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新 セ フ ェ ム 系 抗 生 物 質cefozopranの ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白 質 へ の

親 和 性,殺 菌 ・溶 菌 作 用 な ら び に 形 態 変 化 誘 発 作 用 に つ い て

中 尾 雅 文 ・野 路 弓子 ・岩 日 朋 幸 ・山 崎 俊 幸

今 田 哲

武 田薬品創薬第三研究所*

新 セ フェム系抗生 物質cefozopranの 抗 菌作 用発 現 にお け る特徴 を明 らか にす る目的 で,Sta-

phylococcus aureus, Escherichia coli,及 びPseudomonas aeruginosaの ペ ニ シ リン結 合 蛋 白質

(PBP)へ の親和 性,殺 菌 ・溶 菌作 用 な らび に形 態変 化誘 発 作 用 に つ いて 対 照 のceftazidime

(CAZ), flomoxef(FMOX), cefpirome(CPR)及 びcefclidin(CFCL)と 比 較 検 討 した。

CefozopranはS.aureztsのPBP1及 び2に 対 照 セ フェム薬 と同様 に高 い親 和性 を示 し,こ れ

らPBPへ の親 和性 と抗菌 力 との間 に相 関が み られ た。E.coliに 対 して は対 照薬 剤 と同様PBP

3に 最 も高 い親和性 を示 し,そ のI50値 はMIC値 に近似 した。P.aemginosaのPBP3に も高

い親和性 を示 したが,抗 菌 力 とは相 関 しなか った。Cefozopranは いずれ の被験 菌 に も1/2MIC

以 上 の濃 度 で強 い殺 菌作 用 を示 す とと もに, S.aurezes及 びE.coliに は溶 菌作 用 を示 した。

Cefozopran処 理 によ りS.aurezesは 細 胞壁 が肥 厚化 す る と ともに崩 壊 して溶 菌 した。E.coli及

びP.aeruginosaはMIC以 下 の濃度 か ら伸長 化 し,高 濃度 域 で はス フェ ロプ ラス ト形 成 を伴 っ

て溶菌 した。
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Cefozopran,(-)-1-[[(6R,7R)-7-[(Z)-2-(5-amino

-1 ,2,4-thiadiazol-3-y1)-2-methoxyiminoacetamido〕

-2-carboxy-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo[4
.2.0]oct-2-en

-3-yl]methyl]imidazo[1 ,2-b]pyridazinium hydr.

oxide, inner salt monohydrochlorideはStaphylococctts

aureusを は じ め と す る グ ラ ム 陽 性 菌 か らPseecdomonas

aentginosaを 含 む グ ラム陰 性 菌 に まで幅 広 く優 れ た 抗 菌 活

性 を示 し,既 存 の セ フ ェム薬 に み られ な いバ ラ ン スの とれ

た 抗 菌 スペ ク トル を有 す る1,2)。本 研 究 で はcefozopranの

細菌 学 的評 価 の 一環 と して,S.aecrezcs, Escherichia coli及

びP.aemginosaの ペ ニ シ リン結 合 蛋 白質(PBP)へ の親 和

性,殺 菌.溶 菌作 用 な らび に形 態 変 化誘 発 作用 を対 照 のセ フ

ェム系 薬 剤 と比較 検 討 した。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬 剤

Cefozopran, cefpirome(CPR)及 びcefclidin

(CFCL)は 武 田 薬 品 工 業 株 式 会 社 創 薬 第 三 研 究 所 で 合

成 し た 標 品 を,ceftazidime(CAZ,日 本 グ ラ ク ソ)及

びflomoxef(FMOX,塩 野 義 製 薬)は 市 販 品 を 用 い

た 。

2. 使 用 菌 株 及 び 培 養 方 法

実 験 室 保 存S.aureus FDA 209 P, S.amreus N200

P(MRSA), EcoliNIHJ JC-2及 びP. aemginosa

P9はTrypticasesoyagar(TSA;BBLMicrobiol-

ogy Systems)で 継 代 した 。S. amrezts FDA 209P及

びS. aureus N200PはMueller-Hintonbroth(MHB

; BBL Microbiology Systems)で,Ecoli NIHJ JC

-2はTrypticase soy brOth (TSB; BBL Microbiol-

ogy Systems)で, P.aemgimosa P9はKing A broth3)

で そ れ ぞ れ37℃,一 夜 培 養 後 実 験 に供 し た 。

3. 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)の 測 定

寒 天 平 板 希 釈 法 で のMICは 日本 化 学 療 法 学 会 標準

法4)に 準 じ て 測 定 した 。 液 体 希 釈 法 で のMICはMHB

を 用 い て 調 製 し た 約105CFU/mlの 菌 液4.5mlに2

倍 希 釈 濃 度 系 列 の 薬 剤0.5mlを 添 加 し て37℃,一 夜

培 養 後,肉 眼 的 に 培 地 の 混 濁 が 認 め られ な い 最 小 薬 剤

濃 度 と し た 。

4. PBPへ の親 和 性 測 定

対 数 増 殖 期 の 菌 の 膜 画 分 よ り調 製 したPBPを[14C]-

benzylpenicillin(比 活 性2×10gBq/mmol)と300C,

10分 間 反 応 後, S.aecreusはUtsuiら5)の 方 法, E.coli

*〒532大 阪市 淀川区十 三本 町2 -17-85
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Table 1. Antibacterial activities of cefozopran compared with those of ceftazidime, flomoxef, cefpirome and  cefclidin

及 びP.aemginosaはNozakiら6)の 方 法 に 準 じ て

SDS-ポ リア ク リルア ミ ドゲ ル電 気泳 動 とフル オ ロ グ

ラ フィー を行 い検 出 した。PBPに 対 す る被験 薬剤 の親

和性 は,各PBPへ の[14C]-benzylpenicillinの 結合

を50%阻 害 す る薬 剤濃度(I50)と して表 した。

5. 殺菌作 用

約106CFU/mlに 調 製 した菌 液9mlと2倍 希 釈 濃

度系列の薬 剤1mlをT字 形 試験 管 に分 注 して モ ノー

式振 盪培養装 置上 で37℃ で培 養 した。培 養 開始後 経 時

的 に培養液 の一部 を採取 し, S.aureus及 びE.coliは

滅菌蒸留水 で, PaerecginosaはKingAbrothで 適宜

希釈 を行 い, TSAを 用 いて混 釈培 養 した。37℃,一 夜

培養後,生 育 した コ ロニー 数 よ り各検体1ml中 の 生

菌数(CFU)を 求 めた。

6. 溶菌 作用

MHBを 用 いて約106CFU/mlに 調製 した被 験 菌 を

Biophotorecoder(TG106, Advantec)を 用 いて37℃

で振盪培養 し,透 過度 が95%に 達 した時点 で2倍 希 釈

濃度系列 の薬剤 を添加 して以後 の培養 液 の濁度 変化 を

自動的 に記 録 した。

7. 染色 標本 を用 いた光学 顕微 鏡 に よる形態 観察

殺菌作 用の項 で記載 した の と同様 の方法 で培 養 した

被験菌 に2倍 希釈 濃度 系列 の薬 剤 を添 加 し, 2及 び4

時間後 に培 養液 を1白 金耳 採取 し,ス ライ ドグ ラス上

に塗抹 した。常 法 に従 って固定 を行 い,メ チ レンブル

ー液 で染色 後鏡検 した
。 形 態変 化 の判 定 はTsuchiya

ら7)の方法 に従 って行 った。

8. 位相 差顕微 鏡 に よる形態 観察

ス ライ ドグ ラス上 に種 々 の濃 度 の薬 剤 を含 むTSA

薄層 を作製 し,こ の上 に被験 菌 を塗 抹 した カバ ー グラ

ス を載せ,周 囲 をパ ラ フ ィンで封 じた。標 本 を37℃ に

保 温 した位 相差顕 微鏡 に装 着 し,経 時的 に観 察,撮 影

した。

9. 電子 顕微鏡 に よる形 態観 察

薬 剤処理 した 菌 は0.05Mカ コ ジル酸 ナ トリウム緩

衝液(pH7.2)に 溶解 した2.5%グ ル ター ル アル デ ヒ

ドで3時 間 前固 定 し, Kellenberger緩 衝 液8)(pH6.1)

で洗 浄後 同緩 衝 液 に溶解 した1%オ ス ミウ ム酸 で13

時 間後 固定 した。 固定 した菌 をエ タ ノール 系列 で脱 水

し,走 査(SEM)及 び透 過電 子顕 微鏡(TEM)観 察 用

の試 料 をNakaoら9)の 方法 に従 っ て作 製 した。

II. 結 果

1. 抗 菌 力

本 実 験 に用 いた被 験 菌 に対 す るcefozopranの 抗 菌

力 を対 照 薬 剤 と比 較 した結 果 をTable 1に 示 す。S.

amreusに 対 す るcefozopranの 抗 菌 力 はFMOX及 び

CPRと ほ ぼ同等 でCAZやCFCLを 上 回 った 。E.coli

に対 して はcefozopranは 対 照薬 剤 と同等 な い しやや

強 い抗 菌 力 を示 し, P.aeruginosaに 対 す る活 性 は

CFCLに 次 い で高 い こ とが認 め られ た。

2. PBPへ の親和 性

各被 験 菌 のPBPに 対 す るcefozopran及 び 対 照 薬

剤 の親和 性 を調 べ た結果 をTable2に 示 す。Cefozo-

pranはS. aureasFDA209PのPBP1及 び2に 高 い

親和 性 を示 し,こ れ らPBPに 対 す る15。値 はFMOX,

CPRな どinvitro抗 菌 活性 が 類似 した 対 照 薬 剤 で の

値 とほぼ 同等 で あった。S.aureus N200 PのPBP 2'

に対 してcefozopranはCPRに 次 ぐ高 い親 和 性 を 示

した。E.coliNIHJ JC-2のPBPの うちcefozopran

は対 照 セ フ ェム薬 と同様PBP3に 選 択 的 に高 い親和

性 を示 し,そ のI50値 はMIC値 に近 似 した 。P.aerugi-

nosa P9に お いてcefozopranはPBP1,2及 び3に

被 験薬 剤 中最 もバ ランス の とれた親 和性 を有 して お り,

PBP3に 対 す るI50はMICよ りも低値 であ った。

3. 殺 菌作 用

Cefozopran及 び対 照 セ フ ェム薬 のS.auzezts FDA

209P, E.coli NIHJ JC-2な らび にP.aeruginosa P9

に対 す る殺菌 作 用発 現様 式 をFig.1に 示 す。Cefozo-

pranはS.amrezrsFDA209Pに 対 して0.39μg/ml(1/2

MIC)以 上 で殺菌 作用 を示 し,殺 菌 力 の強 さは対 照 セ

フ ェム薬 と同程度 で あ った。E.coliNIHJ JC-2に 対

してcefozopranは0.1μg/ml(1/2MIC)以 上 で殺菌

作 用 を示 し,薬 剤添加2時 間以 内 の殺 菌力 は対照 セ フ

ェム薬 を上 回 った。P.aerztginosaP9に 対 してcefoz-

opranは0.39μg/ml(1/2MIC)以 上 で殺菌 作 用 を示

し,殺 菌力 の強 さは対 照 セ フ ェム薬 と同等 な い しや や
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Table 2. Affinities of cefozopran, ceftazidime , flomoxef, cefpirome and cefclidin for PBPs of S. aureus, E. coli and P. aeruginosa

aConcentratioR requiredt o inhibit [l4C]-benzylpenici11in binding by 50% .

上 回 った。

4. 溶 菌作 用

Cefozopran及 び対 照 セ フ ェム薬 のS. aurexs FDA

209P, E. coliNIHJ JC-2な らび にP. aemaginosa P9

に対 す る溶菌作 用発 現様 式 をFig.2に 示す。S. aureus

FDA209Pに 対 してcefozopranは 濃 度 依存性 の増殖

抑制 効果 を示 し,1.56μg/ml(2MIC)以 上 で溶 菌 に

よ る濁度 の減 少 が み られ た。対 照 セ フ ェム薬 の うち

CAZ及 びCPRの 溶菌 作 用 はcefozopranと ほぼ 同等

であ り,CFCLの 作 用 は これ よ りも弱か った。Ecoli

NIHJJC-2に 対 してcefozopranは0.1μg/ml(1/2

MIC)以 上 で著 明 な濁度 の減少 を もた ら した。CAZ及

びCPRで は2MIC以 上 で濁 度 の減 少が み られ たが,

CFCLで は濁度 の増 加が 阻害 され たのみ であ った。P

aentginosa P9で はcefozopranに よ り濁度 の 増加 が

やや 阻害 され たが,減 少 はみ られず,対 照 セ フ ェム薬

にお い て も明 らか な溶 菌作 用 は認 め られ なか った。

5. 染色標 本 を用 いた光 学顕微 鏡 に よる形態観 察

Cefozopranな らび に対 照 セ フ ェム薬 で誘 発 され る

E.coli NIHJ JC-2及 びP.aemginosa P9の 形態 変化

プ ロフ ァイル をFig.3に 示す。E.coli NIHJ JC-2で

はcefozopran作 用2時 間後 に0.1μg/ml(1/2MIC)

以 上 の濃度 で細胞 が伸長 化 し,高 濃度域 で は スフ ェロ

プ ラス ト形成 を伴 う溶 菌が 多 くみ られ た。4時 間 後 に

はMIC付 近 の よ り低 濃度 域 で の溶菌 率 が高 ま った。

Paernginosa P9で はcefozopran作 用2時 間後 に

0.1～6.25μg/ml(1/8～8MIC)の 広 い濃度範 囲で細

胞 が特異 的 に伸長 化 し,さ らに高濃 度 では溶菌 の比率

が 高 まった。 対照 セ フ ェム薬 に よ り誘 発 され る形態変

化 の プロ フ ァイ ル はcefozopranの それ に類似 した。

6. 位 相差 顕微鏡 に よる形態観 察

S. aurems FDA 209P, E. coliNIHJ JC-2及 びP.

aernginosa P9をcefozopranな らび に対 照 セ フェム

薬 の 各MIC濃 度 で4時 間 処 理 した 後 の 形 態 変 化 を

Fig.4に 示す。S.amreus FDA 209Pは 細 胞分裂 が阻

害 され て膨 化 す る と ともに,細 胞 質 が希薄化 した。E

coli NIHJ JC-2で は伸 長化 した細 胞 にバ ル ジあるい

はス フェロ プラ ス ト様構 造 が形成 され る とと もに,溶

菌像 が多 くみ られ た。P. aemginosa P9で は細胞 がフ

ィラメ ン ト化 し,そ の 中央部 に小 型 のバ ル ジが形成 さ

れた が,溶 菌像 はみ られ な か った。

7. 電子 顕微 鏡 に よる形態観 察

S.aecreus FDA 209P,Ecoli NIHJ JG2及 びP

aeruginosa P9に つ いてMICのcefozopranで4時 間

処 理後 の電 子顕微 鏡像 をFig.5に 示 す。S. aureus FDA

209Pは 細 胞 分裂 が 阻害 され て膨 大 化 し,隔 壁 の肥厚

が顕著 で あ った。 また,細 胞壁 が各 所 で崩壊 して溶菌

に移行 す る像が 多数観 察 され た。E . coli NIHJ JC-2

は伸長 化 す る とと もに,細 胞質 が希 薄 に な り,細 胞 質

膜 の断 裂 を伴 って溶菌 した。P. aemginosaP9は フィ
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Cefozopran

(MIC: 0.78μg/ml)

Ceftazidime

(MIC: 12.5μg/ml)

Cefpirome

(MIC: 0.78μg/ml)

Cefclidin

(MIC: 12.5μg/ml)

(a)

Cefozopran

(MIC: 0.2μg/ml)

Ceftazidime

(MIC: 0.39μg/ml)

Cefpirome

(MIC;0.1μg/ml)

Cefclidin

(MIC: 0.39μg/ml)

(b)

Cefozopran

(MIC: 0.78μg/ml)

Ceftazidime

(MIC: 1.56μg/ml)

Cefpirome

(MIC: 3.13μg/ml)

Cefclidin

(MC: 0.2μg/ml)

(c)

Time(hours)

Fig.1 Bactericidal activity of cefozopran, ceftazidime, cefpirome and cefclidin against S. aureus FDA

209P(a), E. coli NIHJ JC-2(b)and P.aeruginosa P9(c). ●, Control; ○, 1/4 MIC;▲, 1/2 MIC; △,

1 MIC; ■, 2 MIC; □, 4 MIC.
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(a) (b) (c)

Fig.2 Bacteriolytic activity of cefozopran, ceftazidime, cefpirome and cefclidin against S. aureus FDA 
209P (a), E. coli NIHJ JC-2 (b) and P. aeruginosa P9(c). Arrows indicate the time of drug addition.

(a) (b)

Fig.3 Morphological response profiles of E co li NIHJ JC-2 (a)and P. aeruginosa P9 (b)cells expOsed to

cefozopran, ceftazidime, cefpirome or cefclidin. Arrows indicate the MIC. Vertical axis indicates

the proportions Of: ■, normal cells; 〓, filaments; □, spheroplasts and lysed cell debris.

ラ メン ト化 す る とと もに,隔 壁形 成部位 にバ ル ジが生

じた が,細 胞 質 内 にはほ とん ど変 化が み られな かっ た

III. 考 察

Cefozopranは 本 実験 に用 いた被 験 菌 の致 死標 的 と

され るPBPに 高 い親 和性 を示 した。S. amreztsFDA

209Pで はPBP 1及 び2へ の親 和性 が高 く,対 照 セ フ

ェム 薬 の うち抗菌 活 性 が類似 したCPRも 同様 の 結合

親 和性 を示 した。S. amreusに お けるPBPの 役割 につ

い ては現在 十分 に は解 明 され てい ないが,増 殖 阻害 な

らびに殺 菌,溶 菌 作 用 の発現 に は複 数 のPBPの 阻害

が関与 して お り,特 に溶 菌 の誘 発 に はPBP 1と2あ

る い は3の 同 時 阻 害 が 必 要 とされ て い る10～12)。Cef-

ozopranはS. aureus FDA 209Pに 対 して濃度依存性

の殺菌 作用 と細胞 壁 の崩壊 を伴 う溶 菌作 用 を示 したが,

これ らの抗菌 作 用 はPBP 1及 び2へ の高 い親 和性が

反映 され たた め と思 われ る。MRSAで あ るS. aurezcs

N200Pの 致 死 標 的 と さ れ るPBP 2'へ のcefozo-

pranの 親和 性 はCPRに 次 いで高 く,同 等 の抗 菌活性
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(a) (b) (c)

Fig. 4 Phase-contrast micrographs of: (a) S. aureus FDA 209P; (b) E. coli NIHJ JC-2; (c) P. aeruginosa 

P9 exposed to cefozopran, ceftazidime, cefpirome or cefclidin at their respective MICs for 4 h.

を有 す るFMOXよ りも低 いI50値 を示 した。Cefozo

pranは ほ とん どの対 照 セフ ェム薬 と同様Eco万NIHJ

JC-2及 びP.aerugimsa P 9のPBPの うち,隔 壁 形

成 時 の ペ プ チ ドグ リカ ン合 成 に関 与 して い るPBP

313)に最 も高 い親 和性 を示 したが,こ の特性 は本 剤 が

広 い濃度 範囲 で これ らの菌 の伸長 化 を惹起 す る こ とに

反 映 され て い た。Spratt14)はPBP 3の 失 活 が 菌 の 死

につなが るこ とをE.coli K 12の 温度 感受 性変 異株 を

用 いて明 らか に したが,今 回の 実験 で はE.coli NIHJ

JC-2に お い てPBP 3のI50値 とMIC値 とに相 関 が

み られ る と ともに,MICで 殺 菌及 び溶 菌作 用 が発現 さ

れた ことか ら,cefozopranはPBP 3に 結 合す る こと

に よ り菌 を致死 させ る もの と思 われ る。一 方,P.aer-

uginosa P 9で はい ずれ の薬 剤 もPBP 3に 対 す るI50

値 がMIC値 よ り も小 さ く,本 菌 で は外膜 が 薬 剤 透過

障壁 と して作用 して い る ことが推 察 され る。Cefozo-

pranはP.aeruginosaP 9に 対 してMIC以 下 の 濃度

で殺菌 作用 を示 したが,そ の際 にみ られ る形 態変 化 は

ほぼ すべ て細胞 の伸 長化 で あ り,溶 菌 はお こらなか っ

た。 した が っ て,他 の β-ラ クタ ム薬15)の場 合 と同様

cefozopranの 作用 を受 けた菌 の 一 部 は溶 菌 す る こ と

な くviabilityを 失 う もの と考 え られ る。Cefozopran
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(a)

(b)

(c)

Fig. 5 Electron micrographs of: (a) S . aureus FDA 209P; (b) E.coli NIHJ JC-2; (c) P. aeruginosa P9 

exposed to cefozopran at the respective MICs for 4 h. Bars represent 1ƒÊm .
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は既存の セ フェム薬 を上 回 る抗菌 スペ ク トル と抗 菌活

性 を有 してい る2)が,PBPへ の親和性,殺 菌 ・溶菌 作 用

ならび に形 態変化 誘発 作 用 にお いて も対 照 セ フ ェム薬

と同等以上 で ある こ とが 明 らか に され た。
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Antibacterial properties of cefozopran, 

a new cephem antibiotic 

Masafumi Nakao, Yumiko Noji, Tomoyuki Iwahi, 

Toshiyuki Yamazaki and Akira Imada 

Pharmaceutical Research Laboratories III, Takeda Chemical Industries, Ltd, 
17-85, Juso-Honmachi, 2-Chome, Yodogawa-ku, Osaka 532, Japan 

The in vitro antibacterial properties of cefozopran, a new semi-synthetic cephalosporin, were 
evaluated by comparing its affinities for penicillin-binding proteins (PBPs), its bactericidal and 
bacteriolytic activities, and its effect on bacterial morphology with those of ceftazidime (CAZ), 
flomoxef (FMOX), cefpirome (CPR) and cefclidin (CFCL). Cefozopran and CPR had higher affinities 
for PBPs 1 and 2 of Staphylococcus aureus, and more potent anti-staphylococcal activity, than CAZ and 
CFCL. All four antibiotics had similar activity against Escherichia coli, and showed similar affinities 
for PBP 3 of this organism. Cefozopran, CAZ and CFCL were more potent than FMOX and CPR 
against Pseudomonas aeruginosa, and showed higher affinities for P. aeruginosa PBP 3. The broad-
spectrum antibacterial activity of cefozopran can be explained, in general, by its high affinities for 
PBPs. Cefozopran, at half its MIC level or higher, was bactericidal against all the bacterial strains 
examined, as were the other antibiotics tested. The bacteriolytic effects of cefozopran against S. 
aureus and E. coli were comparable or superior to those of the reference antibiotics. Exposure of S. 
aureus to cefozopran resulted in the formation of cell walls with irregular septa which subsequently 
thickened and collapsed. Elongation was the major morphological change in E. coli and P. aeruginosa 
cells treated with cefozopran. E. coli cells were converted to 'ghosts', infrequent in P. aeruginosa, after 
prolonged incubation with higher concentrations of cefozopran.


