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FKO37の 試 験 管 内 抗 菌 力 は,methicillin-sensitive Staphylococcus aureus (MSSA),軽 度 耐

性methicillin-resistant S. aureus (MRSA),高 度 耐 性MRSA, coagulase-negative sta-

phylococci, Streptococcus Pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli CS2 (R +), 
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia rettgeri, Morganella 

morganii, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii, Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter calcoaceticus,

ampicillin-resistant Haemophilus influenzae, お よ びBacteroides fragilisの18～64臨 床 分 離

株 に 対 す るMIC80と して,そ れ ぞ れ0.78, 25, 25, 12.5, ≦0.013, 0.025, 0.05, 0.39, 0.05,

0.2, 6.25, 0.1, 1.56, 12.5, 3.13, 25, 25,>100, 25, 0.1お よび>100μg/mlで あ っ た 。FKO37

はMSSAに 対 してcefpirome(CPR)やflomoxef(FMOX)と ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 で あ っ た が,

MRSAに 対 し て はCPRやFMOXの2～8倍 強 い抗 菌 力 を 示 し た 。FKO37はS.aureus 209P

の ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(PBPs)1, 2, 3に 対 してCPRと 同 等 の 結 合 親 和 性 を 示 した が,軽

度 耐 性MRSAKL2お よ び 高 度 耐 性MRSA108-1のPBP2'に 対 し て は,CPRよ り もか な り強

い 結 合 親 和 性 を 示 した 。E.co/i NIHJ JC2お よ びP.aeruginosa PAO1の 各PBPs画 分 に対 す

る 結 合 親 和 性 は,CPRの そ れ と ほ ぼ 同 等 だ っ た 。FKO37は,E. coliに 対 し低 濃 度 で 補 体 との 協

力 的 殺 菌 作 用 を 示 した 。 ま たFKO37と マ ウ ス 培 養 マ ク ロ フ ァ ー ジ との 協 力 的 食 菌 殺 菌 作 用 は,

1/4MIC以 上 の 本 剤 存 在 下 で 明 ら か に認 め られ た 。

Keywords: FKO37, PBPs,マ ウ ス 培 養 マ ク ロ フ ァー ジ

FKO37は 藤 沢薬品工業株式会社で開発 された注射用セ

ファロスポリン剤である。本剤はブドウ球菌を含むグラム

陽性菌から緑膿菌を含むグラム陰性菌まで幅広い抗菌スペ

クトルを有し,メ チシリン耐性ブドウ球菌に既存のセフェ

ム剤より強い抗菌力を示すと言われている1～4)。本研究で

は,FKO37の 基礎的検討として,試 験管内抗菌力,作 用点,

ペニシリン結合蛋白(PBPs)へ の結合親和性,血 清補体 ま

たはマウス培養マクロファージとの協力作用について検討

した。

I 材料および方法

1. 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 中 央 検 査 室 か ら分 与 さ れ たmethicillin-

sensitive Staphyloco∝us aureuts (MSSA) 19株,

methicillin-resistant S. aureus (MRSA) 111株,

coagulase-negative staphylococci (CNS) 44Š”, 

Streptococcus pyogenes 50Š”, Streptococcus pneu-

moniae 24Š”, Escherichia coli CS2 (R+) 51Š”, 

Klebsiella pneumoniae 50Š”, Proteus mirabilis 48Š”, 

Proteus vulgaris 54Š”, Providencia rettgeri 51Š”, 

Morganella morganii 50Š”, Serratia marcescens 50

株, Enterobacter cloacae 50株,Citrobacter freundii

50株,Pseudomonas aeruginosa 50株,Psez{domonas

cePacia 33株,Xanthomonas maltoPhilia 48株,

Acinetobacter calcoaceticus 49株,ampicillin (ABPC)-

resistant HaemoPhilus influenzae 18株,お よ び

Bacteroides fragilis 38株 を 用 い た 。R因 子 保 有E. coli

はE. coli CS2に 順 天 堂 大 学 附 属 病 院 中 央 検 査 室 の 臨

床 分 離 株 か ら 得 ら れ たR因 子 を 当 教 室 で 接 合 伝 達 し

た も の で あ る。

* 〒113東 京都文京 区本郷2-1-1
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2. 使 用薬剤

FKO37は 藤 沢薬品工業株 式会 社か ら,cefpirome

(CPR)は 日 本 ル セ ル 株 式 会 社 か ら,flomoxef

(FMOX)は 塩野義製薬株式会社,cefuzonam (CZON)

は 日本 レダ リー株式会社から,ceftazidime (CAZ)は

日本グラクソ株式会社か ら,methicillin (DMPPC)は

萬 有製薬株式会社か ら分与 された原末を使用 した。

3 最小発育阻止濃度(MIC)の 測 定

日本化学療法学会法5)に よる平板希釈法 で測定 し

た。すなわち被検菌 をL-broth中 で一夜振塗培養 し,

グ ラム陽性菌の場合は100倍 に,グ ラム陰性菌の場合

は1,000倍 に希釈 し,こ れ を106CFU/mlの 接 種菌液

とした。ただし,S.pyogenesに はHeart infusion (HI)

brothを 用 い,H. influenzaeに はHI brothにFildes

extract (Oxoid)を5%添 加 した 培 地 を 用 い,B.

fragilisはGAM broth(日 水製薬)中 で前培養 した。

またS. Pneumoniaeの 接 種菌液 はヒツジ脱繊維血液

平板上 に増殖 した集落 をかき取 り,HI brothに 懸濁 し

適当に希釈 して106CFU/mlに な るようにした ものを

用いた。2倍 希釈系列 にした濃度の薬剤を含むMuel-

ler-Hinton agar (Difco)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℃ 一 夜

培養後の菌増殖の有無か らMICを 求 めた。ただ し,

Stroptococcus属 の菌は全て血液寒天を,H. influenzae

はFildes extract加HI agarで 一 夜培養し,B.fragilis

に はGAMagarを 使用 し,ガ スパ ック法(BBL)で37°

C一 夜嫌気培養 した。

4 作 用 点 ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(PBPs)に 対 す る結

合 親 和 性 の 検 討

S.aureus 209P, S.aureus KL2(軽 度 耐 性MRSA),

S.aureus 108-1 (高 度 耐 性MRSA),E. coli NIHJ

JC2, S.marcescens 13, P.aemginosa PAO1を 被 験

菌 と し,Spratt6)の 方 法 に準 じ非 放 射 性 各 薬 剤 と[14C]

penicillin G ([14C]PCG: Amersham 50μCi/μmole/

ml)と の 競 合 結 合 実 験 か ら検 討 した 。 す な わ ち200 ml

のL-broth中 で37℃4時 間 振 盪 培 養 し た 菌 細 胞 を 集

め,BRANSON sonifierで 細 胞 を 破 壊 し た 後,そ の

3,000×g 10分 遠 心 上 清 を100,000×g 30分 超 遠 心 を

行 い 膜 画 分 を 得 た 。 そ れ を10mMMgCl2を 含 む0.05

Mの リ ン 酸 緩 衝 液(pH7.0)に 浮 遊 し,10～15 mg

protein/mlに な る よ う に 調 製 し た 。 こ れ に3μ1の

FKO37ま た はCPR溶 液 を 加 え,最 終 濃 度0.1～ 800

μg/mlに な る よ う に調 製 し,30℃10分 間 反 応 した 。さ

ら に3μlの[14C]PCGを 添 加 し30℃10分 間 反 応 し

た 。Sarkosylで 内膜 を 溶 か し,10,000×g30分 の 遠 心

で 外 膜 等 不 溶 成 分 を除 き,そ の 全 量 をacrylamide平

板電気泳動 にかけた。S.aureusに は分離ゲル として

8% acrylamide-0.06% bis-acrylamide組 成 の もの

を,グ ラム陰 性菌 に は10% acrylamide- 0.06% bis-

acrylamide組 成 のものを使用した。電気泳動終了後,

メ タノールと酢酸で蛋白を固定 しゲルを水洗 した後,

増 感剤 を染 み こませ乾 燥 して レン トゲ ンフィル ム

(KODAK X-Omat)に 密 着 し て,カ セット中 で

-80℃
,20日 間感光 させた。

5 血清補体 との協力的殺菌作用の検討

E.coli NIHJ JC2を 被検菌 とした。4本 の10ml L-

brothに 約5×104CFU/mlに な る ように菌 を接種 し

た。1本 目は対照,2本 目にはそれぞれの菌の発育に

影響を与えない補体の最高量(0.75U/ml) と20% 非

働 化 ヒト血清を,3本 目には5時 間後に接種時の50%

に生菌数を低下 させ る濃度(ID50)のFKO37を, 4本

目には補体,ヒ ト血清およびID50のFKO37を 加 えた。

37℃ で振盪培養 を続 けなが ら1.5, 3, 5, 24時 間後

に培養液の一部 を取 り,適 当に希釈 して平板法で生菌

数 を測定 した。

6. マ ウス培養マクロファージとの協力的食菌殺菌

作用

ICR♂6週 齢 マウスの腹腔 を8mlの5%fetal calf

serum加F12培 地(日 水)で 洗い腹腔マクロファージ

を採取 した。同培地5mlに 浮 遊 し,洗 浄後105cells/

mlの 浮遊液を作った。カバースリップを沈めた24穴

FALCON multi-dishの 各wellに 細 胞浮遊液0.1ml

を接種 し,5%CO2存 在 下で30分 静置後,同 培地 を1

mlず つ加 え,一 夜CO2培 養 した。翌 日培地 を除 き,

20%L-CM (conditioned medium L-929)7)加F12培 地

1m1と 交 換 し,2時 間CO2培 養 を行 って マ ク ロ

ファージを活性化 した。L-broth中 に37℃ 一 夜振盪 培

養 したE.coli NIHJ JC2菌 液 を適 当に希釈 し,マ クロ

ファー ジの50倍 量(5×105 cells/we11)に な るように

接種 した。一部 のwellに はFKO37を1～1/ 16 MIC

に な るように加 えて5時 間培 養を続 けた。カバース

リップを取 り出 し,Saline Gで 洗浄 しメタノール固定

してGiemsa染 色 を行い光顕像を撮影 した。

II. 成 績

1. 試験 管内抗菌力

FKO37の 試験管内抗菌力を,21菌 種 の18～64臨 床

分離株に対 し検討 した(Table1)。

MSSA19株 に 対 す るFKO37のMIC80は 0.78μg/

m1でCPRやFMOXの そ れ と同等 の抗 菌力 を示 し

た。軽度耐性MRSAに 対 しては,FKO37はMIC80が

25μg/mlでCPRやFMOXよ り2～4倍 強 い抗菌力

を示 した。高度耐性MRSA64株 に対 して も,FKO37
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Table 1. Antibacterial activities of FK037 and reference drugs against clinical isolates
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Table 1. Continued.

は被検薬剤中最 も優れた抗菌力を示 し,そ のMIC80は

25μg/ mlでCPRやFMOXの それの4倍 以上低い値

だった。CNS44株 に対 しては,FK037のMIC80値 は

FMOXよ り1管 優れた値だったが,CPRや CZONよ

りは1管 劣 る成績 だった。S.Pyogenes50株 に対 して

FKO37はCZON同 様 優 れ た 抗 菌 力 を示 し,そ の

MIC80は ≦0.013μg/mlだ った。S.pneumoniae 24株

に 対 す るFK037のMIC80は0.025μg/ mlでCPR同

様強い抗菌力 を示 した。

E.coli CS2株 に野外か ら得 られた種々のR plas-

midを 接 合伝達 したE.coli(R+)51株 に対 しては,

FK037は 全株0.1μg/mlで 増 殖を抑え,被 検薬剤中最

も強い抗菌力 を示 した。K.Pneumoniae50株 に対 して

もFK037は 優 れた抗菌力を示 し,そ のMIC80は 0.39
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μg/mlだ っ た 。P.mirabilis 48株 に 対 し て は,FKO37

は0.1μg/mlで 全 株 の増 殖 を抑 え,優 れ た 抗 菌 力 を 示

した 。P.mulgaris54株 に対 して は,FKO37のMIC80は

0.2μg/mlでCAZよ り1管 劣 る 成 績 だ っ た が,他 剤

よ り は 優 れ て い た 。P.rettgeri 51株 に 対 し て は,

FKO37のMIC80は6.25μg/mlでFMOXと ほ ぼ 同 等

だ っ た 。M.morganii 50株 に 対 し て は,FKO37の

MIC80は0.1μg/mlでCPRと 同 等 で 他 剤 よ り優 れ た

抗 菌 力 だ っ た 。S.marcescens 50株 に 対 し て もFKO37

はCPRと 同 様 優 れ た 抗 菌 力 を 示 し,そ のMIC80は

1.56μg/mlだ っ た 。E,cloacae 50株 に 対 し て は,

FKO37のMIC80は12.5μg/mlでCPRよ り1管 劣 っ

た 成 績 だ っ た が,他 剤 よ り優 れ て い た 。C.freundii 50

株 に 対 し て も 同 様 にFKO37はCPRよ り1管 劣 る成

績 だ っ た が 他 剤 よ り優 れ て い た 。P.aeruginosa50株

に 対 し て はFKO37のMIC80は25μg/mlでCAZと 同

等 でCPRよ り1管 劣 る 結 果 だ っ た 。P.cepacia 33株

に 対 し て はFKO37のMIC80は25μg/mlでCPR,

CZON,CAZよ り1～3管 劣 る成 績 だ っ た 。X.malto-

philia 48株 に対 す るFKO37のMIC80は100μg/ml以

上 で 他 剤 同様 抗 菌 力 は期 待 で き な い 。A.calcoaceticus

49株 に 対 す るFKO37のMIC80は25μg/mlでCPR

やCAZと 同 等であった。ABPC耐 性H.influenzae 18

株 に対 しては,FKO37のMIC80は0.1μg/mlでCPR

と同等で,CZONよ り2管 劣 るがCAZやFMOXよ

り優 れ た成績 だった。B.fragilis 38株 に対 しては,

FKO37のMIC80は100μg/ml以 上 でCPR同 様,抗 菌

力は弱 かった。

2 FKO37の 作 用点PBPsに 対 する結合親和性

S.aureus 209PのPBPsに 対 するFKO37の 結 合親

和性 をCPRの そ れ と比較 すると,す べての画分 につ

いてほぼ同等の親和性 を示 した。特 にPBP2に 親 和性

が強かった(Fig.1-a)。DMPPCに 対 す るMIC値 が

3.13μg/mlの 軽 度 耐 性MRSA KL2で は,特 に

MRSA特 有 のPBP2'に 対 す るFKO37の 結 合親 和性

がCPRよ り顕著に強かった(Fig.1-b)。DMPPCに 対

するMIC値 が100μg/ml以 上 の高度耐性MRSA108-

1のPBP2'に 対 して も,FKO37はCPRよ り強 い結合

親和性 を示 し,他 のPBPsと 同様 に100μg/mlの 添加

で強 い[14C]PCGの 結 合 阻害 活 性 を示 し,本 剤 が

MRSAに 優 れた抗菌力を持つ理由 と考えられた(Fig.

1-c)。E.coli NIHJ JC2のPBPsに 対 しては,CPRと

ほぼ同等の結合親和性 を示 し,特 にPBP3に 最 も親和

性が高かった(Fig.1-d)。S.marcescens13のPBPsに

a: Staphylococcus aureus 209P

Fig.1. Competition of FK037 and cefpirome for penicillin-binding proteins
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FK037 Cefpirome

b: Staphylococcus aureus KL2 (MRSA) 
MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus

FK037 Cefpirome

c: Staphylococcus aureus 108-1 (MRSA) 

MRSA: methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

Fig.1. Competition of FK037 and cefpirome for penicillin-binding proteins
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FK037 Cefpirome

d: Escherichia coli NIHJ JC2

FK037 Cefpirome

e: Serratia marcescens 13 

Fig. 1. Competition of FK037 and cefpirome for penicillin-binding proteins
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FK037 Cefpirome

f: Pseudomonas aeruginosa PAO1 

Fig. 1. Competition of FK037 and cefpirome for penicillin-binding proteins

対 してはFKO37は,PBPIAに 対 してCPRよ り強い

結合親和性を示 した(Fig.1-e)。P.aeruginosa PAO1

のPBPsに 対 しては,FKO37はCPRと 同等の結合親

和性 を示 した(Fig.1-f)。

3 FKO37と 血 清 補体 お よびマ ウ ス培 養 マ クロ

ファージとの協力的食菌殺菌作用

E.co1i NIHJ JC2の5時 間後の生菌数が接種時 の

約50%に な るようなFKO37の 濃度(0.012μg/ml)と,

この菌の増殖 に影響 を与 えない最高量 の補体(0.75

U/ml)を 共存 させ ると,3時 間後,5時 間後 に薬剤単

独時よりも約1/10以 下 に生菌数が減少 してお り,協力

作用が明らかに認め られた(Fig.2)。

マ ウス培養マクロファージを20%L-CMで 活 性化

し,そ れにEcoli NIHJ JC2の 生菌を50倍 量 接種す

る と良 く食 菌 されたが,5時 間後 には培養 マ クロ

ファージが生体内ほ どの殺菌力を持たないためか,食

菌 されたE.coliが 細 胞内で分裂 し,Fig.3-aの ご とく

遊 出した。 これ に1MICのFKO37を 共 存 させ る と

Fig.3-bの ご とくフィラメ ン ト化 したE.coli細 胞 は

良 く食菌消化 され,消 化の終わった食空胞 も見 られた。

1/2MIC存 在 下 で もマクロファージ との協 力作 用 は

認められたが(Fig.3-c),1/4MIc共 存下ではマクロ

Fig.2. Influence of serum complement on the bactericidal 

activity of FK037 at ID50 (0.012ƒÊg/ml) against 

Escherichia coli NIHJ JC2
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a: Control b: 1 MIC

c: 1/2 MIC d: 1/4 MIC

Fig. 3. Phagocytosis of Escherichia coli NIHJ JC2 by mouse cultured macrophages in the absence of FK037 or 

presence of 1•`1/4 MIC of FK037

ファージの殺菌 力 と菌 の増 殖 力 とが ほ ぼ平 行 した

(Fig.3-d)。

III.考 察

FKO37は ブ ドウ球菌 を含 むグラム陽性菌か ら緑膿

菌 を含 むグラム陰性菌 まで幅広 く,強 い抗菌力を有 し

た。特にブ ドウ球菌 に対 しては,MSSAで はFKO37は

CPRやFMOXと 同等 の抗菌 力だったが,MRSAに

対 しては既存のセフェム剤 より強い抗菌力を有 した。

MIC80で 比 較 した場合,軽 度耐性MRSA,高 度 耐性

MRSAと もにFKO37は 対 照薬 より2～8倍 以上強い

抗菌力 を示 した。

FKO37はS.aureus 209PのPBP1,2,3,4に 対 し

てCPRと ほ ぼ同等の結合親和性 を示 したが,軽 度耐

性MRSA KL2お よび高度耐性MRSA 108-1に お い

て,MRSA特 有 のPBP2'に 対 してCPRよ り強い結合

親和性 を有 し,本 剤がMRSAに 優 れた抗菌力を示す

理由 と考えられた。

グラム陰性菌 に対 しては,FKO37はCPRと ほ ぼ同

等の優れた抗菌力を示 した。

FKO37はE.co1i NIHJ JC2,S.marcescens13,P.

aeruginosa PAO1のPBP画 分 に対 してCPRと ほぼ

同等の結合親和性 を示 した。特にE.coli NIHJ JC2,

S.marcescens13に お いて はPBP3に 最 も親和 性 が

高かった。

FKO37はEcoliに 対 し,低 濃度 で血清補体 との協

力作 用が 明 らか に認 め られた。マ ウス培養 マ ク ロ

ファー ジとは1/4MIC以 上 の本剤存在下 で協力 作用

が認め られ,そ の強 さは他のセ フェム剤 とほぼ同等

だった。

以上 の結果 よ り,FKO37は 幅広 い抗 菌力 を示 し,

MRSAに も既存のセ フェム剤 よ り優れた抗菌力 を有

することか ら,今 後多 くの感染症 において臨床効果の
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期待 され る薬剤であろう。
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In vitro antibacterial activity of FK037
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FK037 is an oxime-type cephem antibiotic possessing1-hydroxyethyl-5-amino-pyrazole moiety at 
the 3 position.MIC80s of FK037 against clinical isolates of methicillin-sensitive Staphylococcus aureus 

(MSSA)(19strains), low-level methicillin-resistant S. aureus (MRSA) (47), high-level MRSA (64), 
coagulase-negative staphylococci (CNS) (44), Streptococcus pyogenes (50), Streptococcus pneumoniae 

(24), Escherichia coli CS2 (R+) (51), Klebsiella pneumoniae (50), Proteus mirabilis (48), Proteus vulgaris 
(54), Providencia rettgeri (51), Morganella morganii (50), Serratia marcescens (50), Enterobacter cloacae 
(50), Citrobacter freundii (50), Pseudomonas aeruginosa (50), Pseudomonas cepacia (33), Xanthomonas 
maltophilia (48), Acinetobacter calcoaceticus (49), ampicillin-resistant Haemophilus influenzae (18), 
Bacteroides fragilis (38) were 0.78, 25, 25, 12.5, 0.013, 0.025, 0.05, 0.39, 0.05, 0.2, 6.25, 0.1, 1.56, 12.5, 
3.13, 25, 25, > 100, 25, 0.1, >100pg/ml, respectively. FK037 provided almost the same activity for 
MSSA as cefpirome (CPR) and flomoxef (FMOX). However, the drug had 2 to 8 times stronger 
anti-MRSA activity for both low-level and high-level strains than CPR and FMOX.

FK037 had the same binding affinity to PBPs 1, 2 and 3 of S. aureus 209P as CPR, but showed higher 

affinity to PBP 2' of low- and high-level MRSA strains than CPR. The binding affinity of FK037 to 

PBPs of E. coli NIHJ JC2 and P. aeruginosaPAO1 was the same level as that of CPR. 

FK037 exhibited a strong synergy of bactericidal effect with the complement on E. coli NIHJ JC2 

at rather low concentrations. Cultured mouse macrophages engulfed well and easily digested E. coli 

cells in the presence of higher concentrations than 1/4 MIC of FK037. 

FK037 is a useful chemotherapeutic for infections by gram-positive and gram-negative bacteria 

including some strains of MRSA, if its pharmacokinetics in humans are good.


