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Cefepime(CFPM)を は じめ と した双極 イオ ン構造 を有す るセ フェム系薬(cefpirome;CPR,cefo-

zopran;CZOP)の 抗 緑膿 菌活性 をclassC型 β-ラ ク タマ ーゼ との相 互作 用か ら,ceftazidime(CAZ)

と比 較検 討 した。classC型 β-ラ ク タマーゼ非 産生株や低 度産生株 に対 する抗 菌力 はCZOPとCAZが

や や優 れ,次 いでCFPM,CPRの 順 で あった。 一方,classC型 β-ラ ク タマーゼ 高度産生株 に対 して

は,い ず れの薬剤 も酵 素産生 騒が高 い株 ほ どMICの 上 昇が認め られたが,そ の 上昇率 はCFPMで も っ

とも低 かった。classC型 β-ラ ク タマーゼ高度産 生株 か ら抽 出 ・精製 した酵 素を用 いて 各薬剤 の阻害定

数(Ki値)を 測 定 した ところ,CFPMが も っと も大 き く,次 いでCZOP,CPR,CAzの 順 であ った。

各薬剤 のclassC型 β-ラ クタマ ーゼ誘導能 を測定 した ところ,薬 剤 による大 きな差は認 め られず,い

ず れの 薬剤 も10μg/ml以 上 の作 用濃 度で 産生 誘 導が 認め られた 。 また,耐 性 変異 株 の選 択 頻 度 は

CFPMで も っと も低 く,さ きのKi値 が 小 さな薬剤ほ ど耐性 株が選択 され る頻 度が高 くなる傾 向にあ っ

た。
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双極 イオン構造を持つcefpirome, cefepime, cefozopran

は ブ ドウ球菌から緑膿菌に至 る広い抗 菌スペ ク トルを示すこ

とか ら"第4世 代"の セフェム系薬 と位置づけられている1}。

緑膿菌に対す るinvitro抗 菌力は第3世 代セ ブユム系薬の

ceftazidimeの それ とほぼ同等であ り,有 効な抗菌薬に乏 し

い緑膿菌感染症 にも重要な治療薬の1つ として用いられて

いる。 これらの薬剤はその化学構造的特徴か ら緑膿 菌の外膜

を比較的速やかに透過 し,か つ,染 色体性のclassC型 β一

ラクタマセーゼによる加水分解を受けにくいという共通の性

質を持っている滋。 しか し,こ れ らの性 質は定性的,も しく

は他の系統のセフェム系薬 との比較試験か ら得 られた知見で

あるため,こ れらの薬剤の間にどの程度の作用の強弱が存在

し,そ れが抗菌作用としてどの ような意義を持つのかほとん

ど理解 されていない。そこでわれわれはまずは じめに緑膿菌

が産生するclassC型 β-ラ クタマーゼに対する酵素学的検

討 を行い,各 薬剤の特徴を明 らかにすると共にその意義 につ

いて も考察 した。

1.材 料 と 方 法

1.使 用 菌株

実験 にはPssidomonas aerugimsa PAO1,Pamg-

inosa PAO4089な ら びにPaeruginoa GNlo3623)と

そ のclassC型 β-ラ ク タマ ーゼ 高度 産生 変異株(∫)。

aeruginosaGN10362CR,P.aeruginosa GN10362

AR)を 使 用 した。P.aeruginosa PAO4089は β-ラ ク

タム系薬 に感受性 化 したclassC型 β一ラ クタマ ーゼ非

産 生の変 異株 であ る4).ま た,P.aeruginosa GN10362

cRな らび にPaeraginosa GNlo362ARはPaerugi-

nosa GN10362か らceftazidime(CAZ,田 辺 製薬);4

μg/ml含 有 寒天平板 また はaztreonam(AZT,エ ー ザ

イ)16μg/ml含 有 寒 天平板 でそれ ぞれ選択 した耐性 変

異 株 で,cephalothine(CET,明 治 製菓)を 基 質 とし

た際の これ らのclassC型 β-ラ クタマ ーゼ活性 はそれ

ぞれ0.18,0.88unit/mgProteinで あ った。

2。 最小発育 阻」上濃 度(MIC)の 測 定

力価 の明 らかな市 販のcefepime(CFPM,プ リ ス ト

ルマ イヤ ー ズス クイブ),cefpirome(CPR,塩 野 義 製

薬),cefozopran(CZOP,武 田 薬 品1に業),CAZを 用

いてMICを 測 定 した。MICの 測 定 はNCCLSの 勧 告52

に 準 じて寒 天平板 希釈法 に よ り測 定 した。 薬剤 は滅 菌

蒸留 水 を用 いて溶 解 ・希釈 し,所 定 の濃 度 を 含む 希釈

系列 を感性 デ ィス クm培 地 一N(SDA;日 水 製薬)で 作

製 した。 被験菌 は感受性 測定 用ブ イヨ ン(STB;目 水 製

薬)の 一夜培=養 液 をbufferedsalinewithgelatin

(BSG)で 希 釈 し,ミ クロプ ラ ン ター(佐 久間 製作所)
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で104CFU/spotと な るよ うに薬 剤寒 天'r板 に接 種 し

た。 これ を35℃,18時 間培 養 した後,MICを 判 定 し

た。

3.classC型 β-ラ クタマーゼ活性の測 定

Antibiotic Medium3(Difbo)4.5mlに 被験 菌株 の

一夜培 養液を0 .5ml接 種 し,37℃,4時 間 振温培養 し

た。 これを7,000rpmで20分 間遠心分 離 し,菌 体 を集

め た ものを1/15Mリ ン酸緩衝 液(pH7.0)で 洗 浄 した。

これ を遠心 分離 に よ り上清 を取 り除 いた後,同 リ ン酸

緩衝 液1mlに 懸 濁 した。 これ を超音波破砕 後,12,000

rpmで30分 間遠心 した上清 を粗酵 素液 と した。酵 素活

性 は100μMのCETを 基 質 にUV法(262nm)で 測

定 し,1分 間 に1μMのCETを 分 解す る活性 を1unit

(△ ε 7.66)と し,粗 酵 素液 の蛋 白量 当 た りの比 活性

(unit/mgprotein)で 示 した。

4.classC型 β一ラクタマ ーゼ阻害定数(Ki値)の

測 定

既 報6)に 従 いPaeruginosa GN10362ARか らclass

C型 β-ラ クタマ ーゼを抽 出 ・精製 した。Ki値 は被験

薬 剤 存 在 下 でCETの 加 水 分 解 速 度 を 測 定 し,

Lineweaver-Burkplotか ら最小 二乗法 に よ り算 出 し

た。

5.classC型 β-ラ クタマーゼ誘導能 の測 定

Antibiotic Medium3(Difco)4.5mlにP.aerugi-

nosaGN10362の 一夜培 養液 を0.5ml接 種 し,37℃ で

2時 間振 畳培 養 した。 これに前述 の各薬剤 な らびに対照

のimipenem(IPM,萬 有 製薬)を 最終 濃 度で0。01,

0.1,1,10,100μg/mlに な る ように加 え,さ らに2時 間

振 湯培 養 した。 粗酵 素 液の抽 出,酵 素活性 の測 定 は 前

述 の通 り実施 した。

6.自 然耐性 変異株 の選択 頻度

Paeruginosa GN10362の 各 種薬剤 に対す る耐性 変

異株の 選択頻 度 を測 定 した。P.aeruginosa GN10362

をSTB;10mlに 接 種 し,35℃,4時 間振 盈培養 した。

これ をBSGで10倍 希 釈 し,y各 希 釈菌液 の0.1mlを

MICの4倍(4MIC)も し くは8倍(8MIC)の 濃 度

を含む薬剤寒天平板 に塗抹 した。 これ を35℃,40時 間

培 養 し,各 薬 剤濃 度で 発育 した 集落(変 異株)の 数 を

カ ウ ン トした。 さ らにこれ らの 変 異株の 耐性 を確 認す

るため,発 育 した変 異株 の中か ら無作為 に選択 した20

株 につ いて 岡濃 度の 薬剤 が含 まれ る寒天 平板 に塗 抹培

養 し,発 育 の有 無 をみ た。 自然 耐性 変 異株 の選択 頻度

は以 ドの式 に よ り算 出 した。

耐性変 異株 選択頻 度;A/BxC/D

A;薬 剤 寒 天平板 に発 育 した集落 数

B;薬 剤寒 天平板 に塗抹 した親株 の菌数

C;下 記Dで 選 んだ株の うち,同 濃 度の薬剤寒天

平板 に再 度発育 した株 数

D;Aよ り無作為 に選ん だ20株

ただ し,Aに おいて集 落数が20未 満 の場 合,Dの 被

験株数 はその最大数 とする。

II.結 果

1.抗 菌 力

Table1に 各 菌株 に対す るCFPM,CZOP,CPR,

CAZのMICを 示 した。classC型 β一ラ クタマーゼ非

産 生株 であ るPaeruginosa PAO4089と 野 生株であ る

Paeruginosa PAO1な らび にP.aeruginosa GN10362

に 対 す るMICはCZOPが も っ とも低 く,以 下CAZ,

CFPM,CPRの 順 であ った。一 方,classC型 β一ラク

タマ ーゼ 高度産 生株 で あ るP.aeruginosaGN10362

CR,Paerugino8a GN10362ARに 対 す るMICは い

ず れ の 薬剤 も酵 素 産 生 量が 高 い 変異 株 ほ ど高 か った。

しか し,Fig.1に 示 した通 り,classC型 β-ラ ク タマ

ーゼ の量 的影響 を受 ける程 度 は薬剤 に よって異 な って

お り,CAZで はPaeruginosa GN10362とPaeru8i-

nosa GN10362ARに 対 す るMICの 比 が64倍 で あっ

たのに対 し,CPR,CZOPで は32倍,CFPMで は16

倍 で あ った。

2.classC型 β一ラク タマーゼ阻害 定数

Table2にPaeruginosa GN10362ARか ら抽 出 ・精

製 した酵素 に対す るCET加 水 分解 の阻害定数(jKi値)

を 示 した。CFPMのKi値 はCAZ,CPRの 約4倍,

CZOPの 約2倍 であ り,緑 膿菌の産 生す るclassC型

β-ラ ク タマ ーゼへの結 合親和性 が低 い こ とが明 らか と

な った。

3.classC型 β-ラ クタマーゼ誘 導能

Fig.2に 各薬剤 を2時 間作用 させ た ときのPaerugi-

nosa GN10362に お け るclassC型 β-ラ クタマーゼの

Table 1. Antibacterial activities of cefepime, cefpirome, cefozopran and ceftazidime against Pseudomonas

aeruginosa strains produced various levels of class C /3 -lactamase

a)1 unit 1 p mol of cephalotine hydrolyzed per min at 30t and pH 7.0
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P.aeruginosa

GN10362

P.aeruginosa

GN10362CR

P.aeruginosa

GN10362AR

class C /3-lactamase activity (unit/mg protein)

Fig. 1. Relationship between decrease of susceptibility and class C
/3 -lactamase activity.

Table 2. Inhibitory kinetic parameters of various antibiotics against

class C /3 -lactamase from Pseudomonas aeruginosa

GN1032

(a

)avg±SD of several expehments

Fig. 2. Induction of class C (I-lactamase in Pseudomo-
nas aeruginosa GN10362.

最 的変動 を活性 で 示 した。CFPM,CZOP,CPRは い

ず れ も10μg/ml以 上 の濃 度で酵素量が 数 日倍か ら数 百

倍 に上昇 してい た。CAZで は10μg/ml作 用 時 におけ

る酵素量 の.上昇 は3倍 であ り,CFPM,CZOP,CPR

に 比 較 して誘 導 能 は低 か っ た。 しか し,CAZの100

μg/ml作 用 時 では酵素 景が78倍 に 上昇 して いた)PM

は0.1μg/m1作 用 時 に誘 導 の ピー クが認 め られ,他 の

薬 剤 とは異な るclassC型 β一ラ クタマ ー*ゼ誘導能 を示

してい た。

4.自 然耐性 変 異株 の選択頻 度

Table3にPαerα1ginosαGN10362に お け る耐性 変

異 株 の 選 択 頻 度 を示 した 。4MICで 選 択 した場 合,

CZOP,CPR,CAZで は おおむね10-6の 頻 度 で耐性 変

Table 3. Frequency of drug resistant mutants in Pseudornona.s

aeruginosa GN10362

a)1MICs of antibiotics aganst P.auruginosa GNIO362

異株 が選択 されたが,CFPMで の 選択頻 度は約10-7で

あ り他剤 に比べ10倍 程度低か った。8MICで 選 択 した

場 合,CPRとCAZで は10-7,CZOPで は101)の 頻 度

で耐性 変 異株が 選択 されたが,CFPRで は 耐性 変 異 株

は選択 されなか った。

III.考 察

緑膿 菌の β一ラ ク タム系薬 に対す る耐性 機構 に は,染

色体性classC型 β一ラ ク タマ ーゼ の構 成的 産生71,プ

ラ ス ミ ドもし くは トラ ンス ポ ゾ ンに関連 したclassA

型8),B型9)D型10)β 一ラクマーゼ 産生 能の獲 得,さ

らに外 膜透 過孔 の欠 損1Pや 多 剤排 出蛋 白12)に よ る薬 剤

蓄積 量の減 少な どが 知 られて いる,、現 在,CAZに 耐 性

を示す臨床 分離緑膿 菌 は約20%と 報 告 されて いるが呈β1,

これ らの 多 くはclassC型 β一ラク タマーゼ の高度産 生

株 と誘われてい る7}。 今回,CFPMを は じめ とした いわ

ゆ る第4世 代セ フ ェム系 薬 の緑膿 菌 に対す る抗 菌活性

を比較す るの にclassC型 β-ラ ク タマ ーゼに注 目した

理 由の1つ は,こ の よ うな 第3世 代 セ フェム系薬 耐性

菌が無視で きない まで に増 加 したためであ る,,

緑 膿 菌の β-ラ ク タマーゼ の影響が ない状 態で の薬剤

の抗 菌力を 「基礎抗 菌力口 と 考えた場 合,そ れ はclass

c型 β-ラ ク タマ ーゼ 産 生 能 を 欠 くP.aerulginosa

PAO4089に 対 す る抗 菌力 を測 定す るこ とに よってお お

むね把握 す るこ とか で きる。 その結 果,CZOPのMIC

が も っ とも低 く,次 いでCAZ,CFPM。CPRの 順 であ

った。 今 回,こ の 基礎 抗 菌 力の 差につ いて は検 討 して
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いないが,お そ らく外膜透過性やPBP結 合 親和性 が薬

剤に よ り若 干異な るた めで はな いか と考え られる。 臨

床 か ら分離 され る緑膿 菌の多 くはclassC型 β-ラ クタ

マーゼ をわず かに産生す るP.aeruginosaPAO1やP

aerugnosaGN10362の よ うな株 であ るが,こ の よう

な 株 に対 して もCZOPは 優 れ た 抗 菌 力 を示 す が,

CFPMと の抗 菌力の差 はP.aeruginosaPAO4089に お

ける差に比べて縮 まる傾 向にあ った。

一方 ,classC型 β-ラ ク タマーゼ 高度産生株 に対す

る 各薬 剤 の抗 菌力 をみ た ところ,い ず れの 薬剤 も酵 素

産生量が 多い株 ほ ど高いMICを 示 して いた。 しか し,

そ のMICの 上昇率 は薬 剤に よって 異なってお り,CAZ

のMICが64倍 上昇 した場 合にCPR,CZOPのL昇 率

は32倍,CFPMの 上 昇率 は16倍 であ った(Fig.1)。

Livermorehは β-ラ ク タマーゼ産生 量の異 なる臨床 分

離緑 膿菌についてCAZとCFPMのMICを 比 較 した と

ころ,酵 素の増加 に伴 うMICのL昇 はCFPMよ り も

CAZで 顕 著 であ った と報告 してい る。 また,蔵 園 ら群

は 本邦 で 分 離 され た緑 膿 菌50株 につ いてCAZと

CFPMの 感 受性 相 関をみた ところ,感 受性 菌で はCAZ

の抗 菌力がやや優 れ,耐 性 菌では逆 にCFPMの 抗 菌力

が 優 れて いる とい う結果 を示 して い る。 これ らの報 告

はいずれ も臨床分 離株 を材 料 に得 られた結 果で あるが,

今 回 われ われが 実験 的 に作 製 した変異 株 を用 いた 試験

において も同様の結 果が得 られてお り,CFPMはCAZ

耐 性 を示すclassC型 β-ラ ク タマーゼ産生緑膿菌 に対

して もあ る程度の抗 菌力を示す こ とが明 らか になった。

また,今 回の結果か らさらにCFPMがCZOPやCPR

に比 べ て もMICの 上昇率が低か ったこ とか ら,こ れ ら

の薬剤 の中で もっともclassC型 β-ラ クタマ ーゼの影

響 を受け に くい こ とが示唆 され た。 β-ラ ク タマー ゼの

酵 素反応 の中で もMICに 大 きな影響 をお よぼす要 因の

一つ に酵 素 と薬剤 の結合 親和性 の問題が ある1%そ こで

実際 にCFPMのKi値 を他剤 と比較 した ところ,本 剤

の 結合 親 和性 は他 剤 の1/2～1/4で あ り.こ の こ とが

classC型 β-ラ ク タマ ー ゼ を高 度 産 生 株 に 対 す る

CFPMのMICのL昇 率が低 い理由 と考え られた。

耐性 菌の増 加 が問 題 とな ってい る昨 今,抗 菌剤 の特

徴 は 「耐 性 菌の 選択」 とい う面か らも評価 され な けれ

ば な らない。 外 来耐性 遺伝 子の獲得 を除 き緑 膿 菌の セ

フェム系薬へ の耐性化 はclassC型 β-ラ ク タマ ーゼの

量的 変化 に よ る もの であ り,そ の 原因 に は薬剤 に よる

酵 素 の誘 導 とそ の産 生 量を制 御 してい る遺伝 子の変 異

の2つ が 考 え られて い る。 前 者につ いては 今回の検 討

結 果か らCFPM,CPR,CZOPの3剤 において顕 著な

違 い は認 め られず,い ず れの薬 剤 も高濃 度 で作 用 させ

なければclassC型 β-ラ ク タマ ーゼの誘導は 認め られ

なか った。 しか し,後 者 につ いて検 討 した ところ,耐

性 変異 株が 選択 され る頻度 は薬 剤 に よって 異 な り,そ

の頻度はCFPMで もっとも低かった。Fung-Tomcら17)

は緑膿菌におけるCFPMの 耐性 変異株 の選択頻度が

CAZな どに比べて低いのはCFPMに 耐性を獲得するに

は第2,第3の 変異が必要なのではないかと考察して

いる。 今回われわれが得た結果は彼等の知見とおおむ

ね 一致していたが,CFPMとCAZの 耐性変異株の選択

頻度の差が10～100倍 と小 さかったこと,さ らに得ら

れた変異株は耐性度の差はあるもののCFPMとCAZ

の間で交叉耐性(デ ータ未発表)が 認め られたことか

ら,CFPM耐 性変異株の選択頻度が低い理由を2段 階

の変異で説明す るにはさらに検討が必要であると考え

られた。この ように薬剤によって耐性変異株の選択頻

度が異なる詳細 な理 由はいまだ明 らかにされていない

が,classC型 β-ラ クタマーゼへの結合親和性が低い

薬剤ほど耐性 変異株の選択頻度が低いこ とか ら酵素へ

の結合親和性が重要な要因の1つ であることは間違い

ないと思われる。

今回,わ れわれは第4世 代セフェム系薬について有

効性 と耐性 菌の選択の両面か ら検討し,薬 剤 はそれぞ

れ異なる特徴を有す ることを明 らかにした。 このこと

は抗菌薬の適正使用を考える上で 重要な意味を持 って

いるものと思われる。 しか し,は じめに述べた通 り,

緑膿菌の β-ラクタム系薬耐性化にはclassC型 以外の

β-ラ クタマーゼや薬剤の排出なども問題になりつつあ

る,、これ らの耐性 因子 と抗菌薬の相互作用については

今後の課題であるが,こ れ らの問題を解決す ることに

よ り,よ り適切な抗菌薬 を用いることがで きると思わ

れる。
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Antibacterial activity of dipolar loni ccephalosporins against class C

β-lactam  ase-producing Pseudomonas aeruginosa
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In vitro antibacterial activities against Pseudomonas  aeruginosa producing various levels of chro-

mosomal class C 13 -lactamase were studied with dipolar ionic cephalosporins of cefepime (CFPM),

cefpirome (CPR) and cefozopran (CZOP) in comparison with ceftazidime (CAZ). The activities of

CZOP and CAZ against non-or low-class C -lactamase-producing P. aeruginosa were superior to

those of the other two agents. The MIC values against P. aeruginosa of high level production of

class C ƒÀ-lactamase increased with CPR, CZOP and CAZ, however, CFPM was relatively less

affected with increased ƒÀ-lactamase production. The effects of these antibacterials on the potenti-

ation of class C ƒÀ-lactamase production were tested, and the activities of induction of these

agents were found to be lower than of imipenem. Furthermore the affinity of CFPM to the puri-

fied class C ƒÀ-lacramase was the lowest of all the agents tested. CFPM also showed no selection

of drug-resistant mutants at X 8 MIC, whereas, the drug-resistant mutants could be isolated at

•~8 MIC of CPR, CZOP or CAZ.


