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Cefadroxilの β-ラ クタマーゼ産生菌に対 する効果 と

β-ラ クタマ ーゼ安定性

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

新経 ロ セ フ ァ ロス ポ リン,Cefadroxilに つ い て,グ ラム陰 性 菌 の 産 生す る各 種 β-ラ クタマ ーゼ安

定 性,お よび 各菌 種 に対 す る抗菌 活性 をABPC,CEX,CFT,CET,CER,CEZを 比 較 薬 剤 と して

測 定 した 。CefadroxilはRプ ラ ス ミ ド支 配 のI型,II型 ベ ニ シ リナ ーゼ(産 生 菌:E.coli)お よび

K.Pneumoniae,P.mirabilisの ペ ニシ リナ ー ピに きわ めて 安 定 で あ り,そ の 抗菌 活性 は 菌 の ベ ニシ

リナ ー ゼ活 性 の増 加に よ って 全 く影 響 を 受 け な か っ た 。 こ れ に 対 し,E.coli,P.morganii,P,

vulgars,C。freundii,Ent,cloacae,S.marcesoensで は,セ フ ァ ロス ポ リナ ーゼ 活性 の増 加 に 伴 い

Cefadroxilの 抗 菌 活 性 の 低下 が観 察 され た 。Cefadroxilは 各 種 β-ラ クタマ ーゼ に対 す る安 定性,

抗 菌 活性 でCEXと ほぼ 同 等 の性 質 を示 した 。

Cefadroxilは 米 国 ブ リス トル 研 究 所 に お い て開 発 さ

れ た半 合成 セ フ ァ ロスポ リンで あ る1)。 本 抗生 物 質 は 体

内持続 性 に おい てす ぐれ た 性 質 を持 つ 新 経 ロセ フ ァロ ス

ポ リン剤 と報 告 され て い る2)。

一 方 ,β-ラ ク タ ム抗 生 物 質 の使 用 量 の 増 大 に伴 い近

年腸 内細 菌 群 を 中心 とす る グ ラ ム陰 性菌 にお い て 常用 β一

ラ クタ ム抗 生 剤 に対 す る耐 性 菌 の分 離 頻 度 が 急速 に高 ま

りつつ あ る。 これ らの耐 性菌 の薬 剤 に 対す る耐性 機 構 は

主 にβ-ラ クタマ-ゼ に よ る薬 剤 の不 活 化 で あ る。 グ ラ ム

陰性 菌 の産 生す るβ-乏 ク タマ ー ゼ は そ の 酵 素 化 学 的 性

質,産 生 様 式 で きわ め て 多様 な酵 素 群 で あ る8)・4)。本研

究 では臨 床 上.Cefadroxilの 主 要 な対 象 で あ るグ ラ ム

陰性 菌 の産 生す る10種 の β-ラ ク タマ ー ゼに 対 す る本 抗

生 物 質 の 安 定性 をAmpicilli血(ABPC),Cephalexin

(CEX),Cefatrizine(CFT),Cephalothin(CET),

Cephaloridine(CER),Cefazolin(CEZ)を 比 較 薬 剤 と

して検 討 した 。 これ らの β-ラ ク タマ ー ゼに対 す る 安 定

性 の評 価は 当 教 室 に おい て 用 い られ て い る8菌 種 の評 価

用標 準菌 株 お よび 代 表 的 な β-ラ ク タマ ー ゼ の精 製 標 品

を用 い て行 な った 。

1実 験 材 料 お よび 方 法

1.使 用菌 株 お よび そ の 産 生 す る β-ラ ク タマ ーゼ:

使 用菌 株 はEschrichia coli8株,Klebsiella pmeumon-

iae3株,Citrobacter freundii3株,Pnteus mirabilis

2株,Proteus morganｉi3株,Proteus vulgaris3株,

Enterobacter cloacae3株,Serratia marcescens2株 の

計27株 であ る。E.coli ML 1410,E.coli NIHJ JC-2お

よびE.coliのRプ ラス ミ ド感 染 株 以 外 は いず れ も人 病

巣 分 離株 ま たは そ れ に 由 来 す る 当教 室 で 分 離 され た β-

ラ クタマ ーゼ産 生 に 関 す る 変 異 株 で あ る。E.coli ML

1410 RGN 823,E。coli ML 1410 RGN14お よびE.coli

ML 1410 RG238は い ず れ もABPC耐 性Rプ ラ ス ミ

ド感 染株 で あ り,プ ラス ミ ド支 配 の ペ ニ シ リ ナ ー ゼ

(PCase)を 産 生 す る。RGN823,RGN14支 配 のPCase

はI型PCase5),6)で あ り,RGN238支 配 のPCaseは 亜

型PCase6)で あ る。 そ の 他 の菌 株 の 産 生 す るβ-ラ ク タマ

ーゼ は いず れ も菌 種 特 異 的 β-ラ ク タマ ーゼ で あ る
。S.

marcescen熔 を除 き使 用 菌 株 の β-ラ ク タマ ー ゼは 構 成的

に産 生 され る。S.mareeseensの セ ファ ロスポ リナ ー ゼ

(CSase)は 誘 導 酵 素 で あ る7)。

2.使 用 薬剤:β-ラ ク タム抗 生 物 質 はABPC(明 治

製 菓),CEX(富 山化 学),CET(塩 野 義 製 薬),CER

(鳥 居 薬 品),CEZ(藤 沢 薬 品),CFTお よびCefadroxil

(ブ リス トル萬 有 製 薬)を 使 用 した 。

3,使 用 培 地:薬 剤 感受 性 測 定 に はheart infusion

agar(HI-agar,栄 研)を 使用 した 。 菌 の 前培 養 お よび

菌 液 の 希 釈 はNutrient broth(N-broth,栄 研)を 使 用

した 。 ま た β-ラ ク タマ ー ゼ試 料 を 得 るた め の 菌 の大 量

培 養 はN-brothを 用 い て 行 な った 。

4.薬 剤 感受 性 測 定:HI-agarを 用 い て 寒 天 平 板 希

釈 法 で 測定 した 。 薬 剤 濃度 は3,200μg/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0.4μg/

mlと した 。被 験 菌 株 のN-broth,37℃,18時 間 培 養 液

(約3×108cells/ml)をN-brothで100倍 に希 釈 し,

そ の5μlを ミク ロ プ ラ ン ター(佐 久 間製 作 所)を 用 い

て薬 剤 含 有 平 板 に接種 した 。 接 種 平板 を37℃,18時 間 培
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養 後,最 小 発 青 阻 止濃 度(MIC)を 求 めた 。

5.β-ラ ク タマ ー ゼ試 料 の 調 製:E.coli ML 1410

RGN823よ りPCase,C.freundii GN346お よびP.

vulgaris GN76/C-1よ りCSaseを そ れ ぞれ 抽 出,精 製

した 。菌 体 の ソニ ケ ー ター破 砕 液 の 遠心 上 清 を 粗 酵 素 試

料 と し,PCaseはDEAE-Sephadex,Sephadex G-75,

CSaseはCM-Sephadex,Sephadex G-75を そ れ ぞ れ

用 い た イオ ン交 換 カ ラム ク ロマ トお よび ゲ ル炉 過 法 に よ

り電気 泳 動的 に 単 一 な酵 素 蛋 白 標 品 を得 た。

6.β-ラ ク タマ ー ゼ 活 性 測定 法:使 用菌 株 の β-ラ ク

タマ ー ゼ 活 性 値 の 測 定 はPERRETの 方 法8)ま た は

SARGENTの 方 法9)のSAWAIら に よ る改 良 法10)を 用 い

た 。精 製 β-ラ ク タマ ー ゼ試 料 を用 いた 薬 剤 の不 活 化速

度 の測 定 お よびKm値 の測 定 はpH-ス タ ッ ト法 を用 い

た 。pH-ス タ ッ トは 平 沼 精 密pH-ス タ ッ トPS-11型(平

沼製 作所)を 用 い,酵 素反 応 は0。025MKC1(pH7.0)

中 で行 な った 。

II実 験 成 績

1.CefadroxilのPCase産 生 菌 に 対 す る抗 菌 作 用:

グラ ム陰 性 菌 で産 生 され るPCaseと してRプ ラ ス ミ ド

支配 のPCase,K.pneumoniae,P.mirabilisお よび

Aeromonas hydrophilaの 菌 種 特 異 的PCaseが 知 られ

てい る11),12),13),14)。Tabl1にA.hydrophila以 外 の こ

れ らPCase産 生 菌,非 産 生 あ る い は き わ め て 低 い

PCaes活 性 を 持 つ菌 株 に対 す るCefadroxilと 比 較 薬剤

のMIC値 を 示 した。

E.coliML 1410 RGN823,E.coli ML 1410 RGN 14

はI型PCaseを 産 生 し,互 にPCase産 生 量 の み が異

な る菌株 であ る 。K.pneumoniae,P.mirabili5に お い

て も同一 菌 種 の菌 株 は 酵 素 化 学的 に ほ ぼ 同 一 のPCa8e

を産 生 し,そ の産 生 量 の み が 異 な る もの であ る 。 これ ら

同一菌 種 内 で のPCase活 性値 の異 な る菌 株 間 のMIC

値 の差 は,主 に 薬 剤 のPCaseに 対 す る安 定性 を反 映 す

る と考 え られ る。

ABPCは 菌 のPCase活 性 の増 加 に 伴 い著 し くそ の 抗

菌作 用 が低 下 した 。CET,CER,CEZ,CFTの セ フ ァ ロ

ス ポ リン 剤 で もABPCほ ど著 し くな い が1型PCase

産 生 菌,K.pneumoniaeで 同 様 の 傾 向 が観 察 され た 。 こ

れ に 対 し,Cefadroxil,CEXのMIC値 は 菌 のPCase

活 性値 の 高 低 に影 響 され な か った。こ の結 果 はCefadro.

xil,CEXが グラ ム陰 性 菌 のPCaseに 対 し きわ め て安

定 であ る こ とを示 唆 して い る 。 しか し,PCase非 産 生

菌 に 対 す るMIC値 か ら,CefadroxilとCEXは 他 の

比 較 薬剤 に くらべE.coli,K.Pneumoniaeに 対 す る基

本 的 な抗 菌 力 は や や低 い と思 わ れ る。

2.CefadroxilのCSase産 生菌 に 対 す る抗 菌 作用:

Table2に6菌 種の評価用標準菌株のCSage活 性値,

これら菌株に対するCefadroxilお よび比較薬剤のMIC

値を示した。

Fig. 1 Kinetics of hydrolysis of cefadroxil and

four ƒÀ-lactam antibiotics by Type I peni-

cillinase of R plasmid

Fig. 2 Kinetics of hydrolysis of cefadroxil and

four ƒÀ-lactam antibiotics by cephalospori-

nase of C. freundii

Fig. 3 Kinetics of hydrolysis of cefadroxil and

four ƒÀ-lactam antibiotics by cephalospori-

nase of P. vulgaris
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これらの結果はCefadroxilの 抗菌作用は全比較薬剤

と同様に菌のCSase活 性 の増加に伴い著しく低下する

ことを示 している。またこれ らの菌種に対してもCefa-

droxilとCEXは 他の比較薬剤に くらべ基本的抗菌力

がやや低い様に思われる。

3.I型  PCase, C. freundii および P. vulgaris‚Ì

CSaseに 対するCefadroxi1の 安定性:前 述の騨価用標

準菌株を用いた結果から各種 β一ラクタマーゼ に対する

Cefadroxilの 性質がほぼ明らか となったが,更 に本抗

生物質のβ-ラクタマーゼに 対する安定性を 精鰻酵素標

品を用いて詳細に検討した。比較薬剤としてCEX,CEZ,

CFT,ABPCを 用いた。グラム陰性菌の代表的PCa8e

として1型PCase,基 質特異性で典型的なCSaseで あ

る C. freundii のCSase,比 較的広い基質特異性を持つ

P. vulgaris のCSaseの3種 の β-ラ ク タマ ー ゼを 用 い

た。生体内薬剤濃度に近い100μMで の各薬剤のβ-ラク

タマーゼに対する安定性をEig,1,2,3に 示す。

1型PCaseに 対 してはCefadroxilお よび他のセフ

ァロスポリン剤はきわめて安定であり,ABPCが ほぼ完

全に分解される条件下で全 く分解が認 め られ なかった

(Fig.1)。

CSaseに 対 してCEZが 著 しく不安定であった。C.

freundii のCSaseで はCEZが ほぼ完全に分解される

条件下でCefadroxilは 約60%の 分解を受け,CEZ以 外

の他の比較薬剤中で最も高い分解率を示した(Fig.2)。

これに対 し,P. vulgaris のCSaaseに 対 してはCefa-

droxilは 被験薬剤中最も安定であり,CEZが ほぼ完全

に分解され る条件下でその分解率 は 約20%で あ った

(Fig.3)。

C. freundii, P. vulgaris のCSaseの Cefadroxil,

CEX,CEZに 対するKm値 を測定した。 C. freundii

のCSaseで は Cefadroxil, CEX, CEZ のKmは それ

それ11μM,18μM,170μMで あ り, P. vulgaris の

CSaseで はそれぞれ520μM,790μM,49μMで あっ

た。CefadroxilとCEXはCSaseに 対する親和性にお

いても互に類似した性質を示した。

III考 察および結論

Cefadroxilは グラム陰性菌のPCaseに きわめて安定

である。この性質はRプ ラス ミド支配のPCase,菌 種特

異的PCase産 生菌に対する抗菌力によく反映し,最 も

高いPCase活 性値を示すABPC高 度耐性菌に対する

MICはPCase非 産生株に対するMICと その値に差が

見られなかった。Cefadroxil は E. coli, K. pneumoniae

のABPC耐 性菌および他の腸内細菌種でのRプ ラスミ

ド支配のPCaseの みを産生するABPC耐 性菌にも有

効な薬剤 と考えられる。 しかし,Cefadroxilは 既に臨

床的に使用されている多くのセファロスポ リソ剤と同様

に,グ ラム陰性菌のCSaseに よって分解を受ける。Cef-

adroxilは β-ラクタマーゼに対する性質,グ ラム陰性腸

内細菌に対する抗菌活性で化学構造的に 関 連 性 の高い

CEXと ほぼ同等の性質を持つと考えられる。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CEFADROXIL AGAINST 19-LACTAMASE-

PRODUCING BACTERIA AND 9-LACTAMASE STABILITY

OF THE ANTIBIOTIC

TETSUO SAWAI, IKUKO TAKAHASHI and SABURO YAMAGISHI

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chiba University

Cefadroxil, a new oral cephalosporin antibiotic, was investigated for its /9-lactamase stability and anti-

bacterial activity against p-lactamase-producing strains of Gram-negative bacteria including Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. morganii, P. vulgaris, Citrobacter freundii, Enterobader

cloacae and Serratia marcescens. Cefadroxil was very stable to penicillinase and its antibacterial acivity

against E. coli, K. pneumoniae and P. mirabilis was not affected by production of high penicillinase

activity in those organisms. The antibacterial activity of cefadroxil against E. coli, P. morganii, P.

vulgaris, C. freundii, S. marcescens and Ent. cloacae was lowered with increasing cephaloeporinase activity

in those organisms. The results indicated that cefadroxil was similar in anti-bacterial activity and

13-lactamase stability to cephalexin.


