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Cephacetrileの β-ラ ク タ マ ー ゼ産 生 菌 に 対 す るinvitroお よ びinvivo抗 菌 作 用
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1緒 言

Cephacetrile (CEC)はCIBA-GEIGY社 研 究 所 に

お い て 開 発 され た 新 しい半 合成Cephalosporin系 抗 生

物 質 で あ り,そ の抗 菌 ス ペ ク トル,抗 菌 力 の特 性 お よび

β-ラ ク タ マ ーゼ に対 す る安 定 性 等 か らCECはCepha-

lothin (CET)に 比 して優 れ て い る抗 生 物 質 と して発 表

され1,2,3),現 在 諸 外 国 で は実 用 され 始 め てい る。

CECは 次 に示 した よ う に,7-ACAの7位 ア ミ ノ基

に シ ア ノア セ チ ル基 が結 合 した化 学 構 造 を有 して い る。

現 在 臨 床 で多 用 され て い るCephaloridine (CER), 

Cefazolin (CEZ), Cephalexin (CEX), Cephaloglycin 

(CEG)お よびCETな ど のcephalosporin系 薬 剤 に

比 しCECが 優 れ た 抗 菌 作 用 を示 す か 否 か を検 討 す る 目

的 で,β-ラ ク タ マー ゼ 産 生 代 表 株 に対 す るin vitroお

よ びin vivoで の 抗 菌 作用 お よび β-ラ ク タ マ ー ゼ に対

す る安 定 性 に つ い て,特 にCEZお よ びCERと の比 較

に お い て検 討 した の で報 告 す る。

II　 実 験 材 料 お よび 方 法

1)　 使 用 菌 株:

セ フ ァ ロス ポ リナ ー ゼ(CSase)産 生 菌 と し てPseu-

domonas aeraginosa GN 918, Proteus vulgaris GN 

76, Citrobacter freundii GN 346そ れ にE. coli GN 

5482を 代 表株 と して選 び 使 用 した。 また ペ ニ シ リナ ー

ゼ(PCase)産 生 菌 と して はI型PCase産 生 菌 で あ る

E. coli GN 5499 Rms 192+,II型PCase産 生 菌 と して

E. celi W 3630 RGN 238+そ 漁 こStaph. aureecs由 来

PCase産 生 菌 と してStaph. aureus MS 9407を 選 び

使 用 した 。 また β-ラ クタ マ ー ゼ非 産 生 菌 と してE. coli

K-12 ML 1410株 を 使 用 した 。

2)　 使 用 薬 剤:

CECは 武 田 薬 品工 業 株 式 会 社 お よび 日本 チパ ガ イ ギ

一株 式 会 社 か ら提 供 され た 粉 末(Potency: 915μg/mg)

を用 い,CERは シオ ノギ製 薬 株 式 会 社,CEZは 藤 沢薬

品 工業 株 式会 社 か ら提 供 され た もの を 用 い,他 のpeni-

cillinお よびcephalosporin誘 導 体 は 当 教 室 保 存 の

working standard sampleを 使 用 した。

3)　 使 用 培 地:

薬 剤 感 受 性 測 定 に はHeart infusion (HI)寒 天 平板

(栄 研)を 使 用 した 。 菌 の前 培 養 はBrain heart infu-

sion (BHI) broth (Difco)を 用 い,菌 液 の希 釈 は ペ プ

トン水(1%ペ プ トソ,0.5%NaCl)を 用 い た 。Bio-

photometerで の 溶 菌 作 用 に はTrypto-Soybroth (TSB,

栄 研)を 使 用 した 。 β-ラ クタ マ ー ゼ調 整 の た め に はnu-

trient brothを 使 用 した 。

4)　 薬 剤 感 受 性 測 定:

HIA培 地 を 用 い た平 板 希 釈 法 に よ り測 定 した。 被 検

菌 のBHI培 地,18時 間 培 養 液(約108/ml)お よび ペ プ

トン水100倍 希 釈液 の1白 金 耳 を 薬 剤 含 有 培 地 平板 に接

種 し,37℃18時 間 後 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 求 め

た。

5)　 β-ラ ク タ マ ー ゼ調 製 と酵 素 活 性 測 定:

酵 素 源 と して 供 試 され た 菌 のBHI培 地,overnight

culture 10mlをnutrient broth1Lに 加 え,37℃4

～5時 間 振 盪 培 養 した 後,冷 凍 遠 心 に よ り集 菌 した 。

pH7.0の リソ酸bufferで 洗 源 した 菌 体 に 同 じbuffer

の適 当量 を 加 え て 超 音 波 破 砕 機 で20kc, 5分 間,氷 冷

下 破 砕 した 。 得 られ た 液 を15,000×g,30分 冷 凍 遠 心 し

た後 上 清 を β-ラ ク タ マ ー ゼsampleと し た 。StaPh. 

attreusはearly log stageにinducerと してMethic-

illin 2μg/ml, Preteecs vulgarisそ れ にPseud. aeru-

ginosarcはPenicillin G (PC-G)を そ れ ぞ れ0.5,5

mg/mlをinducerと して 加 え た。 β-ラ クタ マー ゼ活 性

は30℃, 30分 反 応 した 後 ョ ー ド法4)で 測 定 し,CSase

に お い て はCERを100, PCaseに おい て はPC-Gを

100と した時 の 各基 質 に対 す る加 水 分 解 度 を 求 め た。

6)　 β-ラ クタ マー ゼを 産 生 す る 菌 に対 す る溶 菌 作 用:

試 験 菌 のBHI培 地 前 培 養液 をTSB培 地 に約105/ml

接 種 し,37℃ で振 盪 培 養 を 行 い,増 殖early log stage

に 薬 剤0,12. 5,25, 50, 100, 200μ9/mlを 加 えて

biophotometer (Jouan, Paris)で 濁 度 を 記 録 した。 一



VOL.24 NO.1 CHEMOTHERAPY 29

方,薬 剤添加時,1,2,4,8,18時 間 のそれぞれのセル

より0.1mlの 培養液を採 り,生 理食塩(生 食)水 で適

当に希釈 して普通寒天培地にまき,生 菌数を測定 した。

ただしCEZの 場 合の生菌数は求めなかった。

7) 感染動物の治療効果の判定:

HIA平 板で37℃,20時 間培養した菌を生食水に浮遊

させ,そ の0.2mlをICR系 のマウスの尾静脈 より注

射した。 ICR系 マウスは日本クレアよ り購 入 した雌雄

で,生 後4週,体 重20±19の ものを用いた。 菌量は

OD530で 測定し,0.2ml中 に3LD50が 入 る ように生

食水で調製 した。 治療効果は0.02Mリ ソ酸buffer-

0.15M NaClに 溶解した薬剤を感染直後,4,20時 間 後

の3回 マウスの皮下に投与,1週 間後の生死 で判断 し

た。 ED50値 は回帰直線法により求めた。

III実 験 成 績

1) in vitro抗 菌作用:

β-ラクタマーゼを産生する菌4株 および感受性株E.

coli ML 1410に 対するCEC, CERお よびCEZの

MICをTable 1に 示 した。すなわち I型PCaseを 産

生するE. coli GN 5499 Rms 192+に おいてCECが

CEZお よびCERよ りやや優れた抗菌力を示 している

が,他 の菌に対しては抗菌作用が同じかやや低い結果で

あった。

一方, TSB培 地に105/mlの 菌を接種後, CEC,

CEZを それぞれ,種 々の濃度で添加しbiophotometerお

よび生菌数測定で溶菌作用を検討 した結果では, E. coli

GN 5499 Rms 192+に おいてはCEZよ りCECが や

や強い溶菌作用を示しているように思われ,こ れは上記

の抗菌力の結果と一致 した。 しか しながら, CECは 添

加後2時 間ぐらいで急速な再増殖がみられた。一方,高

いCSase活 性 を有するCit. freundii GN 346に 対 し

ては, CEC, CEZ共 に200μg/mlで 溶菌作用が認めら

れなかった。その他の試験菌に対 しては, CECよ り

CEZの 方 がやや強い抗菌作用を示す結果を得た。

なお,こ の溶菌実験において数時間後より薬剤を添加

したセル中のbrothが 赤 色をおびた。 これはCECが

β-ラクタマーゼで分解された後生 じる赤色 物質 に起 因

する1,3)と思われる。

Table 1 MIC levels of CEC toward bacterial strain swith β-lactamase activity

Fig.1 Survival curve of E. coli GN 5499 Rms 192+ by CEC (37℃)
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Fig.2 Survival curve of Cit. freundii GN 346 by CEC (37℃)

Fig.3 Survival curve of E. coli GN 5482 by CEC (37℃)

Fig.4 Survival curve of E. coli W 3630 RGN 238+ by CEC (37℃)
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2) β-ラクタマーゼに対する安定性:

CSaseを 産生する4株 およびPCaseを 産生する3株

か らそれぞれ調製 した β-ラクタマーゼを用いて, CEC

お よび種々のcephalosporinお よびpenicillin系 薬剤

の加水分解度を測定 した。 Teble 2に 示 した ように,

Cit. freundii GN 346のCSaseに 対 してCECはCER

の約10倍, CEZの 約20倍 加水分解 され難いこと, E.

coli GN 5499 Rms 192+のPCaseに 対 しCEZと ほ

ぼ同程度分解 されるが, CERよ り約5倍 分解 され難い

こと,他 の菌のCSaseお よびPCaseに 対 しCERと

ほぼ同程度分解されるが, CEZよ り約3倍 分解 され難

いことが判った。またCECの 加水分解 度はCETの

それと比較 してほとんど同程度であった。

3) in vivo抗 菌作用:

PCaseを 産生するE. coli GN 5499 Rms 192+, CSase

Table 2 Relative hydrolysis of CEC by β-lactamases

Fig.5 Therapeutic effect of CEC, CEZ and CER on

E.coli GN 5499 Rms 192+ infection in mice

Total dose of drug(mg/kg)

Infection: iv. injection with 7×108 cells

Therapy: s. c. injection at 0,4,20h.

Forty mice were used in each group

Fig.6 Therapeutic effect of CEC, CEZ and CER
on Cit. freecndii GN 346 infection in mice

Total dose of drug(mg/kg)

Infection: 4×108 cells, i. v. injection

Therapy: s. c. injection at 0,4,20h.

Thirty mice were used in. each group

Fig.7 Therapeutic effect of CEC and CEZ on

E. coli ML 1410 in fection in mice

Total dose of drug(mg/kg)

Infection;i.v. injection with 5×108 cells

Therapy;sc. injection at 0,4,20h.

Thirty mice were used in each group
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を産生するCit. freundii GN 346お よびE. coli ML 

1410をICR系 マ ウスに感染させ,CEC, CERお よび

CEZの 治療効果を比較 し,そ の結果をFig 5, 6, 7に

示 し,ま たTable 3に 要約 した。E. coli GN 5499 Rms

192+感 染 では3薬 剤間に有意の治療効果 の差は認めら

れなかった。Cit. freecndiiに 対するCEC, CEZお よ

びCERのED50値 はそれぞれ237mg/kg×3回,370

mg/kg×3回 それに945mg/kg×3回 であ りCECと

CEZの 間には有意の差は認められなかったが,両 薬剤

とCERと の間には統計学的にも有意の差 が認められ

た。E. coli ML 1410に 対 す るCEZお よびCECの

ED50値 はそれぞれ22mg/kg×3回 および35mg/kg×

3回 でCECよ りCEZが やや大 きい治療効果を示す傾

向がみられたが,95%信 頼 限度においては両薬剤間には

治療の有意差があるとはいえない。

IV　 結論および考察

Cephalosporin誘 導体CECのin vitroお よびin 

vivo抗 菌作用,β-ラ クタマーゼに対する分解度につい

てCEZお よびCERと 比較した。

CECはCETお よびCERと 比較すると,CETよ

りやや強いが,CERよ りやや弱い抗菌活性を示すこと

が報告されている1)が,β-ラ クタマーゼ産生菌に対する

私 どもの結果もCEZお よびCERに 比 しE. coli GN 

5499 Rms 192+株 以外はやや弱い抗菌活性を示 した。

またCECの 溶菌作用もCEZに 比 しやや弱い結果とな

った。

CECはCEZお よびCERに 比 しCit. freundiiの

産生するCSaseで 加水分解され難 く,I型PCase産

生菌E. coli GN 5499 Rms 192+の 酵素による加水分

解度はCEZお よびCERに 比 し低かった。 一方,E. 

coli GN 5482, E. coli W 3630 RGN 238+の 産 生す

る酵素に よりCECはCEZお よびCERよ り分解され

難いにもかかわらず抗菌力は弱かった。 このように抽出

された酵素での加水分解速度(Vmax)と そ の酵素を産

生する菌に対する抗菌力(MIC)が 並行 しない例は他薬

剤においても多 くあ り,こ れは酵素 と基質の親和性

(km),場 合によっては薬剤の菌体内への透過性のちが

いによって説明可能なものもあると考えられ,こ の方面

は今後検討を要するであろう。

in vivoで の治療効果はCSase産 生の高いCit. freecn-

diiに 対 してのみCERよ りわずかに優れた効果を示 し

た。しかしCit.freundiiは 一般に高いCSaseを 誘導

的に産生する菌であ り,GN346の 場合CECのED50

値は237mg/kg×3回 とな り,CECそ の ものの治療効

果を考えた時,決 して優れているとはいえない。

以上のように,臨 床で数多 く分離 され ている ような

cephalosporinお よびpenicillin系 薬 剤高度耐性菌 の

代表株に対するCECの 特性を検討 したが,CECお よび

CEZと 比較し抗菌作用の特に優れている結果は得 られ

なかった。
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AGAINST ,ƒÀ-LACTAMASE PRODUCING BACTERIA
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Cephacetrile (CEC), 7-cyanoacetamido-cephalosporanic acid, is a new cepharosporin active against many 

gram-positive and gram-negative bacteria. The antimicrobial evaluation and stability against ƒÀ-lactamases were 

performed on CEC using Cefazolin (CEZ) and Cephaloridine (CER) as reference samples.

In in vitro experiments, antimicrobial and bactericidal activity of CEC were found to be of the same 

order or slighly less to CEZ and CER against P-lactamase producing strains except Escherichia coli GN 5499 

possessing Rms 192+.

CEC showed approximately 20 and 10 times higher resistance than CEZ and CER against the ƒÀ-lactamase 

legradation produced by Citrobacter freundii GN 346, however, no distinguish differences of hydrolysis rate 

in other ƒÀ-lactamases were observed.

In the experiments in vivo, the chemotherapeutic trials of experimental infections of Cit. freundii in mice 

revealed the superiority of CEC to CER, however, the therapeutic effect of CEC against three strains of E.

coli was not effective comparing with those of both drug.


