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Ceftoxime (CZX)の 各種 β-lactamaseに 対 す る安 定性 と結合 親和性

横 田 健 ・東 映 子

順天堂大学医学部細菌学教室

Ceftizoxime (CZX, FK749)の 各種 β-lactamaseに 対する安定性と結合親和性を他のセファロ

スボリン(CEP)新 誘導体のそれと比較した。 CZXはV型 β-laetamaseに わずかに水解される以外

は,他 のいかなる型の酵素でも加水分解されなかった。 酸測定法(指 示薬法)に よりki値 として

示されたβ-lactamaseと の結合親和性から見ると, CZXは 各種 β-lactamaseに 安定性が高いだけ

でなく, Ic, II, IIIおよびIV β-lactamaseに 親和性が低く,つ まり結合 しないことが明らかになっ

た。とくにII,III,IV型 に対する親和性が低く,こ れらの β-lactamaseを 産生する菌にはCZXは

感受性菌に対するのと同程度の強い抗菌力を示した。その結果,大 腸菌標準株に51種 須のR(bla-

TEM)プ ラスミッドを伝達してもCZXに 対する感受性は変化がないが, 6059-S, CMZお よび'

CFXに 対 しては,そ れぞれ平均10, 2,,4倍 のMIC値 の上昇が見られた。"

は じ め に

β-Lactam抗 生物質に 対す る細菌臨床分離株 の耐性 は主とし

て菌の β-lactamaseに よることが知 られている。 しかし各種

β-lactam薬 間の交叉耐性 は,β-lactamaseの 種類 と抗 菌薬 の多

様 性のためかなり複雑である。 ある β-latamase産 生菌 の耐性

度は,そ の酵素のVmaxを 抗菌薬のkmで 割 った ものから想像

され るとされ てい るが1),こ のよ うにして計算 され たVmax/

Kmは, β-lactamaseを 菌体外酵素として産生す るグラム陽性

菌では耐性度 によくあ うが,そ れ を表層酵素 として作 るグラム

陰性菌では,し ば しばVmax/Km,と 耐性度 との間 に食い違い

が認め られる。

すでに著者らはTEM型 β-lactanase産生を支配するR-

plasmidを 持つ大腸菌はVmax/KmがAmpicillin (ABPC),

Sulbenicillin (SBPC), Carbenicillin (CBPC)の 順に小 さく

なるのに,耐 性度 は逆にCBPC,SBPCに 対す るもののほ う

がABPCよ りは るかに高い事実に注目し,β-lactamase産 生

菌は,薬 物 の加水分解に よるほか,薬 物の酵素に対 する結合親

和性が高ければ,表 層間隙 に存在す る β-lactamaseに 薬物が

結合 し,一 種の目づ まり状 態を起 して,薬 物の作用点へ の到達

をさまたげ,耐 性化す る機 構 もあ りうるとい う仮説 を明らかに

した2)。 事実,新 しく開発 され た β-lactamaseに 加水分解 さ

れない抗菌薬に対 して も,あ る種の β-lactamase産 生菌 は依

然 として耐性 であることも明 らかにされてい る3)。

Ceftizoxime (CZX)は 藤沢薬品工業株式会社で 開発 され た

注射用cephalosporin (CEP)で, β-lactamase産 生菌 に対 し

て もす ぐれた抗菌力を示す。本報告はCZXと,他 の β-lact-

amaseに 分解 され ない新 しいCEPの,各 種 β-lactamaseに

対 す る安定性 と 結合親和性 を実際 の抗菌力 と 比較検討 した も

のである。

材 斜 お よび 方 法

菌 はEnterabacter clatzcas Nek39,Proteus vulgaris

33,Preteus mirabilis JY10, pRK1(bla)を 持 つEsc-

herichia coli CSH2, Klebsislla 42お よびpRE45

(bla)を 持 つE.celiCSH2を それ ぞ れIa, Ic, II, III

(TEM), IVお よびV(Oxacillin水 解 酵 素)型 β-lact -

amaseの 原 材 料 と して使 用 した。50株 のP. vulgaris

臨床 分 離 株 と19株 の 臨床 か ら得 ら れ たCefoxitin(CFX)

耐性E. cloacaeは,順 天 堂 大学 医 学 部 臨 床 病 理学教

室 小 酒 井 教授 お よび小 栗 氏 か ら 分 与 され た。53種 の

β-lactamase産 生 を支 配 す るR-plasmidはE. coliと

KlebstellaのABPC高 度 耐性 株 か ら得 た 当教 室保 存 の

もの で あ る。

試験 薬 と し ては, Ampicmin (ABPC,武 田 薬 品工業

株 式 会 社), Cephaloridine (CER,塩 野 義 製 薬 株 式会

社), Cefoperazone (CPZ,富 山化 学株 式 会 社), Cefa-

zolin (CEZ,藤 沢), Cefoxitin (CFX,メ ル ク万 有製

薬 株 式会 社), Cefmetazele(CMZ,三 共 株 式会 社),

Cefotaxime(CTX,ヘ キ ス ト ・ル セル株 式 会 社), 6059-

S(塩 野 義)お よびCeftizoxime(CZX,藤 沢)を 使 用

した 。

1. β-Lactamaseの 調 製

β-Lactamase産 生標 準 株 を5mlのL-broth4) で37

℃1夜 振盪 培 養 した 。 その4mlを200mlのL- broth

に接 種 しKLETT光 電 比 色 計 を使 用 し て,濁 度 がKLETT

100～150に い た る まで,37℃ で さ らに3.5～4時 間振

と う培 養 した 。 遠心 集 菌 し1回0.01Mリ ン酸緩 衝 液

(pH7.0)で 洗 い,こ れ を 同緩 衝 液6mlに 再 浮 遊 し
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た。10kcの 音 波 処理 を30秒,4回 行 い 細胞 を破 壊 し,

100.000gで30分 間 遠 心 した 上滴 を β-lactamaseの 粗

酵素 と して使 用 した。

2. β-Lactamaseの 測 定

各 β-lactamaseのVmax値 はmacroiodo法5)で 測

定 した。 各試 験 薬 のKi値 はABPCま た けCERを 基 質

と し,phenol redを 用 い る酸測 定 法 で行 な った6)。 す

な わち β-lactamase活 性 は30℃ でphenol redの 変 色

に よる558nmの 吸 光 度 の 減 少か ら追 跡 した。 こ の反 応

追跡 は1ml cuvetteの 中に0.1ml試 験 薬 溶 液,1mlの

基 質溶 液,0.1mlの0.0156%(w/v)phenol redお

よび0.01mlの β-lactamase溶 液(約50単 位)を 加

え,手 早 く混 合 して,混 合 後1分 目か ら酵 素 だけ を 欠 く

cuvetteをreferenceと して,Union SM401型 ダ ブル

ビーム光電 比 色 計 で 自記 追跡 した。 す べ て の反 応 液 は,

0.4mMリ ン酸 緩衝 液(pH7.6)に 溶 か した後0.01N

水酸化 ナ トリウ ム液 で正 確 にpH7.6に 補正 した もの を

使用 した。

3. 菌 の 感受 性検 査

各 試験 薬 の最 小 発 育阻 止濃 度(MIC)は,被 検 菌 のL-

broth 1夜 培 養 液 を そ の ま ま あ るいは100倍 に 希 釈 し

て,薬 物 含有 平 板 に1白 金耳 ず つ 塗布 し37℃ で1夜 培

養 して判 定 した。

成 績

1. CZXお よび他 の 新 し く開 発 され たcephalosporin

に 対 す る安 定性

Fig.1にCZXそ の 他のIaお よびIc型 β-lact-

amase(CEPase型)に 対 す る 安定 性 を,CERに 対 す る

それ を100と した相 対 的Vmax値 で示 した。 ここ に見

る とお りCERお よびCEZは こ れ らの 酵 素 に よ りよ く

加水 分解 を うけ るが,すべ て の7-Z(2)methoxyimino

お よび7-α methoxy cephalosporin類 とCPZは これ ら

の酵 素に よっ ては ほ とん ど分解 され な い。

い っぽ う,あ る種 のPC ase型 β-lactamaseはFig.2

に示 す とお り,CERやCEZだ け で な く新誘 導 体 も破壊

す る。 す なわ ちCPZは その 加 水 分解 速 度 は遅 い もの の

すべ てのPC ase型 酵 素 で 分解 され る 。 またCZXはV

型に よ り,CTXはIII型 とV型 に よ りわ ずか なが ら 破

壊 され る。 しか し,すべ ての7-α methoxy誘 導 体 す な

わ ち6059-S,CFXお よびCMZは どの 型 のPC ase

に よっ て も分解 され なか った 。

得 られ た成 績 は,薬 物 が過 剰 に存 在 す る条 件 で測 定 さ

れ るVmax値 か らみ るか ぎ り,7-α methoxy誘 導 体 が

す べ ての β-lactamaseに 対 し もっ と も安 定 で あ る こ と

を示 して い る。

Fig. 1 Relative rates of hydrolysis of Ceftizo-

xime (CZX) and other cephalosporins by

the types Ia and Ic ƒÀ-lactainases

Fig. 2 Relative rates of hydrolysis of Ceftizo-

xime ( CZX) and other cephalosporins

by the types II, III (TEM), IV and

V (Oxacillin hydrolyzing) ƒÀ-lactamases

2. β-Lactamase産 生 菌 に対 す る 新 しいcephalos-

porin類 のMICと 安 定性 の 食 い 遣 い

CPZ,CFXお よびCMZのIc型 β-lactamaseに

対 す る高 い 安定 性 に もか か わ ら ず,そ れ を 産生 す るP.

vulgarisの 臨 床 分離 株 の うち の あ る もの はFig.3に 示

す とお り,依 然 と して あ る程 度 の耐 性 を示 す。 す な わ ち

10%内 外 の 株 は25μg/ml以 上 のCPZ,CFXお よび

CMZに 対 して 耐性 で あ る 。 しか し これ ら の株 は 例 外 な

く0.1μg/ml以 下 のCZX,0.39μg/ml以 下 の6059-S

また は3.13μg/ml以 下 のCTXに よ っ て 完全 に 増 殖

が 阻 止 され た 。両 群 の 薬 剤 は と もに こ の菌 の 作 るIc型

β-lactamaseに きわ め て安 定 で,加 水分 解 を受 け ない こ

とは 注意 す るべ き であ る。

こ の食 い 違 い はFig.4に 示 す とお り,β-lactamase

産 生 を支 配 す るR-plasmidを も った 大腸 菌 で も認 め ら

れ る 。 この 実 験 で は53種 類 の 異 な ったR(bla)plasmid

がE,coliお よ びKlebsiellaのABPC高 度 耐性 株 か
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Fig, 3 Cumulative sensitivities of 50 clinical isolates of Proisus 
vulgaris to Ceftizoxime(CZX) and other newly developed 
cephalosporins

Inoculum size: One loopful of 106 cells/ml

MIC

Fig. 4 Shift of sensitivity distributions of 53 
subclones of E. coli CSH2 carrying 
various R(bla) plasmids to Ceftizoxime 
(CZX) and newly developed cephalos-
poring

CZX CMZ

CTX CFX

6059-S CPZ

MIC

ら,接 合によりE. coli CSH2に 伝達され,そ の各薬

物 に対 す る感受性の変化が検討された。図 のとおり

CZXお よびCTXに 対する感受性度はR-plasmidが 伝

達されても,R-の 親株と変化がないが, 6059-S, CFX

およびCMZに 対 しては それぞれ10,4お よび2倍 耐

性度が上昇している。53種 のR-plasmidの うち51種

はE型(TEM)を,2種 はV型 の β-lactamase産 生

Fig. 5 Cumulative sensitivities of 19 clinical 

isolates of E. cloacae resistant to 

Cefoxitin against CZX and other newly 

developed cephalosporins

E.cloacse 19 strsins 106cells /ml

MIC

を支配していることが確認されているので,CPZ以 外

のすべての 薬剤は2つ の例外を除き,ま ったく加水分

解されないことを注意すべきである.

第3のMICと β-lactamsseに 対 する安定性の食い遣

いは,CFX耐 性菌として選び出された19のE. clatrcae

臨床分離株にみられる。Fig.5に 示すとおり,こ れらの

株は25μ9/ml以 上のCFXに 耐性なばか りでなく,

CMZお よびCPZに も耐性である。さらにその20%内

外のものは25μg/ml以 上のCZX. CTXお よび6059- S

に も耐性を示した。これらのうちの高度耐性株を調べて

も新薬物を分解するような新 しい型の β-lactamaseは

見出すことができず,さ らにCEZを 基質として使用し

たcrypticity values も,低 度耐性株と高度耐性株の間
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で差がみられないので,こ れらE.doacaeの 耐性はIa

型 β-lactamaseの 存在に由来するが,薬 剤の加水分解

以外の仕組が考えられる。

以上3例 の β-lactamaseと 薬剤の結合による目づま

り耐性化の仮説は,Fig.6に 示 した実験からも支持さ

れる。 すなわち先の19株 のE.cloacaeのCFX耐 性

は,こ れらの菌のMIC中 央値の1/5量 の β-lactamase

不可逆的阻害剤,PS-57)の 添加によってある程度感受

性化するという事実である。

Fig. 6 Change of cumulative sensitivities of 19

clinical isolates of E. cloacae by the

addition of one fifth MIC of ƒÀ-lactama-

se-inactivator against Cefoxitin

3. CZXお よび新しく開発されたcephalosporin類

の各種 β-lactamaseに 対する結合蜆和性

CZXお よびその他の各種 β-lactamaseに 対 する親和

性は,PCaseに 対 してはABPC,CEP aseに 対 しては

CERを 基質にしたときの各薬剤のKi値 から検肘され

た。7-Z(2)誘 導体,す なわちCZXとCTXは すべて

の型のPCaseに 対 し高いKi値,す なわち低い親和性

を示したのに対し,CFX,CMZお よび6059-Sは こ

れらの酵素に対 して親和性がかなり高いことがわかった

(Table1)。

とくにCZXとCTXがN(TEM)型 β-lactamase

に対 し親和性がきわめて低い(照 値が高い)の は注

目に価する。つまりこれ らの薬物は 大多数 の 伝達性

ABPC耐 性plasmidに よる酵素に安定なばかりでなく,

ほとんど無関係に近いという事実である。この酵素学的

な特性がこれらR-Plasmid伝 達によってもE.celi標

準株の感受性が変化しない理由であろう。いっほう,こ

のIII型 β-lactamaseに 対 してはCFX, CMZ, 6059-S

の順 に 節 値が小さくなるが(親 和性が高くなるが),

これはほぼこれらR-plasmidの 伝達により上昇する耐

性度の高さの逆の順序に近い。

Ki値 とMIC値 の逆相関はP.vulgarisの 臨床分離

株でも認められる。つまりこの菌の作るIc型 β-lact-

amaseに 親和性の低い(Ki値 の高い)CZXは 例外な

く強い抗菌力を示し,比 較的高い親和性(低 いKi値)

をもつCFXやCMZに 対する耐性度は高く,中 間の

親和性を示すCTXや6059-Sに 対する感受性は両者

の中間に位置する。

最後にCZXお よび他のCEPはE.cloacaeの 作

Table 1 Affinities of Ceftizoxime(CZX) and other newly developed

cephalosporins to various types of ƒÀ-lactamase

* Km indicates for Ampicillin to the types II, III, IV and V ƒÀ-lactamases, and for

Cephaloridine to the types Ia and Ic ƒÀ-lactamases.

** N.D.: Not done
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るIa型 β-lactamaseに 強い親和性(小 さいKi値)

を示す。これがこの菌のある株は依然としてこれらの薬

にある程度の耐性を示す理由であろう.

考 察

CZXお よびその他新しく開発されたCEP誘 導体の

β-lactamase耐 性菌に対するMICと,そ の酵素に対

する安定性と親和性が検討された。7-Z (2) methoxy-

imino CEP,す なわちCZXとCTX,お よび7-α met-

hoxy CEP,す なわちCFX, CMZ, 6059-Sは すべて

の型のCEP aseに は恥水分解を受けない。 しかし,β-

lactamase産 生菌のあるものは依然としてこれらの薬物

に対してある程度の耐性を示す.こ れらの内でCZXが

最 も β-lactamase産 生菌に強い抗菌力を示すことがわ

かった。CZXが 種 々の β-lactamaseに 対 して安定なば

かりでなく,Ia型 以外のものに対しては結合規和性も

低いことを考えると, β-lactamase産 生菌に禿分な抗

菌力を示すためには,そ の酵素に対する加水分解さやに

くさとともに,結 合親和性も低い必要があると想像され

る。この考え方はTEM型 β-lactamaseに ほ とんど結

合されないCZXに 対 しては,E. coli CSH2にR

(bla) plasmidを 伝達 しても感受性がまった く変わら

ないという事実からも支持される。これに対しこの酵素

に安定ではあるが,よ く結合するCFX,CMZお よび

6059-Sに 対 しては2～10倍 の耐性上昇がみられた。

なぜ β-lactamaseに 安定なものの うち結合親和性の

低い薬が β-lactamase産 生菌により強い抗菌力を示す

のか,そ の詳しいことはわからない。しかし著者が以前

に提唱した表層間隙に存在する β-lactamaseと 薬物の

結合による目づまり耐性化の仮説2)は,広 く適用できる

ものと考えられる。 β-lactam抗 生物質に対するグラム

陰性菌の耐性は,β-lactamase,以 外 に,作 用点の変化

(murein transpeptidaseの 変化)お よび外膜通過牲の

低下9)に よっても起 り得ることは知られている。しかし

後2者 の機構はわずかにPseudomonas aeruginesaに お

いて外膜通過性低下による耐性化が知られて いるだけ

で,臨 床分離株に対する成綾はほとんどみられない。さ

らにこれらの機構は著者が今回使用した菌には考えに く

いものと思われる。それは結合親和性との関係があまり

に明らかなためである。 もちろん β-lactamaseに 対す

る結合親和性に由来する耐性化の程度は,そ れによる加

水分解によるものに比べればはるかに低い。しかし静素

鹿生量が増加すれば結合親和性による耐性も高くなるこ

とを注意しなければならない。

新しく朋発された注射用CEP, CZXは その β-laet-

amaseに こ対する結合親和性の低さから考えて,将 棄に

わたり β-lactamase産 生菌に対する有力な 治療薬とな

ることが期待される.
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STABILITY AND AFFINITY OF CEFTIZOXIME(CZX) 

AGAINST VARIOUS TYPES OF ƒÀ-LACTAMASES 

TAKESHI YOKOTA and EIKO AZUMA 

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University 

The stability of, ceftizoxime(CZX) against types Ia, Ic, II, III(TEM), IV and V (oxacillin-hydrolyzing) 

fi-lactamases was compared with those of other new cephalosporins as the relative Vmax values measured 

by the macroiodometric method. 

CZX was found to be nonhydrolyzable by the all types of ƒÀ-lactamase except the type V that destroys the 

drug slightly. Furthermore, interrelationships were investigated between the MICs of CZX and other cephalo- 

sporins to ƒÀ-lactamases-producing bacteria and the affinities of the drugs to the enzyme that were determined 

as the Ki values by modified acidometric method, since gram-negative bacteria producing P-lactamases as an 

epienzyme seemed to become resistant not only due to the hydrolysis of drugs but also depending upon 

unknown barriers directed by ƒÀ-lactamases which does not destroy ƒÀ-lactams but binds them and prevents 

passing through the periplasmic space to the sensitive site. It was revealed that CZX is not only stable but 

also possesses a large Ki value to the type III(TEM) ƒÀ-lactamase, suggesting that the drug is indifferent 

from a majority of R(bla) plasmids coding the production of such kind of ƒÀ-lactamase. In fact, the transfer 

of 51 different R(bla) plasmids to Escherichia coli CSH2 resulted in no change of the drug-susceptibilities 

from the plasmid-free parent strain. Whereas, the MICs of 6059-S and cefoxitin, which possess 100-fold and 

5-fold higher affinities to the TEM-type ƒÀ-lactamase, elevated to 10-and 4-fold, respectively, by the plasmid 

transfer, even tiough they are not hydrolyzed at all.


