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Cefroxadine(CGP-9000)の 抗 菌 力 その他基礎 検討

安 田 賢 児 ・倉 茂 達 徳 ・三 橋 進

群属大学医学部微生物学教室

Cefroxadine (CGP-9000, CXD)は 新 しい 経 口用 セ フ ァ ロス ポ リンであ る。CefroxadirteはCe-

phalexin (CEX)と 同 じ抗 菌 ス ペ ク トルを 示 した。 グ ラム陽 性 菌,グ ラム陰 性 菌 に お いて2倍 あ る

い は同程 度 の抗 菌 力 を示 した。 精 確 な 抗 菌 作用 測 定 に よ るID60値 の 比 較 で は,Cefroxadineは

CEXに 比 べ,優 れ て い た。 接 種 菌量 の影 響 を 調 べ る と,菌 量 が 低濃 度 の 場 合,CEXに 比 べ 抗 菌

力が 優れ て い た。CefroxadineはMIC濃 度 で 殺 菌 的 に 作用 、した。 β-lactamaseに 対 す る 安 定 性

で は,Penicillinase, Cephalosponinase,両 酵 素 に対 して,CEXと 同 程度 の安 定性 を 示 した。Pen-

icillin Binding Proteins (PBPs),に 対 す る 親 和性 に つ い て 検 討 して み る と,溶 菌 の メ カニ ズ ムに

関与 してい ると いわ れて い るE. coli PBPs-1A, -1Bs, -2, -3の なか で,CeiroxadineはCEXに

比べ,特 に1A, 1Bsに 親 和性 が 強 い こ とが判 った 。 この こ とは,Cefroxadineの 殺 菌作 用 がCEX

に比 べ て強 い こ との 要 因の ひ とつ と考 え られ る。 マ ウ ス実験 感 染症 に対 してCefroxadineは,CEX

よ り強 い治療 効 果 を示 した 。

Cefroxadine (CGP-9000, CXD)7β-〔D-2-Amino-2-

(1, 4-cyclohexadienyl)-aeetamide〕-3-metchoxy-ceph-3

-em-4-carboxylic acidは ス イ スCIBA-GEIGY社 で 開

発 された新 しい経 口用 セ フ ァ ロス ポ リン系 抗生 物 質 で あ

り,Fig. 1に 示 す 構造 式 で あ る。 比 較 薬 剤 にCEXを

用 いて,in vitroお よ び,in vivo抗 菌作 用 に つ いて 検

討 した。 抗菌 ス ペ ク トラムは グ ラム陽 性菌 お よ び グ ラ ム

陰性 菌 に広 く抗菌 活 性 を示 し,CEXに 比 べ,CXDは 殺

菌作用 の発 現 が速 く,強 い殺 菌作 用 を示 す点 が特 徴 で あ

る。

Fig. 1 Chemical structure of CXD

1. 実 験 材料 お よ び方 法

使用 菌株;各 種 病 巣 由 来細 菌,グ ラム陽性,グ ラ ム陰

性 の標準 菌株 は 当教 室 保 存株 を用 い た。

使用 薬 剤;Cefroxadine (CXD)(日 本 チ バ ガ イギ ー

株 式会 社)Cephalexin (CEX)(武 田 薬 品 工業 株式 会 社),

Cefatolin (CEZ)(藤 沢薬 品 工 業株 式 会 社),Cephaleridine

(CER)(鳥 居薬 品 株 式会 社),Cephalothin (CET)(塩

野 義 製 薬株 式 会社),Benzylpeniciilin (PCG)(明 治 製

菓 株式 会 社)を 用 い た。

Brain heart infusion broth (BHB,栄 研),Heart in-

fusion agar (H. I. A.栄 研),Antibietic Medium 3

(ABM3, DIF-CO),1%ペ プ トン水(ポ リペ プ トン。

109; NaCl, 59, 14蒸 留 水),Medium-B(酵 母 エ キ

ス,29;ポ リペ プ トン,10g; Na2HPO4・12H2O, 7g,

KH2PO4, 2g; (NH4)2SO4, 1.2g;グ ル コ ース,2g;

MgSO4, 0.4g)14蒸 留 水 を用 い た。

MIC;日 本 化 学療 法学 会 標 準法1)に 従 った 寒天 平 板 稀

釈 法 に よ った 。す なわ ち各 薬 剤 を 含むHIA培 地 に1%

ペプ トン水37℃,18時 間 培 養 菌 液 の100倍 稀釈 した菌 液

の1白 金 耳 を接 種 した 。37℃18時 間 培養 後 に そ の最 小 発

育 阻止 濃 度(MIC)を 判 定 した 。

50%菌 発 育 阻 止 濃度(ID50);加 藤 ら2)の 方 法 に よ っ

て,ID50値 を 求 めた 。1%ペ プ トン水前 培 養 菌 液 を稀 釈

して約300個 の 菌 を種 々の 濃 度 に薬 剤 を 含 むHIA平 板

に接 種 し,37℃,18時 間 培養 後,各 平板 上 の コ ロニ ー数

を 測定 した 。

殺菌 力 測 定;殺 菌 効果 は3通 りの 方法 で 他 の薬 剤 と比

較 した。1つ は増 殖 曲線 に お よぼ す影 響 を 調 べ た もの で

あ る。ABM3に て37℃18時 間 培 養 液 をABM3で103

cells/mlに 稀釈 し振 盪 培養 を行 った 。振 盪 培養2時 間 後

MIC値 付 近 の 濃 度 薬 剤 を 添 加 し経 時的 に 生 菌数 を測 定

した。 さ らに,ABM3に て37℃18時 間 培 養 後 の培 養 液
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Table 1 Antibacterial activity of CXD against standard strains of bacteria

a)  One loopful of 106 cells/ml or 108 cells/ml was inoculated.

に薬 剤 を加 え て,振 盪培 養 を 続 け,2時 間後,18時 間 後

の生 菌数 を 測 定 した 。 ま た別 に最 小 殺 菌濃 度(MBC)を

次 の 方法 を用 い て 測 定 した 。ABM3に て,37℃18時 間

培 養 液 を稀釈 し,倍 々稀 釈 して得 られ た シ リー ズの薬 剤

を 含 むABM3中 に最終 接 種 菌 量 が約104cells/mlと な

るよ うに接 種 した。37℃18時 間培 養 後 生 菌 の有 無 を判 定

した 。生 菌 の 全 くない と こ ろを も ってMBCと した。

β-lactamaseに 対 す る 安定 性 の 測 定;BHBに て前 培

養 した菌 液 をMedium Bに て大 量 培 養 した。6時 間 振

盪 培 養後 集 菌 し0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に て 洗

浄 後,同 緩 衝 液 に再 懸濁 し,菌 体 破 壊,遠 心 後 そ の上 清

を 粗 酵 素液 と した。 β-lactamase活 性 の 測 定 は,U. V.

法3)を 用 いて 測 定 した。Cephalosporinase (CSase)は

CERをPenicillinase (PCase)はPCGを100と した相

対 加水 分 解 速度 で 表 わ した 。蛋 白量 はLOWRY法4)を

用 い て測 定 した 。

Penicillin binding Proteins (PBPs)に 対 す る 親 和

性;CXDのE, coli JE 1011のPBPsに 対 す る 親 和 性

をSPRATTら が 報 告 して い る方 法5)の 改 良 法6)を 用 い

て 調 べ た。CXDとCEXは14Cで 標 識 したPenicillin

GのPBPs結 合 に 対 す る 拮 抗剤 と して用 いた 。 両拮 抗

剤 の 濃度 は,14C-PCG(34μg/ml)の1,5,25倍 を用 い

た。

反 応終 了 後,可 溶 化 した 膜 タ ンパ クをSDSポ リア ク

リル ア ミ ド平板 電 気 泳動 で分 画 し,フ ル オ ログ ラ フィ ー

によ って検 出 した。 デ ン シ トメ ータ ーで 定 量化 し,14C-

PCGのPBPsに 対す る結合の阻害率よ り,CXD, CEX

のPBPsに 対する親和性を検討 した。

マウス感染 防禦実験;ICR系 雄 マゥス(5週 令,20～

22g)を1薬 剤濃度について1群20匹 使 用 したE. coli

ML 4707, K. pneumoniae GN 6445を 使用 し,マ ウス

腹腔内に感染 させ,薬 剤は経 口で投与 した。薬剤は感染

後0,3時 間後の2回 投与 した。算定方法は,LITCHF-

IELD-WILCOXON法7)に 基づき,95%信 頼限界値を計算

によ り算定 した。

II. 実験結果ならび に考察

1) 標準菌株 を用いての抗菌スペク トラム

CXDの 抗菌スペク トラムをCEXを 対照薬 としてそ

の成績をTable 1に 示 した。CXDの 抗 菌 スペク トラ

ムはCEXと 同 じである。 グラム陽性菌,グ ラム陰性菌

に対 して,強 い抗菌力を示 した。

2) 臨床分離株 に対す る感受性分布

グ ラム陽性菌,陰 性菌当教室 保存の臨床分離株615株

を用 いて,CXDの 抗 菌 力 を 検 討 した。対照薬 として

CEXを 用いた。S. aureus 90株 に 対するCXDの 感受

性分布 は3..13μg/mlに 感受性 の ピークがみ られ,3.13

μg/mlの 薬剤濃度で,CEXと 同様全株 の65%の 株の発

育を 阻 止 した(Fig. 2)。E. coli 200株 に 対 す るCXD

の感受性の ピークは,6.25μg/mlに あ りCEXに 比べ

強い抗菌力を示 した。6.25μg/mlの 薬剤 濃度 でCXD

は全株の75%の 発育を 阻止 した。CEXの それは10%で
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Fig. 2 Antibacterial activity of CXD One
loopful of 106 cells/ml

Fig. 4 Antibacterial activity of CXD
One loopful of 106 cells/ml

Fig. 6 Antibacterial activity of CXD

against E. coli ML 4707

Fig. 3 Antibacterial activity of CXD One
loopful of 106 cells/ml

Fig. 5 Antibacterial activity of CXD
One loopful of 106 cells/ml

Fig. 7 Antibacterial activity of CXD

against K. pneumoniae GN 6445
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Fig. 8 Effect of inoculum-size on antibacterial

activity of CXD against 100 E. coli

strains

Fig. 10 Bactericidal activity of CXD and

CEX against E. coli ML 4707

Fig. 9 MIC and MBC values of CXD (•œ) and CEX (•›).

Twenty-five strains of E. coli and K. pneumoniae

was used. (a), E. coli (b), K. pneumoniae

あ った(Fig. 3)。K. pneumoniae 275株 に対 す る感 受 性

分 布 の ピー クは,CXDの 場 合6.25μg/mlにCEXの

場合6.25μg/mlと12.5μg/mlに み られ る。6.25μg/

mlの 薬 剤 濃 度 でCXDは 全株 の75%の 株 の発 育 を阻 止

し,CEXは15%の 株 の 発 育 を 阻 止 した(Fig. 4)。P.

mirabilis 50株 に 対 す る感 受 性 分 布 の ピー クは,CXD,

CEX,と もに25μg/mlで あ る。25μg/mlの 薬 剤濃 度 で

CXDは 全株 の80%の 発 育 を 阻止 し,一 方CEXは,50
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Fig. 11 Bactericidal activity of CXD and

CEX against K. pneumoniae GN

6445

Fig. 12 Bactericidal activity of CXD and

CEX against E. coil ML 4707

Table 2 Substrate profiles of various R-lactamases

a)  PCase: penicillinase, CSase: cephalosporinase.

%の 発 育 を阻止 した(Fig. 5)。

3) 50%菌 発 育 阻止 濃 度(ID50)

従来 のMICの 測 定 と異 な り,よ り精 確 な薬 剤 の抗 菌

作用 を測 定 す る 目的 でID50の 測 定 法が 当教 室 に お いて

開発 された 。約200～300個 の 菌を 種 々の 濃 度 の 薬 剤 平

板 に接種 し培 養 後,そ の コ ロニ ー数 を 算 定す る こと に よ

り求 め られ る薬 剤の50%菌 発 育 阻 止 濃度 をE. coli, K.

Pneumoniaeを 用 い て 検 討 した 。測 定 値 は,5枚 の平 板

の平均 値 を用 い て算 出 した。E. coli ML 4707, K. pne-

umoniae GN 6445の 場 合 のCXDのID50は お の おの

1.2μg/ml, 1.45μg/mlで あ り,CEXに 比 べ 約1.5～4

倍 強 い抗 菌力 を示 した(Fig. 6,7)。

4) 抗 菌 力 にお よ ぼす 接 種 菌 量 の影 響

臨 床 分 離E. coli 100株 を用 いて,そ れ らの 株 の50%,

75%の 発 育阻 止 す るに必 要 な 薬剤 濃 度MIC50, MIC75に

お よ ぼす 影響 を 検 討 した。 両 薬 剤 と も,接 種 菌 量 の 影響

は106と108cells/ml間 で 認 め られ た 。 ま た接 種 菌 量が

104, 106cells/mlの 場 合,MIC50, MIC75お の お の につ

い てCEXに 比 べ 約2倍 優 れ て い た(Fig. 8)。

5) 殺 菌 効果

E. coliとK. pneumoniaeの 臨 床 分離 そ れ ぞ れ25株 を

用 い て,CXDとCEXのMICsとMBCsの 値 を 得

た(Fig. 9)。CXDは6.25μg/mlの 濃 度 で 菌株 の95%

の発 育 を 阻 止 し,80%の 殺菌 が 認 め られ た。 一 方,CEX
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Fig. 13 Ci)mpetitivc inhibition of CXI) for 14C-PCG binding to

E.coli PBPs

Abscissa indicates the concentration of CXD added to the re-

action mixture : 1-, 5-. and 25-fold concentration of 14C-labeled

penicillin G (34ƒÊg/ml). Ordinate indicates the E. coli PBPs.

は 同濃度 で,菌 株 の50%の 発育 を 阻 止 し,20%の 殺 菌が

認 あ られ た。K.pneumoniaeの 場 合,発 育 阻止 お よ び殺

菌 と もに,CXDはCEXよ り2倍 以 上 の 効果 を も って

い た。E.coli ML 4707,K,pneumoniae GN 6445,を 用

い て,増 殖 曲線 に およ ぼす 経 時的 変 化を 検 討 した(Fig.

10,11)。 両 菌 種,そ れ ぞれ,菌量104 cells/mlで両薬

剤 と も,MICレ ベ ル で 殺 菌 作用 が 認 め られ た 。Statio-

nary phaseに あ る菌 に対 す るCXDとCEXの 役 菌効

果 を,2時 間後,18時 間 後 の 生 菌数 よ り検 討 した(Fig,

12)。CXDは2時 間 後 で す でに,薬 剤濃 度50μg/ml,

100μg/mlで,溶 菌作用 が 発 現 して い るが,CEXの 場

合 は,ほ とん どその 作用 が 認 あ られ なか った。18時 閥後

で比 較 す る と,両 薬 剤 とも各 濃度 で 溶 菌が 認 め られ るが,

溶 菌 量 か らみ る と,CXDはCEXよ り優 れて い た 。従

ってCXDはCEXに 比 べ,殺 菌作用 発 現 は 速 く,強

い殺 菌作 用 を もつ と考 え られ る。

6) β-lactamaseに 対 す る安 定性

β-lactamaseに 対 す る 安定 性 につ い て,Peniclllinase

(PCase)あ る い はCephalosporinase(CSase)を,産

生 す る代 表 菌株6株,基 質5標 品 で,各 酵 素に 対 す る安

定性 を検 討 した(Table2)。P.aeruginosaの 産 生 す る

PCase8),そ の他PCaseに 対 してCXDはCEXと 同

様 に 安 定 であ った。 またP.aeruginosaの 産 生 す る

CSase9),そ の他CSaseの 場 合 他 の 薬 剤,CER,CET,

CEZに 比 べ て,安 定 性 はCEXと 同程 度 で あ った 。

7) Penicillin Binding Proteinsに 対す る親 和性

E.coliの 内 膜 に はPenicillin-G特 異 的 に 結合 す る7

Fig. 11 Competitive inhibition of CXD for 14C-
PCG binding to 1A and lBs at each
competitor concentration was quantitor
added to the reaction mixture 1-, 5-,
25-fold concentration of "C-PCG (34
μg/ml)

個 のProteinsが 知 られて い る。 これ らの な か で,溶 菌

の メ カ ニ ズムに 関 与 して い る と考 え られ て い るProteins

PBP-1A,-1Bs,-2,-3,で あ る。 と り わ けPBP-1A,

1Bs,は 溶 菌 に 深 く関 与 して い る とい わ れ て い る。E.coli

のPBP-1Aは,細 胞 壁PeptidoglycanのCross-linking

反 応に 関 与 して い る と の報 告 が あ る6,。PBP-1Aは 単独
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Table 3 In vivo antibactaial activity of CXD against systemic infectiona)

a) Drug; oral administration at 0 and 3 hours after infection. Challenge Intraperitoneal injection
with a saline suspension of each organism. ED50, 50% effective dose; LD50, 50% lethal dose.

でこの部分が欠如 していても細胞の増殖には影響を与え

ないといわれ,PBP-1Bsが 欠如 している場合のdeteur

enzymeと しての機 能 を果 す とも 考えられて いる6)。

PBP-2は 細胞の形の 維持 に関与 してお り,こ の 部分を

特異的に阻 害すると,細 胞は卵形の 形態を示す5)10)。隔

壁形成に関与 しているといわれているPBP-3は,阻 害

されると細胞の形 態 はフィ ラメ ン ト状になる5)。これら

のProteinsに 対す るCXDとCEXの 親 和 性を 調べ

て,CXDとCEXの 抗菌力の 性質の違いを 検討し た。

Fig. 13はSDS平 板 電 気 泳 動 で 分 画 したE. coliの

PBPsを,X-ray film上 に フルオログラフィーによ って

検出したものである。Penicillin Gの1倍,5倍,25倍

濃度で,そ れ ぞれの 阻害率 を算出 した(Fig. 14)。1A

に対する阻害では,CXDは 約 ら倍濃度で80～90%阻 害

し,CEXの 場合同濃度で60%の 阻害 であ った。1Bsに

対する阻害の場合,CXDは5倍 濃度で60%阻 害するの

に対 してCEXは 同濃度 で阻害は認め られない。25倍 濃

度で約35%の 阻 害 が 認められた。 また,PBP-2, -3,

-4, -5/6に対する親 和性 についてはCEXと の 間に留

意すべき差は認められなか った。

8) マウス感染治療効果

CXDのICR系 マウス実験 感 染 症 に 対する 治療 効

果を各薬剤 濃度 について1群20匹 使用 して 検 討 した

(Table 3)。 マウス腹腔内に感染 させ,薬 剤 は経 口投与

とし,そ の感染防禦効果を 調べた。薬剤はE. coli, K.

Pneumoniaeと も,感 染0時 間 と3時 間後の2回 投与 し

た。E. coli ML 4707で はCXDはCEXよ りも2倍 程

度,K. epneumoniae GN 6445で はCXDはCEXよ

りも4倍 程度す ぐれていた。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL

ACTIVITY OF CEFROXADINE( CGP-9000)

KENJI YASUDA, SHIGENORI KURASHIGE and SUSUMU MITSUHASHI

Department of Microbiology, School of Medicine Gunma University, Maebashi

Cefroxadine (CGP-9000, CXD) is new orally active cephalosporin. In vitro and in vivo antibacterial acti-

vities of cefroxadine (CXD) and cephalexin (CEX) were compared against gram-positive and gram-negative

bacteria which were isolated from clinical specimens. The results were summarized as follows

1) In vitro antibacterial activities against gram-positive and gram-negative bacteria were compared using

about 50•`300 clinical isolates of each species of bacteria including S. aureus, E. coli, K, pneumoniae.

and P. mirabilis, CXD and CEX exhibited almost similar effectiveness.

2) Effect of inoculum-size on antibacterial activity of CXD and CEX against clinical isolates. The in vitro

antibacterial activity of CXD was increased when the size of the bacterial inoculum was decreased, as

compared to a slight increase in that of CEX.

3) The 50 percent growth inhibition dose (ID50) of CXD was found to be less than that of CEX.

4) Minimum bactericidal concentration (MBC) toward various strains of gram-negative rod bacteria was

almost the same as minimum inhibitory concentration (MIC) values and was less than MBC of CEX.

5) CXD was stable to penicillinase (PCase) as well as CEX, but was hydrolyzed by cephalosporinase

(CSase) and its relative rate of hydrolysis was similar to that of CEX.

6) The affinities of CXD and CEX to penicillin binding proteins (PBP) of E. coli were estimated by

measuring the competition of unlabeled CXD and CEX with 14C-penicillin G for binding to PBPs. The

affinity of CXD to PBP-lBs was especially higher than that of CEX. Therefore, it seems likely that CXD

has more intensive lytic activity than that of CEX.

7) In vivo antibacterial activities of CXD and CEX were compared using the systemic infection of mice

with E. coli and K. pneumoniae. The ED50 values (mg/kg) of CXD were consistently less than those of

CEX.


