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新 しいcephalosporin睡 導体Ceftizoxime (CZX)の

R-plasmid保 有 お よび染色体 由来耐 性菌 に対 す る

抗菌 活性 と β-lactamaseに 対 す る安 定性

高 乗 仁 ・西 田 実

藤沢薬品工業株式会社中央研究所

Escherichia coliのAmpicillin (ABPC)耐 性 臨 床 分 離株 に 対 す るCeftizoxime (CZX, FK 749)

の 抗 菌活 性 を最 近 開 発 され た 他 のcephalosporin誘 導 体 と比較 した｡R-plasmid保 有ABPC耐 性 株

お よび染 色 体 由来ABPC耐 性 株 の 両群 に 対 してCZXは 最 も強 い 活性 を示 した。ABPC感 受 性E.

coliに 対 す るCZXの 抗 菌 活性 はABPC耐 性R-plasmidの 導 入 に よっ て低 下 しな か っ た｡し か しな

が らR-Plasmidの 導 入 に よ って 多 くの 試験 菌 株 が, Cefeperazoneお よびCefamandoleに 封 して は

高 度 耐 性 を, Cefotiamに 対 して は 中等 度 耐性 を 獲得 した 。

CZXはR-plasmid由 来 の β-lactamaseを 含 むpenicillinaseお よびcephalosperinaseの 両 タ イ

プの β-lactamaseに 非常 に 安 定 であ った 。 β-Lactamaseに 対 す るCZXの 安 定 性 は Cefoxitin, 

Cefmetazoleお よびCefotaximeと 同 程 度 で, Cefuroximeよ りや や優 れ, Cefotiam, Cefamandole 

お よびCefoperazoneよ り優 れ る こ とが明 らか に な った｡

は じ め に

Cephalosporin系 抗生物質 は一般に,グ ラム陽性および陰性

菌の多 くに抗菌活性を もち,か つ低毒性であるため,他 種の抗

生物 質よ り優れた抗菌剤である。 しか し,最 近 グラム陰性菌に

対す るcepbalosporin類 の抗菌活性 について,次 の2点 が問題

として 挙げられ るようになった。1点 は 臨床分離菌 の うち,

cephalOSPO血 類に感 受性 を示 さないSerratia, Enterobacter, 

Citrobacter, Proteusお よびPsendomonas 1)な どが徐 々に増

加 してい ることである。 もう1点 はR-Plasmid保 有 の ABPC

耐性株 におけ るcephalosporin耐 性 の程度の上昇で,そ れに

よるE.coliお よびKlebsiella pnexmoniaeを 含 む腸内細菌

群 におけ るcephalosporin中 等度耐性株 の 増 加傾 向で ある2～

4)｡

本 報では当研究所で新 しく開発されたcephalesporin誘 導体

CZX5)に ついて,先 に述ぺたcephalesporin耐 性菌,と くに

R-plasmid保 有株 に対す る抗菌活性 と β-lactarnaseに 対す る

安定性 について検討 した。

実験材料および方法

1. 使用薬剤

次 の 薬 剤 を 使 用 し た 。Ceftizoxime (CZX,藤 沢 薬

品), Cefotiam (CTM,武 田 薬 品), Cefamandole (CM

D, Eli Lilly), Cefuroxime (CXM, Glaxo), Cefetaxime 

(CTX, Hoechst-Roussel), Cefmetazole (CMZ,三 共), 

Cefoxitin (CFX, Merck), Cefoperazone (CPZ,富 山 化

学), Cephaloridine (CER, Eli Lilly), Cefazolin (CEZ, 

藤 沢 薬 品), Penicillin G (POG,藤 沢 薬 品), AmpiCillin 

(ABPC, Beecham)。

2. 使用菌株

E.coli CSH2 (nalr),ABPC耐 性R-Plasmid保 有

E.coli CSH2 17株 お よび染色体由来ABPC耐 性E.

coli臨 床分離株12株 は順天堂大学医学部 横田教授か

ら分与を受けた。ABPC耐 性R-plasmid保 有E.coliの

臨床分離株12株 は当研究所に保存中のものを使用した.

また,次 の菌種の臨床分離株から10株 の β-lactam剤 耐

性株を選び,β-lactamaseの 調製に使用した。 Serratia

marcescens, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, 

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebs-

iella pneumoniae, Proteus mirabilis, Staphylococcus 

aureus.

3. 薬剤感受性の測定

試験薬剤 の最小発育阻止濃度(MIC)の 測定は寒天

平板希釈法で行なった。試験菌はスタンプ法で接種した

6)。 菌接種液はtrypticase soy broth (BBL)で1夜,

前培養した原液を使用した。37℃ で20時 間培養後,肉 眼

的にコロニーの発育を阻止した最小濃度をMICと 判定

した。

4. 平均MICの 算出法

得られた個々のMIC値 を次のように評点化する。
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これらの評点の合計を菌株数で除して,平 均評点を算出

した。

平均評点から式(a)を 用いて平均MICを 求めた。

平均MIC=100× (
1/

2 )
平均評点-5 … …(a)

5. β-Lactamaseの 調 製

β-Lactamaseのinducerと してPCGを 添加 した

heart infusion broth中 で,試 験 菌 を37℃ で 増 殖 させ

た。1夜 培 養後,遠 心 分離 に よっ て集 菌 し,0.067Mリ

ン酸緩 衝液(pH7.0)で1度 洗 浄 した後,同 じ緩 衝液 に

懸濁 させた 。細 菌 懸濁 液 を20Kcで20分 間音 波 処 理 し,

菌体 を破壌 した。 破砕 菌 液 を遠 心 分離 し,上 清 をSeph-

adex G 100カ ラムに よ りゲ ルろ 過 し,0.067Mリ ン酸

緩衝 液(pH7.0)で 溶 出 した 。 β-Lactamase活 性 画 分

は プール し,-20℃ で 保存 した 。

6. β-Lactamase活 性 の測 定,

β-Lactamase活 性 は 恒 温 セル ポ ル ダー を備 え た 日立

200-20形 分 光 光度 計で測 定 した。1cm幅 の右 英 セル 内

で酵 素液 の 一 定量 を基 質150μg,お よび リン 酸 緩 衝液

(pH7.0)の200μ moleと で 最 終量 が3.0mlに な るよ

う混合 し,37℃ でincubateす る。 β-Lactam環 の 分 解

の速度は Penicillinで は240nm ecephalosporinで は 260

nmに おける吸光度の変化によって測定した7)A各 薬剤

の分解速度は,cephalosporinaseに ついてはCERの 分

解速度を, penicillinaseに ついてはPCGの 分解速度を

それぞれ100と した相対値で求めた。

結 果

1. ABPC耐 性のE.coli臨 床分離株に対する CZX

の抗菌活性(Table1)

E.coliのABPC耐 性臨床分離株は,染 色体由来株

とR-plaSmid保 有株と1に区別できる。これらの菌株に

対するCZXの 抗菌活性を,最 近開発されたcephalos-

porinお よびcephamycin誘 導体のそれと比較した。

CZXは 両 タイプの 耐性株に対して最も強い抗菌力を示

し,R-Plasmid保 有株に対する平均MICは2.1μg / ml

染色体由来株に 対ずる平均MICは1.7μg/mlで あっ

た。これらの耐性株に対するCZXの 平均MICは 感受

性株に対するMICと 同等であった5)。 一方,対 照とし

た他のcephalosporinお よびcephamycin誘 導体は

Table 1 Antibacterial activity of Ceftizoxime 

against Ampicillin-resistant strains 

of E. coil

Number of R+ and C+ strains: 12 strains each 
R+: R-plasmid harboring strains (clinical isolates) 
C+: Chromosomally resistant strains

(clinical isolates)

Incubation: heart infusion agar, 37•Ž, 18•`20 hr 

Assay: 108/ml, Stamp method

CZXと 比較してR-plasmid保 有耐性株に対しては約2

倍から25倍,染 色体由来耐性株に 対しては 約5倍 から

100倍 の高いMICを 示 した。

2. CZXの 抗菌浩性に対するABPC耐 性 R-plasmid

の 影 響

Cephalosporin誘 導 体 の 抗菌 活 性 に対 す るABPC耐

性R-plasmidの 影 響 を,E,coli CSH2(親 株)に 対

す るcephalosporin剤 の活 性 と,R-plasmid保 有 E.

coli CSH2に 対 す る それ とを 比較 す る こ と に よ って検

討 した 。臨 床 分 離 のR-plasmid保 有 株,E.coli (8株)

お よびK.pneumoniae(9株)か らE.coli CSH2

(標 準株)teR-plasmidを それ ぞ れ導 入 した 。 Fig.1

にE.coli CSH2に 対 す る各 薬 剤 のMICと, ABPC耐

性R-plasmidを 伝 達 され たE.coli CSH2の17株 に

対 す るMICの 分 布 を示 した 。 検 討 した9薬 剤 の うち

Cefoperazoneの 抗 菌 活性 はR-Plasmidに よっ て最 も

強 い 影 響 を うけ,次 にCefamandole, Cefotiamの 順 に

影 響 を うけ た 。Fig.1に 示 す よ うに,R-plasmidを 保 有

しな いE.coli CSH2に 対 して は,そ れ ぞれ Cefope-

razoneが1.56μg/mlお よびCefamandoleが3.13μg /

mlのMICを 示 し た が, R-Plasmid保 有E.coli CSH2

に 対 し て は 両 薬 剤 と も65%の 株 が ≧400μg/mlの

MICを 示 した 。R-Plasmidを 保 有 しない 株 に 対 す る Cef-

otiamのMICは1.56μg/mlで あ った が, R-plasmid保

有株 に対 して のMICは1.56μg/mlか ら100μg/mlに 広

く分 布 した 。 また, Cefuroxime, Cefotaxime, Cef0xitin
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Fig. 1 Influence of introduced Ampicillin resistance plasmids on 

antibacterial activities of cephalosporins against E. coil CSH2

Ceftizoxime Cefmetazole

Cefotiam Cefoxitin

Cefamandole Cefoperazone

Cefuroxime Cefazolin

Cefotaxime Ampicillin

μg/ml
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Table 2 Stability of Ceftizoxime to ƒÀ-lactamaae

a) Substrate concentration: 50 ƒÊg/ml. 

b) Relative initial velocity: Cephaloridine=100 for cephalosporinase, 

Penicillin G = 100 for penicillinase. 

UV assay, 37•Ž. 0.067 M potassium phosphate buffer (pH 7.0).

c) Class of ƒÀ-lactamase Source

Ia(1)  Serratia marcescens No. 78

Ia(2)  Enterobacter cloacae No. 91

Ib  Escherichia call No. 35 (C+)

IC  Proteus vulgaris No. 9

Id  Pseudomonas aeruginosa No. 11 (C+)

II  Proteus mirabilis No. 133

III  Escherichia coli No. 18 (R+)

IV  Klebsiella Pneumoniae No. 134

V  Pseudomonas aeruginosa No. 47 (R+)

S. aureus Staphylococcus aureus No. 35

お よびCefmetazoleの 抗 菌 活 性 に対 す るR-Plasmidの

影響 は比 較的 弱 い が, R-plasmidの 導 入 に よ り こ れ ら

の薬 剤 の 抗菌 力 は%か ら%程 度 に 低 下 した。 一 方,

ABPC耐 性R-plasmidの 伝 達 を うけ たE.coli CSH2

に対 す るCZXのMICは,plasmidを 保有 しな い株 に

対す るMICと ほ とん ど変 わ ら なか っ た。 こ の結 果 か

ら,CZXの 抗 菌 活性 はABPC耐 性R-plasmidに よ っ

て影 響 され ない こ とが 明 らか に な った 。

3,β-Lactamaseに 対 す るCZXの 安 定性(Table2)

β-Lactamaseに 対 す るCZXの 安 定性 を9種 の β-la-

ctam剤 の それ と比 較 した。 グ ラム陰 性 菌 の臨 床 分離 株

か らRICHMONDとSYKESの 分 類8)に 従 って,9種 の タ イ

プの 代表 的 な β-lactamaseを 調 製 した 。 さら に ABPC

耐 性S.aureusの β-lactamaseも 使 用 した 。 Class Iは

cephalosporinase type, class II, III, IV, Vお よび

S. aureusの 酵 素 はpenicillinase typeで あ る。

Cephalosporinase typeに こつ い てはCERの 分 解速 度 を

penicillinase typeに つ い て はPCGの 分 解速 度 を それ ぞ

れ100と した 相対 値 で 求め た各 薬 剤 の分 解 速度 をTable2

に 示 した。CZXは す べ て の β-lactamaseに 対 し て

Cefmetazoleお よびCefexitinと 同 様,極 め て安 定 で

あ っ た。 一 方,CefotiamはclassIに 分 類 され るす べ

て のcephalosporinaseに よ って 明 らか に 分解 され,ま

たR-plasmid由 来 酵 素 を含 む2,3のpenicillinaseに

も若 干 分解 され た 。CefamandoleやCefoperazoneは

typeIの ほ とん ど のcephalospOrinaseに 相 当 の分 解 を

うけ,前 者 はclassIa,Ibお よびIcに,後 者 はIa, 

Ic, Idに よ って分 解 され た 。 また,Cefamandoleや

Cefoperazoneはclass IIIお よびIVのpenicillinase

に よっ てCERと 同 程 度 に 分解 され た 。Cefuroximeで

は,ほ とん どの β-lactamaseに 対 す る安 定 性 は CZX

と同等 で あ ったが,基 質 の 分解 に つ い て広 い スペ ク トラ

ムを有 す るclassIcの 酵 素 に よ って急 速 に 分解 され た 。

CZXはcephalosporin耐 性 グラ ム 陰 性 菌 で あ る,

Enterobacter spp., Serratia marcescens, Pseudome- 

nas aeruginosaお よび染 色 体 由 来 耐性Ecoliな どか

ら産 生 され るclassI酵 素 に対 して 非 常 に 安 定 で あ っ

た。 ま たCZXは これ ら の菌 種 に 対 して極 め て 強 い抗 菌
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活性 を示した。 さらにR-pla8mid由 来 β-lactamase

に対 してもCZXは 非常に安定であった。 この紬果は

CZXの 抗菌作用がABPC耐 性R-Plasmidの 導入によ

り,ほ とんど影響をうけないことをよく脱明している。

考 察

ABPC耐 性 を伝 達 す るR-Plasmidはpenicillin類 に

対す る高 度耐 性 を グ ラム 陰 性 菌 に 与 え る。 しか しな が

ら,cephalosporin類 に 対 しては こ れ らのPlasmidの

或 る種 の もの が グ ラム陰 性 菌に 中 等 度耐 性 を与 え るだ け

で, cephalosperin耐 性 の 観点 か ら は この タイ プのR-

plasmidは 重要 視 され てい な か っ た。 とこ ろがcephal-

osporin類 に 中等 度 耐性 を与 え るABPC耐 性R-plasmid

保 有 株 の 臨床 に お け る分 離頻 度 が 最近,増 加 の傾 向 を示

し始 め た。 この現 象 はABPC耐 性R-plasmidが 腸 内

細菌 に 広 範に 拡 散 した こ と と,plasmid由 来 β-lacta-

mase産 生 の レベ ルが 上昇 した こと に よ る と 考 え ら れ

る。 本 報 では 上 記 のABPC耐 性R-plasmid保 有 株 に対

す る抗菌 活 性 を,最 近 開 発 され た 一連 のcephalosporin

系 抗 生 物 質に つ い て 検討 した 。Cefoperazone, Cefam-

andole, Cefotiamの 抗 菌活 性 はABPC耐 性 R-Plasmid

の 導 入 に よ って,CER等 の 既 存のcephalosporin剤 と

同 程度 に低 下 した。CefoperazoneやCefamandoleの

抗 菌 活性 はCefazolinよ りも明 らか に 大 き く低 下 した。

一 方 ,methoxyimino cephalosporin誘 導 体 の 抗 菌活 性

はcephamycin誘 導体 と同 じ く,ABPC耐 性R-plasmid

に よ って ほ とん ど影 響 を うけ なか った 。 と くにCZXの

抗 菌活 性 はplasmidに 全 く無 関係 で あ るこ とが 明 ら か に

な っ た。 先 に述 べ た 抗生 物 質 の うち,CZXはABPC耐

性R-plasmid保 有E.coliに 対 して最 も強 い抗 菌 力 を

示 した。 こ の よ うなABPC耐 性R-Plasmidに 対 す る

CZXの 特性 はR-Plasmid由 来 β-lactamaseに 対 す る

CZXの 顕 著 な 安 定性 に よ って説 明 で き る。 しか しな が

ら, Cefoxitinに お い て はR-plasmid由 来 β-lactamase

に対 し極 め て安 定 で あ るに もか か わ ら ず, R-plasmid

保 有 株 に 対 す る抗 菌 力は 劣 ってい る とい う不 一 致が 認 め

られ た 。 これ は,わ れ わ れ の成 績 に よれば Cefoxitin

の細 菌 外膜 透 過 能 が比 較 的低 い た め と考 え ら れ る9)。

Enterobacter spp., Citrobacter freundii , Serratia 

marcescensお よびindole陽 性Proteus spp .な どの

cephalosporin剤 に対 す る耐性 は,主 に そ れ ら の株 の 産

生 す るcephalosporinaseに よって 生 ず る と考 え られ て

い る 。cephamycin誘 導 体 は これ らのcephalosporin耐

性株の β-plactamaseに 非常に安定であることが示され

た。しかし,そ の安定性から予想されるほどの抗菌力は

認められなかった。一方,CZXは β-laetamaseに 対 し

cephamycin誘 導体と同じく非常に 安定であったが、

cephalesporin耐 性 菌に対する抗菌力は強 く, cepham-

ycin誘 導体との聞に明らかな差が存在した5)。 これら

の菌株に対するCZXとeephamycin誘 導体との抗菌

力の相遣は外膜透過能および標的酵秦に対する活性の比

較検討によって明らかにされるものと考える。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CEFTIZOXIME (CZX) , A NEW 

CEPHALOSPORIN AGAINST BACTERIA WHOSE RESISTANCE 

IS MEDIATED BY PLASMID OR CHROMOSOMAL GENES AND 

STABILITY OF THE ANTIBIOTIC TO ƒÀ-LACTAMASE

HITOSHI KOJO and MINORU NISHIDA 

Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

Antibacterial activity of ceftizoxime against ampicillin resistant clinical isolates of Escherichia coil was 

compared with those of other newly developed cephalosporins. CZX was the most active against strains 

possessing R-plasmids specifying ampicillin resistance and those whose resistance was chromosomally determ-

ined. 

The susceptibility of ampicillin-sensitive E. coli to CZX was not decreased by transduction of ampicillin-

resistance specifying plasmids. However, most of the transconjugants acquired a high level of resistance to

cefoperazone and cefamandole and a moderate level to cefotiam. 

CZX was highly stable to both penicillinase and cephalosporinase type ƒÀ-lactamases including R-plasmid 

mediated ƒÀ-lactamase. Its level of resistance to ƒÀ-lactamases was comparable to cefoxitin, cefmetazole and 

cefotaxime, slightly superior to cefuroxime and much superior to cefotiam, cefamandole and cefoperazone.


