
呼吸器感染症において分離頻度の高い起炎菌のひとつとし

てHaemophilus influenzae が知られている。経口広域ペニ

シリンが第一選択薬とされていたが，1970年代にβ–ラクタ

マーゼ産生菌の報告がなされ，現在では臨床分離株の 20％

前後がβ–ラクタマーゼ産生菌であることから，β–ラクタマ

ーゼ阻害剤との合剤や本酵素に安定な第 3世代セフェム系薬

剤などに変更が必要とされた1）。さらに，1980年代にβ–ラ

クタマーゼ非産生アンピシリン耐性菌（β–lactamase–

negative ampicillin–resistant H. influenzae; BLNAR）が

確認され，最近ではその急激な増加が問題となっている2～4）。

第 3世代セフェム系薬剤はこのアンピシリン耐性菌にも有用

であることが報告されている5，6）が臨床における治療効果は

不十分との報告もある7）。一方，キノロン系抗菌薬は，H.

influenzae に対し良好な抗菌力を有しており8），β–ラクタ

ム系薬とは作用機作が異なることからアンピシリン耐性菌に

対しても交叉耐性は示さないと考えられる。そこで，キノロ

ン系抗菌薬の代表として levofloxacinを，第 3世代経口セフ

ェム系薬剤の代表として cefcapeneを用い，BLNARに対す

る殺菌作用を検討した。

I． 試験材料および方法
1． 菌株および薬剤

菌 株 は 1998年 度 に 臨 床 よ り 分 離 さ れ たH.

influenzae 037077株および 033432株を用いた9）。

037077株は ampicillin感受性株，033432株は BLNAR

である。薬剤は第一製薬株式会社および塩野義製薬株式

会社より分与された levofloxacinおよび cefcapene，

Sigma Aldrich Japan（東京）より購入した ampicillin

を用いた。両株に対する各薬剤のMIC値を Table 1に

示した。

2． 殺菌作用の検討

H. influenzae を 5％ Fildes enrichment添加Mueller

Hinton broth（MHB: Difco laboratories，Sparks，MD，

USA）にて 37℃・一夜培養した前培養菌液を，同培地

に 5％接種し，約 2時間振盪培養して対数増殖期の菌

液を得た。この菌液に各薬剤を最終濃度が 1 MICおよ

び 4 MICになるように添加後，再度振盪培養を開始し，
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1998年に臨床より分離されたHaemophilus influenzae のなかでアンピシリン感受性株である

037077株およびβ–ラクタマーゼ非産生アンピシリン耐性株（β–lactamase–negative ampicillin–

resistant H. influenzae; BLNAR）である 033432株に対する levofloxacinおよび cefcapeneの殺菌作

用を検討した。037077株に対しては，両薬剤ともに殺菌作用を示したが，levofloxacinの方が cefcapene

よりも強い殺菌作用を示した。033432株に対しては，levofloxacin 1 MICにおいて殺菌作用が認めら

れたが，cefcapene 1 MICおよび 4 MIC作用時にはまったく殺菌作用が見られなかった。両株におい

て，薬剤作用時の形態変化を観察したところ，037077株に levofloxacinを作用した時には，大きな形

態学的変化は見られなかったが，cefcapene作用時には菌体の伸長化が観察された。033432株では薬

剤非作用時においても伸長化した菌体が観察された。033432株の菌体の伸長化には隔壁形成にかかわ

る PBP 3の変異が示唆されたため，PBP 3の塩基配列を解析したところ，セフェム系薬剤耐性変異が

認められ，cefcapeneが殺菌作用を示さないことを裏付けた。
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Table 1． MICs of antibacterial agents

Organism
MIC（µg／mL）

levofloxacin cefcapene ampicillin

H. influenzae 037077 0．008 0．015 0．12

H. influenzae 033432
（BLNAR）

0．015 0．25 2
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0，1，2，4および 6時間後にサンプリングを行った。サン

プルは適宜希釈後，Whitley automatic spiral plater

（WASP; グンゼ産業）により 5％ Fildes enrichment添

加Mueller Hinton agar（MHA: Difco laboratories，

Sparks，MD，USA）に塗抹し，37℃で一夜培養後の

コロニー数を計測し，生菌数を算出した。

3． 形態変化観察

上記と同様の方法で 2時間振盪培養した対数増殖期

の菌液を，スライドガラス上の各薬剤含有 5％ Fildes

enrichment添加MHAフィルム寒天上に接種し，パラ

フィンにて封入した。培養開始 0，1，2，4および 6時間

後に微分干渉顕微鏡にて観察，写真撮影を行った。

4. pbp 3の塩基配列の解析

H. influenzae を 5％ Fildes enrichment添加MHB

を用いて 37℃・一夜培養し，集菌後，Tris–EDTAを加

え，熱変性させた。これを鋳型として，5’–TGATG-

CACAAGATGTTACCTTAAGTATC–3’ および5’–TGG-

AGTTCTATATCATTCTTTAATTCAGG–3’ をプライマ

ーとし，94℃ 30秒，60℃ 1分，72℃ 3分を 35サイク

ル行った。PCR産物は 5’末端をリン酸化後，Hinc II

で切断・脱リン酸化した pUC 118とライゲーションし

た。それを大腸菌に形質転換し，プラスミドを精製した。

5’末端を Cy 5標識したプライマー（5’–CGCCAGGG-

TTTTCCCAGTCACGAC – 3 ’，5 ’ – GAGCGGATAACA-

ATTTCACACAGG–3’）を用い，精製したプラスミドを

鋳型として R.O.B.DNAプロセッサー（Amersham

pharmacia biotech，Sweden）によりシークエンス試

料 を 調 製 し た。ALF expressⅡ DNA Sequencer

（Amersham）および GENETYXによりシークエンス

を解析した。

II． 成 績

H. influenzae 037077株に対する殺菌作用を検討した

結果を Fig. 1に示した。Levofloxacinは 1 MIC（0.008

μg／mL）および 4 MICともに薬剤作用直後から殺菌的

に作用し，薬剤作用 2時間後以降には検出限界（1×10

CFU／mL）以下と良好な殺菌作用を示した。Cefcapene

1 MIC（0.015μg／mL）においては薬剤作用 2時間後ま

で菌数は緩やかに増加したが，その後は緩やかに減少し，

薬剤作用 6時間後では約 104CFU／mLの残菌数であっ

た。4 MICにおいては薬剤作用直後から 2時間後にか

けて約 1／100に菌数は減少し，その後緩やかに減少し

た。一方，BLNARであるH. influenzae 033432株に

対しては，levofloxacinは 1 MIC（0.015μg／mL），4 MIC

ともに作用直後から菌数が減少した。特に，levofloxacin

4 MIC作用時には，薬剤作用 2時間後から菌数は検出

限界以下であった（Fig. 2）。一方，cefcapene作用時に

は 1 MIC（0.25μg／mL），4 MICともにコントロール

と同様に菌の増殖が見られ，殺菌作用はまったく認めら

れなかった。

次に薬剤作用時の形態変化を観察した（Figs. 3，4）。

H. influenzae 037077株では，levofloxacinにおいて，

薬剤作用時の形態は薬剤未添加時と比較して多少伸長化

している傾向はあるものの，顕著な変化は観察されなか

った。Cefcapene作用時においては，2時間後から 1 MIC

および 4 MICともに菌の伸長化が観察された。一方，

H. influenzae 033432株では，薬剤未添加時においても

菌の伸長化が観察され，細胞分裂が正常に行われていな

い可能性が示唆された。

H. influenzae 033432株の形態異常に関して，隔壁合

Fig. 1. Antibacterial activity of levofloxacin and cefcapene
against Haemophilus influenzae 037077.

Fig. 2. Antibacterial activity of levofloxacin and cefcapene
against Haemophilus influenzae 033432（BLNAR）．
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成を担っているペニシリン結合蛋白質（PBP）3領域内

の塩基配列を解析し，β–ラクタム系薬耐性に関与する

といわれている部位のアミノ酸置換について検討した結

果を Table 2に示した。感受性株であるH. influenzae

037077株では，いずれの部位にも変異は認められなか

った。一方 BLNARであるH. influenzae 033432株で

は，Asp–350，Ser–357，Met–377，Ser–385，Leu–389

および Asn–526の 6か所にアミノ酸置換があることが

明らかになった。

III． 考察および結論

Levofloxacinは 1 MIC以上の濃度で BLNARに対し

ても殺菌作用を示し，cefcapeneより強い殺菌力を有し

ていた。一方，BLNARに対してβ–ラクタム系薬であ

る cefcapeneが殺菌作用を示さないという結果は，セフ

ェム系薬剤はMIC値が低くても臨床効果を有さない一

因である可能性が示唆された。今回用いた 033432株の

PBP 3のアミノ酸配列を解析したところ，すでに報告

されている 7か所の変異10，11）のうち 6か所にアミノ酸置

換が存在した。これらの変異をもつ株は，PBP 3に対

して親和性の高い cefotaximeをはじめとするセフェム

系薬剤全般に対するMICが感受性菌に対する値よりも

上昇しているグループⅢ11）に属すると考えられた。

Cefcapeneにおいても，BLNARに対するMIC値は

0.25μg／mLであり，感受性菌での値（0.015μg／mL）

に比して上昇していたもののMIC値自体は低かった。

しかしながら，PBP 3変異による殺菌力の低下が，臨

床で良好な治療効果が認められない原因と考えられた。
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Fig. 3. Phase–contrast micrographs of Haemophilus
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Fig. 4. Phase–contrast micrographs of Haemophilus
influenzae 033432.
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Bactericidal activity of levofloxacin and cefcapene against Haemophilus influenzae
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Bactericidal activity of levofloxacin was compared to that of cefcapene against Haemophilus influenzae
isolated in 1998. Levofloxacin and cefcapene were bactericidal against ampicillin–susceptible strain at a
concentration of 1 and 4 times the MIC，but only levofloxacin was bactericidal againstβ–lactamase–
negative and ampicillin–resistant H. influenzae（BLNAR）．Significant morphological alteration was not
observed after levofloxacin treatment，while filamentous cells appeared after cefcapene treatment of the
ampicillin–susceptible strain. BLNAR changed to filamentous without drug exposure，so we analyzed the
amino acid sequence of the gene encoding penicillin–binding protein（PBP）3. We found 6 substitutions in
PBP 3，suggesting that PBP 3 alteration was a cause of the lack of bactericidal activity of cefcapene.
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