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Cefuzonamと ヒ ト多核 白 血 球 の 協 力 的 殺 菌 作 用

平井 裕 一 ・中 畑 久 ・凶 木 留 美 子

辻 野 守 泰 ・熊 坂 義 裕 ・武 部 和 夫
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(平成3年1月2911受 付 ・平成3年2月19日 受理)

新cephem系 抗 生済cefuzonam(CZON)の ヒ ト多核 白血球(PMN)と の協 力作用 を,血 清

に殺 菌 され ない特徴 を有す るEscherichia coli No. 59株 を用 い ての殺 菌能 への 影響 で検討 し,

cefbuperazone (CBPZ), cefmetazole (CMZ)と 比較 した。E.coliNo.59株 をsub-MIC (1

/32, 1/8, 1/2)のCZONで 一 夜培養 す る と健 常 人 多核 白血球 の殺 菌作 用 を容 易 に受け るこ とが

観察 され た。 この 多核 白血球 との協 力作 用 はCZONとCBPZで 同程 度 に認め,CMZよ り著明

で あっ た。 また,CZONとCBPZが 作 用 した菌 は血清 に も殺 菌を受 けやす くな った。菌体 内の

活性 酸素消 去酵 素で あ るSODと カ タラーゼ を測定 した ところ,sub-MICの 桑 剤が作 用 した場

合,両 酵素 とも活性 が抑制 されて いた。CZONはSOD, CBPZは カタ ラー ゼ活性 の 抑制 が大 き

い傾 向 であ った。 これ らの結果 か ら,CZONは 多核 白血球 の酸素依 存 系殺 菌機構 に 対 す る細 菌

の抵 抗性 を減 弱 させ,殺 菌 作用 を受け やす くさせ るこ とが考 え られ た。
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いわゆるcompromised hostの 増加に ともない,各 種抗

菌薬 と宿主の生体 防御能の相互作用が注 目されている.近

年in vitroの 抗菌作用か ら予想される以上にin vivo効 果

が優れ る抗菌薬が数種報告 されてきているがその理由はい

まだ充分解 明されていない。今回,新 しいoxime型cephem

剤であるcefuzonam (CZON)に つ き非特異的防御機構 と

して重要 な多核 白血球 との協力的殺菌作用 を検討 し,細 菌

の活性酵素消去系酵素活性 にお よぼす 抗菌薬の影響の点か

ら考察を加えた。

I. 材 料 ・ 方 法

1. 被検 菌 は藤 沢薬 品中央 研究 所 か ら分 与 を受 け た

臨 床分 離株,Escherichia coli No. 59株 を用 いた.本

株 は ヒ トお よびマ ウスの血清 に殺菌 されが たい特徴 を

有 してお り,Hanks balanced salt solution (HBSS)

単 独 と健 常 人AB型 血 清10人 分 を 混 和 し10%に

HBSSに 添加 した場合 で増 殖 曲線 に 差 を生 じなか っ

た(Fig.1)。

2. 使用 薬剤

CZON(日 本 レ ダ リー),cefbuperazone (CBPZ,

富 山化 学),cefmetazole (CMZ,三 共)を 使 用 した。

3. 抗菌 力測 定

日本化 学療 法 学会 標 準法 に 基づ き1),寒 天平 板希 釈

法(106CFU/ml接 種)でMICを 測 定 した 。

4. 多核 白 血 球 の 調 製

健 常 男 子1名 肘 静 脈 よ り ヘ パ リ ン 加 採 血 し,

Dextran, Ficoll-Paqueに よ り 多核 白血 球(polymor-

Fig. 1. Effect of human 

serum on viability of 

Escherichia coil No. 59

* 弘前市在府町5
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Fig. 2. Experimental method for evaluating effect of antibiotics on bactericidal 

activity of human PMNs

phonuclear leukocytes; PMN) を42,1×106/mlの3

段階にHBSSで 調 製 した。

5. 殺菌能 の測定

MICの1/32, 1/8, 1/2相 当量 とな るよ うCZON,

CBPZ, CMZを 含 ん だ感 受 性 デ ィス ク培 地 を作 成 し

た。E.coli No. 59株 をHI brothで37℃ 一 夜培養 し,

上記抗菌薬 含有感受 性 デ ィス ク培地 に 白金 耳で塗布 し

た。37℃ で18時 間培養 後,集 菌 し,1/15Mリ ン酸緩

衝液に懸濁 した。分光 光度 計 を用 いて菌数 を108CFU

/mlに 調 製 した。PMN液0.5ml,菌 液0.1ml,オ プ

ソニ ンと して健 常 人AB型 血清(5人 分 混和)を25%

含んだHBSS0.4mlを 混 和 し計1.0mlと した。 す な

わちPMNに 対 す る菌 数 の比 は約1:5, 1:10, 1:20

とした。対照 としてPMNと 血清 を含 まぬ 系 を作 成 し

た。上記混 合液 を37℃ で回転 培 養 し,1,2時 間 後 に

PMNを 浸透 圧破 壊 し生菌数 を算定 した(Fig.2)。

6. 菌体 内活性酸 素消 去酵素 活性 の測 定

上記 と同様 に,核 抗菌 薬 を含有 す る感 受性 デ ィス ク

で一夜培養 した菌 を 白金 耳 で集め,1/15Mリ ン酸 緩衝

液(pH7.0)で 洗浄 し,10,000Gで 集 菌後0.5mlの1

/15Mリ ン酸緩 衝液 に懸 濁 した。超 音波処 理(75W,

15秒)に て菌 体 を破 壊 し粗酵 素液 と した。

1) カ タラーゼ 活性 の測定

石 英 セ ルに3.0mlの0.1Mリ ン酸緩 衝液(pH7.0)

と50μlの 試 料 を入れ,37℃ に て1Mの 過 酸化 水素

(H2O2)を30μl添 加 した(最 終 濃度10mM)。 転倒

混和後240nmの 吸 光度 変化 を記録 し,チ ャー トに接

線 を引い て反応初 速度 を求 め た。H2O2の240nmの ミ

リモ ル 吸 光 係 数 は0.0394で あ る の で,次 の 式 か ら

H2O2消 費量 を求 め た2)。

△A/min×3÷0.0394÷ タンパ ク量=H2O2消 費量(μ

mol/min/mg)

2) superoxide dismutase (SOD)活 性 の測定

大柳 らの亜 硝 酸 法 に従 って 測 定 した3,4)。この 方 法

は,ヒ ポキサ ンチ ンに キサ ンチ ンオ キシダー ゼが 作用

して産 生 され たスー パー オ キサ イ ド(O2-)が,ヒ ドロ

キ シア ミン-O-ス ル ホ ン酸 と波 長550nmに 吸 光 を有

す るア ゾ色素 を産生 す る反応 を,SODが 阻害 す る率 で
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活 性 を 求 め る もの で あ る。SOD活 性 は50%阻 害 に 要

す る検 体 量 を1亜 硝 酸 単位(nitrite unlt; NU)と し,

蛋 白量 当 りの 活 性 を求 め た 。

な お カ タ ラ ー ゼ,SOD活 性 と もduplicateで 測 定 し

た。 タ ンパ クの 測 定 はLowry法 に よ っ た.

II. 結 果

1. 多核 白 血 球 殺 菌 能

各 薬 剤 のE. coli No. 59株 に 対す るMICはCZON

0.025(μg/ml,以 下 同 様)CBPZ 0.05, CMZ0.39で

あ っ た。

これ らの 薬 剤 の3段 階 の 濃 度 を含 む 培 地 で一 夜 培 養

したE.coli No, 59株 の 殺 菌 曲 線 をFigs. 3～5に 示 し

た。PMNが2×105個,す な わ ちPMN1個 に 対 して 菌

PMN 2•E106+CZON

PMN 2•~106+CBPZ

PMN 2•~106+CMZ

Fig. 3. Effect of cufuzonam, cefbuperazone 

and cefmetazole on killing of Escherichia 

coli No. 59 by human PMNs (2•~106/ml)

数約5個 の 場合,CZONお よびCBPZの1/2MIC下

で培 養 した菌 では1時 間 後に 菌が 消失 していた.し か

しCMZで は2時 間 後 まで 菌消 失 は 認 め な か っ た,

PMNが1×106個 の 場 合 で はCZON, CBPZの1/2

MICが 作 用 した菌 では 生 菌 数 減 少 がCMZ処 理 菌 よ

り明 らか であ った。PMNが0.5×106個,つ ま りPMN

1個 に 対 し菌数 を20個 まで増や した場合,PMN単 独

では菌数 減少 が認 め られ ず殺 菌作用 が発揮 され ていな

か った が,CZONとCBPZ存 在下 で培 養 した菌 ではそ

の 濃度に 応 じて生 菌数 の減 少が 認め られ た.こ れ に対

しCMZで は 菌数減 少は わず か であ った.

さ らに 血清 との協 力作 用の 有無 を検 討 した ところ,

PMN 1•~106+CZON

PMN 1•~108+CBPZ

PMN 1•~106+CMZ

Fig. 4. Effect of cefuzonam
, cefbuperazone 

and cefmetazole on killing of Escherichia 

coli No. 59 by human PMNs (1•~106/ml)
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PMN 0.5•~106+CZON

PMN 0.5•~106+CHPZ

PMN 0.5•~106+CMZ

Fig. 5. Effect of cefuzonam, cefbuperazone 

and cefmetazole on killing of Escherichia 

coli No. 59 by human PMNs (0.5•~106/ml)

CZON, CBPZで は1/2MICで 菌数 減少 が認 め られ た

がCMZで はほ とん ど観 察 され なか った(Fig.6).

2. 菌体 内 カ タラー ゼ,SOD活 性 の変化

カタラーゼ,SODと も薬 剤濃度 に 平行 して活 性 が抑

制 される傾 向 であ った。CZONはSOD, CBPZは カ タ

ラーゼ活性 の抑制 が強 い傾 向だ った(Fig.7)。

III. 考 察

社会環境 の変化 に と もない,な ん らかの 基礎 疾 患 を

有す る症例や あ るいは 高齢者 な ど生 体 防御能 に障 害 を

きた してい る と思 われ る症 例 の感染 症が 増加 してい る。

これ らの症 例 は一般 にcompromised hostと 称 され る

が,そ の定 義 はは っ き りして いな い。 しか し,一 般 に

CZON+Serum

CRPZ+Serum

CMZ+Serum

Fig. 6. Synergy of cefuzonam, cefbuperazone 

and cefmetazole for bactericidal effect of 

Escherichia coli No. 59 with human serum

末 梢血 中の 白血球 の数 お よび機 能 の低下 が有 力 な指 標

に な るこ とが知 られ る。

細 菌感染 症 に対 す るhostの 生体 防 御 能 に お い て 多

核 白血球 を中心 とす る食細胞 系の役 割は 非特 異的 防御

機構 の 中心 と して重 要 であ る。 多核 白血球 の殺 菌過程

は 詳細に解 明 され て きてい るが,ス ーパー オキサ イ ド

(O2-)に は じま る活性 酸素 産生 に よ る酸素 依存 の系 が

主 た る役割 を担 ってい る とされ る。

この こ とは 多核 白血球 の活性酸 素産 生能 が先 天的 に

欠落 した慢 性 肉芽 腫症 患者 が細 菌感染 を繰 り返 す こ と

か ら うかが われ る。 同症 では特 に カ タラー ゼ活 性の 高

い菌の 感染 を反復 す る こ とが知 られ てい る。 これ は同

症 患者 多核 白血球 の過酸 化水 素(H2O2)産 生能 が著 減
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Fig. 7. Effect of cefuzonam, cefbuperazone and cefmetazole on catalase 

and SOD activity of Escherichia coli No. 59

してお りカ タラーゼ活 性の 高い菌 を殺 菌で きな いため

で あろ うと考 え られ る。

逆 にみ れ ば細 菌側 で はhostの 多核 白血球 の産 生 す

るO2-やH2O2の 消 去 酵素 で あ るSODや カ タ ラー ゼ

を有す るこ とに よ り多核 白血球の 殺菌作 用 に対抗 して

い る こ とに なる。 したが ってその 活性 の強弱 は菌 力 を

規定 す る一 要 因 と考 え られ る、

宮 崎 らはマ ウ スの実 験感染 に おけ る成績 で,グ ラム

陰性 桿 菌10菌 種 でSODお よび カ タラー ゼ 活 性 の 高

い菌種 ほ ど菌 力が強 い こと,マ ウ ス多核 白血 球の 貪食

・殺 菌に抵 抗 を示す こ とな どを報告 してい る5)。その他

に も細 菌の カタ ラー ゼ,SOD活 性 につ いて は様 々 な報

告 が あ る。SODの 測定 方 法 は報 告 者 に よ って 異 な る

が,結 核 菌や らい菌 でSOD活 性 が 高 く細胞 内寄 生 菌

と して抵 抗性 が 強 い こ との一 因 で あろ うとす る もの6),

Staphylococcus aureusを 用 い,新 生 児マ ウスに接種 し

た ところ カ タラーゼ とSOD活 性 の強 い菌 ほ どそ の後

の体 重 増加 が障 害 され,菌 力が 強 い とす る もの71な ど

が あ る。

細菌 感染 症の 治療 にお いて,感 染部位 で は 多核 白血

球 と細菌 に加 え抗菌薬 を初 め とす る各種 薬剤 が関 与 し

て くる。したが って抗 菌薬 がhostの 生体 防御 能 に どの

よ うに 作 用 す るか が 問題 に な る。特 にcompromised

hostの 細菌感 染症 治療 にあ たっ ては,生 体 防御能 とな

ん らかの協 力作 用 を有 す る薬剤 を選択 す るこ とが望 ま

しい とい え る。

最近,in vitroの 抗 菌作 用か ら想像 され る以上 にin

vivo効 果の優 れ る薬剤 が報告 され てお り,今 回取 り上

げ たCZON, CBPZの 他 にcefpimizole (CPIZ),

cefodizime (CDZM)な どが知 られ る.そ の機序 とし

てはい まだ全容 が 明 らかに され てい ないが,宿 主の防

御能,細 菌,薬 剤 間 でなん らか の相 互作用 が生ず るも

の と考 え られ る.こ れ まで,抗 菌 薬 と多核 白血球 との

間 で は薬剤 が,1)直 接 多核 白血球 の 殺 菌能 を賦活す

る,2)菌 体 が 多核 白血球 の 貪 食・殺 菌作用 を受 けやす

い ようなん らかの変 化 が生 じさせ る,3)多 核 白血球 内

に 浸透 して 貪食 され た菌に対 し抗 菌 力 を発揮 す る,な

どの機序 が想定 され てい る。CBPZ, CZONに ついて も

マ ウ スを用 いての実 験 で2)の 機序 を支持 す る成績が

報 告 され て い る卵).ま た著者 らは今 回 と同 じE.coli

No. 59株 を用 いたマ ウスの実 験感 染 でCBPZがMIC

に 比 し検討 薬 剤 中 で最 も優 れ たED5。 値 を示 したこ と

お よび,最 も差の あ ったCMZと の間 で ヒ ト多核 白血

球 との協 力作 用 を検 討 した ところ優 れ た協 力的殺菌作

用 を あ ら わ し た こ と を 認 め て い る10)。そ こ で今 回

CBPZ, CMZを 対 照 と してCZONの ヒ ト多核 白血球

との協 力作用 を2)の 機 序 の面 か ら検 討 した。

実際 の生体 内 では,低 濃 度 の抗 菌 薬が菌 に作用する

時 間 が長 い。 そ こで今 回はsub-MICの 薬剤 が菌体 に

お よぼ す 影響 をみ る 目的 で まず抗 菌薬 をsub-MIC濃

度 に含 む寒 天平板 で一 夜培 養 した の ち多核 白血球 に貪

食 させ る とい う方法 をとっ た。

これ までの薬 剤 と 多核 白血球 の協 力 作用の評価 は報

告 者 に よって一 定 しな いこ とが 多い。 これ は菌数 薬

剤濃度,多 核 白血球数 の 設定 が施 設に よって異な るこ

とが一 因 と思 われ る。 そ こで著者 らは薬剤 濃度 と多核

白血球 数 を変 えて様 々 な組合せ を作成 す る ことで客観

的 な評価 がで きるので は ないか と考 えて い る。
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結 果 として 多核 白血球 数 が2×106/mlと 多 い場 合

のみな らず0.5×106と 少 な く設定 し,多 核 自血 球 単独

では殺菌作 用 が認 め られ なか った場 合 で もCZONの

sub-MICで 培養 した菌 はCBPZ同 様 殺 菌 を受 けや す

くなってい た。またこの両 薬剤 は その濃 度に 応 じてE.

coli No. 59株 の カ タラー ゼ お よびSOD活 性 を抑 制 し

た。ただ し多核 白血球 との協 力作 用が この2剤 に比べ

わずか であったCMZで も,こ れ らの 酵素 活性 抑 制 は

ほぼ同程度 であ った。 よって これ らの 酵 素活性抑 制 だ

けでは協 力作用の 強弱 の説 明は で きない こ とに な る。

しか し,さ きに述べ た よ うに今 回用 い たElcoli No. 59

株は ヒ ト血清に きわめ て殺 菌 されが たい特 徴 を 有す る

に もか かわ らず,CZONお よびCBPZを 作 用 させ た場

合,CMZに 比 して血 清 の殺 菌 作用 を受 けや す くな っ

ていた。これは よ りopsonizationを 受 けや す くな った

ことを反映す る と考 え られ る。 したが って,こ れ ら両

薬剤の作 用 を受 け た菌 は容 易に 多核 白血球 に貪 食 され,

その後の活性酵素 に よ る殺 菌作 用 を受 け るに あた って

カタラー ゼやSOD活 性 が低 下 して い るた め,O2-や

H2O2を 処 理 で きず よ り容 易 に殺 菌 されCMZに 比 し

生菌数 の減少が 著 しか ったの では ないか と考 え られ る。

また,今 回は検 討 してい ないが菌 体 の形 態変化 の違 い

も薬剤間の協力 作用 の差 に関与 して い る もの と想像 さ

れ る。

カタラー ゼやSOD活 性 が抗 菌 薬 に よ り変 化 した機

序は不 明であ る。 第一 に,CZONな ど β-lactam剤 は

細胞壁 を傷 害す るの で,こ れ らの酵素 が菌 体外 に漏 出

したこ とが考 え られ る。 しか し著 者 らは β-lactam剤

以外の抗 菌薬 で もこれ らの活性 に影響 をお よぼ し,抑

制す るのみ ならず時 には む しろ誘導 的に働 くこ とを数

種の菌で観察 して い る11)。したが って,酵 素 合成 の段 階

にも抗 菌薬 が作 用 す る可能 性 が あ る と思 わ れ る。E.

coliにつ てい は,Gardnerら がSOD合 成 の調 節 に つ

き,thiolが 抑制 的に働 くこ とな ど を報 告 してい る12)。

しか し抗 菌薬 との関係 につ い ては従 来報告 が な く,他

にレジオネ ラでcefmenoximeを 用 い検討 した報告13)

がある くらい であ り,今 後 の検 討課題 と思 われ る.

今 回は健 常 人多核 白血球 を用 い ての実験 で あ ったが,

compromised hostと 称 され る状 態 に おい ては,多 核

白血球 の活性酸素 産生 能が さま ざまの程度 に低 下 して

いるのが通 常 であ る。 著者 らは血糖 コン トロー ルの不

良な糖尿病 患者,特 に1型 糖 尿病 患者 で,HbAlc値

に反比例 して 多核 白血球 の スー パー オ キサ イ ド産生能

が低下 を示 す こ とを認 め てい る14,15)。この活性 酸 素産

生能低下 は糖 尿病 患者 が易 感染性 を示 す こ との 一因 と

考えられ る。

この よ うな患 者が細 菌感 染症 に罹患 した場合,使 用

した抗 菌薬が 細 菌の カ タ ラー ゼ やSOD活 性 に対 し抑

制 的 に働 くこ とは 多核 白血球 との協 力的 殺菌作 川 を強

く発揮 す るこ とにつ なが る 可能性 が あ る。 また今 回 の

成 績 で,多 核 白 血 球 数 が 少 な い 場 合 で もCZONと

CBPZは 良 好 な協 力作 川 を示 してい た.こ れ らの結 果

か ら,CZONはCBPZ同 様 の良 好 な ヒ ト多核 白 血球 と

の協 力作用 を有 し,実 際の 臨床 上多核 白 血球 の機 能低

下あ るい は数的減 少 の両 方の場 合に おい て有用 な薬剤

であ る可能性 が あ る と思 われ る。
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SYNERGETIC BACTERICIDAL EFFECT OF CEFIJZONAM WITH HUMAN 

POLYMORPI-IONUCLEAR LEUKOCYTES 

Yuichi Iiirai, I lisashi Nakahata, Rumiko Aoki, 

Moriyasu Tsujino, Yoshihiro Kumasaka and Kazuo Takebe 

Third Department of Internal Medicine, Ilirosaki University School of Medicine, 

5 Zaifu cho, Ilirosaki 036, Japan

We evaluated the synergetic bactericidal effect of cefuzonam (CZON), a new cephemantibiotic, 

and human polymorphonuclear leukocytes (PMNs), using Evlicrichia coil No. 59, which is known to 
be resistant against human serum as a model. The effect was also compared with those of cefbuper-
azone (CBPZ) and cefmetazole (CMZ). E. coli No. 59 became more susceptible to the bactericidal 
action of PMNs after overnight incubation with sub-MICs (1/32, 1/8, 1/2) of CZON. This enhance-
ment of bactericidal action of PMNs was greater with CZON than CMZ and was almost the same for 

CZON and CBPZ. The activities of superoxide dismutase (SOD) and catalase in the bacterium, 
known scavengers of active oxygens, were suppressed significantly by overnight exposure to sub- 
MICs of either CZON or CBPZ. Nevertheless, there was a trend toward observations that CZON 
suppressed SOD more profoundly than CBPZ, which in turn suppressed CBPZ catalase more than 
CZON. Our results suggest that CZON enhances the bactericidal property of PMNs by decreasing the 

resistance of bacteria against the PMNs' oxygen-dependent bactericidal system.


