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新 セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質cefozopranの β-lactamaseに 対 す る 安 定 性,親 和 性

お よ び β-lactamase産 生 菌 に 対 す る 抗 菌 力

小 此 木 研 二 ・岩 日 朋 幸 ・山 崎 俊 幸 ・今 田 哲

武田薬品工業株式会社創薬第三研究所*

新 セ フ ェム 系抗生 物質cefozopran (CZOP)はOXA-1型 プ ラス ミド性 ペ ニ シ リナー ゼお よ

びオ キシイ ミノセ フ ァロ スポ リナー ゼ を除 くβ-lactamaseに 高 い安 定性 を示 した。この高 いβ-

lactamase安 定性 を反 映 して, CZOPは β-lactamase非 産生 菌 だ けで な く,β-lactamase産 生

菌 の多 くに も強 い抗 菌力 を示 した。さ らに,CZOPは 大部 分 の β-lactamaseに500μM以 上 の

Kmま た はKi値 を示 し,こ のβ-lactamaseに 対 す る低 い親和 性 と高 い安 定性 の た め,大 量 のβ-

lactamaseを 産 生 して β-lactamase高 親 和 性 薬 剤 に透 過 障 害 型 耐 性 を 示 すEnterobacter

cloacaeお よびCitrobacter freundiiな どに対 して も強 い抗菌 力 を示 した。
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抗生 物質 の抗菌 力 は作 用 点 へ の到 達性 お よび作 用力 に よ

っ て決 定 され る。 細 胞質 膜 上 に存 在 す る細 胞 壁 合成 酵 素 ペ

ニ シ リン結 合 た ん ぱ く質(PBP)に 結合 す る こ とに よ って抗

菌活 性 を発 揮す る β-ラ クタ ム抗 生 物 質 の場 合1,2),作 用点

へ の 到 達 を 障 害 す る 最 大 の 要 因 は 不 活 性 化 酵 素 β-

lactamaseに よる薬 剤 の加 水分 解 で あ り3),グ ラ ム陰 性 菌 で

は外膜 に よる透過 障 害 も作 用 点 へ の到 達 を阻 害 す る 要 因 と

な っ て い る4,5)。臨 床 材 料 か ら分 離 さ れ る 多 くの 菌 が β一

lactamase産 生 の遺伝 子 を染色 体 上 に持 っ てお り,染 色 体

上 に β-lactamase遺 伝 子 を持 たな いStmphylococczcs aecr-

msな どや β-ラ ク タ ム薬 の抗 菌 力 に ほ とん ど影 響 しな い

程 度 に しか その遺 伝 子 を発 現 して い な いEscherichia coli

の よ うな菌 の場 合 で も,臨 床 材料 か ら分 離 され る株 の半 数

以上が プ ラ ス ミ ド性 の β-lactamaseを 産 生 して い る6,7)。

β-Lactamaseに よ る耐性 機 構 と して は,単 な る加 水 分解

に よる薬剤 の不活 化 だ けで な く,酵 素 に親 和性 の 高 い薬 剤

の場合 に は捕 捉 に よ る透 過 性 障害 機 構 の 存 在 も示 唆 され て

い る8～10)。さ らに,多 くの β-lactamaseが 誘 導酵 素 で あ る

こと も耐性 発 現機 構 を複 雑 に して い る11)。

我 々 は新 セ フェム 系抗 生 物 質cefozopran(CZOP)12)お よ

び対 照 薬ceftazidime(CAZ), cefpiramide(CPM), cefpir-

ome(CPR)お よびflomoxef(FMOX)の β-lactamase安

定 性,親 和 性 お よ び 誘 導 作 用 を 調 べ る と と も に β-

lactamase産 生 菌 に対 す る抗菌 力 を測 定 した の で 報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬 剤

CefozoDran(CZOP)お よ びcefpirome(CPR)は

武 田 薬 品 工 業 株 式 会 社 研 究 所 で 合 成 し た 標 品 を 用 い た。

Ceftazidime(CAZ,モ ダ シ ン静 注 用,田 辺), cefpir-

amide(CPM,セ パ ト レ ン 静 注 用,日 本 ア ッ プ ジ ョ

ン),flomoxef(FMOX,フ ル マ リ ン 静 注 用,塩 野

義),cefmenoxime(CMX,ベ ス トコ ー ル静 注 用,武

田 薬 品),benzylpenicillin(PCG,ペ ニ シ リ ンG注 射

用,明 治),ampicillin(ABPC,ビ ク シ リ ン静 注 用,

明 治),cefoxitin(CFX,セ ノ マ イ シ ン 注 射 用,第

一)
,cephalothin(CET,ケ ブ リ ン静 注 用,塩 野 義)

お よ びcephaloridine(CER,ケ フ ロ ジ ン 静 注 用,塩 野

義)は 市 販 品 を用 い た 。 ま た,imipenem(IPM)は 市

販 のimipenem/cilastatin(チ エ ナ ム 点 滴 用,万 有 製

薬)よ り抽 出 し た。

2. 使 用 菌 株 お よ びRプ ラ ス ミ ド

当 研 究 室 保 存 の 臨 床 分 離 株 お よ び そ れ ら よ り得 た β

-lactamase欠 損 変 異 株
,β-lactamase構 成 型 変 異 株

を 用 い た13)。Rプ ラ ス ミ ドお よ び そ れ ら の 宿 主 菌E.

coliJ 53-2, Pseudomonas aeruginosa PU 21お よ び

PA 038はJacoby博 士(Massachusetts General

Hospital, Boston)よ り分 与 され た14)。

3. 抗 菌 力 の 測 定

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は 日本 化 学 療 法 学 会 標 準

法 に 従 い 約106CFU/mlに 調 製 し た 菌 液 を 接 種 菌 液 と

し,Mueller-Hinton培 地(Difco)を 用 い た 寒 天 平 板

希 釈 法 で 測 定 し た 。

4. β-Lactamase

既 報13)の 精 製 酵 素 を 用 い た 。

*〒532大 阪市 淀 川 区 十三 本 町2-17-85
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Table 1. Stability of cefozopran and reference antibiotics against hydrolysis by fi-lactaniases

Table 2. Affinity of cefozopran and reference antibiotics for ƒÀ-lactamases

aKm was determined from Lineweaver-Burk plots
, and Ki was determined by assessing

the ability of antibiotic to inhibit the hydrolysis of ABPC or CET .
bKi

5. β-Lactamase活 性 の測定

β-Lactamaseに よ る各 薬 剤 の加 水 分 解速 度 はUV

法 お よび ミクロヨ ウ素法 で測 定 した15)。反応 は50mM

リン酸緩 衝液(pH6.9)中,30℃ で行 っ た。 活性計 算

のた め の分子 吸 光 係 数 また はfactorを 求 め る際 に は

各 基質 をEnterobacter cloacae TN1282ま た はProte-

us vulgaris GN4413の β-lactamaseを 用 いて完全 に

加水 分解 した。

UV法:β-ラ クタ ム環 の開環 に よ るUV吸 収 の減

少 をGilford分 光光 度計 で測 定 した。 活性 は薬 剤 お よ

び そ の加 水 分 解 物 の分 子 吸 光 係 数 の 差(Δ ε; M-1

cm-1)を 用 い て計 算 した。 カ ッコ内 に示 した波 長 にお

け る Δε はCZOP, 7050(265nm), CAZ, 8640(260

nm), CPM, 6840(270nm), CPR, 8720(260

nm), FMOX, 8950(270nm)で あ っ た 。

ミ ク ロ ヨ ウ素 法:β-ラ ク タ ム 環 加 水 分 解 物 に よる

ヨ ウ 素-デ ン プ ン液 の 吸 光 度 の 減 少 値 か ら加 水 分 解 速

度 を計 算 す る た め の フ ァ ク タ ー は完 全 に 加 水 分 解 した

基 質 薬 剤 に よ る ヨ ウ 素-デ ン プ ン液 の620nmに お け

る 吸 光 度 の減 少 値 を測 定 して 求 め た。反 応 液1ml,酵

素 液 量0.05ml,反 応 時 間10分 で 測 定 す る と きの 各薬

剤 の フ ァ ク タ ー(μmolsubstratehydrolyzed/min/ml

ofenzyme/ΔOD)は ペ ニ シ リ ン 類, 0.0600; CER,

0.0962; CET, 0.0950; CZOP, 0.1012; CAZ,
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0.1223; CPM, 0.0479; FMOX, 0.0671; CPR,

0.1212で あ っ た 。 ミ カ エ リ ス 定 数(Km)はLin-

eweaver-Burkプ ロ ッ ト よ り求 め,阻 害 定 数(Ki)は

ABPCま た はCETを 基 質 と して 既 報 の 方 法 に 準 じ て

求 め た15)。Penicillinase(PCase)お よ びcephalospo-

rinase(CSase)の1ユ ニ ッ ト(U)は そ れ ぞ れ1μmol

のPCGお よ びCERを30℃,1分 で加 水 分 解 す る 酵 素

量 と し た 。

6. β-Lactamaseの 誘 導

β-Lactamaseの 誘 導 は既 報16)の と お りBrainheart

infusion培 地(Difco)を 用 い,培 養 液 の600nmに お

け る 吸 光 度 が1に 達 した 時 点 で 薬 剤 を添 加 し,30℃ で

1時 間 培 養 して 行 っ た 。 培 養 液 の 酵 素 活 性 は透 析 で 誘

導 薬 剤 を 除 い た 後,0.2mMのCERを 基 質 と し て ミ ク

ロ ヨ ウ素 法 で 測 定 し た 。

II. 結 果

1. β-Lactamaseに 対 す る安 定 性

5種 類 の ペ ニ シ リ ナ ー ゼ(PCase)型,4種 類 の セ フ

ァ ロ ス ポ リ ナ ー ゼ(CSase)型 お よ び2種 類 の オ キ シ イ

ミノ セ フ ァ ロ ス ポ リナ ー ゼ(CXase)型 β-lactamase

に 対 す るCZOPお よ び 対 照 薬 剤 の 安 定 性 を 調 べ

た(Table 1)。CZOPはS. aureusの プ ラ ス ミ ド性

PCaseで は 他 の 多 く の セ フ ェ ム 剤 と 同 様 加 水 分 解 さ

れ な か っ た 。腸 内 細 菌 お よ び 緑 膿 菌 のRプ ラ ス ミ ド由

来 のPCaseの う ち 最 も出 現 頻 度 の 高 いTEM-1お よ

びP. aeruginosaで の 検 出 頻 度 が 高 いPSE1に 対 し

て もCZOPは 高 い 安 定 性 を 示 し たが,基 質 特 異 性 の 広

い オ キ サ シ リ ン分 解 型 酵 素OXA-1に 対 し て はCPR

よ り は安 定 で あ っ た がCPMと 同 程 度 加 水 分 解 さ れ た 。

ま た,TEM型 酵 素 に 似 て い る がTEMよ り や や 基 質

特 異 性 が 広 く一 部 の オ キ シ イ ミ ノ型 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン

を 加 水 分 解 す るKlebsiella oxytocaの 染 色 体 性PCase

に 対 し て もCAZ,FMOXよ り は不 安 定 で あ っ た が,

CPM, CPRよ り安 定 で あ っ た。

E.cloacae TN 1282, Citrobacter freundii GN 1706,

Servatia marcescens TN 81, P. aeruginosa U31の 染

色 体 性CSaseに 対 し てCZOPはCAZよ り や や 不 安

定 で あ っ た が,CPMお よ びFMOXよ り安 定 で,CPR

と ほ ぼ 同 等 の 安 定 性 を 示 し た 。 一 方, P.vulgaris

GN 4413お よ びBacteroides fragilis V284-3の

CXaseで はCZOPはFMOX以 外 の 対 照 セ フ ェ ム と

同 様 加 水 分 解 され た 。

2. β-Lactamaseに 対 す る親 和 性

ミカ エ リ ス 定 数(Km)ま た は 阻 害 定 数(Ki)を 測 定

す る こ と に よ っ てCZOPお よ び 対 照 薬 剤 の β-
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Table 4. Antibacterial activity of cefozopran and reference antibiotics 

against producers of chromosomal fl-lactamase

aC
, constitutive; I, inducible; PD, partially derepressed.

bβ-Lactamase of inducible or partially derepressed strains was induced with 1 mg/ml of PCG
.

cNot tested

lactamaseに 対 す る 親 和 性 を 調 べ た(Table 2)。

CZOPはPCaseに 対 してCAZと 同 様 非 常 に 高 いKm

ま た はKi値 を 示 し,こ れ らの 酵 素 に 低 親 和 性 で あ る

こ と が 明 らか と な っ た。 また,β-lactamaseに 親 和 性

の 高 い β-ラ ク タ ム 薬 に 対 す る透 過 障 害 型 の 耐 性8～10)

が 問 題 と な っ て い るEcloacaeお よ びC. frenndiiな

どのCSaseに 対 し て もCZOPは 極 め て 低 親 和 性 で そ

のKmま た はKi値 は他 の セ フ ェ ム のKmお よ びKi

値 よ り は る か に 大 き か っ た 。CZOPはP. vulgaris

GN4413お よ びB.fragilis V284-3のCXaseに 対 し

て も低 親 和 性 で あ っ た 。

3. β-Lactamase誘 導 活 性

染 色 体 性CSase産 生 株E. cloacae GN 5797, S.

marcescens 72-2, P.aeruginosa P9お よ びCXase産

生 株P.vulgaris GN 4421を 用 い てCZOPお よ び 対 照

薬 剤 の β-lactamase誘 導 活 性 を調 べ た(Table 3)。

生 育 阻 害 の た め一 部 の 薬 剤 は高 濃 度 で の 誘 導 活 性 が か

えって低 下 したが,そ れ以外 で は β-lactamase産 生量

はinducerの 用 量 に依 存 して増 加 した。

い ず れ の 菌 株 に お い て も,IPMが 最 も強 い β-

lactamase誘 導 作 用 を示 し,次 い でCFXの 誘 導活性

が強 か った。CZOPは 他 のセ フェム と同等 かや や強い

誘 導活性 を示 したが,抗 菌活 性 を発揮 す る1ま た は10

μg/ml以 下 で は他 の セ フ ェ ム と同 様 ほ と ん どβ一

lactamase誘 導 しなか った。

4. 抗 菌力

抗 菌 力 に お よ ぼす β-lactamaseの 影響 を調 べ るた

め,β-lactamase産 生 株 お よ び 非 産 生 株 に対 す る

CZOPお よび対 照薬 剤 の抗菌 力 を測定 した。CZOPは

染色体 性 β-lactamase産 生株 の うち,CPM高 度 耐性

のK.oxytoca TN1719, FMOX耐 性 のEcloacae

GN5788お よびCAZ, CPM, FMOX耐 性 のC. freun-

dii TN539の 生 育 を0.39μg/ml以 下 で 阻 止 した。

CPMお よ びCAZ耐 性 のMorganella morganii
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Table 5. Antibacterial activity of cefozopran and reference antibiotics 

against producers of plasmid-mediated fl-lactamase

aActivity was determined without induction and expressed as U/mg of dry weight
-

bS
. aureus 1840-S and 1840-2 are β-lactamase-defective andてonstitutive mutants, respectively, derived from wild strain,

1840.

GN 4738に 対 して もCZOPは 強 い抗菌 力 を発揮 し,大

量 の β-lactamaseを 構成 的 に産 生 して透 過 障 害型 の

耐性 を発現 してい る と考 え られ るEcloacae CS4494

の生育 も1.56μg/mlで 阻害 した。しか し, CZOPを 加

水分解す る酵 素 を構 成 的 に産 生す る変 異株P. vulgar-

is CS 4017に 対 す るCZOPの 抗 菌 力 はCPMお よ び

CPR同 様弱 か った(Table 4)。

プ ラス ミ ド性 β-lactamase産 生 株 の うち, S . aur-

ezcsで はCZOPだ けで な く他 の対 照薬 剤の抗 菌 力 も β

-lactamaseの 影 響 を 受 け な か っ た
。 Ecoliで は

CPMの 抗菌 力が β-lactamaseに よって大幅 に低 下 し,

CAZ, CPR, FMOXの 抗 菌力 が 一部 の β-lactamase

によって1/4以 下 に低下 したが,CZOPの 抗 菌 力 はい

ず れの型 の β-lactamaseに よ って もほ とん ど影響 さ

れ ず,そ のMIC値 は0.1μg/ml以 下 で あ った。 一 方,

P. aeruginosaで はCZOPの 抗菌 力 はOXA-1, OXA-

2, PSE-2の 産 生 に よって1/8に 低下 した。 OXA-1で

はCPRの 抗 菌 力 も1/16に 低 下 し, OXA-2で は

CAZ, CPMの 抗 菌 力 が1/64に, PSE-2に よ っ て

CPMの 抗 菌 力が1/8に 低下 した。その ほか,CPMの

抗菌 力 はTEM-1, TEM-2, PSE-1, PSE-4に よ って

も1/8以 下 に低 下 した。FMOXは プ ラ ス ミ ド性 β-

lactamase非 産 生 のP. aeraginosaに 対 して も抗 菌力

が弱 いた め β-lactamaseの 影 響 が明 確 で はな か っ た

(Table 5)。

III. 考 察

CZOPはCPRと 同様OXA-1お よびCXase以 外 の

多 くの β-lactamaseに 安 定で あ った。この2薬 剤 は共

通 して7位 側 鎖 に メ トキシ イ ミノ基 を有 してお り,こ

の構 造 が β-lactamaseに 対 す る安 定 性 に大 き く寄 与

して い る こ とが示 唆 され る。一 方,CZOPは 各種 β-

lactamaseに 非 常 に低 親 和 性 で あ っ た。CPRが β-

lactamaseに 低 親 和 性 で あ る と報 告 され て お り17),

CAZも 比 較 的 β-lactamaseに 低 親和 性 で あ る こ とを

考 え合 わせ る と,β-lactamaseに 対 す る低 親和 性 は こ

れ ら3剤 に共 通 す る3位 側 鎖 の四級 ア ンモ ニ ウム構 造

に よる こ とが示唆 され る。

CZOPは β-lactamaseに 対 す る高 い安 定 性 を反 映
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して β-lactamase産 生 菌 の 多 くに非常 に強 い 抗菌 力

を示 した。CZOPを 加水 分解 す る β-lactamaseを 誘 導

的 に産生 す るP. vulgarisGN4818に 対 して もCZOP

は強 い抗菌 力 を示 した が,こ れ は標 的PBPに 作 用 す

る濃度 で は β-lactamaseを 誘 導 しな い た め と考 え ら

れ る。P.vulgaris GN 4818か ら変 異剤処 理 で得 た β-

lactamase構 成 型 変 異 株CS4017はCZOPに 耐 性 で

あ った の で,臨 床 分離 株 中 に見 出 され るCZOP耐 性

P. vulgarisMci8)は この よ うな株 か,β-lactamaseが 誘

導 合成 され やす い株 であ る と考 え られ る。

プ ラス ミ ド性 の β-lactamaseを 産生 す るE.coliお

よ びS.aecrezesは β-lactamase非 産 生 株 と同 等 の 高

い感 受性 をCZOPに 対 して示 した。CZOPはOXA-1

に不安 定 で あ るに もか か わ らず本 酵 素 を産 生 す るE.

coliに 強 い抗菌 力 を示 したが,こ れ は本 菌 の酵素 活性

が非常 に低 い ため と考 え られ る。今 まで にOXA-1を

多量 に産 生 す る株 は見 い 出 され て お らず,調 べ た 瓦

coliす べ て がCZOPに 高感 受 性 で あ った の で 最近 の

臨床分 離株 中 に もOXA-1を 大量 に産 生 す る株 はな い

と考 えられ る。一方,P. aeraginosaの プ ラス ミド性 β

-lactamase産 生 株 の一 部 は抗緑 膿 菌 活性 を有 す る薬

剤 にや や耐 性 で あ った。P. aemnginosaは 染 色 体性 の

CSaseも 産生 す るの で,プ ラス ミドを獲得 す る2種 類

の酵 素 の相 乗 的作 用 でE.coliよ り耐 性化 しや す いの

か もしれ な い。CZOPの 場 合,OXA-1,0XA-2お よ

びPSE-2産 生P.aeruginosaに 対 す るMICが 高 か っ

た ことか ら,OXA-1だ けで な くOXA-2お よびPSE-

2で も加 水分解 され るこ とが示 唆 され る。

CZOPの 特 徴 の一 つ はE.cloacaeCS4494お よび

C.freundiiTN539に 強 い抗菌力 を示 す点 であ る。E.

cloacaeCS4494は 野性 株GN5788か ら自然 突然 変 異

で出現 した β-lactamase構 成型 変異株 であ り,類 似 の

臨床 分離 株 と同様第 三世代 セフ ェム を含 む多 くの β-

ラ クタム薬 に耐性 で ある。本菌 は β-lactamaseに 安 定

で あ って も親和 性 の高 い薬剤 に は耐性 を示す ことか ら,

いわ ゆ る β-lactamase関 与 の透 過 障 害 型 耐 性8～10)を

発現 して いる と考 え られ る。C.freundiiTN539の 場

合 も酵 素 に安 定で 親和 性 の高 いCAZに 耐性 で あ るの

で,E.cloacaeCS4494と 同 じ型 の耐性 菌で あ る可 能

性 が高 い。

β-Lactamase関 与 の 透 過 障 害 型 耐 性 菌 はE.

cloacae, C.freundiiだ け で な くP.aeruginosa, S.

marcescensで も増 加 し て い る と報 告 さ れ て い る の

で三9-22),β-lactamaseに 安定 かつ低親 和性 で この よ う

な耐性 菌 に有 効 なCZOPの 有 用性 が今 後増 す もの と

考 え られ る。
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Cefozopran, a new cephem antibiotic: stability against and affinity for ƒÀ-lactamases 

and antibacterial activity against g-lactamase producing bacteria 

Kenji Okonogi, Tomoyuki Iwahi, Toshiyuki Yamazaki and Akira Imada 

Pharmaceutical Research Laboratories III, Takeda Chemical Industries Ltd., 

2-17-85 Jusohonmachi, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan 

Cefozopran (CZOP) a novel semisynthetic cephalosporin, was highly resistant to hydrolysis by various ƒÀ-

lactamases except plasmid-mediated OXA-1 penicillinase and oxyiminocephalosporinases, and consequent-

ly showed potent antibacterial activity against most ƒÀ-lactamase producing bacteria as well as ƒÀ-lactamase 

non-producers. CZOP had Km or Ki values greater than 500ƒÊM for most ƒÀ-lactamases tested. Owing to the 

low affinity for and resistance to the ƒÀ-lactamases, CZOP was also strongly active against Enterobacter 

cloacae and Citrobacter freundii strains which, by producing large amounts of ƒÀ-lactamase, exhibited 

nonhydrolytic barrier-type resistance against ƒÀ-lactams that had high affinity for ƒÀ-lactamase.


