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MEl207の 抗 菌 活 性 体ME1206は グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 し て,methicillin resistant Staphylococ-

cus aureus(MRSA),EnterococcuS属 を除 き強 い 抗 菌 力 を示 し た 。 特 にStaphylococcus aureus

及 びStaphylococcus epidermidisに 対 しcefaclor (CCL)よ り優 れ た 抗 菌 力 を示 し,Streptococ-

cus属 に 対 しcefteram(CFTM)と 同 等,cefixime(CFIX),CCLよ り優 れ た 抗 菌 力 を 示 し た 。

ME1206は グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 して,Pseudomonas aeruginoSaを 除 き強 い 抗 菌 力 を示 し,そ の 抗

菌 力 はCFTM及 びCFIXと ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。 し か しEnterobacter cloacae,Citrobacter

freundii及 びSerratia marcescensで はCFTM及 びCFIXと 同 様 に 一 部 にMICの 高 い 菌 が 存

在 した 。Saureus及 びEScherichia coliの 増 殖 曲 線 に 及 ぼ す 影 響 を検 討 した が,ME1206は

CFTM及 びCCLと ほ ぼ 同 等 の 殺 菌 力 を示 し た 。ME1206の ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白質 に 対 す る結

合 親 和 性 は,Saureusに お い て はPBP1,2,3に 高 く,ELcoliに お い て はPBP3,1A,1B

に 高 い 結 合 親 和 性 を示 し た 。ME1206のE.coli由 来Omp F porin透 過 性 を検 討 し た と こ ろ,

CFTMと ほ ぼ 同 等 でcefazolinの 約1/3で あ っ た 。ME1206の ヒ ト血 清 との 協 力 的 殺 菌 作 用 は

E.coliに 対 しCFTM及 びCCLと 同 様 に 認 め ら れ た 。ME 1207はS.aureus,Streptococcus

pneumoniae,Ecoli及 びKlebsiella pneumoniaeの マ ウ ス全 身 感 染 モ デ ル に お い て 優 れ た 治 療

効 果 を示 し た。
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新規経 ロセファロスポ リン剤ME1207は 経 口投与

後腸管から吸収される際に腸管壁エステラーゼによ り

脱エステル化 され,生 体内ではME1206と して抗菌活

性を示す。ME1206は グラム陽性菌か らグラム陰i生菌

まで広範囲な抗菌スペ ク トラムを有 し優れた抗菌力を

示す1)。

本報ではME1206の 感 受性分布,殺 菌力,ペ ニシ リ

ン結合蛋白(PBP)に 対す る結合親和性,外 膜透過性

及び血清 との協力的殺菌作用,更 にME1207の マ ウス

全身感染における治療効果の実験結果を報告す る。

1.実 験材料 と方法

1.使 用菌株

明治製菓(株)研究所保存の標準菌株及び臨床分離株 を

用いた。

2。 使用薬剤

ME 1207, ME 1206及 びcefteram(CFTM)は 明 治

製 菓(株)研 究 所 合 成 品 を 用 い た 。 他 の 薬 剤 は 以 下 の 各 社

製 品 を用 い た。cefterampivoxil(CFTM-PI。 富 山化

学),cefixime(CFIX:藤 沢 薬 品),cefazolin(CEZ:藤

沢 薬 品),cefaclor(CCL:塩 野 義 製 薬),cephaloridine

(CER:塩 野 義 製 薬),cephalothin(CET:塩 野 義 製

薬)及 びcefamandole(CMD:塩 野 義 製 薬)。

3.感 受 性 測 定

日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 準 じ寒 天 平 板 希 釈 法 で 最

小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 測 定 し た2)。 以 下 に 述 べ る菌

種 を 除 き,前 培 養 に はSensitivity test broth(STB;

日水 製 薬),測 定 用 に はSensitivity disk agar(SDA;

日 水 製 薬)を 用 い た 。Streptococcus pyogenes及 び

Streptococcus pneumoniaeで は 前 培 養 にBrainheart

infusionbroth(BHIB;Difco)を 用 い,測 定 用 に は

SDAに5%馬 脱 繊 維 血 を加 え た 血 液 寒 天 を 用 い た。

Streptococcus a8alact毎eは 前 培 養 にTodd Hewitt
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broth(THB;Difco)を 用 い,測 定 用 に はSDAに5%

馬 脱 繊 維 血 を 加 え た 血 液 寒 天 を 用 い た。Listeria

monocytogenesは 測 定 用 に はSDAに5%馬 脱 繊 維 血

を加 え た 血 液 寒 天 を用 い た。Neisseria gomrrhoeae及

びNeisseria meningitidis はHeart infusion agar

(HIA;Difco)に5%馬 脱 繊 維 血 を加 え た チ ョ コ レ ー

ト寒 天 を 用 い,GasPak CO2 system(BBL)で 培 養 し

た。Bordetella pertussis はBordet-Gengou (Difco)に

15%馬 脱 繊 維 血 を加 え た 血 液 寒 天 を用 い,37℃48時

間 培 養 した 。な お,L.monocytogenes, N.gonorrhoeae

及 びN.meningitidな の 接 種 菌 液 の 調 整 は,測 定 用 と

同培 地 に 菌 を増 殖 させ 同 じ組 成 のbrothに 菌 を懸 濁 し

約106CFU/mlと し た。Haemophilus influenzaeは 前

培 養 に は5%Fildes enrichment (Difco)を 加 え た 培 地

を 用 い,測 定 用 に はSDAに5%Fildes enrichmentを

加 え た 寒 天 培 地 を用 い た 。Bacteroises fragilisは 前 培

養 にGAMbroth(日 水 製 薬),測 定 用 にGAMagar(日

水 製 薬)を 用 い,GasPak anaerobic system(BBL)

を 用 い て 培 養 し た。 以 上 全 て の 菌 種 で 約106CFU/ml

の 菌 液 の5μlを 接 種 した 。

4.増 殖 曲線 に 及 ぼ す 影 響

STBに 前 培 養 し たS.aureus 209 PJC-1及 びE.

coli NIHJ JC-2を 同新 鮮 培 地 に 接 種 し,37℃ で 振 盛 を

続 け た 。 菌 数 が105CFU/ml以 上 に 達 し た 時,1/4,

1/2,1,2,4MIC濃 度 とな る よ うに 薬 剤 を 添 加 し,添

加 後2,4,6,24時 間 後 にSDAを 用 い て37℃ 一 夜 培

養 後 発 育 し た コ ロ ニ ー を生 菌 数 と し た。

5.ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白質(PBPs)に 対 す る結 合 親

和 性

横 出 ら の 方 法 に 従 っ た3)。 膜 標 品 はS.aureus 209P

JC-1及 びE.coli NIHJ JC-2よ り調 製 し た 。14C-PCG

(AMERSHAM: 2.16GBq/mmol)は 最 終 濃 度27

μg/mlと な る よ うに 反 応 液 に 加 え た。

6.0mp F channel透 過 性

Proteoliposome swelling assay法 を用 い てE.coli

のOmp F porin channel透 過 性 を 測 定 し た4)。

Proteoliposomeの 調 製 は,egg Phosphatidylcholine 4

mgとbovine heart cardiolipin 0.4mgの ク ロ ロ ホ ル

ム 溶 液 を 混 合,窒 素 気 流 下 で 乾 固 後,Ecoli

KY 2209(omp F+,ompC-)よ り精 製 したOmp F porin

26μgを 含 む 精 製 水 にwaterbathsonicatorを 用 い て

分 散 させ た 、 こ れ を 凍 結 乾 燥 し た 後,0.5mlのsta-

chyose-NADbuffer (12mM stachyose-4mM

sodium NAD-1mM imidazole NAD, pH6 .0)に 分

散 させ る こ とに よ りstachyose封 入Omp F-liposome

を得 た 。Swelling assayはNIKAIDOら の 方 法 に 基 づ

い て 行 っ た4,5)。12mMの 測 定 薬 剤 をNADbuffer

(1mM sodium NAD,1mM imidazole NAD,

pH6.0)に 溶 解 し た 溶 液1.5mlに 対 し,

proteoliposome suspension 30μlを 加 え て 撹 拌1後,20

秒 間 のOD 450nmの 変 化 を 追 跡 し,NAKAEの 計 算

方 法 に 基 づ い て 透 過 係 数PAを 算 出 し た6)。 同 時 に

OmpFを 含 ま な いliposomeで 同 様 の 実 験 を 行 い,

swellingが 生 じ な い こ と を確 認 し た。

7.血 清 と の 協 力 的 殺 菌 作 用

E.coli No.29株 をsTBで,37℃ 一 夜 培 養 し た。 こ

れ を新 鮮 な 同 培 地 に 最 終 菌 量 が 約105CFU/mlと な る

よ うに 調 整 し,37℃2時 間 振 盧 培 養後,こ れ を使 用 菌 液

と した 。Lチ ュ ー ブ に ヒ ト血 清(Flow社)及 び 所 定 濃

度 の 薬 剤 及 び 菌 液 を 入 れ 混 合 し,37℃ で 振 盧 培 養 し

た 。 混 合2,4,6時 間 後 にSDAを 用 い て37℃ 一 夜 培

養 後 発 育 し た コ ロ ニ ー を 生 菌 数 と し て カ ウ ン ト した。

8.マ ウ ス実 験 的 腹 腔 内 感 染 症 に 対 す る 治 療 効 果

接 種 菌 液 はHeart infusion agar(日 水 製 薬)で37°

C一 夜 培 養 し た被 験 菌 を生 理 食塩 水 に 懸 濁 し,こ れ に

等 容 量 の5%gastric mucin(Difco)溶 液 を 加 え 混 合 し

作 製 し た。S.pneummiaeに つ い て は,Todd Hewitt

agarに37℃ 一 夜 培 養 後,発 育 した 菌 を10%馬 血 清 添

加Brain heart infusion brothに 植 菌,37℃18時 間 培

養 した 。 この 培 養 液 の 生 理 食 塩 水 希 釈 液 に 等 量 の5%

gastric mucin溶 液 を加 え 混 合 した 。接 種 菌 液 をマ ウ ス

腹 腔 内 に0.5ml接 種 し,そ の1時 間 後 に 各 薬 剤 液(0.2

%carboxymethylcelluloseに 懸 濁)の0.5mlを 経 口

投 与 し た 。 投 与 翌 日 よ り6日 間 マ ウ ス の 生 死 を観 察 し,

ED50値 をProbit法 に よ り算 出 し た7)。

II.実 験 結 果

1.感 受 性 分 布

臨 床 分 離 株28菌 種 に 対 す るME1206のMIC分 布,

MIC5。 及 びMIC80値 をCFTM,CFIX及 びCCLを 対

照 薬 と して,Table 1に 示 し た。

MSSA(methicillinのMIC値 が3.13μg/ml以 下)

に 対 し て,ME1206はMIC80で0.78μg/mlと

CFTM,CCLに 比 べ 優 れ た 抗 菌 力 を 示 した 。MRSA

(methicillinのMIC値 が6.25μg/ml以 上)に 対 し,

ME1206は 対 照 薬 よ り優 る もの の,MIC50で12.5μg

/mlと そ の 抗 菌 力 は 弱 か っ た 。S.epidermidisに 対 し,

ME1206はMIC50で0.78μg/mlで あ り対 照 薬 よ り

優 れ た 抗 菌 力 を 示 した が,MIC80は12.5μg/mlと や

や 高 いMIC値 を示 し た 。S.pyogenes, S.pneumoniae

及 びS.agalactiaeに 対 し,ME1206はCFTMと 同 等

で 極 め て 強 く,CFIX,CCLよ り優 れ た 抗 菌 力 を 示 し

た 。Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium及 び
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Table 1. Antibacterial activity of ME1206 against clinical isolates  106CFU/ml
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Table 1-2. Antibacterial activity of ME1206 against clinical isolates
 106CFU/ml

Agar dilution method



VOL. 40 S-2 ME 1207のin vitro及 びin vivo抗 菌 力 55

L.monocytogenesに 対 しME 1206は 無 効 で あ っ た 。

N.gonorrhoeae及 びN.meningitidisに 対 し,

ME 1206はCFTM, CFIXと 同 等 の 強 い 抗 菌 力 を示 し

た 。Branhamella catarrhalisに 対 し,ME 1206は

CFIXと ほ ぼ 同 等,CFTM及 びCCLよ り優 れ た 抗 菌

力 を示 した 。

Enterobacteriaceaeに 対 し,ME 1206はCFTM及

びCFIXと 同 等 の 優 れ た 抗 菌 力 を 示 し た。 た だ し,

Enterobacter cloacae, Citrobacter fremdii及 びSer-

ratia marcescensに 対 し,MIC 80は そ れ ぞ れ100,

100,50μg/mlと 高 か っ た 。Pseudomonas aemginosa

に 対 す るME1206の 抗 菌 力 は 弱 か っ た 。H.influen-

zaeに 対 し,ME1206はCFTM,CFIXと 同 様 に 強 い

抗 菌 力 を 示 した 。Bordetella pertussisに 対 し,ME 1206

は対 照 薬 よ り優 れ た 抗 菌 力 を示 した 。B.fragilisに 対

し,ME1206はMIC 80が1.56μg/mlと 対 照 薬 に 比 べ

優れた抗菌力を示 した。

2.増 殖曲線に及ぼす影響

ME1206,CFTM及 びCCLのS.aureus 209 PJC-

1株 に対する殺菌作用 をFig.1に 示 した。ME1206は

1/2MICで 良 好な殺菌力 を示 し,2MICで24時 間 後

の再増殖が認め られなかった。CFTM,CCLも ほぼ同

様の傾 向であった。

E.coli NIHJ JC-2株 に対す る殺菌作用をFig.2に

示 した。ME1206はMICで 良 好な殺菌力を示 し,再 増

殖の程度 も小 さか ったが,CFTM及 びCCLで は著 し

い再増殖が認め られた。

3.ペ ニシ リン結合蛋白質(PBPs)に 対 する結合親

和性

S.aureus 209pJC-1株 のPBPsに 対す るME1206

及 びCFTMの 結 合親和性の結果 をFig.3に 示 した。

ME1206はPBP1>2>3>4の 順 に高 い結合 親和性

ME1206 (MIC; 0.39ug/ml) cefteram (MIC; 1.56ug ml) cefaclor (MIC; 1.56,ug ml)

Fig. 1. Bactericidal activity of ME1206 against Staphylococcus aureus 209P JC-1.

ME1206 (MIC; 0.39ƒÊg/ml) cefteram (MIC; 0.39ƒÊg/ml) cefaclor (MIC; 1.56ƒÊgml

Fig. 2. Bactericidal activity of ME1206 against Eschcrichia coli NIHJ JC-2.
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を示 し,い ずれのPBPに 対す る結合親和性 もCFTM

よ り高かった。

E.coli NIHJ JG2株 のPBPsに 対 す るME1206

及 びCFTMの 結 合 親 和 性 をFig.4に 示 し た。

ME1206はPBP3>1A>1B>2の 順 に高 い結合 親

和性 を示 し,特 にPBPlA,1Bに 対 してはCFTMよ

り高い結合親和性 を示 した。

4.Omp F porin channel透 過1生

各薬剤のE.coliよ り得 られたOmp F porinchan-

ME1206  cefteram

Fig. 3. Competition of ME1206 and cefteram for

penicillin-binding proteins of Staphylococcus

aureus 209P JC-1.

ME1206  cefteram

Fig. 4. Competition of ME1206 and cefteram for

penicillin-binding proteins of Eschcrichia coil
NIHJ JC-2.

nelの 透過係数 をTable 2に 示 した。Cefazolinか ら

cefamandoleま での既存4薬 剤の相対透過効率はYo-

shimura& Nikaidoの 結 果 と良 く一致 していた5)。

ME1206の 透 過効率 はこれ らの既存薬剤 と比較する

と低いが,対 照のモ ノカルボン酸であるCFTMと は

ほぼ同程度 の透過効率 を示 し,ジ カルボ ン酸 である

CFIXよ りは高い透過効率 を示 した。

5.血 清 との協力的殺菌作用

各薬剤のMIC濃 度 及びMIC濃 度 に50%ヒ ト血清

を添加 したときのE. coli No.29株 の増殖曲線に及ぼ

す影響 をFig.5に 示 した。ME1206,CFTM及 びCCL

はそ れぞれのMIC濃 度 で中程度の殺菌力を示 したが,

それに50%ヒ ト血清を加 えると各薬剤 ともに4時 間

後に生菌数が検出限界以下(102CFU/ml以 下)に な

り,ヒ ト血清 との協力作用が認められた。

6.マ ウス実験的腹腔内感染症に対す る治療効果

感染治療効果の結果 をTable3に 示 した。S.aureus

Smith(1)株 に対 し,ME1207はCFTMよ り優れた治

療効果を示 したが,CCLよ り劣 っていた。ペニシリナ

ーゼ産生 のSaureus MS16040及 びMS15029株 に

対 し,CFTM,CCLは 無効であったが,ME1207は 治

療効果を示 した。S.pneumoniae DP-1 type1株 に対

し,ME1207はCFTMに 劣 るもののCFIX,CCLよ

り優れた治療効果を示 した。E.coli No.29株 に対する

治療効果は,ME1207,CFTM,CFIX,CCLで ほぼ

同等であった。K.peumoniae PCI602株 に対 して,

ME1207はCFIXに 劣 るもののCFTM,CCLよ り優

れた治療効果 を示 した。

III.考 察

ME1207の 活性本体 であ るME1206は,グ ラム陽

性菌,グ ラム陰性菌に対 し広範囲の抗菌スペ クトラム

を有 し,特 にSaureus,S.epidermidis並 びに呼吸器

感染症 主要 起因菌 で あ るH.influenzae,B.catarr-

halis, S.pneumoniaeに 対 して従来の経 ロセフェム剤

に比 し優れた抗薗力を示 した。

Table 2. Permeation rate of ME1206 and other cephalosporins through the Omp F porin channel of Escherichia coli

*Permeation coefficient
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ME1206(MIC;0.39μg,ml) cefteram/MIC;0.39μgml) cefaclor(MIC;L56μgml)

Fig. 5. Synergy of bactericidal activity of ME1206 against Escherichia coli No.29 with

50% human serum.

Table 3. Protective effect of ME1207 in mice systemically infected with bacteria

MIC 106 CFU/ml, MIC of ME1206, MIC of cefteram
Mouse ICR, 4W, 8 mice/group. Mucin was added at a final concentration of 2.5%.

ME1206のSmreu5に 対 する強い抗菌力の最 も大

きな要因は,そ の高いPBP結 合 親和性に よるもの と

考えられた。E.coliに 対す るME1206の 抗菌力は,

CFTMと 同 等であ るが(MIC;0.39μg/ml),外 膜

Omp F porinの 透 過 性 はcefazolinに 比 べ 悪 く,

CFTMと 同等であった。ME1206はE.coliのPBP 3

に最 も高い結合親和性 を示 した、その形態変化で も低

濃に度側 でフ ィラメン ト化が認め られている8)。従って

ME1206のE.coliに 対 す るMIC値 は,や や悪い外膜

透過性 とPBP3に 対 す る高い結合親和性に よって決

定されていると考えられた、 またME1206はE.coli

のPBP 1A,1BにCFTMよ り明 らかに高い結合親

和性 を示したが,CFTMと の殺菌力の明瞭な差は認め

られなかった。ME1207は,マ ウス感染治療実験にお
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いてin vitroの 成績 を概ね反映 した良好な治療効果 を

示 した。

以上,ME1207は グラム陽性菌に対 して,既 存の類

薬 より抗菌力が強 く,グ ラム陰性菌に対 して も優れた

有効性 を示 していることから,臨 床での効果が期待 さ

れる薬剤であると考えられる。
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ME1206, the active form of ME1207, had a potent activity against Gram-positive bacteria except
MRSA and Enterococcus spp. The antibacterial activity of ME 1206 was superior to that of cefaclor

(CCL) against Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. Against Streptococcus spp., the
antibacterial activity of ME1206 was equal to that of cefteram (CFTM) and superior to that of
cefixime (CFIX) and CCL. ME1206 had a strong activity against Gram-negative bacteria except
P.seudomonas aeruginosa and its activity was comparable to that of CFTM and CFIX. However, a

part of Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii and Serratia marcescens strains was resistant to
ME1206, CFTM and CFIX. The bactericidal activity of ME1206 against S. aureus and Escherichia coli
was almost equal to that of CFTM and CCL. The affinity of ME1206 to penicillin-binding proteins

(PBPs) of S. aureus was high in case of PBPs1, 2 and 3, and to those of E. coli its affinity to PBPs3,
1A and 1B was also high. The permeation activity rate of ME1206 through the Omp F porin channel
was almost equal to that of CFTM and one-third to that of cefazolin. A synergistic effect on the
bactericidal activity of ME1206 was observed with human serum and against E. coli, its activity was

as strong as that of CFTM and CCL. Against intraperitoneal infections with S. aureus, Streptococcus

pneumoniae, E. coli and Klebsiella pneumoniae in mice, the therapeutic efficacy of ME 1207 was more
than that of cefteram pivoxil, CFIX and CCL.


