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FKO37の 尿中抗菌力と好中球活性酸素産生能に及ぼす影響
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FKO37の 生体 内効果 を明 らか にす る 目的 で,FKO37の 尿 中抗菌 力 と好 中球 活性 酸素 産生 能 に

及 ぼ す影響 につ いて検 討 した。

1) 尿中抗 菌力:健 常 人 か ら得 た尿 を用 いてFKO37の 抗菌 力 に及 ぼす尿 のpH,マ グネ シウ

ム濃度,そ してカル シ ウム濃 度 の影響 に ついて検 討 した。その結 果,FKO37のMBCは 尿 のpH,

マグ ネ シウム濃度 あ るい はカル シウム濃 度 に影 響 され ず,Escherichiacoliに 対 して は0.1μg/

ml以 下,Pseudomonas aeruginosaに 対 しては3.13～6.25μg/mlで あ った。

2) 好 中球活 性酸 素産 生能 に及 ぼす影 響:健 常人 の末梢 血 よ り好 中球 を分 離 し,FKO37存 在

下 あ るい は非存 在下 にて これ ら好 中球 をphorbol myristate acetateで 刺 激 し,luminol存 在下

にお けるchemiluminescence法 によ り好 中球 の活性 酸素産 生能 を測定 した。好 中球 活性 酸 素産

生能 は10μg/mlのFKO37存 在下 で は影響 され ず,100μg/mlで 有意 に抑制 された。また,sub-

lethal doseのFKO37存 在下 あ るい は非 存在 下 でE.Coliあ る いはP.aeruginosaの 生菌 刺 激 を

行 い,好 中球活性 酸素 産生 能 を同様 に検討 した ところ,sublethaldoseのFKO37存 在下 で好 中

球活性 酸素 産生能 の変 化 は認 め られ なか った。

以上 よ り,FKO37の 尿 中抗菌 力 は尿 の性 状 に影響 され ない ことか ら,尿 路感 染症 の際 には そ

の試験 管 内抗 菌力 が臨床 効 果 に反 映 され る と考 え られた。 また,FKO37は 高濃 度 で好 中球活 性

酸 素産 生能 を直接 抑制 す る ことか ら,そ の感 染 防御機 構 の十分 な協 力 は期 待 で きな い と考 え ら

れ た。
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FKO37は 藤 沢薬 品工 業株式 会社 が 開発 した新 しい注

射用セフェム剤である。その抗菌スペ ク トルはStaphylococcus

aureusを は じめ とす る グ ラム陽性 菌 か らPseudomontas

aeruginosaを 含 むグラム陰性菌 まで幅広 く分布 すること,

また,そ のほ とん どが腎 より尿中 に排泄 されることか ら,尿

路感 染症 に対 す る優 れ た治療薬 とな る ことが 期待 され

る1～4)。

尿路感染症 では,尿 が起炎菌に とって良い培地 となるが,

その際,キ ノロン剤あるいは一部のカルバペ ネム剤の抗菌

力が尿のpH,マ グネシウム濃度 あるいはカル シウム濃度

の影響 を受けることを我々は既 に報告 してきた5,6)。また,尿

路感染症では,尿 路上皮から血中へと起炎菌の侵入があ り,

これに対する補体あるいは白血球か らなる感染防御機構 と

の攻防が尿路感染症 の重症 度 を決定す る と考 えられ る。

従って,尿路感染症 に対 し抗菌剤を投与 した場合,抗 菌剤の

試験管内抗菌力,体 内動態のほかに,抗菌剤 と感染防御機構

との協力,す なわ ち生体内効果の有無が抗菌剤の尿路感染

症 に対する臨床効果を左右す る一因 とな ることが推 測され

る。この点 に関 して,我 々は既 にキノロン剤あるいはカルバ

ペネム剤がある濃度下 で好中球殺菌能の一指標 となる活性

酸素産生能 を増強することを報告 し7,8),セフェム剤につい

て もcefpimizole(CPIZ)9)に 同様 の効果がある との報告が

ある。

以上の観点 より,今 回我 々は,FKO37の 尿路感染症 に対

する有用性 を類推する目的で,そ の尿中抗菌力 と好中球活

性酸素産生能 に及ぼす影響 について検討 した。

I 材 料 と 方 法

1 抗 菌 剤

FKO37を 対 象薬 と した。

2. 被 験菌

標 準株 で あ るEscherichia coli NIHJ JC-2とP.

aenaginosa 18sを 被験 菌 とした。
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3 尿 中抗菌 力 の測 定

1) 培地

試験 の 参加 に 同意 の得 られ た健 常 人 男子1名 の24

時 間尿 に1/4容 のchelating resin(Sigma社)を 加 え,

4℃ で1時 間撹 拌 し,2価 陽 イオ ンを除去 した。これ

を0。45μmの ミリポア ・フ ィル ター で濾過 滅菌 し, 1N

HCl, 1N NaOH, MgCl2, CaCl2を 適 宜加 え, Table1

に示す ようなpH,マ グネ シ ウム濃度,カ ル シウム濃 度

の異 な る9種 類 の尿 培地 を作 製 した。 対 照 に はMuel-

ler-Hinton brothを 用 い た。

2) 抗菌 力 の測定

各 培 地 中 のFKO37の 試 験 管 内 抗 菌 力 の 測 定 は,

National Committee for Clinical Laboratory

Standards 10)に準 じて行 った。 そ の 際,pH8の 尿 培

地 は,37℃,18時 間後 に沈 澱 を生 じるた め,最 小 発 育

阻 止濃 度 の判 定 は行 わ ず,最 小 殺 菌 濃 度 (minimum

bactericidal concentration; MBC)を もって 試験 管

内抗 菌力 とした。接 種菌 量 は1×106CFU/mlと して各

菌株 を37℃,18時 間培 養 した。そ して,各 培 地 か らの

菌液0.1mlをTrypticase soy agar plateに 撒 き,37℃,

一夜 培養 後生 菌数 を決 定 した
。 この生 菌数 よ り,接 種

菌 量 の99.9%以 上 を殺 菌 す る最 小 薬 剤 濃 度 をMBC

とした。

3) FKO37の 抗 菌 力 に及 ぼす尿 のpH,マ グネ シ ウ

ム濃度,カ ル シ ウム濃度 の影 響

以上 に よ り求 めた異 な るpH,異 な るマ グネ シウム

濃度,そ して異 な るカル シ ウム濃 度 の尿培 地 にお け る

MBCを 比 較 し,FKO37のE.coli, P.aerztginosaに 対

す る試験 管 内抗 菌 力が 尿 のpH,マ グ ネ シウム濃 度,カ

ル シウム濃 度 に影響 され るか否 か を検 討 した。

4好 中球活 性 酸素 産生 能 に及 ぼす 影響

1) 好 中球 の調 製

試験 の参 加 に同意 の得 られ た健常 人 男子1名 の静 脈

血 か ら,Mono-Poly Resolving Medium (Flow社)

を用 いた比 重 遠心 法 に よ り好 中球 と単 球 を分離 した。

これ ら をSalineGに よ り2回 洗 浄 後,再 浮 遊 し,

trypan blue (Sigma社)染 色 に よ り生細 胞 数 を求 めた。

2) 好 中球 活性 酸素 産生 能 の測 定

まず,10μg/ml, 100μg/mlのFKO37存 在下 お よび

非 存 在 下 にて106cellsの 好 中 球 を100ng/mlのphor-

bol myristate acetate(Sigma社;以 下PMAと 略 す)

で刺激 し,そ の活性 酸 素産 生能 を測 定 した。この とき,

FKO37非 存 在 下 で の好 中球 活 性 酸 素 産 生能 を対 照 と

し,こ れ ら とFKO37存 在 下 での それ らを比 較 す る こ と

に よ り,FKO37の 好 中球 活性 酸素 産生 能 に及 ぼす 直接

的影響 につ いて検 討 した 。活 性酸 素 産生 能 は33μg/ ml

の1uminol存 在 下 で のMulti-Biolumat LB 9505C

system (Berthold社)を 使 用 した chemiluminescence

法 に よ り測定 した。次 に,E.coli NIHJ JC-2, P.aeru-

ginosa 18sに 対 す るsublethal doseのFKO37,す なわ

ち,E.coliに 対 しては0.01μg/ml, P.aeraginosaに

対 し て は1.0μg/ml存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に て106

cellsの 好 中球 を108CFUのE.coliあ るい はP.aeru-

ginosaで 刺 激 した と きの活 性 酸 素産 生量 を 同様 に測

Table 1. Minimum bactericidal concentrations of FK037 against Escherichia coli NIHJ JC-2 and 
Pseudomonas aeruginosa 18s in nine urine media with various pH and magnesium and 
calcium concentrations and Mueller-Hinton broth.
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定 した。この とき には,白 血 球 のdonorか ら得 た10%

血清(3.6CH5。U/ml)を 測定 系 に添 加 した。 そ して,

FKO37非 存 在下 での 生 菌刺 激 時 の活 性 酸 素産 生 量 と

sublethal doseのFKO37存 在 下 で の それ らを比 較 す

る こ とに よ り,FKO37の 好 中球活性 酸素 産生 能 に及 ぼ

す間接 的影 響 につい て検 討 した。 各実験 は5回 行 い,

対 応 のな いT-検 定 で比較検 討 した。

II. 結 果

1 尿 中抗菌 力

FKO37のE.coliに 対 す る各 培 地 で のMBCは,

pH5.5の 尿培 地Aで0.1μg/mlで ある以外,他 の す

べ ての培地 におい て0.05μg/ml以 下 であ った。また,

FKO37のP.aemginosaに 対 す る各 尿 培 地 で のMBC

は,3.13～6.25μg/mlで あ り, Mueller-Hinton broth

で の12.5μg/mlに 比 しや や低値 で あ った もの の,尿

の性 状 に よる影 響 はなか った(Table1)。

2. 好 中球 活性酸 素産 生能 に及 ぼす影 響

1) 直 接的 影響:FKO37非 存在下 で好 中球 をPMA

で 刺 激 し た 時 のpeak chemiluminescence値 は,

(1.56±0.12)x108cpmで あ った。これに対 し,10μg/

mlのFKO37存 在下 で の それ らは(1.42±0.15)×108

cpmとFKO37非 存 在下 と変わ らな か った。 しか し,

100μg/mlのFKO37存 在 下 で の 好 中 球 のpeak

chemiluminescence値 は(1.28±0.12)×108cpmと 非

存 在 下 で の そ れ らに比 し有 意 に抑 制 され た(Table

2)。

2) 間 接 的影 響: EColiで 好 中球 を刺 激 した時 の

peak chemiluminescence値 は,FKO37非 存 在 下 で

(2.08±0.27)×108cpmで あ るの に対 し,Ecoliに 対

す るsublethaldoseで あ る0.01μg/mlのFKO37存

在 下 で は(2.33±0.20)×108cpmと,両 者 に有 意差 は

認 め られ なか った。 また,P.aemginosaで 好 中球 を刺

激 した ときのpeak chemiluminescence値 も, FKO37

非存 在下 で(7.43±0.77)×107cpmで あ るの に対 し,

P.aeruginosaに 対 す るsublethal doseで あ る1.0

μg/mlのFKO37存 在 下 で は(8.56±0.64)×107

cpmと,や は り両者 に有意差 を認 め なか った(Table3)。

III. 考 察

FKO37は 藤沢 薬 品 工 業株 式会 社 で開 発 され た新 し

い注射 用 セ フ ェム 剤 で あ る。 本剤 はS.aurezcsを 含 む

グ ラ ム 陽 性 菌 か らP.aeraginosaを 含 む グ ラ ム 陰 性

菌 ま で 幅 広 い 抗 菌 ス ペ ク トル を 有 し,各 種 β-

lactamaseに 安 定 であ る。また,本 剤 は腎排 泄型 で ある

こ とか ら,尿 路 感 染 症 に対 す る有 用 性 が 期 待 され

る1～4)。

尿路感 染症 に対 す る抗菌 化学 療法 の際 に選 択 され る

抗 菌剤 は,そ の体 内動 態 が腎排 泄型 で あ る こ と,起 炎

菌 に対 し優 れ た抗 菌 力 を有 す る こ とが必 要 条 件 とな

Table 2. Superoxide generation by polymorphonuclear leukocytes (PMNs) in the 

presence or absence of FK037 ; Superoxide generation is expressed as 

peak chemiluminescence value stimulated with 100 ng/ml of phorbol 

myristate acetate. Superoxide generation by PMNs was significantly 

reduced in the presence of 100 ƒÊg/ml of FK037 compared with that in the 

absence of FK037.

(mean ± SD)*; p<0.02

Table 3. Influence of FK037 at subMlCs on superoxide generation by polymorphonuclear leukocytes 
stimulated with Escherichia coli NIHJ JC-2 or Pseudomonas aeruginosa 18s ; Superoxide 

generation is expressed as peak chemiluminescence value

(mean ± SD)
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る。 しか し,尿 路感 染症 で は尿 そ の ものが 良 い培 地 と

な る こ とか ら,尿 中で の抗菌 力 が投 与 され る抗菌 剤 の

尿路感 染 症 に対 す る有効 性 を規定 す る一 因子 とな る と

考 え られ る。 この よ うな観点 か らこれ まで我 々 はキ ノ

ロン剤 のE.coliに 対 す る尿 中 抗 菌 力 が尿 のpHが 高

い ほ ど,ま た尿 の マグ ネ シウム 濃度 が低 い ほ ど優 れ5),

また,カ ルバ ペ ネ ム剤 につ い て もE.coliあ るい はP .

aernginosaに 対 しpHが 高 いほ ど,カ ル シ ウム濃度 が

低 いほ ど優 れ て い る こ とを報 告 して きた6)。 これ らの

事実 は,一 般 に感 染 尿 が アル カ リ尿 で あ る こ とか ら,

尿路感 染症 に対 してキ ノロ ン剤 や カルバ ペ ネム 剤が 治

療 上有利 で あ る こ と,そ して,尿 路感 染症 の際 に は水

負荷 に よる利 尿 を はか る こ とが尿 の マ グネ シ ウム濃度

とカル シウム濃度 を低 くし,こ れ らの薬剤 の 有効性 を

高め る こ とを意味 す る もので あ る。一 方,今 回得 られ

た結果 で は,E.coliとP.aerzaginosaに 対 す る本 剤 の

尿 中抗菌 力 は尿 のpH,マ グ ネ シウム濃 度,そ してカル

シウム濃 度 の影響 を受 けなか っ た。 従 って,本 剤 を尿

路感 染症 に対 し投 与 す る際 には,そ の尿 路感 染 症 の起

炎菌 に対 す るMueller-Hinton培 地 で の試 験 管 内抗 菌

力 が尿路感 染症 に対 す る有効 性 にその まま反映 され る

と考 え られ た。

好 中球 の殺 菌能 の一 指標 とな る活 性酸 素産 生能 に及

ぼす抗 菌 剤 の 影 響 につ い て は,我 々 は既 に キ ノロ ン

剤7)や カルバ ペ ネム 剤8)が特 定 の濃 度 で好 中球 の活 性

酸素産 生能 を増 強 す る ことを報 告 して きた。 また,セ

フェム剤 で はCPIZに 同 様 の 作 用 が あ る こ と9)も知 ら

れ てい る。 しか し,今 回の結 果 か らは,本 剤 が好 中球

活性 酸 素産 生 能 を増 強 させ る こ とは な く,100μg/ml

とい う高濃度 でむ しろ抑 制 す る こ とか ら,好 中球 の殺

菌能 を増 強 させ るよ うな生体 内効 果 は な い と考 え られ

た。
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Antimicrobial activity of FK037 in human urine and influence of FK037 

on the superoxide generation by polymorphonuclear leukocytes

Hiroshi Kiyota, Toyohei Machida, Shoichi Onodera, 

Hiroo Suzuki, Hirokazu Goto, Hiroshi Mitani, 

Shigenori Takamizawa, Motoshi Kawahara, Hiroshi Igarashi, 

Katsuhisa Endo, Takahide Hosobe and Jun Madarame 

Department of Urology, the Jikei University School of Medicine 
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We investigated the antimicrobial activity of FK037 in human urine and the influence of FK037 on 

superoxide generation by polymorphonuclear leukocytes. 

1) Antimicrobial activity of FK037 in human urine : MBCs of FK037 were not influenced by urine 

pH, urinary magnesium concentration, or urinary calcium concentration ; MBCs of FK037 against 

Escherichia coli were •…_0.1 ,ƒÊg/ml, and those against Pseudomonas aeruginosa ranged between 3.13 and 

6.25 ƒÊg/ml. 

2) Influence of FK037 on superoxide generation by polymorphonuclear leukocytes (PMNs): 

Superoxide generation by PMNs stimulated with phorbol myristate acetate was not influenced in the 

presence of 10 pg/ml of FK037. However, it was significantly reduced in the presence of 100 ƒÊg/ ml 

of FK037. Superoxide generation by PMNs stimulated with bacterial cells in the presence of sublethal 

dose of FK037 were not different from those in the absence of FK037. 

These results indicate that FK037 does not enhance the bactericidal activity of PMNs.


