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Cefepime(BMY-28142,CFPM)のEnterobacter cloacaeお よびCitrobacter freundiiに 対

する抗菌力 とこれらの菌が産生す るセファロスポ リナーゼ(CSase)と の相互作用につ いて,

cefotaxime(CTX)とceftazidime(CAZ)を 対照 として比較検討 した。CFPMは1.56μg/ml

でCTX耐 性(MIC25μg/ml以 上)の 瓦cJoacaeお よびC.freundiiの 臨床分離株(そ れぞれ

25株)の90%以 上 の株 を生育阻止 した。 また,両 菌種の感受性株についてcefoxitinに よ り

CSaseを 誘 導して感受性 を測定 した ところ,CFPMはCTXやCAZと 比較 しCSase誘 導 によ

るMICの 上 昇が小さかった。一方,CSase誘 導能 を比較すると,CFPMはCTXと 同程度かや

や低 く,CAZは さ らに誘導能が低かった。E.cloacae GN 7471お よびCfreundii GN 7391の

精 製CSaseを 用 いて加水分解反応お よび阻害反応 を検討 した結果,CFPMの 両 酵素に対す る

Kmお よびKiは200μM以 上で,CTXやCAZと 比較 し顕著に大 き く,親 和性が低いことが明

らかであった。このCSaseに 対す る低親和性 のため,CFPMは 菌 体内で標的酵素 と反応するよ

うな低い濃度条件では,CSaseに よ り加水分解 されに くく,CSase産 生 による抗菌力への影響

を受けに くい と考 えられた。
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Cefepime(BMY-28142,CFPM)は ブ リス トル・マ

イヤーズ研究所株式会社東京研究所において合成され

た新規注射用セファロスポ リン系抗生物質で,7位 側

鎖にcefotaxime(CTX)と 同様の α-methoxyimino-

aminothiazole基 を,3位 にN-methylpyrrolidinium

基 を持つi)。CFPMは グ ラム陽性菌のブ ドウ球菌や グ

ラム陰性菌の緑膿菌 を含む広い抗菌スペ クトラムを有

してお り,Enterobacter cloacaeやCitrobacter freun

diiな どのセファロスポ リナーゼ(CSase)を 産 生する

グラム陰性菌に対 してCTXやceftazidime(CAZ)よ

り強い抗菌力 を示すことも知 られている2)。

今回,我 々はCFPMのE.cloacaeとC.freundiiに

対 する抗菌 力 とこれ らの菌 が産生す るCSaseと の相

互作用について検討 したので報告す る。

1.試 験材料および方法

使 用薬剤:CFPM(ブ リス トル ・マ イヤー ズ研 究

所),CTX(ヘ キ ス トジャパ ン),CAZ(日 本 グラ ク

ソ),cefoxitin(CFX,萬 有 製薬)お よびcephalothin

(CET,塩 野義製薬)は それぞれ力価の明らかな標品を

使用 した。

使用菌株:E.cJoacaeお よびC.freundiiは1985年

か ら1987年 に かけて国内の数施設 で分離 され,エ ピ

ゾーム研究所で保存 している臨床分離株を使用 した。

CTX耐 性 菌はCTXのMICが25μg/ml以 上 の菌株

にっい てそれ ぞれ25株 を無作 為に選 び使用 した。

CSase産 生 菌は当研究所保存株 を使用 した。

感受性試験:日 本化学療法学会標準法に従い,寒 天

平板希釈法により最小発育阻害濃度(MIC)を 測定 し

た。CSaseを 誘 導 した ときのMICは,培 地にCFX(20
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μg/ml)を 添加 して測定 した。試験菌の培養には感受

性測定用プロス(STB,日 水)を,測 定培地には感受

性測定用寒天培地(STA,日 水)を それぞれ使 用 し

た。

セファロスポリナーゼ:E.cloacae GN 7471お よび

Cfmndii GN 7391のCSaseを 既報の精製法3.4)によ

り分離・精製 して使用 した。精製酵素はSDS-ゲ ル電気

泳動上で単一バン ドを示 し,95%以 上 の純度 と推定さ

れた。

セファロスポ リナーゼ活性測定:CSase活 性 の測

定は,UV法5,6)に よ りCET(100μM)を 基質 として,

pH7.0,30℃ で測定 した。酵素量は1分 間に加水分解

す る基質のモル数(μmol/min)で 表 わした。

阻害定数(Ki)の 測定:cET(12.5～100μM)を 基

質 として適 当な濃度の薬剤の存在下お よび非存在下で

加 水分解速度を繰 り返 し測定 し,Lineweaver-Burk

plotか ら最小2乗 法によりKi値 を算出 し,そ の平均

値 で示 した。

加水分解反応の測定:基 質濃度10～100μMに おけ

る加水分解初速度 を上記の反応条件で繰 り返 し測定 し,

Lineweaver-Burk plotか ら最小2乗 法によ りKmお

よびVmaxを 算 出し,そ の平均値 で示 した。CEPM,

CTXお よびCAZはCETと 比較 し,CSaseに よ る加

水分解 を受けに くいので,こ れ らの基質 につ いては

CETと 比べ800～3,000倍 量のCSaseを 用 いた。 なお,

各 基質の △E(mM-1・cm-i)お よび測定波長(nm)

はそれぞれ次の値 を使用 した。CFPM(△E:9.12,測

定 波 長:267),CTX(7.25,264),CAZ(10.3,

265),CET(7.66,262)。

CSase誘 導能の測定:E.cloacae GN 5797お よび

Cfreundii GN 14289をsTBで37℃1夜 前培養後,

STB(20m1)に10%接 種 し37℃ で3時 間振盛培養 し

た。培養液に薬剤 を1,10お よび100μg/mlに な るよ

うに添加 し,さ らに2時 間培養 を続けた。培養後氷水

中で冷却 した後,菌 を遠心分離 し50mMリ ン酸塩緩

衝液(pH7.0)で2回 洗浄 した後,超 音波破砕 し遠心

分離後,上 清 を試料 とした。試料中のCSase活 性 およ

びタンパ ク質濃度 を測定 し,酵 素活性はタンパ ク1mg

当 りの比活性 で表現 した。 タンパ ク質濃度はLowry

らの 方法7)で測定 した。

II.結 果

1.CTX耐 性EcJoacaeお よびC freundiiに 対す

る抗菌力

CTX耐 性(MIC25μg/ml以 上)のE.cloam(25

株)お よびC.freundii(25株)に 対す るCFPM,CAZ

お よ びCTXのMIC測 定結果をTable 1に 示す。両菌

種 のCTX耐 性 菌 はCAZに 対 して もCTXと 同程度

の感受性 を示 し,い ずれも12.5μg/ml以 上 のMICを

示 した。しかし,CFPMは これらの菌株の90%以 上の

株に対 し1.56μg/ml以 下 のMICを 示 し,CTXお よ

びCAZと 比較 し16～32倍 程 度強い抗菌力を示 した。

これらの菌種 のCTX耐 性 菌は染色体性のCSaseを

多量にかつ半構成的に産生す ることにより耐性を獲得

していることが知 られている。 そこで,CSase産 生 と

抗菌力の関係 を明らかにするため,CSaseの 誘導能の

強い薬剤 として知 られてい るCFXを 培地に添加 し,

CSaseを 誘 導 した ときの各薬剤 に対 する感受性の変

化を調べた。

2.CSase誘 導 による感受性変化

E.cloacaeお よびC.firmndiiの 感 受性株について,

CFX(20μg/ml)を 培 地に添加あるいは無添加でMIC

を測定 した結果(3株 の幾何平均値)をTable 2に 示

す。20μg/mlのCFXに よ りCSase活 性 は3株 の平

均 でE.cloacaeは0.033μmol/min/mgか ら1.60

μmol/min/mgに,Cfreundiiは0.058μmol/min/mg

か ら0.23μmol/min/mgに そ れぞれ上昇 した。CFX

に よ りCSaseを 誘 導 した時,E.cloacaeお よびC

freundiiに 対 す るCTXのMICは そ れぞれ8倍 お よ

び62倍 に上昇 し,CAZのMICは そ れぞれ10倍 およ

び40倍 に上昇 した。一方,CFPMのMICは それぞれ

Table 1. Antibacterial activity of cefepime against cefotaxime

resistant clinical isolates
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3.1倍 お よび4倍 に上昇 したにとどまった。 この よう

に,CFPMはCSase産 生 量の増大に よる抗菌力の低

下が小さ く,CSaseに よ り抗菌力が左右 されに くいこ

とが確認 された。

3.CSase誘 導能の比較

EcloacaeやC.freundiiのCSaseは 誘 導型である

ため,薬 剤自身の酵素誘導能 も抗菌力を左右する要因

と考えられる8)。そこで,各 薬剤の酵素誘導能 を1～100

μg/mlの 範囲で検討 した。Eoloacae GN 5797お よび

Cfreundii GN 14289を1,10お よび100μg/mlの

薬剤の存在下で培養 し,CSase活 性 を測定 した結果 を

Table 3に 示 す。CTXは 両菌株に対 してCFXと ほ ぼ

同程度の酵素誘導能を示 した。CFPMはC.freundii

GN 14289に 対 してCTXと 同程度のCSase活 性 誘導

を示 したが,E.cloacae GN 5797に 対 して10～100μg

/mlで は,CTXよ りやや低いCSase活 性 を誘導 した。

しか し,CAZと 比較すると両菌株 ともCFPMに よ る

酵素誘導量が多かった。また,こ れらの濃度はMICと

比較 し高い濃度であるため,高 濃度の薬剤により,脱

抑制株が選択 された可能性 も考 えられ る。

4.CSaseに よ る加 水 分 解 反応 速 度 定数 お よび

CSaseに 対 す る阻害定数の測定

CFPMはCTXやCAZと 同様 にEcloacaeやC

freundiiのCSaseに よる加水分解 を受 けに くい2)。 し

か し,酵 素量を多 くして試験す るとこれ らの薬剤の加

水分解反応を検出す ることがで きる。そこで,CETの

よ うな易加水分解性の基質 と比較 し800～3,000倍 の

酵素 を使 用 して,加 水 分 解 速 度 を測 定 し,Kmと

Vmaxを 求めた(Table 4)。 また,CETを 基質 として

測定 した阻害定数(Ki)も 同時にTable 4に 示 す。

Ecloacae GN 7471お よびC.freundii GN 7391の

CSaseに 対 するCFPMのVmaxは それ ぞれCETの

Vmaxの 約1/2,500(Edoacae)お よび約1/400(C

freundii)で 加 水分解 されに くいことが確認 された。と

ころが,CTXお よびCAZのVmaxと 比 較すると,瓦

doacaeのCSaseで はCTXの 約16倍 お よびCAZの

約6倍,ま た,CfreundiiのCSaseで はCTXの 約

120倍 お よびCAZの 約6倍 で,CFPMのVmaxは こ

れら2薬 剤よ り大 きか った。このこ とは,CFPMが 高

基質濃度ではCTXやCAZよ り加水分解 を受 け易 い

ことを示 している。一方,酵 素 と基質の親和性の指標

であるKmあ るいはKiを みると,CFPMの これ らの

Table 2. Decrease in antibacterial activity against Enterobacter cloacae and Citrobacter freundii by induction
of cephalosporinases

a Geometric mean of 3 strains
b Cephalosporinases were induced with cefoxitin (20yg/m1)
c MIC ratio

, induced/not induced

Table 3. Inducer activity for cephalosporinases of Enterobacter cloacae GN5797 and Citrobacter freundii GN14289
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Table 4. Hydrolysis and inhibition kinetic parameters against cephalosporinases from Enterobacter cloacae GN7471 and
Citrobacter freundii GN7391

- : Km values could not be obtained for cefotaxime, because the values were far smaller than the substrate concentrations

used.

CSaseに 対 するKmとKiは200μM以 上で,CTXの

Kiが0.08μM(El6loacae)お よ び0.01μM(C

freundii),ま た,CAZのKmが17μM(E.loacae)

お よび6.8μM(Cfreundii)で あ ったの と比較 し大 き

く,CFPMは これらのCSaseに 対 して親和性が顕著

に低 いことが示された。

III. 考 察

CFPMはE-cloa6aeやC.undiiな どの染色体性

の β-ラ クタマーゼ(CSase)を 産 生する菌種 に対 して

同系の薬剤であるCTXやCAZよ り優 れた抗菌力 を

示す。また,こ れ らの菌種 にみ られ るCTX耐 性 菌

(MIC25μg/ml以 上,そ れぞれ25株)はCTXに 対

しても同時に耐性 を示 したが,CFPMに 対 しては感受

性 を示 し,両 菌種 とも90%以 上 の株が1.56μg/ml以

下 のMICを 示 した(Table 1)。 これらのCTX耐 性 菌

は脱抑制的に多量のCSaseを 産 生す ることが知 られ

てお り9),CFPMはCSase産 生 による抗菌力への影響

を受けに くいことが考えられる。事実,CSaseを よ く

誘導す ることが知 られ るCFXの 存在下でEcloa6ae

お よびC.fremdiiに 対 す る抗菌力 を測定す ると,CF

PMはCTXやCAZと 比較 し酵素誘導によるMICの

上昇の程度が顕著に小 さか った(Table 2)。

E-cloacaeやC.frundiiのCSase産 生様式は本来

誘導型で,薬 剤によりその誘導能が異なることも知 ら

れてお り,抗菌 力への影響 も議論 されている8)。CFPM

のCSase誘 導 能を調べ た結果,CTXやCAZと 同程度

で比較 的誘導能 の低 い部 類に はい る と考 え られ た

(Table 3)。CFPMのCf地undiiやE.cloacaeに 対

するMICは 低 いことか ら,CFPMの 抗 菌力に及ぼす

CSase誘 導 能の影響は微弱であると考えられる。

CSaseに よ る加水分解反応 と阻害反応 を調べ た結

果,CFPMのKmお よ びKiはCTXやCAZのKm

あ る いはKiと 比較 し顕著に大 きく,CSaseに 対す る

CFPMの 親和性は低 いと考 えられ る。 このCSaseに

対す る低親和性がCSase産 生 菌に対す るCFPMの 優

れた抗菌力と関係 していると考 えられる。加水分解の

Vmaxを 比 較 す る とCFPMはCTXやCAZよ り

Vmaxが 大 きく,基 質濃度が高い条件下では加水分解

を受け易い。 しか し,CFPMやCTXのEcloacaeや

C.freundiiの 感受 性菌に対す るMICは お よそ0。1

μM(約0,05μg/ml)程 度 で,β-ラ クタム剤の細菌外

膜 を介 した透過は外膜内外の濃度差に依存する単純拡

散である10)ので,ペ リプラズム内で標的酵素(PBP)

の 阻害を発現する薬剤濃度は0.1μM程 度の非常に低

い濃度 と推定 される。ペ リプラズム内のCSaseと の反

応 もそのような低い薬剤濃度で起 きていると考 えられ,

低 い基質濃度での加水分解速度が抗菌力を左右する一

つの要因と考 えられる11)。す なわち,CEPMは 菌体内

で薬剤が作用す るような低 い薬剤濃度ではcSaseの

加水分解 を受けに くいこ とによ り説明できる。Vmax

お よびKmあ るいはKiを 用 いて推定 した0。1μMに

おけるCFPMの 加 水分解速度は,E.cloacaeのCSase

ではCTXの 約1/90,CAZの 約1/3,Cかeundiiの

CSaseで はCTXの 約1/15,CAZの 約1/5で,両 薬剤

と比較 しCFPMは 分 解されに くいと考えられる12)。ま

た,CAZの 加 水分解速度はCTXよ り小さいにもかか

わらず,CSaseの 影 響をCTXと 同程度に受ける。これ

はCAZの 外 膜透過性が低 く,加 水分解 による抗菌力

へ影響 を相乗的に強めているため と考えられる11)。

このようにCFPMはCTXやCAZの よ うな第3世

代 セフェム剤に耐性 であるCSase高 産 生菌に対 して

も優れた抗菌力 を持っているが,CFPMの この特徴が

臨床成績 にどのように反映 され るか期待 され る。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CEFEPIME AGAINST CEPHALOSPORINASE-

PRODUCING BACTERIA AND INTERACTIONS WITH CEPHALOSPORINASES
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The antibacterial activity of cefepime (CFPM, BMY-28142) against Enterobacter cloacae and
Citrobacter freundii and interactions of CFPM with these bacteria's cephalosporinases were studied
in comparison with cefotaxime (CTX) and ceftazidime (CAZ). CFPM showed superior activity
against CTX-resistant (MIC 25 jig/m1) strains of E. cloacae and C. freundii to those of CAZ and
CTX : more than 90 % of these strains were inhibited by CFPM at 1.56 pg/ml . In the presence of an
inducer for cephalosporinase, the antibacterial activities of CTX and CAZ against susceptible strains
were reduced much more than that of CFPM, indicating that the activity of CFPM is less affected by
cephalosporinase-production than those of the other two agents. On the other hand , the ability of
CFPM to induce cephalosporinase activity of E. cloacae and C. freundii strains was equal to or
somewhat lower than that of CTX and higher than that of CAZ. In hydrolysis and inhibition studies,
CFPM showed much higher Km and Ki values for cephalosporinases of E . cloacae GN 7471 and C.
freundii GN 7391 than did CTX and CAZ. This low affinity of CFPM for cephalosporinases is likely
to confer stability against the enzymes at the low concentrations expected in the bacterial cells and ,
therefore, contribute to the antibacterial activity of CFPM against cephalosporinase-producing
bacteria.


