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要 旨

新 し く開発 され たCephamycin系 抗 生 剤 の一 つ で あ るCefotetan(CTT,YM09330)の 抗 菌 機 序 を

E.coli K12,P.aeruginosa KM338お よびS.marcescens IFO12648を 用 い,Cefazolinの そ れ と対 比

して検 討 した。

それ ぞ れ の菌 株 に対 す るCefotetanの 最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)は0.39,800お よび0.05μg/mlで,

この 抗 生 剤 は被 検E.coliお よ びS.marcescensに 対 して きわ め てす ぐれ た抗 菌 力 を 発 揮 し,P.

aeruginosaに 対 して は,そ の 抗 菌 作 用 が 比 較 的 弱 か った。 グ ラ ム 陰 性 菌 の 外 膜 に 障 害 を 与 え る

ethylendiaminetetraacetic acid(1/2MIC)添 加 に よ って,被 検E.coliお よ びS.marcescensに 対 す る

Cefotetanの 抗菌 力 はほ とん ど変 らず,P.aeruginosaに 対 して は,そ の 抗 菌 力 が 著 明 に 高 ま っ た。

Cefotetanは 被検 菌3株 の もつ β-lactamaseに 対 して き わめ て 安 定 で あ っ た。Cefotetanは エ ー テ ル

処 理 被検 菌 に よる架 橋peptidoglycan合 成 をCefazolinに くらべ て は るか に低 濃度 で阻 害 した。

以 上 の結 果 か ら,Cefotetanが 被 検E.coliお よ びS.marcescensに 対 して す くれ た抗 菌 力 を発 揮 す

るの は,こ の抗 生 剤 が 両菌 株 の 外膜 透 過性 にす ぐれ,β-lactamaseに 安 定 で しか もpeptidoglycanの 架

橋 形 成 に あ ずか る標 的 酵 素(transpeptidase)に 対 して す ぐれ た親 和性 を示 す た め で あ り,一 方,P.

aeruginosaに 対 して,こ の抗 生 剤 が比 較 的耐 性 を示 す の は,そ の 外 膜透 過 性 が 悪 い ため で あ る と結 論

した。

序 文

Cefotetan(CTT,YM09330)は 新 し く開発 され た半 合成

Cephamycin系 抗生剤の一つ である。 この抗生剤 は 多くの グ

ラム陰性桿 菌に対 して,現 在市販 のβ-Lactam系 抗生 剤 よ り

もす ぐれ た抗 菌力 を発揮す る とされて いる1)。特 に従 来,種 々

の β-Lactam抗 生剤に耐性 であ り,日 和見感染 の病 原体 と し

て,最 近注 目されつつ あるセラチア菌に対 して も,こ の抗生

剤は大腸菌 に対 して と同程 度の抗 菌活性 を示す こ とが報 告1)

されて いる。

一般 に グラム 陰性 菌に 対す る β-Lactam抗 生剤 の抗 菌 力

の程度は,細 菌細胞表 層 をおお う外 膜に対す る薬剤 の透 過性,

外 膜 と内膜(細 胞質 膜)の 間 のペ リプ ラズ ムに 局 在 す る β-

lactamaseに 対す る薬剤 の安 定性,お よび細 胞質膜(内 膜)上

に存在 す るβ-Lactam抗 生剤 の標的 酵素(transpeptidaseお

よびD-alanine carboxypeptidase)に 対 す る親和 性 に よって

決定 され る。

そ こで,Cefotetanの 抗菌機序 をこの抗生 剤に高度 感受性

を示す大腸菌 およびセ ラチア菌,な らびに比較 的耐性 を示 す

緑 膿菌 を用 い,上 記3要 因につ いて,Cefazolinの それ と対 比

して検 討 した。

材 料 と 方 法

1.　試 験 薬 剤

Cefotetan(CTT){Disodium(6R,7S)-7-〔 〔4-(carba-

moylcarboxylatomethylene)-1,3-dithietan-2-y1〕carbo-

xamido〕-7-methoxy-3-〔 〔(1-methy-1H-tetrazo1-5-y1)

thio〕methyl〕-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo〔4.2.0.〕oct-

2-ene-2-carboxylate}と 市 販 のCefazolin(CEZ)お よ び

Benzylpenicillin(PCG)を 用 いた 。

2.　 使 用 菌 株

E.coli K12,P,aeruginosa KM338お よ びS.marce-

scens IFO12648を 用 い,対 照 と してS.aureus FDA209P

も用 い た。

3.　 最 小発 育 阻 止 濃度 の測 定

それ ぞ れ の 菌株 に 対 す る最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は

2倍 数 系 列 希 釈 の 各 抗 生 剤 を ふ くむtrypticase soy

broth(BBL社,Microbiology System,Cockysville,Md.

USA)に 約106cell/ml濃 度 に な る よ うに 菌 を接 種 し,18

時 間,37℃ で静 置培 養 して 測定 した。
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4.　 Ethylenediaminetetraacetic acid存 在 下 での 抗

菌 力 の測 定

Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)存 在 下 で の

各 抗 生 剤 のMICは 上 記 培 地 に1/2MIC濃 度 のEDTAを

添 加 して3の 項 と同様 の方 法2)で 調べ た。 な おEDTA単

独 での 被検E.coli,P.aeruginosa,S.mrcescmsお よび

S.aureusに 対す るMICは3.8,3.8,7.8お よ び1.9μmol/

mlで あ っ た。

5.　 β-Lactamase標 品 の調 整

被検 菌 株 の 一 夜 培 養 液 をそ れ ぞれ250mlのtrypticase

soy brothの 入 っ た各2本 の振 盪 フ ラ ス コに5%に な る

よ うに接 種 し,37℃,2時 間,振 盛 培 養 した の ち,一 方

にE.coli,P.aeruginosaお よびS.marcescensの 場 合,

それ ぞ れ10,1,600お よ び400μg/ml濃 度 に な る よ うに

PCGを 添 加 し,他 方 は 未 添加 の対 照 と して,両 者 を さ ら

に1.5時 間培 養 を続 け た。培 養 後,各 菌 体 を遠心 して 集 め,

50mM燐 酸 緩 衝 液(pH6.8)で 菌 体 を洗 滌,各8mlの 上 記

緩 衝 液 に 浮遊 させ た。この 浮 遊 液 をsuper sonic vibrater

(UR-150,富 永 製 作所,東 京)で5分 間 処理 し,未 破砕 の

菌 体 を の ぞ い た の ち,そ の 上 清 を β-lactamase酵 素 標

品3)と した。

6.　 β-Lactamase活 性 の測 定

β-Lactamase活 性 はPERRETの 方 法4)を改 変5)し て 測定

した 。 反応 は8mMの それ ぞれ の 基質 をふ くむ0.1M燐

酸 緩 衝 液(pH6.8)中 で,上 記 酵 素標 品 を用 い て30℃,30

分 間 で行 っ た。 そ れ ぞれ の 抗 生 剤 に対 す る分 解 活 性は1

分 間 に1μmoleの 基 質 を分 解 す る活性 を1単 位 と した。

7.　 エ ー テ ル処 理 菌 の 調整

被検 菌 株 を500mlのtrypticase soy brothで 振 盪 培養

し,対 数 増 殖 期 に 集菌,そ れ ぞ れの 洗滌 菌体 をVORBERG

とHOFFMAN-BERLINGの 方 法6)に したが って,80mMKCI,

40 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane-hydro-

chloride(Tris-HCl)緩 衝 液(pH7.5),7mM MgCl2,2

mM ethyleneglycoltetraacetic acid,0.4mM spermidine

お よび0.5Msucroseを 含 ん だ8mlの 溶 液 に 浮 遊 させ,

同 量 のetherを0℃ で加 えて,1分 間ゆ っ くりと攪 拌 し,

つ い でether層 をの ぞ い たの ち,7,000×g,10分 間 遠心

して,そ の 沈 渣 の 処 理 菌体 を約2mlの 上 記 溶 液 に 浮遊

させ(蛋 白質 量 と して30～40mg/ml濃 度),こ れ をpepti-

doglycan合 成 の 酵 素 標 品7)と した 。

8.　 Peptidoglycan架 橋 形 成 の 測定

Peptidoglycan合 成 は そ の 前 駆 体 で あ るuridine5'-

diphosphate-N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-glutamy1-

meso-diaminopimelyl-D-alany1-D-alanine(UDP-

MurNAc-L-Ala-D-Glu-meso-Dap-D-Ala-D-Ala)と

uridine 5'-diphosphate-N-acetylglucosamine(UDP-

GlcNAc)を 基 質 と しMIRELMANら の 方 法8)を 一 部 改 変7,9)

して 測 定 した。 前 者 の 基 質 はVancomycin処 理 したB.

mgaterium KMの 菌 体 よ りLUGENBERGら の 方 法10)に

従 って抽 出,精 製 して え た。ま た後 者 の基 質 と してNew

England Nuclear社(Boston,Mass.,USA)よ り購 入 し

たUDP-〔14C〕GlcNAc(290mCi/mmol)を 用 い た。Pepti-

doglycan合 成 は10μlの1mM UDP-MurNAc-L-Ala-D-

Glu-meso-Dap-D-Ala-D-Ala,5μlの34.4μM UDP-〔14C〕

GlcNAc,10μlの1MTris-HCl緩 衝 液(pH7.5),10μl

の1M NH4Cl,5μlの1M MgCl2,5μlの20mM 2-

mercaptoethano1,85μlの 精 製 水,20μlの0,0.1,1,

10,100お よ び1,000μg/ml濃 度 の 各 抗 生 剤 溶 液 お よ び

50μlのether処 理 菌 体 浮 遊 液(約8mg/ml蛋 白質 量)を

加 え,37℃,60分 間 行 った。反 応 後,1mlの4%sodium

dodecylsulfate(SDS)を 加 え,つ い で30分 間,100℃ で加

熱 して反 応 を止 め た。 この 反 応 液 を冷 却 後,SDS-不 溶 性

画分 をmillipore filter(0.45μm)上 に 集 め,さ らに2.5ml

の2%SDSで,つ い で15mlの 精 製水 で洗 った の ち,こ の

不 溶性peptidoglycanを ふ くむfilterを 乾 燥 し,液 体 シ

ンチ レー シ ョン カ ウ ンタ ー でそ の 放射 能 を測 定 した。 な

お β-Lactam抗 生 剤 に よ って,架 橋 形 成 が 阻 害 され る と

未 架橋 のpeptidoglycanが 生 成 され,可 溶 性 とな るため,

上 記 操 作 でSDS可 溶 性 と な りfilterを 通 過 す るこ とが

知 られ て い る。

実 験 結 果

1.　 抗 菌 力

Table 1のNoneの 項 にE.coli K12,P.aeruginosa

KM338,S.marcescens IFO12648お よ びS.aureus

FDA209Pに 対 す るCTTのMICをCEZお よ びPCG

の それ ぞれ と対 比 して 示 す 。CTTの そ れ ぞ れの 菌 株 に

対 す るMICは0.39,800,0.05お よ び6.25μg/mlで,こ

の 抗 生 剤 はE.coli K12お よびS.marcescens IFO12648

に対 して著 明 な抗 菌 力 を示 した。 しか し種 々の 抗 生 剤 に

高 度 耐性11,12)のP.aeruginosa KM338に 対 して は,CEZ

やPCGよ り も抗 菌 活性 を示 す が 比較 的 耐 性 で あ った。

一 方 グ ラム陽 性 のS.aureus FDA209Pに 対 して はCEZ

やPCGよ り もその 抗菌 力 は劣 って い た。

2.　 EDTA存 在 下 での抗 菌 力

2価 陽 イ オ ン の キ レー ター で あ るEDTAは,薬 剤 の

透 過 障 害 の 担 い 手 であ るグ ラム 陰性 菌 外 膜 に 障 害 を与 え

るこ とが 知 られ て い る13)。そ の ため にEDTA存 在 下 で各

抗 生 剤 のMICを 測 定 す る と,外 膜 で 透 過 障 害 を受 け て

い た 薬 剤 の 抗 菌 力 が 高 ま る こ とが 報 告2,7,9,14,15)され て い

る。 そ こ で,1/2MIC濃 度 のEDTA存 在 下 でCTTの

MICを 未 添加 の 場 合 と比較 し,外 膜 透 過 障害 の 程 度 を検
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Table 1 Minimum inhibitory concentrations (MICs) and effects of EDTA on the MICs of CTT, CEZ and
PCG for E. coli K12, P. aeruginosa KM338, S. marcescens IFO12648 and S. aureus FDA209P

Table 2 Comparison of inducible and noninducible ƒÀ-lactamase activities against CTT, CEZ

and PCG in E. coli K12, P. aeruginosa KM338 and S. marcescens IFO12648

討 した(Table 1)。

CTTの 抗 菌 力はE.coli K12お よびP.aeruginosa

KM338で はEDTA添 加 に よ っ て,そ れ ぞれ8と32倍 高

ま り,S.marcescens IFO12648で は 全 くそ の抗 菌 力 が変

ら な か った。 こ の 結 果 か ら,CTTのP.aeruginosa

KM338外 膜 の 透 過 性 は きわ め て 悪 く,S.marcescens

IFO12648の そ れ は非 常 に よ く,ま たE.coli K12で はS.

marcescens IFO12648に くらべ てい くぶ ん その透 過 性 が

悪 い傾 向 を示 す こ とが 示 唆 され た。 一方,対 照 薬剤 と し

て用 い たCEZお よ びPCGのP.aeruginosa KM338お

よびS.marcescens IFO12648に 対 す る抗 菌 力 はEDTA

添加 に よ って 著 明 に高 ま るの に対 して,上 記2抗 生 剤 に

比 較 的 感 受性 を示 すE.coli K12に 対 して はEDTA添

加 に よ って そ れ ぞれ の 感受 性 が2と4倍 高 ま るにす ぎ な

か った。 な お 対 照 菌 と し て 用 い た 外 膜 を も た な いS.

aureus FDA209Pで はEDTA添 加 に よ って い ず れ の 抗

生剤 で も抗 菌 力 に変 化 が認 め られ な か っ た。

3.　 β-Lactamaseに 対 す る安 定 性

Table 2はE.coli K12 ,P.aeruginosa KM338お よひ

S.marcescens IFO12648の 構 成 的 に 産 生す る β-lacta-

mase活 性 をPCGで 誘 導 させ た場 合 の そ れ と比 較 し,こ

れ ら の β-lactamaseに よ るCTT,CEZお よ びPCGの

分 解 活性 を対 比 して示 した もの で あ る。い ずれ の 菌株 も,

わず か な が ら構 成 的 に β-lactamase活 性 をペ リプ ラ ズ

ム に も ち,P.aeruginos aKM338とS.marcescens

IFO12648はPCGに よ って そ の活 性 が誘 導 され た。これ

ら の β-lactamaseは い ず れ もPCGよ りもCEZを よ く

分解 す るcephalosporinase型 で あ った。 しか しCTTは

こ れ らい ず れ の β-lactamase活 性 に対 し て も きわ め て

分 解 を受 け に くか っ た。

4.　 架橋peptidoglycan合 成 にお よ ぼす 影響

被 検 菌 株 のether処 理 菌体 とpeptido91ycan前 駆 体 で

あ るUDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-meso-Dap-D-Ala-D-

Alaお よ びUDP-〔14C〕GlcNAcと を反 応 させ る と,い

ず れ の 菌株 で もSDS-不 溶 性 画 分(架 橋peptidoglycan)

へ の 〔14C〕GlcNAcの と り込 み が認 め られ,少 な くと も

1時 間 の 反応 まで は その 増加 は経 時 的 で あ っ た7,9)。Fig.1

は こ の 反 応 系 に 種 々 の 濃 度 のCTTお よ びCEZを 添加
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Fig. 1 Effects of CTT and CEZ on cross- linking reaction of peptidoglycan synthesis

in E. coli K 12, P. aeruginosa KM 338 and S. marcescens IFO 12648

(37℃,60min)

E. coli K 12 P. aerukinosa KM 338 S. marcescens IFO 12648

して,各 濃 度 での 架 橋peptidoglycan生 成 量 を未 添加 の

そ れ と比 較 して そ れ ぞれ の 阻 害度 を示 した もの であ る。

E.coli K12,P.aeruginosa KM338お よ びS.marcescens

IFO12648のether処 理 菌 体 に よ る架 橋peptidoglycan

合 成 のCTTに よ る50%阻 害 濃度 は0.58,0.15お よ び2.7

μg/mlで,い ず れ の菌 株 で も非 常 に低 濃 度 で 架橋 形 成 が

阻 害 を受 けた 。一 方,対 照 と して 用 い たCEZの そ れ ぞれ

の50%阻 害 濃 度 は3.7,32お よび82μg/mlで,CTTに く

らべ て い ずれ も阻 害 濃 度 が高 か った 。 以上 の 結 果 か ら,

CTTはCEZよ り もい ず れ の 菌 株 の 架 橋 形 成 に あ ず か

るtranspeptidaseに もす ぐれ た 親和 性 を 示 す こ とが 明

らか とな った。

考 察

CTTは 従 来 のCephamycin系 抗 生 剤 に く ら べ て

indole陽 性 のProteus,Citrobacter,Enterobacter,

Serratia等 の グ ラム陰 性 桿 菌 に 対 してす ぐれ た 抗 菌 力 を

発揮 す る こ とが 報告1)さ れ て い る。この 論 文 の 実験 に用 い

たE.coli K12に 対 して,CTTは す ぐれ た 抗 菌 力 を示

し,ま たCEZに 高 度 耐性9)のS.marcescens IFO12648に

対 して も,そ のMICが0.05μg/mlと 非常 に す ぐれ た抗

菌 力 を示 した。 しか し種 々 の 抗 生 剤 に 高 度 耐 性10,11)のP.

aeruginosa KM338に 対 しては か な り耐 性 であ った。

一 般 に β-Lactam抗 生 剤 が グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 して 抗

菌 作 用 を発 揮 す るた め に は,ま ず 細 菌 細 胞表 層 をお お う

外膜をその薬剤が通過しなければならない。この外膜は

高分子物質やある種の薬剤のbarrierと しての働きをも

ち13),薬剤の外膜透過性は菌種によって,ま た薬剤の種類

によって様々である。外膜は外側にリボ多糖をもち,リ

ン脂質と数種の蛋白質および一部がpeptidoglycanと 結

合しているリポ蛋白質からなり,そ のところどころに2

価陽イオンが挿入された構造13)をしている。ここに2価

陽イオンのキレーターであるEDTAを 作用させると,

その外膜から蛋白質 ・リポ多糖複合体などが遊離16,17)し,

外膜に障害を与えて物質の透過がよくなることが知られ

ている17)。そこでこの現象を利用してEDTA存 在下と存

在しない場合での抗生剤の抗菌力を比べると,そ の透過

障害の程度がわかる。すなわち両者での薬剤感受性の差

が大きいほど薬剤は外膜での透過を大きく阻害されてい

ることを意味している。CTTの 場合,こ の抗生剤にす ぐ

れた感受性を示すE.coli K12お よびS.marcescms

IFO12648で はEDTA添 加によってそのMICは ほ とん

ど変らなかったが,比 較的耐性 を示すP.aeruginosa

KM338で はEDTA添 加 に よって著明に感受性 が高

まった。この 事 実 はCTTが 被 検 のE.coliや,S.

marcescensの 外膜を透過 しやす く,P.aemginosaの 外

膜透過性は上記2株 より悪いことを示唆している。

β-Lactamaseは 耐性の大きな担い手として,古 くから重

要視されている。グラム陰性菌ではβ-lactamaseは 外膜

と内膜(細 胞質膜)の 間のペ リプ ラズムに局在 し,β-
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Lactam抗 生 剤 が 外 膜 を透 過 して も こ こに 存 在 す る β-

lactamaseで 不 活 化 され れ ば,そ の 作 用 を発 現 す る こ と

が で き な い 。被 検E.coli,P.aeruginosaお よ びS.

marcescensの 各 菌 株 は 構 成 的 に わ ず か に β-lactamase

を産生 し,P.aeruginosaとS.marcescensはPCG添 加

に よ って そ の 活 性 が 誘 導 され た 。 しか しそ の 活 性 は β-

lactamase産 生 の グ ラ ム 陰 性 菌 に くらべ て き わめ て 低

か った。 これ らの β-lactamaseは いず れ もPCGよ りも

CEZを よ く加 水分 解 す る こ とか ら,cephalosporinase型

と推 察 され た 。CTTは い ずれ の 菌株 の もつ β-lactamase

に対 して もCEZに くらべ て きわめ て安 定 で あ った。この

こ とはCTTが 被 検E.coliやS.mrcescensに す ぐれ

た抗 菌 力 を発 揮 す る一 つ の要 因 であ ろ う と考 え られ る。

β-Lactam抗 生 剤 が外 膜 を通過 し,ペ リプ ラ ズム 内 に

局 在 す る β-lactamaseに よ る不 活化 を まぬが れ,細 胞 質

膜(内 膜)上 に 存 在 す る標 的 酵 素(transpeptidaseお よ び

D-alanine carboxypeptidase)に まで到 達 して も,上 記 酵

素 に対 す る親 和 性 に差 が あれ ば,当 然抗 菌 力 も異 な る も

の と考 え られ る。被 検3菌 株 のether処 理 菌 に よっ て

peptidoglycanの 前 駆 体 で あ るUDP-MurNAc-L-Ala-D-

Glu-meso-Dap-D-Ala-D-AlaとUDP-GluNAcか ら 架 橋

peptidoglycanが 合 成 され る こ とが 明 らか に さ れ て い

る7,9)。CTTは いず れ の菌 株 に よ る架 橋 形成 もCEZに く

らべ て きわ め て 低 濃 度 で阻 害 した。 す な わ ちCTTは

peptidoglycanの 架橋 形 成 に あ ずか るtranspeptidase活

性 に きわ め て親 和性 を示 す こ とが 明 らか に され た。

以 上 の結 果 か らCTTがE.coli K12やS.marcescens

IFO12648に 対 してCEZよ り もす ぐれ た抗 菌 力 を 示 す

の は,こ の 抗 生 剤 が両 菌株 の 外 膜透 過 性 に す ぐれ,β-

lactamaseに 安 定 で,し か も 架 橋 形 成 に あ ず か る

transpeptidaseに す ぐれ た親 和 性 を示す ため で あ ろ うと

考 え られ る。 またCTTがP.aeruginosa KM338の β-

lactamaseに 上 記2株 の それ と同様,き わめ て安 定 で,し

か も標 的 酵 素 に す ぐれ た親 和 性 を 示 す の に もか か わ ら

ず,そ の抗 菌 力 が弱 いの は,恐 ら く外 膜 透 過性 が悪 いた

め で あ ろ うと推 測 され る。
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MODE OF ANTIBACTERIAL ACTION OF CEFOTETAN (YM09330)

AGAINST ESCHERICHIA COLI K12, PSEUDOMONAS AERUGINOSA KM338

AND SERRATIA MARCESCENS IFO12648

HIDEKAZU SUGINAKA

Department of Microbiology& Oral Bacteriology, Osaka University Dental School

NAOKI TAKATA and MICHIO OGAWA

Second Department of Surgery, Osaka University Medical School

The antibacterial action of cefotetan (CTT, YM09330), a new developed cephamycin, was investigated

against E. colt K12, P. aeruginosa KM338 and S. marcescens IFO12648, and was compared with that of

cefazolin.

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of cefotetan for these organisms were 0.39, 800, and 0.05

μg/ ml,  respectively. The addition of subinhibitory concentration (1/ 2 MIC) of ethylenediaminetetraacetic acid

(EDTA), which damages permeability barrier of the outer membrane, caused little changes in the MICs of

cefotetan for E. coli K12 and S. marcescens IFO 12648, whereas marked reduction in the MIC of P. aeruginosa

KM338 was observed in the presence of EDTA. Cefotetan was stable to ƒÀ- lactamase activities from these organ-

isms whereas cefazolin was hydrolyzed rapidly by the enzymes. The cross- linking reaction of peptidoglycan

synthesis catalyzed by the ether- treated cells from these organisms was inhibited by markedly lower concen-

tration of cefotetan than that of cefazolin.

The excellent antibacterial activity of cefotetan to E. coli K12 and S. marcescens IFO 12648 was concluded

to be due to the high permeability of the outer membrane, the stability against hydrolysis by ƒÀ- lactamase

and/ or high affinity to the target enzymes (transpeptidases) of both organisms. In contrast, the relative resist-

ance to cefotetan in P. aeruginosa KM338 was revealed to be due to the permeability barrier of the outer

membrane.


