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新経 口カルバセ フェム剤loracarbefに 関す る細菌学 的研究

山下錦也 ・辻 明良 ・五島瑳智子

東邦大学医学部微生物学教室*

Loracarbef(LCBF)は 新 し く開 発 さ れ た 経 口 用 の カ ル バ セ フ ェ ム 剤 で そ の 側 鎖 はcefaclor

(CCL)に 類 似 して い る 。 本 報 告 はLCBFのin vitroお よ びin vivo抗 菌 力 をCCL,cefprozil

(CFPZ),cefixime(CFIX)と 比 較 検 討 した 成 績 で あ る 。 そ の 主 な結 果 は 下 記 の 通 りで あ る 。

LCBFは グ ラ ム 陽 性 菌 お よ び グ ラ ム 陰 性 菌 に対 し広 域 の 抗 菌 スペ ク トル を示 し,臨 床 分

離 グ ラ ム 陽 性 菌 に対 す る 抗 菌 力 はCCLと 同等,CFIXよ り優 れ て い た 。 腸 内 細 菌 科 の 菌 種

に対 して はCFIXよ り劣 る が,CCLと 同 等 で あ った 。Neisseria gonorrhoeaeに 対 して はCCL,

CFPZよ り優 れ た 抗 菌 力 を 示 し た 。LCBFのStaphylococcus aureus,Escherichia coliに 対 す る

殺 菌 作 用 はCCL,CFPZに 比 べ,同 等 か や や 弱 か っ た 。 また β-lactamaseに 対 す る 安 定 性 は

CCLよ り安 定 で,本 剤 の ひ とつ の 特 性 と考 え られ た 。

マ ウ ス 実 験 感 染 モ デ ル に対 す るLCBFの 治 療 効 果 は,S.aureus Smith全 身 感 染 モ デ ル で

はCFIXよ り優 れ て い た が,CCL,CFPZよ り劣 っ て い た 。E.coli C-11,Klebsiella pneumo-

niae 3 K-25感 染 に 対 して はCFIX,CCLに 比 べ 劣 る もの の,CFPZと 同等 か や や 優 れ て い た 。

また,Streptococcus pneumoniae TMS 3を 感 染 菌 と し た 呼 吸 器 感 染,E.coli KU-3で の 上 行 性

尿 路 感 染 で はCCLと ほ ぼ 同 等 の 治療 効 果 を 示 した 。LCBFの マ ウ ス 血 中 濃 度,臓 器 内 濃 度

分 布 はCFPZと 同等 でCCLよ り良 好 な体 内 動 態 を示 した 。
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Loracarbef(LCBF)1)は 新 し く開 発 され た 経 口 用 の カ

ル バ セ フ ェ ム剤 で,そ の側 鎖 はcefaclor(CCL)2)に 類 似

して い る 。 わ れ わ れ はLCBFのin vitroお よ びin vivo抗

菌 作 用 をCCL,cefprozil(CFPZ)3),cefixime(CFIX)4)と

比 較 した の で,そ の 結 果 を報 告 す る 。

I. 実 験 材 料

1.使 用 菌 株

教 室 保 存 の 標 準 株 お よ び 臨 床 材 料 か ら分 離 さ れ た グ

ラ ム 陽性 菌 お よ び 陰性 菌 を使 用 した 。

2.使 用 薬 剤

LCBF(944 μg/mg,協 和 醗 酵),CCL(956 μg/mg,

塩 野 義 製 薬),CFPZ(875 μg/mg,ブ リ ス トル ・マ イ

ヤ ー ズ 研 究 所),CFIX(867 μg/mg,藤 沢 薬 品)を 使 用

した 。

3.感 受 性 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 の 微 量 液 体 希 釈 法5)を 用 い

てMIC(Minimal Inhibitory Concentration最 小 発 育 阻

止 濃 度)を 測 定 し た 。 す な わ ち,感 受 性 測 定 用 培 地 に

はCa2+50 mg/lとMg2+25 mg/lを 無 菌 的 に 添 加 し た

Mueller-Hinton broth(MHB,Difco)を 使 用 し た 。Stre-

ptococcus pneumoniae,Streptococcus pyogenesお よ びStre-

ptococcus agalactiaeに 対 し て は3%馬 溶 血 液 を,

HaemoPhilus influenzaeで はFildes enrichment(Difco)を

上 記 培 地 に5%添 加 した 。 嫌 気 性 菌 に つ い て はGAMブ

イ ヨ ン(日 水)を 用 い た 。

接 種 菌 液 の 調 製 は純 培 養 した 寒 天 平 板 上 の 被 検 菌 を

釣 菌 し て,滅 菌 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 こ れ を

McFarland#0.5(約108CFU/ml)に 調 製 し,さ ら に 滅

菌 生 理 食 塩 水 で10倍 希 釈 した も の を接 種 菌 液 と し,

マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー トの 各 ウ ェ ル に1 .5 μlず つ 接

種 した(最 終 接 種 菌 量104CFU/well)。

菌 を接 種 し た プ レ ー トは37℃16～18時 間 培 養 し,

well内 の 菌 の 発 育 の 有 無 を判 定 した 。

Bordetella pertussisな ら び にNeisseria gonorrhoeaeに つ

い て は 寒 天 平 板 希 釈 法(日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法)6)を

用 い た 。B.pertussisに は,5%脱 線 維 馬 血 液 添 加 の

Bordet-Gengou medium(Difco)を,Neisseria gonor-

rhoeaeの 場 合 に は,GC medium base(Difco)にsupple-

ment(cocarboxylase 0.001 g,glucose 20 g,glutamine

0.5 gを 蒸 留 水 に 溶 解 して100 mlと す る)の2%を 加 え ,

ロ ー ソ ク培 養 に て 測 定 した 。

*
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4.殺 菌 作用の検討

Staphylococcus aureus Smith,Escherichia coli C-11,

Klebsiella pneumoniae 3K-25をMHBに て37℃ で培養 し,

生 菌 数が約106CFU/mlの 対 数増 殖期 に,各 薬剤 の

1/2,1,2MICを 添 加 し,薬 剤添加後1,2,4,6,

24時 間 目に生菌数 を測定 した。

5.β-lactamaseに 対す る安定性

1)酵 素液の調製

Fig.4に 示 した菌株 をそれぞれHeart Infusion broth

(HIB,Difco)150m1に37℃,18時 間 培養 した菌 液 を

遠心 して集菌 したあと,少 量 の0.05Mリ ン酸緩衝 液

(pH7.0)に 浮遊 し,超 音波 にて菌体 を破砕 した。 この

破壊菌液 を10,000rpm,30分 遠 心 し,上 清 を もとの

量になるように新 しいHIBに て希釈 し,粗 酵素液 とし

た。

2)酵 素活性 の測定(bioassay法)

上 記酵素 液に試験薬剤 を50μg/mlに な るよ うに加

え,37℃ で2時 間反応後100℃1分 間熱処 理 して酵素

を不 活 化 し,LCBF,CCL,CFPZ,cephaloridine,

ampicillinで はBacillus subtilis ATCC6633を,CFIX,

cefuroxime,latamoxefで はE.coli TMS7437を 検 定菌

とする薄層ディスク法にて残存活性 をもとめた。

6.マ ウス実験感染に対する治療効果

1)全 身感染モデル

マウスはICR系,雄,体 重19±1g,4週 齢(日 本チ

ャールズリバ ー)を 用い,S.aureus Smith,S.pneumo-

niae TMS3,E.coli C-11,K.pneumoniae 3K-25を 感 染

菌 としS.pneumoniae TMS3以 外 は最終濃度 が5%と な

るようにmucin(Difco)を 添加 して,腹 腔内に接種 し,

1時 間後に各薬剤を経 口投与 した。感染後7日 間生死

を観 察 し,生 残率か らVan der Waerden methodに よ

りED50を 算 出した。

2)局 所感染モデル

(1)上 行性尿路感染

感染前20時 間給水 を止めたICR系 雌 マウス(4週 齢,

体 重19±1g,1群6匹)をpentobarbital(Nembutal)麻 酔

し,腹 部を強 く圧迫 し排尿 させ,下 腹部 をエタノール

消 毒 後,E.coli KU-3の 調 製 菌 液0.05ml(9.5×

10℃FU/mouse)を 専 用接種針 を用いて経尿 道的に膀

胱内に接種 した。外尿道口を小型クリップで直ちに閉

塞 し,1時 間後に解除 し,同 時に給水 した。薬剤は菌

接種翌 日よ り1日2回,3日 間経 口投与 した。治療効果

は無治療群 と治療群の腎内生菌数で判定 した。生菌数

の測定は,薬 剤の最終投与翌 日に両腎を摘出 し,滅 菌

生理食塩水 を5倍 希釈 となる量 を加 え,ホ モジナイズ

し,こ れ を原液 と して10倍 連続希釈 し,そ れぞれの

0.1mlを ドリガルスキー改 良培地(BTB培 地,栄 研)に

コンラージ棒で塗抹 し,37℃,18時 間培養 し,生 菌

数を測定 した。

(2)呼 吸器感染

ICR系 雄 マ ウス(4週 齢,体 重19±1g,1群6匹)に

cyclophosphamide(Sigma)250mg/kgを 感 染4日 前 に腹

腔 内投与 した ものを,エ ーテル麻酔 し,調 製菌液20

μl(S.pneumoniae TMS3:4.6×107CFU/mouse)を 経 鼻

感染 させた。薬剤は感染6時 間後に1回,翌 日より1日

1回,3日 間,計4回 経 口投与 した。菌接種1/4,1,

2,3,5日 目に肺 を摘 出 し,滅 菌生理 食塩 水で希釈

し,5%馬 脱 線 維 血 液 添 加Heart Infusion medium

(HIM,Difco)平 板 で,生 菌数 を測定 した。

7.マ ウス血中濃度お よび臓器内分布

感染実験 に用いた同条件 のマ ウス を1群5匹 とし,

0.5%CMC・Na(sodium carboxymethyl cellulose)に 懸 濁

し たLCBF,CCL,CFPZ,CFIXを1mg/mouse,

0.5mg/mouse経 口投 与 した。15分,30分,1時 間,2

時 間,3時 間,4時 間 後 に採 血 した血 液 の一 定 量

(0.6ml)を それぞれプール し,遠 心分離 した後の血清

中の薬剤濃度 を,ま た,同 時に取 り出 した肺および腎

について は,2倍 量の0.1Mリ ン酸緩衝 液(pH7.0)を 加

えホモジナイズ し,遠 心分離後の上清中の濃度を測定

した。

LCBFはMicrococcus luteus PCI 1001を,CCL,CFPZ

はB.subtilis 6633を,CFIXはE.coli TMS 7437を 検定

菌 と し,培 地 にはAntibiotic mediuml(Difco)を 用 い

て,薄 層デ ィスク法にて測定 した。

II.実 験 成 績

1.抗 菌 スペ ク トル

教室保存の各種グラム陽性 およびグラム陰性の標準

菌株に対す るLCBFの 抗 菌スペ ク トルをTable1,2に

示 した。

LCBFは グ ラム陽性 菌ならびに陰性菌 に対 し広範な

抗菌スペク トルを示 したが,緑 膿菌,セ ラチア,エ ン

テロバ クターなどに対 しては抗菌力は弱かった。この

ようなLCBFの 抗 菌力は対照 として用いたCCL,CFPZ

とほ ぼ同等であ った。 また,嫌 気性菌についてはClo-

stridium属 に は抗菌力を示す株が認められたが,Bacte-

roides属 な どには抗菌力が弱 く,ほ ぼCCL,CFPZと 同

等であった。

2.各 種臨床分離株に対する抗菌力

各種臨床分離株に対す るLCBFな らびに対照薬 剤の

抗菌力をTable3に 示 した。

グラム陽性菌 に対す るLCBFのMIC50お よびMICgoは

CCLと ほ ぼ 同等 で,CFPZと 比 べ る とStaphylococcus
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Table 1. Antibacterial spectrum of loracarbef  and other agents

Table 2. Antibacterial spectrum of loracarbef and other agents against anaerobic bacteria
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Table 3-1. Antibacterial activity of loracarbef and other agents against clinical isolates

Method:broth microdilution method
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Table 3-2. Antibacterial activity of loracarbef and other agents  against clinical isolates

Method:broth microdilution method

NPPNG:non penicillinase-producing N.gonorrhoeae
PPNG:penicillinase-producing N.gonorrhoeae
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epidermidis,S.pneumoniaeで 劣 る傾 向 が み ら れ た 。 ま

た,メ チ シ リ ン耐 性 ブ ドウ球 菌(MRSA)やEnterococcus

faecalis,Enterococcus faeciumに 対 して は 他 剤 と 同 様 抗

菌 力 は弱 か っ た 。

グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る 効 果 は 且coli,K.pneu-

moniae,Proteus mimbilis,Salmonella spp.,Shigella

spp.に 対 して 強 い 抗 菌 力 を 示 し,そ のMIC50お よ び

MIC90は0.5～1 μg/mlお よ び0.5～2 μg/mlで,CCLよ り

わ ず か に優 れ て い た 。

ブ ドウ糖 非 発 酵 菌 に 対 す るLCBFの 抗 菌 力 は 他 剤 同

様,弱 か っ た 。 ま たN.gonorrhoeaeに 対 して は ペ ニ シ リ

ナ ー ゼ 産 生 株,非 産 生 株 を 問 わ ず 優 れ た 抗 菌 力 を 示

し,CCL,CFPZと 同 程 度 で あ っ た 。

3.殺 菌 作 用

S.aureus Smith,E.coli C-11,K.pneumoniae 3K-25

に 対 す るLCBFの 殺 菌 作 用 を 検 討 した 成 績 をFig.1～3

に示 し た 。

S.aureus Smithに 対 し て い ず れ の 薬 剤 もMIC濃 度 添

加 で 殺 菌 的 な作 用 を 示 した 。LCBFはCFPZと 同様 の 殺

菌 作 用 を示 し,CCLと 比 較 す る と6時 間 値 で は 劣 る も

の の,24時 間値 で は 逆 に 優 れ て い た 。

loracarbef cefaclor

cefprozil cefixime

Fig.1. Bactericidal activity of loracarbef and other agents

against Staphylococcus aureus Smith.

loracarbef cefaclor

cefprozil cefixime

Fig.2. Bactericidal activity of loracarbef and other agents

against Escherichia coil C-11.

loracarbef cefaclor

cefprozil cefixime

Fig.3. Bactericidal activity of loracarbef and other agents
against Klebsiella pneumoniae 3K-25.
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E.coli C-11で は いずれの薬剤 も2 MIC添 加 で著明な

殺菌作用がみ られるものの,24時 間 後で再増殖 が認

め られた。

K.pneunoniae 3K-25に 対 するLCBFの 殺 菌力は他剤

と比べ弱いが,2 MIC添 加 で他剤 は再増殖が認められ

るものの,LCBFは 認 められなかった。

4.β-lactamaseに 対する安定性

結果 をFig.4に 示 した。Richmond type I型 に分類

され るcephalosporinase(CEPase)に 対 して はLCBFは

CCL,CFPZと 同様 に分解 を受けるが, 一部の酵素に

ついては比較的安定であった。Richmond type  II～V

型 に 分 類 さ れ るpenicillinase(PCase)に 対 して, LCBF

はCFPZと 同様比較的安定で, CCLと 比 べる と優 れて

い た 。

5.マ ウス実験感染症に対する治療効果

1)全 身感染モデル

全身感染モデルにおけるLCBFの 治療効果 をTable 4

に示 した。

Drug concentration:50 μg/ml

Incubation:37℃ 2h

Residual activites(%)

Fig.4. Stability of loracarbef against β-lactamase.
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S.aureus Smithお よ びS.pneumoniae TMS 3に 対 す る

LCBFの 治 療 効 果 は 同 等 のMIC値 を 示 すCCLお よ び

CFPZと 比 べED50値 は 大 きか っ た 。

E.coli C-11に 対 す る効 果 は,CCLと 比 べ る と弱 い も

の の,CFPZと ほ ぼ 同 等 の 効 果 を示 した 。

K.pneumoniae 3K-25に 対 す るLCBFの 治 療 効 果 は

CFIXと 比 べ 劣 る も の の,CCL,CFPZと も 同等 の 効 果

を示 した。

2)局 所感染モデル

(1)マ ウス実験的上行性尿路感染症に対す る治療

効果

E.coli Ku-3を 用 いた尿路感染モデルでのLCBFの 治

療効果 を対照薬剤 と比較検討 した結果 をFig.5に 示 し

た。縦軸は各マウスの腎内の菌数の対数を,横 軸は投

Table 4. Therapeutic effect of loracarbef and other agents against systemic infection in mice

Mouse:ICR 4 W,male,19±1 g,6 animals/group  Therapy:p.o.1 h after infection *with 5% mucin

Mice:ICR,4 W,male,19±1 g,N=6

Challenge dose:9.5×104CFU/0.05ml/mouse

Therapy:p.o.twice a day for 3 days,each at 4.0,1.0 and 0.25 mg/mouse

Fig.5. Therapeutic effect of loracarbef and other agents against experimental urinary tract infection with

Escherichia coli KU-3 in mice.
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与 した薬剤の1日 当 りの投与量を示 した。

LCBFの 治 療効果は,CCL,CFPZと ほぼ同等の効果

を示 したが,CFIXと 比べ劣っていた。

(2)マ ウス実験的呼吸器感染症に対する治療効果

S.pmumoniae TMS3を 感染菌 と したLCBFの 治療効

果 をCCL,CFIXと 比 較 した成績 をFig.6に 示 した。

LCBFは 薬剤無投与群 と比較 して明 らかに肺内菌数 を

減少 させ,CCLと 同等の治療効果 を示 した。 しか し,

CFIXと 比 べ,そ の効果は劣っていた。

6.マ ウス血中および臓器内濃度

1)血 中濃度

LCBFの1 mg/mouseお よ び0.5 mg/mouse経 口投与後

の血清中濃度はピークは15分 で36.9 μg/mlお よび19.2

μg/mlで あ った(Fig.7)。 試 験各薬剤の血中濃度パ ラ

メータをTable 5に 示 したが,LCBFはCFPZと 同 等の

数値 を示 し,CCLと 比較すると,最 高血中濃度,AUC

共 に高い値を示 した。

2)肺 内濃度

LCBFの 肺 内濃度の ピー クは 1 mg/mouse 投 与 で7.3

μg/ml(15 min), 0.5 mg/mouse 投 与 で 3.1 μg/ml

(30 min)で,CFPZと ほぼ同等か若干低い も の の,

CCL,CFIXよ りも高い数値 を示 した(Fig.8)。

3)腎 内濃度

LCBFの 腎 内濃度の ピーク は1 mg/mouse投 与 で55.5

μg/ml(15 min),0.5 mg/mouse 投 与 で32.7 μg/ml

(15 min)を 示 し,CFIXと 比 べ る と 高 い が,CCL,

CFPZと の比 較では,ほ とん ど同等の数値 を示 した

(Fig.9)。

III. 考 察

新経ロカルバセフェム系であるLCBFにin vitro抗菌

活性 はほぼCCLと 同 等であるが,臨 床分離E.coli,K.

pneumoniae,Shigella spp.,お よ びN.gonorrhoeaeで 優

Mice:ICR,4W,male,19±1 g,N=6

Neutropenic mice:cyclophospamide 250 mg/kg i.p.,4 days before challenge

Chanenge:transnasal inoculation(4.6×107CFU/20 μl/mouse)

Therapy:p.o.,once a day for 4 days,each 1.0 mg/mouse

Fig.6. Therapeutic effect of loracarbef and other agents against experimental respiratory tract infection

with Streptococcus pneumoniae TMS 3 in neutropenic mice.
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loracarbef cefprozil

cefaclor cefixime

Mice:ICR,4W,male,19±1 g,5 animals/group pool

Fig.7. Serum levels of loracarbef and other agents in mice.

Table 5. Serum levels of loracarbef and other agents in mice

* NC:not calcubted:
**

0～4h
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れ て お り,と くにN.gonorrhoeaeに お い て 著 明 で あ っ

た 。 また,メ チ シ リ ン耐 性 のS.aureus(MRSA)に 対 し

て は,対 照 薬 剤 と 同様,抗 菌 活 性 は 弱 か っ た 。

S.aureus,E.coli,K.pneumoniaeに 対 す るLCBFの 殺

菌 効 果 はMIC濃 度 以 上 の 添 加 で 殺 菌 的 に作 用 した が,

そ の 作 用 は 他 剤 よ り も若 干 劣 る と考 え られ た 。

β-lactamaseに 対 す るLCBFの 安 定 性 はPCaseに 安 定

で,一 部 のCEPaseに も 安 定 で あ り, CCLよ り安定で

ある傾向が認められた。これはLCBFの 特 徴の一つ と

考えられる。

マウス全身感染モデルにおけるLCBFの 治療効果 は,

他剤に比べて同等か弱い効果を示 し, 特 にS.pneumo-

niae TMS 3に お ける効果ではCCLよ り10倍 低 い値 とな

った。 しか し,呼 吸器感染お よび, 尿路感染等の局所

loracarbef cefprozil

cefaclor cefixime

Mice:ICR,4W,male,19±1 g,5animals/group pool

Fig.8. Lung levels of loracarbef and other agents in mice.
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感 染にお いて はCFIXに は 及 ばな い ものの,CCL,

CFPZに 匹敵する治療効果 を示 した。感染モデルと し

ては全身感染系 よりも局所感染系の方が,よ り臨床に

近いと考えられるので,LCBFの 感 染治療効果はCCL,

CFPZと 同程度と考 えられた。

LCBFは カルバセ ブよム という新 しい基本骨格 を有

してお り,β-lactamaseに 安 定 という特徴は,こ の構

造のユニーク性に起因する と考えられる。 また,臨 床

分離株に対するin vitro効果 にもその特徴が認められ,

臨床上の有用性が考えられた。
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In vitro and in vivo antibacterial activity of loracarbef,a new oral carbacephem

Kinya Yamashita,Akiyoshi Tsuji and Sachiko Goto
Department of Microbiology,

Toho University School of Medicine

5-21-16,Omori-Nishi,Ota-ku,Tokyo 143,Japan

The antibacterial activity of loracarbef(LCBF),a new oral carbacephem,was compared with

that of cefaclor(CCL),cefixim(CFIX)and cefprozil(CFPZ)in vitro and in vivo.

LCBF had a broad antibacterial spectrum similar to that of CCL against gram-positive and gram-

negative bacteria.It was comparable to that of CCL and more active than that of CFIX against

gram-positive cocci of clinical isolates.LCBF was comparable to CCL against Enterobacteriaceae,

and was more active than CCL and CFPZ against Neisseria gonorrhoeae.Time-kill curve study

demonstrated bactericidal activity of LCBF against Staphylococcus aureus,Escherichia coli and

Klebsiella pneumoniae.LCBF was more stable to ƒÀ-lactamase than CCL by penicillinase-type

enzyme.However,LCBF was inactivated by cephalosporinase-type enzyme,similarly to CCL.The

protective effect of LCBF against systemic infection in mice was similar to that of CFPZ against E.
coli and K.pneumoniae,but was less than that of CCL and CFPZ against S.aureus and S.pneumoniae.

In respiratory tract infection with S.pneumoniae and urinary tract infection with E.coli,LCBF and

CCL showed almost equal therapeutic efficacy.The pharmacokinetics of LCBF after an oral

administration of 1 mg/mouse and 0.5 mg/mouse were superior to CCL.


