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Cefroxadine (CGP 9000)の 人腸 菌に対す る抗 菌作 用機作 に関す る研 究
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Cefroxadine (CGP 9000, CXD)のEscherchia coli K12に 対 す る 抗 菌 作用 機 作 に つ い て 比 較

薬 と してCephalexin (CEX), Cefradine (CED)を 用 い て検 討 した 。

増 殖 曲線 に お よぼ す 影響 で は,藁 を 作用 させ る時 の 菌 量 が 高 い 場 合にCXDはCEX,CED,

に比 べ 非 常 に 優 れた 殺 菌 作 用 を 示 した。 そ の 時の 形態 変 化 を 位 相 差 顕 微鏡 に よ り 観 察 す る と,

CXDの25,50μg/ml作 用 に よ り菌は 伸 長 化 したが,CEX, CEDに 比 べ よ り速 や か に溶 菌 した,

CXDの100μg/ml作 用 で は 菌 は 殆 ど 伸 長 化せ ず にSpheroplast様 構 造 を 形成 し溶 菌 した。 一 方

CEX, CEDの100μg/ml作 用 で は菌 は 伸 長 化 す るの み でSpheroplast様 構 造 を 観 察 す る こ とが

で きなか った 。走査 型電 子顕 微 鏡 では この よ うな 形態 変化 を 立 体的 に 観 察 す る こ とが で きた。

Penicillin binding Proteinsに つ い て 検 討 した と ころCXDはCEX, CEDに 比 べ1Bsに 対 し

て 強 い親 和 性 を有 して いた 。

は じ め に

Cefroxadine (CGP-9000, CXD)は ス イ スCIBA-

GEIGY社 に おい て開 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 る1)。CXDの 化 学 構造 式 は 下 図

に示 す 如 くCephalexin (CEX), Cefradine (CED)に

類 似 して お り,そ の抗 菌 ス ペ ク トラム もCEX, CED同

様,グ ラム陽 性 菌群,陰 性 菌群 に対 し幅広 く抗 菌 力を 有

す る2)3)。CXDの 作用 は殺 菌的 であ り,そ の 殺 菌 お よび

Ccfroxadine

Cephalexin

Cefradine

溶 菌 作用 がCEXに 比 べ優 れ て い る と報 告 されて い る二

今 回 私 ど も は この 報 告 に 興味 を 持 ち,CXDの 抗菌作用

機 作 に つ い て,E coli K-12を 用 い,形 態 学 的 および

Penicillin binding proteins (PBPs)に つい て 検討 を行

った。 ま たCXDはCEDの3位 の-CH3基 が-OCH3

基 に な った物 質 で あ り,-OCH3基 の抗 菌 力 に 及 ぼす影

響 を調 べ る ため に,さ ら にCEXの3位 の-CH3基 が

-OCH3基 に な ったCGP3940に つ い て もPBPsの 面

よ り検 討 を行 った。

実 験 材 料 お よ び実 験 方 法

1. 使用 菌株 お よ び 使用 薬

菌 株 と して はEscherichia coli K-12を 用 い,薬 と し

て はCXD, CEX,CED, CGP-3940の い ず れ も力 価の明

らか な ものを 用 い て行 った。 な おE. coli K-12に 対 す

るMICは い ずれ の 薬 も6.25μg/mlで あ った。

2. 位 相差 顕 微 鏡 に よ る観 察

ス ラ イ ドグ ラ ス上 で薬 を 含 ませ た フィ ル ム寒 天を 作製

し,一 方 対 数 期途 上 の菌 液 を カバ ー グ ラスに 塗抹 し,こ

れ を 寒天 上 に か ぶ せ,パ ラフ ィ ンで封 入 した 。 こ の標本

を37℃ 恒 温 装 置 付 の 位相 差 顕 微 鏡(日 本 光 学)に よ り観

察 した 。

3. 走 査 型電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察

Tryptosoya broth(ニ ッス ィ)を 用 いて 前 培 養 を行 い,

こ れを 約1%の 割 合 でHeart infusion broth(ニ ッス
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Fig.1 Phase-contrast micrographs of Escherichia coli K-12

Fig.2 Phase-contrast micrographs of Escherichia coli K-12

イ)に 接 種 し,37℃ で 振 と う培 養 を行 った。 培 養約3時

間後 の対 数期 途 上に 薬 を 作用 させ,1,2,4時 間後 に生

菌数を 測定 す る と同 時 に 菌体 を集 菌 し,電 子 顕 微鏡 の試

料と した。 す なわ ち1%Glutaraldehyde溶 液 にて 前 固

定 を行 い,KELLENBERGERら の方 法4)に 従 って,1%

OsO4で 本 周 定後,ア ル コー ル系 列 で脱 水 を 行 った。 こ

れ を酢 酸 イ ソア ミール に 置換 し,臨 界点 乾 燥 法5)に よ り

乾燥 を 行 った。 そ の 後 カ ー ボ ン,金 に て 蒸 着 し走 査型 電

子 顕 微鏡JSM-35(日 本電 子)で 菌体 の 表 面講 造 を観 察

した。
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Fig. 3 Effect of CXI) on viability of

E. coli K-12

6. Penicillin binding proteins(PBPs)に 対す る親 和

性SPRATTの 方 法6)7)に従 って行 った 。 す なわ ちE.coli

K-12をHeart infusion brothを 用 い37℃ で 振 盪 培 養

し,対 数 増 殖 期 の 後半(O.D.at 660nm≒0.8)に 遠 心

集 菌 した。 これ を リン酸 緩 衝 液(pH7.0)に 懸濁 し,

超 音 波 処理 後,超 遠 心 にか け 約20～30mg protein/ml

の膜 画 分 を得 た 。 この 膜 画 分 にCXD,CEX,CEDあ る

い はCGP-3940を 加 えて30℃10分 間 反 応 させ る。10分

後 に14C-Penicillin Gを 加 え,さ らに10分 間30℃ で保

温 した 。反 応 後 た だ ち にPenicillin GとSarkosylを

加 え て,反 応 を 停止 させ る と と もに細 胞質 膜 を 可 溶 化す

る。

これ にSDS溶 液 とメ ル カプ トエ タ ノー ルを 加 え,沸

騰 水 溶 中 で2分 間処 理 を行 った1こ の試 料 をSDSポ リ

ア ク リル ア ミ ド ス ラブゲ ル電 気 泳 動8,に て 分 離 した

後,フ ル オ ログ ラ フィ ーで 親 和 性 の 検 討 を 行 った。 ま

た,50%阻 害 濃度 を 求 め るた めにdensitometerに よ り

処 理 した 。

実 験 結 果

E.coliの 増 殖 曲線 に およ ぼ す 影 響 につ いて 検 討 した

と ころ,CXDを107～108cells/mlの 時点 で作用 させ た

場 合,CEX,CEDに 比 べ 非 常 に 優 れ た殺 菌作用 を示 し

た 。 これ らの 結果 は前 報3)で す で に報 告 したが,今 回 こ

の よ うな 差 が どの よ うな 理 由 に 基 づ くもの か,E.coli

Fig. 4 Effect of CEX on viability of

E. coli K-12

Fig. 5 Untreated E. roll K-12 cells observed by

scanning electron microscope

K-12を 用 い さ らに詳 細 に検 討 を行 った。

1. 位 相差 顕 微 鏡 に よ る観 察

CXD,CEXの0.78μg/ml作 用 で は,controlと 同様

に増 殖 して い く様 子 を 観 察 す る こ とが で きた 。CXDの

3.13,6.25,12.5μg/ml作 用 で は,CEX.CEDと 全 く

同 様 な 形態 変 化 を示 し,作 用 時 間 の経 過 と と もに,著 し

く伸 長 化 した 丘lament状 の 細 胞を 観 察 す る こ とが で き
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Fig. 6 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 1.56 ƒÊg/ml of CXD for

1 hour

Fig 8 Scanning electron micrograph of E. culi

K-12 exposed to 1.56 ƒÊg/ml of CXD for

4 hours

た。CXDの25,50μg/ml作 用 で はFig.1に 示 す よ

うに 菌 は伸長 化 したが,CEXに 比べ よ り 速 や かに 溶 菌

した 。CXDの100μg/ml作 用 で はFig.2に 示 す よ う

に 菌 は殆 ど 仲長 化 せ ず,Spheroplast様 構 造 を 形成 し溶

菌 した。一 方CEXで は,100μg/ml作 用 で もfilament

状 の形 態を 示 した。

この よ うな形 態 変 化 の差 を さらに 詳 細 に観 察 す る たあ

に,次 に走 査型 電子 顕 微 鏡 に よ り検 討 した。

Fig. 7 Scanning electron micrograph of E. culi

K 12 csposed to 1.56ƒÊg/ml of CXD for

2 hours

Fig. 9 Scanning electron micrograph of E. culi

K-12 exposed to 6.25 ƒÊg/kg ml of CXD for

1 hour

2.走 査 型電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察

走 査 型 電 子顕 微 鏡 試 料 作製 時 の 生 菌数 の 変 化をFig.

3,4に 示 した 。CXDお よ びCEXの1.56μg/ml作 用

で はcontrolと 同様 に 増 殖 し,6.25μg/ml作 用 では2

時 間 後 まで 静菌 的 な 作用 を 示 した が,4時 間後 に 再増 殖

が み られ た 。CXD,CEXの25μg/ml作 用 で は 両薬 と

も ほぼ 静 菌的 な作 用 を 示 した。100μg/mlを 作 用 させ た

場 合CXDで は著 明 な 殺菌 作川 を示 したが,CEXで は
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Fig. 10 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 6.25 ƒÊg/ml of CXD for

2 hours

Fig. 12 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 25 ƒÊg/ml of CXD for

1 hour

ほぼ 静 菌的 な作用 であ った。

この よ うな 菌数 変 化 時 の 形態 変 化 をFig.5～29に 示

した 。

Fig.5は 正常 なE.coli K-12の 走 査電 顕 像 で,表 面

構 造 はsmoothな 桿 状形 態 を 示 してお り,分 裂 時 に あ

る細胞 も観 察す る ことが で きた。Fig.6,7,8はCXD

の1.56μg/mlを そ れ ぞれ1,2,4時 間 作 用 させ た時

Fig. 11 Scanning electron micrograph of E. coli

K 12 exposed to 6.25 ƒÊg/ml of CXD for

4 hours

Fig. 13 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 25 ƒÊg/ml of CXD for

2 hours

の 走在 電顕 像で,正 常 菌 と殆 ど同様 な桿 状 形態 を示 し,

CXDに よ る影 響 は 認 め られ な か った。

Fig.9-10,11は,CXDの6.25μg/mlを そ れ ぞれ

1,2,4時 間 作 用 させ た時 の 走 査 電 顕 像 で,菌 体 はfila-

ment状 に な り,作 用4時 間 後 で は 再増 殖に よ り正 常な

桿 状 形態 を した 細胞 も観 察 す るこ とが で きた 。

Fig.12,13-14はCXDの25μg/mlを そ れ ぞれ1 ,
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Fig. 14 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 25 ƒÊg/ml of CXD for

4 hours

Fig. 16 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 100ƒÊg/ml of CXD for

2 hours

2,4時 間 作 用 させ た時 の 形 態 変 化 で,作 用 時 間 の経 過

と ともに菌 体 は著 し く伸 長 化 し,filament状 の 形態 を 示

したが,表 面構 造 に は特 に 変 化が み られ なか った。

Fig.15,16,17はCXDの100μg/mlを そ れ ぞれ

1,2,4時 闇 作用 させ た 時 の形 態 変 化 で,菌 体 は少 し伸

長化 してSpheroplast様 構 造 を 形 成 し,作 用2,4時 間

Fig. 15 Scanning eleciron micrograph of E. coli

K 12 exposed to 100ƒÊg/ml of CXD for

1 hour

Fig. 17 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 100ƒÊg/ml of CXD for

4 hours

後 で はCEX作 用 の 場 合 と 異 な り 多 くの 溶 菌 像を 観 察

す るこ とが で き た。

次 にCEXを 作用 させ た 時 の形 態 変 化 をFig.18～29

に 示 した。Fig.18,19,20はCEXの1.56μg/mlを

そ れ ぞれ1,2,4時 間 作用 させ た時 の 走 査 電 顕 像で,

CXDの 場 合 と 同 様,こ の 濃 度 で は薬 の 作用 が 殆 どみ ら
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Fig. 18 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 1.56 ƒÊg/ml of CEX for

1 hour

Fig. 20 Scanning electron micrograph of E. coil

K-12 exposed to 1.56 ƒÊg/ml of CEX for

4 hours

れ ず,正 常 な桿 状 形 態を した細 胞 を 観察 す るこ とが で き

た 。

Fig.21,22,23はCEXの6.25μg/mlを それ ぞ れ

1,2,4時 間 作 用 させ た時 の 走 査電 顕 像 て,1時 間 後て

は 分裂 部 位 に相 当す る と 思 われ る所 に,Stretched con-

structionが み られ る 細 胞 も 一部 認 め られ たが,作 用2

Fig. 19 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 1.56 ƒÊg/ml of CEX for

2 hours

Fig. 21 Scanning electron micrograph of E. coli

K-12 exposed to 6.25 ƒÊg/ml of CEX for

1 hour

時 間 後 まで はfilament状 の 形態 を 示 した。4時 間 後 で

は再 増 殖 に よ り正 常 な 桿状 形 態 を した 細胞 も観 察 す るこ

とが で きた 。

Fig.24,25.26はCEXの25μg/mlを1,2,4時

間 作用 させ た 時 の形 態 変 化 で,作 用 時 間 の 経過 と と もに

菌 体 は 著 し く伸 長 化 し,filament状 の 形 態 を示 した。
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Fig.22 Scanning electron micrograph of E.coli

K-12 exposed to 6.25μg/ml of CEX for

2 hours

Fig.24 Scanning erectron micrograph of E .coli

K-12 exposed to 25μg/ml of CEX for 1

hour

Fig.27,28,29はCEXの100μg/mlを1 ,2,4時

間 作用 させ た時 の 形 態 変 化 で,菌 体 はfilament状 の 形

態 を 示 し,4時 聞 後 で は 溶 菌 像 も認 め られ たが,CXD

作用 時 にみ られ た よ うなSpheroplast様 構造 を 観 察 す

る ことが で き なか った 。CEDを 作用 させ た場 合 はCEX

作用 と全 く 同様 な 形 態 変化 を 示 した 。CXDとCEX,

Fig.23 Scanming electron micrograph of E.coli

K 12 exposed to 6.25μg/ml of CEX for

1 hours

Fig.25 Scanning electron micrograph of E .coli

K-12 exposed to 25μg/ml of CEX for 2

hours

CED間 にみ られ た こ のよ うな 形 態 変 化 の 差 を さ らに 詳

細 に検 討 す る たあ に,次 にPenicillin binding proteins

に対 す る親 和 性 に つ いて 検 討 を行 った。

3. PBPsに 対 す る親和 性

SPRATTの 方 法6)7)に よ り, 14C-Penicillin Gに 対 し

てCXD,CEX,CEDお よ びCGP-3940を モ ル比 で0.2
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Fig.26 Seanning electrn micrograph of E.coli

K-12 exposed to 25μg/ml of CEX for 4

hours

Fig.28 Scanning electron micrograph of E .coli

K-12 exposed to 100μg/ml of CEX for

2 hours

倍,1倍,5倍,25倍 に加 え て検 討 を行 った 。 そ の結果

はFig.30,31に 示す よ うにCXD,CGP変3940の 方 が

CEX,CEDに 比 べPBP 1Bs,1Aに 対 して 優れ た親 和

性 を 有 して い た。Fig.30,31の 結 果 をdensitometerで

処 理 し,50%阻 害濃 度 を 求 め たの がTable 1で あ り,こ

れ か らも1Bsに 対す るCXD,CGP-3940の 親 和 性 が

Fig.27 Seaning electron micrograph of E.coli

K 12 exposed to 100μg/ml of CEX for

1 hour

Fig.29 Scanning electron micrograph of E.coli

K-12 exposed to 100μg/ml of CEX for

4 hours

CEX.CEDに 比 べ 優れ て い る こ とが判 る。

考  察

今回 私 ど もは新 し く合 成 され た経 口用 セ フ ァロ スポ リ

ン系抗 生 物 質CXDのE .coli K-12に 対 す る 抗菌 作

用 に興 味 を 持 ち,CEX,CEDを 比 較 薬 と して 検 討 を
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Fig. 30 Fluorogruphy showing compoition of CXD and CED for
14C- labeled penicillin G binding in E. eoli K 12

Fig. 31 Fluorography showing competition of CGP-3940 and CEX for
14C- labeled penicillin G binding in E. coli K-12

Table 1 Competition of antibiotics with 14C-labeled

penicillin G for binding to PBPs in cytop-
lasmic membranes of E. coli K-12 in vitro

* Concentration as a molar ratio to 14C-labeld pen-

icillin G required for 50% inhibition binding of

labeled penicillin G.

行 った。 増 殖 曲線 にお よ ぼす 影響 て は,CXDはCEX,

CEDに 比 べ 優れ た殺 菌 作用 を 示 し,そ の 時 の 形 態変 化

を 位 相差 顕 微鏡 や 走査 型 電子 顕 微 鏡 で観 察 す る と,CXD

の100μg/ml作 用 に よ り 菌 体 は あ ま り 伸 長 化 せ ず に

Spheroplast様 構 造 を形 成 し,溶 菌 した 。 一 方CEXの

100μg/mI作 用 で は 菌 はfilament状 の 形 態 を 示 し,

Spheroplast様 構 造 を 観 察 す る こ とが で きなか った 。 こ

の よ うな 抗 菌力 の 差 は どの よ うな理 由に 基づ くもの か,

一般 的 に β-lactam抗 生 物 質 の グ ラム陰 性桿 菌 に 対 す る

抗 菌 作 用 は,1)β-lactamaseに 対 す る安 定性,2)菌 体

外膜 の 透 過 性,3)Penicillin binding proteins(pBps)

に対 す る親 和性,4)自 己融 解 酵 素(Autolytic enzyme)

との関 連 性,こ れ ら4つ の 因 子 が 相 互に 関連 して 抗 菌 力

を示 す もの と考 え られ る 。CXDの β-lactamaseに 対 す
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る安定性はCEXと 同様の 傾向を 示す と報 告 されてお

り,今 回私 どもが 行 ったPBPsに 対する 親和性 では,

CXDの 方がCEX, CEDに 比べ1Bsや1Aに 対 して

優れた親 和性を 有 していた。PBP 1A, 1Bsは 殺菌力に

関係があ ると考え られており,こ の差がCXDの 優れた

殺菌作川に 関与 するもの と思われるが,そ れ 以 外 の因

子,外 膜透過性や 自己融解酵素 との関連性 も注 目され,

現在 さらに検討を行 っている。

またCGP-3940に ついて も現 在さらに 研究を進めて

いるが,CXDと 同様 な 作用,す なわちCEX, CEDに

比べ優れた殺 菌作用を 示 し,PBPsに ついて も1Bsに

対す る親和性がCEX, CEDよ り強いことが判 明した。

CEX, CEDの3位 の側 鎖 は-CH,基 であ り,CXD,

CGP-3940は いずれ も3位 に-OCH,基 を有 してい る。

この-OCH3基 の存 在が細菌細胞をよ り殺菌および溶菌

されやす くするもの と考え られる。
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STUDIES ON MECHANISM OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY

OF CEFROXADINE (CGP-9000) ON ESCHERICHIA COLI

TAKESHI NISHINO, HIROYUKI OMVAKI, TADASHI YOSHIMOTO,

MASAKO OHTSUKI and TERUO TANINO

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

The mechanism of antibacterial activity of Cefroxadine (CGP-9000, CXD) on Escherichia coli K-12 was

studied with reference to Cephalexin (CEX) and Cephradione (CED).

The antibacterial activity of CXD was much superior to those of CEX and CED when an inoculum size

was large. The morphological change of the organism was observed by a phase contrast microscope.

At concentrations of 25 and 50ƒÊg/ml, CXD made the bacteria elongated and showed by far stronger

bacteriolytic activity than CEX or CED. At a concentration of 100ƒÊg/ml, the organism was not almost elon-

gated, but showed a Spheroplast-like structure and was then lyzed. On the other hand. the bacteria exposed

to 100ƒÊ/ml. of CEX or CED did not exhibit a Spheroplast-like structure, showing only elongation. These

morphological changes were observed stereoscopically by a scanning electron microscope.

Studies on penicillin binding proteins revealed that CXD had stronger affinity to 1Bs than CEX and CED.


