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Cefclidinの 試験管内抗菌力, PBPsへ の結合親和性 お よび血清補体 又は

マウス培養 マ クロファー ジとの協力作用

横田 健,鈴 木映子,新 井京子

順天堂大学医学部 細菌学教室*

Cefclidin (CFCL) opPseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas malto-

philia, Acinetobacter calcoaceticus, Escherichia coli CS2 (R) , Klebesiella pneumoniae, Proteus
vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens, ampicillin-resistant Haemophilus influenzae, Bacteroides

fragilis, Staphylococcus aureus, methicillin-resistant S.aureus (MRSA) , coagulase-negative
staphylococci (CNS), Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis
お よ びEnterococcus faeciumの24～51臨 床 分 離 株 に 対 す るMIC80は,そ れ ぞ れ0.78,12.5,

1.56, 0.1, 0.2, 0.39, 0.39, 0.1, 0.78, 0.39, 1.56, 1.56, 0.39,>100, 50, 100, 50,

0.05,0.39,>100お よ び100μg/mlで あ っ た 。 CFCLはEcoliのPBPs IBsと3, Paemginosaの

PBPs laと3に 強 い親 和 性 を示 した 。 CFCLと 血 清 補 体 との 協 力 的 殺 菌 作 用 は 中 等 度 だ が,マ ウ

ス培 養Mφ は1/8MIc以 上 のCFCLの 存 在 下 でE.coli生 細 胞 を 良 く食 菌,消 化 し た。
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Cefclidin(CFCL)は エ ーザイ株式会社で開発された

新 しいセフェム系抗生物質で,そ の特徴は緑膿菌に対

す る抗菌力が強い点にあるという。

本報告はCFCLの 各種細菌臨床分離株に対する試験

管内抗菌力,作 用点ペニシリン結合蛋白質(PBPs)に

対す る結合親和性,各 種β-lactamaseに 対 す る安定性

及び親和性,及 び血清補体又はマウス培養マ クロファ

ージ(Mφ)と の協力作用 を検討 し
,本 剤の臨床評価の

ための基礎的研究成績を集積す るの を目的とした。

1.材 料及び方法

1.使 用薬剤

CFCLは 純末 をエーザイ株式会社から供与 された。

対照薬剤 としてceftazidime(CAZ:日 本 グラクソ株式

会社)及 びcefoperazone(CPZ:フ ァイザー製薬株式会

社)を 使用 した。

2.被 検菌株

4年 以内の臨床分離株 で,順 天堂大学附属病院中央

検査室及び東京都老人研究所附属病院中央検査室から

分与された21菌 種21～51株 を使用 した。

3.試 験管内抗菌力の測定

臨床分離株に対する試験管内抗菌力は,日 本化学療

法学会標準法1)に よる最小発育阻止濃度(MIC)と して

求めた。すなわち被検菌 を5m1のL-broth2)で 一 夜振盟

培 養 し,グ ラ ム 陽 性 菌 は100倍 に,グ ラ ム 陰 性 菌 は1,000

倍 に 新 鮮L-brothで 希 釈 し た 。 こ れ を106CFU/ml菌 浮

遊 液 と して 接 種 菌 液 と した 。 た だ しHaemopmusin-

fluenzaeに はHI broth (DIFCO) にFildese xtractを5%

添 加 し た 培 地 を 用 い,Bacteroides fragilisはGAM

broth(ニ ッ ス イ)中 で 前 培 養 し た 。 又,Streptococcus

pyogenesに はHI brothを 使 用 し,Streptococcus

pneumoniaeの 接 種 菌 液 は5%ヒ ツ ジ脱 線 維 血 液 平 板 上

に 増 殖 し た 集 落 をか き取 り,HI brothに 懸 濁 し660nm

の 波 長 でOD 0.5に な る よ うに 調 製 し,こ れ をHI broth

で100倍 希 釈 し て 接 種 菌 液 と し た 。Mueller-Hinton

agar(DIFCO)に 倍 々 希 釈 濃 度 の 薬 剤 を0.013～100

μg/ml添 加 し,こ れ に 接 種 菌 液 を ミ ク ロプ ラ ン ター(サ

クマ 製 作 所)を 用 い て ス ポ ッ ト接 種 し た。37℃ で 一 夜

培 養 し,平 板 上 の 菌 の 増 殖 の 有 無 か らMICを 求 め た。

た だ しSpyogenes及 びS.pneumoniaeに は5%ヒ ツ ジ 脱

線 維 血 液 加Hl agarをH.irfluenzaeに は5%Fildes

extract加HI agarを 使 用 し,B.fragilisは 薬 剤 添 加

GAM agarを 用 い ガ ス パ ッ ク法(BBL)で 嫌 気 培 養 し

た 。

4.作 用 点 ペ ニ シ リン 結 合 蛋 白(PBPs)に 対 す る結

合 親 和 性 の 検 討 法

Escherichia coli NIHJJC-2,Providencia reugeri

*〒113文 京区本郷 二丁 目1-1
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21,Serratia marcescens 13, Pseudomonas aer-

uginosa PA 01,Acinetobacter calcoaceticus 5及 びH

.influenzae ATCC 9334を 被 検 菌 と した 。

Spratt 3)の 方 法 に 準 じ 非 放 射 性CFCLま た はCAZ

と14C-penicillin G(14C-PCG:Amersham 500μCi/

μmole/ml)と の 競 合 結 合 実 験 か ら検 討 した 。 す な わ ち

被 検 菌 を10m1のL-broth中 で一 夜 振 盈 培 養 し,その 全 量

を200mlの 坂 口 フ ラ ス コ中 に 接 種 し,37℃ で 振 量 培 養

を続 け対 数 増 殖 期 後 期 の 菌 細 胞 を冷 却 遠 心 で 集 め た 。

10mMのMgCl2加50mMリ ン 酸 緩 衝 液(pH7.0)で 一 回

洗 い,同 液8mlに 浮 遊 した 。Branson sonifierで10kc,効

率20%で 氷 冷 下 音 波 破 砕 した 。そ の3,000×910分 間 遠

心 上 清 を,100,000×g30分 間 超 遠 心 し て 膜 画 分 を 集 め

た。 同 緩 衝 液 で 一 回 洗 浄 後,少 量 の 同 液 に 再 浮 遊 し

Lowry法 で タ ン パ ク 量10mg/mlに な る よ うに 調 製 し

た。 膜 画 分30μ1に 水 ま た は1.1～137.5μg/mlの 非 放 射

性CFCL又 はCAZを 加 え,30℃10分 間 反 応 させ た 。こ れ

に3μ1の14C-PCG液 を加 え さ ら に30℃10分 間 反 応 さ せ

た。 反 応 液 に3μ1の20%w/vのsarkocylと60mg/mlの

PCGと の 等 量 混 合 液 を加 え 反 応 を停 止 した 。 不 溶 画 分

を10,000×g30分 遠 心 で 除 き,上 清300μlと15μlのSDS

緩 衝 液 及 び5μ1の β-mercaptOethanolを 混 合 し,沸 騰

水 中 で2分 間加 熱 した 。 そ の 全 量 を10%ポ リア ク リル

ア ミ ド平 板ge1に 乗 せ120Vで 等 電 圧 電 気 泳 動 を行 っ た。

タ ンパ クを 固 定 しge1を 水 洗 い した 後2,5-diphenylox-

azoleを 浸 み 込 ませ て 乾 燥 し,Kodak X-Omat filmに

密 着 し－80℃ で20日 間 感 光 させ た 。

5.β-lactamaseに 対 す るCFCLの 安 定 性 の 検 討

各 種 β-lactamaseに 対 す るCFCLの 安 定 性 はMa-

croiodo法41に よ り測 定 し たVmaxの 比 較 値 で 表 し た 。

6.β-lactamaseに 対 す る結 合 親 和 性 の 検 討 法

Enterobacter cloacae Nek 39,Proteus vulgaris 33

の菌 細 胞 音 波 破 砕 液 の 超 遠 心 上 清 をcephalosporinase

(CEP ase)Ia型 及 びIc型 の 粗 酵 素 液 と し た。 又

Proteus mimbilis JY 10,E.coli CS2/RK1,Klebsiella

pneumoniae 42及 びE.coli CS2/RE45の 細 胞 音 波 破 砕

液 の超 遠 心 上 清 をPenicillinase (PCase)IIb型,III型,

IVb型 及 びV型 の 粗 酵 素 液 と し た 。CEPaseに は

cefaloridine(CER)を,PCaseに はABPCを 基 質 と し,

それ に対 す るCFCLま た はCAZのKi値 をLineweaver-

Burk plotに よ る計 算 式 か ら求 め た 。

7.CFCLと 血 清 補 体 又 は マ ウ ス培 養Mφ と の 協 力

的 殺 菌 作 用 の 検 討 法

EcoliNIHJJC-2を10mlのL-broth中 で 一 夜37℃ 振

盪 培 養 した 。 こ れ を新 鮮Lbrothで10,000倍 に希 釈 し5

mlず つ 試 験 管 中 に 分 注 し た 。1本 を対 照 と し,2本 目

にはCFCLの50%殺 菌 濃度(ID5。:5時 間後に生菌数

が接種時の50%に な る濃度)を 加え,3本 目にはこの

菌の増殖に影響を与えないモルモッ ト補体の最高量,

0.5umits/mlと20%ヒ ト非働化血清を添加 し,4本 目に

はID50のCFCLと 補 体及び ヒト血清 を加 えた。37℃ で

振盟培養 を続け,1,3,5及 び24時 間 後にそれぞれの一部

を取 り出し適当に対数希釈 して平板法で生残菌数 を計

算 した。

Mφ はICR♂5週 令マ ウスの腹腔を8mlの10%fetal

calf serum加 下12培 地(ニ ッスイ)で 洗って採取 し低

速遠心 して同培地5m1に 再 浮遊 した。同液で一 回洗浄

後105cells/mlの 浮遊液 を作 り,そ の0.1mlを カバース

リップを沈めたCoriningcellwells(24穴)の 各wellに

接 種 し,同 培地1mlを 加 え5%CO2存 在 下37℃ 一 夜培

養 した。翌 日浮遊液を除 き20%L-CM5)を 加 え2時 間

CO2培 養 しMφ を活性化 した。各wellに 一 夜振盛培養

したEco♂iNIHJJC-2をMφ の50倍 量接種 した。一部

のwellに は1～1/16MICのCFCLを 加 えた。これ を5

時 間CO2培 養 を行 い,カ バー ス リップ を取 り出 し

Saline Gで 洗 浄後methanol固 定,Giemsa染 色 して光

顕像 を観察 した。

II.成 績

1.CFCLの 試験管内抗菌力

Staphylococcus aureus 49臨 床 分離株(methicillin-

resistant S.aureus: MRSAを 含 む)に 対す るCFCLの

MIC50は25μg/mlで,CAZと 同程度であった。MRSA

だ け集め るとそのMICsoは100μg/mlでCAZやCPZよ

り若干強かった。coagulase(-)staphylococci42株 に対

す るCFCLのMIC50は12.5μg/mlで,CAZと 同 程 度

CPZよ り弱かった。S.pyogenes 48株 に対 してはCFCL

のMIC50は0.05μg/mlでCAZよ り強 く,CPZと 同程度

であった。S.pneumonioe 24株 に対するCFCLのMIC50

は0.39μg/mlでCAZと 同 程度 でCPZよ り弱か った。

Enterococcus faecalis 39株 に対 しては,CFCLはCAZ

同様 に抗菌力を示 さず,CPZのMIC50は50μg/mlで あ

った。Efaecim42株 に対 しては,CFCLを 含 めすべ て

の薬剤は抗菌力を示さなかった(Tablela)。

種 々のR因 子を含むEcoli CS251亜 株 に対 しては

CFCLのMIC50は0.1μg/mlでCAZよ りわずか に強 く,

CPZよ りはかな り抗菌 力が強かった。K.pneumoniu

50株 に対 してもCFCLのMIC5Oは0.1μg/mlで,CAZの

0.2μg/ml,CPZの0.39μg/mlよ り優れていた。P.mir-

abilis 50株 に はCFCLのMIC50は0.2μg/mlで,CAZよ

りは弱かったがCPZよ りはかな り強かった。P.vulgar-

is 50株 に対 してもCFCLのMIC50は0.2μg/mlで,CAZ

よ りは劣 るもののCPZよ り強かった。Pre惚eri43株 に
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Table 1a. Antibacterial activities of cefclidin and others against clinical isolats of gram-postive bacteria

MRSA: methcillin resistant S. aureus
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Table 2. Ki values of cefclidin and others against various Q-lactamases

はCFCLの 抗菌力が最 も優れ,そ のMIC5。 は0.1μg/ml

であ った。特にCAZ,CPZ耐 性 株に対 しCFCLは 全 株

1.56μg/mlで 抑 えるという強い抗菌力 を示 した。Mor-

8anella morganii 50株 に 対 して もCFCLのMIC50は

0.1μg/mlで,全 株0.2μg/mlで 抑 えCAZやCPZよ り抗

菌力は強か った。S.marcescens49株 に はCFCLの

MIC50は0.39μg/mlで あ り,CAZと 同程度だがCPZよ

り抗菌力は強 く,Ecloacae50株 に対するCFCLの 抗 菌

力はCAZやCPZよ りかな り強 く,そ のMIC50は0.39

μg/mlで あ った。citrobacter freundii 50株 に もCFCL

の抗菌力はCAZやCPZよ り強 く,そ のMIC50ば0.1μg/

mlで あ うた。P.aemginosa 50株 に 対す るCFCLの

MIC50は0.39μg/mlで,す べての臨床分離株が3.13μg/

ml以 下 で増殖阻止された。これはCAZの2倍,CPZの

約20倍 強 い抗菌力を示すことになる。P.cepac毎40株 に

対 しては,本 剤のMIC50は6.25μg/mlでCAZよ りは劣

るが,CPZよ りは強い抗菌力を示 した。A.calcoaceticus

40株 に対 して もCFCLの 抗 菌力は優れ てお り,そ の

MIC50は0.78μg/mlで あ った。CFCLはCPZやCAZ同

様XOnthomonas maJltphiziaに もある程度の抗菌力 を

示 し,そのMIC50は6.25μg/mlで あ った。ABPC耐 性且

influenzae 26株 に対するCFCLの 抗菌力はCAZと 同程

度であ りそのMIC50は0.2μg/mlでCPZよ り若干弱か

った。嫌気性菌Hし,加gilis40株 に 対 して はCFCLの

MIC50は50μg/mlで,CAZやCPZ同 様 に抗菌力は弱か

った(Tablelb)。

2.ペ ニ シリン結合蛋白(PBPs)に 対 するCFCLの 結

合親和性

Fig.1aの とお りEcoZiNIHJJC-2のPBPsに 対 する

CFCLの 結合親和性 は,PBP3に 最 も強い親和性 を示 し

た。しかしPBPIA及 び1Bsに 対す る結合親和性はCAZ

よ り低かった。Preugeriに 対す る結合親和性は,Fig.

1bの ご とくPBP3,1C及 び4の 順 に結合親和性があ り,

特 にPBP3に 対す る結合親和性 はCAZよ り高かった。

S.marcescms 13に 対 して も,Fig。1Cの ご とくCFCLは

PBP3に 高 い親和性 を示 した。P.aerrginosa PAO 1の

PBPsに は,Fig.1dの ごとくPBPIAに 最 も親和性が高

く,次 いでPBP3β に高かった。しか しCAZの 結合親和

性よ りは若干低かった。A.oalcoaceticus5のPBPsに

対 してもFig.1eの ご とくPBP3に 最 も親和性が高 く,そ

の程度はCAZよ り顕著であった。H乙ir翼uen2aeATCC

9334のPBPsに 対 して はFig.1fの ご と く,CFCLは

PBP5に 親和性が高 く,次 いでPBP2及 び6で,そ の程度

はほぼCAZの それ と同じであった。

3.CFCLの 各 種β-lactamaseに 対す る安定性

CFCLはFig。2aの とお り各種PCase型 β-lactamase

では ほ とんど水解 されなかった。又Fig.2bの とお りIa

型及 びIb型CEPaseで もCFCLは まった く水解 されな

かった。

4.各 種β-lactamaseに 対す るCFCLの 結合親和性

Ki値 で比較するとCFCLの そ れは各種β-lactamase

に対 して大 きく,Table2の とお り結合親和性が低 いこ

とを示 している。特にEcloacaeNEK39のIa型CE-

Paseに 対 してはCAZに 比 べ約100倍 低 い結合親和性 を

示 した。

5.CFCLと 血清補体 との協力的殺菌作用

Fi&3の とお り,ID50のCFCLと 増 殖に影響 しない最

高量の補体 を共存 させ ると殺菌力が相乗的に高 くな り,

5時 間後には共存下 で1/100以 下 の生残菌数になった。

しか し24時 間後にはある程度の再増殖が認め られた。

6.CFCLと マ ウス培養マ クロフ ァー ジ(Mφ)と の

協力的食菌殺菌作用

Ecoli NIHJ JC2を マ ウス培養Mφ に食菌 させ ると

Fig.4aの ご と く食菌 され たEcoliは 細 胞内で増殖 し



18
CHEMOTHERAPY

SEPT.1992

Fig. 1. Competition of cefclidin and ceftazidirne for bacterial penicillin-binding proteins (PBPs)

Mφ を破壊 し遊出す る。1MICのCFCLの 共存下では

薬剤の影響 でfilament化 した菌細胞は食菌消化 され,

Mφ は正常にとどまる(Fig.4b)。1/2～1/8MICのCFCL

の存在下 でもFig.4c,4d,4eの ご とく薬剤 とMφ の協力

作用が認められMφ は破壊 されなかった。 しか し1/16

MICに な ると両者の協力作用は明かでな くMφ は破壊

された。
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ABPC: ampicillin CER : cephaloridine CEZ : cefazolin CMZ : cefmetazole

CPZ : cefoperazon CTX : cefotaxime CZX : ceftizoxime CMX : cefmenoxime

AZT : aztreonam CAZ : ceftazidime

Fig. 2a. Stability of fl-lactam antibiotics against various penicillinase
—type 1-lactamases

ABPC : anipicillin CER: cephaloridine CEZ : cefazolin CMZ : cefmetazole

UV, : cefoperazon CTX: cefotaxime CZX : ceftizoxime CMX : cefmenoxime

AZT : aztreonam CAZ : ceftazidime

Fig. 2b. Stability of fl-lactarn antibiotics against various cephalosporinase
—type jI -lactamases

III.考 察

CFCLの 最 大の特徴はPaeruginosaに 対 す る抗菌力

がCAZ及 びCPZよ り強い点にある。しか し,同 菌の作

用点PBPに はむ しろCAZの 方 が結合親和性が高いの

で,本 剤の優 れたP.aeruginosaに 対 す る抗菌力はβ-

lactamaseに 結 合親和性が低いため,薬 剤捕捉に よる

耐性(Trapping)が 出に くいためだろう。その他本剤

がPaemginosaの 外 膜porinをCAZよ り良 く透過す る

可能性 もある。CFCLはP.reugeriに もCAZやCPZよ り

優れた抗菌力 を示すが,そ の差は特にCAZやCPZ耐 性

株 に著明なので,こ の場合 もβ-lactamaseに 対 する親

和性が低いため薬剤捕捉による耐性が出に くいためで

あろう。Ecoliに もcFcLはCPZよ りは もちろん,cAz

よ り強い抗菌力を示すが,こ の菌がPlasmid性 に 作る

PCase型 β-lactamaseに は 両剤 とも結合親和性 が低 い

ので,Ecoliに 対 するCFCLの 優 れた抗菌力は優 れた

porin透 過性による可能性が高い。A.calcoaceticusの 作

用点に対 してはCFCLのPBP3に 対 する結合親和性は
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Fig. 3. Influence of complement of the highest
concentration manifesting little growth
inhibitory effect on Eschericlia coli NIHJ
JC-2 on the ID50 of cefclidin (0.05/2g/ml)

CAZよ り高いので,作 用点に対す る阻害度の強 さが

CAZよ り優 れた抗菌 力 を示す理 由 と考 え られ た。

CFCLのS.marcescens及 びABPC耐 性H.influenzaeの

本剤の抗菌力はCAZと 同程度であ り,作 用点における

結合親和性の強 さもあまり差がなかった。

CFCLは 各種β-lactamaseで 全 く水解 され ないだけ

でな く,す べての型のβ-lactamaseに 均 等に結合親和

性が低いので加水分解による耐性菌 も薬剤捕捉による

耐性菌 も出に くい薬剤 ということができる。

CFCLは 血清補体 との協力的殺菌作用が強いだけで

なく,マ ウス培養Mφ との協力的食菌殺菌作用 も顕著

で1/8MICま でその協力作用 は認め られた。以上のこ

とを総合するとCFCLは その体内動態が良ければ各種

細菌感染症,特 にPaeruginosa,E.cloacae,Prettgeri等

に よる難治感染症に特に優れた臨床効果が期待 され る。
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4a. control 4b. I MIC

4c. 1/2 MIC 4d. 1/4 MIC

4e. 1 8 MIC 4f. 1 16 MIC

Fig. 4. Phagocytosis of Eacherichia coli NIHJ JC-2 by mouse cultured macrophages in the presence of
sub MIC of cefclidin
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CEFCLIDIN, ITS IN VITRO ANTIBACTERAL ACTIVITY,
BINDING AFFINITY TO BACTERIAL

PENICILLIN BINDING PROTEINS (PBPs), AND

SYNERGY IN BACTERICIDAL EFFECT WITH COMPLEMENT
OR MOUSE CULTURED MACROPHAGES

Takeshi Yokota, Eiko Suzuki, Kyouko Arai
Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University

2-1-1, Hongo, Bunkyo-ku, Tokyo 113, Japan

Cefclidin (CFCL) is a unique, parenteral oxime-type cephem antibiotic possessing (4-carbamoy1-1-

quinuclidino) methyl side chain on the 3 position.

MICs of CFCL against 24 to 51 fresh clinical isolates of 7 Gram-positive and 15 Gram-negative

species of bacteria were measured by the plate dilution method with one-spot inoculum of 106 cfu/ml

suspensions of the test bacteria. The affinity to bacterial PBPs was examined by the competitive

method improved by the authors.

MIC80 to Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas maltophilia, Acinetobacter

calcoaceticus, Escherichia coli, carrying various R plasmids, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,

Serratia marcescens, Haemophilus influenzae, Bacteroides fragilis, Staphylococcus aureus, MRSA,

coagulase-negative staphylococci, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus

faecalis and Enterococcus faecium were 0.78, 12.5, 12.5, 1.56, 0.1, 0.2, 0.39, 0.39, 0.1, 0.78,

0.39, 1.56, 1.56, 0.39,>100, 50, 100, 50, 0.05, 0.39,>100, and 100ƒÊg/ml, respectively. CFCL

manifested the strongest binding affinity to PBPs lBs and 3 of E.coli, PBPs 1A and 3 of P.aeruginosa,

PBPs 1B, 1C and 3 of S.marcescens, and PBPs 1 and 3 of A. calcoaceticus. Since CFCL has a strong

affinity to PBPs essential for cell elongation, its strong bactericidal effect is expected.




