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Haemophilus influenzaeに 対 す るcefcapeneの 抗 菌 作 用 に つ い て

西 村 欣 也 ・吉 田 勇

塩野義製薬株式会社創薬第二研究所*

(平成9年11月7日 受付 ・平成10年3月30日 受 理)

経 口セ フェム薬cefcapene(CFPN)のHaemophilus influenzaeに 対 す る抗 菌力 と薬剤 濃度 をヒ ト血

中濃度 にシ ミュ レー トした場合の殺菌作用 におけ る接種菌量 の影響 につ いて検 討 し以下 の成績 を得 た。

1) CFPNのH.influenzaeに 対 す る抗 菌力 を同 じ経 口セフ ェム薬のcefpodoxime,cefteram(CFTM),

cefaclor,cefotiamを 対 照薬 に選 びMIC測 定 を行 った ところ106CFU/ml接 種 でCFPNはCFTMに 次

いで優 れた抗菌力 を示 した。 しか し,108CFU/ml接 種 した場合 は経 口セ フェム薬 のすべ てが薬剤高濃度

まで 菌苔 が観察 され 判定 困難 であ った。 そ こで,レ プ リカ法 を用 い た判 定 を行 った と ころCFPNは

106CFU/ml接 種 時のMICと 近 似 した結果 を示 した。

2) CFPNMIC測 定 における108CFU/ml接 種 直後の平板上 の生菌数 に比べ,平 板培養後 の菌苔の生

菌数 はMIC(106CFU/ml接 種)濃 度以上 の平板 で は明 らかに少 な く,増 殖 を抑 制 してい るこ とが認め

られた。

3) CFPN 100mgを1日3回 投 与時の ヒ ト血 中濃 度動態 にシ ミュ レー トしてH.influenzae(β-ラ

ク タマーゼ産 生株 を含 む4株)105CFU/mlお よ び107CFU/mlに 作 用 させ た際の殺 菌効果 を検 討 した。

CFPNは 優 れた殺菌作用 を示 し,105CFU/mlで は約10時 間 までに,107CFU/mlで は約18時 間 まで に

菌は消 失 し,有 用性が示唆 された。
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Cefcapene(CFPN)は 塩 野義製薬株式会社研究所で合成

された新 しいエステル型経口セフェム系抗生物質で吸収時に

腸管壁のエステラーゼにより速やかに加水分解され抗菌活性

を発揮 し,グ ラム陽性菌およびグラム陰性菌に対 してバラン

スの とれた広範囲の抗菌スペク トルと強い抗菌力 を有する抗

生物質である1～6)。なかで も呼吸器感染症の起炎菌 として臨

床 上 もっと も重 要 な菌種 の1つ であ るHaemophilus

influenzaeに 対 して優 れ た抗 菌 力 を示 す7)。 一 方,H.

influenzaeに 関 しては臨床の場では抗菌薬の良好なMIC評

価 が必ずしもそのまま反映 されない場合もあ り,除 菌効果が

低いなどの治療上の問題 も指摘 されている81。その原因の1

つ にH.influenzaeに 対 する一部のセフェム系薬のMIC評

価 において,接 種菌量による大 きな変動があげ られている。

今回,CFPNのH.influenzaeに 対する殺菌作用を検討する

にあたって,接 種菌量がCFPNの 抗 菌力にお よぼす影響と

CFPN常 用 投与後の ヒ ト血中濃度動態 にシミュレー トして

作用 させた時の殺菌効果について調べたので報告する。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬剤

Cefaclor(CCL,塩 野 義製 薬),cefteram(CFTM,

富 山 化 学),cefpodoxime(CPDX,三 共),cefotiam

(CTM,武 田 薬 品),cefcapene(CFPN,塩 野 義製薬)

の力価 の明 らか な抗菌 薬 を用 いた。

2. 使 用 菌株

1994年 臨床分 離H.influenzaeを 使 用 した。

3. 薬 剤 感受性 試験

1) MICの 測 定 は,日 本化学療 法学 会標準 法(寒 天

平 板 希 釈 法)9)に 準 じて 行 っ た 。 増 殖 用 培 地 は5%

Bact fildes enrichment(FE,Difco)添 加Mueller-

Hintonbroth(MHB,Difco)を 用 い,37℃,18時 間

培養後 の培 養液(約108CFU/ml)と そ の100倍 希 釈菌

液(106CFU/ml)に 調 整後,ミ ク ロプ ラ ンター(佐 久

間製作所)で 感 受性 測定 用 平板 に接種 した。 感受 性測

定 用培 地 は5%FE添 加Mueller-Hintonmedium

(MHM,Difco)を 用 いた。MICの 判 定は37℃,18～

20時 間 培 養 後 行 っ た 。H.influenzae接 種 菌 液

108CFU/mlの 場 合 の β-ラ ク タム系薬 に対す る感受性測

定 は,ほ とん どの 菌株 が薬剤 高 濃度 平板 で も菌 苔が消

失せ ずに残 るため 目視 判定でendpointを 求 め るこ とが

困難 であ った。 菌苔 の盛 り上が り程 度が 大 き く変化 し

た時点 を判 定す るこ と も試 みた が不確 かで あ った。 そ

こで,接 種菌液108CFU/mlの 場 合の感 受性 測定 に限 り,
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判 定 後の平 板か ら5%FE添 加Brain Heart Infusion

agar(BHIA,Difco)の 平 板 に滅 菌 した ビロー ド布 を使

用 しレプ リカ法 に よ る転写 を した後,こ の 平板 を さ ら

に37℃,18～20時 間 培 養後,出 現 したcolony数 を測

定 した。測 定 したcolony数 が ≦19個 を(-),そ れ 以

上 を(+)と 判 定基 準 に し,そ の と きの レプ リカ平板

に相 当す る元の感受性 平板 の薬剤濃 度 を もってMICと

判 定 した。 この 際 の レプ リカ平板 の 判 定基 準 は元 の感

受性 平板 の 菌苔 の盛 り上 が り程 度が 大 き く変化 し,無

理 に読 ん だMIC値 に 適 合 させ る と と も に出 現 した

colonyを 容 易 に数 える ことが で きる数 字 と した。

2) H.influenzae接 種 菌液108CFU/mlの 場 合 の感受

性測定用平板 はMIC判 定 時 に薬剤 高濃 度の平板 で も菌

苔が形成 され 目視判 定 が不 可 能 で あ ったが,こ の 菌苔

が単 なる痕跡 であ るの か 生菌 で あ るの か見 分 けが で き

ないの で ミクロ プ ラ ンター で接種 後 に綿 棒 で掻 き取 り

生菌数測 定 した。H.influenzae 5株 を 用い,CFPN 0,

0.006～100μg/mlの 感 受性 測定用 平板 に接種 し,37℃,

18～20時 間培 養後綿棒 で掻 き取 り5%FE添 加MHB2

mlに 懸 濁後1 spot当 た りの生 菌数測 定 を行 い,無 薬剤

平板 に接 種 直後 の 結果 と比 較 検 討 した。 生 菌数 測 定用

培地 は5%FE添 加BHIAを 用 いた。

4. CFPNの ヒ ト血中濃 度動態下 にお ける殺 菌作用

マ イク ロ コ ンピュ ー ター制 御 に よ り自動 的 に血 中濃

度推移 を培養 液中 で再 現 で きる装 置"Auto-simulator

Shionogi(dilution type)"(AS装 置)10)を 用 いて,

CFPNのin vitro殺 菌 作用 を検討 した。CFPNの 投 与

法お よび投 与量 は実際の投 与 を想 定 し,100mgカ プ セ

ルを6時 間毎1日3回 と した。CFPNの 血 中濃 度は 中

島 ら11)の 成 績 を用 いた。 β-ラ ク タマ ーゼ産 生株 を含 む

H.influenzae 4株 に,菌 濃 度 と しては対数 増殖期 の生

菌数が薬剤作 用 時に105CFU/mlと107CFU/mlに 達 す

るよ う調整 し検 討 した。培 地 はHaemophilus testing

medium(15μg/ml hematin,15μg/ml β-NAD,5

mg/ml Yeast extractの 割 合でMHBに 添 加 〉(HTM)

を用 い,生 菌数測 定用 に は5%FE添 加BHIAを 用 い

た。

II. 結 果

1. H.influenzaeに 対 する感受性 測定

1) CFPNと 対 照 薬 と し て 経 口 用 セ フ ェ ム薬 の

CPDX,CFTM,CCL,CTMを 用 い,1994年 臨 床 分離

H.influenzae 36株 を 用 いて 日本化 学療 法学 会標 準法

(寒天平板 希釈法)に 準 じて感受性 測定 を行 った。

標 準 法 の 接 種 菌 液106CFU/mlの 場 合 と接 種 菌 液

108CFU/mlの 場 合 につ いて行 い,接 種 菌量 の影響 につ

い て検 討 し た 。 接 種 菌 液106CFU/mlの 場 合 で は,

CFTM>CFPN>CPDX>CTM>CCLの 順 に抗薗 力が

優れ ていた。

接種 菌液108CFU/mlの 場 合 では,薬 剤 高濃 度平 板で

も菌 苔 を 形成 す る株 が ほ とん どで 目視 判 定 で はend

pointが き わめ て判 読 し難い とい う現 象が起 こった。 こ

の問題 に対 処す るため接種 菌液108CFU/mlの 場 合 の判

定 は す べ て レ プ リ カ 法 判 定 を 採 用 した 。 接 種 菌 液

108CFU/mlの 場 合の 成績 を接種 菌 液106CFU/mlの 場

合 の成績 と比較す る とCFPN,CPDX,CFTMは 同 じか

2倍 高 い値 であ ったがCCL,CTMは8倍 ある いは16

倍 高い値 を示 した(Fig.1)。

2) CFPNで,106CFU/ml接 種 時 にMIC最 頻 値

(0.025μg/ml)を 示 すH.influenzae5株(SR 13320,

SR 13321,SR 13322,SR 13343,SR 13345)を 用 い,

接 種 菌液108CFU/mlを 無 薬剤平板 に接種 直後 に綿棒 で

掻 き取 った生菌数 をcontrolと して,培 養 後の感受 性測

定 用平板 の1 spot(約5μl)当 た りの生 菌数 測定 を行

い比 較 検 討 した 。Controlの 生 菌 数 は5×105～1×

106CFU/spotで あ った。培 養 後 の薬剤 含寒 天平板 の菌

苔 か ら掻 き取 った生 菌 数 は,全 株 共MIC値0.025μ

g/ml以 上 のCFPN濃 度 でcontrolの 生 菌数 よ りも少 な

い104CFU/spot以 下 を示 し,菌 の増 殖 を抑 制 して い る

こ とが認 め られ た。 一部 の濃 度域 で生 菌数 が 逆転 して

いる株 もみ られたがcontrolの 生 菌 数以下の値 であ った

Fig. 1. Susceptibility distribution of clinical isolates
Haemophilus influenzae (36 strains).
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(Fig.2)。

2. CFPNの ヒ ト血中濃度動態下 における殺菌作用

CFPNに よ るMIC最 頻 値0.025μg/mlを 示 すH.

influenzae SR 13320,SR 13321,ATCC 35891お よび

β-ラ ク タマ ーゼ 産生株 のSR 13336の4株 を用 い,

CFPN 100mg,6時 間 毎3回/日 投 与 時 の 血 中濃 度 動

態11)に シ ミュ レー トし作 用 させ た時の殺 菌作 用 を検討

した。そ の際 のCFPNの 濃 度推移 をFig.3に 示 した。

CFPN作 用 開始時の菌濃 度がlog phaseの105CFU/ml

Fig. 2. Numbers of viable cell of Haemophilus influenzae

versus the MIC of cefcapene.

Symbols: •œ, strain SR 13320; • , strain SR 13321; L,

strain SR 13322; •›, strain SR 13343; •£, strain SR

13345

お よび高濃度菌量の107CFU/mlに なるよっ調整 し経時

的に生菌数変化 を調べ た。CFPNは 優れた殺菌作用を

示 し,105CFU/mlで は4株 とも生菌数は経時的に減少

し,7.6～9.6時 間で菌は消失 した。107CFU/mlに おい

ては7.6時 間以後に殺菌力が少 し鈍化する株 もみ られ

たがβ-ラ クマーゼ産生株(SR 13336)を 含め17.6時

間までに菌は消失 した(Fig.4)。

III. 考 察

CFPNのH.influenzaeに 対する抗菌力 を接種菌量の

影響 について検討 した。CFPN他 経口セフェム薬の

CPDX,CFTM,CCL,CTMに ついて感受性測定を行っ

た。接種菌液106CFU/mlの 場合ではCFIPNはCFTM

に次いで優れた抗菌力を示した。接種菌液108CFU/ml

の場合では.ほ とんどの株で薬剤高濃度までspot接 種

Fig. 3. Concentration time curve automatically simulated

in serum of a human orally administered 100 mg of

cefcapene 3 times/day.

Fig. 4. Bactericidal activity of cefcapene against four Haemophilus influenzae strains in an in vitro model auto-
matically simulated in human serum.
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したリング状の菌苔の盛 り上が りが観察された。盛 り

上が りの程度,た とえば(3+)か ら(2+)ま たは

(+)に 変化 した時点で判定す ることも考えられたが菌

苔の形成は必ず しも薬剤の濃度順 に薄 くなるのではな

く様々に変化するため目視によるendpointの 判定は困

難でその結果 ほとんどの株 は高度耐性 を示すことにな

り,106CFU/ml菌 液接種 とはきわめて大 きな差が生 じ

た。CFPNの みならず,こ のとき用いた他の経口セフ

ェム4薬 剤でも同様に観察 された。H.influenzae接 種

菌液108CFU/mlの 場合と接種菌液106CFU/mlの 場合

との差についてはすでに生方 ら12,15,16),斎藤 ら13),柳 瀬

ら14),の詳細な報告があ り,接 種菌液108CFU/mlの 場

合ではペニ シリン系薬剤やセファロスポ リン系薬剤で

判定困難であ り,chloramphenicol(CP)や ア ミノグ

ルコシ ド系薬で はその差はわずかであることを報告 し

ている。その原因 として,ampicillin(ABPC)作 用8

MICでH.influenzaeは スフェロプラス ト化 したが6

時間でも容易に溶菌に至 らず,CPやkanamycinで は

1 MIC濃 度で2～3時 間で溶菌像がみ られることを電子

顕微鏡を用いた菌の形態変化を検討 している。そ して,

これらの観察結果が寒天平板法による感受性測定の際

に結びつ き,接 種菌量が多い場合のABPC含 有培地上

では単にフ ィラメン ト化やスフェロプラス トを形成す

るだけで体積が増大 し,そ れが肉眼で菌膜 となって見

いだされ,接 種菌量が少なければ菌は同様に変化 して

も体積増大が肉眼で判定できず,そ の点をMICと 判定

していると考えると報告 している。

我 々の実 験 で も成績 は示 して いな いが接 種 菌液

108CFU/mlの 場合のMIC判 定が困難な現象は他の β-

ラクタム系薬(ABPC,cefpirome,latamoxef,imipen-

em,aztreonam)す べてとfosfbmycinに おいて確認さ

れ,lomefloxacin,tobramycin,minocycline,CPは 目視

判定が可能であ り,同 じ傾向を示 した。我 々はCFPN

そ の他 の抗 菌 力 を検 討す るに際 し,接 種 菌 液108

CFU/mlの 場合の問題に対処す るため レプリカ法を用

い判定することを試みた。判定基準 としてspot当 た り

colonyを 数えることができる数値 として≦19colony/

spotを(-)と したが,こ れが適当か どうか議論があ

ると考 えられ る。 しか し,そ の判定基準で判定 した結

果を接種菌液106CFU/mlの 場合のMICと 比較すると

CFPN,CFTM,CPDXは 同 じか2倍 高い値 を示 し,

CCL,CTMは8倍 あるいは16倍 高い値を示 してお り,

これ らの薬剤の殺菌効果 について比較する必要がある

と考えられる。

MIC判 定の際,CFPN平 板上で菌苔を形成 し目視判

定困難であったがその菌苔の生菌数を無薬剤平板 と比

較 し,平 板上における増殖抑制程度 を調べた。CFPN

によるMIC最 頻値(0.025μg/ml)を 示すH.infzuen-

zae 5株 の接種菌液108CFU/mlを ミクロプランターで

接種 直後 の無薬剤 平板のcontrolか ら掻 き取 った生菌数

は5×105～1×106CFU/spotで あ り,20時 間培 養 後で

1.8×107～7.6×107CFU/spotで あ った 。MIC0.025

μg/ml平 板 か らの菌苔 は5株 と も1.1×105CFU/spot

以 下 を示 し,接 種 時 の 菌量 と比 較 して も少 な い値 で あ

っ た。 一 部 の 濃 度 域 で 逆 転 して い る株 が み られ た が

104CFU/spot以 下 であ り,接 種時 菌量 と比 べ て増 殖 を

抑制 して いる ことが 認め られた。

以上 の ように 暫定 的 に設 け た判 定基 準 に よる レプ リ

カ法の結 果 は,1sp0t当 た りの生 菌測 定 に よる増 殖抑

制効 果 とあ わせ 考 え る と接 種 菌液108CFU/mlのMIC

に相 当 し,レ プ リカ法 に よる判 定 が有 用 で あ る と考 え

る。

抗 菌薬のin vioroに お ける殺 菌作用 の評価 は,通 常 薬

剤 の一 定濃 度 を細 菌 に作 用 し続 け た場 合 の抗 菌力 の 強

さを測定 した もので あ る。 しか しヒ トの体 内 にお いて,

抗 菌薬 は投 与 後吸 収,代 謝お よび排 泄 等 に よ りそ の 濃

度 は刻 々変 化 し,同 一 濃 度で 維持 され て い るわ けで は

な い。 そ こで我 々はin vioroで の殺 菌作用 を検討 す る際,

抗 菌薬 の ヒ ト血 中 で の濃 度推 移 を培 地 中で シ ミュ レー

トす る方法 と して マ イ クロ コ ン ピュー ター 制御 に よ り

自動 的 に 血 中 濃 度 推 移 を培 養 中 で 再 現 で き る 装 置
"A
uto-simulator Shionogi(dilutiontype)"(AS装 置)

を用 い報 告17,18)し て きてい る。 今 回,CFPN投 与 量 は

100mgカ プ セ ルを6時 間毎,1日3回 投与 時の血 中濃

度動 態 に シ ミュ レー トし,CFPNに よ るMIC最 頻 値

0.025μg/mlを 示 すH.influenzae SR 13320,SR

13321,ATCC 35891お よ び β-ラ クタマー ゼ産生株 の

SR 13336の4株 を用 い作用 させ た。CFPNは 投 与後

1.6時 間 で血 中 に移行 し,濃 度上昇 を は じめ51分 後 に

最 高濃 度1.08μg/mlに 到 達 し,以 後徐 々 に下降す るが

6時 間毎3回 投 与 に よ り増 減 を繰 り返 し,投 与 後20.7

時 間 目までMIC濃 度 の0.025μg/ml以 上 で菌 に作 用 し

続 け る。 その結果,CFPNはH.influenzaeに 殺 菌 的 に

作 用 し105CFU/mlで は4株 とも7.6～9.6時 間 で菌 は

消 失 した。 高濃 度菌量 の107CFU/mlに お い て は,7.6

時 間以 後 に殺 菌力 が少 し鈍化 す る株 もみ られたが β-ラ

クタマ ーゼ産生株(SR 13336)を 含 み17.6時 間 まで に

生菌数 は消 失 し,CFPNのH.influenzaeに 対 す る優 れ

た殺菌 効果が 認め られ た。清水 ら19,20)はH.influenzae

を 用 い,cefditoren(CDTRMIC0.025μg/ml)を ヒ ト

に経 口投 与 して得 られ た血 中濃 度 にス テ ップ ワ イズで

シ ミュ レー ト21)し た 場 合 の殺 菌作 用,口 蓋扁 桃 内濃 度

に シ ミュ レー トした場 合 の殺 菌作 用 を6時 間 にわ た っ

て検討 し,生 菌数 は各々菌接種 時(105CFU/ml)か ら3

10gお よ び210g減 少 した こ とを報告 して い る。今 回

我 々が行 ったCFPN血 中 濃度 に シ ミュ レー トした場 合

の殺菌作 用で は,H.influenzae(105CFU/ml)は4株

中3株 がCFPN作 用 後6時 間(投 与後7.6時 間)で,
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1株 は8時 間(投 与後9.6時 間)で 菌は検 出限界以下 と

な り,CFPNはH.influenzaeに 対 して短 時間で も優 れ

た殺 菌力を有 して いる と考え られた。 高濃 度菌量の107

CFU/mlに 作 用 させ た場合 で もCFPNは 殺 菌的 に作 用

し,菌 量 の影 響 は受 け て もわず か で あ る と考 え られ,

また β-lactamase産 生 株 にお いて も同様の殺菌性 を示

す ことよ りH.influenzae感 染 症 に対 する臨床的有用性

が示唆 された。
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Antibacterial activity of cefcapene against Haemophilus influenzae

Kinya Nishimura and Isamu Yoshida

Discovery Research Laboratories II , Shionogi Research Laboratories, Shionogi and Co., Ltd.,

3-1-1 Futaba-cho, Toyonaka, Osaka 561, Japan

We determined the effects of the inoculum size of cefcapene (CFPN), a new oral cephalosporin,

on its antibacterial and bactericidal activities against Haemophilus influenzae by simulation of

human serum concentrations. The resulst were as follows. First, we compared the antibacterial

activity of CFPN against H. influenzae with those of cefpodoxime, cefteram (CFTM), cefaclor and

cefotiam. CFPN showed good activity, second to that of CFTM, at an inoculum size of 106CFU/ml.

But for an inoculum of 108CFU/ml, the end-points of bacterial activity on high-dose plates of all

experimental oral cephalosporines were difficult to judge. In the replica-plating method, the

antibacterial activity of CFPN was close to the MICs for an inoculum of 106CFU/ml. We next

counted the viable cells on plates containing CFPN with an inoculum of 108CFU/ml. On plates of

over MIC with an inoculum of 106CFU/ml, there were clearly fewer colonies than just after inocu-

lation. Thus, CFPN showed an antibacterial effect against H. influenzae. We finally determined

the bactericidal activity of CFPN against inocula of 105CFU/ml and 107CFU/ml of 4 H. influenzae

strains (including ƒÀ-lactamase-producing strain) by simulation of human serum concentrations

after oral administration of 100 mg of the drug 3 times/day. CFPN showed good bactericidal

activity against H. influenzae. The viable cell number remained below detection levels for 10

hours after CFPN administration with 105CFU/ml and 18 hours with 107CFU/m1 against all H.

influenzae strains. We concluded that CFPN can be a highly useful antibiotic against H. influen-

zae infections.


