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要 旨

新 しいCephamycin系 抗生 物 質 で あ るCefotetan (CTT,YM09330)は,グ ラム 陽性,グ ラム 陰性 菌

に 対 し幅 広 い 抗 菌 力 を有 して い た。 臨 床 分 離株 に対 す る感受 性 分 布 を15菌 種1,557株 を 用 いて 検 討 し,

MIC50,MIC70を 求 め た。Cefotetanは グ ラム 陰性 菌 に対 しCefmetazole, Cefoxitin, Cefazolinに 比

べ 非 常 に 低 い濃 度 で優 れ た抗 菌 力 を有 して い た。 特 にindole positive Proteus, S. marcescens, E.

cloacae, C. freundii等 に 対 して も,強 い抗 菌 力 を示 した。 ま た β-lactamaseの 加 水 分 解 に 対 し て

Cefmetazole, Cefoxitinと 同様 に 強 い抵 抗 性 を示 し,β-lactamase産 生株 に対 して も,優 れ た感 受 性

値 を有 して い た。 さ らに 多 くの β-lactamaseに 強 い阻 害 作 用 を示 した 。

殺菌 力に つ い てE. coli, K. pneumoniae, S. marcescensの 増 殖 曲 線 に及 ぼ す 影響,MICとMBCと

の 比 較 に よ り検 討 した 結 果,CefotetanはCefmetazoleよ り も低 い濃 度 で殺 菌 的 に 作 用 し,MICと

MBCの 差 も少 なか った。ま た ヒ トに500mg静 注 し た場合 の血 中濃 度推 移 にsimulateし たin vitroの

model systemで の 殺菌 力 を検 討 し,S. aureus, E. coli, S. marcescensに 対 す るCefotetanの 殺菌 効

果 を確 認 した。

E. coliのpenicillin binding Protein (PBP)に 対 す る親和 性 を検 討 し,CefotetanはPBP 3に 対 し

て最 も強 い親 和性 を示 し,つ い でPBP 1A,1Bsお よび5/6の 順 で あ る こ とが 確 認 され た。

マ ウ ス実 験 感 染症 にお け る治療 効 果 もCefotetanは 低 いMICを 反 映 して,E. coliに 対 しCefoxitin

の約30倍,K. pneumoniaeで は約45倍,S. marcescensで は約30倍 良 好 な成 績 を示 した。

緒 言

Cefotetan (CTT, YM09330) (Disodium (6R, 7S)- 7-•k•k4-

(carbamoylcarboxylatomethylene)-1, 3- dithietan- 2- yl•l

carboxamido•l- 7- methoxy- 3-•k•k(1- methyl- 1H- tetrazol- 5- yl)

thio•lmethyl•l- 8- oxo- 5- thia- l- azabicyclo•k4.2.0•loct- 2- ene-

2- carboxylate)は,山 之 内製薬株 式会社 で開発 された広域 ス

ペ ク トラム を有す る新 しいCephamycin系 抗 生物 質 で あ

る1)。

今 回,臨 床 分離 株 に対す る抗 菌 力,殺 菌 作 用,penicillin

binding protein (PBP)に 対す る親 和性,β-lactarnaseに 対

す る安 定性,お よびマ ウ ス感染 治療 効果 等 につ いて検 討 を

行 った の で報告 す る。 な お,比 較 薬 剤 と してCefmetazole

(CMZ), Cefoxitin (CFX), Cefazolin (CEZ)を 用 いた。

実 験 材 料 お よび方 法

1.　 使 用 薬 剤

CTTは 山 之 内 製 薬株 式 会 社 か ら提 供 され た 粉 末 を用

い た 。CMZは 三 共 か ら,CFXは 第 一 製 薬 か ら,CEZ,

Ceftizoxime (CZX), Carbenicillin (CBPC), Cloxacillin

(MCIPC)は 藤 沢薬 品か ら,Cephalothin (CET), Lata-

moxef (LMOX), Gentamicin (GM)は 塩 野 義 製 薬 か ら,

Cephaloridine (CER)は 鳥 居 薬 品 か ら,Cefuroxime

(CXM)は 新 日本 実 業 か ら,Penicillin G (PCG)は 明 治製

菓 か ら,Ampicillin (ABPC)は 富 山化 学 か ら,Strepto-

mycin (SM)は 協 和 醗 酵 か ら,Spectinomycinは 日 本

ア ップ ジ ョンか ら分 与 を受 け た。

2.　 使 用 菌 株

標 準 菌 株25株,臨 床 分 離株15菌 種1,557株 は,群 馬 大 学

医学 部 薬 剤 耐性 菌 実 験 施 設 のstock cultureを 用 い た。

3.　 使 用 培 地

標 準 菌 株 に 対 す る 感 受 性 測 定 に は,Mueller Hinton

(MH)寒 天 培 地(ニ ッス イ),臨 床 分 離 株 に 対 す る感 受 性

測定 に は,heart infusion(HI)寒 天培 地(栄 研),brain

heart infusion(BHI)寒 天 培地(栄 研),proteose No.3

寒天 培 地(Difco)お よ びGAM寒 天 培 地(ニ ッス イ)を 使

用 した。Minimum bactericidal concentration (MBC)と

bactericidal activityの 測 定 に はantibiotic medium 3

(ABM3)(Difco)を 使 用 した。 その 他 に,ペ プ トン 水,
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BHI液 体 培 地(栄 研),buffered saline gelatin(BSG)溶

液,trypticase soy液 体培 地(BBL),medium B,GAM

液体 培 地(ニ ッス イ)を 用 い た。

4.　 抗 菌 力 測 定

日本化 学 療 法 学 会 標 準 法2)に準 じた 寒 天 平板 希 釈 法 に

した が った。 す なわ ち,被 検菌 の ペ プ トン水37℃18時

間 培 養 液(108～10gcells/ml)を106cells/mlに な る よ う

BSG溶 液 で 希釈 し,そ の 一 白 金耳 を薬 剤含 有HI寒 天 培

地 に接 種 し,37℃18時 間 培 養 後,被 検 菌の 発育 が 認 め ら

れ な い最 小 濃度 を もっ てminimum inhibitory concen-

tration(MIC)と した。 な おS. pyogenesはBHI液 体 培

地 を前 培養 液 とし,感 受 性 測定 にはBHI寒 天培 地 を用 い

た。H. influenzaeは10μg/mlのheminと2μg/ml nico-

tinamide adenine dinucleotide(NAD)添 加BHI液 体 培

地 を前 培養 液 とし,heminとNAD添 加BHI寒 天培 地 に

て 感受 性 測定 を行 っ た。N. gonorrhoeaeの 場 合 は,1%

hemoglobin (Difco),1% defined supplement加pro-

teose No.3寒 天培 地 で培 養 後,trypticase soy溶 液 に菌

を浮遊 させ106cells/mlと し,薬 剤 含有 同 寒 天 培 地 に一

白金耳 接種 し培養,MICを 求 め た。B. fragilisはGAM

液体 培 地 を前 培 養 液 とし,感 受性 測定 に はGAM寒 天培

地 を用 い た。また,Pseudomonas spp.の 前 培 養 に は0.3%

KNO3添 加 ペ プ トン水 を使 用 した。

5.　 殺 菌 力測 定

殺 菌 効 果 の 判 定 に は 増 殖 曲 線 に 及 ぼ す 影 響 お よ び

MBCを 検 討 した。

増 殖 曲 線 に 及 ぼ す 影響 で はABM3を 用 い,試 験 菌 の

ovemight cultureを 新 し い培 地 に接 種 し,振 〓培 養 し

た。菌数 が104cells/mlに な った とき薬 剤 を添 加 し,以 後

経 時 的 に生 菌 数 を測 定 した。

また,試 験 菌 をABM3で37℃18時 間 培養 後,新 しい

ABM3に 接種 し,培 養 を行 い菌 量 を105～106cells/mlと

した時 点 でCTTの500mg静 注 時 に お け る健 常 成 人の

血中濃 度 にsimulateし たin vitro model systemを 作成

した 。 す なわ ち濃度 を低 下 させ るため に,薬 剤 を含 まな

いABM3をstepwiseに 加 え た。 この 系 に よ り経 時 的 に

samplingを 行 い生 菌数 を測 定 した。また 薬 剤 を除 去 す る

場 合 は冷 却 高 速遠 心 器 に て遠 心 し,上 清 を除去 した。 沈

澱 した 菌体 は 速や か に 薬 剤 を含 まな い新 しい培 地 に 懸濁

した。

MBCの 測定 に は 次の 方法 を 用 いた。ABM3に て一 夜

培 養 した菌 液 を希 釈 し,薬 剤添 加 同培 地 に最 終 細 菌 濃 度

が104cells/mlと な る よ うに 接 種 した.37℃18時 間 培 養

後MICを 求 め,こ れ らの 薬 剤 を含 有 す る 培地 か ら一 白

金耳 と り薬 剤 無 添 加 のHI寒 天培 地 に 接 種 し,37℃18時

間 培 養 後,菌 の 全 く認め ら れ な い最 小 薬 剤 濃 度 をMBC

と した。

6. MIC,MBCに 及 ぼす接 種 菌 量 の影 響

被験 菌 をABM3で 一 夜 培養 後,10倍 希 釈 系 の菌 懸 濁

液 を調 製 し,そ れ ぞれ の 菌 量 に お いて 液 体 希 釈 法 に て

MICを 求 め,さ らにMBCを 測 定 した。

7. PBPに 対 す る親 和性

E.coli JE1011を 用 い てCTTのPBPに 対 す る 結 合

親和 性 を検 討 した3,4)。無 標 識 のCTTを14C-標 識PCGと

一 緒 に置 い て
,14C-標 識PCGの 結 合proteinと の結 合 を

妨 害 す る程 度 を測 定 す るcompetition実 験,お よ び14C-

標 識CTTを 用 い てCTTと 結 合 す るproteinを 検 出 す

る実 験 を行 っ た。細 胞質 膜sampleはABM3に て培 養 し

た菌 体 よ り分 画 し,SDS-ポ リア ク リル ア ミ ド・ゲ ル電 気

泳 動 上 のPBPを フル オ ロ グ ラフ ィーに よ り検 出 した 。

8. β-Lactamaseの 調製

Medium Bに て 培 養 し た 菌 体 を0.05Mリ ン酸 緩 衝 液

(pH7.0)に て 洗浄 後,同 緩衝 液 に て 懸濁 し,超 音 波破 砕 し

た。 そ の後10,000G,30分 間冷 却 遠心 して得 た上 清(粗 酵

素 液)をSM処 理,イ オ ン交換 ク ロマ トグラ フ ィー お よ

び ゲル 炉過 等 を用 い て精 製 し,β-lactamase sampleと し

た。 な おB. fragilisの 培養 に はGAM液 体 培 地 を使 用 し

た。

9. β-Lactamase活 性 の 測 定

β-Lactamase活 性 はspectrophotometric method 5,6)

に よ って測 定 し,酵 素 液 の 蛋 白 量 はLOWRY法7)に よ り求

め た。活 性 単位 は1μmoleの 基質 を1分 間に 分解 す る酵

素 量 を1単 位 と し,反 応 は0.05Mリ ン酸緩 衝 液(pH7,0)

を用 い て30℃ で行 っ た。Km, Vmax, KiはLINEWBAVER-

BURKのplotに よ り求 め た。

10.　マ ウス感 染 治 療 実験

ICR系 雄 マ ウ ス20±1g,1薬 剤1濃 度 あ た り1群10

匹 を使 用 した。 試 験 菌 に はE. coli ML47072.5×106

cells/mouse (25LD50),K. pneumoniae GN64457.3×106

cells/mouse (5LD50),marcescens GN75771.0×105

cells/mouse (90LD50)を 用 い,腹 腔 内感 染 後,1お よび

4時 間 目に 薬 剤 を皮 下 注射 した。 なお,E. cole ML4707,

K. pneumoniae GN6445はmucin無 添加,S. marce-

scens GN7577は5%mucinに 懸 濁 し用 い た.感 染5日 後

の 生 存 率 か らED50値 をLTcHFIELD-WILLCOXON法8)に 基

づ き算 定 した。

実 験 結 果

1.　 抗 菌 ス ペ ク トラム

グラム 陽性,陰 性 菌 群 に 対 す るCTTの 抗 菌 スペ ク ト

ラム をCMZ,CFX,CEZと 比 較 検 討 した結 果 をTable 1

に示 した。CTTは グ ラム陽 性,陰 性 菌 に 対 し幅 広 い 抗菌
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Table 1 Antibacterial spectrum

力 を有 して いた 。特 に,グ ラム 陰性 のE.coli,K.pneu-

moniae, Salnmonella spp., S. marcescens, Proteus spp.,

E. cloacaeで は ≦0.013～0.78μg/mlにMICを 有 し,

CMZ,CFX,CEZに 比 べ 優 れ て い た。

2.　 臨床 分 離 株 に対 す る感 受 性 分 布

臨床 分 離 のS.aureus200株,S.pyogenes 175株,N.

gonorrhoeae 8株,E.coli 160株,K.pneumoniae 6200

株,E.cloacae 81株,C.freundii 65株,S.marcescens

241株,P.mirabilis 100株,P.vulgaris 54株,P.

morganii 54株,P.rettgeri 31株,P.cepacia 79株,H.

influenzae 58株,B.fragilis 51株 に 対 す るCTTの 抗 菌

力 を検 討 した 。Fig.1～15に106cells/ml一 白金 耳 の接 種

時 に お け る 各 菌 種 の 薬 剤 感 受 性 を 累積 百 分 率 で 示 し,

Table 2に は 菌種 ご とに50%,70%の 株 の 発育 を阻 止 す

る薬 剤濃 度MIC50,MIC70を ま とめ た 。

S.aureus:CTTのMIC70は4.7μg/mlで あ り,4薬 剤

の なか ではCEZが 良好 な分 布 を示 した(Fig.1)。

S.pyogenes:CTTのMIC70は1.13μg/ml,S.aureus

の場 合 と同 様 にCEZが 良 好 で あ っ た(Fig .2)。

N.gonorrhoeae:8株 に 対 し,CTTのMIC70は0.67

μg/mlと な り,PCGの0.24μg/mlに つ い で 良 好 な 成 績

で あ っ た(Fig.3)。

E.coli:CTTは160株 に 対 す る感 受 性 の ピー クを0.39

μg/mlに 有 し,他 の 薬 剤 に比 べ て最 も良 好 な抗 菌 力 を示

した。ま たMIC70は0.35μg/ml,MIC90で も0.58μg/mlと

な り,CMZ,CFX,CEZが ほ とん ど抗 菌 力 を示 さ ない 濃

度 で,約90%の 菌 株 の 発育 を阻 止 した(Fig.4)。

K.pneumoniae:CTTのMIC70は0.16μg/mlで,
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Table 2 Comparative activity of CTT and other ƒÀ-lactam antibiotics against clinical isolates

Fig. 1 Antibacterial activity of CTT

CMZは1.34μg/ml,CFXは5.2μg/ml,CEZは3.3μg/

mlで あ った。他 の 薬 剤が 抗 菌 力 を全 く示 さ ない0.39μg/

mlで も90%以 上 の 菌株 の 発育 阻 止 が認 め られ,最 も強 い

抗 菌 力 を有 して いた(Fig.5)。

E.cloacae:4薬 剤 ともに幅 広 い 分布 を示 した。MIC70

はCTTが27.5μg/ml,他 は すべ て>100μg/mlで あ り,

CTTが 最 も良好 で あ っ た(Fig.6)。

C.freundii:E.cloacaeと 同様 に幅 広 い分 布 を示 した

が,MIC70はCTTが16.5μg/mlと 最 も 良 好 で あ った

Fie. 2 Antibacterial activity of CTT

(Fig.7)。

S.marcescens:241株 に 対 す るCTTのMIC70は4.3

μg/mlで あ り,CMZ,CFX,CEZに 比 べ,優 れ た抗 菌 力

を示 した。 またCTTは3.13μg/mlで 約60%の 菌 株 の 発

育 を阻 止 した が,他 の 薬 剤 では ほ とん ど抗菌 力 を示 さな

か った(Fig.8)。

P.mirabilis:CTTは0.39μg/mlで 約95%の 株 の 発

育 を阻 止 し,MIC70も0.23μg/mlと な り,CMZの3.3μg/

ml,CFXの6.1μg/ml,CEZの8.4μg/mlと 比べ る と非 常
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Fig. 3 Antibacterial activity of CTT

Fig. 4 Antibacterial activity of CTT

Fig. 5 Antibacterial activity of CTT

Fig. 6 Antibacterial activity of CTT

Fig. 7 Antibacterial activity of CTT

Fig. 8 Antibacterial activity of CTT
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Fig. 9 Antibacterial activity of CTT

Fig. 10 Antibacterial activity of CTT

Fig. 11 Antibacterial activity of CTT

Fig. 12 Antibacterial activity of CTT

Fig. 13 Antibacterial activity of CTT

Fig. 14 Antibacterial activity of CTT
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Fig. 15 Antibacterial activity of CTT に 良好 で あ った(Fig.9)。

P. vulgaris: indole positiveのP. vulgarisに 対 して

も,CTTはCMZ,CFX,CEZが 全 く抗菌 力 を示 さ ない

0.39μg/mlで 約90%の 株 の 発 育 を阻 止 し,優 れ た 抗 菌 力

を有 して い た(Fig.10)。

P. morganii: CTTのMIC70は4.2μg/mlで,菌 株 の

約90%が6.25μg/mlで 発 育 を 阻 止 さ れ,優 れ て い た

(Fig.11)。

P. rettgeri: P. vulgaris, P. morganiiよ りは 幅 の広 い

感 受性 分 布 とな った が,MIC70は0.9μg/mlで あ りCMZ,

CFX,CEZよ りはか な り低 い値 であ った(Fig.12)。

P. cepacia:79株 に 対 し,CTTのMIC70は13.3μg/ml

とな った。CMZは58μg/ml,CFXは80μg/ml,CEZは>

100μg/mlで,CTTが 最 も優 れ て い た(Fig.13)。

H.influenzae:CTTのMIC70は0.62μg/mlで あ り,

0.78μg/mlで 約90%の 菌株 の 発 育 を阻 止 し,強 い 抗 菌 力

を示 した(Fig.14)。

Fig. 16 Bactericidal activity of CTT and CMZ against E. coli ML4707
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Fig. 17 Bactericidal activity of CTT and CMZ against E. coli GN6370

B. fragolis:CTTはMIC70を12.1μg/mlに 有 し,CFX

の11.9μg/mlと ほぼ 同 等,CEZよ り も優 れ て いた(Fig .

15)。

以上 よ りCTTは,グ ラム 陰 性桿 菌,特 にCEZが 無効

で あ る菌 に 対 して もCMZ,CFXよ り もは る か に 低 い

MIC値 を示 し,強 力 な抗 菌 力 を有 して い た。

3.　 殺 菌 効 果

E. coli ML4707,E.coli GN6370,K. pneumoniae

GN5605,S.marcescens No.6の 増 殖 曲線 に及 ほすCTT

の 影響 をCMZと 比 較検 討 した。

E.coli ML4707に 対 し,CTTは0.1μg/mlで 殺 菌 的 に

作 用 し,0.2μg/ml以 上 では 完全 な菌 の消 失 をみ た。CMZ

は0.78μg/mlで 殺薗 的 であ り,1.56μg/mlで も24時 間後

に は再 増 殖 が認 め られ た(Fig.16)。

E.coli GN6370で はCTTの0.1μg/ml以 上,CMZの

0.78μg/ml以 上 の 濃 度 で,完 全 な菌 の 消 失 が認 め られ た

(Fig.17)。

K.pneumoniae GN5605に 対 し,CTTは0.1μg/ml,

CMZは0.78μg/mlで 殺 菌 的 に作 用 し,お の お の0.2μg/

ml以 上,1,56μg/ml以 上 で 完全 な菌 の 消失 が 認 め られ た

(Fig。18)。

S.marcescens No.6に 対 し,CTTは0.2μg/ml以 上,

CMZは6.25μg/ml以 上 で殺 菌 的 に作 用 した(Fig.19)。

以上 の こ とよ り,CTTはCMZに 比べ 低 い濃 度 で,強

力 な 殺菌 作 用 を 有 して い る こ とが確 認 され た。

CTTは 血 中 濃度 の 持 続 時 間 が 長 く,ヒ トに静 注 した

時 の血 中半 減期 がFig.20に 示 す よ うに約3時 間 と,従

来 の β-Lactam系 薬 剤 の 中 で最 も持 続 的 で あ る と報 告

され てい る9)。今 回,血 中 濃度 に した が いCTTを 作 用 さ

せた場 合 の菌 の 消 長 を観 察 した。 実 線 が血 中濃 度,点 線

がsimulated model systemで の 薬 剤 濃度 であ る(Fig.

20)。
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Fig. 18 Bactericidal activity of CTT and CMZ against K. pneumoniae GN5605

S.aureusTERAJIMA,E.coliNIHJJC-2で は,8時 間

までMIC以 上 の 濃 度 が維 持 さ れ,薬 剤添 加 直後 よ り菌

の著 しい減 少 が認 め られ た(Fig.21)。

S.marcescensはMIC70(4.3μg/ml)以 上 に 位 置す る臨

床分 離 株 を選 択 した。 菌 数 は4時 間 ま で著 し く減 少 した

が,濃 度 がMIC以 下 に な る に従 い,再 増 殖 す る傾 向 に

あ った(Fig.21)。

臨 床分 離 のE.coli(25株),K.pneumoniae(25株),S.

marcescens(22株)を 用 い て,CTTのMICとMBCを 比

較検 討 した(Fig.22～24)。 対照 薬 剤 と してCFX,CEZを

用 い,S.marcescensに 対 してはCEZの 代 わ りにGMを

使 用 した。

E.coliK.pneumoniaeで は3薬 剤 と もに,MICと

MBCは ほ ぼ 一致 して いた 。S.marcescensで は3薬 剤 と

もに1管 程 度MBCがMICよ り も高 い値 を示 した が,

CTTはE.coliK.pneumoniaeの 場合 と同様,対 照薬

剤 よ り低 い濃 度 に て殺 菌 効 果 が 認め られ た 。

4.MIC値 とMBC値 に対 す る接 種 菌 量 の影 響

接 種 菌 量 の 変 動 が,CTTの 抗 菌 力 に どの よ うな 影 響

を与 え るか を検 討 した(Table3)。

E.coliNIHJJCェ2で は10～107cells/ml,S.marce-

scensIAM1184で は10～106cells/mlの 接 種 菌 量 にお け

るMIC値 とMBC値 を求めTable3に 示 し た。両菌 株 に

お い て,4薬 剤 と もMIC値,MBC値 に変 動 が み られ た

が,そ の変 動 はS.marcescensに お い て顕 著 で あ っ た。

5.PBPに 対 す る親 和 性

CTTと14C-標 識PCGを 用 い たcompetition実 験 よ

り,CTTはE.coliPBPと し て 知 ら れ て い る7個 の

PBP3と4の 間 に2個 のCTTが 親 和 性 を有 す るprotein

し,つ い でPBPIA,1Bsお よ び5/6の 順 で あ り,PBP4,2,

4'に 対 す る親 和 性 は 弱 い こ とが 確 認 され た(Fig.25)。

PBP310,11)が 阻 害 さ れ る と隔 壁 の な い フ ィラ メ ン ト状 細
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Fig. 19 Bactericidal activity of CTT and CMZ against S. marcescens No. 6

Fig. 20 Concentrations of CTT used in vitro experiments

simulating human serum levels after intravenous

injection (500mg)

胞 を形 成,後 に 溶菌,ま たPBPIA,1Bs4,12)は ペ プ チ ドグ リ

カ ン生 合成 に 関 与 し,阻 害 され る と溶 菌 す るこ とが 報 告

され て い るが,CTTのPBPsに 対 す る親 和 性 の 結 果 は

CTTをE.coliに 作 用 させ た 時 の 菌 の 形 態 学 的 変 化1)と

一 致 した
。

14C -標 識CTTを 用 い た実 験 か ら も,上 記 の結 果 が再 確

認 され た。PBPIBsと2と の 間 にPBPICが,PBP3と4

の 間にPBP3'等 が 見出 され る こ とが あ る とい う報 告 もあ

る が,今 回 の 実 験 に お い てPBPIBsと2の 間 に2個,

PBP3と4の 間 に2個 のCTTが 親 和性 を有 す るprotein

が 認 め られ,CTTの 形 態 学 的 変 化 との 関 連.性に 興 味 が

もた れ た(Fig.25)。

6. β-Lactamaseに 対 す る安 定 性

E. coli GN5482 13), E. cloacae GN7471, C. freundii

GN7391, S. inarcescens GN10857, P. aeruginosa

GN10362, P.rettgeri GN4430 14), P. morganii GN5407 ,
P. vulgaris GN7919, P. cepacia GN1116415), B. fragilis
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Fig.21 Bactericidal activity of CTT against S. aureus TERAJIMA, E. coli NIHJ JC- 2 and

S. marcescens L-73 determined by the kinetic model

Fig.22 Bactericidal activity of CTT, CFX and CEZ against

25 strains of E. coli

Fig.23 Bactericidal activity of CTT, CFX and CEZ against

25 strains of K. pneumoniae
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Fig.24 Bactericidal activity of CTT, CFX and GM against

22 strains of S. marcescens

GN1147716)よ りcephalosporinase(CSase)を 抽 出,精 製

し,R因 子 支配 のpenicillinase(PCase)I,II,III17～19),

IV型20)を 精 製 し,CTTの 安 定 性 を6種 類 のcephalo-

sporin剤,4種 類 のpenicillin剤 を対 照 に お い て 比較 検

討 した。

CTTは 上 記 の 各種 β-lactamase産 生株 に 強 い 抗菌 力

を示 し,そ の感 受 性 値 は 同 じCephamycin系 抗 生 物 質 で

あ るCMZ,CFXよ り優 れ て い た(Table 4)。

β-Lactamaseに 対 す る安 定 性 をVmax値 を 用 い た相

対 加 水分 解 速 度 に て検 討 した 結果,CTTは,CMZ,CFX

と同様 に 各 種 グ ラ ム 陰 性桿 菌 の 産 出 す るCSaseお よ び

R因 子 支配 のPCaseに よ り加 水分 解 を受 け ず,き わめ て

安 定 で あ る こ とが確 認 され た(Table 5)。

次 に,こ れ らの 酵素 につ いてCSaseの 場 合 に はCET,

PCaseの 場 合 に はCERを 基 質 と し て,CTT,CMZ,

CFXの 阻 害 活 性 を 検 討 し た(Table 6)。CTTはP

cepaciaか らの 酵 素 を除 く9菌 種 か らのCSaseにCFX

と同 程 度 のKi値 で 酵 素 活性 を阻 害 した。PCaseI,IV型

もP.cepaciaが 産 生 す るCSaseと 同 様CTT,CMZ,

CFXに よ り阻 害 され なか ったが,PCase II,III型 は阻 害

され,CTTのKi値 は他 の2剤 よ りか な り小 さか っ た。

7.　 マ ウス 感染 治 療 実験

E.coli ML4707,K.pneumomiae GN6445,S.morce-

scens GN7577を 用 いCTTの 生 体 内 抗 菌 力 を検 討 し,結

果 をTable 7に 示 した。比 較 薬 剤 と してE.coli ML4707,

K.pneumoniae GN6445で はCFX,CEZ,LMOX,CZX,

Table 3 Effect of inoculum size on the MIC and MBC

(μg/ml)
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Fig. 25 Competition of unlabeled CTT with [14C] -PCG for binding to PBPs and 
binding patterns of [14C] -CTT to PBPs in E. coli

Table4 Comparative activity of β-lactam antibiotics against β-lactamase producing organisms

α: Clude β-lactamase preparations were used.
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Table 5 Stabihty of CTT and other β- lactam antibiotics to β- lactamase

Table 6 Kinetic constants for ƒÀ- lactamase hydrolysis of CET or CER in the presence of

cephamycin antibiotics

a:  CER as a substrate.
b: Not inhibited.
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Table 7 Protective effect against experimental mice infections

Medication time: 1, 4 hr (s.c.)

S.marcescensGN7577で はCEZの 代 わ りにCBPCを

用 いた 。

CTTはE.coliML4707に 対 し,CFX,CEZの 約1/30

量,K.pneumoniaeGN6445に 対 して は,CEZの 約1/4,

CFXの 約1/45量 で,S.marcescensGN7577に 対 し,

CFX,CBPCの 約1/30量 で 同等 の 治療 効 果 をあ げ た。 ま

た新 しい抗 生 物 質 で あ るLMOX,CZXと 比べ て も,E.

coliML4707で は ほ ぼ 同 等,S.marcescensGN7577で は

CTTのMIC値 が 高 い に もかか わ らず,逆 に良 好 な 治療

効 果 を示 した6

考 察

CTTは グ ラム 陽性,陰 性 菌 に対 し,幅 広 い抗 菌 スペ ク

トラム を有 して いた 。 な か で もグ ラム 陰性 菌 に対 して は

従 来 のCephalosporin,Cephamycin系 抗生 物 質 に 比べ,

非 常 に 低 い 濃度 で有 効 で あ り,indolepositiveProteus

spp.,Enterobaacterspp.,C.freundii,S.marcescens等 に

対 して も,invitro,invivoと もに他 のCephamycin系

抗 生 物 質 よ り強 い抗 菌 力 を示 した。

β-Lactam系 抗生 物 質 は その 抗 菌 力 の拡 大 とい う 目的

の ため 改 良 が重 ね られ,近 年,種 々の 薬 剤 が開 発 され て

い る。新 薬 の 開発 と同 時 に,各 研 究 機 関 で は その 作 用 機 作

の研 究 が 盛 ん に行 わ れ,そ の 結 果 致 死 標 的 で あ るPBP

への 親 和性,細 菌 細 胞 表 層透 過 性21,22),β-lactamaseの 加

水分 解 に 対 す る抵 抗 性 等 の性 質 の改 善 が抗 菌 力に 貢 献 し

て い る と考 え られ る よ うに な った。 また,よ り臨 床 に 近

付 け る た め に,生 体 内動 態m4)や 生体 が 本 来備 え て い る

種 々の 防 御 機構 等へ の 影 響 が検 討 され てい る 。

そのなかでCTTは β-lactamaseに 対する安定性,従

来のβ-Lactam剤 に比し長い半減期 を持つ という2つ

の大きな特徴を有し,今回の実験においても他のCepha-

mycin系 抗生物質と同様にβ-lactamaSeに 対 し安定で

あることが証明された。しかし,そ の強い抗菌力は単に

β一lactamaseの 加水分解に対する抵抗性のみでは解決さ

れず,PBPを 含め今後さらに詳細な作用機作の検討が望

まれる。一方,半 減期の長さに関しては,今 回の基礎的

な実験から試験管内以上の抗菌力が生体内にて予測 さ

れ,臨 床使用においてさらに複雑な因子がからんでくる

ものの,良 好な結果が期待できることと思われた。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITY

OF CEFOTETAN (YM09330)

MASATO TODA, TAKESHI SAITO, MATSUHISA INOUE and SUSUMU MITSUHASHI

Department of Microbiology, School of Medicine, Gunma University, Maebashi

Cefotetan (CTT, YM09330) is a new cephamycin- type antibiotic with a broad spectrum of antibacterial

activities. The antibacterial activity of cefotetan against gram- positive and gram- negative organisms was

compared with cefmetazole, cefoxitin and cefazolin. The results are summarized as follows.

1) Cefotetan was more effective than cefmetazole, cefoxitin and cefazolin against gram- negative bacteria

including indole- positive Proteus, S. marcescens, E. cloacae, C. freunclii and B. fragilis. Its activity against gram-

positive bacteria was slightly less than that of cefoxitin. The concentrations of cefotetan which required to

inhibit 70% of clinical isolates of E. colt, K. pneumoniae, P. mirabilis and P. vulgaris were between 0.20 and

0.40 ƒÊg/ml.

2) Bactericidal activity of cefotetan against E. coli, K. pneumoniae and S. marcescens was confirmed by

counting viable cells and determining the minimum bactericidal concentration (MBC).

3) Cefotetan was resistant to hydrolysis by various bacterial ƒÀ- lactamases as well as cefmetazole and

cefoxitin. Moreover, cefotetan was found to possess not only antibacterial activity against ƒÀ- lactamase- produc-

ing organisms, but also inhibitory activity against a number of types of ƒÀ- lactamases.

4) Cefotetan showed a high affinity for almost all PBPs, with a stronger affinity for PBP 3, with a strong

affinity for PBPs 1A, 1Bs, 4 and 5/6 and with little affinity for PBP 2.

5) Cefotetan showed much higher antibacterial activity than cefoxitin and cefazolin against systemic

infections of mice with E. coli, K. pneumoniae and S. marcescens.


