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セフェム系抗生剤cefbuperazone (CBPZ) の好 中球 リゾチーム活性 に与える影響
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大腸 菌Eschenchia. 60li(KC-14)を 用 いた感染契験でセブプペ ラゾン(cefbuperazone,

CBPZ)の 治療実験 を行 なってきた。今回は本剤による好中球の殺菌作用の充進の有無 を好中

球 より放出 される リゾチー ム濃度の変動 を中心 とLCBPZの 好 中球 に与える影響 を検討 し

た。すなわちモルモッ ト血清加好 中球 とCBPZの 協 同作用 による殺菌作用の充進効 果につい

て検討 した結果,CBPZ(0.1～10μg/mDの 殺 菌作用の機序に リゾチームお よび補体の関

与が示唆された。血清 を加えた好中球浮遊液でCBPZは 殺 菌作用をさらに充進 した。

また培養液 中の リゾチーム値 を測定する と,CBPZ濃 度 がLOμg/m1で 最 大値 を示 し,10

μg/mlで は,そ の増強程度 は低下 した。 またペン トナイ ト処理によ リリゾチームを吸収 した

モルモッ ト血清加好中球群では1.0お よび10μg/mlで 有 意に高い活性値を示 した。

能方
,非 動化血清加好中球群はCBPZの 濃 度変化に伴 うリゾチーム活性の充進作用はほ と

んど見 られなかった。ベ ン トナイ ト処理血清に市販 リゾチームを添加すると無添加群 と比べ添

加(0.8μg/ml)群 では殺菌活性が増強された。この場合の培養液上清を集め リゾチーム活性

を測定 した処市販 リゾチーム無添加群 ではCBPZ用 量依存性 を示す活性増加傾 向を示 した。

能方
,添 加群ではCBPZの1.0μg/ml濃 度 で有意に好中球 からリゾチームの遊離が認めちれ

た。さらに,CBPZとcefmetazole(CMZ)で 殺菌活性を比較するとCMZで は モルモッ ト血

清加好中球群で も殺菌作用(貧 食作用)の 充進は見 られ なか った。 またCBPZ(1μg/ml)

で4時 間前処理 したE.coli(KC-14)は 好 中球の食食作用 を受 け易い形態 を呈 した。また脾

臓単核細胞を分離 し,モ ルモット血清加単核細胞 とCBPZの 協 同作用による殺菌活性 を調べ

た結果,CBPZと モルモット血清加単核細胞群で最 も強い殺菌活性 を示 し,そ の遠心分離上清

液 も同様にモルモッ ト血清加好中球群が最 も強い殺菌活性 を示 したが,こ の遠心分離液中の リ

ゾチーム活性 を測定 したがCBPZ用 量 依存的に活性は増大せず,CBPZに よ る影響 はほ とん

ど見 られなかった。
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宿主が生来備えている非特異感染的防御機構の中に好中

球の働きが挙げられる。好中球は感染初期に感染菌を捕促

食食し,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myeloperoxidaseや 活性酸素

(superoxide等)が 関与する。

後者には非特異的防御機構に携わる液性因子としてリゾチ

ームの殺菌作用は感染初期に重要な役割を果たす因子であ

る。 リゾチームは分子量15,000の 塩 基性蛋白質で,涙 液

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2動 。
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Bentonite-treated serum Inactivated serum

CBPZ: cefbuperazone

Fig. 1. Cooperative role of PMN and serum in antibacterial activity

against a strain (KC-14) in vitro of Escherichia coli

Cefbuperazone(CBPZ)は 緑膿菌を除くグラム陰性菌に

対して強い殺菌力を示すセファム系抗生剤である6)。鈴木等7)

はCBPZがEsclerichia coliおよびKlebsiella pneumoniae

感染実験で,in vitro活 性で示した他のセフェム系抗生剤よ

りも,in vivoで より有効な結果を得た。β-lactum抗 生剤

は作用点が細胞壁合成酸素阻害にあり,菌 体表面構造の変

化を引き起すため食菌作用 を受け易い。横田ら鋤 はその

証明として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ならびに好中球の貧食作用

を促進することを示した。また前報では,CBPZが 間葉系

細胞(食 細胞,リ ンパ球等)か ら遊離される殺菌蛋白リゾ

チームの活性,好 中球のNBT還 元能および抗体産生能に

与える影響について,in vivoお よびin vitroで 検討し,

CBPZが 各 試験 で活性化す ることを示 した10)。今 回は

CBPZが 好 中球を刺激しリゾチームを遊離させる機序,な

らびに殺菌活性への リゾチームの関与について検討したの

で報告する。

1. 実 験材料および方法

実験動物:SPFのICR/jcl(♂)マ ウスの6週 齢を

使用 した。

菌数の算出:E.coli(KC-14)を 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。

好 中球(Granulocyte)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, sbuffer (HBSS)で 腹 腔内を洗浄,好 中

球 を採 取 し,2回HBSSで 洗 浄後,同 液 に3×

106/m1の 濃 度に調整浮遊 した。 また,好 中球 を多形

核白血球(PMN)と も表示 した。

リゾチーム活性値 の測定11):結 晶 卵白 リゾチーム

(Sigma 社,IF-8055)を1/15Mリ ン酸緩衝液(pH

ニ6 .2)に 溶 か し標 準 リゾチー ム溶液 とした。 また

1/15Mリ ン酸 緩衝 液(pH=62)を 用 いてMicro-

coccus lysodeiktics cell(Difco社,107C-006)の

50mg/100ml浮 遊 液を調整 した。 リゾチーム活性値

は0.75ml Micrococcus lysodeiktics cell浮 遊 泓

0.25m10.3N NaCl液 を0.5m1標 準 リゾチーム溶

液 または被検液40μ1と1/15Mリ ン酸緩衝液の460

μ1の割合 に混合 し,5時 間室温を保 ち,540mμ の波

長で%Tを 測定 し求め られた。

好中球 またはモルモ ット血清加CBPZの 殺 菌活性

の測定:HBSS中 に2.5×106cells/mlの 好 中球,1

×106cells/mlのEooli(KC-14),20%モ ル モッ ト

血清およびCBPZを0.1,1.0お よび10μlg/mlの 濃

度の各液 を調整し,37℃ で4時 間振盤培養後,遠 心分

離(3,200rpm,20min)し,菌 体 と好中球 を回収 し

た。その好中球 を蒸留水で破壊 し,た だちに生理食塩

水で2回 洗浄 し,培 養後,コ ロニー をカウン トし生菌

数 とした。

モルモ ッ ト血清のベ ン トナイ トおよび熱処理:10

mgの ペ ン トナ イ ト(和 光純 薬株 式会社LotNo.

CDF2843)を1mlの 血清に加え5℃ で10分 間放置

後,遠 心分離(3,000r.P.m,10min)し ベ ントナイト

処理血清 とした。 また補体活性 を除 くために57℃,

30分 間加温 した。

脾細胞浮遊液の調整12):ICR/lclマ ウ ス(♂)よ り

脾臓 を摘 出し,150meshの ス テンレスメッシュを通

過 させ,ガ ー ゼ でろ過 した細 胞浮遊液 をFicell液

(比 重1,090,IML社 製)の 上 に重 層 し,遠 心分離



MO
CHEMOTHERAPY FEB. 1990

Bentonite-treated serum Inactivated serum

CBPZ: cefbuperazone

Fig. 2. Comparison of antibacterial activity between Bentonite-treated serum

and inactivated serum after culture with a strain of Escherichia coil KC-14

Bentonite-treated serum Inactivated serum

0.05>P PMN group vs PMN free group CBPZ: cefbuperazone

Fig. 3. Comparison of lysozyme induction between Bentonite-treated serum

and inactivated serum

(2,100r.p.m,30分)後,プ ラス チ ック シャー レ

(Falcon社 製)に 撤 き,CO2培 養 器 で1時 間培養

し,付 着細胞を除 き,ま た同様の操作を残 り2回 繰 り

返え し,付 着細胞 を除 き,Hank'sbuffer(HBSS)

に 浮 遊 させ 脾細胞浮遊液(2.5×106cells/ml)と し

た。

II. 結 果

マ ウス好中球 またはモルモッ ト血清に よるEcoli

(KC-14)の 殺 菌および食作用におけるCBPZの 影

響:Fig.1の 左 欄 にベ ン トナイ ト処理 をして リゾチ

ーム吸収 した血清,右 欄には57℃,30分 間熱処理 し

た血清 をそれ ぞれ20%添 加 した。対照 として血清無

添加培地 と無処置血清培地をおいた。好中球添加群は

無添加群 に較べCBPZの 各 濃度(0.1,1.0お よび10

μg/ml)で 添加群の方が強い殺菌活性を示 した.ま
た好中球添加群に血清添加した群はさらに強い殺菌活

性を示した。また血清添加群は好中球添加群よりも強

い抗菌活性を示した。さらにベントナイ ト処理血清お

よび非動化血清ではCBPZの 各濃度で殺菌活性の低

下を示し,殺 菌作用にリゾチームおよび補体の関与が

示唆された。またCBPZは 血清および好中球の存在

でその殺菌活性を増強されることも判明した(Fig.

1)。

培養(4時 間)消 液の抗菌活性:Fig1に 示した

実験で得られた培養液を遠心分離し,こ の上清につい

て殺菌活性を測定した。その結果 血清無添加群では

好中球添加群および無添加群共にほぼ同程度の殺菌活

性を示した。これは好中球の直接作用を示唆 した。一



VOL.38 NO.2 CBPZの 好中球リゾチーム産生促進効果 141

Fig. 4. Antibacterial activity of lysozyme in vitro

Added lysozyme=0 Added lysozyme=0.8pg/m1

CBPZ: cefbuperazone

Fig. 5. Cooperative role of PMN and lysozyme on

antibacterial activity in Bentonite-treated serum

in vitro

Added lysozyme=0 Added lysozyme=0.8pg/ml

0.05>P PMN group vs PMN+KC-14 group CBPZ: cefbuperazone

Fig. 6. Lysozyme induction by cefubuperazone in Bentonite-treated serum

CBPZ CMZ

CBPZ: cefbuperazone, CMZ: cefmetazole

Fig. 7. Effect of guinea pig serum on antibacterial
activity of cefubuperazone or cefmetazole
against Escherichia coli (KC-14)

Control CBPZ 1(pg/rill)
pre-treated

CBPZ: cefbuperazone

Fig. 8. Effect of pre-treatment of Escherichia coli
(KC-14) with cefubuperazone on antibacterial
activity of PMN in the presence of guinea pig serum
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Solution after culture

CBPZ: cefbuperazone

Fig. 9. Cooperative role of spleen cells in antibacterial activity of cefubuperazone in vitro

方血清添加群の うち好中球添加群は無添加群に較べ強

い殺菌活性を示 している,こ れは血清 と好中球 および

CBPZが 相 互に作用 して殺菌因子 を遊離 していること

を示 した。ベ ン トナイ ト処理および非動化血清でも同

様に好中球添加群 と無添加群では添加群の方が強い抗

菌作用 を示 したが,無 処置血清添加 よりも抗菌活性は

低か った。 このこ とはFig.1と 同様に リゾチームお

よび補体の関与を示 した(Fig.2)。

ベ ン トナ イ ト処理 血清および非動化血清 とCBPZ

の相互作用による好中球よ り遊離する リゾチーム活性

の測定:無 処 置血清群の好 中球添加群はCBPZ濃 度

の0.1お よ び1.0μg/mlで リゾチーム活性は有意に

上昇 した。 またベ ン トナイ ト処理 した好中球添加群で

は1.0お よび10μ9/m1で 有 意に リゾチーム活性は上

昇 した。 また非動化血清では用量依存的に リゾチーム

活性が上昇 した。また血清無添加群および好中球無添

加群では リゾチーム活性の促進作用は示 されなかった

(Fig.3)。

市販 リゾチー ムのEcoli(KC-14)に 対 す る抗菌

活 性:Fig.4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(Fig.4)。

ベ ン トナイ ト処理血清添加培養液に市販 リゾチーム

を加えた場合の殺菌活性:Fig.5に 示 したごと く,

市 販 リゾチーム無添加の場合 にはCBPZの 各 濃度で

好 中球の殺菌活性が促進 され るこ とはなかった。一

方,市 販 リゾチーム(0.8μg/ml)添 加 群では抗菌活

性 は元進 され た。Fig.6で は,上 記の培養液 を遠心

分離 し,上 清中の リゾチーム活性 を測定 した結果,市

販 リゾチーム無添加群 ではCBPZの 用量依存的に リ

ゾチーム活性が上昇する傾向がみ ちれたが。市販リゾ

チーム(0.8μg/ml)添 加群のCBPZ道 度1.0μg/ml

で 有 意 な リゾチーム活性充進効果 を示 した。E.coli

(KC-14)単 独 群 で リゾチーム値 が低 いのは抗菌作

用でリゾチームが消費されて低い値になったものと考

えられた(Figs.5,6)。

CBPZとcefmetazole(CMZ)の 好 中球お よび血

清存 在下 の殺菌 活性 の比 較:Fig.7に 示 した ごと

く,血 清存在下 でCBPZは 好 中球 を活性化 し殺菌力

を充進 したが,CMZで はCBPZの よ うな活性化は観

察されなかった(Fig。7)。

CBPZに よ る前処理 に よる好 中球 の抗菌活性:

CBPZ(1μg/ml)に よ りE.ooli(KC-14)を4時

間前処理 し好中球の寅食殺菌作用 を観察 した。その

結果,Fig.8に 示 したごと く,CBPZで 前 処理した

菌体 は好中球の食食殺菌作用に感受性 を示した(Fi8

8)。

モ ルモッ ト血清加脾細胞 とCBPZの 貧食殺菌作用

に与 える影響:Fig.9に 示 したご とく,脾 細胞添加

群は血清無添加で も抗菌活性を元進 した。血清添加群

も同様に脾細胞添加群の方が抗菌活性 を充進 した。一

方上記 の培養液 を遠心分 離 し,殺 菌活性 を調べた結

果,血 清無添加群 では脾細胞の有無にかかわ らず同程

度の殺菌活性 しか示 さなかった。一方血清添加群では

脾細胞が存在 した場合よ り強 い殺菌活性 を示 した。

さらに,本 培養液 中の リゾチーム活性 を測定したと

ころ,血 清添加群 でCBPZの 各 濃度で リゾチーム活

性の充進作用は極めて弱いものであった。一方血清無

添加群は リゾチーム活性尤進作用は観察されなかった

(Fig.9)。
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III. 考 察

CBPZの 生 体内効果の証明実験については,横 田

ら8,9,13)によって補体および好中球 との協同作用につい

て,in vitroで 検討が行なわれた。その結果,in vitro

実 験 よ り生体内効果が期待 できた。すなわち,CBPZ

は50%発 育阻止濃度(ID5。)存 在下において,瓦coli

を血清,補 体による殺菌効果 を受けやす くするように

変化 させ ることが判明 した。一般に β-lactam薬 剤

などの細胞壁合成阻害剤は,菌 の表面構造 を変化させ

るため,subMICで も生体 内では補体 と協力的殺菌

効果 を示す こ とが 多いが,こ れは β一lactamの 誘 導

体ごとにある程度の差のあることがすでに確認されて

いる。CBPZは,そ の効果が著 しいので,こ のことが

生体内効果が良好 である理由と考 えられた。 また鈴木

ら7)はCBPZがEcoliお よびK.Y.pnemoniea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,よ り有効な結果 を得た。さらに前報におい

て,正 常および感染マウスにおいて血清中の リゾチー

ム量,血 液中のNBT還 元能および抗体産生能に与え

る影響についても検討 した。その結果,CBPZは 好 中

球等を活性化 し血液中に リゾチームを放出 し,NBT

還 元 能を充進 した。 さらに,異 物抗原(羊 赤血球,

SRBC)に 対 し抗体産生能を促進 した10)。

今 回の実 験 で は,in vitroで の 好 中球 に与 え る

CBPZの 影 響について検討 した。Figs.1,2で 示 し

たごとく,ベ ン トナイ ト処理によりリゾチームを除い

た血清 と好中球(PMN),ま た57℃,30分 間加熱処

理 した血清のいずれの場合において もCBPZの 抗 菌

活性は好中球および血清の存在でさらに充進 されるこ

とが判明 した。

実際に20%血 清 添加Hank's buffer(HBSS)中 で

CBPZと 好 中球が存在 した場合のCBPZ濃 度差 によ

るリゾチーム量の変化 を測定すると,好 中球か らの リ

ゾチーム放 出はCBPZ濃 度 が1.0μg/mlで 最 高値を

示 した。 さらに高濃度(10μg/ml)に な ると低下 し

た(Fi32)。 一 方,in vitroで のNBT還 元能充進

効果は10μg/mlで も充進作用は低下 しない,こ の事

実 はCBPZのNBT還 元 能活性化 と リゾチーム放 出

能活性化作用の至適量が異なることを示 している。ま

た20%ベ ン トナイ ト処理血清の場合はCBPZ濃 度 の

増加に伴 って リゾチーム量 も漸次増加 し,濃 度が1.0

μg/mlお よび10μg/mlで 有 意に上昇 した。 さらに非

動化血清 も同様な傾向 を示 したが有意差を示さなかっ

た。 このことはFigs.1,2で 示 した殺菌活性への リ

ゾチー ム お よび補 体の関 与 を示 して いる。 さ らに

Fi騒3の 示す事実 は リゾチー ム放出に補体が関与 し

ていることを示すと同時に,CBPZは 補体 を活性化 し

ていることを示唆している。一方,リ ゾチームの抗菌

作用(静 菌作用〉 はFig,4に 示 したごとく,市 販 リ

ゾチーム濃度が0.05μg/mlか ら1.0μg/mlの 各 濃

度 で用量依存的であるが10μg/mlで は1.0μg/ml

と同程度の殺菌作用 しか示 さなかった。 この ことは

10μg/mlの 殺菌活性 は リゾチームの抗菌活性 という

よりは,CBPZの 直接の殺菌作用と考えられる。これ

らの事実にもとづ き,ペ ントナイト処理 血清に市 販リゾ

チームを添加 した場合抗菌作用および リゾチーム活性

に与える影響について検討 した結果,Fig,5で 示 し

た ごとく市販 リゾチーム加CBPZの 各 濃度において

市販 リゾチームの存在によって殺菌作用の増強 を示 し

た。 またFig.6で は市販 リゾチー ム(0,8μg/ml)

を加 えた場合 にCBPZ濃 度 が0.1μg/ml,好 中球お

よび 瓦60li(KC-14)を 添 加 した場合の リゾチーム

活性が最大値 を示 した。 この結果はFig.3で 示 した

CBPZ濃 度LOμg/mlで リゾチーム活性が最大値 を

示 したことと同 じ傾 向を示 した。 この事実はCBPZ

濃度 が1,0μg/mlま ではCBPZと リゾチームおよび

血清に よる静菌作用およびCBPZの 殺 菌作用が相乗

的に作用 を示すが,CBPZ濃 度 が10μg/mlに な ると

リゾチーム活性が低下す るが抗菌作用は低下しなかっ

た。すなわちCBPZの リゾチーム誘導には至適量が

あることを示 している。

ま た 一 方,Fig,8に 示 し た ご と くCBpz(1

μg/ml)でE.coli (KC-14)を4時 間前処理す ると

PMN添 加群 では強い貧食殺菌能を示 した。このこと

はcBPzがEcoliの 膜 を修飾 しPMNの 食 食を充進

してい るこ とを示 して いる。他 方CBPZとCMZの

抗 菌活性 を血清お よびPMN添 加 培地 で比較す ると

CMZに は血清およびPMNを 加 えたことによる抗菌

活性の充進が見られなかった(Fig.7)。

さ らに興 味深 い こ とはFig.9に 示 した ごと く

CBPZは 付着細胞を除いた脾細胞と反応 し,抗 菌作用

を充進す る結果を得た。この作用は リゾチームの抗菌

作用だけではな く,そ の他の脾細胞産生因子か血清成

分がCBPZで 活 性化 され殺菌作用 を充進 しているこ

とを示唆した。
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EFFECT OF CEFBUPERAZONE (CBPZ) ON LYSOZYME ACTIVITY

OF MUPINE NEUTROPHILES
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Kaken Pharmaceutical Co. Ltd., 2-28-8 Komagome, Bunkyo - ku, Tokyo 113, Japan

A KIKUNI YAGITA
Department of Surgery, School of Medicine, Kyorin University

SACHIO OGATA
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We examined the effect of cefbuperazone (CBPZ) on the antibacterial activity of polymor-
phonuclear leukocytes (PMNs) and found that it enhances the phagocytosis of Escherichia coli in
the presence of complement. Synergy, however, was diminished in the absence of complement or
in presence of heat-inactivated or Bentonite-treated serum. In vitro, CBPZ increased the
lysozome activity of PMNs in the presence of complement, and showed maximum activity at an
optimal dose of 1.0 Aigiml.

Furthermore, it significantly induced lysozyme activity of PMNs in the presence of Bentonite
-treated serum containing CBPZ (1.0 geml) , but not with heat-inactivated serum containing
CBPZ (0.1-10 gern1) . Also, commercial lysozymes (0.8 pg/m1) significantly induced lysozyme
activity in PMNs and Bentonite-treated serum containing CBPZ (1.0 gem!) .

E. coli (KC-14) pre-incubated with CBPZ (1.0 mg/m1) was more susceptible to phagocytosis
by PMNs. CBPZ was compared with CMZ against infection in vitro. It enhanced the phagocytosis
by PMNs in each dose (0.1-1.0 ,ug/ml) of cefmetazole.

CBPZ enhanced phagocytosis of E. coli (KC-14) by spleen cells in the presenceof complement.
This synergy, however, was diminished in the absence of complement, but was not shown to
increase lysozyme activity in the medium.


