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Ceftizoxime(CZX)の 大 腸菌 お よび コ レラ菌penicillin

結合 タンパ ク質 に対 す る親和性 と殺 菌力 の関係
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ペニシリン結合蛋白(PBP)は 細菌細胞壁生合成の最終段階に必要な酵素で。β-ラクタム薬の作用

点であることが知られている。7-Z(2)1徳 に メトキシオミノ基を持ち,3位 側鎖の無い新らしいセフ

ァロスポリン誘導体(CEP),Ceftizoxime(CZX)は 大腸菌およびコレラ萬のPBPの うち,1a,1b

お よび3に 強い親和性を示した。PBP, 1bは 菌細胞伸長時に必翼なムレイン架橋酵素であり,CZX

はこの1bに 最 も強い親和性を示したので,こ の薬は強い殺菌作用を示すことが期待 された。 事実

CZXの 殺菌作用はCEZやCefotaximeよ り強い。

さらに,MIC以 下のCZX存 在下で増殖した大腸菌はヒト血清と補体に殺菌され易 くなり,ま た

マクスの培養マクロファージに容易に食菌された。この現象は7-Z(2)位 にメ トキシイミノ基をもつ

CEPに 共通な性質であるが,CZXは この点でCefuroximeやCefotaximeよ り強い.

は じ め に

β-Lactam薬 の抗菌力は9グ ラム陰性菌外膜の透過性1),作

用 点であるmurein trans-peptidase に対す る阻害効果3}お よ

び耐性菌 のつ くる β-1actamaseに 対す る安定性3,の 総合で決

まることはよ く知 られてい る.

Ceftizoxime(CZX,FK 49)は 藤沢薬品工崇株式会社で開

発 された新 しい注射用cephalosporia(CFP)で, Fig.1に

示す とお り7-Z(2)位 にmethoxyyimino基 を持 ち,3位 に側鎖

の無い 特徴的な 化学構造である4,5)。 この抗菌薬 はす ぐれた

抗菌力を もち,と くにEnterobacter,Citrobacter,Serratia

marcescens,indole陽 性Proteusな ど既存 のCEPの 効 き

難いいわゆる日和見病原体 を含 め,グ ラム陰性桿菌 に対す る作

用が強いの。

CZXは 他のCLEPよ り殺菌力が 優れてい るとされてい るの

で,こ の薬 のpenicillh結 合 タンパ ク質(PBP)に 対す る親

和性 を,大 腸菌 とコレラ菌を被検材料 として検射 した。

Fig. 1 Chemical formula of Ceftizoxime 

(CZX): Imino type

材料および方法

被検菌としてEschreichia coli NIHJ JC-24)お よび

Vibrio cholerae E2 6)を 使 用した。液体培地としては

L-broth7)を 用い,MAC CoMKEY寒 天 培地(栄 窃化学》
ゑみ

および感受性ディスク培地(栄 研)を 平板として僕用し

た.

本実験に使用した抗菌薬は,Cephaloridine (CER:塩

野義製薬株式会社),Cephalexin (CEX:塩 野義),,Cef-

azolin (CEZ: 藤沢薬品工業株式会社),(Cefoxitin (CFX:

Merck 研究所),Cefmetazole(CMZ: 三共株式会社),

Cefurxime(CXM: Glaxo 研究所),Cefotaxime (CTX:

Hoechdt-Roussel),Cefrizoxime(CZX:藤 沢),6059-S

(塩野義)お よびMecillinam(MPC:武 田薬品工業株式

会社)で ある.

1. 大腸菌およびコレラ菌のPBP調 製法

E.coli NIHJ JC-2お よびV. cholerae E2のPBP

は,SPRATTの 方法2,8)に 準 じて調製した。被検菌を10

mlのL-brothで37℃1夜 振藍培養し,そ の全量を200

m1のL-brothに 接種して,対 数後潮に至るまで約4時

間37℃ で振温培養した。遠心集菌し,0.01Mの リン酸援

衝液pH7.0で1回 洗浄 し,こ れを8m1の0.05Mリ ン

酸緩衝液pH7.0に 再浮遊 し,氷 冷下で10kc,30秒 の

音波処理を4(コ レラ菌)～10回(大 腸菌)行 い,菌 細胞

を破渡 した.3,0009,15分 の遠心で未破填細胞を除き。

その上清中から100,000g30分 の超遠心で 膜画分を集め

た。同じ緩衝液で膜画分を1回 洗浄し,タ ンパク量が15

～20mg/mlに なるように濃厚な膜画分浮遊液をつ くっ

た。

2. コレラ菌のPBPの 解析

E.coli とV.choleraeの 膜 画分浮遊液30μlに 、E.

coli PBP の特定の画分に結合することが知られている
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PCま た はCEP20溶 液3μlを 加え,30℃,10分 間保 温

した。これに3μ1の14C-PCG溶 液(1μmole/50μCi/ml

Radiochemical Centre)を 加 え,さ らに30℃10分 保 温 し,

反応 を氷 冷 お よび3μlの20%sarkosylと60mg/mlの 非

放射 性PCGの 等 量 混合 液 添 加 で止 め た。 室 温 に20分 間

放置 後,外 膜 成 分 を除 くた め30,000 g 60分 間 遠 心 した 。

その 上清30μlを と り15μlのSDS(3%)-Tris-HCl

buffer(0.2M,pH6.8)-0.002% BPBと5μlの β-

mercapto-ethanolを 加 え,沸 騰 水中 で2分 間加 熱 した.

急冷 後 その 全量 を10% polyacrylanide-SDS平 板 電 気泳

動に か け,増 感 剤 と してPPOを 浸 み 込 ませ た後,ゲ ル

を乾燥 し.Kodak X-O matフ ィル ム9)と 密 着 させ て,

-80℃ で約20日 間 感 光 させ てPBPを 解 析 した。

3.新 抗 菌 薬のPBPに 対 す る親 和 性 の解 析

CZXそ の他 新抗 菌薬 に 対 す る親 和 性 は,前 に 記 した

14C-PCGに 対 す る競 合結 合 で調 べ た。 す なわ ち 各 薬 を

最終 濃度0.5, 1.0, 5.0ま たは25μg/mlに な る よ うに膜

画分 を加 え,30℃10分 間保 温 後,14C-PCGを 加 え,電

気泳 動後 のPBP画 分 の 消失 を蛍 光 オー トラ ジ オ グラ フ

ィーで 検討 した。

4.CZXの 存在 下 に おけ る血清 補 体 の 殺菌 作 用 の検 討

E.coli NIHJ JC-2を10mlのL-broth中 で37℃1

夜 前培 養 した 。 これ を 新鮮L-brothで10,000倍 に 希釈

し,中 試験 管 中 に分 割 した。1本 にCZX,CTXま たは

CEZの50%増 殖阻 止濃 度(ID50)の もの を,1本 に20%

ヒ ト血 清お よび2%モ ル モ ッ ト補体,他 の1本 に は 薬剤

と血清 補体 の 両 者 を加 え て,37℃ で振 盪 培 養 を行 っ た。

培 養 開始後1,3,5時 間 目に 一 部 を と り,適 当に 希 釈

して,そ の0.1mlをMAC CONKEY平 板 上 に 塗 り,37℃

1夜 培 養 して,生 残 菌 数 をcolony forming unitsと し

て計 算 した。

5.CZXそ の 他 抗菌 薬 存 在 下 にお け る 培 養 マ ウ スマ

クロ フ ァー ジの食 菌 作 用 の検 討

ddY,♂,マ ウ スに1.5mlのthioglycolate培 地 を

腹腔 内 注射 し,2～3日 後 に3mlの10%仔 牛 血 清 を含

むF12培 地(日 水 製薬 株 式 会 社)で 腹腔 を洗 い,マ クロ

ファー ジ(Mφ)を 採 取 した 。 細 胞 を遠 心 で 集 め10%仔

牛 血 清,20%L細 胞培 養 炉液 加F12培 地10)に 細胞 密 度

5×104/mlに な る よ うに 再 浮遊 した 。その0.4m1をLab

Tek chamber slideの 各 区 画 に 接 種 し,37℃5%CO2

存在 下 で1夜 培 養 した。 翌 日浮遊 細 胞 を含 ん た 培養 液 を

除 き,壁 面 に付 着 したMφ を培 地 で 洗い,0.4mlの2.7

406個 のE.coli NIHJ JC-2細 胞 を含むF12培 地 を

加 え,さ らに 培 養 を続 け た 。この 時-部 の 区 画 に1/2MIC

のCZX,CTXま たはCEZを 加 え た。1,3,5時 間後

に一 部のchamberslideを と り出 し培 地 を捨 て,緩 衝 生

食 水で 軽 く洗 っ てmethanolて 固定 し た。 これ を ギ ム

ザ 染色 し光学 顕 微 鏡 で観 察 した。

成 績

1,大 腸菌PBPに 対す るCZXの 結 合 親 和性

Fig. 2 Competition of Ceftizoximc(CZX)and other

cephalosporin derivatives to penicillin

binding proteins of Escherichia coli NIHJ

JC -2

Footnote: Numbers mentioned under the name

of drugs indicate amounts added in ƒÊg/ml to

the membrane fractions 10 minutes before the

addition of 14C-Penicillin G.

Fig. 3 Densitometry of fluorographs of Esche-

richia coli NIHJ JC-2 penicillin binding

proteins that were pretreated with 1ƒÊg/

ml of Ceftizoxime (CZX) or Cefotaxime

(CTX) for 2 to 12 min before the addition

of 14C-Penicillin G
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Fig.2に 示す と お りCZXは,E.coli NIHJ JC 2の

PBP 1bに 強 い 結合 親 和 性 を 示し,1aと3に 対す る親

和 性 か それ に次 ぐ。 これ に 対 しcephamycin型 の 新 誘

導 体 す なわ ち6059-S,CMZお よびCFXけ1aと3

に 対す る結 合親 和 性 が 最 も強1,1bに 対 す る親 和性 が

それ に つ ぐ。

CZXは7-Z(2)位 にmethoxyimino基 を持 つ 点 でCTX

と似 て い るが,Fig.3に 示す とお りCZXの ほ うが1b

に 対す る親 和性 が 強 く,2に 対 してはCTXよ り弱 い。

さ らに 興味 あ るこ とは,7-α 位 にmethoxy基 を持 つ

6059-S, CMZお よびCFXがPBP 4,5お よび6に も

強 い 結 合親 和 性 を示 す の に 対 し,CZXやCTXは 前 者

同 様 β-lactamaseに 対 す る安 定性 か 高 い5)の に もか か

わ ら ず,PBP 4,5,6に 全 く結合 しな い こ とで あ る。

参考 の ため 種 々のCEP誘 導 体 のE.coli NIHJ JC-2

のPBPに 対 す る結 合親 和 性 の強 さ をTable1に まと

め た。

Table 1 Binding-affinities of various cephalo-

sporins to the penicillin binding proteins

of Escherichia coli NIHJ JC-2

2. コ レ ラ菌のPBPの 解 析 とそ れに 対 す るCZXの

結 合 親 和性

コ レ ラ菌 のPBPの 解 析 は,大 腸 菌のPBPの 特 定 な

画 分 に対 し強 い親 和 性 を もつ 既 知 の β-lactam薬 を使 っ

て 行 っ た3)。 す な わ ち,Fig.4に 示 す とお り1μg/mlの

CERで コ レ ラ菌 の 膜 画分 を処 理 した 後,14C-PCGを 加

え る と,上 か ら3番 目と6番 目の放 射 能 バ ン ドが 消 失 す

る か薄 くな る 。CERはE.coli PBPの1aに 強 く結

合 す るの で,コ レラ菌 では 上 記 の2画 分 が1aに 相 当

す る こ とに な る。 同様 に して,E,coli PBP 2に 特異

的 に 結 合 す るMPCで コ レラ菌 の 膜 画 分 を 前処 理 す れ

Fig. 4 Competition of various ƒÀ-lactams

to penicillin-binding proteins of

Escherichia coli NIHJ JC-2 and

Vibrio cholerae E2

Footnote:One microgram per ml each of Ceph-

aloridine (CER), Pivmecillinam (MPC), Cefur-

oxime (CXM) and Cefoxitin (CFX) was added

to the membrane fractions 10 min before the

addition of 14C-Penicillin G to erase the la, 2,

la and 3, and 5 and 6 fractions of the both

microbes, respectively.

Fig. 5 Competition of new cephalosporin der-

ivatives and Pivmecillinam to penicillin

binding proteins of Escherichia coli

NIHJ JC-2 and Vibrio cholerae E2

Footnote: One microgram per ml each of

Ceftizoxime (CZX), Cefotaxime (CTX),

6059-S, and Pivmecillinam (MPC) was

added to the membrane fractions 10 min

before the addition of 14C-Penicillin G.

ば,そ のPBPの うち4番 目の 画 分 が 消失 す るの で,そ

れ が コ レ ラ菌PBP2で あ る こ とが わ か る。E.coli PBP

の1aと3に 強 い 親 和 性 を もつCXM,そ の4,5,6

に も結 合 す るCFXも 使い,結 局 コ レ ラ菌 のPBPは

Fig.4と5の とお り1aと3の 性 質 を もつ もの が1

つ,純 粋 な1aの 性格 を もつ ものが2つ,1b, 2, 3, 5,

6お よび 未 知 の もの が そ れ ぞれ1つ ず つ の合 計9画 分存

在 す る こ とが わか った 。
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Table 2 Minimal growth inhibitory concentrations 

of Ceftizoxime (CZX) and other cephalos-

porins against E. coli NIHJ JC-2 and V. 
cholerae E 2

*The MICs were determined by the liquid medium 

dilution method (L broth) with 2 •~ 106 cells per 

milliliter inoculum.

CZXはFig.5に 示すとおり,コ レラ菌でも1b,

1a,3のPBPに 強 く結合 し,1bに 対する親和性は同

類のCTXよ り強いことがこの菌でも確認されな。参考

のなめTable2に この実験に用いな薬剤のコレラ菌に

対するMICを まとめな。

3. MIC以 下のCZX,CTXま なはCEZ存 在下にお

ける補体殺菌作用の変化

既にCZXの 殺菌力は培地中より血液中で強いことが

知られている4)の で,そ のMIC以 下の濃度の存在が 血

清補体による殺歯にどのように影響するか調べな。Fig.

6に 示すとおり,E.coli NIHJ JC-2 は20%ヒ ト血消,

2%モ ルモット補体および0.025μg/ml(ID50)のCZX

を含んだL-broth中 では急激に死減するが,血 清と補

体だけを含んだ培地中では,む しろ生菌数は壇加してい

る。同量のCTXで は菌の補体による殺菌効果の受け易

さは見られないが,倍 量の0.05μg/mlに すると,CZX

同様補体に殺されやすくなる。一方,CEZ 1.10μg/ml

(ID50)添 加培地中では血清と補体を加えると,む しろ

生菌数は増加しな。

4. MIC以 下のCZX存 在下におけるマウス培養マ

クロファージの大腸菌細胞食菌作用

E.coli NIHJ JC-2の 細胞は1/2MICのCZXが 存

在すると著明に長くなるが,Fig.7に 示すとおり,マ

ウスMφ によく食菌される。CEP処 理によりfilament

状に伸びな菌細胞がMφ によく取り込まれ,細 胞内で破

壊されることは輿味深い。Filament形 成と共に菌体にふ

くらみをつくるCEZで 同 じ菌を処理しても,Fig.8に

示すとおりCZXと 同 じようによく食菌される。これに

対しCEPを 加えないと,菌 細胞の伸長は見られず,

Fig.9の とおり多数のものがMφ に食菌されるが,細

胞内で増殖が見られ,長 時間の培養によりMφ を破壊し

Fig. 6 Bactericidal effect of subinhibitory doses of Ceftizoxime (CZX), Cefotaxime 

(CTX), and Cefazolin (CEZ) in the presence and absence of human serum 
and guinea pig complement
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て しま うこ と もあ る。

Fig. 7 Micrograph of mouse macrophages pha-
gocytizing the cells of Escherichia  coli
NIHJ JC-2 in the presence of 1/2 MIC
of Ceftizoxime (CZX): 37°C for 5 hrs

Fig. 8 Micrograph of mouse macrophages
phagocytizing the cells of Escheric-
hia coil NIHJ JC-2 in the presence
of 34 MIC of Cefazolin (CEZ):370C
for 5 hrs

Fig. 9 Micrograph of mouse macrophages

phagocytizing the cells of Escherichia
coil NIHJ JC-2 in the absence of drugs:

370C for 5 hrs

考 察

新しく開発された注射用CEP,Ceftizoxime(CZX)

のE.coliお よびV.cholerae PBPに 対する結合親

和性を検討した。CZXは 両細菌のPBP 1bに 強い親

和性を持つことが明らかにされた。V.choleraeで は,

電気泳動により,1b画 分が1a画 分から離れたところ

に見られるので,こ の薬剤の1bに 対する高い親和性

は,よ り明確に認めることができる。

CZXのPBP 1bに 対 する高い親和性は,こ の薬の,

もつ強い殺菌作用の1因 と思われる。 それは.PBP 1b

が菌細胞の伸長時に不可欠なmurein架 橋酵素であるこ

とが知られている11)か らである。さらにCZXのMIC

以下存在下で増殖した菌は血清補体で殺菌されやすくな

ることも特筆に価する。 これらの性質は7-Z(2)位 に

methoxyimino基 を持つCEPの 通性と考えられるが,

この点でCZXはCXMやCTXよ り強い。

ある種のCEP存 在下で増殖した長いfilament状 の

菌細胞がMφ によく食菌されることも,興 味ある知見

と思う。長いfilament状 の菌細胞はMφ の大きさを越

えるため,食 菌されないのではないかという俗説が信じ

られているが,filament状 の菌細胞 が食菌されるかど

うかは,そ の大きさではなくて,ど の程度細胞壁が傷害

されているかによるように考えられる。

他の興味ある点は,CZXな ど7-Z(2)methoxyimino

体が コレラ菌に強い抗菌力をもつ点である。同菌のPBP

に対する結合親和性は他の群のCEPと 大差ないので,こ

れらのものはコレラ菌外膜の通過性が良いのであろう。

結論としてCZXは 生体内殺菌力が優れているので,

各種細菌感染症,と くにグラム陰性菌のそれに有用な抗

菌薬となるであろう。
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CEFTIZOXIME (CZX), A NOVEL CEPHALOSPORIN WITH

HIGHT AFFINITY FOR PENICILLIN-BINDING PROTEIN 1b

OF ESChERUCHIA COLI AND BIBRIO ChOLERAE

(BIOTYPE EL TOR)

TAKESHI YOKOTA and REIKO SEKIGUCHI

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

Penicillin-binding proteins (PBP) are elucidated as the target enzymes of β-lactam drugs,which are

necessary for the final biosynthetic step of murein in the bacterial cell wall. Ceftizoxime (CZX), a novel

cephalosporin possessing the methoxyimino radical on the 7-Z (2) position and no side chain on the 3 position,

manifests strong affinities to the 1a, 1b and 3 fractions of PBP of Escherichia coli and Vibrio cholerae .Since

the 1b fraction has been understood as an essential enzyme for the murein-biosynthesis required for cell-

elongation and CZX is the most potent inibitor for the 1b fraction ever known, its bactericidal activity is

expected to be significant. In fact, the drug exhibits stronger bactericidal effect on E.coli cells than

cefazolin (CEZ) and cefotaxime (CTX). Furthermore, it was demonstrated that E.coli cells grown in the

presence of a subinhibitory dose of CZX are easily killed by the complement in mammalian sera and easily

phagocytized by cultured macrophages derived from mice. Although that phenomenon is common in the 7-Z

(2)-methoxyimino derivatives of cephalosporin, CZX is more prominent than cefuroxime and CTX in this

respect.


