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経 口 セ フ ェ ム剤cefditoren pivoxil(CDTR-PI)の 抗 菌 活 性 体 で あ るcefditoren(CDTR>の 臨 床

分 離Haeophilus influenzaeに 対 す る感 受 性 分 布,増 殖 曲線 に お よ ぼ す 影 響,被 験 菌 由 来 の β-lacta-

maseに 対 す る安 定 性 お よ び ペ ニ シ リン結 合 蛋 白質(PBPs)に 対 す る結 合 親 和 性 を対 照 薬 の そ れ ら と

比 較 検 討 し た。 さ らにPBPsに 対 す る親 和 性 と形 態 変 化 を電 子 顕 微 鏡 観 察 し,以 下 の成 績 を得 た。

1.H.inflnenzae 46株 に対 す るCDTRのMIC80値 は0.025μg/mlを 示 し,ほ ぼcefteram(CFTM)

の そ れ と同 等 で あ り,cefdinir(CFDN),cefaclor(CCL)お よびcefpodoxime(CPDX)の そ れ ら よ

り優 れ て い た。

2.CDTRに よ るH.inflnenzae PRC 2の 増 殖 曲線 に お よぼ す影 響 を検 討 した 。 作 用 させ たCDTR,

CFDNお よ びCCL各 々 の 薬 剤 濃 度 を ヒ ト血 中 濃 度 に シ ミユ レー トし た場 合,CDTR添 加6時 間 後 の

生 菌 数 は,対 照 薬 剤 の 添 加 群 よ り減 少 して い た。 この 条 件 下 に お け るCDTR添 加4時 間 後 の走 査 型 電

子 顕 微 鏡 像 は,フ ィ ラ メ ン ト化,バ ル ジ形 成 お よ び溶 菌 像 が認 め られ た。

3.CDTRはH.influenzae PRC 2のPBP 4お よ びPBP 5に 対 してCFDNお よ びCCLよ り も高

い親 和 性 を示 した。

4.CDTRはH.influenzae由 来 の β-lactamaseに 対 して 非 常 に安 定 で あ った 。
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最近,西 岡 ら は,呼 吸器 感染 症 の主 要な起 因菌 がHaemo-

philus influenzae,Moraxella(Branhamella)catarrhalis,

Streptococcus pneumoniaeで あ り,こ れ ら3菌 種 が 外 来 患

者 の喀 痰 か ら分 離 され る菌 の ほ ぼ80%を 占 めて い る こ と を

報 告 して い る1)。臨 床 にお け る これ ら3菌 種 の うち,本 邦 に

おいて1976年H.influenzaeのampicillin(ABPC)耐 性 株

が報告 され て以 来,臨 床 材 料 よ り分 離 され たH.influenzae

の25%が 耐性 菌 で あ るこ とを報告 してい る2)。この耐性 メカ

ニ ズ ム は プ ラ ス ミ ドに 由来 す る β-lactamase産 生 に よ る

ABPC耐 性 で あ るが,注 射 剤 と して は第 二,第 三世 代 の セ

フェム剤 が有効 で あ る。 また,経 口剤 として はニ ューキ ノ ロ

ン剤 が有効 で あ る。

Cefditoren pivoxil(CDTR-PI)は 明 治製 菓(株)で開発 さ

れ たプ ロ ドラ ッグ型 の経 口セ フ ェム 剤 であ る。 このCDTR-

PIは 経 口投与 に よ り消化 管 で 吸収 され たの ち,腸 管壁 の エ

ス テ ラー ゼ に よ り加 水 分解 され,cefditoren(CDTR)と な

り血 液 中 に移 行 す る。CDTRは グ ラム 陽性 菌 お よび グ ラム

陰性 菌 に強 い抗 菌 力 を発揮 す る こ とが すで に報 告 され て い

る3)。

このCDTR-PIは,H,influenzae感 染症 に対 して も優 れ

た治 療成 績 を示 し,内 科 系 の臨 床 治験 にお い て も90%近 く

の高 い除菌 率 を示 して いる4)。今 回,CDTRの 臨床 成績 の裏

付 け として,臨 床 分 離H.influenzaeに 対 す る ヒ ト血 中濃度

に シ ミュ レー トした場合 の殺 菌作 用 とその作 用 メカニ ズム,

被 験 菌 由来 の β-lactamaseに 対 す る安 定 性 お よびペ ニ シ リ

ン結合 蛋 白質 に対 す る結 合親 和性 を対照 薬 の それ ら と比 較検

討 したので報 告す る。

1.実 験 材料 と方 法

1.使 用 薬 剤

Cefditoren,cefdinir(CFDN),cefaclor(CCL),cef-

podoxime(CPDX)お よびcefteram(CFTM)は 明 治

製 菓 で合 成 した標 品 を用 い た。 結 晶penicillinG(PCG;

明 治 製 菓)は 市 販 品 を 用 い.[14C]-PCGはAMER-

SHAM社 よ り購 入 して 用 い た 。 い ず れ の 薬 剤 も力 価 の

明 らか な も の を用 い,使 用 直 前 に溶 解 した 。

2.使 用 菌 株

1990～93年 ま で に 全 国 の病 院 で 分 離 され,当 研 究 所

で-80℃ に凍 結 保 存 され た46株 を用 い た。

3.MIC測 定

日本 化 学 療 法 学 会 に よ り定 め られ たMIC測 定 法 に 従

っ た5)。 す な わ ち,被 験 菌 を5%Fildes enrichment

(Difco)添 加Mueller Hinton broth(Difco)(以 下A-

broth)で37℃ 一 夜 培 養 後,約106CFU/mlの 菌 濃 度

に希 釈 し,菌 浮 遊 液 を調 製 した 。2倍 希 釈 系列 の薬 剤 を

含 有 す る5%Fildes enrichment添 加Mueller Hinton

agar(Difco)に ミク ロ プ ラ ン タ ー(佐 久 間 製 作 所)を
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用 い て 菌 液 の 約5μlを 接 種 した 。37℃ で18～20時 間 培

養 後,菌 の 発 育 が 認 め られ な い最 小 の 薬 剤 濃 度 をMIC

と し た。

4.増 殖 曲線 に お よ ぼす 影 響

H.influenzae PRC 2を 被 験 菌 と し,新 し く調 整 し

たA-brothに 接 種 して37℃ で 培 養 し た。 一 夜 培 養 し た

菌 液 を同 新 鮮 培 地 に接 種 し37℃2時 間 振 過 培 養 し,菌

数 が105CFU/ml以 上 に達 し た時 に,各 薬 剤(CDTR6),

CFDN7)お よびCCL8))を[臨 床 第1相 試 験 の 食 後 一 回

投 与 時 に お け る血 中 濃 度 に シ ミュ レー ト](以 下,ヒ ト

血 中 濃 度 に シ ミュ レー ト)す る よ う に村 川 ら の 方 法9)で

加 え た。 さ ら に振 邉 を続 け,薬 剤作 用 開 始1,2,4お よ

び6時 間 後 の 生 菌 数 を測 定 した 。 な お サ ン プ リン グ した

生 菌 数 測 定 用 試 料 に は,あ ら か じ めProteus vulgaris

GN 7919よ り抽 出 し た β-lactamaseを 加 え て,そ れ ぞ

れ の 薬 剤 の 抗 菌 作 用 を失 活 させ た 。 また,薬 剤 減 衰 時 に

使 用 し た培 地 に よ る希 釈 を補 正 した 値 を生 菌 数 と した 。

5.走 査 型 顕 微 鏡 に よ る形 態 観 察

H.influenzae PRC2を 被 験 菌 と し,ヘ ミ ン お よ び

NADを そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 が10お よ び2μg/mlに な る

よ う に添 加 したBrain heart infusion(Difco)(以 下

B-broth)で 振 盈 培 養 し,生 菌 数 が 約105CFU/mlに 達

し た時,各 薬 剤(CDTR,CFDNお よ びCCL)を ヒ ト

血 中 濃 度 に シ ミュ レー トす る よ う に添 加 作 用 させ た。 作

用4時 間 後 に サ ン プ リ ング を行 い2.5%グ ル タ ー ル ア ル

デ ヒ ド添 加 に よ り固 定 処 理 し顕 微 鏡 用 試 料 と した。 作 製

した 試 料 は走 査型 電 子 顕 微 鏡(SEM;日 本 電 子)に よ り

菌 の形 態 変 化 を観 察 した。

6.β-Lactamase安 定 性

β-Lactamaseに 対 す るCDTRの 安 定 性 は,セ ル ポ ル

ダ ー を30℃ に保 温 した分 光 光 度 計(SHIMADZU UV-

260)を 用 い,UV法 に よ り検 討 し た。 使 用 し た薬 剤 の

差 ス ペ ク トル は,粗 精 製 したKlebsiella pneumoniae

379由 来 の β-lactamaseに よ り,そ れ ぞ れ の 薬 剤 を 加

水 分 解 して求 め た 。H.influenzae由 来 の β-lactamase

は,ABPC耐 性 菌 をB-brothで 培 養 し,集 菌 後soni-

catorで 菌 体 を破 砕 し て粗 酵 素 溶 液 を調 製 した。 これ ら

採 取 した粗 酵 素 溶 液(β-lactamase)に 対 す る 各 薬 剤 の

安 定 性 をUV法 に よ り測 定 し,PCGを100と し た 相 対

加 水 分 解 速 度 で表 した 。

7.ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(PBPs)へ 結 合 親 和 性 測 定

CDTR,CFDNお よ びCCLのH.influenzae PRC2

のPBPsに 対 す る 結 合 親 和 性 の 測 定 は,Sprattの 方

法10)を 改 変 し検 討 し た。 す な わ ち,そ れ ぞ れ の 薬 剤 が,

[14C]-PCGとPBPsと の 結 合 に 対 す る 阻 害 の 程 度 を測

定 す る競 合 阻 害 で 行 っ た 。

被 験 菌 をB-brothで37℃,一 夜 培 養 後,5%接 種 菌

量 とな る よ う に同 新 鮮 培 地 に接 種 し,さ らに5時 間 振 盈

培 養 を続 け た 。 対 数 増 殖 期 後 期 の菌 体 を冷 却 遠 心 機 で 集

め,0.01Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)で 一 回 洗 浄 し,氷

冷 し た20mlの10mM MgCl2加0.01Mリ ン酸 緩 衝 液

(pH7.0)に 浮遊 した。

Sonicatorで 処 理 した 菌 破 砕 液 を3,000g.20分 間 冷

却 遠 心 し,そ の 上 清 を さ らに100,000g,30分 間 遠 心 し

て膜 画 分 を得 た。 緩 衝 液 で1回 洗 浄 後,同 緩 衝 液 で蛋 白

質20mg/mlに な る よ う に 調 製 した 。 膜 画 分30μlと 精

製 水 ま た はCDTR,CFDNお よびCCLを 各 々1/5,1,

5,25MIC値 の11倍 に な る よ う に3μl加 え,30℃10

分 間 反 応 さ せ た 。 こ の 反 応 液 に3μlの[14c]-PCG

(2.18GBq/nmol/ml)を 加 え,30℃10分 間 反 応 さ せ

た 。 反 応 後3μlの20%sarkosyl(8)含 有60mg/mlPCG

(W/V)を 加 え 反 応 を止 め た。 可 溶 性 膜 画 分30μlと20

μlのSDS緩 衝 液 お よ び β-mercaptoethanolを 加 え 沸

騰 水 中 で2分 閥 加 熱 し,電 気 泳 動 用 サ ンプ ル と した。

そ の 全 量 を10%acrylamide gelに の せ,60Vで1時

間,90Vで4時 間 の 定 電 圧 電 気 泳 動 を行 っ た 。 泳 動 後

取 り出 したge1を7%酢 酸-50%methanol液 で1時 間,

7%酢 酸-15%methanol液 で 処 理 した 。

フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー は,gelをDMSOで 脱 水 後2.5-

diphenyloxazoleを 染 み 込 ま せ て 乾 燥 し,KODAK(8)

XR-5filmに 密 着 し て-80℃14日 間 感 光 させ た。 感 光

後,被 験 薬 剤 のPBPsに 対 す る結 合 親 和 性 は,[14C]-

PCGのPBPsへ の結 合 親 和 性 の阻 害 率 と し て表 した。

II.結 果

1.感 受性 分 布

H.influenzae 46株 に 対 す る感 受 性 分 布 はFig.1に

示 し た 。CDTRのMIC80値 は0.025μg/mlで あ り,対

照 薬 のCFDN,CCL,CPDXお よ びCFTMは そ れ ぞ

れ0.78,3.13,0.1,0.025μg/mlを 示 し た。CDTRの

抗 菌 力 はCFTMと 同 等 で あ っ た が,他 の 対 照 薬 剤 よ り

CDTR: cefditoren, CFDN: cefdinir, CCL: cefaclor,

CPDX: cefpodoxime, CFTM: cefteram

Fig. 1. Cumulative sensitivities of 46 clinical isolates

of Haemophilus influenzae to cefditoren and other
antibiotics.
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強 か っ た。

2.増 殖 曲線 にお よ ぼ す影 響

H. influenzae PRC2の 増 殖 曲 線 に お よ ぼ す各 薬 剤 の

影 響 をFig.2に 示 した 。 CDTRを,ヒ ト血 中 濃 度 推 移

に作 用 させ た場 合,生 菌 数 は薬 剤 添 加6時 間 後 に接 種 菌

量 か ら約310g減 少 し た 。 し か し, CFDNお よ びCCL

で は と もに約1 logの 減 少 しか 認 め られ な か っ た。

3.走 査 型 顕 微 鏡 に よる 形 態 観 察

CDTRと 他 の 薬 剤 を ヒ ト血 中 濃 度 に シ ミ ュ レ ー ト し

て作 用 さ せ た場 合 の 走 査 型 電 顕 像 をFig- 3に 示 した 。

ヒ ト血 中 濃 度 に シ ミュ レー トして作 用 させ た場 合,4時

間後 に使 用 し た 被 験 薬 剤 す べ て に お い て フ ィ ラ メ ン ト

化,バ ル ジ形 成 お よび溶 菌 像 が 観 察 さ れ た 。

4.β- Lactamaseに 対 す る安 定 性

粗 精 製 したK. pnmmoae 379由 来 の β- lactamase

を用 い て,CDTR ,CFDNお よ びCCLを 加 水 分 解 し

た。 被 験 物 質 それ ぞ れ の 活 性 体 と加 水 分 解物 の 差 スペ ク

トル を 求 め る こ とで,測 定 波 長 と 1mM分 解 時 の 吸 光

度 値(⊿E)を 測 定 し た 。CDTR, CFDNお よ びCCL

の 測 定 波 長 お よ び ⊿Eは そ れ ぞ れ 265nm, 4.19mM-1・

cm-1, 285nm, 15.7mM-1・cm-1お よび 265nm, 4.78

mM-1・ cm-1で あ っ た。 こ れ ら求 め た 値 を 用 い て,E,

i娚uenzae由 来 の β- lactamaseに 対 す る CDTRの 安 定

性 をcFDNお よ びccLと 比 較 し た 成 績 をFig.4に 示

した。CDTRはH. influenzae由 来 の β- lactamaseに

対 してCFDN同 様非常 に安定であったが,CCLは 若干

加水分解 された。

Fig.  2. Bactericidal activity of cefditoren, cefdinir 
and cefaclor against Haemophilus infiuenzae PRC 
2 simulating human blood level concentrations by 
the stepwise in vitro model.

Fig. 3. Scanning electron micrographs of Haemophilus influenzae PRC 2 exposed to 

drug concentrations of cefditoren, cefdinir and cefaclor [4 h] simulated by the 

stepwise method. (•~ 20,000)
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Fig.  4. Stability of cefditoren, cefdinir and cefaclor

against ƒÀ-lactamase derived from Haemophilus 

influenzae.

5.PBPsに 対 す る親 和性

CDTR, CFDNお よびCCLのH, influenzae PRC2

の PBPsに 対 す る 結 合 親 和 性 の フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー の

結 果 の一 部 をFig.5に,各 バ ン ドの50%競 合 阻 害 濃 度

(15。 値)をTable 1に 示 した 。 Makoverら の 報 告11)

の よ う にH.influenzaeの PBPsを7つ に 分類 す る と,

CDTRはCFDNお よ びCCLに 比 べPBP4と PBP5

に 強 い 結 合 親 和 性 を示 した 。 ま た,CDTRの PBP2に

対 す る親 和 性 はCFDNよ り も劣 って い るが,CCLの そ

れ とほ ぼ伺 等 で あ っ た 。 さ らに[14C]- PCGの みが 結 合

し た 各 バ ン ドPBP1～ PBP7に 対 す る 各 薬 剤 の添 加 に

よ り結 合 阻 害 した15。 値 を算 出 す る と,CDTRの PBP

4,5に 対 す る15。 値 は,ほ ぼMIC値 に近 似 した 値 を 示

し,CFDN,CCLの そ れ よ り も小 さ い 値 で あ っ た 。

PBP2に 対 す るCDTRのI50値 は,MIC値 の10倍 を

要 した 。

III.考 察

H.influenzaeは 呼 吸器 感 染 症 の起 因 菌 と して M (B.)

catrhalisお よびS. pneumoniaeと 同 様 に高 い分 離 頻

度1)を 示 して お り,CDTRの 本 菌 に対 す る細 菌 学 的 研 究

は重 要 で あ る と考 え られ る。

我 々 は今 回,被 験 菌 に臨 床 分 離H. influenzaeeを 使 用

し,CDTRの ヒ ト血 中 濃 度 に シ ミ ュ レー トし た条 件 下

で の 殺 菌 作 用 と この 条 件 下 に お け る細 菌 の 形 態 変 化 の観

察,H. influenzae由 来 の β- lactamaseに 対 す る 安 定

性,さ らにPBPsに 対 す る結 合 親 和 性 を検 討 した 。

CDTRは 臨 床 分 離 さ れ たH. influenzaeに 対 し て,

CFDNお よびCCLよ りも優 れ た抗 菌 力 を示 し,耐 性 菌

も検 出 され な か っ た 。 こ れ はH. influenzae由 来 の β-

lactamaseに 対 し て 非 常 に安 定 な こ と,さ ら に PBPs

へ の 高 い 結 合 親 和 性 を示 した こ とか ら示 唆 さ れ る。 ま

た,H. influenzae由 来 の β- lactamaseはTEM型 peni-

Fig. 5. Competition of cefditoren,  cefdinir and

cefaclor for penicillin-binding proteins of 
Haemophilus influenzae PRC 2.

Table 1. Competition of cefditoren, cefdinir and cefaclor with

[14C]-labelled penicillin G to PBPs in the cytoplasmic 
membrane of Haemophilus influenzae PRC 2

cillinaseで あ り12), CDTRが この PCaseに 安定である

ことが確認された。

CDTRの 増殖曲線におよぼす影響については,ヒ ト

血中濃度にシミュレー トし検討 した。経口投与された薬

剤の血中濃度は,時 間とともに変化 しているため,一 定

濃度にセッ トした系における細菌への作用は生体内での

作用を忠実に再現 しているとは考えられない。 したがっ

て,CDTRの ヒト血中濃度にシミュレー トさせた系に

おける殺菌作用では,CFDNお よびCCLよ りも優れて

お り,電 顕の観察において もバルジ形成および溶菌像が

主な像であった。Rvitrに おける抗菌剤の細菌学的な

評価研究には,抗 菌剤のヒ ト組織中濃度変化にシミュレ
ー トしたmodelsystemを 応用することが妥当で あろ

うと考えられる。 また,最 近オー トシミュレーションに

よる ヒ ト血 中濃度推移 にお ける殺 菌作用 の報告があ

る13,14)。

各々の薬剤 とH. influenzae 由来のPBPsと の結合親

和性 の測定濃度 を15。値 で比較 した場合, CDTRは

PBP4,5に 高い親和性 を示 し, CFDNお よび CCLの

それ らよ りも高 い親 和性 を示す こ とを認 め た。 H.
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influenzaePRC2に 対するCDTRのPBPs結 合親和性

を検討 したところ,MalouinとBryan16),Thomasら16)

の報告による隔壁形成 をつかさどるとされているPBP

4,5に 結合親和性 を示 し,電 子顕微鏡観察のフィラメ

ン ト像 と一致する結果であった。CFDNお よびCCLの

PBPs結 合親和性 は,PBP4,5さ らに細胞の分裂 に関

与するとされているPBP2に 強い結合親和性 を示 した。

この結果 もまた電子顕微鏡観察のバルジ形成および溶菌

像 と一致するものであった。PBPs結 合親和性および竃

子顕微鏡像か ら,CDTRは 隔壁形成阻害 と細胞分裂阻

害に作用する薬剤濃度に差がある ことが明 らか となっ

た。CDTRが 添加2時 間後 まで静菌的に作用するのは

これが理由と推察される。

以上の結 果からCDTRのH.influenzaeに 対す る強

い抗菌作用 は,高 いβ-lactamase安 定性 と低濃度での

PBPsへ の高い結合親和性 に起因していることが示唆 さ

れ た。 さらに血 中濃度 にシ ミュレー トした場合 に も

CDTRは 強い殺菌作用を示 していることか ら,こ れ ら

がcefditoren pivoxilの 臨床治験 にお こる良好な成績

(効果)を 反映 した要因 と推察 される。
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Antibacterial activity, bactericidal effect and ƒÀ-lactamase stability of CDTR, and

its binding affinity to PBPs against clinical isolate of Haemophilus influenzae
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and Takashi Yoshida
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760 Morooka-cho, Kohoku-ku, Yokohama 222, Japan

The MIC distribution, bactericidal activity and fi-lactamase stability of cefditoren (CDTR). the

active form of an oral cephalosporin cefditoren pivoxil (CDTR-PI), against a clinical isolate of

Haemophilus influenzae, as well as its affnity for penicillin-binding proteins (PBPs) were compared

with those of other reference compounds. The results were as follows.

1. The MIC80 value of CDTR against 46 strains of H. influenzae was 0.025mg/ml, which was

almost the same as that of cefteram (CFTM) but superior to that of cefdinir (CFDN), cefaclor

(CCL), and cefpodoxime (CPDX).

2. The in vitro bactericidal activity of CDTR against H. influenzae PRC 2 was superior to that

of CFDN and CCL at concentrations simulating human blood levels after 6 hours. Under these

conditions, after 4 hours H. influenzae treated with CDTR in this model simulating the human

blood level showed filaments, bulges and bacteriolysis by scanning electron microscopic

observation.

3. The affinity of CDTR for PBP 4 and PBP 5 among the PBPs of H. influenzae PRC 2 was

higher than that of CFDN and CCL. Its high affinity was paralleled by its strong antibacterial

activity.

4. The relative rate of hydrolysis of CDTR by fl-lactamase was determined. CDTR as well as

CFDN was very stable to ƒÀ-lactamase derived from H. influenzae.


