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各種 β-lactamaseに 対 す るCefbuperazone(CBPZ)のin vitro,in vivo安 定 性 をCefmetazole

(CMZ),Cefotaxime(CTX)お よびCefazolin(CEZ)と 比 較 した。

K.Pneumoniae Y-4由 来 のpenicillinase,P.vulgaris T-178由 来 のcefuroximaseに 対 して

CBPZはCMZと 同様 にCTX,CEZに 比 ぺ安 定 で あ った 。 ま たE.cloacae H-27,C.freundii

GN 346由 来 のcephabsporinaseに 対 して はCBPZはCMZ,CTX,CEZに 比 べ 安 定 で あ った。

Pouch内 感染 ラ ッ トに 各薬 剤100mg/kgをi.v.投 与 した と きの血 中 お よび 浸出 液 中 濃 度 を 測 定

した結果,P.vulgaris T-178感 染群 のCTXを 除 いた 各 薬 剤 の血 中 濃 度 は感 染 菌 に よ る影 響 は ほ と

ん ど認め られ なか った。 一 方,CBPZの 浸 出液 中濃 度 は 非 感 染 群 と感 染群 間 に差 は 認 め られ な か っ

たが,E.cloacae H-27,P.vulgaris T-178感 染 群 のCTXは 非 感 染 群 に 比 べ低 く推 移 した 。 ま た

CMZで はE.cloacae H-27感 染 群 で,CEZで は す べ て の感 染群 に お い て薬 剤 の活 性 が 認 め られ な

かった。 この 濃度 の低 下 は 感 染菌 由 来 の β-lactamaseに よ って 加水 分 解 され た た め と考 え られ,in

virroの β-lactamaseに 対 す る安 定 性 の成 績 がin vivoに も反 映 す る もの と思 わ れ る。

近年,Cefoxitin(CFX)1),Cefmctazolc(CMZ)2),

Cefotaxime(CTX)3)の よ うに7α 位 に メ トキ シ基 あ る

いは7位 側鎖に メ トキ シ イ ミノ基 を有 す る多 くの セ フ ェ

ム剤が開発 され てお り,各 種 β-lactamaseに 対 して 高

い安定性を示 す こ とが 知 ら れ て い る。Cefbuperazone

(CBPZ)4)に おい て も高 い安 定 性 を 示 す こ とが 報 告 され

ているが,著 者 らは さらにcephalosporimse(CSase)

高度産生株 の培 養液 中 お よび そ の粗 酵 素 液 中 に お け る

CBPZの 安定 性を 検討 した結 果 ,CFX,CMZ,Cefotet-

an,Cefazolin(CEZ)よ り優 れ て い る こ とを 明 らか に し

ている5)。

そ こで,今 回CBPZ,CMZ,CTX,CEZを 用 い,in

vitroで の β-lactamaseに 対 す る安 定 性 が 生 体 内 に ど

のように反映す るか に つ い て検 討 を 加 えた の で そ の 成 績

を報告す る。

I.材 料 お よび 方 法

1.使 用薬剤

CefbuPerazone(CBPZ ,富 山化 学 工 業),Cefmetazole

(CMZ,三 共)Cefotaxime(CTX,ヘ キ ス トジ ャパ

ン),Cefazolin(CEZ
,藤 沢 薬 品 工 業).Cephaloridine

(CER,鳥 居薬品),Ampicillin(ABPC,富 山 化 学工 業)

を使用 した。な お,薬 液 は 用 時 調 製 した 。

2.使 用 菌株

臨 床 分 離 株 で あ るEnterobacter cloacae H-27(CSase

産 生 菌),Citrobacter freundii GN 346(CSase産 生 菌),

Proteus vulgari3T-178(CXase産 生菌)お よび Kleb-

siella pneumoniae Y-4(PCase産 生 菌)を 用 い た。

3.β-Lactamaseの 調 製

Brain heart infusion broth(BHIB,Difco)で37℃,

18時 間 培 養 した菌 液 を新 鮮 なBHIB 31に10%に な る

よ うに 接 種 し,37℃ で 振 邊 培 養 を 行 な った 。3時 間 後,

イ ンデ ュ ーサ ー と してABPCを50μg/mlに な る よ うに

添 加 し,さ らに2時 間 振 崖 培 養 を 行 な い遠 心(10,0009

×30min)に て集 菌 した 。 な おK.Pneumoniae Y-4で

はABPCの 添 加 は 行 な わ な か った 。 得 られ た 菌 体 を

0.1Mphosphate buffer(p.b.,pH7.0)で2回 洗浄 し,

再 び 同P.b.に 懸 濁 した。次 い で菌 体 を氷 冷 下 で 超 音 波

破 砕 した 後,10,000g×30minの 遠 心 上 清 を 粗 酵 素 液 と

した 。 さ らに精 製 はCM-セ フ ァデ ッ クス カ ラ ムで 行 な

った 。

4.β-Lactamase活 性 の測 定 法

ミク ロ ヨー ド法6)お よびUV法7)で 行 な い,30℃,0.05

Mp.b.(pH7.0)中 で1分 間 に1μmoleの 基 質 を 分 解

す る の に必 要 な酵 素 量 を1 unitと した 。
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5. 粗酵素液中における薬剤の安定性

粗酵素液9容 に50μg/mlに なるように各薬剤液の1

容を添加した後,37℃ でインキュベー トし,経 時的にサ

ンプリングを行なった。採取後直ちに等量の冷 メタノー

ルを加え酵素反応を止めた後,遠 心(1,200g×10min)

上清 の薬剤濃度をBioassay法 で測定した。

6. ラ ット無菌炎症pouchの 作製

体重130～150gのWistar系 雄性ラットの背部皮内

に25mlの 空気を注入してpouchを 作製し,こ れに1

%ク ロ トン油を含有する綿実油1mlを 注入 して無菌的

浸出性炎症を惹起 した。炎症惹起翌日に空気を抜き,7

日あるいは9日 後に実験に供した。

7. Pouch内 感染ヲットにおける血清中,浸 出液中濃

度測定

CBPZ,CMZお よびCTX投 与群ではpouch作 製9

日後,CEZ投 与群では7日 後に20%ム チ ンに懸濁した

E.cloacae H-27,P.vulgaris T-178お よびK.pnemno-

niae Y-4を それぞれ5×108 cells/pouch,3-5×109

cells/pouch,3.5×109 cells/pouchに なるように接 種し

た。1時 間後に各薬剤の100mg/kgを それぞれi.v.投

与 し,経 時的に頸静脈から血液,pouchか ら浸 出液を

採取 した。血液は氷冷下に放 置後,遠 心(1,200g×15

min)で 血清を分離 した。また,浸 出液は採取後直ちに

等量の冷メタノールを加え遠心(1,200g×10min)分 離

を行なった。いずれも濃度測定まで氷冷下で保存した。

8. Pouch内 生菌数測定

Pouch内 生菌数の測定は,1.7で 採取 した浸出液のー

部を生理食塩水で適当に希釈 し,Nutrientagar(NA,

栄研)上 に塗抹し,37℃ 一夜培養後のコロニーをカウン

トした。

9. 薬剤濃度測定法

CBPZはK.pneumoniae ATCC 10031,CMZ,CTX

はM.luteus ATCC 9341,CEZはB.subtilis ATCC 6633

を検定菌 とするペーバーデ ィスク法で濃度測定を行なっ

た。標率曲鎮は血清の場合ワット血清(pH7.4に 調整)

を,浸 出液の場合50%の メタノール含有1/15Mp.b.

(pH7.0)で 作製 した。 なお,デ ィスクはメタノールを

除去するためフラン懸中で30分 間放置した後プレート

には りつけた。

10. 最小発青阻止濃度(MIC)の 測定

各薬剤の2倍 希釈系列を含むBHIB中 にBHIBで 一

夜培養 した菌被を107 cell5/mlに なるように接種し,37

℃,18時 間培養後MICを 判定した。

II.結 県

1. 各種 β-Lactamaseに 対する安定性

各菌株由来の β-lactamaseに 対するCBPZの 安定性

をCERの 加水分解速度を100と した相対加水分解速度

で麦わ し,CMZ,CTX,CEZと 比較した。その結果を

Table 1に 示す。

E.cloacae H-27由 来 のCSaseに 対 して,CBPZは 最

も安定で,次 いでCMZ,CTXで あり,CEZはCBPZ

に比ベ5,000倍 以上劣っていた。Cfmndii GN346由

来のCSaseに 対 しては,CBPZ,CTX>CMZ》CEZの

順に安定であった。P.vulgaris T-178由 来のCXaseに

対するCBPZ,CMZの 安定性はCTX,CEZに 比ベ明

らかに優れていた。 またK.pneumoniae Y-4由 来 の

PCaseに 対 してもCBPZ,CMZはCTX,CEZよ り優

れた安定性を示 した。

2. 粗酵素液中における薬剤の安定性

各粗酵素液中における薬剤の安定性を検討した成績を

Fig.1に 示す。

CBPZはE.cloacae H-27の 租酵素液中で4時 間後若

干活性の低下がみられたが,他 の3菌 程の粗酵素液中で

は活性の低下はほとんど認められなかった。CMZはE

vulgaris T-178,K.pneumoniae Y-4の 粗酵素液中では

安定であったが,C.freundii GN 346の 粗酵素液中では

Table 1 stability of cephem antibiotics to β-lactamase

a)
Vr means a relative rate of hydrolysis,taking the CER hydrolysis as 100(Substrate

concentration:100ƒÊM).

b) Viable cell counts of inocula suspensions were approximately 107 cells/ml.
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Fig.1 Stability of cephem antibiotics in crude enzyme solution

lnitial drug conc.:50μg/ml

E.cloacamg H-27
(2.96 U/ml)

C.freundii GN 346
(0.13 U/ml)

P.vulgaris T-178
(0.24 U/ml)

K.pneumoniae Y-4
(0.46 U/ml)

Fig.2 Serum and exudate levels of CBPZ after
100mg/kg i.v.administration to rats with
infectious granuloma pouch

Each point represents the mean for three rats.

4時間後に約30%に 減少 し,さ らにE.cloacae H-27

の組酵素液中では1時 間以内に活性が消失した。CTX

はE.clome H-27,K.pmmoniae Y-4の 粗 酵素液

中では2時 間以内に,P.vulgaris T-178の 粗酵素液中で

は1時間以内に活性がほとんど消失したが,C.freundii

GN 346の 粗酵素液中では比較的安定であ り,4時 間後

においても約60%の 活性が残存 していた。CEZは 最 も

不安定であり,い ずれの粗酵素液中においても1時 間以

内に活性が消失した。

3. Pouch内 感染ラットにおける血中および 浸 出液

中濃度

Fig.3 Serum and exudate levels of CMZ after
100mg/kg i.v.administration to rats with
infectious granuloma pouch

Exudate levels for Ecloacae H-27 were under the
limit of assay.
Each point represents the mean for three rats.

Pouch内 感染ラヅトに各薬剤の100mg/kgをi.v.投

与 したときの血中濃度および浸 出 液 中濃度を測定 した

(Fig.2,3,4,5)。

血 中濃度推移はP.vulgaris T-178感 染群のCTXを

除 いていずれの薬剤ともに感染群,非 感染群間に大きな

差は認められなかった。 一方,浸 出液中濃度推移はCB

PZで は感染群,非 感染群間に差は認められなかったが,

CMZで はE.cloacae H-27感 染群で,CEZで はいずれ

の感染群ともに薬剤投与30分 後から検出限界(CMZ,

CEZと もに3.13μg/ml)以 下であった。CTXで はP.

vulgaris T-178感 染群で速やかに消失し,2時 間後では

検出限界(0.39μg/ml)以 下 であった。またE.cloacae

H-27感 染群では非感染群に比べ若干低く推移 した。
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Fig 4 Serum and exudate levels of CTX after
100 mg/kg i.v. administration to rate with
infectious granuloma pouch

Each point represents the mean for three rats.

4.Pouch内 生菌 数

Pouch浸 出 液 中濃 度 測 定 時 に 生菌 数 も測 定 した 。

Fig.6に 示 す よ うに,K.pneumoniae Y-4の 場 合CB

PZ,CTX,CMZは 殺 菌 的 に 作用 した が,CEZで は そ の

作 用 は認 め られ な か った。E.cloacae H-27,P.vulgaris

T-178感 染 群 で は い ず れ もpouch内 濃度 がMICに 達

して い な い こ と もあ り,各 薬 剤 と もに 殺菌 的 に作 用 しな

か った。

III.考 察

一
般にセフェム骨格の7α 位にメトキシ基を有するか

Fig.5 Serum and exudate levels of CEZ after
100 mg/kg i.v.administration to rats with
infectious granuloma pouch

Exudate levels for Ecloacac 11-27.P.rulgaris T-178 and
K.mitunzoniat Y-4 were under the limit of assay.
Each point represents the mean for three rats.

あ るい は7位 側 鎖 に メ トキ シイ ミノ基 を 有す るセ フェム

剤 は 各 種 β-lactamaseに 対 して 安定 であ る こと が 知 ら

れ て い る1,2,3,4)。我 々は7α 位 に メ トキ シ基 を有す るC

MZ,CFXがCSaseに よ りそ の β-ラ クタ ム環 が加水分

解 され る こ とを 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィ「 赤外線 吸

収 ス ベ ク トルな どで 証 明 し,β-lactamaseに 安定 といわ

れ て い る薬 剤 間 に お い て もそ の 安定 性 に差 があ ることを

報告 して い る5)。 今 回CBPZ,CTX,CMZお よびCEZ

を 用 い て,in virroで 各 種 β-lactamaseに 対す る安定性

お よび粗 酵 素 液 中 の安 定性 を検 討 した結果,CBPZはC

Fig.6 Bactericidal effects of cephem antibiotics against various granuloma poucb infections in rats

E.cloacae H-27

Drug;100mg/kg i.v,n=3

P.vulgaris T-178 K.Pncumoniae Y-4
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MZに 比べ安定であることが確認され,さ らにメ トキシ

イミノ差を有する
CTXよ り毛安定であることが明らか

となった。

通常,我 々は CERあ る い はPenicillin Gの 加 水分 解

を差準とした相対加水分解速度で β-lactamaseに 対 す

る安定性を議諭しがちであるが,安 定といわれている薬

剤においても, β-lactamase量 によっては加水分解を受

けることを常に考慮する必要があろう。すなわちFig.2

～5に示した粗酵素液中における薬剤間の安定性の差は

β-lactamaseに対する相対加水分解速度の差のほかに,

粗酵素液中の β-lactamase量 が影響しているもの と考

えられる。例えばCTX,CMZの 場合,E.cloacae H-

27,C.freundii GN 346由 来 のβ-lactamaseに 対する相

対加水分解速度にはさほど大きな差がないにもかかわら

ず,粗酵素液中での安定性に差があること,さ らに比較

薬剤中,最 も安定なCBPZに おいてもE.cloacae H-27

組酵素液中で若干活性の低下がみられることから,そ の

安定性の差は粗酵素液中の β-lactamase量(E.cloacae

H-27:2.96U/ml,C.freundii GN 346:0.13U/ml)に

基づくものと考えられる。今回粗酵素液中での安定性の

結果を示したが,培 養液中においても同様の成績が得ら

れている。

ところで,感 染部位の薬剤濃度を測定することは,薬

剤の投与量,投 与方法,薬 効を考える上で重要なことで

あるが,通常測定までの感染菌由来の β-lactamaseに よ

る分解にはさほど注意は払われていないように 思 わ れ

る。この点を考慮してBooNら8)はS.aureus,B.fragilis

を用いた各種感染病巣部位のAmoxicillin(AMPC)濃

度を測定する際,PCaseを 阻害するクラブラン酸をサ ン

プリング直後に加えて測定を行なっている。その結果,

AMPC単 独群に比べAMPCと クラブラン酸併用群の

方が高いAMPC濃 度が得られたことを報告 している。

また山口ら9)は喀痰中AMPC濃 度を測定した際,ク ラ

ブラン酸存在下では高値が得られることを報 告 して い

る。これらはいずれも感染病巣部位に存在する菌由来の

β-lactamaseが薬剤失活に関与 していることを示 唆 す

るものである。この測定上の問題点をふ ま え てXERRI

ら10,はCefuroxime(CXM)とCEZの 感染病巣部位へ

の移行性に及ぼす β-lactamaseの 影響について検討 を

行なっている。すなわち β-lactamase産 生菌を105個 接

種したマウス腹腔内感染モデルでCXMとCEZ濃 度を

測定したところ,い ずれも非感染群と類似 した腹水中濃

度を示したことを,ま た108個 接種したラットpaw感

染モデルではCXMは さほど影響を受けなかったが,C

EZは いずれも検出限界以下であ
ったことを報告してい

る。このことは感染菌量が多 くなるとβ-lactamase量 も

多くなるため,β-lactamaseに 不安定な薬剤の濃度が低

下することを 意味して い る。 したがって β-lactamase

に対する安定性の高い薬剤の使用は薬効面から有利であ

ることは容易に推察されるところである。

今回CBPZのin vitroで の β-lactamaseに 対する安

定性がin vivoに も反映していることが明らかとなった

が,CBPZの β-lactamaseに 対する安定性が β-lacta-

maseに 対 して安定 といわれている他のセフェム剤 と比

べどのように位置づけされるか,ま たin vivoで の安定

性が複散菌感染,compromised hostの 感染などにどの

ように反映するかは今後の検討を翼するところである。
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IN VITRO AND IN VIVO STABILITIES OF

CEFBUPERAZONE TO VARIOUS ƒÀ-LACTAMASES

YASUO WATANAKO,SHINZASUROU MINAMI,NOBUYUKI MATSUBARA,

TOSHIHIKO NOUMI,HARUMI ARAKI,TAKASHI YASUDA,

AKIRA TAKAI and ISAMU SAIKAWA

Research Laboratory,Toyama Chemical Co.,Ltd.Toyama,Japan

In vitro and in vivo stabilities of cefbuperazone(CBPZ)to various β-lactamages were compared

with cefmetazole(CMZ),cefotaxime(CTX)and cefazolin(CEZ).
The stabilities of CBPZ were superior to CTX and CEZ against penicillinase derived from K.

pneumoniae Y-4 and cefuroximase derived from P.vulgaris T-178.Furthermore,CBPZ was also more
stable to cephalosporinases produced by E.cloacae H-27 and C.freundii GN 346 than CMZ,CTX
and CEZ.These results were well reflected by the stabilities of each drug in crude β-lactamase
solution. When single doses of 100 mg/kg of CBPZ,CMZ,CTX and CEZ were intravenously
administered to rats with granuloma pouch infected by E.cloacae H-27,P.vulgaris T-178 or K.

pneumonia.Y-4,the serum levels of each drug were not largely affected by the three infectious
organisms,except those of CTX for P.vulgaris T-178.Although CBPZ in granuloma pouch were

hardly affected by the three infectious organisms CTX for P.vulgaris T-178 and E.cloacae 11-27

were apparently lowered,and CMZ for E.cloacae H-27 and CEZ for three infectious organisms

were not detected at any measured points,presumably as a result of hydrolysis by the bacterial

β-lactamase
at the site of infection.

These results,therefore,showed that the stabilities of CBPZ were superior to CMZ,CTX and

CEZ against various  ƒÀ -lactamases  in vivo,as well as in vitro.


