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Cefpimizole(AC-1370)のin uitro並 び にin vivo抗 抗 酸 菌 活 性 と

マ ク ロ フ ァー ジの活 性 酸 素 産 生 能 に及 ぼす 効 果
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In vitro and in vivo antimycobacterial activities of a cephem antibiotic ,cefpimizole
(CPIZ),and its effect on the oxygen metabolism of host macrophages were studied and the 
following results were obtained.

CPIZ was weakly active against tested mycobacteria.

Phorbol myristate acetate(PMA)-triggered chemiluminescence(CL)of peritoneal cells 
harvested from mice injected intraperitoneally(ip)with 5 mg CPIZ was higher than that of 

cells from control(untreated and saline-treated)mice and cefoxitin(CFX)-or cefotetan

(CTT)-injected mice.PMA-triggered O2-producing ability(NBT—reducing ability)of 
macrophages from mice injected ip with 5 mg CPIZ was also higher than that of control 

mice.However,macrophages from CFX-or CTT-injected mice showed the same level of 

O2-producing ability to that of control mice.
CPIZ showed a therapeutic effect against experimental murine infection due to 

Mycobacterium fortuitum but not against M.avium complex infection .
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は じ め に

"非結核性抗酸菌"に よる感染症 は増加 の傾向 にあり
,

それに対す る有効 な薬剤 の探索が鋭意進 め られて いるが,

本 菌群 の諸種抗菌剤 に対す る感受性 は一般 に低 く1),未

だ的確 な治療薬 が見 出されて いないのが現状であ る。

と こ ろで,cephem系 薬 剤 の"非 結 核 性 抗 酸 菌"

に対 す る抗 菌活 性 につ いて み る と,cefoxitin並 びに

cefotetanがMycobacterium fortuitumに 対 して あ

る程 度 のin vitro並 び にin vivo抗 菌活 性 を示す こと
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が報告 されて いる2)～6)。最近新 たに開発 されたcephem

系 薬剤 で あ るcefpimizole(AC-1370)は 他 の 同系薬

剤 にお け るよ り もPseudomonas aeruginosaに 対 し

て は優 れ て い る一 方,他 菌種 に対 して はや や劣 る

in vitro抗 菌 力 を 有 す るこ と,ま たin vivo抗 菌力 は

in vitro抗菌 力 か ら予 想 され る以上 に強い ものであ ること

が報告 されて いる7)。

今回,我 々は"非 結核性抗酸菌症"に 対す る有効薬剤

探索 の一環 と して,上 述 した ような特性を有す るcefpi-

mizoleのin vitro並 びにin vivo抗 抗酸菌作用を検討

したので報告す る。

材料と方法

1.菌 株

供 試 菌 株(Table1参 照)は 寒 天 平 板 に画 線 培 養 し,

生 じ た 単 孤 集 落 をDubos TweenR-albumin(栄 研

化 学)液 体 培 地 中 で培 養 後,4℃ に保 存 した8)。 そ して

用 に 臨 み,新 鮮 な 同種 培 地 に移 植 し,37℃(M.mari-

num及びM.chelonae subsp.chelonaeは33℃),

3～7日 培 養 菌 を 実験 に供 した。

2.薬 剤

cefpimizole(CPIZ;味 の素),cefoxitin(CFX;

第 一 製 薬),cefotetan(CTT;山 之 内 製 薬)及 びcefti-

zoxime(CZX;藤 沢 薬 品)を 供 試 した 。

3.薬 剤 感 受 性 試 験

200～0.2μg/mlに 至 る2倍 階 段 希 釈 濃 度 のCPIZ

を 含 有 し たDubos液 体 培 地 の100μlを,96穴tray

(Corning Glass Works,N.Y.,U.S.A.)の 各 穴 に

注 ぎ,そ れ らにDubos液 体 培 地 培 養 菌 を同 種 培 地 を用

い て 約5×104CFU/mlに な る よ う に 希 釈 ・調 製 した

ものの100μlを 接種 し(最 終薬 剤濃 度 は100～0.1μg/ml

に な る),遅 発 育 抗 酸 菌 で は37℃(M.marinumは

33℃),14日,ま た 迅 速 発 育 抗 酸 菌 で は37.C(M.

chelonae subsp.chelonaeは33℃),7日 培 養後 に菌

の発 育 の有無 を観 察 し,薬 剤 の最 小 発 育 阻止 濃度(MIC)

を 求 め た 。

4.動 物

治療実験 には5週 齢の,ま た腹腔細胞の採取 には8週

齢 のddY系 雌 マウ ス(静 岡実験動物農業協同組合)を

供試 した。

5.腹 腔 細 胞

生 食 水 に 溶 解 した 各cephem系 薬 剤 の25mg/mlの

0.2ml(5mg)を マ ウ ス の腹 腔 内 へ 投 与 し,24時 間 後

に腹腔 細胞 をphenol red-free Hanks'balanced salt

 solution(HBSS,pH7.2)で 採 取 した。 対 照 と して,

無 処 置正 常 マ ウ ス並 び に生 食 水 腹 腔 内投 与 マ ウ ス よ りの

細 胞 を 用 い た。 これ ら の い ず れ の 細 胞 も同種 液 で洗 浄

後,phenol red-free HBSSに 浮 遊 さ せ た。 な お,供

試cephem系 薬 剤 の 腹 腔 内 投 与24時 間 後 の腹 腔細 胞 数

(5.4～8.7×106)は 無 処 置 正 常 マ ウ ス(7.3×106)に

お け る と ほ ぼ同 じで あ り,ま た 細 胞population(マ ク

ロ フ ァー ジ,62～71%;多 核 白血 球,1%;リ ンパ 球,

28～35%;そ の他 の 細 胞,1%)は 正 常 マ ウ ス(そ れ

ぞ れ,68%,1%,30%及 び1%)に お け る と殆 ど変

わ らな か った。

6.マ ク ロ フ ァー ジ

上述 の腹 腔 細 胞 を10%fetal bovine serum(FBS;

M.A.Bioproducts,Md.,U.S.A.)加Eagle's

minimal essential medium(MEM;日 水 製 薬)に

2.5×105/mlに な る よ うに 浮 遊 さ せ,そ の1mlを16

mm径 の24穴tray(Corning)に 注 加 し,5%CO2

環 境 下 で37.C,2時 間 培 養 し た。 そ の後,1%FBS

加HBSSで 洗 浄 して 非 付 着 細 胞 を 除 去 し,得 られ た付

着 細 胞 を マ ク ロ フ ァー ジ(Mφ)と して 用 い た。

7.Chemiluminescenceの 測 定

100μMluminol(和 光純 薬)含 有phenolred-free

HBSS中 に 浮 遊 さ せ た 腹 腔 細 胞 の1ml(1×106)を

chemiluminescence(CL)測 定 用 バ イ ア ル に注 ぎ,

37.C,1分 間 保 温 した。 そ の後,phorbol myristate

 acetate(PMA;Sigma ChemicalCo.,Mo.,U.S.

A.)の10μl(最 終 濃 度100ng/ml)を 加 え,Lumi-

counter(ModelATP-237,東 洋 科 学)で37℃,5

分 間 にわ た ってCLを 測定 した。

8.O2-の 測 定

Mφ をPMA(100ng/ml)の 添 加 あ るい は非 添 加 の

0.1%nitroblue tetrazolium(NBT;和 光 純 薬)加

10%FBS-MEM中 で5%CO2環 境 下 で37℃,30分

培 養 後,10%ホ ル マ リ ンで 固 定 した 標 本 につ い て 約130

個 のMφ を鏡 検 し,NBT還 元 細 胞 の比 率 を もっ て02

-産 生 能 を表 した9)。

9.実 験 的M.fortuitum並 び にM.avium comp-

1ex感 染 マ ウ ス に対 す るCPIZの 治 療 効 果

CPIZに 対 す るMICが>100μg/mlのM.for

tuitum18367株(2.6×106)あ る い は そ の25μg/mlのM.

avium complex31F093株(8.8×106)を マ ウ ス の

尾 静 脈 内 に接 種 した。M.fortuitum感 染 で は そ の1あ

るい は3日 後 よ り1日1回,週6回,2並 び に4週 間 に

わ た っ て 生 食 水 に 溶解 したCPIZの0.5,1あ る い は2

mgを,ま たM.avium complexで は感 染3日 後 よ り

1日1回,週6回,4週 間 に わ た ってCPIZの0.1,1,

2あ る い は3mg(各0.1ml)を マ ウ ス背部 皮 下 へ注 射

した。 対 照 マ ウ ス に は生 食 水 を 薬 剤 投与 群 と同様 な プ ロ

トコ ー ルで 与 え た。 感 染 後,M.fortuitum感 染 マ ウス

で は 毎 日spinning diseaseの 発 現 の 有 無 を 観 察 し,

M.avium complex感 染 マ ウ ス と と も に感 染 一 定 期 日

後 に屠 殺,剖 検 して,内 臓 の肉 眼 的 病 変 の 有 無 の 観 察,

― 20―



1988年1月 21

更 にM.fortuitumで は 腎 の,ま たM.avium com-

plexで は肺 と脾 の 還元 生 菌単 位 を計 測 した5)。

結 果

1.CPIZの 諸 種 抗 酸 菌 に対 す るin vitro抗 菌活 性

Table1に 示 す よ うに,CPIZの 病 原 性抗 酸 菌 に対 す

る抗 菌 作 用 は 弱 く,そ れ らに対 す るMIC90は い ず れ も

>100μg/mlで あ り,ま たMIC50に つ い て み て も,M.

avium complex(50μg/ml)を 除 い て はす べ て>100

μg/mlで あ った 。 しか し,MICが 比 較 的低 い 菌株 もみ

られ,M.scrofulaceum(19株)に はMICが1.6μg/

mlの も の2株,3.13並 び に6.25μg/mlの もの各1株

が,ま た.M.avium complex(56株)で は そ の3.13

μg/mlの も の3株,6.25μg/mlの も の1株 が み られ

た。 別 途,本 剤 のin vitro抗 菌 活 性 を 遅 発 育 抗 酸菌 で

は7H10寒 天 平 板 を,ま た 迅 速 発 育 抗 酸 菌 で は2％ グ リ

セ リ ン加Muller-Hinton寒 天 平 板 を 用 い て 検 討 した

と こ ろ,そ の供 試 い ず れ の 菌 株 に 対 す るMICも>100

μg/mlで あ っ た(Table略)。

2.諸 種cephem系 薬剤投与 マウスの腹腔細胞のCL

Time after PMA-triggering(min)

Fig.PMA—triggered chemiluminescence 

of peritoneal cells obtained from various 

cephems—injected mice.The peritoneal cells 

suspended in phenol red—free HBSS con

taining 100ƒÊM luminol in a vial were 

incubated for 1 min at 37•Ž.Then PMA

(100ng/ml)was added,the vials were 

loaded in Lumicounter and the chemilu

-minescence was assyed for 5 min at 37•Ž.

Symbols:•Z;none,•¡;saline,•œ;cefpimizole,

ƒ¢;cefoxitin,•£;cefotetan,• ;ceftiz oxime

産生能

Fig.に 示す よ うに,い ずれのcephem系 薬剤投与 マ

ウ スよ りの腹腔細 胞 のPMA刺 激CLも 正 常無処 置マ

ウス並びに生食水腹腔内投与 マウスにお けるよりも高 く,

その程度 はCPIZ>CZX>CTT≒CFXで あ った。

3.諸 種cephem系 薬 剤投 与 マ ウスの腹 腔Mφ の

02-産 生能

諸 種cephem系 薬 剤投 与 マ ウス よ りの腹 腔Mφ の

PMA刺 激02-産 生 能 はTable2に 示 す よ うに,供 試

薬 剤 中でCPIZ投 与 マ ウスよりのMφ にお いてのみ無

処 置並 びに生食水投与対照 マウスにおけるよりも有意 に

高い02-の 産生がみ られた。

4.CPIZの 実 験 的抗酸菌感染 マウスに対す る治療効

果

1)実 験 的M.fortuitum感 染(Table3参 照)

感 染7及 び14日 目 にお けるspinningdiseaseの 発

現頻度 は,感 染翌 日よ り投薬 を開始 した場合 には,そ の

期間が2及 び4週 間のいず れにおいて も薬剤投与量を問

わず対 照マ ウス との間に有意差 はみ られ なか ったが,感

染3日 後 よ り投薬 を開始 した場合 には感染7日 後で は薬

剤投与群 において,対 照群 におけるよりも若干 その低下

傾向がみ られた。 腎の膿瘍様病変 の発現頻度並 びにそれ

よ りの還元生菌単位 は,薬 剤投与開始が感染1日 後 と3

日後 とを問わず,2週 間にわた りCPIZを 投与 した場合

にあ ってはいずれ も対照 マウスにおけると変わ るところ

はなか ったが,4週 間にわた って投与 した場合 には,1

並 びに2mg投 与群 において0.5mg投 薬群並 びに対照

群におけ るよ りも低 か った。

2)実 験的M.avium complex感 染(Table4参 照)

感染3日 後 よ りCPIZを4週 間 にわたって投与 した場

合の肺並 びに脾 か らの還元生菌単位 は,と もに対照群 に

おけ ると有意差 はなか った。 なお,い ずれ の動物群 にお

いて も感染4週 後 の内臓 に肉眼的病変 のみ られ たもの は

なか った。

考 察

細菌感染 に対 する宿主 の抵抗性 の発現 にお いて好中球

並 びにMφ の貧食 ・殺菌能が重要 な役割 を担 ってい る

ことは周知 の ところである。 ヒ トにおける"非 結核性抗

酸菌"症 は土壌 や水 などの自然環境 由来 の抗酸菌が感染

し,局 所 的あるいは全身的抵抗性 の減弱 によって 日和見

的に発症 する ものと考 え られて いる。従 って,本 症に対

して未 だ的確 な治療剤が見 出されて いな い今 日,そ の宿

主 にお けるeffector細 胞で あるMφ の機能を賦活す る

よ うな抗菌剤 を用 いる ことによって治療効果が期待で き

るか もしれない。

最 近 開発 され た広域 性cephem系 薬 剤 のCPIZは そ

のin vitro抗 菌 力 か ら期待 され る以上 に強 いin vivo
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Table1.In vitro Antimycobacterial Activity of Cefpimizolea)

a)The 100,ul of various mycobacteria suspended in Dubos Tween—albumin medium were 

inoculated in each well of 96-well tray with 100ƒÊƒÇof Dubos Tween—albumin medium

 containing twofold serially diluted cefpimizole.MIC was read after 7 or 14-day incubation

 at 37C(or 33C).

b)MIC at which 50% of the strains was inhibited.

c)MIC at which 90% of the strains was inhibited.

抗菌 力 を示す ことが報告 されて いる7)。従来のcephem

系薬 剤 にもみ とめ られて いるこの ようなin vivo効 果 は

薬剤の血中半減期が長 いこと,薬 剤が作用す ることによっ

て菌体 は抗体や補体 による殺 しを より強 く受 けるように

なること,さ らに薬剤 ・抗体 ・補体の共同作用 によって

好 中球 やMφ の貧食 ・殺菌能が高 まること,な どに起

因 す る ことが報告 されて い るl0)｡他 方,CPIZはMφ

の貧 食 ・殺菌 能 を直接的 に賦活 し,そ のMφ の遊離 し

た可溶性因子 によって間接的 に好中球機能 も亢進 され る

とい う特 徴 を もち,従 来 のcephem系 薬剤 とは趣を異

Table2.O2-producing Ability of Peritoneal
 Macrophages Obtained from Various

 Cephem—injected Micea)

a)The macrophages were overlaid with 10% FBS

-MEM containing 0.1% NBT with or without the

 addition of 100 ng/mƒÇ of PMA at 37•Ž for 30 

min.After incubation,the macrophages were 

fixed with 10% formaldehyde and the percentage

 of NBT—reducing cells was counted.Values are 

expressed as mean•}SE.

b)Significantly different from None at P<0.01.

c)Significantly different from Saline at p<0.05.

にす る薬剤で ある11)12)。

CLは02-や1O2あ るいは ・OHな どの活 性酸素 に由

来 す る と考 え られて お り13)14),こ れ らの活 性酸素 は殺

菌活性を有することが知 られて いる。今回,我 々はCPIZ

の 上 述 の特 性 に関 連 して本 剤投 与 マ ウスの腹腔 細胞

のPMA triggeringに よるCL並 び にMφ のPMA

triggeringに よ る02-産 生 能 を検討 した ところ,CL

並 び に02-産 生 能 ともに亢 進 が み られた。 この ことか

らして,抗 酸菌 感染 症 に本剤 を投 与 した場 合,宿 主 の

effector細 胞 で あ るMφ の活 性酸素産生能 を賦活 し,

その結果 と して殺菌能が亢 進す るであ ろうことが示 唆 さ

れ たが,事 実,CPIZ投 与 マ ウスのMφ の緑膿菌 に対

す る殺菌 活性 の亢 進が報告 されて いる11)。他方,CPIZ

は好 中球 の02-産 生 能 も亢進 させ ることが明 らかにさ

れ て い る15)の で,02-あ る い はそ の反応産 物 で あ る

10
2,・OHも 増加 す るで あ ろ うことか ら,上 述 のCL

の増 大 はMφ と好 中球 に由来す るものであろ うことが

考え られ る。

桜 井16)はDubos液 体 培 地 を 用 い てcephem系 薬 剤

(計13種)のM.kansasii,M.scrofulaceum,M.

avium complex及 びM.fortuim complexに 対

す るin vitro抗 菌 活 性 を 検 討 して お り,我 々 の実 験 と

方 法 が 異 な るの で 直 ち に両 者 を比 較 す る こ とは で きな い

が,一 般 的 に い って い ず れ の薬 剤 もCPIZよ り も強 い

抗 菌 力 を 有 す る もの の よ う に 思 わ れ る。 先 に我 々4)が

Kirchner寒 天 平 板 を用 い たcephem系 薬 剤(計15種)

のM.fortuitum complex(90株)に 対 す るin vitro

抗 菌 活 性 は今 回Dubos培 地 を用 い て検 討 したCPIZの

抗 菌 力 とほ ぼ 同程 度 か,あ る い は若 干 強 い もで あ っ た。

これ らの成 績 を勘 案 す る と,CPIZの 抗 酸 菌 に対 す るin
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Table 3.Effects of Cefpimizole against M.fortuitum-infected Micea)

a)Ten mice in each group were infected intravenously with2.6•~106M.fortuitum18367,and

 given cefpimizole subcutaneously once daily,6times a week,from day-1or3after infection.

Values are expressed as mean•}SE.

b)Significantly different from controls at P<0.01.

vitro抗 菌 力 は従来のcephem系 薬剤 よりもす ぐれた も

の とは言 えないよ うに思え る。

CPIZの 実 験的M.fortuitum感 染マ ウスに対す る治

療効果につ いてみ ると,感 染翌 日あ るいは3日 後よ りそ

の1あ るい は2mgの4週 間にわた る投与 は腎の膿瘍様

病変発現の抑制 と感染菌数の有意な減少を もた らした。

これ はCPIZのM.fortuitumに 対す るin vitro抗 菌

力(MIC>100μg/ml)か ら考 え られ るよ り以上 のin

 vivo抗 菌 活性 で あ り,こ れ は本剤 の腎内移行が良い こ

と17)に 加 え るに,Mφ 賦活 作用によ って感染菌の殺 し

が よ り亢 進 された ことによ るもの と思われ る。CPIZは

グ ラム陰 性菌 に対 して補 体 の存 在下 でよ り強い殺菌効

果 を 示 す こ とが報 告 されて い る18)が,M.ckelonae

 subsp.abscessusに つ いて のCPIZと 補体 のin vitro

共同作用 は他 の グラム陽性 菌の例 に もれずみ られなか っ

た(デ ー タ 略)。 他 方,実 験 的M.avium complex

感染マ ウスに対 す るCPIZの 治療効果 はま った く見 られ

なか った。本菌 によるヒ トの感染症が難治 性であ ること

は周知の ところであ るが,日 和見的に起 こる本症 の治療

には抗菌 剤 と免疫 賦活 剤 との併 用,あ るい はeffector

細胞 を直接 より強 く賦活す るような新抗 菌剤の開発の検

討 もまた必要 で はなかろ うか と思 われる。

ま と め

Cephem系 薬 剤 で あ るcefpimizole(CPIZ;AC-

1370)のin vitro並 び にin vivo抗 抗 酸 菌 活 性 並 び に そ

の投 与 マ ウス の腹 腔 細 胞 並 び に マ ク ロ フ ァー ジ(Mφ)

の活 性酸 素 産 生 能 を検 討 し,以 下 の知 見 を得 た。

1)諸 種 の病 原性 抗酸 菌 に対 するin vitro抗 菌活性

は,Dobos Tween-albumin液 体 培地 を用 いて検 討

した ところではいずれ も弱 い ものであった。

2)CPIZ(5mg)の 腹 腔 内投 与 マ ウ ス の腹 腔 細 胞 の

PMA刺 激 に よ るChemiluminescenceはcefoxitin,

cefotetan及 びceftizoximeに お け る よ り も 高 か っ

た 。 ま た,CPIZ投 与 マ ウ ス の腹 腔Mφ で はPMA刺

激 に よ る02鞠 産 生 能 の 有 意 な 増 加 が み られ たが,他 の

cephem系 薬 剤 に あ って は み られ なか った 。

3)実 験 的M.fortuitum感 染 マ ウ ス にCPIZを1

日1回,週6回,4週 間 に わ た って 皮 下 投 与 した場 合 に

は 若 干 の 治 療 効 果 が み られ たが,M.avium complex

感 染 マ ウス で は無 効 で あ っ た。
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Table4.Effects of Cefpimizole against M.avium

 Complex-infected—Micea)

a) Five mice in each group were infected intrave

-nously with8.8•~106M.avium complex31F093,

and given cefpimizole subcutaneously once daily,

6times a week,from day-3after infection.

Values are expressed as mean•}SE.
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