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β-lactam剤 の治療 にお よぼす残存誘導型 β-lactamaseの 影響

―ラッ トpouch内 二 次感染モデルを用いた検酎―

荒木 春美 ・南 新 三郎 ・渡辺 泰雄 ・保 田 隆

富山化学工業株式会社綜合研究所*

(平成3年8月14日 受付 ・平成3年11月28日 受理)

ラ ッ トpouch内 に誘導型 β-lactamase産 生 菌のEnterobacter cloacae H-27を 感染 させ,β

-lactamase誘 導能の高いcefmetazole(℃MZ)あ る いは誘導能の低 いcefoperazone(CPZ)

を先行投与 した後,tosunoxacin(TFLX)で 持続的に菌 を減少 させた。 この感染か ら4日 目

にEscherichia coli TK-353Rをpouch内 に二次感染 させ,ceftizoxime(CZX)あ るいは

cefbuperazone(CBPZ)のpouch内 殺 菌効果 にお よぼす残存 β-lactamaseの 影 響 につ いて

検討 した。CMz前 投 与 したCZX投 与 群で は,pouch内 のE.coli TK-353RはCZx投 与 の

約4時 間後か ら再増殖 し,他 のCZX投 与群(CPZ前 投与群 および非前投与群)に 比べ有意に

生菌数が増加 した。 この時,pouch内CZX濃 度 は,CMZ前 投与群 において有意な低下 を示

した。一方,CBPZ投 与群 ではいずれ も(CMZ前 投 与群,CPZ前 投 与群,お よび非前投与

群)24時 間 後 まで殺菌的に作用し,pouch内CBPZ濃 度 も各群において類似 した持続的な推

移 を示 した。二次感染惹起時には,CMZ前 投与群のpouch内 に0.1unit/mlの β-lactamase

(cephalosporinase:CEPase)活 性 が検 出 され たが,CPZ前 投 与群 お よび非 前投与群 で は

pouch内 β-lactamase活 性 はく0.02unit/mlで あ った。 したがって,CMZ前 投 与群における

CZXのpouch内 濃度およびE.coliに 対 する殺菌力の低下 は,pouch内 に残存 したE.cloacae

由 来CEPaseに よ るCZXの 不 活 化 に基 づ くもの と推 定 され た。また,こ の時 のCZXと

CBPZの 相 違 は,Ec;oacae由 来 のCEPaseに 対 する安定性の差に起因するものと思われた。

以上 の結果か ら,β-lactam剤 投 与 によ り一次感 染菌か ら感染巣 内に漏出残存 した誘 導 β-

lactamaseは,一 次感染菌が感染巣内より減少あるいは消失した後 も長時間にわたって二次感

染菌に対するβ-lactam剤 の治療効果に影響 をおよぼす可能性が示唆された。
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β-lactamaseは 各 種 の 細 菌 が産 生 す る酵 素 で あ り,β-

lactam環 を加 水 分 解 す る こ とに よ っ て β-lactam剤 を不

活 化 し,β-lactam剤 に対 す る細 菌 の 耐性 化 の 主 た る要 因

とな って い る。 さ ら に, Enterobacter cloacae, Serratia

marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freun-

dii, Proteus vulgaris, Providencia rettgerri, Morganella

morganii等 の各 種 グ ラ ム陰 性 菌 にお い て は β-lactamase

が誘 導 産 生 され る こ とが知 られ て お り1～5),こ れ らの 菌 に

β-lactam剤 が接 触 す る と菌 体 の β-lactamase産 生 が 著 し

く増 大 す る。 こ の 際,用 い る β-lactam剤 の 種 類 に よ っ

て,誘 導 さ れ る β-lactamaseの 量 に 大 きな 差 の あ る こ と

が 知 られ て い る6,7)。さ らに,誘 導型 β-lactamase産 生 菌

に お い て は,β-lactamase誘 導 能 の 高 い 薬 剤 と他 の β-

lactam剤 との 同 時 併 用 で 強 い 拮 抗 作 用 が 認 め ら れ る こ

と8,9),あ る い は β-lactamaseを 構 成 的 に 産 生 す る脱 抑 制

型 の耐 性 変異 株 が容 易 に選択 され,し か も この 変 異株 は広

範 な β-lactam剤 に耐性 を示 す とい う報 告10,11)等か ら,誘

導型 β-lactamase産 生 菌 に よ る感 染 症 の 治療 に は様 々 な

配慮 が 必 要 と考 え られ る。

と こ ろで,薬 剤 に よ り菌 体 が 大 量 に β-lactamaseを 誘

導 産 生 し て も,薬 剤 の 消 失 に 伴 っ て 菌 体 内 の 誘 導 β-

lactamase産 生 レベ ル は速 や か に 低 下 す る こ と か ら,β-

lactamase誘 導 が一 時 的 な現 象 で あ り,2つ の β-lactam

剤 の投 与 間 隔 が十 分 に長 けれ ば一 次 投 与 薬 剤 に よ っ て β-
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lactamaseが 誘 導 され て も二 次投 与β-lactam剤 の 治 療 に

は影響 をお よぼ さな いで あ ろ う とい う報 告 が あ る12)。 しか

しな が ら,菌 体 の 産 生 す るβ-lactamaseレ ベ ル が 低 下 し

て も,す で に誘 導 産 生 され たβ-lactamaseが 感 染 巣 内 で

安 定 に存 在 すれ ば,投 与 間 隔 が長 くて も治 療 に 影響 を お よ

ぼす 可能 性 が考 え られ る。

さ きに 我 々 は,E.cloacaeか ら誘 導 産 生 さ れ たcepha-

losporinase(CEPase)が,薬 剤 処理 に よ って 菌 体 内 か ら

容 易 に放 出 され て各 種体 液 中(ラ ッ トの 血 清,尿,漫 出 液

中 な ど)で 安 定 に存 在 す る こ と を報 告 した13)。 ま た,S.

marcescensに お い て も,β-lactamase誘 導 能 の高 い 薬 剤

に よ って誘 導 産生 され たCEPaseは 菌体 内 か ら容 易 に放 出

さ れ て 感 染 部 位(ラ ッ トpouch内)に 残 存 す る こ と,さ

らに,感 染24時 間 後 に二 次 投 与 され たβ-lactam剤 の 感

染 巣 内 濃度 を低下 させ る こ とを報 告 した14)。

今 回,残 存 した 誘 導 型β-lactamaseの 影 響 を さ ら に調

べ るた め,ラ ッ トpouch内 に誘 導 型CEPase産 生 菌 のE

cloacaeを 感 染 さ せ,β-lactamase誘 導 能 の 高 い 薬 剤

(CMZ)と 低 い 薬 剤(CPZ)を 先 行 投 与 し た 後,tosu-

floxacin(TFLX)に よっ てE.cloacaeを 持 続 的 に減 少 せ

しめ,pouch内 に 菌 体 か ら 漏 出 し た誘 導 型 β-lactamase

が残 存 す る よ うに し た。 そ してEcloacaeの 感 染 か ら4日

目 に,Escherichia coli TK-353Rをpouch内 に 二次 感 染

させ た後,ceftizoxime(CZX),cefbuperazone(CBPZ)

を投 与 し,pouch内 に残 存 す る誘 導 型β-lactamaseの 二

次 感染 治 療 にお よ ぼす 影 響 に つ い て検 討 した の で 報 告 す

る。

I.実 験 材 料 お よ び方 法

1.使 用 菌 株

当研 究 所 保 存 の 臨 床 分 離 株 の 中 か ら,誘 導 的 にce-

phalosporinase(CEPase)を 産 生 す るEnterobacter

cloacae H-27を 一 次 感 染 菌 と し て 用 い た 。 さ ら に,

二 次 感 染 菌 と して,Pouch内 に低 濃 度 のtosufloxacin

(TFLX)が 残 存 し た場 合 を 考 慮 し,比 較 的TFLXに

対 す る 感 受 性 が 低 いEscherichia coli TK-353Rを 使

用 し た 。 な お,E. coli TK-353Rは,E.cloacae H-

27株 と の 識 別 の た め,当 研 究 所 保 存 の 臨 床 分 離 株 瓦

coli TK-353を 用 いてrifampicin(RFP)100μg/ml

を含 むプレー トから選択 したspontaneousなRFP耐

性 変異株 で,TEM型penicminase(PCase)を 産 生

す る。使 用 した菌 の最小発 育阻止 濃度(MIC)は,

日本化学療法学会標 準法15)に 準 じた寒天平板 希釈法

で測定 し,Table 1に 示 した。

2.使 用薬剤

Cefoperazone(CPZ,富 山 化 学 工 業).cefmet-

azole(CMZ,三 共),tosufloxacin(TFLX,富 山 化

学工業),ceftizoxime(CZX,藤 沢 薬 品工 業),cef-

buperazone(CBPZ,富 山 化学 工 業)を 用 い た。 ま

た,E. coli TK-353Rの 分 離 にrifampicin(RFP,

第一 製薬)を,酵 素活性測定の基質 としてcephalor-

idine(CER,日 本 グラ クソ),Ki値 測 定の基質 とし

てcephalothin(CET,塩 野 義製薬)を 使用 した。

3.浸 出性無菌炎症pouchの 作成

Selyeの 方 法16)に 準 じた。す なわ ち,wistar系 雄

性 ラット(体 重130～150g)の 背 部皮下に25mlの 空

気を注入後,こ れに1%ク ロ トン油を含有する綿実油

1m1を 注入 し,翌 日空気を抜 き無菌的浸出性炎症 を

惹起 させた。pouch作 成 か ら15日 目のラ ッ ト(体 重

200～250g)を,実 験に使用 した。

4.Pouch内 感 染実験

E.cloacae H-27をHeart infusion agar(HIA,栄

研)平 板 に37℃,18～20時 間 培養後,生 理食塩水に

懸濁 し,さ らにこの懸濁液1容 を20% gastric mucin

(半井 化学薬品)9容 に加 えて約1×10gcells/mlと な

るように調整 し,そ の2m1を ラ ットpouch内 に接種

した。菌接種 の2お よび5時 間 後 に,CPZま た は

CMZを 各 々100mg/kg2回 筋 肉 内(i.m.)投 与 し

た。なお,感 染後にCPZ,CMZを 投与 しないものを

非前投与群(non-pretreated group)と し た。 さら

に,感 染8時 間後 これ ら3群 に,0.5% methyl cellu-

lose(MC,和 光純薬)に 懸濁 したTFLXの200mg/

kgを 経 口(p.o.)投 与 した。

E. cloacaeの 感 染 か ら96時 間後(4日 目)に,非

前 投 与(non-pretreated)群,CPZ前 投 与(CPZ-

Table 1. Susceptibility of Enterobacter cloacae H-27 and Escherichia coli TK-353 R

Inoculum size: 106 cfu/ml

a Agar plate dilution method .
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pretreated)群,お よ びCMZ前 投 与(CMZ

pretreated)群 のpouch内 にE.coli TK-353Rを 二

次 感染 させ た。E.coli TK-353 Rは,HIA平 板 上

37℃,18～20時 間培 養後生理食塩水 に懸濁 し,さ ら

にこの懸濁液1容 を20%gastric mucin 9容 に加 えて

約5×106cells/m1と なるように調整 し,そ の1m1を

ラ ッ トpouch内 に接種 した。二次感染か ら2時 間後

にCZXあ る い はCBPZを それ ぞれ 上記3群 に100

mg/kg静 脈 内(i.v.)投 与 し,経 時的にpouch内 浸

出液 を採取 した。実験ス ケジ ュールを下に示す。 ま

た,pouch内 生菌数測定のため,pouch内 浸出液採取

後ただちに生理食塩水 で100倍 に希釈 し,そ の10倍

希 釈系列 を生理食 塩水 で作製 し,薬 剤 を含 まな い

HIA平 板 お よびRFP(100μg/ml)を 含有す るHIA

平板 上 に0.05m1を 塗 布 した。 この平板 を37℃ で-

夜 培養後生 じたコロニー数から,pouch内 生 菌数 を算

出 した。なお,非 前投与群,CPZ前 投 与群,お よび

CMZ前 投与群の3群 にE.coli TK-353 Rを 二次感染

後CZX,CBPZを 投 与 しない対照群 について も生菌

数 を調べた。

実験スケジュール

1日 目;

E.cloacae感 染

(pouch内)

β-lactam剤i.m.投 与

(CPZorCMZ)

β-lactam剤i.m.投 与

(CPZorCMZ)

TFLX p.o.投 与

4日 目;

E.coli感 染

(pouch内)

β-lactam剤i.v.投 与

(CZXorCBPZ)

5.β-lactamase活 性測定法

β-lactamase活 性 の測定 は,CER100μMを 基 質

とするUV法17)で 行 った。すなわち,基 質液3mlを

2個 のUV用 石英セルに入れ,一 方に20μ ｌの酵素液

を加 えて手早 く撹拌 し,ダ ブル ピームUV計(日 立,

100-60タ イ プ)に てβ-lactam環 の 開裂 に伴 うOD

変化を260nmで 測定 した。β-lactamase活 性 はunit

で 表 し,1 unitは37℃,0.05M phosphate buffer

(PB,pH7.0)中 で1分 間 に1μmolの 基 質を分解す

るのに必要な酵素量 をもって示した〇なお,pouch内

β-lactamase活 性 測定 のため,採 取 したpouch内 浸

出液 を4℃,1,000×g,30分 間 遠 心分離 し,上 清 を

ミリポアフィルター(022μm)を 用 いて演過 した。

この無菌炉液の β-lactamase活 性 をUV法 で 求 め,

unit/mlで 示 した。

E.cloacaeH-27由 来 β-lactamaseに 対 する各薬剤

のKmお よびKi値 は,Lineweaver-Burkの 式 よ り

求め た。なお,Ki値 は,CETを 基 質 と して測定 し

た。

6.薬 剤濃度測定法

CZXお よ びCPZに つ いて はMicrococcus luteus

ATCC9341を18.19),CBPZはKlebsiella pneumoniae

ATCC 10031を20,,TFLXに つ いて はE,coli Kp

を21)検定 菌 とするペーパーデ ィスク法で,そ れ ぞれ

濃度を測定 した。

薬剤濃度測定のためのpouch内 浸 出液 は,浸 出液

中のβ-lactamaseを 失活 させ るため,採 取後 ただち

に同量の冷メタノールを加えて混合した後,遠 心分離

(4℃,1,000×g,10分)し,上 清中の薬剤濃度 を測

定 した。

検量線 は,プ ールした薬剤非含有pouch内 浸 出液

を用いて50μg/mlか ら(TFLXは10μg/mlか ら)の

2倍 希釈系列で作製 し,こ れに同量の冷メタノールを

加 えて混 合 した後,遠 心 分離(4℃,1,000×g,10

分)し て得 られた上清を用いた。なお,平 板にディス

クをはり付ける前 に37℃ のフラン器中で30分 間放置

してメタノールを揮発させ,メ タノールが薬剤濃度測

定 に影響 しないように した。

II.結 果

1)Pouch内 生菌数の変化

ラ ッ トpouch内 に 誘 導 型CEPase産 生 菌 の8

cloacae H-27を 感染 させ,そ の2お よび5時 間後に

CPZあ る い はCMZを 投 与 した。このCPZ前 投 与

(CPZ-pretreated)群,CMZ前 投 与(CMZ-pretre-

ated)群 お よび非前投与(non-pretreated)群 の それ

ぞれに,感 染8時 間後TFLXを 投 与 しpouch内 か ら

持続的 に菌 を減 少 させ,感 染4日 目には 瓦cloacae

のpouch内 生 菌数 はいずれ の群 にお いて も<1×104

cells/mlと な っ た。Ecloacae感 染 か ら96時 間 後

(4日 目)にEcoliTK-353Rをpouch内 に二次感

染させ,そ の2時 間後 にCZXあ るいはCBPZを 静脈

内投与 した時のE.coli TK-353Rのpouch内 生菌数

の変化 を,Fig.1のaお よびbに 示す。 なお,感 染

96時 間後のTFLXのpouch内 濃 度はいずれ も検出限

界以下(<0.039μg/ml)で,E.coli TK-353 Rの 増

殖 に影響 をおよぼさなかった。 また,E.coli TK-353

Rの 産 生 するPCase活 性 は約1×107cells/mlで も検

出限界以下(<0.02unit/ml)を 示 し,CZXお よ び
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Fig. 1 a. Bactericidal activity of ceftizoxime in

rat pouch against Escherichia coli TK-353 R.

Ceftizoxime was intravenously administered to

rats in a dose of 100mg/kg at 2h after infec-

tion. Each point with a bar shows the mean•}

standard error. ••œ cefmetazole - pretreated

(n=8), •£ cefoperazone-pretreated (n=9),•¡

non-pretreated (n=7), •› control (n9).

Fig. 1 b. Bactericidal activity of cefbuperazone in

rat pouch against Escherichia coli TK-353 R.

Cefbuperazone was intravenously administered

to rats in a dose of 100mg/kg at 2h after

infection. Each point with a bar shows the

mean•}standard error. •œ cefmetazole - pre-

treated (n=7) , •£ cefoperazone-pretreated

(n=8), •¡ non-pretreated (n=5) ,•› control

(n=9).

CBPZの 本酵素 に対 する相対加水分解速度 はCERを

100と した場合 にく0.1で あ り,両 剤共本酵素に安定

であった。

CZXあ るいはCBPZを 投与 しない対照群の場合に

は,CPZ荊 投与群,CMZ前 投 与群,お よび非前投与

群のいずれにおいて もE.coli TK-353Rは 良好 な増

殖 を示 し,菌 接種8暗 間後 に1.5×108cells/mlに 達

した。そこで,こ の対照群 をcontrolと して まとめて

Figs.1a,1bに 示 した。 なお,E.cloacaeの 一 次感

染お よび薬剤前投与を行 わないラッ トpouchに お い

ては,E.coli TK-353RはFigs.1a,1bのcontrol

と類 似 した推移 を示 した。 したが って,CPZあ るい

はCMZに よ る前処置,さ らに。わ ずか に残 存 した

E.cloacae(<1×104cells/ml)はgE.coli TK-353R

の増 殖に影響 をおよぼさなかった。

CZXに よるE. coli TK-353Rの 二次感染治療にお

いては,CZX投 与 直後にはいずれ も速やかに生菌数

が低下 したが,CMZ前 投 与群で はCZX投 与4時 間

後 に1.2×105cells/mlを 示 した後再増殖 し,24時 間

後 には1.5×108cells/mlに 達 した。一 方,CPZ前 投

与群,お よび非前投与群では両群共殺菌的 に作用 し,

CZX投 与6時 間後の生 菌数 は1.4×104cells/mlま で

低 下 し,24時 間 後 で も3.7～7.6×104cells/mlで あ

り,CPZ前 投 与群,お よび非前投与群 におけるCZX

の殺 菌力 はCMZ前 投与群 に比 べ優れていた(Fig.1

a)。

CBPZに よるE.coli TK-353Rの 二 次感染治療に

おいては,CPZ前 投 与群,CMZ前 投 与群,お よび非

前投与 群 の いずれ もほぼ同様 に殺 菌的 に作用 し,

CBPZ投 与6時 間後 の生 菌数 は8.3×103～1.6×104

cells/ml,さ ら に24時 間 後 には1.7～2.4×104cells/

mlで あった(Fig.1b)。

な お,い ずれ の場合 におい て も,RFP plateと

HIAplateと で はほぼ一致 した生菌数を示 した。

2)Pouch内 薬剤濃度

Pouch内 にE.coli TK-353Rを 二 次感染 させたラ

ットに,CZXあ るいはCBPZの100mg/kgを 静脈内

投与 した時 のpouch内CZXお よ びCBPZ濃 度 をそ

れぞれFig.2のaお よびbに 示す。

CZXのpouch内 濃 度 は,CMZ前 投 与 群 で は,

CPZ前 投 与群,お よび非前投与群 に比べ速やかに消

失 し,投 与4時 間後 には5例 中3例 が検 出限界以下

(<0.78μg/ml)で あ り,投 与6時 間後には全例検出

限 界 以 下 とな っ た(Fig.2a)。 一 方,CBPZの

pouch内 濃 度 は,CPZ前 投 与群,CMZ前 投与群,お

よび非前投与群のいずれ もほぼ同様 に持続的な推移を

示 した(Fig2b)。

な お,E.cloacae H-27感 染24時 間 後のpouch内

CMZ,CPZ濃 度 はいず れ も検 出 限界 以下(<0 .78
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Fig.2 a. Exudate levels of ceftizoxime in rat

pouch infected with Escherichia coli TK-353 R.

Ceftizoxime was intravenously administered to

rats in a dose of 100mg/kg at 2h postinfection.

Each point witha bar shows the mean•}stan-

dard error. The value in the parenthesis indi-

cates the tentative mean, in which the detect-

able limit was tentatively used for the calcula-

tion if the value below the detection limit (0.78

ƒÊg/ml) exists.•œ cefmetazole - pretreated

(n=5), •£ cefoperazone-pretreated (n = 5), •¡

non-pretreated (n = 5).

Fig. 2 b. Exudate levels of cefbuperazone in rat

pouch infected with Escherichia coli TK-353 R.

Cefbuperazone was intravenously administered

to rats in a dose of 100mg/kg at 2h postinfec-

tion. Each point with a bar shows the mean•}

standard error. •œ cefmetazole - pretreated

(n = 5), •£ cefoperazone-pretreated (n = 5),•¡

non-pretreated (n = 5).

μg/ml)で あ り,TFLXのpouch内 濃 度 は 感 染24,

48,72,96時 間 後 に そ れ ぞ れ 約0.31,0。15,<

0.08,<0.039μg/mlで あ っ た 。

Table 2, Cephalosporinase activity in rat pouch

infected with Enterobacter cloacae H-27

Cephalosporinase activity

(unit/ml) at following

times after infection

The rats were intramuscularly treated twice with

100mg/kg of each drug at 2 and 5 h postinfection,

and tosufloxacin was administered to all the rats

with a dose of 200mg/kg (p.o.) at 8 h postinfection.

Each value is expressed as the mean •} standard

error for four animals.

3)Pouch内CEPase活 性

ラッ トpouch内 にE.cloacae H-27を 感 染 させ,

CPZあ る いはCMZを 投 与 し,さ らにTFLXを 投 与

した時のpouch内CEPase活 性 をTable 2に 示 す。

非前投与群,CPZ投 与群 で はpouch内CEPase活

性 の上昇 は認 め られず,い ずれ も検 出限界以下(く

0.02unit/ml)で あ った。 一方, CMZ投 与 後 で は

pouch内CEPase活 性 が上昇 し, E. cloacae H-27の

感 染24時 間 後には0.19unit/ml,二 次 感染直前の感

染96時 間後 において も0.10unit/mlの 活性が認 めら

れた。 また,pouch内 浸出液の遠心上清の無菌戸過液

中には上記のような活性が認め られたが,遠 心分離後

の沈澱 を採取時 と同量 の0。05MPBに 懸濁 し超音波

破砕後 に得 られ た遠心上清についてはCEPase活 性

はいず れ も検 出限界以下(<0.02unit/ml)で あ っ

た。なお,感 染24時 間 後のE.cloacae H-27のpou-

ch内 生 菌数はく1×106celis/ml,96時 間後で はく1×

104cells/mlで あ り,感 染5日 目まで再増殖 を示 さな

かった。 また,E cloacae H-27の 産 生す るCEPase

活 性 は,非 誘導時 には菌数 が1×108cells/mlで あ っ

ても検出限界以下(<0.02unit/ml)で あ った。

4)E cloacae H-27由 来CEPaseに よ る加水分解

のKinetics

E.cloacae H-27由 来 の精製 β-lactamaseを 用 い

て,最 大 反応 速度Vma,お よ びCZX, CBPZのKi

値 を調べ た。CZXお よびCBpzのKi値 は それぞれ

0.30お よび0.16μMで あ り,E. cloacae H-27由 来

のβ-lactamaseに 対 す る親和性に大 きな差 は見 られ

なか っ た。Vmaxは, CZXで は0.03, CBPZで はく

0.003で あ り,本 酵素に対 してCBPZはCZXよ り も
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Table 3. Kinetic parameters of hydrolysis of

cephems by ƒÀ-lactamase from Enlerobacler

cloacae H-27

The specific activity of the purified enzyme was 25

unit/mg of protein when cephaloridine (100ƒÊM)

was used as a substrate.

Ki values were determined with cephalothin as a

substrate by Lineweaver-Burk plots and hydrolysis

was measured by a spectrophotometric method.

b Relative values when the V
m.,, of cephaloridine

was taken as 100.

c Km value

10倍 以上安定であった(Table3)。

III.考 察

誘導産生され たβ-lactamaseが 長 時間感染巣内に

残存 したモデルを作成 し,二 次感染時 のβ-lactam剤

治療 におよぼす影響 について検討 を行った。

ラ ッ トpouch内 に比 較的 高菌 量(約5×107～1×

108cells/ml)の 誘 導 型β-lactamase産 生 菌 のE

cloacae H-27を 感染 させたため,β-lactam剤 のCPZ

あ る い はCMZの100mg/kgi.m.2回 投 与 で は

pouch内 か ら菌 を消失 させることができなかったが,

TFLXの200mg/kgP.o.投 与 で感 染96時 間 後 に

は<1.0×104cells/mlに 減少 させることがで き,し か

も誘導産生され たβ-lactamaseが 残 存 している状態

を作成す ることがで きた。このような状 態のpouch

にE.coli TK-353Rを 二次感染 させ,CZXあ るいは

CBPZを 投与 した時のE. coli TK-353Rのpouch内

生 菌数変化お よびpouch内 薬 剤濃度推移 を調べた。

その結果,CMZ前 投 与群 のCZX投 与 時 に は,CPZ

前 投与群 や非前投与群 に比べpouch内 で の殺菌力お

よび濃度 の低下が認められた。 このような殺菌力や濃

度の低下がCMZ前 投与 したCZX投 与 群のみで認 め

られた ことやEc;oacaeのpouch内 生 菌数がわずか

であったことから,こ れ はCZXとCBPZのCEPase

誘 導能の差 による もので はないと考 えられる。 また,

CPZ前 投与群や非前投与群において はpouch内 に残

存 す るCEPase活 性 が いずれ もく0.02unit/mlと 低

値であったのに対 し,CMZ前 投与群で はEc;oacae

の感 染96時 間後 において も0.1unit/mlと 高 値 を示

した。Table 3に 示 したKinetic parametersに 基 づ

いて計算すると,こ の0.1unit/mlのCEPase活 性 に

よ りpouch内CZX濃 度 に匹敵 する10μg/mlのCZX

をす べて加水分解するには約4時 間 を硬することにな

り,実 験成績 とほぼ一致 していた。 したがって,こ の

よ うなCZXのpouch内 濃 度およ び殺 菌性 の低下 は,

前 投与 され たCMZに よ りE.cloacaeか ら誘導産生さ

れたCEPaseが,菌 体 外に瀬出 してpouch内 に残存

し。CZXを 加 水分解 した ことによる もの と考えられ

る。すなわ ち,残 存 した誘導型β-lactamaseの 影 響

が,4日 間 という長時間 にわたって持続 し,し か も二

次投与β-1actam剤 の感染巣内濃度のみな らず殺 菌力

に も影響 をお よぼ す ことが明 らか に された。一 方,

CPZはβ-lactamase誘 導 能 が低 い た め1,2,6.7,12,22),

CZXのpouch内 殺 菌力および濃度 は,CPZ前 投 与に

よって影響を受けなかった もの と思われる。

β-1actamase誘 導 に基づ く2種 のβ-lactam剤 間の

in vivo antagonismに つ いて は我々の報告以外に も

若干の報告22～25)があ り,こ れ らは主にマウス実験感

染において同時併用あるいは短い投与間隔で行われた

成績である。今回の我々の成績 は,4日 間 という長い

投 与 間 隔 で あ っ て も2種 のβ-lactam剤 間 にβ-

lactamase誘 導 に基づ くin vivo antagonismの 起 こ

りうることを示す ものである。 さらに,ヒ トにおける

β-lactamase誘 導 に つ い て,中 浜 ら26)はPseudo-

monas aeruginosa感 染 患者の喀痰 においてCMZ投

与 によりβ-lactamase活 性 が上昇残存 することを報

告 してお り,誘 導β-lactamaseに よる二次投与薬剤

の不活化が実際の臨床の場 においても起 こりうること

が 示唆 され て い る。 したが って,CMZを 含 むβ-

lactamase誘 導能の高い薬剤が一次投与 された場合に

多量の誘導β-lactamaseが 残 存す ることによる影響

が考えられ るので,二 次投与薬剤の選択 には十分 に注

意 する必要が あろ う。特 に,β-lactamaseに 不 安定

な薬剤の二次投与 には,投 与間隔を考慮 するべ きであ

ろう。 ところで,誘 導型 β-lactamase産 生 菌ではβ-

lactam剤 に よるderepressed mutantsの 選択が治療

に影響することも問題 となってい る10.11,27)。しか しな

が ら,今 回の実験 において は,TFLX投 与 によ り誘

導型β-lactamase産 生 菌 の残存が きわめて少な くな

って い る(<1.0×104cells/ml)こ と,CMZ前 投 与

群 の無菌炉過 したpouch内 浸 出液 のみか らCEPase

活 性 が認 め られ た こと等 か ら考 えて,derepressed

mutantsの 選 択による影響 は認 められないものと思わ

れるが,詳 細 については今後の検討が必要であろう。

一 方
,CBPZ投 与 群 で はCZX投 与 群 と異 な り,

CMZ,CPZ前 投 与 群 共 に 残 存 し た 誘 導 型β-

lactamaseに よ る影響が認め られなか った。 これは,
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Table3に 示 したように,CBPZの 本 酵素に対する安

定性がCZXよ りも優れているためと考 えられ た。 し

たが って,誘 導 β-lactamase残 存 時で も,そ れに対

する安定性がより優れたβ-lactam剤 で あれば二次投

与されても残存 β-lactamaseに よ る影響 は少 ない も

のと考 えられる。

以上,感 染巣内の残存誘 導型 β-lactamaseは,二

次感染治療時の β-lactam剤 の治療効果に影響をお よ

ぼす可能性が示唆 され た。
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INFLUENCE OF INDUCIBLE ƒÀ-LACTAMASE REMAINING AT INFECTION

SITE AFTER ƒÀ-LACTAM THERAPY: STUDIES ON THE MODEL OF

SECONDARILY INFECTED RAT GRANULOMA POUCH

Harumi Araki, Shinzaburou Minami, Yasuo Watanabe and Takashi Yasuda

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd., 2-4-1 Shimookui, Toyama-city, Toyama 930, Japan

Rat granuloma pouches were infected with Enterobacter cloacae H-27 possessing an inducible ƒÀ-

lactamase, and then cefmetazole (CMZ) , a good inducer of ,8-lactamase or cefoperazone (CPZ),

a poor one, was administered to the rats. Subsequently, tosufloxacin (TFLX) was administered to

the rats in order to reduce the number of the surviving cells in the pouches. At four days postinfec-

tion, the pouches were secondarily infected with Escherichia coil TK-353 R, and we studied the

influence of the ,8-lactamase remaining in the pouches on the antibacterial effect of ceftizoxime

(CZX) or cefbuperazone (CBPZ). When CZX was administered to the CMZ-pretreated group, the

number of E. coli TK-353 R began to regrow at 4 h after the administration of CZX , and increased

significantly in comparison with those in the other CZX-treated groups (CPZ-pretreated and control

groups) . At this time, the pouch exudate levels of CZX in the CMZ-pretreated group were lower

than those in the CPZ-pretreated and the control groups. On the other hand, CBPZ showed bacter-

icidal action till 24 h after the administration and the pouch exudate levels of CBPZ were similar in

any groups (CMZ-pretreated, CPZ-pretreated, and control groups). The ƒÀ-lactamase (ce-

phalosporinase: CEPase) activity detected in pouch exudate was 0.1 unit/ml in the CMZ-pretreated

group directly before the pouches were secondarily infected, while the ,8-lactamase activity was

<0.02 unit/ml in the CPZ-pretreated and the control groups. Therefore, the decline in the exudate

levels and the bactericidal effect of CZX in the CMZ-pretreated group seemed to be due to the

inactivation of CZX by the CEPase from E. cloacae reraining in the pouches . Further, CBPZ seemed

to be uninfluenced by the CEPase from E. cloacae, because CBPZ was more stable against this enzyme

than CZX. We suggest, in conclusion, that the inducibly produced ,8-lactamase, which leaked from

previously infected bacterial cells due to ƒÀ-lactam-treatment and remained at the infection site long

after the disappearance of previously infected ƒÀ-lactamase-producing bacteria, will inƒÀuence the

effect of ƒÀ-lactam therapy on the second infection.


