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cefiximeの 殺 菌 作 用
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Haemophilus influenzaeの ヒ ト喉頭癌 由来上皮細胞(HEp-2)へ の 付着性 と,血 清型(serovar)お

よ び生物型(biovar)と の 関連性 を検 討 した。 さらにHEp-2細 胞 に付着 したH .influenzaeに 対 す る

経 ロセ フェム薬の殺 菌作用 につ いて検討 した。

1)1993年 か ら1995年 に 臨床材 料 よ り分離 されたH.influenzae 144株 はbiovar II(43%)が も

っと も多 く,次 いでbiovar III(24%)お よびI(19%)で あ った。Cefixime,cefhodoximeお よ び

cefditorenに 対 す る感受性 の生物 型 による差異 は認め られ なか った。

2)H.influenzaeのwell当 た りのHEp-2細 胞 に対す る付 着率はserovar bの0.5～3.3%に 対 し,

血 清型別 不能株(nontypable)は12～100%で,nontypableの 方 が有 意に高か った。 また,serovar

bに はHEp-2細 胞 内に侵入す る株 は存在 しなか ったが,nontypableで は9株 中8株 にお いて接種 菌量

に対 し0.00003～0.015%の 割 合 で細 胞内侵入が認 め られた。

3)HEp-2付 着菌に対する上記セフェム薬の殺菌は,6時 間までは浮遊 菌の場合 とほぼ同等で顕著な

殺菌作用を示したが,そ の後24時 間までの作用は浮遊菌に比べて著 しく低下 した。また,付 着菌のう

ち細胞内に侵入 した菌はほとんど殺菌されなかった。

これらの結果か ら,H.influenzaeのnontypableの 株は上皮細胞へ付着 しやす く,低 い割合ではあ

るが細胞内にも侵入 しうる性質を持つことか ら,本 菌に起因する呼吸器感染症の難治化や再発の温床 と

なり慢性化へと進展する可能性が示唆された。
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Haemophilus influenzaeは 莢 膜にもとつ く血清型および

生化学性状 による生物型の2種 類の型別法 によ り分類 され

る。分離株の血清型および生物型 とその感染病態 との問には

密接な関連があ り,小 児の髄膜炎や敗血症などの侵襲性疾患

ではserovar bお よびbiovar Iが 多 く,呼 吸器感染では血

清型別不能株,nontypableの 分離頻度が高い1～3)。近 年開発

された経ロセ フェム薬はH.influenzaeに 対 する抗菌力が

強く,本 菌に よる感染症 に優 れた臨床効果 を示 し,first

choise drugと して広 く使用 されている。 しかし,ま れに十

分な治療効果が得 られない症例や再発を繰 り返す症例が散見

される。そこで,ヒ ト上皮細胞株 に対するH.influenzae

の付着性および付着菌に対するセフェム薬の殺菌作用を検討

し,本 菌感染症の難治化や再発 と関連性について考察 した。

I.材 料 および方法

1.使 用菌株

1993年 か ら1995年 に 臨床材 料 よ り分離 され たH.

infuenzae 144株 を使用 した。

2.使 用薬剤

Cefixime(CFLX)お よ びamoxicillin(AMPC)は,

当社 の標 準品 を使用 した。Cefpodoxime(CPDX)お よ

びcefditoren(CDTR)は 当社 の新薬研 究所 で合 成 し,

力 価 の明 らか なものを使用 した。

3.感 受性測 定

日本 化 療 学 会 標準 法 に従 い寒 天平 板 希 釈 法 に よ り

MICを 測 定 した。す なわち,測 定培 地 としてMueller

Hintonagarをbaseと す る5%馬 血 液加チ ョコ レー・ト

寒 天培 地 を用 い,一 夜培養 した菌体 をMueller Hinton

broth(MH)でMcFarland 0.5の 濃 度 に懸濁 した もの

を100倍 希 釈 し,各 希 釈薬剤 含有 の測定培 地 にス タン

プ接 種 した。5%炭 酸 ガ ス下37℃,18時 間培 養後,

菌 の発 育 を阻止 した最小 の薬剤濃度 をMICと した。

4.血 清 型 お よび生物型の判 定

血清 型 はDifco社 製 のH.influenzaeの 莢 膜 に もと

つ く血 清型 別 をス ラ イ ド凝 集 法 で決定 した。生 物型 別

はKillianの 方 法4)に よ って イ ン ドール産生能,ウ レア

ー ゼ活性,オ ルニチ ン ・デ カ ルボキ シ ラーゼ活 性,硫

化水 素産生性 お よび溶血性 に よ りbiovar Iか ら 糊 ま

で分類 した。

5.HEp-2に 対 す る付着率 お よび侵入率

ヒ ト喉 頭 癌 由来 上 皮 細 胞,HEp-2細 胞 を 用 い.
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Falkowら の 方 法に従 い以下 の検討 を行 った5,6)。す なわ

ち,HEp-2細 胞 は,Eagle's MEM(日 水)に ウ シ胎児

血清 を5%添 加 した培 地 を用 い,24 wellプ レー トに

約1×105 cell/wellを 添 加 し,5%炭 酸 ガス下37℃,

20時 間培 養 した。 一方,H.influenzaeはheminお よ

びNADの 各10μg/ml含 有brain heart infusion agar

(BHIA,Difco)で 一 夜培 養 した菌体 を5%ウ シ胎児

血清加MEMに 懸 濁 し,上 記 の単層培養 したHEp-2に

添 加 した 。5%炭 酸 ガ ス下37℃,2時 間 静置 後 に

phosphate-buffered saline(PBS)を 用 いて洗 浄操作

を3回 繰 り返す こ とに よ り浮遊 菌 を除去 し,ラ バ ー ポ

リス マ ンで細 胞 をか き とった 後,細 胞 破砕 して生 菌数

を測定 し,well当 た りの接種 菌量 に対 す る付 着率 を求

めた。 なお,生 菌数 の測 定 は,heminお よ びNADの

各10μg/ml含 有BHIAを 用 い,適 宜希釈 した菌液 を塗

抹 し,培 養 後発 育 した コロニ ー を測 定 した。 また,細

胞 内へ の侵 入 性 は,菌 付 着 細 胞 にgentamicin 100

μg/mlを2時 間作 用 させ て付着 菌 を殺 菌,洗 浄後 に細

胞破 砕 して上 記 の ご と く生菌 数 を測 定 し,well当 た り

の接種 菌量 に対す る侵 入率 を求 めた。

6.HEp-2付 着 菌 に対す る殺 菌作 用

24 wellプ レ ー トに 単層 培 養 したHEp-2にH.

influenzae No.13045を 付 着 させ た後,非 付 着菌 を洗

浄 除去後,各 薬剤 の8 MICを 作 用 させ た。5%炭 酸 ガ

ス下 で37℃ で培 養 し,6お よび24時 間 後の生 菌数 を

5.の 方法 に従い測定 した。

II.実 験 結 果

1.H.influenzae 144株 の 生物型別 分類 お よび経 ロ

セ フェム薬 に対す る感受性

臨床 分 離 のH.influenzae 144株 の 生物型 別 で は

biovar IIが も っ とも多 く43%を 占 め,次 いでIII(24

%),I(19%)で あ った(Table 1)。Biovar IV,

Vお よ びVIに 分 類 され る株 は少 な く,ま た,VIIお よ

びVIIIは 存 在 しなか った。 また これ ら144株 に 対す る平

均MICを 比 較す る と,CDTR,CFIX,CPDXお よ び

AMPCの 順 に抗 菌 力が優 れ てい た。 生物型 別 に分類 し

た 菌株 に対す る平均MICの 比 較 で は,biovar IIに お

Table 1.Biovars and susceptibility to oral cephems of 144

Haemophilus influenzae strains

Agar dilution method(inoculum;106 CFU/ml,incubation:37℃,

5%CO2,20h)

いて62株 中16株(26%)が β-lactamase産 生株の

ため,AMPCに 低い感受性 を示す株が存在 し,ま た,

biovar VIに 属する株は1株 のみであったが,CPDXお

よびAMPCに 対 し低い感受性を示 したものの,い ずれ

の薬剤において も生物型別による感受性の著 しい変動

は認められなかった。

2.HEp-2細 胞 に対す る付 着性 お よび侵入性

HEp-2細 胞 に対す る付着性 お よび侵入性 をserovar

bお よ びnontypableの 株 で比較検 討 した(Table 2)。

Serovar bの 検 討 に用 いた6株 はbiovar Iお よびII

に分 類 され,nontypableの9株 はbiovar Iか らVに

分類 された。 これ らの菌株 をHEp-2細 胞 に付着 させ,

走 査型電子顕微 鏡で観察 した ところ,H.influenzaeは

単 層培 養 した細胞 に ほぼ均 等 に付 着 して いる像が認め

られ た。Serovar bの 株 の付 着率 はwell当 た りの接種

菌量に対 し0.5～3.3%の 範 囲であ ったのに対 し,non-

typableの 株 で は12～100%と 有 意 に高い傾 向を示 し

た。 さらにserovar bで は細 胞内 に侵入 する株は存在 し

なかったの に対 し,nontypableで は9株 中8株 におい

てwell当 た り10～5.9×103の 菌 数が細胞内 に侵入し,

そ の割合 は接種 菌量 に対 し0.00003～0.015%で あっ

た。

3.HEp-2付 着 菌 に対 する殺菌作用

Nontypableの 株 で あるNo.13045を 用 い,浮 遊菌,

付 着 菌お よび細胞 内侵 入菌 に対す るCFDもCPDXお よ

びCDTRの 殺 菌作 用 を検討 した(Fig.1)。 浮 遊菌に対

してはいずれの薬剤 も8 MIC作 用 で優れた殺菌作用を

示 した(Fig.1-a)。 しか し,付 着 菌に対 しては,薬 剤

作用6時 間後では,浮 遊菌 と同様に約2オ ー ダの菌数

減少が み られた ものの,そ の後24時 間 までの殺 菌作用

はいず れの薬 剤 も著 し く低 下 した(Fig.1-b)。 また,

6.3×107 cfu/wellの 付 着菌 に対 し,細 胞内に侵入 した菌

は1.3×103 cfu/wellで,6時 間 後 には細胞 内で7.4×

104 cfu/wellま で 増殖 した。 この侵入 菌に対 していずれ

の薬 剤 も増殖 抑制 効 果 は示す ものの,も っと も抑制効

果の高 いCFIXで も殺菌作用 は認 め られなかった。

III.考 察

H.influenzaeはStreptococcus pneumoniaeや

Moraxella(Branhamella)catarrhalisと な らんで呼

吸器 感 染症 の主 要起 因菌 であ り,本 菌 の分離頻度は全

体の30～40%を 占 めてい る7)。H.influenzaeのnon-

typableの 株 は健常人で も鼻腔 などの上気道 に常在する

こ とか ら1,9),本 菌 の上 皮細 胞へ の付 着 は感染症 との関

連 性 に 重 要 な 意 味 を 持 つ もの と考 え られ る。H.

influenzaeの 上 皮 細胞へ の付 着性 は莢 膜保有 の有無と

密 接 に 関連 してい る こ とが知 られ て いる5.8)。Flalkow5)

らはserovar bの 莢 膜 を欠損 した変異株 は親株 に比較し

て結 膜 由来の上 皮細 胞 に対す る付 着性 お よび侵入性が

著 しく高 く,ト ラ ンス フ オー メー シ ョ ンに よ り再び莢
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Table 2.Adherence and invasion of Haemophilus influenzae to HEp-2 cells

1)Colony-forming units

2)No.of adherent bacteria in well/inoculated bacteria in well•~100

3)No.of invasive bacteria in well/inoculated bacteria in well•~100

Fig.1.Bactericidal effects of cefixime,cefpodoxime and cefditoren
at 8 MIC on Haemophilus influenzae strain 13045 adhering to
HEp-2 cells.MIC:cefixime 0.031μg/ml,cefpodoxime 0.063μg/

ml,cefditoren 0.016μg/ml

膜保有 株 に も どす と付着 性,侵 入性 が ともに低 下す る

ことを明 らか に した。 さらにCatlin10)ら は その莢膜 欠

損変異株 には2つ の タ イプが あ り,ひ とつ は莢膜 成分

であ るポ リサ ッカ ラ イ ドを封 埋 した膜 を少量 産 生 し,

も うひ とつ は ポ リサ ッカラ イ ドを細 胞 内 に少量 産 生す

ることを報告 し,Doern11)ら は 透過型 電子顕微鏡 に よ り

その存在 を確 認 した。 また,H.influenzae以 外 で莢膜

を保有す るS.pneumoniaeやNeisseria meningitidis

につ いても,HEp-2ま た は咽 頭 由来上皮細 胞へ の付着

性 が検討 され てお り,莢 膜 のサ イズや ポ リサ ッカ ライ

ドの量が密接 に関連す るこ とが報 告 され てい る12,13)。こ

れ らの こ とか ら,莢 膜 は菌が 保 有す る付着 因子 をマ ス

クす る こ とに よ り細 胞上 皮へ の付 着 を阻 害す る可 能性

が示 唆 された。H.influenzaeの 血 清型 は,莢 膜多糖体

抗 原 に もとつ く分類 法であ り,nontypableは い ずれの

タイプ に も属 さない,い わ ゆ る莢膜 を保 有 しな い株 で

あ るが2),我 々 の検 討 にお いて もnontypableの 株 は総

じてserovar bの 株 に比べ てHEp-2に 対 する付着性 が

著 し く高 く,莢 膜 の有無 によ りHEp-2細 胞 への付着率

が大 き く影響 され るこ とが確 認 された。 臨床 分 離株 の
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多 くは中耳炎や副鼻腔炎を含む呼吸器感染症 由来株で,

そのほとん どがnontypableの 株であることか ら,上 皮

細胞への付着性 の高さと感染症 とは無縁ではない と考

えられる。

一
方,H.influenzaeの 細 胞 内への侵入 機構 につ いて

は不 明な点が多 いが,H.influenzaeの 付 着 によ りダメ

ー ジを受けた細胞に菌が侵入すると考えられ,細 胞間

隙や細胞内に存在する菌の存在を透過型電子顕微鏡 を

用いて証明されている5,14)。また,N.meningitidisで

はendocytosisに より上皮細胞内に侵入することが報告

されている15)。菌の侵入には莢膜の有無は影響 しないと

いう報告 もあるが16),我 々の検討ではserovar bで は細

胞内に侵入する株は存在 しなかったのに対 し,莢 膜を

保有 しないnontypableで は89%(8/9)に おいて

HEp-2細 胞内への侵入が認め られた。今回の検討では

serovar bとnontypableの 菌数をほぼ同量作用させた

結果であ り,serovar bを さらに高い菌量で作用させて

nontypableと 同等の菌量が付着 した場合の侵入性 は検

討 していないが,H.influenzaeは 付着を介して細胞内

へ侵入 してい くものと考え られ,莢 膜の有無は細胞内

侵入に も密接 に関与 しているものと考えられる。non-

typableの 株は上気道に長期間定着するという事実1,9)か

らも,上 皮細胞 に付着お よび侵入することにより,宿

主の免疫反応か らの逃避を容易にし,長 期の生存 を可

能にしているものと考えられる。

本実験 によって明らかなように,HEp-2付 着菌はセ

フェム薬の殺菌作用に抵抗性 を示 した。HEp-2付 着菌

は比較的短時間に上皮細胞上で増殖 し,集 塊を形成す

ることを鏡顕下で観察 しているが,集 塊 菌は抗 菌剤に

よ り殺菌 されに くく,抵 抗性 を示す ことが菅野17)に よ

って も報告されている。また,細 胞内侵入菌は薬剤作

用に よりまった く殺菌 されなかったことは,セ フェム

薬が細胞内に浸透 しにくいためと推察 される。近年開

発 された経ロセフェム薬はH.influenzae感 染症 に対

して,強 い抗菌力 を反映 した優れた臨床効果を示すこ

とか ら,first choice drugと しての地位を確立している。

しか し,ま れに宿主の要因によって,あ るいは治療 の

失敗 によって本菌に起 因す る呼吸器感染症において,

上皮細胞への付着 ・侵入が再発や難治化の温床 とな り,

慢性感染症へ と進展 する可能性 も考慮する必要がある

と考えられた。

本論文の要旨は,第43回 日本化学療法学会総会にて

発表した。
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Adhesion of Haemophilus influenzae to HEp-2 cells and the bactericidal

effect of cefixime on the adherent bacteria

Akiko Ikemoto,Noriko Teratani,Fumiaki Ikeda

and Yoshiko Yokota

Pharmacological Research Laboratories,Fujisawa Pharmaceutical Co.,Ltd.,
1-6,2-chome,Kashima,Yodogawa-ku,Osaka 532,Japan

The adherence to the human larynx carcinoma cell line,HEp-2 cells,of serovars of biovars of

Haemophilus influenzae,and the bactericidal effect of oral cephems on H.influenzae adhering to
HEp-2 cells was investigated.

1)The biotypes of 144 strains of H.influenzae isolated from 1993 to 1995 were in the order

biovar II(43%),III(24%),and I(19%).There was no difference in their susceptibilities to

cefixime(CFIX),cefpodoxime(CPDX)and cefditoren(CDTR)among the biotypes.
2)The ability of nontypable H.influenzae to adhere to HEp-2 cells was significantly greater

than that of serovar b strains(12•`100% versus 0.5•`3.3%).Invasion of the bacteria into the

cells was observed at a frequency of 0.00003 to 0.015% in nontypable strains,but was not

observed in serovar b strains.

3)The bactericidal activity of these cephems against the adherent bacteria,as well as the
floating bacteria was strong until 6 h.But from then until 24 h.the activity against the adher-

ent bacteria was lower than that against the floating bacteria.These cephems had only slight

bactericidal activity against the invasive bacteria.

These observations suggest that nontypable H.influenzae strains have a tendency to adhere easily
to epithelial cells and to invade the cells,and therefore may cause chronic respiratory tract dis-

eases.


