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Cephacetrileの 基 礎 的 研 究

新井武利 ・井上 勇

昭和薬科大学微生物学研究室

は じ め に

Cephacetrile(CEC)は チ バ ガ イ ギ ー社 研 究 室 に お い

て開 発 され た 新 しい半 合 成cephalosporin系 抗 生 物 質

で あ り,つ ぎの よ うな化 学 構 造 を 有 す る。 今 回,CEC

について基礎的,細 菌学的研究を行い,2,3の 知見を

得たので報告する。

案験材料および実験方法

1)感 受性分布

Staphylococcus aureus FDA 209-P, Staph. aureus

寺 島株,Bacillus sttbtilis ATCC 6633,Escherichia

coli NIHJ JC-2お よび病 巣 分 離 のStaph.aureus 33

株,E.coli 10株,健 康 人 分 離 のKlebsiella42株,同 じ

くEnterobacter cloacae 37株,教 室 保 存 のProteus

mirabilis 5株,Proteus inconstans,Proteus rettgeri,

Proteus morganii, Pseudemonas aeruginosa各4株,

Vibrio Parahaemolyticus 3株 に つ い て 日 本 化 学 療 法

学 会標 準 法 に よ りMICを 測 定,感 受 性 分 布 の 検 討 を

行 い,な おCET,CERと の交 叉 耐 性 も検 討 した 。

2)抗 菌 力 に 影 響 を お よ ぼす 因子

i)接 種菌 量 の影 響

Staph.aureus209-Pお よびE.coli NIHJ JC-2の

トリプ トソイ ブイ ョ ン(栄 研)の18時 間 培養 液 を 原 液 と

し(菌 数 約2×108cells/ml),こ れ を滅 菌 生 理 食 塩 液 で

10倍 希 釈 し,HI agar(Difco)を 用 い てspot法 に て

MICを 測定して接種菌量のMIC値 におよぼす影響を

検討 した。

ii)測 定用培地のpHの 影響

HlagarのpHを5,6,7,8,9と し,ト リプ トソ

イブイヨンで前培養 したStaph. aureus 209-Pお よび

E. coli NIHJ JC-2を 用 いてpHのMIC値 にお よぼ

す影響を検討 した。

3)殺 菌作用の検討

トリプトソイブイヨンを用いてStaPh.aureus 209-P

お よびE. coli NIHJ JC-2を 振温培養 し,Staph. aureus

の場合は約6時 間後,E. coliの 場 合は約3時 間後 の対

数期途中にてCEC,CETの 種 々の濃度を加え,増 殖

度をbiophotometer(東 洋 科学産業TN-112D)を 用

いて測定した。

4)CECの 安定性

CECお よびCETをpH 3,5,7,9,11のbuffer

(pH 3,5は クエン酸系,7は リン酸系,9,11は 炭 酸

系bufferを 使用)に10μg/mlの 濃 度に溶解 し,4℃ お

よび37℃ に放置,24時 間毎に一部を抜き取 り中性にし

た後,B.subtilis ATCC 6633の 胞子液を供試菌 として

cylinder法 にて抗菌活性を比較 した。

5)CECの 着色性試験

CECお よびCETを 種 々のpHのbufferに 溶 解

し,4℃ お よび37～40℃ に放置,着 色度 を肉眼お よ

び光電比色計(515nm)を 用いて観察 した。 また着 色

物質の検討のため,spot film(東 京化成,シ リカゲル)

を用いた薄層 ク窟マ トグラフィを行った。

実 験 成 績

1)抗 菌スペク トラム

CEC,CET,CER,CEGお よびCEXのstandard

Table 1 Antibacterial spectrum of cephalosporin derivatives
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strainに 対 す るMICはTabld 1に 示 す 通 り で あ っ

た。 す な わ ちStaph. aureus, B. sublilisに 対 して は

CET, CERよ りCECの 抗 菌 力は や や 弱 く, CEG,

CEXよ り強 い。 しか しE. coliに 対 して は そ の 差 は 著

明 で は な か った。

2) 感受性分布

病巣分離のStaph. aureusに ついてMICを 測定 し

た結果,Fig. 1に 示す通 りであった。すなわち94%の 菌

株が0.78μg/m1以 下 のMICを 示 し,CET,CER

と比較すると1～2管 程度高 く,CEG,CEXよ り2～

Fig. 1 Sensitivity distribution of Staphylococcus aureus to cephalosporin derivatives (35 strains)

Fig. 2 Sensitivity distribution of Escherichia coli to cephalosporin derivatives (11 strains)

Fig. 3 Sensitivity distribution of Klebsiella sp. to cephalosporin derivatives (42 strains)
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3管 程度低い分布を示 した。

E. coliに おいてはFig.2に 示すように64%の 菌株が

12.5μg/ml,27%が25μg/ml,9%が100μg/mlで 発

育が阻止され,CET,CEXと ほぼ同 じパ タ-ン を示

しCERよ り2管 程度,CEGよ り1管 程度 高いパタ

ー ンで あ った
。

Klebsiellaに お い て はFig.3に 示 す よ うに93%の 菌

株 が12.5μg/ml以 下 のMIC値 を 示 し,他 のceph-

alosporin誘 導 体 よ り1～2管 程 度 高 い 価 で あ っ た。

,Ent.cloacaeに お い て はTable2に 示 す よ うに92%の

Table 2 Sensitivity distribution of Gram negative bacteria to cephlosporin derivatives
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菌 株 が100μg/ml以 上 のMIC値 を示 し,他 のceph-

alospoin誘 導 体 と 同 様 な パ タ ー ン で あ っ た 。Proteus

mimbilis5株 は すべ て25μg/mlで 発 育 が 阻 止 され,

CETよ りや や 高 く,CER,CEGと ほ ぼ 同 様 で あ っ

た。V.parahaemolytieusは 使 用 菌 株 が 少 な い が,

CET,CER,CEGと 同 じパ ター ンを示 し,CEXよ り

低 いMIC値 を示 した。 なおProteus inconstans, Prot-

eus rettgeri, Proteus, morganzz, Pseud. aeruginosa

は 使 用 菌 株 すべ て が100μg/m1以 上 のMIC値 を 示 し,

他 のcephalosporin誘 導 体 と差 異は 認 め られ な か った 。

Fig. 4 Cross sensitivity 

Staphylococcus aureus 35 strains

Fig. 5 Cross sensitivity 

Klebsiella 42 strains

Fig. 6 Cross sensitivity 

E. coli 11 strains
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3) 相関 関係

Staph. aureus, E. oli, Klebsiellaに つ いてCEC

とCET, CERと の相関関係を検討した結果はFig. 4,

5,6の 通 りであった。staph. aureusに お いてCER

に対 しMIC値 が高く,CECに 対 し低いMIC値 を示

した菌株が2,3認 め られたが,そ の他はCECとCET

CERと の間に交叉耐性が認められた。

4) 接種菌量のMIC値 におよぼす影響

Stapp.aureus209-Pお よびE. coli NIHJ JC-2を

用 いて接種菌量を変化させてMIC値 の変 動を検討 し

た結果はTable 3に 示す通 りである。すなわちStaph.

aureusの 場合は接種菌量の影響はほとんど認め られな

かったが, E. soliで は接種菌量が灘少する とMIC値

が低下 し,CECの 抗菌力の増加が認められた。

5) 測定用培地めpHの 抗菌力におよぼす影響

Staph. aureus 209-Pお よびE. cali NIHJ JC-2を

用いて培地pHの 影響を検討 した結果,Table 4に 示

すように両菌種に対するCECの 抗菌力は酸性側で高ま

り,ア ルカリ側で低下した。

6) CECの 殺菌作用

Staph. aureus 209-Pお よびE. coli NIHJ JC-2に

対するCEGの 殺菌作用を検討した結果はFig.7,8に

示す通 りである。すなわち,E.coliで はMIC値 め約3

倍濃度で殺菌作用が認められたが,21時 間後に再び菌が

増殖 しはじめた。staph.aurmnに 対 して も殺菌 作用

が認められ,こ の場合には2%時 間後も菌の増殖は認めら

れなか6た 。

7) CECの 安定性

種々のpHのbufferにCEC,CETを 溶解し,4お

よび37℃ に放置しでB.subtilisに 対する抗菌 力の変

Table 3 Effect of inoculum size on antibacterial activity of CEC

Table 4 Effect of medium pH on antibacterial activity of CEC

Fig. 7 Bacteriolytic effect of CEC to Staph. aureus 

Staph. aureus F. D. A. 209-P 37•Ž
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化を検し,Fig.9,10に 示すような結果が得 られた。す

なわちCECはCETに 比 してアルカリ性溶液で不安定

であ り,4℃ にても急速に抗菌活性が低下した。酸性溶

液ではCETよ りやや不安定ではあるがアルカリ性溶液

より安定であり,72時 間後も50%程 度の活性が認められ

た。中性では4℃ でほぼ安定であ り,CETと 同 様な

態度を示 した。37℃ に放置した場合は酸性,ア ル カ リ

性 ともに不安定であ り,こ とにアルカ リ性溶液では24時

間で失活した。中性でも72時 間後に30%の 活性を示 した

にすぎず,37℃ で はpHの 如 何にか かわ らずCET

より不安定であった。

8) CEC溶 液 の着色

CEC溶 液 を37～40℃ に放置した場合に溶液が赤紫

色に変化することが認められた。すなわちCEC溶 液を

40℃ に放置して515nmに て吸光度を測定した場合,

Fig.11に 示す ように1日 目ではほとんど着色しないが,

それ以後直線的に吸光度が増加 し,肉 眼的にも明瞭な赤

紫色を呈 した。一方CET, CER, CEG, CEXに つい

て検討したが,明 確な着色は認められ なか った。 なお

4℃ においては8日 後もCEC溶 液の着色 は認 められ

なかった。

CEC溶 液 の着色はpHに より異 り,Table 5に 示す

ように強酸性 では無色,pH5,8で 淡 紅色,pH6,7

で赤色,pH9以 上 で淡黄褐色～黄褐色を呈 した。これ

Fig. 8 Bacteriolytic effect of CEC to E. coli NIHJ JC-2 37•Ž

Fig. 9 Antibacterial activities of CET & CEC 

cylinder method. B. subtilis. ATCC 6633 37•KC
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に対 しCET,CERで は中性～アルカリ側でわずかに

淡黄褐色を呈 したにすぎず,赤 変は認められなかった。

着色 したCEC溶 液のスペクトラムはFig.12に 示 す

通 りであり,pH7で は445nmお よび550nm付 近 に

peakを もつ曲線 が得 られ,pH5で は2つ のpeakと

も低 く,pH9で は550nm付 近 のpeakは 消 失 し,

pH3,11で は可視部の吸収は認められなかった。着 色

したCECの 薄層クロマ トグラムはFig.13の 通 りで

あ った。す なわ ち37℃ に放置 したCEC溶 液 か ら

solvent Aに て5種 のspotが 検出され,そ の うち1っ

はCEC原 体 と思われ,ま たsolvent front付 近 に近

接 してpinkとvioletのspotが 認められた。着色 し

たCEC溶 液のn-butanor抽 出物をsolvent Bで 展開

したところ,7種 のspotが 検出され,う ち1つ はCEC

原体 と思われ,solvent Aで は分離できなか ったpink

とvioletのspotが 明確に分離確認された。

考 察

薪 しいcephalosporin誘 導体であ るCECの 抗 菌 力

はStaph.aureusに 対 しCET,CERよ りやや劣り,

Fig.10 Antibacterial activities of CET & CEC 

cylinder method. a subtilis. ATCC 6633 4•Ž

Fig. 11 The coloring of cephalosporin derivatives 

(40•Ž, dissolved 5 mg of sample in 3 ml of H2O)

Table 5 Coloration of CEC
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A :Ethylacetate :Acetone :Acetic acid : 
Water-40 : 30 : 10 : 15

B : Butanol : Carbon tetra chloride : 
Methanol :Formic acid :Water =

8 : 8 : 2 : 1 : 1

CEG, CEXよ り優れてお り,他 の菌種に対 しては特に

他のcephalosporin誘 導体と差異は認められなかった。

CECはStapp. aureu5に 対 しほぼ完全な殺菌作用を

示 し,CETと 同様に2%時 間後にも菌の増殖は認め られ

なかったが,E. coliの 場合は添加後十数時間後に再 び

菌の増殖が認められた。 しかしCETで は 数時間後か

らすでに増殖が認められるので,CETよ りCECの 方

が殺菌力は優れているものと思われる。

CECはCEGI)な どと同様に酸性側で抗菌 力が増加

し,ア ルカリ側では抗菌力が低下した。これはアルカリ

側で不安定であるためと思われ,事 実CECの アルカリ

性溶液では抗菌力の低下は著しかった。37℃ に放置 し

た場合,pHの 如 何にかかわ らずCETよ り抗菌力の低

下が著 しく,CEC溶 液はCET溶 液に比して,温 度,

pHに 敏 感であると思われる。 しか し4℃, pH 7の 条

件下ではCEC,CETの 間 に大差な く,む しろやや

CECの 方が安定であった。

CEC溶 液は抗菌活性の低下のみならず,37～40℃ に

放置すると赤紫色に着色するが,こ れは温度,pHに 左

右され,4℃,中 性ならぼ1週 間後も無色であ り,抗 菌

力の点 と合わせてCEC溶 液 は冷蔵庫中に保存すべ き

ものと考える。cephalospo加 誘導体の着色については

MARRELLI 2)がCEXな どがアルカ リ性でアセ トン存在

下にて100℃ に加熱すると赤色を呈すると報告 してお

り,CECの 着色についてはMEYER-BRUNOTら3)は 酸

素の存在下で尿中やbuffer中 で赤紫色とな り,中 性,

加温,β-1actamaseの 添加などに よって促進され,そ の

着色物質は次式のような化学構造を有すると報告してい

る。著者らはこれを確認するためTLCに よる分離を試

みた。その結果,CECの 着 色溶液中にMEYER-BRuNoT

Fig. 12 Spectrum of CEC

Fxg. 13 TLC of CEC
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らのい うCGP 695のRfと ほぼ一致する紫色のspot

を見 出したが,そ れ以外にもう1つ 明 らかにRfが 異

り,別 の物質と思われるpinkのspotを 認めた。こう

したことから著者 らはCECに 由来 する着 色物質は

CGP 695 1種 ではなく,少 なくとも2種 存在し,し た

がって次図のCGP 695生 成経路以外の経 路 も存在す

るものと思われ,こ れについては今後さらに検討する予

定である。

結 論

著 者 らは 新 し いcephalosporin誘 導 体 で あ るCEC

に つ い て基 礎 的,細 菌 学 的 検 討 を 行 い,つ ぎの よ うな成

績 を 得 た。

1) Staph. aureusのCECに 対 す るMIC分 布 は

0.78μg/mlにpeakが あ り,CET,CERよ り1～2

管 高 く,CEG,CEXよ り2～3管 低 い パ ター ンを示 し

た。E. coliのMIC分 布 は12.5μg/mlにpeakが あ

り, CET, CEXと ほ ぼ 同 じパ ター ンを示 した。Klebs-

iellaの 場 合 は12.5μg/mlにpeakが あ り,CETな

ど他 のcephalosporin誘 導体 よ り1～2管 高 い 感 受 性

を示 し, Enterobacter, Proteus inconstans, Proteus

morganii, Proteus rettgeri, V. parahaemolyticusの

MIC分 布 はCETと ほ ぼ 同 じパ ター ンを 示 し,前4者

は使用菌株すべてが100μg/ml以 上 であった。Proteus

mirabilisのMICはCETよ りやや高く, CER, CEG

とほ ぼ同じ25μg/mlで あ った。

2)CECと 他 のcephalosporin誘 導体との間に交叉耐

性が認められた。

3)CECのStaph. aureusに 対する抗菌力は接種 菌

量の影響を受けないが, E. coliの 場 合は接種菌量 が減

少すると抗菌力が増大した。

4)CECの 抗菌力は培地pHが 酸性側で増加 し,ア

ルカリ側で低下 した。

5)CECはStaph. aureusお よびE. coliに 対 し殺

菌的に作用したが, E. celiで は20時 間後か ら生存菌の

増殖が認められた。

6)CEC溶 液はアルカリおよび温度に対し不安定 で

あ り,ま た4℃ に放置した場合は着色は認め られな

かったが,37℃ 中性付近で赤紫色の着色がみられた。

したがってCEC溶 液 の保存は4℃,中 性付近 で行

うべきであると考える。なお,CEC溶 液 の着色 物質

には2種 類あるものと推定された。

この 実 験 に用 い たCECは 武 田薬 品 工 業 株 式 会 社 お よ

び 圓本 チ バ ガ イギ ー株 式 会 社 か ら提 供 さ れ た も の で あ

る。

最 後 に常 に御 助 言 下 さっ た 東 邦 大 学 医 学 部 桑 原 章 吾

教 授,お よび 実 験 に協 力 して下 さっ た 昭 和 薬 科 大 学 平

瀬 都 子 氏 に深 甚 の 謝 意 を表 します。

文 献

1) 中 沢 昭 三,他:経 口 用 合 成cephalosporin"Cep-

haloglycin"に 関 す る 細 菌 学 的 研 究。Chemotherapy

18:9～14,1970

2) MARRELLI L. P. : Colorimetric estimation of

Cephalexin, Cephaloglycin and related compounds. 

J. Pharm. Sci. 61 : 1647-1648, 1972 

3) MEYER-BRUNOT H. G et al. : Studies of the for-

mation of a violet-reddish pigment from the 

cephalosporin derivative Celospor (C 36, 278–Ba). 

Chemotherapy (Basel) 20 : 6•`7, 1974



54•@ CHEMOTHERAPY JAN. 1976

BASIC STUDIES ON CEPHACETRILE

TAKETOSHI ARAI and ISAMU INOUE 

Department of Microbiology, Showa College of Pharmaceutical Sciences

The basic and bacteriological studies on Cephacetrile (CEC) were performed in comparison with the other 

cephalosporin derivatives, and the following results were obtained.

1) The sensitivities of 94% of test strains of Staph. aureus were below 0.78 ƒÊg/ml. Mean MIC of CEC 

tends to be greater than that of CET, CER, smaller than CEG and CEX.

The MIC of 64% of test strains of E. coli was 12. 5 ƒÊg/ml, 27% was 25 ƒÊg/ml and 9% was 100 ƒÊg/ml, and 

these sensitivity pattern were similar to that of CET.

The sensitivities of 93% of test strains of Klebsiella were below 12.5 ƒÊg/ml. The sensitivities of 92% of 

test strains of Enterobacter cloacae were above 100 ƒÊg/ml, and nearly the same as CET, CER, CEG and 

CEX. 

The sensitivities of 5 strains of Proteus mirabilis were 25 ƒÊg/ml, mean MIC of CEC tends to be greater 

than CET, and nearly the same as CER and CEG.

The sensitivity distribution curve of Vibrio parahaemolyticus showed similar pattern as that of CET, 

CER and CEG. The sensitivities of Proteus inconstans, Proteus rettgeri, Proteus morganii and Pseud. 

aeruginosa were above 100 pg/ml, and the same as other cephalosporin derivatives. 

2) Cross resistance was observed between CEC and other cephalosporin derivatives. 

3) The changes in inoculum size of Staph. aureus did not show any influence on antibacterial activity of 

CEC. The antibacterial activity of CEC to E. coli showed definite increase with the decrease in inoculum 

size.

4) The antibacterial activity of CEC to Staph. aureus and E. coli showed to be more potent at the acid 

side, and to be less potent at the alkaline side of culture medium pH. 

5) CEC showed a considerably high bactericidal action against Staph. aureus and E.coli.

6) The antibacterial activity of CEC showed a remarkably decrease in the alkalinesolution.

7) CEC solution showed red colorization in the neutral, and yellow in the alkalineside, but none in the 

acid at 37•`40•Ž. 

 8) In the colored substance which was extracted by butanol from the colored solution of CEC, two spots 

of pink and violet color were observed on the plate of TLC.


