
12
 CHEMOTHERAPY

 NOV. 1990

Cefetamet(cefetamet pivoxilの 活性原体)の 試験管 内抗菌力,PBPsに 対す る

結合親和性 および補体 ・Mφ との協力的殺菌作用

横 田 健 ・鈴木 映子 ・新井 京子

順天堂大学医学部細菌学教室*

新 しい経ロセフェムcefetamet pivoxil(CEMT-PI)の 臨床効果 を推定する基礎成績の一つ

として,そ の活性原体cefetamet(CEMT)の 試験管内抗菌力,作 用点penicillin-binding Pro-

teins(PBPs)に 対す る結合親和性を測定するとともに,本 剤 と生体感染防御 の主役である補体

お よびマ クロフ ァー ジ(Mφ)と の協力作用 の良否 を検討 した。Staphylococcus aureus,

methicillin-resistant Staphylococcus aureus, coagulase negative staphylococci, Streptococcus

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mir-
abilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii,

Serratia marcescens,Pseudomonas cepacia,ampicillin耐 性Haemophilus influenzaeお よ び

Bacteroides fragilisの24～51臨 床 分 離 株 に 対 す る 本 剤 のMIC50は,そ れ ぞ れ50,>100,100,

0.025,0.39,0.39,0.2,0.1,0.2,12.5,0.39,25,0.78,0.78,0.2お よ び25μg/mlで 他

の 経 口 第3世 代 セ フ ェ ム よ り抗 ブ ドウ球 菌 作 用 が 劣 っ た 。S.aureusのPBPsに は 本 剤 の 結 合 は

弱 い が,グ ラ ム 陰 性 桿 菌 のPBPsに はcefixime(CFIX)と 同 程 度 に 強 か っ た。 本 剤 の 特 徴 は,

血 清 補 体 お よ びMφ と の 協 力 的 殺 菌 作 用 が 顕 著 な 点 で,1/8MICの 本 剤 存 在 下 で マ ウ ス 培 養

Mφ は,E.coliの 細 胞 を良 く食 菌,消 化 し た 。

Key words:内 服 用cephem系 抗 生 物 質,PBPs,血 清 補 体 との 協 力,Mφ との 協 力 作 用

Cefetamet pivoxil(CEMT-PI)は プ ロ ドラッグ型

の経 口用セフェム系抗生物質である。本剤の臨床効果

を推 定 す る 基 礎 研 究 と して,本 剤 の 活 性 原 体

cefetamet(CEMT)の 試 験管内抗菌力,各 種細菌のペ

ニシリン結合蛋白(PBPs)に 対 する親和性 および血清

補体 とマウス培養マ クロファー ジ(Mφ)と の協力的殺

菌作用 を検討 した。

I.材 料 および方法

1.使 用薬剤

CEMTの 純 末は 日本ロシュ社か ら供与された。対照

薬 と してcefaclor(CCL:塩 野 義 製 薬), cefixime

(CFIX:藤 沢薬品),cefteram(CFTM:富 山化学),

cefpodoxime(CPDX:三 共)お よ び cefdinir

(CFDN:藤 沢 薬品)を 使用 した。

2.使 用菌株

順天堂大学付属病院中央検査室および東京都老人研

究所付属病院臨床検査室で1985年 ～1987年 に 臨床分

離 さ れ た50株 のStaphylococcus aureus,48株 の

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),

41株 のcoagulase negative staphylococci(CNS),

50株 のStreptococcus pyogenes,24株 のStreptococcus

pneumoniae,39株 のEnterococcuss faecolis,40株 の

Enterococcus faecium,51株 のEscherichia coli,50株

のKlebsiella pneumoniae,50株 のProteus mirabilis,

35株 のProteus vulgaris,48株 のMorganella mor-

ganii,27株 のProvidencia rettgeri,50株 の

Citrobacter freundii,50株 のEnterobacter cloacae,

50株 のSerratia marcescens,50株 の Pseudomonas

aeruginosa,40株 のPseudomonas cepacia,50株 の

Xanthomonas maltophilia,26株 の ampicillin

(ABPC)耐 性Haemophilus influenzae,27株 の

Acinetobacter calcoaceticusお よ び40株 の Bacter-

oides fragilisを 使 用 した 。 上 記 菌 株 の う ちMRSAお

よ びABPC耐 性H.influenzaeは,過 去5年 間 に 臨 床

分 離 され た 菌 株 を教 室 で 集 積 保 存 し た もの で あ る。 ま

たPBPsに 対 す る 本 剤 の 結 合 親 和 性 の 検 討 に は,教 室

保 存 のS.aureus 209 P,E.coli NIHJ JC-2, P.vulgaris

33,S.marcescens 13お よ びH.influenzae ATCC 9334

を使 用 した 。ま た 本 剤 と補 体 お よ び マ ウ ス 培 養Mφ と

の 協 力 作 用 の 研 究 に は,E.coli NIHJ JC-2を 用 い た。

*〒113東 京都文京 区本郷2-1-1
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3.最 小 発育阻止濃度(MIC)の 測 定法

日本化学療法学会法1)に 従い,平 板希釈法 で測定 し

た。但 しS.pyogenesは 前培養にHI-broth(Difco)を,

MIC測 定 には5%ヒ ツ ジ脱線維血液加HI-agarを,S.

pneumoniaeは ヒツジ血液-agarに 平 板培養 した菌 を

か き取 り,L-brothに108cfu/mlに な るように浮遊 し

た ものを希釈 し接種菌 とし,MIC測 定 は ヒツジ血液-

agarを 使 用 した。H.influenzaeはFildes Extract 5%

加HI-brothを 前培養 に使用 し,Fildes Extract 5%加

HI-agarを 測定に用いた。B.fragilisは 前 培養にGAM

ブ イ ヨン(日 水)を 使用 し,MIC測 定 はGAM-agar(日

水)を 使 ってガスパ ック法(BBL)で 嫌 気培養 した。

4.PBPに 対 す る結合親和性の検討法

Spratt2)方 法 を改 良 した著者 らの 方法3)で 検討 し

た。すなわち,S.aureus 209 P,E.coli NIHJ JC-2,

S.marcesceus 13,P.vulgaris 33お よ びH.influenzae

ATCC 9334の 対 数増殖 期後 期 の菌 を集 め,10mM

MgCl2加0.05Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)の8mlで 約

10×1010cfu/mlの 濃厚菌液 を作 った。 これ をBRAN-

SON Sonifier(出 力50W,効 率20%,120秒 ×10回)

で菌体 を破砕 し,3000×g,20分 間冷却遠心 して菌体 を

除いた後,そ の上清 を100,000×g,30分 超 遠心 して膜

画分 を得 た。同緩衝液で1回 洗浄し,少 量の緩衝液 中

に膜画分 を15mg/ml proteinに な るように再 浮遊 し

た。30μlの 膜画分 に終末濃度0.1～12.5μg/mlに な

るように非放射性CEMTま たはCFIXを 加 え,30℃

10分 間 反応 後,3μlの14C-benzylpenicillin(PCG:

373μg/50μCi/ml:AMERSHAM)を 加 え,再 度30℃

10分 間反応させ た。Sarkosylと 非放射性PCG添 加 で

反応を止め,10,000×g,冷 却 遠心 して不溶画分 を除い

た。30μlの 上清にbromphenol blue加SDS-bufferを

15μl加 、え,100℃,2分 間加熱 した後,そ の全量を10%

acrylamide,0.06%bis-acrylamideの 平板 ゲルで電気

泳 動 し た。た だ しS.aureusに は8%acrylamide-

0.06%bis-acrylamide平 板 ゲルを使用 した。メタ ノー

ル と酢酸で蛋 白を固定 した後,増 感剤2,5-diphenyl-

oxazole(PPO)を 浸 み込ませ,減 圧下でゲルを乾燥 し

た。乾 燥 ゲ ル をKODAK X-Omat filmと 密 着 し,

-80℃
,20日 間感光 させ て螢光オー トラジオグラフィ

ー を行 った。

5.CEMTと 血 清補体 との協力的殺菌作用の検討

E.coli NIHJ JC-2をL-broth 5ml中 で37℃ 一 夜振

塗培養 した。新鮮L-brothで10,000倍 に希釈 し,4本

の中試験管に5mlず つ分注 した。1本 を対照 とし,2本

目には この菌の増殖 に影響 を及ぼ さない最 高補体 量

(0.5units/ml>と20%非 働 化 ヒ ト血清 を加えた。3本

目に は5時 間後 の生 菌数 が接種 菌数 の50%と な る

CEMT(ID50)を 単独 に加 え,4本 目には補体,ヒ ト

血清およびID50のCEMTを 添加 した。37℃ で培養 を

続けなが らそれぞれの0,1,3,5お よび24時 間 目の

サンプル をとり,HI-agarの 平板塗布法 で生菌数 を測

定 した。

6.マ ウス培養Mφ との協力的食菌殺菌作用の検

討法

Mφ は5週 令 のICR♂ マ ウ ス腹腔 内 を8ml 10%

fetal calf serum加F 12培 地(日 水)で 洗って採取 し低

速遠心 で集め,新 鮮同培地 中に105cells/mlに な るよ

うに浮遊 した。その0.1mlを,丸 型カバー ス リップ を

沈めたFALCON multi dish(24穴)に 接種 し,著 者

らの方法4)で20%L-CM(conditioned medium L-929)

を加 えて活性化 した。E.coli NIHJ JC-2の 一夜振盪培

養液をMφ の50倍 量(5×105cfu/well)接 種 した。一

部の区画にはCEMTを1～1/16MICに な るよう加 え

て培養 した。E.coli感 染 後,5時 間 目にカバース リップ

を取 り出 しSaline Gで 軽 く洗浄 した後,メ タノール固

定 してギムザ染色 を行い光学顕微鏡 で観察 した。

II.成 績

1.CEMTの 試験管内抗菌力

CEMTはS.aureus 50臨 床 分 離株 に対 しMIC50が

50μg/ml以 上 でCFDN,CPDX,CFTMお よびCCL

は も ちろんCFIxよ り もその抗菌 力はFig.1-1の と

お り弱かった。MRSA 48株 に対 しては全株25μg/ml

以 上 のMICで 他 の経 ロセ フ ェ ム 同様効 力 が な い

(Fig.1-2)。CNS 48株 に対 して もFig.1-3の とお り

CEMTの 抗 菌力は他剤 よ りかな り劣 り,そ のMIC50

は100μg/mlで あ った。しか しFig.1-4の とお り本剤

のS.pyogenes 50株 に対す る抗菌力は良好で,CCLや

CFIXに 優 りそのMIC50は0.025μg/mlで あ った。S.

pneumoniae 24株 に対す る本剤の抗菌力も良好でその

MIC50はFig.1-5の とお り0.39μg/mlで あ った。し

か しE.faecalisに 対 してはFig.1-6の とお り他剤同様

CEMTに は抗菌力がない。E.faeciumに もFig .1-7の

とお り本剤 を含めて全ての経ロセフェム剤は抗菌力を

示 さない。

CEMTの グラム陰性桿菌に対す る抗菌力 は良好で

ある。E.coli 51臨 床 分離株 に対す る本剤のMIC50は

Fig.1-8の とお り0.39μg/mlで あ った。これはCCL

よ りか な り強 くCPDXに 近 い抗 菌 力 で あ る。K.

pneumoniae 50株 に対 して も,CEMTの 抗 菌力は他の

内服用第3世 代セフェム とほぼ同様 でFig.1-9の と

お りそのMIC50は0.2μg/mlで あ った。CCLよ りか

なり強い抗菌力である。P.mirabilis 50株 に対 しては,
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CEMTのMIC50はFig.1-1Oの とお り0.1μg/mlで

CFIXに は 劣 る が,CCLよ りか な り強 い 抗 菌 力 で あ っ

た 。P.vulgaris 35株 に対 し て はFig.1-11の ご と く本

剤 のMIC50は0.2μg/mlでCFIXに は 劣 る も の の,

CCLは も ち ろ んCFDNやCPDXよ り 強 い 抗 菌 力 を

示 し た 。M.morganiiに 対 す るCEMTの 抗 菌 力 は

Fig.1-12の ご と くCCLに 優 る もの のCFIX,CFTM

お よ びCPDXに 劣 り,そ のMIC50は12.5μg/mlで あ

っ た 。P.rettgeriに 対 す る本 剤 の 抗 菌 力 は 試 験 薬 剤 中最

も良好で,そ のMIC50は0.39μg/mlでCCLに は も

ちろんCFTMやCFDNよ りかな り強か った(Fig.1

-13)
。c.freundii 50株 は全 ての試験薬剤 に対 し2峰 性

の分布 を示 し,本 剤 のMIC50は25μg/mlで あ った

(Fig.1-14)。E.cloacae 50株 に対す る本剤の抗菌力は

あま り良 くない。それは本菌の約40%は6.25μg/ml

以下 のMICを 示 すが,残 り60%は100μg/ml以 上 の

高度耐性株 だからである。 この傾 向は他の第三世代セ

フェムでも同様 である(Fig.1-15)。S.marcescens 50

1-1 Staphylococcus aureus 50 strains

1-2 Methicillin-resistant Staphylococcus avrevs 48 strains

1-3 Coagulase negative Staphylococcus 41 strains

1-4 Streptococcus pyogenes 50 strains

1-5 Streptococcus pneumoniae 24 strains

1-6 Enterococcus faecalis 39 strains
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1-7 Enterococcus faecium 40 strains

1-8 Escherichia coli 51 strains

1-9 Klebsiella pneumoniae 50 strains

1-10 Proteus mirabilis 50 strains

1-11 Proteus vulgaris 35 strains

1-12 Morganella morganii 48 strains

1-13 Providencia rettgeri 27 strains

1-14 Citrobacter freundii 50 strains
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1-15 Enterobacter cloacae 50 strains

1-16 Serratia marcescens 50 strains

1-17 Pseudomonas aeruginosa 50 strains

1-18 Pseudomonas cepacia 40 strains

1-19 Xanthomonas maltophilia 50 strains

1-20 Haemophilus influenzae 26 strains

1-21 Acinetobacter calcoaceticus 27 strains

1-22 Bacteroides fragilis 40 strains
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株 に対 してCEMTは 良好 な抗菌力 を示す。すなわち

Fig.1-16の とお りそのMIC50は0.78μg/mlでCCL

よ りは もちろんCFDNよ り強 い抗菌力を示 した。P.

aenrgirosa50株 に は本剤 を含め全 ての経 ロセフ ェム

は,Fig.1-17の とお り抗菌力を示さない。 しか しP.

cepacia40株 に はCEMTの 抗 菌力は強 く,そ のMIC50

はFig.1-18の とお り0.78μg/mlで あ り,被 検薬剤中

最 も優れた抗菌力を示 した。X.maltophilin50株 に対

して はCEMTは 他 の薬 剤 同様 抗 菌 力 を示 さ ない

(Fig.1-19)。ABPC耐 性H.influenzueに もCEMTの

抗 菌力は強 く,Fig.1-20の とお りCFTM,CFIXお

よびCPDXに は劣 るものの,そ のMIC50は0.2μg/

mlでCCLやCFDNよ り抗菌 力が 強か った。A.cal-

coaceticus27株 に 対 す る抗 菌 力 は 中等 度 で,そ の

MIC50はFig.1-21の とお り25μg/mlで あ った。CCL

よ り強 くCFDNよ り弱い抗菌力であった。嫌気性菌

CEMT CFIX

Fig. 2. Competition of cefetamet (CEMT) and
cefixime (CFIX) for penicillin-binding proteins
of Staphylococcus aureus 209P.

CEMT CFIX

Fig. 3. Competition of cefetamet
(CEMT) and cefixime (CFIX) for
penicillin-binding proteins of
Escherichia coli NIHJ JC-2.

B.fragilis40株 に対 して もCEMTの 抗 菌力はFig.1-

22の とお り中等度 に とどまり,そ のMIC50は25μg/

mlで あった。

CEMT CFIX

Fig. 4. Competition of cefetamet (CEMT) and
cefixime (CFIX) for penicillin-binding

proteins of Proteus vulgaris 33.

CEMT CFIX

Fig. 5. Competition of cefetamet (CEMT)
and cefixime (CFIX) for penicillin-
binding proteins of Serratia marcescens
13.

CEMT CFIX

Fig. 6. Competition of cefetamet (CEMT) and
cefixime (CFIX) for penicillin-binding proteins
of Haemophilus influenzae ATCC 9334.
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2. ペニ シリン結合蛋白(PBPs)に 対 する結合親

和性

CEMTのS.aureus209PのPBPsに 対 す る結合親

和性 をCFIXと 比較すると全ての画分 に対 し,CFIX

よ り結合親和性が低い(Fig.2)。E.coliのPBPsに も

Fig.3の とお りCFIXよ り結合親和性が低 く,特 に

PBP1Aお よび1Bへ の親和性がCFIXよ り劣 った。

P.vulgaris33のPBPsで は1Aお よ び4に 対 す る結

合親和性がCFIXよ り高か ったが,1Bに 対 する結合

親和性はCFIXに 劣 った(Fig.4)。S.marcescens13の

PBPsに 対 す るCEMTの 親和性はCFIXと ほ ぼ同程

度であるが,12.5μg/mlで は1Aを 除 き本剤の結合親

和性がCFIXの それより強かった(Fig.5)。H.influen.

zaeのPBPsに 対す るCEMTの 結合親和性はFig .6

の とお りCFIXと ほぼ同程度であった。

3. CEMTと 血 清補体 との協力的殺菌作用

E.coliNIHJJC-2はFig.7の とお り0.5units/ml

の補体ではほ とん ど増殖が影響 されない。これにID50

のCEMTを 共存 させ ると,補 体 と本剤 との強い協力

的殺菌作用が認められた。

4. CEMTと マ ウス培養Mφ との協力的食菌殺菌

作用

活性化 したマウス培養Mφ にE.coliNIHJ JC-2

を感染 させ,5時 間たつ とFig.8の ご とく薬剤非存在

Fig. 7. Synergy of bactericidal effect with serum

complement.

下ではE.coliがMφ 細胞中で増殖 し,細 胞 を破壊 して

遊 出す る。これに1MICのCEMTを 共 存 させ る と

Fig.9-1の ご とく薬剤の影響でfilament化 した菌細

胞は よく食菌消化 され,Mφ は健常に とどまる。添加

す るCEMTの 量 を1/2MICに 下 げて もFig.9-2の

ご とくfilament化 した細胞は良 く食菌消化 され,Mφ

細胞内に菌細胞の消化を終えたことを示す大 きな食空

胞がみ られる。 さらにCEMTの 量 の1/4MICに 低 下

させて もFig.9-3の ご とくfilament化 した菌細胞は

よ く食菌消化 され る。本 剤 とMφ との協 力作用 は

Fig.9-4お よびFig.9-5の とお り1/8MICお よび1/

16MICの 低 濃度でも明らかに確認された。

III. 考 察

CEMTは そ の抗菌特性か らみ ると,S.aureusお よ

びCNSに 対 する抗菌力がCCL,CFTM,CPDXお よ

びCFDNよ りかな り弱 く,CFIXに 比較 しても若干劣

る抗 菌 力 で あ る。 しか しグ ラム 陽 性球 菌 で もS.

PyogenesやS.pneumoniaeに はCCLよ り強 い抗菌力

でCPDX,CFDNよ り若干弱い抗菌力にすぎない。グ

ラム 陰性 菌 に対 す る抗 菌 力 はお しなべ て良 好 で

CFIX,CPDXに 近 い強い抗菌力 を示す。 しか しM.

morganiiに 対 す る抗 菌 力 はCFTM,CFIXお よ び

CPDXに 劣 りCFDNと 同程度である。CEMTを 含め

すべ ての経 ロセ フェム剤はMRSA,E.faecalis,E.

faecium,Paeruginosaお よびX.maltoPhiliavこ はみる

べ き抗菌力はない。 これらの抗菌特性 を作用点PBPs

に対す る結合親和性か らみると,SamusのPBPsに

はCFIXよ り弱い結合親和性であ り,E .coliのPBPs

に もCFIXよ り若干結合親和性が低 く,S.marcescens,

P.vulgarisお よ びH.influenzaeのPBPsに はCFIX

に近 い結合親和性 を示 し,MICを 良 く反映している。

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



VOL.38 S-1
Cefetametの 抗 菌力,作 用点親和性,Mφ との協力

19

9-11MIC

9-21/2MIC

9-31/4MIC

本剤の大 きな特長は生体の感染防御機構の主役 を占

め る血清補体およびMφ との良好な協力作用 であ る。

特 にマウス培養Mφ と1/16MICの 本 剤添加 で も明

らかな協力的食菌作用が認め られ ることは特質に値す

る。一般に1/8MICの 薬 剤添加 でもMφ と明 らかな

協力作用 を示す抗菌剤はnew-quinolon,carbapenem

お よびmonobactamに 限 られ る。 これ らの薬剤はce-

phemよ りMφ 細胞中への透過が よいこ とが原因 と

想像 され る。CEMTがcephem中 では例外 的に1/16

9-41/8MIC

9-51/16MIC

Fig. 9. Mouse macrophages phagocytizing fila

mentous cells of Escherichia coli NIHJ JC-2

grown with 1/16 MIC of cefetamet, at 5h of
ter infection.

MICま でMφ との協力作用を示すこ とは本剤が他の

cephemよ りよ くMφ 細胞 中に浸透す るためでは な

かろうか5)。 したがって,CEMTの 体 内動態が良好 で

あればS.aurezts, Enterococci,P.aeruginosa,M.mor-

ganii,A.calcoaceticusお よびB.frcrgilis以 外 の細菌 に

よる感染には優 れた臨床効果が期待 される。
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CEFETAMET, THE ACTIVE FORM OF CEFETAMET PIVOXIL; ITS IN VITRO

ANTI-BACTERIAL ACTIVITY, AFFINITY TO BACTERIAL PBPS,AND

SYNERGY OF BACTERICIDAL EFFECT WITH THE COMPLEMENT

OR MOUSE CULTURED MACROPHAGES (MƒÓ)

TAKESHI YOKOTA, EIKO SUZUKI, KYOKO ARAI

Department of Bacteriology, School of Medicine,

Juntendo University,

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

Cefetamet pivoxil (CEMT-PI) is an oral cephem antibiotic of prodrug-type. We investigated the

in vitro activity of the active form, cefetamet (CEMT), its affinity to bacterial penicillin-binding

proteins (PBPs), and synergy of bactericidal effect with serum complement or mouse cultured

macrophages (MƒÓ). Minimal inhibitory concentrations of CEMT against 50% of 24-51 clinical

isolates (MIC50 ) of Staphylococcus aureus, methicillin-resistant S.aureus, coagulase-negative sta-

phylococci,StrePtococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii,

Serratia marcescens, Pseudomonas cepacia, ampicillin-resistant Haemophilus influenzae and Bacter-

oides fragilis was 50, 100, 100, 0.25, 0.39, 0.2, 0.1, 0.2, 12.5, 0.39, 25, 0.78, 0.78, 0.2 and

25 ƒÊg/ml, respectively. CEMT was inferior to other 3rd generation oral cephems in anti-

staphylococcal activity. The binding affinities of CEMT to the PBPs of S.aureus was low, although

they were as strong as those of cefixime against the PBPs of Gram-negative bacilli. CEMT was

shown to manifest prominent synergy of bactericidal effect with serum complement and/or mouse

cultured MƒÓ. Living cells of E.coli NIHJ-JC 2 were well engulfed and easily digested by MƒÓ in the

presence of higher than 1/8 MIC of CEMT.


