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Ceftazidime(CAZ)の 細菌 に対 す る血清 ・補体 との協 力的 殺菌 作用 につ いて,補 体 の 面か ら

検 討 を加 えた。

最 小 発育 阻止 濃度(MIC)の1/4濃 度 のCAZと5%正 常 ヒト血 清(NHS)を 共存 させ る とグ

ラム陰 性 菌 で あ るEscherichia coli,PseudomOnas aeruginoSa,Serratia marcescensに 対 して

は,菌 種 間 で程 度 に 差 は あ る もの の協 力的 殺 菌 作 用が 認 め られ たが,グ ラム陽 性菌 で あ る

Staphylococcus aureusに 対 して は認め られ なか った。 先 天的 にC9を 完全 に 欠如 してい るC

9欠 損 血 清(C9D)に よ り,E.coliで は 弱 い な が ら も殺 菌 作 用 が認 め られたが,P.

aeruginosaに 対 しては まっ た く認め られ なか った。 しか し1/4MICのCAZはC9欠 損 血清 の

PIaeruginosaに 対す る殺菌作 用 を増強 した。

CAZの 血 清 ・補 体 との 協力 的殺 菌 作用 は,sub-MICのCAZが 殺 菌 の壁 に何 らかの 影響 を

与 え,そ の結果,補 体 膜侵 襲複 合 体C5b-8に 対 す る感受 性 を高め るこ とに よ り生 じて い る

と考 え られ,CAZは 血 清 ・補体 と協 力的 に働 くこ とに よ りそ の試験 管 内抗 菌 力か ら類 推 され

るよ りも高 い生 体 内効 果 をあ らわす と考 え られた。

Keywords:Ceftazidime(CAZ),補 体C9欠 損 血 清,Esoherichia cOli,Pseudomonas

aeruginosa

細 胞壁 合 成 阻 害 剤 で あ る β一lactam剤 は,血 清 ・補体 に

よ る殺 菌 を増 強 させ る こ とが報 告 さ れ て い る1～6)。合 成 セ

フ ァロ スポ リンC系 抗 生 物 質 で あ るceftazidime(CAZ)は

β-lactam剤 の 中 で も強 い 抗 緑膿 菌 作 用 を も ち,そ の試 験

管 内抗 菌 力 に 優 れ るばか りで な く,よ り高 い生 体 内効 果 を

もつ と言 わ れ,血 清 ・補 体 や 白血球 との 協 力的 殺 菌 作用 を

有す る と報 告 され て い る5)。

そ こ で,各 種 細 菌 に 対 す るCAZと 血 清 ・補 体 との 協 力

作 用 につ いて 若干 の 検討 を行 な っ た。

1.材 料 お よ び 方 法

1)使 用 菌 種 お よ び 培 地

Escherichia coli NIHJ J C-2,P36udomonas

aeruginosa NCTC 10490,Serratia marcesces IID

620お よ びStaphylococcus aureus FDA 209Pは 田

辺 製 薬 株 式 会 社 よ り供 給 を受 け た。 菌 の 前 培 養 に は

trypto-soyaBroth(日 水 製 薬)を,実 験 系 に はheart

infusionBroth(日 水 製 薬)を,colonyforming

units(CFU)の 測 定 にはheartinfusion寒 天 培地(日

水製 薬)を 使 用 した。

2)血 清 な らびに抗生 物質

健 常 人20名 よ り静脈 採 血 にて得 た プー ル血 清 を正

常 ヒ ト血 清(NHS)と して用 いた。C9欠 損 ヒ ト血 清

(C9D)は 稲井 真 弥 教授(大 阪医 科 大学病 態検 査 学

教 室)よ り供 与 を受 け た。NHSC9Dの 補 体 価 はそ

れ ぞれ30CHso/ml,15CH5。/mlで あ った。CAZは 田

辺 製薬株 式会 社 よ り供 与 を受 け,各 種被 験菌 に対す る

最 小 発 育 濃 度(MIC>は 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ り測 定

し7》,そ の 値 はE60〃NIHJJC-20.4μg/ml,P

aeruginosa NCTC 10490 0.8μg/ml,S.marcescens

IID6200,025μg/ml,S.aureus FDA 209P 12.5

μg/mlで あ った.

3)各 種 細 菌 に対 す る血 清 ・補 体 とCAZと の協

力的 殺菌作 用

各 種 被 験 菌 は,trypto-soyaBrothに て37℃20時
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間 培 養 後,さ らにheart infusion Broth中 で37℃3

時 間 培 養 し た もの を 使 用 し た。1/4MIC濃 度 のCAZ

の み,5%濃 度 のNHSの み,な ら び に 両 者 を 添 加 し

たheart infusion Brothに 各 菌 を 接 種 し,総 畳 を

2.0mlと した 。 コン トロ ー ル と して は,培 養 液 の み に

菌 を接 種 し2.0m!と し た 。37℃ で 振 と う培 養 を 続 け,

0,2,4,お よ び24時 閥 圏 に そ の 一一部(0.1ml)

を と り,適 当 に 対 数 希 釈 し た 後,heart infusion寒 天

培 地 に 散 布 し37℃24時 間 培 養 し,生 菌 数(CFU/mD

を計 算 した 。

4)E.coli,P.aerruginosaに 対 す る血 清 ・禰 体 の

作 用

2.5%,5%お よ び10%濃 度 のNHSあ る い はC9

Dを 添 加 し たheart infusion BrothにE.coli NIHJ

JC-2お よ びP.aeruginosa NCTC 10490を 接 種 し,

37℃ 振 と う 培 養 を 続 け な が ら,経 時 的 に そ の 一 部

(0.1ml)を と り生 菌 数 を 測 定 した 。

5)P.aeruginosaに 対 す るC9欠 損 血 清 とCAZ

の 協 力 的 殺 菌 作 用

1/2MIC濃 度 のCAZを 含 むheart infusion Broth

にC9Dを10%濃 度 とな る よ う に 添 加 し,1.0x104

mlと な る よ うP.aeruginosa NCTC 10490を 接 種 し

た 。37℃ で 振 と う培 養 を続 け,経 時 的 に そ の 一 部

(0.1ml)を と り,生 菌 数 を測 定 し た 。

II。 結 果

1.各 種 細 菌 に 対 す るCAZ,血 清 ・補 体 な らび に

両 者 の 協 力 的 殺 菌 作 用

heart infusion Brothに(1)培 養 液 の み,(2)1/4MIC

濃 度 のCAZ単 独,(3)5%NHS単 独,な ら び に(4)両

者 を 共 存 させ た 時 の,各 種 被 験 菌 に 対 す る殺 菌 曲 線 を

Fig.1に 示 し た 。 グ ラ ム 陰 性 菌 で あ るE.coli,P.

aeruginosaな ら び にS.marcescensに お い て はCAZ

単 独 で は,生 菌 数 の 減 少 は ほ と ん ど認 め ら れ な か っ
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E. coli : Eschen.chia coli,

P aerugmosa : Pseudomonas aeruginosa,

S. marcescens : Serratia marcescens ,
S. aureus : Staphylococcus aureus

Fig. 1. Influence of CAZ at a concentration of
1/4 MIC on bactericidal activity of normal
human serum (NHS) against various kinds
of bacteria.
Symbols:●,Broth alone;○,CAZ;▲,

NHS;△,CAZ+NHS

NHS

Incubation time (h)

C9D

Incubationtlme(h)

Fig. 2. Killing of Escherichia coli NIHJ J C- 2 in normal human serum (NHS)
and congenitally deficient C 9 serum (C 9 D)
Symbols:●,Brothalone;口,2・5%serum;△,5% serum;○,10%serum
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Fig. 3. Killing of Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490 in normal human serum (NHS)
and congenitally deficient C 9 serum (C 9  D)
Symbols:●,Brothalone;[},2.5%serum;△,5%serum;○,10%semm

た。 またNHS単 独 では菌種 の間 での差 は認 め る もの

の37℃2時 間 培 養 後,生 菌 数 の 増 加 は抑 制 され る

が,そ の 後 再 増 殖 が み ら れ た。 そ れ に 対 しCAZ,

NHSが 共 存す る と,殺 菌作 用は増 強 され,E.coliで

は完 全 に殺菌 が 認 め られ24時 間後 も再 増 殖 はみ られ

な か っ た。P.aeruginosaお よ びS,marcescensで

は,2時 間 目までは殺菌 作用 は増 強 されたが,そ れ以

後は再増 殖 が認め られ た。

これに対 し,グ ラム陽性 球 菌 で あ るS.aureusに お

い ては,CAZ,NHS単 独 お よ び共 存 の いず れに おい

て もまっ た く殺菌効 果 が認め られ なか った。

2。 正常 人血清 な らび にC9欠 損 人血清 のE.coli,

P.aeruginosa殺 菌 作用 への影 響

NHS・ な らびにC 9 Dの2.5%,5%お よび10%濃 度

にお け るE.coliとP,aeruginosaの 殺 菌曲線 をFigs.

2,3に 示 した。

E.coliで は,2.5% NHSの 条 件で5時 間 目 まで生

菌数 の減 少が み られ るが,以 後再 増殖 が認め られ た。

5%お よび10%NHSで は培養2時 間 目以後 で完全 に

殺 菌 され た。 これ に対 し,C9Dで は2.5%で は弱 い

なが ら も増殖 抑制作 用が み られ るが,生 菌数 の減 少は

み られ なか った。5%お よ び10%に お い て も,培 養

5時 間 目までは若干 の生 菌数 の減 少が認 め られ る もの

の,以 後再増 殖 を認め た。

これに対 してP.aeruginosaで は,血 清 ・補体 の殺

菌 作 用 はE.coliに 対す る よ り も弱 く,2.5%NHS条

件 で生 菌数 の 減少 は み られず,5%お よび10%NHS

にお いて も培養4時 間 目までは生菌 数が若 干減 少す る

が,9時 間 目以後再 増殖 を認め た。 これ に対 し,C9

Dで は10%濃 度 に て も殺 菌 曲 線 は コン トロー ル と同

様 であ り,増 殖 抑制効 果 はまった く認め られ なか った。

Incubationtime(h)

Fig. 4. Influence of ceftazidime at a concent-
ration of 1/2 MIC on killing of Pseudomoa,
aeruginosa NCTC 10490 in congenitally
deficient C 9 serum ( C 9 D)
Symbols:●,Brothalone;○,CAZ;▲,

C9D(10%〉;△,CAZ十C9D(10%)

3.C9欠 損 血 清 とCAZのP.aeruginosaに 対す

る協 力的 殺菌作 用

1/2MIC濃 度 のCAZ単 独,10%濃 度 のC9D単

独,に 比 し,両 者 の共 存下 では殺菌 作用 の増 強が認 め

られ た(Fig.4)。

III.考 案

各種細 菌 に対す る血清 ・補体 の殺菌 作 用に おい て,

CAZは 菌 種 問 で の感 受 性 の差 は あ る もの の,グ ラム

陰 性菌 で あ るE.coli,P,aeruginosa,S.marcescens

に対 して協 力的殺菌 作 用 を認 め た。 しか し,グ ラム陽

性菌 であ るS.aureusに 対 しては認 め なか った。一般
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に,グ ラム陽性菌 は グラム陰性 菌に比 べ,補 体 系の活

性 化 を引 き起 こ す あ る種 のlipopolysaccharideを 含

ん で い ない8)な ど,細 胞壁 の構 成 成分 や構 造 上の 相違

か ら血清 ・補体 に抵抗 性 であ ると考 え られ て い る。 そ

の ため,細 胞壁 の合 成 を阻 害 す る作用 を持 つCAZと

の 協 力的作用 も受 けに くい もの と思 われ た、

血 清 ・補 体 のE.coliお よびP.aerugiosaに 対 す

る殺 菌 作 用 の 検 酎 よ り,E.coliに お い てはNHSよ

りは 弱いが,C9Dで も殺菌作 用 が認め られ た、 これ

に 対 し,P.aeruginosaに おい て は,C9Dで は ま っ

た く殺菌作 用が 認め られ なか った.こ れ よ り血清 に よ

る殺菌 に お い ては,E.coliの 殺菌 に対 して は。 必 ず

し もC9が 必要 で な く,P.aeruginosaの 殺 菌 に対 し

て は,C9が 必要 で あ る と考 え られ た。E.coliの 殺

菌 に対す るC9の 必要 性 につ いては様 々 な報告 が あ る

が9～11),出 口ら6)はE.coliのstrainの 違 い,あ るい

は リゾチ― ムの よ うな血清 中のC9以 外の成分 の作 用

の 可 能 性 に つ い て 推 測 し て い る。E.coliとP.

aeruginosaの この血 清 ・補 体 に 対 す る感受 性 の違 い

は,両 菌 の膜構 造 の違 い,特 に外 膜の透 過性 の問題 な

どに起 因す る と考 え られ るが,そ の詳 細につ い ては不

明 で あ る。 し か し,C9欠 損 血 清 に お い て も,

sub-MICのCAZはP.aeruginosaに 対 して協 力的殺

菌 作用 を示 した。 赤血球 のみ な らず 有核細 胞に おい て

も補 体膜 侵襲 複 合体C5b-8は 細胞 膜 に孔 をあ け る

とい わ れ て い る こ と12～15)より,そ の機 序 と して,

sub-MICのCAZが 細菌 壁 を変性 させ,補 体 を活性化

し易 く した結 果,細 菌 膜上 の 補体 膜 侵襲 複 合 体C5

b-8の 数 を増加 したこ とに よる もの,あ るいはCAZ

が細 菌 壁 の合成 を阻害 す る こ とに よ り,C5b-8が

細 胞膜 上 で安 定化 したこ とによ る もの な どが考 え られ

る。 い ず れ に して もCAZの 血 清 ・補 体 に よ るP

aeruginosaに 対す る殺 菌へ の協 力作 用がC9の 活性化

以前の段 階 で生 じて い る と考 え られ る。

緑膿 菌 は院 内感 染 の代 表 的な起 因菌 であ り,免 疫不

全 患者,糖 尿病患 者,ス テロ イ ド.制 癌 剤,免 疫抑制

剤 な どの長期 使用 者 な どで 日和見感 染 として感 染す る

こ とが 多 く,治 療 に も難 渋す るこ とが 多い。CAZは

β-lactam抗 生物 質 の中 で も強 い抗緑 膿菌 作 用 を持 つ

とされて い る。 これ は,良 好 な外 膜透過 性,作 用点 に

対 す る強 い親 和 力16),β-lactamaseに 対 す る高 い安

定 性,白 血球17)や 血清 ・補体 との協 力的 殺菌作 用 な ど

の総 合的 な効果 であ る と考 え られ る。補体 の面 か ら も

その生体 内効果 は 高 く,正 常 人のみ な らず,C9欠 損

患 者に おい て も,宿 主 の防御機 構 を増強 させ る こ とが

期待 され,臨 床 的価 値が 高 い もの と考 え られ た。

な お,本 論 文 の要 旨は 第36回 日本化学 療 法学 会総

会 にて 発表 した.
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SYNERGETIC BACTERICIDAL EFFECT OF SERUM

COMPLEMENT AND CEFTAZIDIME

KUNIO YANAGIDA, S HUHEI TAKEIVIURA, HIDEKI, ONODERA , YOSHIHIRO KASAMATSU ,

MASAYUKI OKAMOTO, WATARU FUKUDA , MASAKO DEGUCHI , M ASAHIRO UEDA ,

SHIGERU S UGINO and MOTOHARU KONDO

First Department of Medicine, Kyoto Prefectural University of Medicine, Kawaramachi-Hirokoji,

Kamikyo-ku, Kyoto 602, Japan

The influence of ceftazidime (CAZ) on the synergetic bactericidal effect withserum complement
was investigated. One-fourth of the minimal inhibitory concentration (MIC) ofCAZ increased the

killing activity of gram-negative bacteria, such as Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Serratia marcescens, but no synergetic bactericidal effect of CAZ with serum complement was
observed on gram-positive Staphylococcus aureus.

E. coli was killed by congenitally deficient C 9 serum ( C 9 D ). The killingactivity of C 9 D

was weaker than that of normal human serum (NHS). But P. aeruginosa was not entirely killed
by C 9 D.

A sub-MIC of CAZ increased the killing activity of P. aeruginosa by C 9 D. Wesuspect that a
sub-MIC of CAZ increases the susceptibility of the bacterial cell wall against membrane attack

complex ( C 5 b - 8 ).
We conclude that CAZ has a synergetic effect with serum complement on P. aeruginosa before

C 9 activation.


