.0μg/mlで は4時 間 培 養 で菌 の

増 殖 をほ ぼ抑 制 した 。

感 染 マ ウ スに お け るCBPZのNBT還 元 能 に 与 え

る影 響:E.coli(KC-14)感 染 後1時 間 後 にCBPZを

ED50量(0.025mg/mouse)と 最 小 治 癒 量(0.1mg/

mouse)で マ ウス に皮 下 注 射 し,4,8お よび15時 間後

の 好 中球 のNBT還 元能 を測 定 した 。 そ の結 果,最 小 治

* P<0.05 Normal control vs. CBPZ reated group

Fig. 7. Time-course effect of CBPZ on NBT

reduction in normal mice

* P<0.05 Normal control vs. CBPZ treated groups

Fig. 8. Effect of CBPZ or CMZ on NBT reduc-

tion in vivo

癒量では4時 間後までNBT還 元能が増加し,そ の後,

同 レベルで15時 間持続 した。しか し,ED50量 並びに感

染対照群では4時 間後までは増加するが,そ れ以降,漸

次減少した(Fig.6)。

正常マウスにおけるCBPZのNBT還 元能に与える

影響:CBPZを 最小治癒量(0.1mg/mouse)お よび6

mg/mouse皮 下注射 し,NBT還 元能を測定した。その

いずれの用量でも促進効果を示したが,ED50量 では弱

い促進作用 しか示さなかった。0.1mg/mouseで は4時

間後に最大の促進作用を示し,24時 間後には正常域に

戻った。6mg/mouse量 で は0.lmg/mouseと 同様に

24時 間後には正常域に戻 り,72時 間 目にはいずれの投

与量共に正常値を示 した(Fig.7)。

投与後4時 間後のCBPZとCMZのNBT還 元能の

比較:正 常マウスにCBPZお よ びCMZを それぞれ
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* P<0.05 Nontreated control vs. CBPZ treated groups

Fig. 9. Effects of CBPZ or CMZ on NBT red-
uction in vitro

Fig.10. Time-course effect of CBPZ on total

serum protein restoration in infected

mice

0025,0.1お よび5.0mg/mouse量 を皮下注射 し,4時

間後に採血し,NBT還 元能を 測定した。 その結果,

CBPZの0,025お よび0.1mg/mouseで 促進作用を示

したが,CMZで はいずれの用量でも対照群 と同程度で

あった(Fig.8)。

In vitroに おけるCBPZとCMZのNBT還 元能の

比較:CBPZお よびCMZを0.1,1.0お よび10μg/

mlの 各用量についてNBT還 元能を調べた6そ の結果,

CBPZは 各用量で促進作用を示 したが,CMZは まった

く促進作用を示さなかった(Fig.9)。

E. coli(KC-14)腹 腔内感染後の血清総 蛋白量および

A/G比 に与えるCBPZの 影響:感 染後,各 時点で血清

総蛋白量およびA/G比 を求めたところ,各 群(感 染対

照群,ED50群,最 小治癒量群)共 に4時 間後までは,血

清総蛋白量は減少 し,そ の後投与群は回復 したが,感 染

Fig. 11. Antibacterial activity (KC-14) of
serum at 15 h after infections

* P<0.05 control vs. treated group

Fig. 12. Effect of CBPZ on antibody production

対照群は経時的に減少する傾向が 観察された。 またA/

G比 を正常対照群(0時 点)と 比較すると15時 間値が

有意に下がっていた(Fig.10)。

感染後15時 間後の血清の抗菌作用:正 常血清,感 染

未処置血清および最小治癒処置血清をそれぞれ2,5,

10お よび20%6の 割合に普通寒天培地 に混和 し,瓦

coli(KC-14)を2×103お よび2×105そ れぞれの培地

に添加 し,37℃ で培養後,コ ロニーをカウン トした。そ

の結果,添 加菌量が2×103,2×105の いずれでも感染未

処置対照血清では抗菌作用は無 く,血 清含量が多くなる

ほど菌数が多くなった。 しか し最小治癒処置血清では添

加用量に順 じて抗菌作用が増強された。正常血清にも弱

いが抗菌作用が観察された。(Fig.11)

抗体産生能に与 え るCBPZ:お よびCMZの 比較:
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CUNNINGIIAM法 により羊赤血球(SRBC)に 魁する抗

体産生能に与えるCBPZお よびCMZの 作用について

0.025,0.1,お よび5.0mg/mouseの 各用量で投与マウ

ス脾細胞について測定 した。抗体産生抑制作用は各投与

量で観察されなかった。CBPZの0.1mg/mouse量 で有

意な促進作用を示した。 しかしCMZは 抑制および促進

作用も示さなかった(Fig.12)。

III.考 察

CBPZの 生体内効果についてすでにin vivoで 鈴木

ら9)が検討 し,inv itroで は横田ら11,12,17)によって補体お

よび好中球との協同作用について検討された。 その結

果,生 体にとって有利な作用を示すことが明らかとなっ

た。

今回我々は好中球の殺菌作用の活性度合を間接的に評

価するNBT還 元能や血清殺菌性物質の リゾチームにつ

いて,さ らに抗体産生能に及ぼすCBPZの 影響につい

て検討 した。

Fig.1よ りCBPZの 最小治癒量(0.1mgpmouse)で

KC-14の 菌数は感染4時 間後まで減少 した。他方,正 常

マウスにCBPZを 投 与すると4時 間後にリゾチームな

らびにNBT還 元能の陽性率が最大を示した。また感染

実験においても4時 間後までリ ゾチー ム活性ならびに

NBT還 元能の陽性率は上昇 し,そ れ以降そのレベルが

経時的に維持されていた。 この事実はCBPZが4時 間

後まで経時的にNBT還 元陽性率を増強していることを

示すものである。

CBPZは 皮下投与してから血液中および尿中の濃度測

定結果か ら2～4時 間で排出されることはすでに報告さ

れている。 したがってCBPZは 投与後4時 間後までは

直接的な抗菌作用を発揮 し,さ らに初期感染に関与する

生体防御能をも併せて活性化 していることを示唆 してい

る。 しか し4時 間後を過ぎると,菌 数は8時 間後までは

やや増加傾向を示 し,8時 間後を過ぎると,ま た菌数は

減少 し,マ ウスは完全治癒に向かった。この事実は4時

間後までの補体や好中球の活性化だけでは殺菌は充分行

なわれず次の抗菌活性因子18～21)の増強があるものと思

われる。その一つとして4時 間後まで減少 していた血清

総蛋白量が回復 し始め8時 間後に正常域に達 し,15時

間後に正常値 よりも増加傾向を示 し,48時 間後に正常値

に戻った。また15時 間後ではAIG比 の減少からグロブ

リン分画の増加が示唆された。

このことはグロブリン分画の非特異的抗菌活性と示唆

されたので,In vitroで 感染後15時 間の処置血清の

抗菌活性を検討 してみた。 その結果,最 小治療量(0.1

mg/mouse)の 血清に強い抗菌活性を観察 した。 この事

実の一つ としてApG比,血 清総蛋白量の回復 と併せて

考えるとグロブリン分画の非特異的抗菌活性 と推察され

る。

さらに外来抗原(羊 赤血球;SRBC)投 与4日 後の抗

体鷹生能に与えるCBPZの 影響についても検討した結

果,0.1mg/mouseで 有意な促進作用がみられた。この

ことは非特異的グロブリン分画の増強に続いて特異抗原

に対する抗体産生の促進効果 もあることが判明した。

またCBPZの 生体防御増強作用が他のセファム系抗

生剤にも共通 した活性なのか否かをCMZと 比敦してみ

た。 しか しCMZに は生体防御作用の促進を確認するこ

とは出来なかった。 このことは β-lacturn系抗生剤共通

の活性ではなく,ピ ペラジン環の付いたD-ス レォニン導

道体の特異的な作用であることが示唆されるが,我 々も

D-ア ミノ酸免疫開節作用があることを確認 している鋤。

以上,in vivoお よびin vitroで 宿主側の生体防御能

を与えるCBPZの 促進作用について検討を行なったが,

さらに生体防御能の各段階での詳細な確証を得るために

さらに実験が必要であ り,そ のために宿主側からのみの

生体防御能の検索だけでな く,菌 そのものの経時的生理

活性変化等についての検索も重要な課題と思われる。
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EFFECT OF CEFBUPERAZONE (CBPZ)ON IMMUNE
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MOTOJI SUZUKI

Kaken Pharmaceutical Co. Ltd., Tokyo 113, Japan

AKIKUNI YAGITA

Department of Surgery, School of Medicine, Kyorin University
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We examined the NBT reduction activity of neutrophil and lysozyme concentrations in serum of
mice treated with cefbuperazone(CBPZ) after infection with E. coli (K-14). NBT reduction activity
and lysozyme concentration increased from 4-8 h, and then both decreased to normal by 24 h after
subcutaneous injection with 0.1 mg or more of CBPZ/mouse. The doses in infected mice proved to
be the same as in normal mice. Also, CBPZ induced the same results at concentrations from 1.0-
10 ug/ml in vitro, and sera showed bactericidal action for as long as 15 h later although antibiotic ac-
tivity had already disappeared.

The plaque technique of CUNNINGHAM was used to demonstrate the enhancement effect of CBPZ
on antibody formation. When mice were pretreated with CBPZ and inoculated with SRBC, the number
of plaque-forming cells against SRBC in the spleen increased.

From these results alone it seems that CBPZ contributes to immune bactericidal action in vivo as
well as in vitro.


