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Cefoxitinの 各 種 β-ラ クタマーゼ に対 す る安 定性 と

β-ラクタマ ーゼ産生 菌 に対 す る抗 菌作 用

澤井哲夫 ・高橋郁子 ・山岸三郎

千葉大学薬学部微生物薬品化学教室.

Cefoxitin(CFX)は 米国 メル ク研 究 所(MSDRL)に

お いて 開 発 され た セ フ ァマ イ シ ン系 の 新 β-ラ ク タム抗

生 物 質 で あ る1)。 本 抗 生 物質 は微 生 物 に 対 す る抗 菌作 用

の生 化 学 的機 序 に お い て 従来 の β-ラ クタ ム抗 生物 質 と

本質 的 に 同 一 と考 え られ るが,Fig.1に 示 す よ うに セ

フ ァ ロスポ リン母 核 の7位 に メ トキ シ基 を有 し従 来 の セ

フ ァ ロスポ リン系 抗 生 物 質 と化 学 構造 上 異 な るだ け で な

く,β-ラ ク タマ ーゼ に 対 し安 定 と報 告 され て い る2)。

この よ うな β-ラ ク タマ ー ゼ,と くにcephalosporin β-

lactamase(セ フ ァ ロス ポ リナ ー ゼ,CSase)に 対 す る安

定性 は従 来 の 多 くの セ フ ァロ スポ リン系 抗 生 物 質 に は 見

られ な い もの で あ る。

Fig. 1 Chemical structure of sodium cefoxitin

一方,微 生物の産生する β-ラクタマーゼは その基質

特異性,物 理化学的性質,産 生様式においてきわめて変

化に富む酵素群である。CFXの β-ラクタマーゼ に対

する安定性の確認は更に多種の β-ラクタマーゼ,と く

にCSaseに ついて 検討が必要 と考えられ る。 臨 床 上

CFXの 主要な対象である グラム陰性菌の産生する6種

のβ-ラクタマーゼに対するCFXの 安定性を,Ampi-

cillin(ABPC),Carbenicillin(CBPC),Cephalothin

(CET),Cefazolin(CEZ)を 比較薬剤として検討 した。

またグラム陰性菌の中でおもに当研究室においてその産

生する β-ラクタマーゼの性質 とその産生量のよく調べ

られている8菌 種,18株 について,CFXの β-ラクタマ

ーゼ産生菌に対する抗菌力を比較薬剤 と共に検討した結

果 も合わせて報告する。

I.実 験材料および方法

1.使 用菌株:使 用菌株 はEscherichia coli 5株,

Klebsiella pneumoniae  2株,  Citrobacter freundii 3

株, Serratia marcescens  1株, Proteus mirabilis 2

株,Pr.vulgaris 2株,Pr.morganii 2株,Pr.rett-

geri 1株 の 計18株 で あ る。E.coli W3630を 除 い て い

ず れ も人 病 巣 山来 株 で あ る。 使 用 菌 株 中 β-ラ ク タマ ー

ゼ 非産 生 株 と して用 い られ たE.coli W3630以 外 は いず

れ もpenicillin β-lactamase(ペ ニ シ リナ ーゼ,PCase)

また はCSase産 生 菌 で あ る。Table 2に これ ら菌 株 の β-

ラ ク タマ ーゼ活 性 値 と基 質 特 異性 に基 づ く 分 類(PCase

又 はCSase)を 示 す。E.coli W 3630 RGN 823,E.

coli W 3630 RGN 14,お よ びE.coli W3 630 RGN

238は い ずれ もABPC耐 性Rプ ラス ミ ドの感 染 菌 で あ

り,プ ラス ミ ド支 配 のPCaseを 産 生 す る。RGN 823,

RGN 14支 配 のPCaseはI型PCase 3)4),RGN 238支

配 のPCaseはII型PCase3)で あ る。 そ の 他 の菌 株 の

産 生 す る β-ラ クタ マ ーゼ は 菌種 特 異 的(ク ロモ ゾ ー ム

支 配)β-ラ ク タマ ー ゼで あ る5)。

2.使 用薬 剤:β-ラ ク タ ム抗 生物 質 はABPC(明 治

製 菓),CBPC,CEZ(藤 沢薬 品),CET(塩 野 義 製 薬)お

よびCFX(MSDRL)を 使 用 した 。

3.使 用 培地:薬 剤 感受 性 測 定 に はheart infusion

(HI)-寒 天(栄 研)を 使 用 した 。 菌 の 前 培養 お よび 菌 液

の希 釈 はHI broth(栄 研)を 使 用 した。 β-ラ クタ マ ー

ゼ試 料 を得 るた め の菌 培 養 はHI brothを 用 い た。

4。 薬 剤 感 受 性 測 定:HI-寒 天 を用 いて 寒 天 平 板 希 釈

法 で 測定 した 。 薬 剤濃 度 は1,600μg/mlを 最 高 濃 度 と

し,以 下 順 次2倍 希 釈 を行 な い最 低 薬 剤 濃 度 を0.8μg/

mlと し た。 被 験 菌 株 のHI broth,37℃18時 間 培 養

液(約3×108cells/ml)をHI brothで100倍 に希 釈 し,

希 釈菌 液1白 金 耳 を 薬 剤 含有 平 板 に接 種 した 。 接 種 平 板

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

た。

5.β-ラ ク タ マ ー セ 試 料 の 調 製.E.coli W 3630

RGN 823, E. coli GN 206, C. freundii GN 346, Pr.

vulgusis GN 76, Pr. morganii 1510 お よびSer.mar-

cesens GN 629の6菌 株 か ら そ れ ぞれ β-ラ クタ マ ーゼ

試 料 を 調製 した。

使 用 菌 株 のHI brcth 37℃18時 間 培 養 菌 液100mlを

HI broth 1Lに 加 え,37℃ 約4時 間振 盪培 養 後,菌

体 を遠 心 集 菌(6,000×g,15分)し た 。 た だ し,Pr.vul-

garisとSer.marcescensは 誘 導 性 のCSaseを 産 生す

るた め 振 盪 培 養 開 始約2時 間 後 に 誘 導 物 質 と して ベ ンジ

ル ペ ニ シ リンを200μg/mlと な る よ うに 培 養 菌 液 に 添
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加 した.集 菌菌 体 を 生 食 リン酸bufferで1回 洗 った籔

0.1Mリ ン酸buffer(pll 7.0)約20mlに 懸 濁 し,氷

冷下3分 間 ソニ ケ ー 々一(20kc)破 砕 した,,破 砕 菌 液 の

遠 心 上 清(102,0009,30分)に 硫 酸 ス トレ プ トマ イシ

ンを終 濃 度2%と な る よ うに添 加 し,除 核酸 処理 を 行 な

った。90,000×g,30分 遠 心 後,遠 心 上清 のSephadex

G-75カ ラム に よる ゲ ル ろ 過(溶 出 液,0.1Mリ ン酸

buffer, pH7.0)を 行 な い β-ラ ク なマ ー ゼ活 性 分画 を

集 め酵 素 試 料 と し以 下 の実 験 に 用 い た。

6,β-ラ ク タマ ーセ活 性 測 定 法:β-ラ ク タマ ー ゼ 活

性 の 測定 はSARGENTの ヨー ド法6)の 沢井 らに よ る改 良

法7)を 用 いた 、 よ り高感 度 を要 す る β-ラ ク ケ「ム ゼ活

性 の 測定 に はNOVICKの ミケロ ヨ ー ド法8)の 改 良 法 を

用 い た 。

7.CFXの 加 水 分 解物 の調 製:CFXの β-ラ ク タ ム

環 加 水 分解 物 の ヨー ド消 費 量 を求 め るた め のCFX加 水

分 解 物 は 次 の方 法 に よ り調 製 した。CFX100μmoleを

含 む0.2N NaOH溶 液5mlを30℃20分 間 加 温 後,た

だ ちに 氷 冷 下0.2NHCIで 中 和 した、 加 水 分 解 が 定量

的 に 行 な わ れ た こ とは,加 温 後10分 か ら30分 まで 反応 液

の ヨ ー ド消 費量 が 一 定 値 で あ った こ と,Bacillus subtilis

ATCC6633を 指 示 菌 とす るbioassay法 で 加 水 分解 溶

液 の 抗 菌 活性 が全 く観 察 され ない こ とに よ り確 認 した.

IL実 験 成 績

1.CFXを 基 質 とす る β-ラ クタ マ ーゼ活 性 測 定 法:

ヨー ド法 に よ る β-ラ クタ マ ーゼ活 性 測 定 法 の 原 理 は ペ

ニシ リ ン,セ フ ァ ロス ポ リンの β-ラ ク タ ム環加 水 分 解

物 が 一 定 条 件 下 で ヨー ドを 定 量 的 に還 元 す る こ とを利 用

した も ので あ る。 加 水 分 解 物 の ヨー ド消 費 当 量(1分 子

の加 水 分 解物 が消 費 す る ヨー ドの分 子 数)は 各 ペ ニ シ リ

ン,セ フ ァ ロス ポ リンに よ り異 な り,そ れ ぞれ 実 験 的 に

決 定 しなけ れ ぽ な らな い 。CFXの ヨー ド消費 当量 を 求 め

るた め,上 記 の方 法 でCFXの 定 量 的 加 水 分 解 物 を 得,

っ い で沢 井 らり の方 法 に従 いCFXの 加 水 分 解 物 の ヨ ー

ド消費 当量 を 測定 し,1.9の 値 を得 た、 但 し,CFX加 水

分解 物 と ヨー ドの 反 応条 件 は室 温,10分 で あ る、Fig.2

にCFX加 水 分 解物 の量 と消 費 され る ヨー ド量 との 関係

を 測定 した結 果 を 示 す,40μmoleの ヨー ド量(SARGENT

改 良法 で用 い られ る ヨー ド量)の 約80%が 消費 され るま

でCFX分 解 物 の 量 と ヨー ド消 費 量 は 直線 的 な相 関 を示

し,CEXを 基 質 とす る β-ラ ク タマ ー ゼ の活 性 測 定 に ヨ

ー ド法 が 適 用 で ぎ る こ とを 示 して い る。

2.CFXの 各 種 β-ラ ク タマ ー ゼ に対 す る安 定 性:R

プ ラス ミ ド支 配 のI型PCase,お よび5種 の 菌 種 特異 的

CSaseを 用 い て,CFX, ABPC, CBPC, CET, CEZの

in vitroに おけ る安 定 性 を 検討 した結 果 をFig.3に 示

Fig. 2 The relationship between the amount 

if the hydrolyzed cefoxitin and the 

consumption of iodine

す。

I型PCaseに 対 してABPCは 最 も安定性が低く,

次いでCFZ, CET, CBPCが ほぼ同程度の安定性を示

すが,い ずれもPCaseに より分解される。1型PCase

は基質特異性からPCaseと して 分類されるが,グ ラム

陽性菌のPCaseと 異な りかな り強いCSase活 性 を持

つことが知られている.CFXはI型PCaseに 対 してき

わめて安定であ り,酵 素反応60分 後 もSARGENT改 良法

で分解が検出できなか った。5種 のCSaseに 対 して

CET,CEZは きわめて不安定であった。 グラム陰性菌

のCSaseは 一般にPCase活 性が弱 く,特 に 半合成ペ

ニシリンに対してはほとんど活性を示さないが 」Pr.鰍1-

garis, Ser. marcescensのCSaseは 比較的広い基質特

異性を もつ β-ラクタマーゼである。CFXは いずれの

CSaseに もきわめて安定であ り酵素60分 後でも加水分

解物は検出されなかった。

Fig.3に 示 した安定性の測定は基質濃度8mMで 行 な

われた。これは通常の酵素反応の基質濃度としては特に

高 くはないが,薬 剤の生体内濃度に比較するときわめて

高い濃度である.Table1に 生理的薬剤濃度に近い基質

濃度におけるCFXの5種 の β-ラクタマーゼに 対する

安定性を微量活性測定法を用いて測定 した結果を示す。

CFXの 分解率は同一条件下 で測定 したCETの 分解速

度を100%と した時の相対的分解速度で示 した。低基質

濃度においても5種 の β-ラクタマーゼによるCFXの

分解速度はCETの1%以 下であ りきわめて安定 であ

った。

3.各 種 β-ラ クタマーゼ産生菌に対するCFXの 抗
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Fig. 3 Kinetics of hydrolysis of five ƒÀ-lactam antibiotics by various kinds of ƒÀ -lactamases

The enzyme reaction was carried out at 30 ac in 0 .1 M phosphate buffer(pil 7 .0) 
containing 8 mM of substrate . Ten to 20 units of g-lactamase activity per 20 ml 
of the reaction mixture was employed , and the amount of hydrolyzed substrate 
was assayed by a modified method of Sargent's method .

菌作用:PCase産 生菌7株,CSase産 生菌10株 お よび

E. coli W 3630に 対するCFXと 比較薬剤のMIC値

をTable2に 示 した。

E. coli W 3630 RGN823, E. coli W 3630 RGN14

はI型PCaseを 産生 し,互 いにPCase産 生量のみが異

なる菌株である。他菌種においても同一菌種内で β-ラ

クマターゼ活性値の異なる菌株は酵素化学的にほぼ同等

の β-ラクタマーゼの産生量のみの異なるものである
。

β-ラクタム抗生物質のMIC値 は,薬 剤の β-ラクタマ

ーゼ安定性
,菌 体表層透過性,薬 剤作用点の性質によっ

て変動すると考えられる。透過性,作 用点の性質は菌種

差が大きいが・同一菌種内では菌株間の差は少ないと考

えられる。 同一菌種内での β-ラクタマーゼ活性値の異

なる菌株間のMIC値 の差は,主 に薬剤の β-ラクタマ

ーゼに対する安定性を反映すると考えられる
。ABPC,

CBPCは 菌 のPCase産 生量が増加するに従い著 しくそ

の抗菌作用が低下する。 またCSase産 生菌についても

同様の傾向が見られる。CET,CEZはPCase産 生菌に

対 して強い抗菌作用を示すが,CSase産 生菌に対しては

その抗菌力は著しく低下する。CFXはC. freundii GN

346の よ うな極度に多量のCSaseを 産生する菌 とE
.coli

GN206を 除 いてはPCase産 生菌にもCSase産 生菌に

も強い抗菌作用を示した。

考察および結論

CFXはRプ ラス ミド支配のI型PCase
, E. coli, C.

freundii, Pr. vulgaris, Pr . morganii, Ser. marcescens

の5種 の菌種特異的CSaseの いずれに よ
ってもほとん

ど分解を受けなかった。この安定性は基質濃度8mMに
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Table 1 Rates of hydrolysis of cefoxitin at low concentration

The rates of hydrolysis were determined by a modified micro-iodometric method at 30 (and pH 7.0, with

substrate concentration of 100 pM (about 45 tig ml). The rates are relative and expressed as the percentage of

hydrolysis of cephalothin.

Table 2 Relationship between 3 lactamase activity and levels of resistance to 3 lactam

antibiotics in Gram-negative bacteria

One unit of the enzyme activity is expressed as 1 pmole substrate hydrolyzed min at 30•Ž and pH 7.0.

Penicillinase activity was determined with benzylpenicillin as substrate. For cephaluswirinase activity,

cephaloridine was employed as substrate.

" The value is that of specific cephalosporinase activity of the cells induced with 100 pg ml of benzylpenicilli
n.
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おいても,ま た生理的薬剤濃度に近い低濃度(100μM)

においても確認された。 これに対しABPC,CBPCは

PCaseに よって,CET,CEZはCSaseに よって容易に

加水分解を受けた。

β-ラクタマーゼ産生菌に対する抗菌作用では、CFX

は β-ラクタマーゼ産生量の多少によるMIC値 の変動

が比較薬剤に比べてきわめて小さく,in vitroに おいて

見 られたβ-ラクタマーゼに対する特性をよく反映した。

すぺてのPCase産 生菌株、 大部分 のCSase産 生菌株

に対 してCFXは12.5μg/ml以 下の濃度で増殖を阻止

した。 しかし,C.freundiiGN346の よ うに 多る の

CSaseを 産生する菌株に対 してその抗菌力は 低 い。C.

freundiiのCSaseはCFXを ほ とんど分解できないの

で,こ のCFX耐 性がCSaseに よるCFXの 積極的な加

水分解の結果とは考え難い。 グラム陰性菌の β-ラクタ

マーゼは一般に β-ラクタム抗生物質の作用点に近いペ

リプラズムに局在する。ペ リプラズム内の多量のCSase

に よって,CFXの 作用点への接近が阻害されることが

考えられる。E.coliGN206に おいて観察されたよう

に比較的低いCSase活 性にもかかわらずCFXに 耐性

を示す例 と共に,こ れ らのCFX耐 性の機構は今後検討

を要する。

なお,以 上の検討は,昭 和50年6月 から51年3月 にか

け実施されたものである。
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STABILITY OF CEFOXITIN AGAINST VARIOUS 13-LACTAMASES

AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE DRUG AGAINST

ƒÀ-LACTAMASE-PRODUCING BACTERIA

TETSUO SAWAI, IKUKO TAKAHASHI and SABURO YAMAGISHI

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chiba University

Cefoxitin, a new semisynthetic cephamycin, was investigated for its stability against j9-lactamases and

for its antibacterial activity against fl-lactamase-producing bacteria. Cefoxitin was highly stable to all ƒÀ-

lactamases tested, i.e., type I penicillinase of R plasmid, species-specific cephalosporinases of Escherichia

coli, Citrobacter freundii, Proteus morganii, Proteus vulgaris and Serratia marcescens. The enzymatic

hydrolysis of cefoxitin could not be detected at the substrate concentration of 8 mM, though ampicillin,

carbenicillin, cephalothin and cefazolin were rapidly hydrolyzed by penicillinase or cephalosporinases under

the same experimental conditions. The stability of cefoxitin was also confirmed at a lower substrate conc-

entration of 100 aM. Cefoxitin showed a high antibacterial activity against all penicillinase-producing

strains of E. coli, Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis, and also against a majority of cephalospo-

rinase-producing strains of C. freundii, Pr. morganii, Pr. vulgaris and Ser. marcescens. However, a

strain of C. freundii producing an extremely large amount of cephalosporinase, and an E.coli strain

producing a cephalosporinase, showed resistance to cefoxitin.


