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β-lactamaseを 誘 導 的 に産 生 す るSerratia, Enterobacter, Citrobacter, Indole-positive Pro-

teus spP.お よびPseudomonas aeruginesaな どの 菌 種 に お い て,Cefoxitin, Cefmetazole,

Cephaloridineお よびCefazolinと 第3世 代cephem系 薬 剤 と の 間 に はIn vitro antagonism

が 認 め られ た。 特 に第3世 代cephem剤 とcephamycin類 とのantagonismは 顕 著 で あ った。 こ

れ らの 現 象 は β-lactamaseを 構成 的 に産 生す るEnterobacter cloacaeの 変 異 株 で は 認 め られ な

い 。 ま た これ ら のantagonismは 強 力 な β-lactamaseのinhibitor, carbaPenemに よ って阻 止

され た。Cefoxitinお よびCefmetazoleに よるE. cloacaeの β-lactamaseの 誘 導 産 生 はCepha-

loridineお よびCefazolinよ りも強 力 で あ った 。

Cefoxitinが 各 種 の β-lactam剤 のInvitre抗 菌 活

性 を 妨 げ る こ とに つ い て はす で に報 告 さ れ て い る1～5)。

特 に 最 近,Cefoxitinと 他 の β-lactam剤 と のanta-

gonismに 関 す るC. C. SANDERSら6)の 研 究 結 果 は,こ

の 問 題 に よ り鮮 明 なspotを 当 て た。 一 方,現 在 第3世

代cephem剤 を含 む 多 くの β-lactam剤 が 臨 床 的 に 広

範 囲 に応 用 され て い る。 第3世 代 のcephem剤 の 対 象

と な る難 治 また は 複 数 菌 の感 染症 に お い て は,し ば しば

同 一 の 患 者 に 第1世 代 また は 第2世 代 のcephem剤 が

さ きに 投 与 され,そ れ らが 無 効 で あ る ケ ー ス に 対 して,

そ の 後 第3世 代 のcephem剤 に よる治 療 が 行 な わ れ

る。 した が って,第3世 代 のcephem剤 と第1お よ び

第2世 代 のcePhem剤 とのantagonismは,上 記 の感

染症 の 治療 に影 響 を与 え る可 能 性 が あ る。 わ れ わ れ は こ

の よ うな観 点 か らcephem剤 に お け るantagonismの

問 題 に つ い て の研 究 を行 な った 。

1. 実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1. 使 用 薬 剤

Cephaloridine (CER, Glaxo)

Cefazolin (CEZ,藤 沢薬 品 工業)

Cefoxitin (CFX, Merck)

Cefmetazole (CMZ,三 共)

Cefotaxime (CTX,ヘ キ ス ト)

Ceftizoxime (CZX,藤 沢 薬 品 工 業)

Latamoxef (LMOX,塩 野 義 製 薬)

Cefoperazone (CPZ,富 山 化 学)

FR26247(新 規carbapenem誘 導 体,藤 沢薬品 工業,

中 央 研 究所)

2. 使 用菌 株

この 実験 に 用 い た 試 験 菌 株 は 日本 各地 の病 院 より分与

され た も の で あ る。

3. 感 受 性 測定

MICは 寒 天 平 板 法 を 用 い て 測 定 し た 。cephem系 薬

剤 の相 互 作 用 を 検 討 す るた め,Cefoxitin, Cefmetazole,

Cephaloridineお よびCefazolinの 各 々一 定量 をCefo-

taxime, Ceftizoxime, Cefoperazoneお よびLatamoxef

の2段 階 希 釈 濃 度 系 列 と同 時 に添 加 して 平板 を 作 製 し

MIC測 定 に供 した。

4. β-lactamaseの 誘 導 と酵 素 活 性 の測 定

MINAMIら の方 法7)に 従 っ て行 な った 。Enterobacter

cloacaeの 一 夜 培 養 液 を新 鮮 なMueller Hinton broth

で10倍 希 釈 し20 μg/mlの 濃 度 に各 薬 剤 を 加 え,37℃

で1時 間振 盗 した 。そ の 後 集 菌 して0.1Mリ ン酸buffer

(pH7.0)で1回 洗 浄 後,超 音 波 破壊 して そ の 上 清 を

crude enzymeと した 。 酵 素 活性 はCephaloridineを

基 質 と してspectrophotometric methodに て 測 定 し

た 。

蛋 白定 量 はBovine Serum Albuminをstandardと

してLOWRYら8)の 方 法 で行 な った 。

II. 結 果

1. Cefoxitin, Cefmetazole, Cephaloridineお よび

Cefazolinの 第3世 代cephem系 薬 剤 の 抗菌 活性に及
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Table 1 Antibacterial activity of third generation-

cephems in presence of CFX,CMZ,CER

and CEZ against 12 strains of S.marcescens

a Drug concentration:20μg/ml

b As determined by agar dilution

ぼす抑 制効 果

4種 類 の 第3世 代cephem系 薬 剤:Cefotaxime,

Ceftizoxime,Latamoxefお よびCefoperazoneの 臨 床

分離Serratia mamescens(12株)に 対 す る抗 菌 活 性

を,一 定 濃度 のCefoxitin,Cefmetazole,CePhaloridine

お よびCefazolinの 存在 下 で測 定 した 。Table1は そ れ

らの結果 を平 均MICと して 示 した。 添 加 した20μg/

mlのCefoxitin,Cefmetazole,Cephaloridineお よび

CefazolinはS.marcescensの いず れ の株 の増 殖 に も

全 く影響 を与 え なか った 。 第3世 代 の 各 薬剤 の これ らの

試験 菌株 に対 す る 活性 は 異 な り,そ れ らの 活 性 は程 度 に

差 はあ るが,共 存 す るCefoxitin,Cefmetazole,CeP-

haloridine,ま た はCefazolinに よっ て抑 制 を受 け た。

Cefotaximeま た はCeftizoximeの 活 性 に対 し,Cefa-

zolinの 影響 は 最 も 弱 く,一 方Cefoxitinお よびCe-

fmetazoleの 抑 制 効 果 は よ り顕 著 で あ った。

2. 第3世 代cephem剤 の 抗 菌 活 性 に 拮 抗 す るcep-

hem剤 濃度 の 影 響

前 項 の結 果 か ら,第3世 代cephem剤 と し てCefo-

taximeを 選 び,各 種 の 濃 度 に お け るCefoxitin,Cef-

metazole,Cephaloridine,お よ びCefazolinのanta-

gonismを 比 較 した 。

Smamescmsを 試 験 菌 と した 場 合(Fig1-a),Cefo-

xitinお よびcefmetazoleは5～10μg/mlの 低 濃 度 に

お い てCefotaximeの 活性 を著 し く抑 制 し た 。 一 方,

Cephaloridineお よ びCefazolinの 同 濃 度 に お け る阻

害 作 用 は軽 度 で あ っ た。 し か しCephaloridineお よび

Cefazolin両 者 の 高 濃 度 に お け る作 用 は 異 な り,前 者 は

濃 度 の増 加 と とも に強 い阻 害 効 果 を 示 した が,後 者 の影

響 は軽 度 で あ っ た。E.cloacaeに 対 し て も,Cefoxitin

お よびCefmetazoleはCefotaximeと 強 く 拮 抗 し た

が,Cephaloridineお よ びCefazolinの 拮 抗 作 用 は 軽

度 で あ った(Fig.1-b).

3. 各 種 の細 菌 に お け るantagonismの 出 現 頻 度 につ

い て

臨 床 分 離 の各 種 の細 菌 に対 す るCefotaximeのMIC

を,低 濃 度(1/8MIC)のCefoxitinの 存 在 下 で 測 定

した(Table2)。 それ らの試 験 菌 株 に対 す るCefotaxime

のMICが,Cefoxitinの 共 存 に よ っ て4倍 以 上 大 き く

な った場 合 をpositive antagonismと し て,そ の頻 度

を 求 め た。Penicillinase typeの β-lactamaseを 誘 導

産 生 す るStaphylococcus aureusで はCefoxitinと

Cefotaximeの 間 に はantagonismは み られ なか った 。

ま た構 成 的 に β-lactamaseを 産 生 す る.Escherichia

Fig. 1 Antibacterial activity of CTX in presence of CFX, CMZ, CER and CEZ at various concentra-

tions

a) S.marcescens(10 strains) b) E.cloacae(10 strains)
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Table 2 Emergence of in vitro antagonism between

CFX and CTX

a Antagonism;4 times or more increase ef MIC

values of CTX against test strains in presence of

one-eighth the MIC of CFX for the indicated

organlsms.

Table 3 β-lactamase induction in E.cloacae str-

ains with CFX, CMZ, CER and CEZ

a Condition of β-lactamase indudtion;an over-

night culture was diluted 10-fold into fresh me-

dium(Mueller Hinton broth)containing 20μg/ml

of each drugs and incubated with shaking at 37℃

for 1 hour.

b Expressed as relative rate of CER hydrolysis
.

coli, Klebsiella pneumoniaeお よ びProteusmira-

bilisな ど で も拮 抗 作 用 は 認 め られ な か った。 し か し,

Enterobacterを 含む 誘 導 型 β-lactamase産 生 菌 で は,

そ れ ぞ れ 高 頻 度 にantagonismが 認 め られ た 。

4. E.cloacaeに おけ る β-lactamase産 生 の 誘 導

Cefoxitinの 存 在 下 に,Cefotaximeに 対 す る感 受 性

が 低 下 したE.cloacae 6株 を 任 意 に選 び,各 薬 劇 に よ

る β-lactamaseの 誘 導産 生 をCephaloridineを 基 質 と

して 測 定 し た(Table3)。Cefoxitin,Cefmetazole,

Cephaloridineお よびCefazolinな ど の20μg/mlに

Table 4 Antibactefial activity of a third genera-

tion-cephem in presence of CFX against

ConstitutiVe β-lactamase producing mutants

of E.cloacae

a Drug concentration:20μg/ml

Table 5 Effect of β-lactamase inhibitor on anta-

gonism in E.cloacae

a Carbapenem derivative

b Drug concentration:20μg/ml

E cloacaeが 接 触 す る と,β-lactamaseの 産 生は例外

な く誘 導 され た。 こ の 場 合,cephaycin typeの2薬

剤 の誘 導 効 果 は極 め て 強 く,Cefoxitinは 非誘 導時 の30

～154倍 ,Cefmetazoleは48～229倍 の酵 素量 を産生 し

た 。 これ に対 してcephalosporin typeの2薬 都 の酵素

誘 導 能 は 弱 く,Cephaloridineで2～7倍, Cefazolin

で2.5～8.5倍 で あ っ た。

5. Ecloacaeの 構 成 型 β-lactamase産 生変異株に

対 す るCefoxitinの 影 響

E.cloacaeの7株 か ら 自然 変 異 に よ っ て 構 成 的 に

β-lactamaseを 産 生す る株 を 選択 し,そ れ らの変 異株に

対 す るCefotaximeのMICを20μg/mlのCefoxitin

の 存 在下 で 測 定 した(Table 4)。 これ ら の 変 異 株 は,
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cefotaximeに 耐 性(MIC;50～200μg/ml)で あ った

が,Cefoxitinの 存在 に よ り,こ の 値 は 変 化 しな か った 。

構 成型 β-lactamase産 生株 に 対 し て は,Cefotaxime

とCefoxitinの 間 にantagonismは 認 め ら れ な か っ

た。

6. Antagonismに 対す る β-lactamase inhibitorの

影 響

cephalosporinase typeの β-lactamaseに,非 可逆

的に不 活化 作用 を示 すcarbapenem誘 導 体 のantago-

nismに 対す る影 響 を 検 討 した(Table5)。 実 験 はE.

cloacaeへ のCefotaximeの 抗 菌 活 性 に 対 す るCefo-

xitinのantagonismが β-lactamase inhibitor,car-

bapenemに よって 阻 害 され るか ど うか を 検 討 し た 。6

株 のE.cloacaeを 試 験 菌 株 と し た が,Cefotaximeと

Cefoxitinのantagonismはcarbapenemに よ って 例

外 な く消失 した。 この 結果 は,こ の種 のantagonismは

試験菌 に よって産 生 され た β-lactamaseに 由 来 す る も

のであ るこ とを示 唆 す る。

III. 考 察

cephalosPorinase typeの β-lactamaseを 誘 導 的 に

産生す るSerratia,Enterobacter,Citrobacter,Indole-

positive Proteus spp.お よびP.aeruginosaな どの 菌

種 にお いて,第1,ま た は 第2世 代cephem剤 と第3世

代cephem剤 との 間 にIn vitro antagonismが 生 じる

ことを確 認 した 。 こ のantagonismは 構 成 的 に β-lac-

tamaseを 産 生 す るEnterobacterの 変 異 株 で は生 じな

い。 またCefoxitinを 含 む4薬 剤 の 酵 素 誘 導 能 とanta-

gonismが 相 関す る こ とな どが 明 らか に な っ た 。Cefo-

xitinと β-lactamaseと のantagonismに 関 して は,

すでに多 くの研究 が あ る1～6)。特 にantagonismの 機 作

に関 して は,Cefoxitinに よっ て β-lactamase産 生 が

誘 導され,酵 素 に よる β-lactam剤 の不 活 化 が一 因 とさ

れ てい る。 しか し第3世 代 のcephem剤 お よび 抗Pseu-

domonas活 性 を もつ β-lactam剤 な どの β-lactamase

に安定 な薬剤 とのantagonismに つ い て は,β-lactam-

derived barrier mechanismに よる と 推 定 さ れ て い

る6)。す なわ ちinducerと して のCefoxitinに よ って ,

Periplasmic space内 の β-lactamaselevelが 上 昇 し,

酵素 と薬剤 との結 合 に よ り,target proteinsへ の 薬 剤

の移 行が妨 げ られ る。 こ の よ うなbarrier mechanism

に よるantagonismの 説 明 は
,Permeability barrier

が欠損 してい るS.aureusで はantagonismが 生 じな

い とい う事実 に よって も支 持 され る
。 わ れわ れ の実 験 成

績か らCefoxitinを 含 む4種 のcephem剤 は低 濃 度 に

おい ても,代 表 的 な 第3世 代 のcephem剤 と程 度 の差

はあるが,拮 抗的 に 作用 す る こ と を 示 し た
。 最 近,

Kuckら9)お よびR.V.GoERINGら10)は そ れ ぞ れCefo-

xitinと 他 の β-lactam剤 と のantagonismをin vivo

に お い て 観 察 し,こ れ らの 薬 剤 を 臨 床 的 に併 用 す る こ と

に 問題 を 提 議 して い る。 しか し現 実 に は 第1ま た は 第2

世 代 のcephem剤 に よ る治 療 に抵 抗 した 感 染 症 に 第3

世 代 のcephem剤 が 投 与 され る こ とは そ れ ほ ど珍 し く

な い。 した が って,こ の 種 のantagonismの 化 学療 法 に

対 す る影 響 を 全 く無 視 す る こ とは で きな い か も し れ な

い。S.marcescensに つ い て の本 報 の 結 果(Table1,

Fig.1お よびTable3)か ら 明 らか な とお り,Cefoxitin

以 下 の各 薬 剤 と第3世 代 の各 薬 剤 とのIn vitro antago-

nismの 強 さは,両 群 の 薬 剤 の 組 合 せ に よ って か な り相

違 す る。 しか し同 一 の7位 側 鎖 を も つaminothiazole

typeのcephem剤CefotaximeとCeftizoximeのS .

marcescensに 対 す る平 均MIC値 は2.70μg/mlお よ

び1.04μg/mlで 両 薬 剤 の こ の菌 種 に対 す る 活 性 は 多

少 異 な る が,両 薬 剤 に そ れ ぞ れCefoxitinが 共 存 す る と

Cefotaximeで は約7倍,Ceftizoximeで は約6倍 平 均

MICが 上 昇す る。 さ らにCefotaximeお よびCeftizo-

ximeとCefoxitin以 外 のcephem剤 と のantagonism

の 強 さ(MICの 上 昇 率)は 比 較 的 類 似 す る。 こ れ は,

S.marcescensのCefoxitin-inducedβ-lactamase

(Richmond type1)に 対 す る 両 薬 剤 のstabilityと

affinityが ほ ぼ等 しいた め で あ ろ う。 しか し各 β-lactam

剤 とのantagonismの 結 果 と して 変 化 したCeftizoxime

のMIC値 は,CefotaximeのMIC値 よ り常 に 低 値 で

あ った 。 した が って,こ の種 のantagonismが 実 際 に,

In vivoで 確 認 され た とす れ ばS.marcescensに よ る

感 染 に 対 して,酵 素 の 誘 導 能 を もつ 薬 剤 が 事 前 に 投 与 さ

れ た場 合,両 薬 剤 の 治療 効果 に相 違 が 生 じる 可能 性 が 考

え られ る。
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ANTAGONISM OF CEPHEM ANTIBIOTICS AND ƒÀ-LACTAMASE

INDUCTION IN GRAM-NEGATIVE BACILLI
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SACHIKO GOTO and SHOGO KUWABARA
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Cefoxitin, cefmetazole, cefazolin and cephaloridine antagonized the in vitro antibacterial activity

of third generation cephem antibiotics against most of bacteria possessing inducible cephalosporinase,

such as Serratia, Enterobacter, Citrobacter, Indole positive Proteus spp and Pseudomonas aeruginosa.

The extent of antagonism varied among cephem antibiotics tested, and the ability of cefoxitin and

cefmetazole to antagonize was more potent than those of cefazolin and cephaloridine. No antagonism

with cefoxitin was found in the mutant strains of E. cloacae possessing constitutive ƒÀ-lactamase.

Cefoxitin-induced antagonism in strains of E. cloacae was inhibited by a carbapenem derivative, the

β-lactamase inhibitor.


