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Penicillinase(PC・-ase)に 安 定 なCloxacillin,Oxacil-

1in,Methicillinお よ びBenzylcephalosporinCが

Klebsiellaaerogenes,Bacilluslichenifermis,E.coli,

Proteusmorganiiお よびStaPh、aureusな ど の産 生 す

るPC-aseにinhibitGrと して作 用 す る こ と に つ い て

は す でに報 告 され て い る2・3・7・9・IG・11・12・13・22・23・as・28)e

著 者 らは 前 報 で,広 い抗 菌 ス ペ ク トラ ム を も っAB-

PCと,耐 性StaPh・aureusに 抗 菌 作 用 を 示すMCI-PC

との併 用 で試 験 管 内抗 菌 作 用 が 相 乗 的 に増 強 され る こ と

を 認め た鋤 。 引 き続 き各 種 の 病 原 細 菌 な らびに 市 販PC-

aseに よるAB-PCの 分 解 にた い す るMCI-PCの 阻 害

効果,お よびAB-PCをi基 質 と し た 場 合 のPC-aSeの

inhibitorと しての 性 状 を検 討 しな の で報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 実 験 方法

1)使 用薬 剤

Aminobenzy1-penicillin(Penbritin-Beecham,AB:-

PC),Methylchlorephenylisexazolyl-penicillin(Orbe-

nin・-Beecham,MCI・-PC),Benzyl-penicillin(PC-G)を

用 い た。

2)使 用菌 株 お よ び市 販PC-ase

患 者 分離E.coliK…11,KlebsiellaPneumOniaeK・-5

は 東 邦 大学 医 学 部 微 生 吻 学 教 室, ,患者 分eeStaPh・aureUS

No.39は 医 科 学 研 究 所 よ り分 与 され た もの,な らび に 当

研究 所 保存 のProteusvulgarisOX-19株 を 使 用 した 。

市 販PC-aseは 東 京 顕 微 鏡 院 製(40万u/via1)を 用 い

た。

3)AB-・PCお よびMCI-PCの 共 存 時 に お け る 両 者

の 分 離 定量 法

検 体 を100℃,5分 間煮 沸 してPC-aseを 不 活 性 化

し,適 度 に稀 釈 した後,AB-PCはE.coliNIHJ,MCI-

PCはAB-PC耐 性Stapk.aureusNo.20(MIC;AB-

pc,>400mcg/ml)を 検 定菌 とす るデ ィス ク法 に よ り

分 離 定 量 した。

4)AB-PCお よびPC・-Gの β一一lactamの 分 解 率 の

測 定

予 め 一 定 濃度 のMIC-PCとincubateし たPC-ase

また は 無 処 理 のPC-aseと 基 質(AB-PCま た はPC-G)

2mg/m1と を,37℃ でM/15ph◎sphatebuffer(pH

7、o)中 で1時 間incubateし,そ の1m1をNllool2

溶 液10m1に 加 え,15分 間密 栓 し て 放 置 後,N/loo

Na2S203溶 液 で逆 滴定 す る こ とに よ り β一lactam環 の 開'

裂 率 を 求 め た。

5)AB-PC・ のPC耐 性 大 腸 菌 に た い す る殺 菌 作 用 の

測 定

試 験 培 地 と して ペ プ トン0.5%,肉 エキ ス0・5%,食

塩0・25%の ブ イ ヨ ン(pH7.0)を 用 い,こ れ にBHI培

地 中 で37℃,20時 間 培 養 したE.eoliK-11の 培 養 液

を0・5%接 種 した。 この液 を200m1の 坂 ロ コル ベ ン

中 に40m1つ つ 分 注 し,こ れに 最 終 濃 度 と してAB-PC

単 独40mcg!mI,MCI-PC単 独40mcg/ml,AB-PC20

mcg/m1十MCI-PC20mcg/mlと な る よ うPC類 を 加

え,37℃ で振 叢 培 養 した(し か し7～24時 間 まで は 静

置 培 養)。 一 定 時 間 後 に 培 養 液 の一 定 量 を 採 取 し,10倍

稀 釈 法 に よ り生 菌 数 を 測 定 した 。

な お生 菌 数 の測 定 と併 行 して,培 養 液 中 のAB-PCの

残 存 活性 をE・coliNIHJを 検 定 菌 とす るデ ィ ス ク 法 に

よ り測定 した。

6)患 老 分 離 プ菌 のExtracellularenzymeお よ び

Cel1-boundenzymeに よ るAB-・PCの 分 解 率 の 測定

StaPh・aureusNo・39よ りつ ぎの 方 法 でExtracellular

enzymeお よびCell-boundenzymeを 調 製 した。 す な

わ ちStaph・a"reusNo・39をBHIbroth中 で37℃,

4時 間振 盈 しな が ら培 養 した 。 培 養 液 を 遠 心 分 離 し

(10,000rpm,20分),上 清 をExtracellularPC-aseと

して 用 い た。 沈 澱 し た 菌 体 をM115phosphatebuffer

(pH7・0)で 洗 浄 し,再 び遠 沈 す る。 菌 体 をbufferに
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再 び 浮 遊 せ しめ,90分sonic処 理(20KC)し た。 菌 体

の 破 壊 液 を3,000ユpmで15分 遠 心 分 離 して 得 た 上 清

液 をCel1-boundPC-aseと して 用 い た。

これ らの 酵 素 液 にAB-Pcsoomcg/ml(単 独),MCI-

PC250mcg/m1(単 独),AB-PCsoomcg/ml十MCI-PC

250mcg/m1を それ ぞ れ 加 え,37℃ で振 温 し た。30分,

1時 間 お よび2時 間 目に 反 応 液 の一 定 量 を100。C,5分

間 煮 沸 し,こ れ を 適 当 に稀 釈 して上 記 のデ ィ ス ク法 に よ

り残 存 す るAB-PCを 定 量 した 。

7)市 販PC-aseに よるAB-PCの 分解 率 の測 定

最 終 濃 度 と し て5,000u/mlの 市 販PC-aseを 含 む

M/15phosphatebuffer(pH7.e)に,表2に 示 す よ う

な 濃 度 にAB--PCま たはMCI-PCお よび 両 者 の 混 合 液

を そ れ ぞ れ 添 加 し,37℃ で振 盈,1時 間 お よ び3時 問

目に 一 定 量 を 採 り,等 容量 の99%エ タ ノー ルを 添 加 し

て30分 間 静 置 し,AB-PCお よびMCI-PCの 残 存 量 を

デ ィ ス ク法 に よ り分 離 測定 した。

8)各 種 の 患 者 分 離 菌 の産 生す る粗Cell-boundPC-

aseに よるAB-PCの β一lactam分 解 率 の 測 定

患 者 分 離StaPh.aureusNo.39,E.coliT-20,Kleb-

siellaPneumoniaeK-5,ProteusvulgavisOX-19よ り

前 記 の 方 法 で 得 ら れ た 粗Cell-boundPC-ase液 に 最 終

濃 度 と して,AB-PC2mg/ml,MCI-PC2mg/mlお よ

びAB-・PC2mg/ml十MCI-PC2mg/mlを 加 え,37℃

で30分,ユ 時 間,1・5時 間,2時 間incubateし 上 記

のiod。metricassayに よ り β一1actamの 分 解 率 を 測 定

した。 またAB-PCの 量 を 変 え た他 の 目的 の 実 験 も,こ

の 方 法 に 準 じて 行 な つ た。

9)MCI-PCに よ るCell-boundPC-・aseの 不 活 性 化

実 験

StaPh.aureusNe.39,E.coliT-20よ り調 製 し た 粗

ce1レboundPC-ase液 にMCI--PC4mglml(最 終 濃 度)

を 添 加 し,あ らか じめ37℃ で5,10,20,40お よ び

60分 間incubateし た 。 つ い で 基 質AB-PClmg加1

あ るい はPC-Glmg/mlを 添 加 後37℃ で1時 間in-

cubateし,iodometricassayに よ りAB-PCあ るい は

PC・-Gの 残 存 量 を 測 定 した。 この実 験 でMCI-PCを 添

加 し な い場 合 の 基 質 の 分解 量 を100と し,MCI-PC添

加 時 の 基 質 の 分 解 量 よ り残 存 率 を求 め た。

実 験 結 果

(1)AB-PC耐 性 大 腸 菌 に た い す るAB-PCの 殺 菌

作 用 とMCI-PCの 添 加 効 果

図1に 示 す とお り,AB-PCお よ びMCI-PCに 高 度

耐 性 のEcoliK-11(Mlc:AB-Pc400mcg/ml,Mcl-

PC>400mcg/ml)の 増 殖 培 地 に,AB-PCお よびMCI-

Pcを そ れ ぞ れ40mcg/ml(MIcの1/10濃 度 また は そ

図lAB-PCとMCI-PCの 共存時の患老分離 大腸菌K-II

にたいサる殺菌作用とAB・・PCの1「活牲化との闘連性
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れ以下)を 添加 して も,菌 の増殖阻害は お こらず,対 照

の無添加時に近 い増殖傾 向を示 した。これ にたい しAB-

PC20mcg/m1十MCI-PC20mcg/ml(両PCの 合計濃度

で40mcglml)の 共存に よつて殺菌効果の著 明な増強が

認 められ た。

つ ぎに この条件下に おけ るAB-PCの 残 存 量 をAB-

PC単 独 とMCI-・PC共 存時について比 較 した。すなわ

ち7時 間 目においてAB-PC単 独時では,添 加 量の25

%,共 存時 で60%,24時 間 目では,全 く活性が認めら

れ なかつ たが,共 存時 では60%のAB-PCの 残存活性

が認め られた。 この結果か ら上記 のAB-PCとMCI-PC

表1患 者 分 離 黄 色 ブ ドウ球 菌(No.39)に よ るAB-PC

の分 解 に たい す るMCI-PCの 阻 止 効 果

(AB・一一PCの 分 解 率%*)

Enzyme&Penicillins

Extracellularenzyme

AB-PC5001ncglm1

MCトPC250鵬cg/ml

AB-PC500鵬cg1鵬1

十
MCI-PC250mcg/m1

Ce11-boundenzyme

AB-PCsoomcg/ml

MCI-PC250rncg/ml

AB-Pc500mcg加1

十
MCI-PC250mcg/m1
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*デ ィ ス ク法 試 験菌;AB-PC,E.eeliN!HJ

MCI-PCStaPh。aureusNo.20
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の 相乗 効 果 は,MCI-PCに よ るAB-PCの 分 解 阻 止 が

一 因を な して い る と思わ れ る。

(2)患 者 分 離 ブ ドウ球 菌 のExtracellularお よ び

Cel1--boundenzymeに よ るAB-・PCの 分 解 に た い す る

MCI-PCの 阻 止 効 果

表1に 示 す ご と く,AB--Pc(500mcg/m1)は,息 者 分

UeStaph.aureusNo,39よ り得 たExtracellularenzyme

に よ り68%(30分),93%(1時 間),99%(2時 間)と ひ

じ よ うに 分 解 を うけ 易 い 。 い つ ぼ うMCI-PCは 同 一条

件 で2時 間 まで 全 く分 解 を うけ な か つ た 。 つ ぎ にAB-

PC500mcg11n1にMCI-PC250mcg/mlが 共 存 した 場

合,AB-PCは このPC-aseの 分 解 活 性 に 抵 抗 し,1時

間のincubationで は 分解 を うけず,2時 間 で は じめ て

52%の 分 解 が お こつ た 。

い つ ぼ うCel1-boundenzymeに よ るAB-PC500

mcg/m1の 分 解 は30%(30分),96%(1時 間),99%

(2時 間)と 分解 を うけ 易 いが,MCI-PC250mcg/m1の

共 存 に よ つ てAB-PCの 分 解 は22%(30分),50%(2

時 間)と 著 明な 分 解 阻 止 が 認 め ら れ た。

〈3)市 販PC-aseに よ るAB-PCの 分 解 に た い す る

MCI-PCの 阻 止 効 果

表2に 示 す よ う に,反 応 液 中500mcg/m1の 濃 度 に

存 在 す るAB-PCは 市 販PC-aseに よ り,1時 間 で58

%,3時 間 で83%と 強 く分 解 さ れ た が,MCI--PCは

反応 液 中 に500mc91mlま た は250mc9/mlの い ず れ

の濃 度 に お いて もほ とん ど分解 を うけ な かつ た。 い つ ぼ

うAB・-Pc(500mcg/ml)にMCI-PCが250mcg/ml,

5eomcglmlま た は1,000mcg/mlの 濃 度 に 共 存 した 場

合,AB--PCの 分解 は1時 間 後 で それ ぞ れ45%,25%,

表2市 販PC-aseに よるAB-PCの 分解 にたいす

るMCI-PCの 阻止作用

抗 菌活性 分解率%*

Incubati◎n

Subtra-time(hr.)

tes・13

図2憲 者分寓桂菌のCeLt-boundPC-esε1=よ うAB-PCの β一lata例 の分 解

1:たし、す5MCI-PCの 阻 止 効 果

(工ed。metricassay)
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Penicillins&PC-・ase

AB-PC500mcg/m1 AB-PC5883

MCI-PC500魚cg/m1 MCI-PCOO

Mα 圃PC250mcg/mllMCI-PCO9

AB-PC500斑c81瓶1 AB-PC4554

MCトPC250mcg/m1 MCI-PCO8
一

AB-PC500mcglml AB-PC2555

MCI-PC500mcg/m1 MCI-PCO7

1

AB-PC500卑cg/m1 AB-PC3948

MCI-PC1,000mcglm1 MCIbPCOO

K・Pめe"moniaeK-5

1

PC-ase

5,000

u麺1

市 販PC-ase:東 京 顕微 鏡 院 製400,000u/vial
*デ ィ ス ク法

2

100

50

奪
1 2

39% 、お よび3時 間後 で54%,55%,48%と な つ た。

す なわ ちAB-PCとMCI-PCの 濃 度 と分 解 阻止 効果 と

の 間 に 一 定 の 関係 は 認 め られ な か つ た が,い ず れ の場 合

もMCI-PCの 共 存 に よ り市 販PC-aseに よ るAB-PC

の 分 解 は 阻 止 され た。

(4)各 種 の 患者 分 離 菌 のCell-boundPC-aseに よ

るAB-PCの β一lactamの 分 解 に た い す るMCI-PCの

阻 止 効 果

図2に 示 す ご と く,MCI-PC(2mg/m1)を 患者 分 離 の

StaPh.aureusNo.39,EcogiT-20,Kleb.Pneumoniae

K-5ま たはProteusvulgarisOX-19よ り 調 製 した粗

CeU-boundPC-aseと そ れ ぞ れ2時 間incubateし て

も,MCI-PCの β一1actam環 の 開 裂 は ほ とん ど お こ ら

な い。 これ に た い しAB-PCで は 同一 条 件 に お け る2時

間 のincubateで,添 加 量 に た い し70%(StaPh.aureus

No.39),83%(E.coliT-20),37%(Kleb.pneumoniae

K-5)お よび60%(PreteusvbelgarisOX-19)の β一lac・

tam環 の開 裂 が お こ るoし か しAB-PC(2mglm1)と

MCI-PC(2mg/m1)の 共 存 に よ り,AB-PCの 分 解 率 は

それ ぞれ47%(StaPh.a#reusNe・39),30%(E.coliT-

20),12%(Kleb.PneumoniaeK-5)お よび25%(Proteu5

vul8arisOX-・19)とAB-PCの 単 独 の場 合 に 比 較 して

著 る し くそ の分 解 は 阻 止 され た。

(5)MCI-PCに よ る β一1actamaseの 不 活 性 化 と

Preincubation時 間 との関 係

表3お よび 表4に 示 す ご と く,StaPh.aureusNo.39

のCe11-boundPC--aseとMCI-PCと の反 応 で,60分

のPreincubationで は 基質 と して加 え たAB-PCの 分

解 は 僅 か で添 加量 に た い して92%で 分解 を うけず に残

存 す る。

またPreincubationせ ず に 基 質 をMCI-PCと 同時 に

PC-aseに 加 えた 際 で も約47%のAB-PCが 分 解 され
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た に す ぎ なか つ た 。 しか し基 質 をPC-Gと し た 場 合 で

は,MCI-PCとPC-Gの 同時 添 加 で はPC-aseに よ る

PC-Gの 分 解 は ほ とん ど阻 止 す る こ とは で きな い 。 た だ

PC-Gを 基 質 と した 場 合 で もMCI-PCと 酵 素 のPre-

incubationを5分 以 上 お こな うと,PC-Gの 分解 はAB-

PCを 基 質 と した 時 と大 差 な か つ た。 い つぼ う患 者 分離

E・coliT-20で はPreincubationの 効 果 が 非 常 に 異 な

る。 す な わ ちEcoliT-20よ り 得 ら れ たCeU-bouΩd

PC-aseの 場 合,StaPh.aureusで み られ た よ うな 両 基

質 の 分解 性 の極 端 な差 は 認 め られ な か つ た。 す な わ ち

AB-PCをMCI-PCと 同時 にE.coliT-20Cellbound

PC-aseに 加 え た 場 合 の残 存 率 は64%,60分 のPre-

i
ncubationで は79%で あつ た。PC--Gを 基 質 と した時

で は,同 時 添 加 で55%,Preincubation60分 で57%

の 残 存 率 を 示 した 。

表3MCI-PCに よ る患 者 分 離 黄 色 ブ ドウ球菌(Ne.

39)の β一lactamase活 性 の 不 活 化 とPre圭 一

ncubation時 間 との 関係

残 存 率%*

Preincubationtimes

(min.)

0

0

0

AU

5

0

のり

14

ウ
μ

-
晶

Sul)strates

AB-PC

9
μ

2

PO

5

5

3
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反 応 条 件

1)Preincubation(37。C)

Cell-boundPC・-aseO.02mg/mI

MCI・-PC4mg/ml

2)AB-Pcま た はPc-G2mg/ml添 加

37℃,1時 間 反 応

表4MCI-PCtcよ る患 者 分 離 大腸 菌(T-20)の β・-

lactamase活 性 の不 活 化 とPreincubation時

間 との関係

残存率%

Preincubationtimes

(min.)

0

0

0

0
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表3と 同 じ条件

考 察

AB-PCが 有 用 な 抗 生 物 質 と し て広 く臨 床 的 に利 用 さ

れ て い る こ とは 周 知 の とお りで あ る6・s》。 し か し 最 近,

AB-PC耐 性 菌 の増 加 の傾 向か ら,こ の種 の菌 を 起 因 菌

とす る感 染 症 の 治療 に た い し新 しい 方 途 が 要 求 され つ つ

あ る。 一般 的 に は これ を解 決 す る 方 向 とし て,AB-PC

耐 性 菌 に有 効 な,よ り広 い抗 菌 性 を もつ 抗 生 物 質 の 開発,

また はAB-PCの 耐 性 菌 に たい す る 弱 め られ た 抗菌 活 性

を,な ん らか の手 段 で 回復 す る とい う方 向 が 考 え ら れ

る。 わ れ わ れ は本 報 で は後 者 の立 場 で の検 討 を試 み た 。

一 般 にPC耐 性 黄 色 ブ ドウ球 菌 ま た はPC耐 性 グ ラ ム

陰 性 菌 にた いす るAB-PCの 感 受 性 の 低 下 は,こ れ らの

菌 のPC-ase(β 一一lactamase)kこ よ るAB…PCの 分 解 に よ

る と考 え られ るエ・4・5μ・15・17・ls・25)e

い つ ぼ うOxacillinな らび にMethicillinな どの β一

lactamaseに 安 定 なPC類 が β一lactamaseのComPeti・

tiveinhibitorと して作 用す る こ とが 報 ぜ ら れ て い る19・

22・2s)
。 わ れ わ れ はOxacillin,Methicillinな ど と同様 に

PC-aseに 安 定 なMCI-PCがAB--PCに た い す る β一

lactamaseのinhibitorと して,ど の よ うな活 性 を も

つ て い るか に つ い て検 討 した。

わ れ われ はAB-PCお よびMCI-PCに 高 度 耐 性 の患

者 分 離P・coliK-11を 用 い た 実 験 で,両PCの 低 濃度

(1120MIC)に お け る共 存 で,著 明 な殺 菌 効果 の 増 加 と

AB-PCの 分 解 の 抑 制 効 果 が 認 め られ た 。 す なわ ちMCI-

PCが 抗 菌 作 用 を殆 ん ど示 さ な い上 記 の試 験 菌 株(MCI:

>400mcg/m1)で もPC-aseinhibitorと して の 活性 が

あ り,ま たAB-・PCの 殺 菌 作 用 の 増 強 が 認 め ら れ た こ と

は 興 味 深 い 。 た だMCI-PCに よ るPC-aseの 不 活 性 化

と両 者 の 相 乗 効果 との 相関 性 につ い て は な お充 分 明 らか

で は な い。SMITHお よびHAMILToNら はPC--aseは

そ のbacterialsourceに よつ て基 質 特 異 性 が異 な る こ

とを 報 告 し てい る16・2e・21・26・27・29)。わ れ わ れ は患 者 よ り分

離 した 数 種 の 病 原 細 菌 のAB-PC一 β一lactamase活 性 にた

い す るMCI-PCの 阻 害 効果 を 比 較 した と こ ろ,そ れ ら

の 細 菌 のAB-PCを 基 質 と した 際 のMCI-PCの 不活 性

化 効 果 は 必 ず し も一 定 で な か つ た 。

またGOUREVITCHら はStaPh.aureusのPC-aseに

よ るPC-Gの 分解 はMethicillinと 酵 素 を 予 め反 応 せ し

め た 場 合 に の み 阻止 され る と報 告 して い る12)eわ れ わ れ

は 患者 分 離 のStaPh.aureusNo.39お よびE.coliT-

20よ り得 た粗Cell-boundPC-aseに た い す るMCI-PC

の不 活 化 実 験 で,StaPh・aPtreusNo・39由 来 のPC-ase

とMCI-PC(阻 害 剤)お よびPC-G(基 質)の 同 時 添 加 で

はPC-Gの 分 解 阻 止 は 認 め られ な か つ た 。 す な わ ち こ

こに 用 い たPC-aseとPC-Gと の 反 応 速 度 は ,MCI・ ・PC
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によるPC-aseの 不活性化の速度 よりも大 きい と考 えら

れ る。,しか し同一条件 でAB-PCを 基質 と した 場 合 で

は,酵 素お よびMCI-PCの 同時添加で もAB-・PCの 分

解阻害が認 められた。 この結果は ここで 用 い た 醜σ魏 ・

aureusの β一1actamaseがPC-Gと 強い親和性を もつ

ためと考えられ る。

しか しE.coliT-20由 来 のCe11-boundPC-aseの 場

合,基 質お よび阻 害剤 の同時 添 加 で はAB-PCとPC-

Gの 分解 率の聞に は大差がなかつた。わ れ わ れ の 上記

の実験結果 にたい し,MCI-PCはAB-PCま た はPC-

Gよ りも β一!actamaSeに たい しよ り親和性が大である

とい う報告があ るが,こ れ は β一lactamaseのs◎urce

お よび精製度な どが異なるので必ず しも同一に論 じられ

ない。

以上,わ れわれは病原細菌にたいす るAB-PCとMC工 一

PCの 共存下で試験管 内抗菌作用の相乗的増強 を認 めた

が,こ の よ うな事実 は単にAB-PCの 細菌に よる分解が

MCI-PCの 存在下 では抑 制され るとい う,い わば消極的

な事実 では充分説明 できない と思われ るので今後 さらに

検討を加えたい と考えている◎

要 約

各種の病原細菌の産生するPC-aseに よるAB-PCの

分解にたいす るMCI-PCの 阻止作用を検討 した。ま た

AB-PCとMCI-PCの 共存時の殺菌作用につい ても検討

を加えた。

1)AB-PCお よびMCI-PCに 高 度 耐 性の患者分離

EcoliK-11に たい し,両 者の共存下 では極め て低濃度

(MICの1/10ま たはそれ以下)に おいて 著 明な殺菌効

果が認め られた。 また この条件下において,MCI-PCの

共存によつて病 原細菌 に よるAB-PCの 分解が著 明に阻

止 された。

2)患 者 分離AB-PC耐 性StaPh・auアeusNo・39よ

り得たExtracellularPC-aseお よびCell-boundPC-

aseに よるAB-PCの 分解にた いしてMCI--PCは 同程

度の阻止作用を示 した。

3)患 者分離StaPh.awreusNe・39を は じめ とす る

種 々の病原細菌 より得 た粗PC-aseに よ るAB-PCの

β一一lactam環 の開裂 は,い ず れ もMCI-PCの 存在下 に

阻止されたが,そ の阻止効果 は一定 ではない。
J
4)StaPh.aureusNo.39よ り分 離 したCel1-bound

PC-aseに よるAB'・・PCの 分解 は,反 応 開始時 にMCI-

PCを 同時添加す ることに よつて,そ うと う阻止 される

が,PC-Gを 基質 とした場合には,MCI-PCとPreincu。

bationし なければ阻止効果は認め られない。

稿を終 るに あ た り,藤 沢薬品 ・中央研究所 小原前所

長,中 野現所長お よび熊 田部長 の御援助を感謝 します。

また実験に協力 され た深 田志計実君に感謝 します。
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    STUDIES ON THE SYNERGISTIC ACTION OF 

          AMINOBENZYL-PENICILLIN 

AND  METHYLCHLOROPHENYLISOXAZOLYL-PENICILLIN

(2) Preventive Activity of MCI-PC for Microbial Degradation of  AB-PC 
                 by Some Pathogenic Bacteria 

           YASUHIRO MINE &  MINORU NISHIDA 

   Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka 

                    SACHIKO  GOTO 

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine, Tokyo

 1) The combination of AB-PC with  MCI-PC showed excellent bactericidal activity, even at the 
low concentration (1/20  MIC) which was inactive in both antibiotics alone, against a AB-PC and MCI-
PC resistant strain of E.  coil isolated from a patient. Then in this case, the microbial degradation of 

 AB-PC by this strain was highly prevented in presence of MCI-PC. 
 2) The enzymatic degradation of AB-PC by extracellar and cell-bound PC-ase, obtained from a AB-

PC resistant strain (No. 39) of  Staph. aureus, were at same degree prevented in presence of  MCI-PC . 
 3) The  13-lactam hydrolysis of AB-PC by the crude PC-ase from several pathogenic bacteria were
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prevented in presence of  MCI-PC, but the rates of hydrolysis were not constant among these bacteria 
used. 
 4) In the experiment in which the  B-/actam hydrolysis of AB-PC and PC-G by the PC-ase was 

determined, when inhibitor  (MCI-PC) added to the incubation mixture of substrate (AB-PC or PC-G) 
with the PC-ase at start, a marked difference was found between the rates of  B-lactam hydrolysis of 
AB-PC and PC-G by the cell-bound PC-ase from Staph. aureus No. 39. Namely, the  B-lactam of PC-G 
was almost hydrolysed with this enzyme (the residual activity ; 3%) during incubation, while the  8- 
lactam hydrolysis of AB-PC was remarkably prevented under same condition (the residual  activity  ; 

 53%).




