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新規 セフェム系抗菌剤cefozopranの 嫌気性 菌 に対 する抗菌作用

およびマウス盲腸 内細菌叢への影響

渡辺 邦友 ・加藤 直樹 ・田中香お里

田中 保知 ・加藤 はる ・上野 一恵

岐阜大学医学部附属嫌気性菌実験施設*

新 しいcephem系 抗生 剤 であ るcefozopranの 嫌 気性 菌 に対 す る抗 菌作 用 を寒 天 平板 希釈 法

に よ り検 討 した。また 、Bacteroides fragilis由 来 の β-lactamaseに 対 す る本薬 剤 の安定 性 お よび

マ ウス盲 腸 内細 菌叢 に与 える影響 を検討 した。

efozopranは, B.fragilis, Bactereides thetaiotaomicron, Bacteroides ova tusの い わ ゆ る B.

fvagilis groupとPrevotella bivia, Clostridium difficile, Eubacterium lentumの 少 数 菌 種 を

除く嫌気性参考菌のすべての菌種の発育を6.25μg/mlの 濃度で抑制する良好な抗菌作用を示

し た 。 特 に, Peptostreptococcus, Veillonella, Fusobacterium, P. bivia を 除 く Prevotella

spp.,C.dzfficileを 除 くClostridium spp.に 強 い抗 菌 作 用 を 示 した 。

CefozopranはB.fragilis 3株 由 来 の β-lactamaseに 対 しcefuzonamよ り 安 定 で, ceft-

azidimeと 同程 度 の 安 定 性 を示 し た 。マ ウ ス に本 薬 剤 を皮 下 接 種 し た場 合 の 盲 腸 内 に お け る C.

difficile異 常 増 殖 誘 導 の 程 度 が 検 討 さ れ た が,対 照 薬 剤 よ り も弱 く,マ ウ ス 細 菌 叢 へ の 影 響 は 少

な い もの と考 え られ た。
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CefozopraRは,武 田薬品工業株式会社研究所で化学修飾

法により開発 された注射用cephem系 抗生剤 である。本薬

剤 は Staphylococcus aureus ‚Æ Pseudomonas aeruginosa の

両 方 に比 較 的良 好 な抗 菌作 用 を示 す 。 この よ うな 性 質 はい

ま ま で の この系 統 の薬 剤 に は見 られ ず興 味 あ る 薬 剤 で あ

る1～3)。

著 者 ら はcefozopranの 嫌 気 性 菌 に対 す る抗 菌 力 が 既 存

のcephem系 抗生 剤 の 中 の どの よ うな位 置 に あ るか を明 ら

か にす る目的 で,す で に臨床 応 用 され て い るcephem系 抗

菌 剤 の うち,Stophylococcusに は抗 菌 作 用 を 示 す が Pseu-

domonasに は抗 菌 作 用 を示 さ な いcefuzonamと flomox-

efお よ びそ の反 対 の性 質 を もつceftazidimeを 対 照 薬 剤 と

して,in vitroで 検討 を行 っ た。 さらに本 剤 の Bacteroides

frtrgilis由 来 の β-lactamaseに 対 す る安 定 性 お よび マ ウ ス

盲腸 内細 菌叢 に及 ぼす 影響 につ い て も検 討 を加 えた 。

材 料 お よ び 方 法

供 試 菌 株

Table 1に 示 す 研 究 室 保 存 の 代 表 参 考 菌 株 お よ び

American Type Culture Collection (ATCC), 

National Collection of Type Culture (NCTC),

Virginia Polytechnic Institute (VPI) 由来参考菌株

と当研 究室 で臨 床材料 か ら分離 した嫌気性 菌 を用いた。

臨床 分離株 は,原 則 としてPRAS II media (Scott,

USA)を もちい る生 化学 的性状 とガ ス クロマ トグラフ

ィー に よ る代 謝産 物 中 の低 級 脂 肪 酸 の分 析 か ら VPI

manual第4版 に基づ き同 定 した4)。一部 の菌 株 は Rap

ID ANA system (IDS, USA)を 用 いた数値 同定 とガ

ス クロマ トグ ラフ ィー に よる代謝 産物 中 の低 級脂肪酸

の分析結 果 を基 に して同定 した。これ らの菌 株 は20%

スキ ム ミル クを保護 剤 として-80℃ で保存 した。

供試験 薬剤

Cefozopranの 原 末 を用 いた。in vitro抗 菌力 試験の

対 照 薬 剤 と してceftazidime, cefuzonamお よび flo-

moxefを,β-lactamaseに 対 す る安 定性 の検討 には,

さ らにcefpirome, imipenem, cephaloridineを 加 え

た。 いず れ も力 価 の明 らか な もの で ある。

薬 剤 の最小発 育阻 止濃度(MIC)の 測定

寒 天平板 希釈 法 に よって測 定 した。寒 天平 板希釈 法

は 日本化 学療 法 学会 の推奨 す る方 法 に準 じて行 った5)

抗菌 スペ ク トラム の検討 には感受性 測 定用培 地 として

5%う さ ぎ溶 血血 液 添加Brucella HK寒 天(極 東製

薬)を 用 い た。 臨 床 分 離 株 に 対 す るMIC測 定 に は

* 〒500岐 阜 市 司町40
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Table 1. Antibacterial spectrum of cefozooran against anaerobic bacteria compared with those of other agents

inoculum size : 106cfu/ml
anot strict anaerobes (to be reclassified.), b not strict anaerobes

GAM寒 天 培 地(日 水 製 薬)を 用 い た 。 嫌 気 性 培 養 は

anaerobic glove box(平 沢 製 作 所 東 京) (N2 80%,

CO2 10%, H2 10%)で2日 間 行 っ た 。

臨 床 分 離 株 に 対 す る抗 菌 作 用

最 近 数 年 間 に,当 研 究 室 で 扱 っ た 次 の 菌 株 を実 験 に

供 し た。Bacteroi48s fragilis 91株, Bacteroides vul-

gatus 2株, Bacteroides ovatus 8株, Bacteroides th-

etaiotaomicron 19株, Bacteroides distasonis 4株(以

上1992年 分 離 株), Prevotella intermedia 24株, Pre-

votella bivia 24株, Porphyromonas gingivalis 20株

(以 上1988～1991年 分 離 株), Peptostreptococcus anae-

robius 20株, Peptostreptococcus magnus 38株, Peptos-

treptococcus ansaccharolyticus 29株 (以 上1990～1992

年 分 離 株), Clostridium difficile 26株, Clostridium
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Perfringens 14株(以 上1991～1992年 分 離 株),

Mobiluncus spp.24株 (1988～1991年 分 離 株)を 用 い

た 。 偏 性 嫌 気 性 菌 で は な い がMobiluncus spp.と 共 に

Bacterial Vaginosisと の 関 連 で 重 要 な Gardnerella

vaginalis 20株(1988～1991年 分 離 株)を も検 討 に加 え

た6)。

B.fragilis生 産 の β-lactamaseに 対 す る安 定 性

Imipenem耐 性 のGAI 301447), imipenem感 受 性,

ampicillin高 度 耐 性 のGAI 101508)お よ び imipenem,

cefoxitinに 感 受 性 で は あ る が,そ の 他 の β-lactam剤

に 耐 性 を示 す0558株9)の3株 のB.fragilisを 用 い,本

薬 剤 の安 定 性 を検 討 した 。 被 験 菌 株 をGAMブ イ ヨ ン

に て37℃,4時 間 嫌 気 性 培 養 し た 後,4℃ に て 遠 心 分

離(5000 rpm, 20分)し て 集 菌 後,超 音 波 処 理 に て 菌

体 を破 壊 し,再 び4℃ に て 遠 心(12000 rpm, 60分)し

た 。 この 上 清 を粗 酵 素 液 と し て 用 い た 。 β-lactamase

活 性 はphotometric assayに て 測 定 した 。cephalor-

idineの 分 解 活 性 を100と す る相 対 率 で 現 した 。

マ ウ ス 盲 腸 内 細 菌 叢 に 及 ぼ す 影 響

5週 齢 のddY雄 性 マ ウ ス,体 重30±1 g(日 本 ク レ

ア,東 京)を 用 い た 。 対 照 薬 剤 と してcefuzonamお よ

びceftazidimeを 用 い た。 各 抗 菌 剤 は20 mg/kgを1

日2回,5日 間 投 与 した 。 抗 菌 剤 投 与 終 了 翌 日 お よ び

7日 後,麻 酔 下 に と殺 し た マ ウ ス か ら盲 腸 を切 除 し,

直 ち に 嫌 気 性 グ ロ ー ブ ボ ッ ク ス 内 に 搬 入 し C.difficile

の 定 量 培 養 に 供 し た。 分 離 培 地 と し てcycloserine

cefoxitin mannitol寒 天 平 板(日 水 製 薬)を 用 い た 。

成 績

Cefozopranの 抗 菌 ス ペ ク トラ ム

CefozopranのATCC由 来 の 標 準 菌 株 を 含 む 主 要

嫌 気 性 菌 に対 す る106cfu/mlお よ び108cfu/ml接 種 で

のMIC値 をTable 1, 2, 3お よび4に 示 した 。106

cfu/mlの 接 種 菌 液 を使 用 し た 場 合,cefozopranが 特

に優 れ た 抗 菌 力 を示 し た嫌 気 性 菌 はBacteroides grac-

ilis, Bacteroides ureolyticus, Prevotella oris, Prevo - 

tella oralis, P. intermedia, Desulfomonas, Veill - 

onella, Peptostreptococcus spp., Streptococcus, Sta-

phylococcus, Propionibacterium spp., Clostridium 

butyricum, Clostridium histolyticum, C. perfrin-

gens, Clostridium septicum, Clostridium sordellii, 
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolesc - 

entis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium 

pseudolongum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacil -

lus reuteriお よびLactobacillus salivanuusで あ っ た 。

中 等 度 の 抗 菌 力 を 示 し た 菌 種 は, B.fragilis, B.vul-

gatus, B. distasonis, Bacteroides eggerthii の B.fra-

gilis groupお よびBifidobacterium breve, Lactobaci-

llus caseiで あ っ た 。Cefozopranの 抗 菌 力 が 弱 か った

菌種 は, B. fragilis GAI 0558, B. thetaiotaomicron, B.

ovatus, Bacteroides uniformis, P. bivia, Fusobacter-

ium nucleatum, Fusobacterium varium, Eubacterium 

lentum, C. difficile, Lactobacillus brevis, Lactobacil-

lus fermentum, Lactococcus plantarum で あ っ た。

Cefozopranの 抗 菌 ス ペ ク トラ ム は対 照 薬 剤 の 中 で

はceftazidimeとcefuzonamと 類 似 し て お り, flomo-

xefと は 異 な っ た 。 全 体 的 に 見 た 抗 菌 力 で は cef-

uzonamよ り や や 劣 り,ceftazidimeに 近 い成 績 が得

られ た 。

108cfu/ml接 種 で の 成 績 と106cfu/ml接 種 で の 成 績

を比 較 す る と,B.fragilisとC.butyricumで は8倍 と

大 き な差 を認 め た が,そ の 他 の菌 種 で は2倍 程 度 の差

に 収 ま っ て い た 。

臨 床 分 離 株 に対 す る 抗 菌 作 用

成 績 をTable 5に 示 し た 。106cfu/ml接 種 で 観 察 す

る と,B.fragilis 91株 に 対 す るcefozopranの MIC50

とMIC90は そ れ ぞ れ6.25, 100μg/mlと 試 験 薬 剤 中最

も優 れ た 。 この91株 を,高 感 度 の ニ トロ セ フ ィ ン法 の

結 果 の み が 陽 性 の β-lactamase low producerと 低 感

度 の ア シ ドメ ト リー で も陽 性 とな るhigh producerに

分 け て分 析 す る と,high producerに 対 して はMIC50

とMIC90が い ず れ も200μg/ml以 上 で あ っ た が, low

producerに 対 し て は3.13,200μg/ml以 上 で あ り,両

者 に 顕 著 な 差 異 が 認 め ら れ た 。B.fragilis以 外 の B.

fragilis groupで あ るB.thetaiotaomicrou, B.ovatus,

B.vulgatus, B.distasonisに 対 し て も, cefozopranは

中 等 度 の 抗 菌 力 を 示 し,ceftazidimeと ほ ぼ 同 等 の成

績 を 示 した 。P.intermedia, P.biviaに 対 して, cefozo-

pranはceftazidimeよ り劣 る成 績 で あ っ た 。 しか し,

P.gingivalisに は, ceftazidimeよ りす ぐれ た 成 績 を示

し た 。

Cefozopranの β-lactamaseに 対 す る安 定 性

Cefozopranは, B.fragilis GAI 30144, GAI O558お

よ びGAI 10150由 来 の β-lactamaseに 対 し,相 対 加

水 分 解 率29.9, 2.1お よ び6.0%で あ っ た。Cefozo-

pranはB.fragilis GAI 30144由 来 のmetallo-β- lact-

amaseに 対 しcefuzonam, flomoxef, imipenem,

cefpiromeよ り安 定 で あ っ た。 ま たcefozopranは,残

りの2株 のB.fragilisが 産 生 す る β-lactamaseに 対

し,cefuzonamよ り安 定 で,ceftazidime, cefpirome

とほ ぼ 同 程 度 の 安 定 性 を 示 し た(Table 6) 。
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Table 2. Antibacterial spectrum of cefozopran against anaerobic bacteria compared with those of other agents

inoculum size : 108cfu/ml

マ ウス盲腸 内細 菌 叢 に対 す る影響

Cefozopran投 与 の場合,投 薬 終 了翌 日 お よび7日

目 ともC.dilfficileの 増殖 は見 られ なか った。対 照 と し

た2薬 剤 の うち,flomoxef投 与 の場 合 に は投 与終 了 翌

日の み に100%の マ ウ ス か らC.difficileが 分 離 され

た。Ceftazidime投 与 の場合 は投 与 終 了翌 日お よ び7

日 目 の い ず れ に お い て も102か ら103程 度 のC.dif-

ficileが 分離 され た(Table 7)。

考 祭

Cefozopranは,新 し く 開 発 さ れ た 注 射 用 cephem

系 抗 菌 剤 で あ る 。 著 者 ら は,cefozopranの 嫌 気 性 菌

に 対 す るin vitro抗 菌 作 用 を 検 討 し た 。Cefozopran

は, B. fragilis GAI 0558, B. thetaiotaomicron ATCC

29741, B. ovatus ATCC 8483, B. vulgatus ATCC 

8482, B. uniformis GAI 5466, F. varium ATCC 

8501, C. difficile GAI 10029, E. lenturn ATCC 25559
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Table 3. Antibacterial spectrum of cefozopran against Bifidobacterium spp . and Lactobacillus spp. compared with 
those of other agents

inoculum size : 106cfu/ml 
a strict anaerobic species

, b facultative anaerobic species

Table 4. Antibacterial spectrum of cefozopran against Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp. compared with 
those of other agents

inoculum size : 108cfu/ml

に 対 し25μg/ml以 上 の 比 較 的 高 いMICを 示 し た が,

そ の 他 の 菌 種 に は6.25μg/ml以 下 と優 れ たMICを

示 し広 い ス ペ ク トラ ム を有 し た。 臨 床 材 料 か ら最 も し

ば しば 分 離 さ れ る重 要 な 嫌 気 性 菌 は, B.fvagilis, B.

thetaiotaomicronな ど のB.fragilis groupと Peptos-

treptococcus spp.で あ る10)。 そ の う ちB.fragilisは,そ

の ほ と ん ど が β-lactamaseを 産 生 す る こ と が 知 ら れ

て い る。Cefozopranは β-lactamaseを 多 量 に生 産 す

る 代 表 的 菌 株 と し て 著 者 ら が 用 い て い る B.fragilis

GAI 0558に 対 し,200μg/mlと 高 いMICを 示 し た が,

生 産 量 の 少 な い株 の 代 表 と して 用 い て い る B.fragilis

GAI 5562に 対 して は よ り低 いMICを 示 し た。 こ の成

績 は,臨 床 分 離 のB.fragilisを 用 い た 同 様 の 検 討 で さ

ら に 明 らか とな っ た 。 す な わ ち 検 出 感 度 の 高 い ニ トロ

セ フ ィ ン法 で の み β-lactamase産 生 が 検 出 で き る 株

(β-lactamase low producer)のMIC50は 小 さ い が,

検 出 感 度 の 低 い ア シ ド メ ト リ ー 法 で も検 出 で き る 株

(β-lactamase high producer)に 対 す るMIC50は 高 か

っ た｡な お 当 然 な が らB .fragilts groupに 対 し,そ の

抗 菌 力 はcefuzonamやceftazidimeと 異 な り B.fr-

agilisの β-lactamaseに 極 め て 安 定 な 薬 剤 と し て 知

られ て い るoxacephem系 の抗 菌 剤,flomoxefよ り明

ら か に劣 っ て い た。

B.fragilisの2/3以 上 の 多 くの 菌 株 が 産 生 す る β-

lactamaseはGAI 0558株 の そ れ で あ る。Cefozopran

は この 酵 素 に対 しceftazidime, cefpiromeと 同 程 度 の
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Table 5-1. MIC distribution of cefozopran against clinical isolates of anaerobes and G. vaginalis
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Table 5-2. MIC distribution of cefozopran against clinical isolates of anaerobes and G. vaginalis

a facultative anaerobic bacteria

Table 6. Stability of cefozopran against ƒÀ-lactamases 

from three B. fragilis isolates

a: % •‹ : not detectable 

Note : GAI 30144 ; imipenem resistant, GAI 10150 ; ampicil-

lin highly resistant, GAI 0558 ; ƒÀ-lactamase high producer

安定 性 を示 した。

CefozopranのB.fragilisを は じ め とす る B.frag-

ilis groupに 対 す る抗 菌力 は,今 回著 者 らが 対照薬剤

として用 いた既存 の注 射用 セ フ ァロス ポ リン剤 である

ceftazidimeに 最 も近 い と考 え られ た。

以 上 の結果 と本 薬剤 の250, 500mg i.v.d.の 投与 で

のCmaxが それ ぞれ14.9, 29.1μg/mlで あ る ことを

考 え合 わせ る と11),cefozopranは,本 薬剤 を加水分解

で き る酵 素 を 産 生 し比 較 的 高 いMICを 有 す るB.

fragilts groupの 菌 株 お よ びP.biviaとE.lentumな

ど一 部 の この系統 に 自然 耐性 を示す 菌種 を除 いた多 く

の嫌 気性 菌 に対 して臨床 的 に有 用性 が期待 で きるもの

と考 え られ る。

さらに,マ ウス のモ デ ル を用 い た検討 に よ り, cef-

ozopranは 対 照薬 剤 としたflomoxef, ceftazidimeよ

りマ ウス盲腸 内へ の影響,す なわ ちC.difficileの 異常

増殖 を引 き起 こす 力が著 し く弱 い こ とが知 られた。本

薬剤 の臨 床第 一相 試験 にお ける ヒ ト腸 内細 菌叢 に及ぼ

Table 7. Emergence of Clostridium difficile in mouse caecum contents after 5 days, dosing of cefozopran, 
flomoxef, and ceftazidime

a Five mice (ddY strain) received each antimicrobial at a dose of 20 mg/kg twice a day for 5 days.
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す影 響 の検 討 で も,細 菌叢 へ の影 響 は軽 微 で C.dif-

ficileの 出現 も見 られ なか っ た と述 べ られて い る11)。こ

れ らの成績 か らcefozopranの 抗菌 剤 関連 下 痢症 を起

こす可能性 は低 い ことが予想 され た。
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In vitro antibacterial activity of novel cephalosporin, cefozopran, 

against anaerobic bacteria 

Kunitomo Watanabe, Kaori Tanaka, Naoki Kato, Haru Kato 

Yasunori Tanaka and Kazue Ueno 

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University

The antibacterial activity of a novel cephalosporin
, cefozopran, against anaerobic bacteria of reference 

and clinical isolates was determined by agar dilution method . The stability of this compound against ƒÀ-

lactamases derived from three B. fragilis isolates and the effect of this compound on the normal cecal flora 

in mice was also determined. 

Cefozopran was very active against Peptostreptococcus, and Porphyromonas spp ., and inhibited the growth 

of most anaerobic bacterial species tested at the concentration of 6 .25 ƒÊg/ml, except several species includ-

ing Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron
, Bacteroides ovatus, Prevotella bivia, Clostridium difficile 

and Eubacterium lentum . 

Cefozopran was hydrolysed to some extent by the ƒÀ-lactamases from three isolates of B . fragilis, but it 

was more stable than cefuzonam and as stable as ceftazidime . This compound, when administered sub- 

cutaneously, did not lead to the overgrowth of Clostridium difficile in murine cecum.


