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Cefclidinのin oitroお よ びin vivo抗 菌 力

西野武志,大 槻雅子,尾 花芳樹,比 留間良一,田 嶋雅徳

京都薬科大学 微生物学教室*

新 し く合 成 され た 注 射 用 セ フ ェ ム 抗 生 物 質cefclidin(CFCL)のin vitzoお よ びin vivo抗 菌 力

につ い て,cefoperazone(CPZ),cefmenoxime(CMX),ceftazidime(CAZ)お よ びcefuzonam

(CZON)を 比 較 薬 と して 検 討 し,以 下 の 成 績 を得 た 。

CFCLは グ ラム陽性菌か ら緑膿菌を含むグラム陰性菌にまで幅広い抗菌スペ ク トルを有 して

い た 。 グ ラ ム 陽 性 菌 のStaphylococcus aureusに 対 し て はCAZと, Staphylococcus epidermidis に

対 してはCPZと ほ ぼ同等の,ま たStnptococcus spp.に 対 してはCAZと ほぼ同様な抗菌力を示 し

た。腸内細菌群に対するCFCLの 抗 菌力は対照薬 とほぼ同様の優れた抗菌力を示 し,特 に第三世

代セフェム耐性菌の多い Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Morganella  morganii

には対照薬より優れた抗菌力 を示 した。Pseudomonas aeruginosa に対 してはCAZよ りも4～16

倍強い非常に優れた抗菌力を示した。臨床分離株のS. aureus, S. epidermidis, Streptococcus

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgar-
is, M. morganii, E. cloacae, E. aerogenes, Serratia marcescens, Haemophilus influenzae, Bran-

hamella catarrhalis, Acinetobacter calcoaceticus, P. aeruginosa に対す るCFCLのMIC50は それ

そ れ6.25, 3.13, 0.10, 0.10, 0.10, 0.20, 0,20, 0.20, 0.10, 0.20, 0.78, 0.10, 1.56,

0.78, 0.78μg/mlで あ っ た 。

E. coli, A. calcoaceticus, P. aeruginosa に対 してCFCLは 薬剤濃度に応じた殺菌作用を示 した。

P. aeruginosa にCFCLを 作用させた時の形態変化を位相差顕微鏡 走査電子顕微鏡により観察

し た と こ ろ,低 濃 度 でfilament像,spheroplastそ し て 溶 菌 像 を 認 め た 。 マ ウ ス実 験 的 腹 腔 内

感染症に対す るCFCLの 治療効果は,S.mz飢sで はCAZと 同様の効果を示 し, S. Pneurnoniae,

K. pneumoniae に 対 し て は 他 剤 よ り若 干 劣 っ た が,EcoJi,S.maｒcescen5に 対 して は 他 剤 と同

様 の優 れ た効 果 を示 した 。A.calcoaceticusと β-lactamase過 剰 産 生 株 あ る い はgentamicin(GM)

耐 性 のP.aeruginosaに 対 して は 使 用 薬 剤 中 最 も優 れ た 効 果 を 示 した 。
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Cefclidin(CFCL)は エ ー ザ イ 株 式 会 社 で 合 成 さ れ た

新 し い注 射 用 セ フ ェ ム 抗 生 物 質 で あ る。化 学 名 は{(6R,

7R)-3-[(4-carbamoyl-1-quinuclidinio) methyl]-7- [2

- (5-amino -1 , 2, 4-thiadiazol-3yl-1)- (Z)-2-

methox yiminoace toamido]-8-oxo-5-thia-1-azabicy-

clo(4,2,0)oct-2-ene-2-carboxylate}で,い わ ゆ る ベ

タ イ ン構 造 を有 す るoxime型 セ フ ェ ム 抗 生 物 質 で あ り,

分 子 式(分 子 量)がC21H26N8O6S2(550.62)の 白 色 な

い し淡 黄 色 の 結 晶 性 の 粉 末 で あ る。

本 剤 は グ ラ ム 陽 性 菌,陰 性 菌 に 対 して 幅 広 い 抗 菌 ス

ペ ク トル を有 し,特 に 第 三 世 代 セ フ ェ ム 剤 耐 性 の 多 い

Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii や

Pseudomonas aeruginosa を含むグラム陰性菌に対 し

て 優 れ た抗 菌 力 を示 し,β-lactamaseに 対 して も極 め

て 安 定 で あ り,親 和 性 も 低 い こ と が 報 告 さ れ て い

る1,2)。

今 回,我 々 はCFCLのinvitroお よ びinvivo抗 菌 作 用

に つ い て 既 知 抗 生 物 質cefoperazone,cefmenoxime,

ceftazidimeお よ びcefuzonamを 比 較 薬 と し て 検 討 し

た の で 報 告 す る。

1.材 料 と方 法

1.使 用 薬 剤

Cefclidin(CFCL;エ ー ザ イ 株 式 会 社),cefoper-

azone(CPZ;富 山 化 学 工 業),cefmenoxime(CMX;

武 田 薬 品工 業 株 式 会 社),ceftazidime(CAZ;日 本 グ

ラ ク ソ株 式 会 社),cefuzonam(CZON;日 本 レ ダ リー

*〒607京 都市山科区御陵 中内5
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株式会社),cefsulodin(CFS;武 田 薬品工業株式会

社),piperacillin(PIPC;富 山化学工業株式会社),

cefpiramide(CPM;住 友 製 薬株 式 会社),お よ び

gentamicin(GM;塩 野義製薬株式会社)の いずれも力

価の明かなものを用いた。

2.使 用菌株

教室保存の グラム陽性菌19株,グ ラム陰性菌27株 お

よび臨床材料から分離された Staphylococcus aureus

62株,  Stdhhvlococcus ebidermidis 26株,  Streptococcus

tneumonzae 16株, Streptococcus pyogenes 35株, Es-

cherichia coli 96株,  Klebsiella pneumoniae  62株, E.

cloacae 29株,  Enterobacter aerogenes  34株, Serratia

marcescens 91株, Proteus mirabilis  30株,  Proteus

vulgaris 36株, Providencia rettgeri  17株, Morganella

morgann 25株 Haemophilus influenzae 24株, Bran-

hamella catarrhalis 19株, Acinetobacter calcoaceticus

64株 お よびP. aemkinosa 40株 を 用 い た 。

3.感 受 性 測 定 法

前 培 養 にTryptosoya broth(TSB,ニ ッ ス イ),感 受

性 測 定 培 地 にHeart infusion agar(HIA,ニ ッ ス イ)

を用 い,日 本 化 学 療 法 学 会 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)

測 定 法3)に 従 っ て 行 っ た 。 な お,  Strebtococcus Spp.,

Corynebacterium diphtheriae には10%馬 脱繊維血液を

添加 したHIAを,H.influenzaeに は5%の 割合にFilde's

enrichment(Difco)を 添加 したHIAを,B.catarrhalis

には5%馬 脱繊維血液を添加 したチヨコレー ト寒天培

地 を測定培地 として用いて37℃,20時 間培養後のMIC

(μg/ml)を 求 めた。

4.増 殖曲線に及ぼす影響

前培養 したEcoliKC-14,A.calcoacetims Ac-54,

P.aeruginosa E-2の 各菌液をHeart infusion broth

(HIB,ニ ッスイ)で希釈 し,振 とう培養 を行 った。約

2～3時 間後の対数期途上に種々の濃度の薬剤 を作用さ

せ,薬 剤作用1,2,4時 間後に生菌数の測定を行 った。

5.位 相差顕微鏡による形態観察

スライ ドグラス上で薬剤 を含有させた薄層の寒天を

作成 し,こ れに対数増殖途上のEcoJiKG14,P

aeruginosa E-2, A. calcoaceticus Ac-54各 菌液 を塗抹

後,カ バーグラスを載せ,パ ラフィンで封 じ,こ れ を

ニ コン倒立位相差顕微鏡で観察した。

6.走 査型電子顕微鏡による形態変化

TSBを 用 いて前培養 を行 い,こ れ を1%の 割 合 で

HIBに 接種 し,37℃ で振 とう培養を行 った。培養約3

時 間後の対数途上に薬剤 を作用させ,2時 間後に菌体 を

集菌 し,電 子顕微鏡の試料 とした。1%glutaraldehyde

溶 液 にて前固定を行 い,Kellenbergerら の方法4)に従

って,1%OsO4で 本 固定後,ア ルコール系列 で脱水を

行 った。これ を酢酸 イソア ミールに置換 し,臨 界点乾燥

法により乾燥 を行 った。その後,カ ーボン,金 にて蒸

着 し走査電子顕微鏡JSM-35(日 本 電子)で 菌体の表面

構造 を観察 した。

7.マ ウス実験的感染症に対する治療効果

ddy系 雄性マウス(4週 令,体 重20±19)1群10匹 を

用 い た。S. pneumoniae III型 の 菌 液 あ る い は6%gas.

tric mucin(半 井 化学)と 等量混合 した各種菌液をマウ

ス腹腔内に接種 し,接 種2時 間後に1回 皮下治療を行

った。7日 目の生存率か らLitchfield-Wilcoxon法5)に

よ りEDso(mg/mouse)お よびその95%信 頼 限界値を

算出 し,治 療効果 として示 した。

8.β-ラ クタマーゼ活性

被験菌株 の一 夜培養液 をHIBに5%接 種 し,37℃ で

4～5時 間培養後集菌 した。誘導を行 う場合には2～3時

間後に0.1μg/mlのIPMを 添加 した。破砕菌体を遠心

分離により除き遠心上清を細胞粗抽出液 とし,100μM

のCETを 基質 としてUV法1)に よ り測定 し,単 位蛋白あ

た りの活性で表 した。

II.実 験 結果

1.抗 菌 スペ クトル

教室保存のグラム陽性菌群およびグラム陰性菌群に

対する感受性 について検討 した結果をTable1,2に

示 した。CFCLは グ ラム陽性菌か らグラム陰性菌に幅

広い抗菌力を示 した。 その抗菌力を比較すると,グ ラ

ム陽性菌 ではCAZと ほぼ 同等か若干強い抗菌 力を示

したが,CPZ,CMX,CZONよ りも劣 っていた。一方,グ

ラム陰性菌に対しては,CFCLは 優 れた抗菌力 を示 し

た。特に,P.aeruginosaに 対 してはCAZよ り8倍 強い最

も優れた抗菌力を示 した。

2.臨 床分離株に対する感受性分布

臨床由来の17菌 種 に対す る累積分布および感受性分

布 をTable3に 示 した。

1)S.aureusの 場合

CFCLのMICsoは6.25μg/mlでCPZ,CMX,CZONよ

りも劣 っていたが,CAZと 同等か若干優れていた。

2)S.epidemidisの 場合

CFCLのMIC5。 は3.13μg/mlでCAZよ り2倍 優れて

いたが,他 比較薬 より劣 っていた。 しか し,CFCLの

MIC90は6.25μg/mlで あ り,対 照薬に対する耐性菌で

はCAZよ りはるかに優れ,他 の比較薬 と同等の抗菌力

を示 した。

3)Spnemoniaeの 場合

CFCLのMIC90は0.39μg/mlでCAZと 同 等の抗菌力

であったが,他 の比較薬 より劣 っていた。
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Table 1. Antibacterial spectrum of cefclidin against gram-positive bacteria (106cells/ml)

Table 2. Antibacterial spectrum of cefclidin against gram-negative bacteria (106cells/ml)
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4) S. pyogenes の場合

CFCLのMIC90は0.10μg/mlで,CAZ,CPZと 同 等 で

あ っ た が,CMX,CZONよ り劣 っ て い た 。

5)E.coliの 場 合

CFCLのMIC90は0.20μg/mlで あ り,CMXと 同 様 最

も優 れ た 抗 菌 力 を示 し た。

6) K. pneumoniae の場合

CFCLのMIC90は0.78μg/mlで あ り,CMXよ り劣 る

が,CAZの2倍,CPZの16倍 強 い 抗 菌 力 を示 した 。

7)EcJoacaeの 場 合

CFCLは0.10～0.20μg/mlと 幅 の 狭 い 感 受 性 分 布 を

示 し,MIC90は0.20μg/mlで 他 剤 よ り も8倍 強 い 抗 菌

力 を 示 した 。

8)E.amgenesの 場 合

CFCLの 感 受 性 分 布 は,0.10～1.56μg/mlと 他 剤 に

比 べ て 幅 が 狭 か っ た。MIC90は0.20μg/mlで,CAZよ り

128倍 優 れ,他 剤 に 対 して も32～128倍 優 れ て い た。

9) S. marcescens の場合

CFCLは 比較薬 とほほ同 等に優れた抗菌力を示 した。

10) P. mirabilis の場合

Table 3. Comparative in vitro activities of cefclidin and other cephalosporins against clinical isolates
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Table 3. continued

CFCLの 抗菌力はCAZよ り若干劣 ったが,MIC90は

0.39μg/mlで あ り,優 れた抗菌力を示 した。

11)P.vulgarisの 場合

CFCLのMIC50はCAZやCMXよ り劣 ったが,MICg。

ではほぼ同等の優れた抗菌力を示 した。

12)P.rettgeriの 場合

CFCLのMICgoは0.39μg/mlで あ り,CAZよ り8倍

優れ,最 も優れた抗菌力を示 した。

13)M.morganiiの 場 合

CFCLのMIC50とMIC90は と もに0.20μg/mlで,耐 性

菌に対 しても優れた抗菌力を示 した。CAZの32倍 優 れ

た抗菌力を示 し,他 の比較薬よ りも優れていた。

14)P.aeruginosaの 場合

CFCLは0.78μg/mlで すべての株の発育 を阻止 し,
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Table 4. Protective effects of cefclidin on experimental infections in mice

*containing 3% hog gastric mucin

**not containing gastric mutin

そ の 抗 菌 力 はCAZよ り16倍 優 れ,他 の 比 較 薬 よ り も は

るか に 優 れ て い た 。

15)A.caJcoaceticusの 場 合

CFCLのMIC90は3.13μg/mlで あ り,最 も優 れ た 抗 菌

力 を 示 し た 。

16)H、ihfluenzaeの 場 合

CFCLのMIC90は0.39μg/mlで,そ の 抗 菌 力 はCPZ,

CMX,CZONよ り も劣 っ た が,CAZと ほ ぼ 同 等 で あ っ

た 。

17)B.catarrhalisの 場 合

CFCLのMIC90は3.13μg/mlでCPZと 同 等 で,CAZ,

CMXよ り劣 っ て い た。

3.増 殖 曲 線 に 及 ぼ す 影 響

CFCLのE.coliKC-14,A.calcoaceticusAc-54,P

aeruginosaE-2に 対 す る殺 菌 作 用 に つ い て検 討 し た 結

果 をFig.1に 示 し た。 各 々 の 菌 種 に お い て,CFCLお

よ びCAZの い ず れ の 薬 剤 もMIC濃 度 付 近 か ら作 用 濃

度に応 じた殺菌作用を示 した。

4.形 態変化

P.aeruginosaE-2にCFCLを 作 用させた時の位相差

顕微鏡像および走査電子顕微鏡像 をそれぞれFig.2,

Fig.3に 示 した。低濃度か ら(0.08μg/ml作 用時)菌 の

伸長化が観察 され,2μg/ml以 上 ではスフェロプラス ト

やバルジ,溶 菌像が認め られた。

5.マ ウス実験的感染症に対する治療効果

グラム陽性菌2菌 種 とグラム陰性菌4菌 種 を用いた

マウス実験的全身感染症に対するCFCLお よび比較薬

の治療効果 をTable4に 示 した。S.aureus Smith感 染

時のCFCLの 治 療効 果 はED50で3.3mg/kgで あ り,

CPZやCZONよ りも劣ったが,CAZやCMXと ほ ぼ同

等であった。S.pneumoniaeTypeIII,Ecoli 444,K

pneumoniaeKC1に 対 する治療効果はCPZ,CMX,

CZONよ りも劣 っていた。SmazcescensT-55に 対 して

はCAZに 次 いで優 れた抗菌力を示 した。一方,A.cal-
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Table 5. Protective effects of cefclidin on P. aeruginosa experimental infections in mice

*containing 3% hog gastric mucin

Table 6. ƒÀ-lactamase activity of bacteria used in experimental infections

a) E2, laboratory stock strain producing inducible cephalosporinase; K-31, gentamicin resistant

clinical isolate producing inducible cephalosporinase; EN0011, ceftazidime resistant clinical

isolate producing high level cephalosporinase; KA-5 and TP-5 are clinical isolates and

produce inducible high level cephalosporinase and penicillinase.

b) The enzyme activity was determined by spectrophotometric assay using 100pM cephalothin

(cephalosporinase) or 200ƒÊM ampicillin (penicillinase) as the substrate. Imipenem (0.lpg/ml)

was added to mid-exponential phase culture broth. Incubation was continued for 2.5h at 37t.
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coaceticusに 対 するED50は0.8mg/kgでCAZの2倍,

他 の比較薬の7倍 以上の優れた治療効果 を示 した。

緑膿菌5株 を用いたマウス実験的全身感染症に対す

るCFCLお よび比較薬の治療効果をTable5に 示 した。

またこれ ら菌株の β-lactamase産 生 プ ロフィルは

Table6に 示 した。CFCLは β-lactamase産 生 脱抑制

株(EN0011),penicillinase産 生株(KA-5,TP-5)

やGM耐 性 株(K-31)に 対 して も最 も優れた治療効果 を

示 し,TP-5株 を除 く全ての株にCAZよ り2～5倍 優れ

ていた。TP-5株 で は,CAZと ほぼ同等の治療効果であ

ったが,他 の抗緑膿菌性β-ラ クタム剤であるCPM,

CPZ,CFS,PIPCに 比べるとはるかに優れていた。

III.考 察

CFCLは7位 側鎖に新規 なア ミノチアヂアゾール基

を有するoxime型 の注射用セフェム系抗生物質で,

グラム陽性菌からグラム陰性菌 まで幅広い抗菌スペ ク

トルを有 し,特 にpaeruginosaに 対 して優れた抗菌力

を持つことが認められた。

CFCLは,S.mrcescmsを 除 くグラム陰性菌の90%

を6.25μg/m1以 下 で阻止した。また,一 般にセフェム剤

が効 きにくいA.calcoaceticusに 対 しても優 れた抗菌

力を示した。一方,S.aureusに 対 しては,い わゆる第

3世 代 セフェム剤 に比べ て若干抗菌力 が劣 ったが,

CAZと ほ ぼ同等であった。一般的にβ-ラ クタム抗生

物 質 の グ ラ ム 陰 性 菌 に 対 す る抗 菌 力 は1)β-

lactamaseに 対 す る安 定 性2)外 膜 の 透 過 性3)

PBPsに 対す る親和性に より影響 を受け ることが知 ら

れ ている。CFCLは7位 にメ トキシイ ミノ基 を持 ち

β-lactamaseに 安 定 であ るこ と,3位 にcarbamoy1-

quinuclidinio methyl基 を導 入 した こ とに よ るβ-

lactamaseに 対 する低親和性1)が,こ れらグラム陰性菌

に対する優れた抗菌力に反映されたと考えている。 ま

た,3位 のcarbamoylquinuclidinio methylと4位 のカ

ルボン酸 との間で分子内塩 をつ くるベ タイン構造に よ

り,CFCLの グラム陰性菌外膜透過性は優れているも

の と考えられ る。

CFCLの 最 も大 きな特徴は,難 治感染症 の代表的菌

種であるPaeruginosaに 対す る優れた抗菌力である。

P.aeruginosaは 各種薬剤に自然耐性 を示 し,臨 床治療

上大きな問題 となっている。その原因 として低い外膜

透過性が考 えられている6)。カルバペ ネム系薬剤 では,

その透過経路が明かにされている7)が,セ フェム剤の

場合,透 過経路ははっ きりしていない。二階堂 らは

CFCLのP.aeruginosa外 膜 透過速度は比較薬 と比べて

それほ ど速 くな い と報 告 して い る8)。一方,Paer-

uginosaの 産 生す るβ-lactamaseに 対 しては極めて安

定であ り,親 和性 も極めて低い。このことがCFCLのP

E. coli KC-14

Cefclidin Ceftazidime

P. aeruginosa E-2

Cefclidin Ceftazidime

A. calcoaceticus Ac-54

Cefclidin Ceftazidime

Fig. 1. Effect of cefclidin and ceftazidime on the

viability of gram-negative bacteria
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Fig. 3. Scanning electron micrographs of P. aeruginosa NCTC10490 exposed cefclidin for 2h .
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Fig. 2. Phase-contrast micrographs of P. aeruginosa NCTC10490 exposed cefclidin for 2h.
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aeruginosaに 対 する優れた抗菌力に反映 されていると

考えられる8)。本論文で示 された優れた殺菌性,低 濃度

から観察 され る菌の伸長化や スフェロプラス ト形成は,

PBP3とPBP 1aに 対 す る優れた親和性によると考 え

られる1)。また,マ ウス実験的腹腔感染症で得 られたin

vitro抗菌力 を反映 した優れた治療効果には,低 い血清

蛋白結合 も関与していると考え られる。

以上の特徴より,CFCLは グラム陽性菌からグラム

陰性菌,特 にP. aeruginosaに よる各種感染症 に有用性

が期待 される。
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IN VITRO AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF CEFCLIDIN

Takeshi Nishino, Masako Otsuki, Yoshiki Obana, Ryoichi Hiruma and Masanori Tashima
Department of Microbiology, Kyoto Pharmaceutical University,

5 Nakauchi-cho, Misasagi, Yamashina-ku, Kyoto 607, Japan

The in vitro and in vivo antibacterial activities of cefclidin (CFCL), a new parenteral cephem
antibiotic, were compared with those of cefoperazone (CPZ), cefmenoxime (CMX), ceftazidime

(CAZ) and cefzonam (CZON). The following results were obtained.
CFCL had a broad antimicrobial spectrum against Gram-positive and Gram-negative bacteria

including Pseudomonas aeruginosa, and it's antibacterial activity against clinical isolates of Enter-

obacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Providencia rettgeri, and Morganella morganii were superior

to those of CPZ, CMX, CAZ, CZON. The activities of CFCL against Gram-positive cocci were

comparable to those of CAZ, but it was less active than CPZ, CMX, and CZON. Against P.
aeruginosa, CFCL was the most potent compound of all the cephem antibiotics tested. In the sensitivity

distribution of clinically isolated strains, the MIC50 values (,ug/ml) of CFCL were 6.25 for Staphylococ-

cus aureus, 3.13 for Staphylococcus epidermidis, 0.10 for Streptococcus pyogenes, 0.10 for Streptococcus

pneumoniae, 0.10 for Escherichia coli, 0.20 for Klebsiella pneumoniae, 0.20 for Proteus vulgaris, 0.20
for M. morganii, 0.10 for E. cloacae, 0.20 for E. aerogenes, 0.78 for Serratia marcescens, 0.10 for

Haemophilus influenzae, 1.56 for Branhamella catarrhalis, 0.78 for Acinetobacter calcoaceticus, and

0.78 for P. aeruginosa. The in vitro activity of CFCL was well sustained in vivo as shown by results
obtained in experimental infections in mice. In particular, CFCL was the most active drug against P.

aeruginosa including gentamicin-resistant and f-lactamase-overproducing strains. Morphological

studies using a scanning electron microscope and a phase-contrast microscope showed that CFCL
caused spheroplast and bulge formation in P. aeruginosa at low concentration.


