
30 CHEMOTHERAPY JUNE 1993

S-1108の 基礎的抗菌力の検討

桑原(薪井)京子,横 田 健#

順天堂大学医学部細菌学教室*

(#現 順天堂医療短期大学)

S-1108の 活性原 体で あ るS-1006の 試験 管内抗 菌 力は, Staphylococcus aureus, methici-

llin-resistant S. aureus (MRSA), coagulase-negative staphylococci (CNS), Strepto-

coccus pyogenes, Streptococcus pneumaniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus

faecium, Escherichia coli (R+), Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus
uulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Serratia.
marcescens, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia,

Xanthomonas maltophilia , Acinetobacter calcoaceticus, ampicillin (ABPC) 耐性

Haemophilus influenzae, およびBacteroides fragilis の18～51臨 床 分離株 に対 す るMIC,。

と し て,そ れ ぞ れ3.13,>100, 12,5,<0.013,<0.013, >100,>100, 0.78, 3.13, 0.39,

0.39, 6.25, 3.13, 25,12.5, 100, 100. 6.25,100.100, 0.05,お よ び50μg/mlで,グ ラ ム

陽 性 菌 に はcefotiam(CTM)と 同 程 度 で あ り,グ ラ ム 陰 性 菌 で はcefteram(CFTM)と 同 程

度 の 抗 菌 力 で あ っ た。S-1006は, S. aureus, S. pneumoniae, P. vulgaris のPBPsに は

CFTMの2～10倍 強 い結合性 を示 したが, E. coli と P. aeruginosa のPBPsに はCFTMと

同程度 の結 合親和 性 であ った。S-1006は,Ic型CEPaseに わず か に水解 され た ほかは,他 の

CEPaseやPCaseに は安定 であ った。S-1006は,血 清補体 と強 い協力的殺菌作用 を示 す。 マ ウ

ス培養Mは,1/2MIC以 上のS-1006存 在 下で,Ecol`生 細 胞を よ く殺 菌 した。

keywords;経 口cephem,PBPs,血 清補 体 との協 九Mと の 協力作 用

新 しいエ ステル型経 口用 セ フ ェム系抗 生物 質で あ る

S-1108の 臨床 効 果 を推 定す る基 礎 資料 を集 積す るた

め,そ の活性 原体 で あ るS-1006の 試 験管 内抗 菌力 を

測 定 す る と と もに,作 用点PBPsに 対す る結 合 親 和

性,各 種 β-lactamaseに 対 す る安定性,血 清補体 ま

た はマ ウス培 養Mと の協 力的殺 菌作 用等 につ いて

検 討 した。

1.材 料 と 方 法

1.使 用薬 剤

S-1006は,塩 野 義製 薬 か ら供与 され た。 対 照薬 と

し て,cefteram(CFTM:富 山 化 学),cefotiam

(CTM:武 田薬品),cefixim(CFIX:藤 沢薬品)お

よ びcefaclor(CCL:塩 野 義 製 薬)の 純 末 を使 用 し

た。

2.使 用 菌株

順天 堂大学 附属 病院 中央検 査室 およ び東京都老 人研

究所附属 病院臨床 検査室で1985～1987年 に分離 された

49株 の Staphylococcus aureus, 前者とは別に分離され

た48株 の methcillin-resistant S. aureus (MRSA),

41株 の coagulase-negative staphylococci (CNS),

50株 の Streptococcus pyogenes,  22株 の Strepto-

coccus pneumoruae, 39株 の Enterococcus faecalis,

40株 の Enterococcus faecium, Escherichia. coli

CS2に 種々のRplasmidを 伝 達 した51亜 株50株 の

Klebsiella pneumoniae, 48株 の Proteus mirabilis,

35株 の Proteus, vulgaris, 48株 の Morganella

morganii, 27株 の Providencia rettgeri, 50株 の

Citrobacter freundii, 50株 の Serratia marcescens,

50株 のEnterobacter cloacae, 50株 の Pseudomonas

aeruginosa, 33株 の Pseudomonas cepacia, 48株

の Xanthomonas maltophilia, 27株 の Acinetobacter

calcoaceticus 18株 の ampicillin (ABPC) 耐性
Haemophilus influenzae お よ び38株 の Bactero-

*
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ides fragilisを 被検 菌 と した。

PBPsの 検 討 に は 教 室 保 存 のS. aureus 209 P,

S. pmneumoniae 13n, E. coli NIHJ JC-2,Pvulga-

ris 33お よ びP. aeruginosa PAO 1株 を使 用 した。

3.最 小発 育阻止 濃度(MIC)の 測定 法

日本化学療 法学 法1)に 準 拠 した平板 希釈 法で 測定 し

た。す なわ ちL-broth5m1に37℃ で一 夜振 盟 培養

し,グ ラム陽性 菌 は100倍 に,グ ラ ム陰性 菌 は1000

倍に滅菌生 理食塩 水で希 釈 して接種 菌液 と した。 ただ

しS.pyogenesに はHI-broth (DIFCO)を,

H. influenzaeに は5%Fildes extract (OXOID)

加HI-brothを 使 用 した。B.fragilisはGAM

broth(日 水)で 前 培養 した。Spmumoniaeの 接

種菌 液 は,血 液平 板上 で37℃ 一 夜培 養 した集 落 を か

きと り,HI-brothに 吸 光度0.5(600nm)に なる よ

うに懸濁 し,そ れをHI-brothで100倍 に希釈 し接種

菌 液 と した。2倍 段 階 希 釈 濃 度 の 薬 剤 を 含 有 す る

Mueller-Hinton(DIFCO)寒 天 に,接 種 菌液 を ミ

クロプ ラ ンター(佐 久間 製作 所)で ス ポ ッ ト接 種 し,

37℃ で一夜培 養 して 菌の増 殖の 有無 か らMICを 求 め

た。 た だ しSpyogenesお よ びSpneumoniaeに

は5%ヒ ツ ジ血液 加HI寒 天 を,H.influmzaeに は

5%Fildesex七ract加HI寒 天 を使 用 した。B. fra-

gilisに はGAM寒 天 を使用 して ガ スパ ック法(BBL)

で37℃ 一 夜培養 して判定 した 。

4.ペ ニ シ リン結 合蛋 白質(PBPs)に 対 す る結合

親和 性の検 討

SPRATTの 方 法2)を 改変 した著者等 の方 法3)で 検

討 した。す な わ ちSaureus 209 P, S. pmumoniae

13n, Ecoli NIHJ JC-2, P.vulgaris 33お よ び

P. aerugimsa PAO1の 対 数 増殖 期 後 期 の菌 を集

め,10mM Mgc12加0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH

7.0)に 懸濁 した。BRANSONsonifier(出 力50W,

効 率20%,120秒 ×10回)で 菌体 を破 砕 し3,000xg,

15分 間遠 心 で菌 体 を 除 い た後,そ の上 清 を100,000

xg30分 超 遠心 して膜 画分 を集 め た。同緩 衝 液で1回

洗 浄 し10～15mg Protein/mlに な る よ うに膜 画 分

浮遊 液 を作製 した。30μlの 膜画 分 に終 末濃 度0.1～

12.5μg/mlに な る よ うにS-1006ま た はCFTMを

加え,30℃10分 間反応 後,3μ1のHC-benzylpeni-

cillin(PCG,373μg/1.85MBq/ml:AMERSHAM)

を加 え,再 度30℃10分 間 反 応 させ た。Sarkosy1と

非放 射性PCGを 添 加 して反応 を止 め,10,000xg,30

分 間 遠 心 して 不 溶 画 分 を 除 い た。 上 清30μlに

bromophenolblue加SDS緩 衝 液 を15μl加 え,

100℃2分 間 煮 沸 した 後,そ の 全 最 を10%acryla-

mide-0.06%bis-acrylamidoの スラ ブゲル で電気 泳

動 した。 た だ しS. aureusに は8%acrylamlde-

O.06%bis-acrylamideス ラブゲ ルを使用 した。 メ タ

ノー ル と酢 酸 で 蛋 白 を 固 定 した後,dimethylsul-

foxide(DMSO)で 脱 水 し,2, 5-diphenyloxazolo

を しみ込 ませ,減 圧下 で ゲルを乾 燥 した。乾燥 したゲ

ル とKODAKX-Omatフ ィル ムを密穏 し,-70℃20

日間 感光 させ 蛍光 ラ ジオ オー トグラ フ ィーを行 った。

また ク ロマ トスキ ャナー(島 津CS-900)を 使 い,各

バ ン ドに対す るS-1006お よびCFTMの50%結 合阻

害 濃度(ID5。)を 測定 した。

5.β-lactamaseに 対す る安定性 の検討

Ia型 およ びIc型CEPaseは それ ぞれ対 数増殖 期後

期 のE. cloacae Nek 39お よびP. vulgaris 33を

BRANSON Sonifierで 破 砕 し,100000xg, 30分 間

遠 心 上 清 を粗 酵 素 液 と した。IIb,III(TEM),IVb

お よ びV型PCaseは そ れ ぞ れPmirabilis JY

10,E. coli CS2/RK1, K. pneumoniae 42お よ

びEcoZごCS2/RE45の 対数 増殖 期後 期 の菌体 破砕

液 の超遠心 上清 を粗酵 素液 と して使 用 した。

Vmaxの 測 定 は マ ク ロ ヨ ー ド法4)で 測 定 し,

CEPaseに つ い て はcephaloridine (CER)を,

PCaseに つ いて はABPCに 対 す るVmaxを100と

し,相 対Vmax値 で 各薬 剤を 比較 した。

6.S-1006と 血清 補体 との協力 的殺菌 作用 の検討

EcoZ`NIHJJC-2をL-brothで 一夜37℃ 液振

盈 培養 した。新 鮮L-broもh5mlに105cfu/mlに な

るよ う菌 液を希 釈 した。4本 を一組 と し,1本 を対照

に,2本 目に は この菌 の増殖 に影響 を及 ぼ さない最 高

量 補体(0.5uniもs/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 と変 わ

らな いS-1006(0.3μg/ml)を 加 え,4本 目 には補

体 とヒ ト血 清 に前者 と同 量のS-1006を 添 加 した。37

℃ で振盈 培養 を続 け なが ら,そ の0,1,3,5お よび

24時 間 に採 取 し,平 板 法で生 菌数 を計算 した。

7.マ ウス培養MΦ との協 力的食菌殺 菌作 用の検討

MΦ はICR♂ マ ウス腹腔 内 をSalineGで 洗 って

採 取 し,10% fetal calf serum加F12培 地(日 水)

に105cells/mlに な るよ うに浮遊 した。 そ の0.1ml

を カバ ー ス リップ を 沈 め たCORNINGmultidish

(24穴)に 接 種 し著 者 等 の 方 法5)で20%L-CM

(conditioned mediumofL-929)を 使用 し活性 化

した。E. coli NIHJ JC-2L- broth一 夜振 盈 培養

液 をMΦ の50倍 量(5×105 CFU/ well)接 種 し,
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Table 1-1. Antibacterial activity of S-1006 against gram-positive clinical isolates

※: methicimn-resistant Staphyolococcus aureus

▲; include MRSA
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Table 1-2. Antibacterial activity of S-1006 against gram-negative clinical isolates
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Table 1-3, Antibacterial activity of S-1006 against gram-negative clinical isolates

ABPCr: ampicillin-rcsistant

終 末 濃 度1～1/16MICた な る よ うS-1006を 加 え

て培 養 した。EcoZ`感 染5時 間後 に カ バ ー ス リッ

プ を取 り出 し,SalineGで 洗 浄 した 後,メ タ ノー

ル固 定 してGiemsa染 色 を行 い光 学 顕微 鏡 で観 察 し

た。

H.成 績

1.S-1006の 試験 管内 抗菌 力

S-1006の 試験 管内抗 菌力 を22菌 種18～51臨 床分

離株 に対 しCFTM,CTM,CFIXお よびCCLの それ

と比 較検討 した(Table1)。
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S-1006 0) S. aureus  49株 に対 す るMIC口 は3,13

μg/ml,MICgoが100μg/mlで,CFTM,CFIXお

よびCCLよ りは るか に優 れて お り,CTMと 同 程度

であ ったが 若干耐性 株 が多か った。MRSA48株 に対

す るS-1006のMIC80は>100μg/mlで 比 較薬 剤 と

同様 ほ とん ど抗 菌力 を示 さな か った。CNS48株 に対

す るS-1006のMIC8。 は12.5μg/mlでCFTMお

よ びCFIXよ り も3管 よ か った がCTMよ り劣 っ

た 。 S. pyogenes 50 株 に対す るS-1006の 抗 菌 力 は

強 く,そ のMIC80は く0.Ol3μg/mlでCTM,CFIX

お よ びCCLよ り 優 れ,CFTMと 同 等 で あ っ た。

S. pneumoniae 22 株 に対す るS-1006のMIC80は

<0 -013μg/mlで 比 較 薬 剤 中最 も優 れ た 抗 菌 力て

あ っ た。 E. faecalis および E. faecium に対する

S-1006の 抗 菌 力は他 の経 ロセ ブ ェム剤 と同様 に ほ と

んど抗菌力 を示 さなか った。

R(bla)plasmidを 保有 す るEcoZiCS251亜

株 に 対す るS-1006のMIC80は,0.78μg/mlで

CCLよ り優れて いたが,CFTM,CTMお よびCFIX

よ り1管 劣 った 。 K. pneumoniae 50株 に対 す るS-

1006のMIC80は3.13μg/mlで,CCI.よ り 優 れ

CFTMの そ れ と同 程 度 で あ っ た が,CFIXに は及 ば

な か っ た。Pmirabilis 48株 に 対 す るMIC,。 は

CFIXが 最 も優 れ,S-1006は0.39μg/mlでCCLよ

り2管 よ か っ た。 P. uulgaris  35株 に対 す るS-1006

のMIC8。 は0.39μg/m1で,CFTMと 同程 度 で あ

りCTMお よ びCCL、 よ り は る か に優 れ て い た。

M. morganii  48株 に 対 す るS-1006のMICg。 は

6-25μg/mlで 比較 薬剤 中最 もよか った。 P. rettgeri

27株 に 対 す るS-1006のMIC8。 は,3.13μg/mlで

CFTM,CTMお よ びCCLよ り は る か に 優 れ,CFIX

と同程度 であ った。 C. freundii  50株 に対す るS-1006

のMIC80は12 .5μg/mlで,比 較 薬 剤 中 最 も よ か っ

たが耐性株がみられた。E. cloaca および P. aeru-

gcnosa に 対 す るS-1006のMIC80は と も に100

μg/mlで 他 の比 較薬 剤 同 様抗 菌 力 はみ られ な か っ

た 。 P. cepacia  33株 に 対す るS-1006のMIC80は

6.25μg/mlでCFIXに 次 い で よ く,CTMお よ び

CCLよ り も優 れ て い た。 X. maltophilia および

A. calcoaceticus に 対 す るS-1006のMIC8。 は と も

に100μg/mlで,比 較 薬 剤 と同様 抗 菌力 はみ られな

か った。ABPC耐 性H. influenzae 18株 に対 す る

S-1006のMIC80は0.05μg/mlと 強 く,CFTMお

よびCFIXと 同等,CTMお よびCCLよ り優 れ た抗

菌力で あ った。

嫌気生菌 B. fragilia  38株 に 対 す るS-1006の

MIC8。 は 比較 薬 剤 中般 もよ か っ たが,50μg/mlと

弱か った。

2. S-1006の ペニ シ リン結 合蛋 白 に対す る親和性

S-1006とCFTMのS,aureu8209Pの 主 要PBP8

に対す る結合 親和性 を比 較す る とFig-1-aの とお り

S-1006はPBP1-2,3に 対 しいず れ もCFTMよ

り強 い親和 性 を示 した。特 にPBP2対 す る親 和性 が

強 くそ のID5。 は,0.1μg/mlで あ っ た。 S. pneu-

moniae 13n のPBP8に 対 して もS-1006は,PBP

1,2,3お よ び5に 対 し強 い親 和性 を示 しそのID口

値 はCFTMの お よ そ1/2濃 度 で あ った(Fig.1

b)。EcoZiNIHJJC-2のPBPsに 対 す る結合 親

和 性 はPBP3に 強 く-次 いで1Aに 強 い親和性 が み

られ た。 そ のID50値 はそ れ ぞれ<0.1お よび0.23

μg/mlで あ り,CFTMよ り も1Aに 対す る親和 性

が 強 か った(Fig-1-c)。 P. uulgaris 33 のPBPsに

対 す る結合親 和性 は,PBPlAと3に 強 くそのID5。

値 は と もに く0.1μg/mlで 特 にCFTMに 比べIA

に強 い親 和性 を示 した(Fig-1-d)。 P. aeruginosa

PAOlのPBPsに 対 す るS-1006の 結 合 親 和 性 は,

Fig,1-eの ご と く1A,3α に 強 くCFTMと 同 程 度

で あ っ た。

3.各 種 β-lactamaseに 対 す るS-1006の 安 定 性

PCase型 β-lactamaseす な わ ちRICHMOND

分 類Ib,III (TEM), IVbお よ びV型 酵 素 に 対 し

Fig-2-aの と お りS-1006は,III(TEM)お よ びIV

b型 に わ ず か に 水 解 さ れ た がHbお よ びV型 に は 全

く水 解 さ れ な か っ た 。CEPaSe型 β-lactamaseす

a) S. aureus 209 P.
S-1006 Cefteram

Fig.1-1. Affinity for PBPs
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b) S. pneumoniae 13n

d) P. vulgaris 33

c) E. coil NIHJ JC-2

e) P. aeruginosa PAO1

Fig. 1-2. Affinity for PBPs

なわ ちIaお よびIc型 酵素 に対 しCCLはCERよ り

高 い相 対Vmaxを 示 したが,S-1006はIc型 酵 素 に

のみ 水解 され.そ のCERに 対 す る相 対水 解率 は12

%で あ った(Fig,2-b)。

4.S-1006と 血 清補体 との協 力的殺菌作 用

EcoZ`NIHJJC-2の 増殖 に影 響 を与 えな い最高

の補 体量(0.5units/ml)と ヒ ト血清 に5時 間後の生

菌数 が接種 菌数 と変 わ らな いS-1006(0.3μg/ml)

を共 存 させ る と,Fig.3の とお り薬 剤 単 独 よ りそ の

生 菌数 は,3時 間後 で約1/100に,5時 間後 に は約

1/1000に 減 少 した。 しか し24時 間後 に は再増 殖によ

り薬剤添加 群 と変 わ らな か った。

マ ウス培養MΦ に感 染 させ,5時 間後 に はFig.4-

aの ご と く食 菌 さ れ た菌 細 胞 はMΦ 内 で 増 殖 し,

MΦ を破 壊 して遊 出 す る像 が見 られ た。 これ に対 し

1MIC(0.39μg/ml)のS-1006が 共 存す るとFig.

4-bの とお りフ ィラ メ ン ト化 した菌体 はよ く食 菌消

化 さ れ,大 き な 食空 胞 が 認 め られ た。S-1006,1/2

MlC存 在下 で もFig.4-cの ご と くフ ィラ メ ン ト化 し

た細胞 を よ く食菌 消化 して い た。1/4MICのS-1006
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a)

Penicillinasc-type

b) Cepharoeporinage-type

Fig. 2, Stability to β-1actamases

Fig. 3. Synergy of bactericidal effect with

serum complement

存在下 ではMΦ の殺 菌 力 よ り もE. coZiの 増殖 力 の

方 がや や優 勢 に な り(Fig.4-d),1/8お よ び1/16

MICのS-1006存 在 下 で は,MΦ に食 菌 され た菌 細

胞の細胞内増 殖 によ りMΦ,が 破壊 された(Fig.4-e,

4-f)。

III.考 察

S-1006の グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る抗 菌 特 性 は,

S.aureusお よ びCNSに 対 す る抗 菌 力がCFTM,

CFIXお よびCCLよ りか な り強 くCTMと 同程 度 で

あ る が, S. pyogenes お よ ひ S. pneumoniae に は,
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Fig. 4. Synergy of bactericidal effect with

mouse culture macrophages

CFTMと と もに他 の経 口セ フ ェム剤 よ り優れ,最 も

強 い抗 菌力 であ る。 グラム陰性 菌に対 して もお しなべ

て良 好 で,CCLお よびCTMよ り優 れ,CFIXに は

及 ばな い もの の,CFTMと は同等 で あ る。ABPC耐

性H. influenzae に対 す るS-1006のMICは 全 株

0.05μg/mlで 抑 え,CFTMと と もに最 も優 れた 抗

菌 力で あ る。S-1006を 含 めす べて の経 口 セ フ ェム剤

はMRSA, E. faecalis, E. faecium, P.aeruginosa

およびX.  maltophilia に は抗 菌力 を見 いだせ ない。

本剤がグラム陽性菌にも陰性菌にも平均して強い抗

菌力を示すのは,作 用点であるPBPsと の結合親和

性 が高 いた めで ある と考え られ る。特 に S. aureas

にお いて は,必 須 と考 え られて い るPBP2に 対す る

結 合親和 性が 高い点 が挙 げ られ る。 また グラ ム陰性菌

ではPBPlAと3に 対 して高 い親 和性 を持 っ のが本

剤 の特徴 で ある。

S-1006はIc型 酵 素 を除 く他の β-lactamaseに 安

定で あ る。Ic型 酵素 に多 少 水解 され る に もかか わ ら

ず, P.vulgaris に対 し強 い抗 菌力 を示す の は,そ の

臨床分 離株 の多 くは β-lactamase産 生量 が低 いこ と

と本 剤 がPBPsに 高 い親 和性 を持 っ た め と考 え られ

る。Ia型 β-lactamaseを 産 生す るE.cloacaeに 対

し抗菌 力が弱 いの は,酵 素に よ り加水分 解 され るの で

はな く,ト ラ ッ ピングによ るため と推察 され る。

S11006は 血 清補 体 との協 力作用 が強 いので,そ の

体内動態が良ければ優れた新経ロセフェム剤となろう。
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S-1006, the active form of S-1108: its in vitro antibacterial activity
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S-1108 is an oral cephem antibiotic of the estertype. The MIC80 values of S-1006 the active

form of S-1108, were 3. 13,> 100, 12.5,< 0. 013,< 0. 013,> 100,> 100, 0. 78, 3. 13, 0. 39, 0. 39,
6. 25, 100, 100, 0. 05 and 50 it/ g/ml against Staphylococcus aureus, methicillin-resistant
S. aureus, coagulase-negative staphylococci, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneu-

moniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli CS 2 carrying
various R (bla) plasmids, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus uulgaris,
Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Serratia marcescens,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas

maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus, ampicillin-resistant Haemophilus influenzae and
Bacteroides fragilis, respectively.

S-1006 manifested stronger binding affinity than did cefteram to PBPs of S. aureus,

S. pneumoniae and P.uulgaris.
S-1006 was stable to various types of-lactamases, except for the I c type of

cephalosporinase.
S-1006 manifested marked synergy of its bactericidal effect with serum complemen t.

Living cells of E. coli NIHJ JC- 2 were well engulfed and digested by mouse- cultured
macrophages with more than 1/2 the MIC of S-1006.


