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I. 緒 言

β-lactamaseは 現 在 まで に 多 くの 細菌 に つ い て 見 い だ

され 精 製 が な さ れ て き た1～7)。そ の 中 で グ ラ ム 陰 性 菌 の

も の でR因 子 に よ り遺 伝 的 に 支 配 さ れ る もの と して は,

1966年DATTA とRICHMOND8)に よ り E. coli strain

TEMか ら精 製 され た のを 始 め と して,1969年 にYAMA-

GISHI ら9)に よ りE. coli か ら,ま た1970年 にLIND-

QUISTとNORDSTROM 10)に よ りE. coli か ら,さ らに,

ま たNEUとWINsHELL11)に よ つ てS. typhimurium

とE. coliか ら精 製 が な さ れ て きた 。Staphylococcusや

Bacillus属 の β-lactamaseがCePhalosporin 系 の も

の を ほ とん ど基 質 と 出来 な い の にこく らべ これ らR因 子 の

β-lactamaseの 多 くは Penicillinase(PCase)作 用 と同

時 にCephalosporinase(CSase)作 用 を も有 して い る。

今 回 我 々がE. coli strain No. 24か ら単 離 精 製 した β-

lactamaseはR因 子 性 の も の で あ り,PCase,CSase両

作 用 を 有す る 。 こ の 両 作 用 を 有 す る β-lactamaseが

PCaseとCSaseと して分 離 し得 る の か,ま た は 両 活 性

を 有 す る単 一 酵 素 に よ る のか を 明 ら か に す る 目的 で単

離,精 製 を行 な い,そ の性 質 を 検 討 し た。

II・ 材料および方法

1. 実 験 材 料

1) 使用 菌 株

臨 床 分 離E. coli strain No. 24を 用 い た 。 この菌 株 は

R因 子 を 有 し,Penicillin,Cephalosporin系 薬 剤 お よ

びTetracycline, Chloramphenicol, Streptomycin,

Sulfamethoxazoleに 耐 性 を 示 して い るが,Kanamycin

に は 耐 性 を示 して い な い 。

2) 培 地 お よび 培 養 条 件

菌 の 培 養 はNutrient broth に0.2％ glucoseを 添

加 した もの を 使 用 した 。 培 養 温 度 は37℃,通 常 の培 養

は,接 種 菌 量 と して前 培 養 菌 液 を10%の 割 に 加 え,2L

の 振 盪 フ ラス コで12時 間振 盪培 養 を 行 な つ た 。 大 量 培

養 の場 合 は,18時 間 前 培 養 菌 液 を10%の 割 に接 種 し,

100Lタ ン クで タ ン ク培 養20時 間 行 な つ た 。 菌 体 は 遠

心 に よ り集 め,0.1M phosphate buffer (pH7.2)で 洗

浄 後 使用 した。

3) 使 用 薬 剤

Penicillin 系 薬 剤 は 明治 製 菓 か ら,Cephalosporin系

薬 剤 は塩 野 義 製 薬 か ら分 与 さ れ た 力価 の 明 らか な も の を

使 用 した 。

4) そ の 他 の材 料

Lysozyme(M. W. 14,600)は 日本 新 薬 か ら分 与 され た

もの,Pepsin(M. W. 35,500)はDifco の もの を使 用 し

た 。 カ ラ ム ク ロマ ト材 料 と して,DEAE-Cellulose pow-

der(Capacity 1.03mEq/g)Brown Co. お よびSephadex

G-100, G-75(40～120μ)Pharrnacia Fine Chemicals,

Uppsala, Swedenを 使 用 した 。

2. 実 験 方 法

1) 酵 素 活 性 測 定

Bioassayの 場 合 は,被 検 菌 と してB. subtilis PCI-

219を 用 い るcup法 で,4mcgの 基 質 を37℃,1時 間

に50%不 活 化 す る量 を1 unitと した 。Chemical assay

はPERRETの 方 法12)に 従 が いiodometric assay method

で 行 な つ た 。 こ の 場 合0.1M phosphate buffer (pH

7.2)中37℃ 1時 間 で1μmoleのPenicillin G(PC-G)

をPenicilloic acidに ご分 解 す る酵 素 活 性 を1 unitと し

た 。Kinetics は NOVIK のmicroiodometric assay

method13)を 使 用 した 。

2) 蛋 白量 の測 定

カ ラ ム ク ロマ ト溶 出 液 中 の 蛋 白 量 は,280mμ で の

O. D. を測 定 して 表 わ した 。 蛋 白 の 定 量 はbovine serum

albumin 水 溶 液 を 標 準 と してLOWRY ら14)の 方 法 で 求

め た 。

3) 抗 血 清 の 調 整

FREUND のincomplete adjuvantを 用 い 粗 酵 素 を 家

兎 に 免 疫 して 得 られ た 抗 血 清 で 酵 素 分 画 の純 度,活 性 の

阻 害 等 を 調 べ た｡

III. 実 験 結 果

1. 精 製 過 程

Table 1に 示 す 順 序 にご従 が つ て 精 製 を 行 な っ た 。

Stage 1乾 燥 菌 体50mg/m1の 濃 度 の0.1M phos-

phate buffer懸 濁 液 を0℃ 下 音 波 処 理(20KC,15分)

を行 な い,こ の 破 砕 菌 液 を遠 心(19,500×g20分)し,
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そ の 上 清 を 得 る。

Stage 2こ の 上 清 を硫 安 で80%飽 和 溶 液 と し,生

じた 沈殿 を 遠 心 分 離(19,500×g 20分)に よ り集 め,4℃

下 蒸 留 水,次 に0.0016M phosphate buffer (pH7.2)

中 で脱 塩 透 析 を行 な つ た.

Stage 3透 析 内液 を0.0016M phosphate bufferを

用 い 蛋 白 量10mg/mlに 調 整 し,0℃ 下0.5mg/mg

protein量 のStreptomycin 15)を 加 え,含 まれ て い る核

酸 を 除 いた 。

Stage 4,5 0.05M Tris-HCl buffer(pH8.0)で 平

衡 化 したSephadex G-100カ ラ ム を 用 い ゲル 濾 過 を2

回 行 な う。 この段 階 で 大 部 分 の活 性 を 有 しな い蛋 白 が 除

か れ た｡

Stage 6 0.01M phosphate buffer(pH7.2)で 平 衡

化 したDEAE-Celluloseカ ラ ム を 用 い,0.01M,0.05

M,0.1M の ph0sphate buffer,最 後 に0.1M phos-

phate buffer+0.1M NaClでStepwiseに 溶 出 した 結

果,活 性 は0.05M phosphate bufferで す べ て 溶 出 さ

れ て き た 。

Stage 7 Stage 6で 得 ら れ た 活 性 分 画 をveronal

buffer(pH8.0,μ=0.05)を 用 い て,ゾ ー ン電 気 泳 動 を

行 な つ た 。3×1.5×40cmの トレイ で10mA,24時 間

泳 動 した 時,蛋 白 質 の ピ ー クは 原 点 か らプ ラス 側 に2つ

の ピ ー クに な るが,活 性 部 分 は 前 者 の ピ ー ク とほ ぼ 一 致

した｡

Stage 8こ の段 階 で 得 られ た 溶 出 パ タ ー ン をFig,1

に 示 す 。蛋 白 の ピ ー ク と活 性 の ピ ー クは 完 全 に 一 致 し

た 。 以 上 の よ うに して得 られ た 精 製 酵 素 は 免 疫 電 気 泳 動

法 に お い て1本 の 沈 降 弓 とな り,活 性 と一 致 した 。

2. 精 製 酵 素 の 諸 性 質

1) 分 子 量 の測 定Sephadex G-75を 用 いANDREUS

ら16)の 方 法 で 測 定 し た｡Bufferは0.05M Tris-HCl

(pH8.0)を 用 い,分 子 量 既 知 の 試 料 と してpepsin(M.

W 35,500)20mg/ml,Lysozyme (M. W. 14,600) 4

mg/mlを 用 い た 。 こ の 測 定 結 果,分 子 量 は 約23,800

Table 1. Summary of pllrification of β-lactamase from E. coli No. 24

Fig. 1 Gel filtration on Sephadex G-75

Sephadex G-75 column equilibrated against 0.05

M Tris-HCI buffer(pH 8.0)Was used. Each frac-

tion was assayed for protein(・ ― ― ・)and enzyme

activity (○ … ○).

Fig. 2 Ultraviolet spectrum of β-lactamase from

E. coli No. 24

The enzyme, 0.27mg/ml was dialyzed against
0.01 M phosphate buffer, pH7. 2.
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で あつ た 。

2) 等 電 点 寒 天 ゲ ル 電 気 泳 動 法 に よ り 等 電 点4.7

のbovine serum albuminを 対 照 と して測 定 した 結 果,

等 電点 は5.3で あ つ た。

3) UVス ペ ク トラ ム 精 製 酵 素 のUVス ペ ク トラ ム

はpH7.2に お い て280mμ に 吸収 極 大 を 持 ち,290mμ

にSmall shoulderを 持 つ｡0.01M phosphate buffer

中1%酵 素 溶 液 の280mμ で のextinction coemcient

は25.4で あ る｡

4) 酵 素 学 的 性 質 PCGを 基 質 と した 時 の 至 適pH

は6.2～7.2で あ つ た｡至 適 温 度 は37℃ 付 近 で あ る。

熱 安 定 性 に 関 して80℃ 10分 で 完 全 に 失 活 す るが,60℃

に お い て は20分 で約20%の 失 活 しか 見 られ ず 熱 に対

して か な り安 定 で あ る｡各 種 阻 害 剤 EDTA(ethylene-

diaminetetra acetic acid),PCMB(p-chloromercury-

benzoate),Iodoacetate,Urea は 各1.0mMの 濃 度 で

は まつ た く活 性 に影 響 を 与 え な か つ た 。 また 陽 イ オ ン

(Cu++, NH4+, Na+, Zn++, Mg++)お よび 陰 イ オ ン(Cl-,

HPO4-, SO4--,CH3COO-,NO3-)は 共 に1.0mMの 濃 度

で まつ た く活性 に影 響 が 見 られ な か つ た 。 しか しIodine

は0.5mMで50%阻 害 を 示 した 。EDTA,PCMBで 阻

害 を受 け ず,Iodineで 阻 害 を 受 け る点 は,YAMAGISHI

ら9)のRGN 14のPCaseそ の 他 のR因 子 に よ るPCase

と同 様 の性 質 で あ る｡

5) 精 製 酵素 のKinetics 精 製 酵 素 の5種 のPenicil-

1in系 薬 剤 お よびCephaloridine(CER)に 対 す るKm

値,Ki値,Vmax値 をTable 2に 示 す 。 これ らの値 も

ま たDATTAら8)のRTEM, RGN 149),LLINDQUIST ら10)

のRIのPCaseと よ く似 た 傾 向 を示 して い る。

Fig. 3 はCER を 基 質 と した時 のCloxacillin(MCI-

PC)のKi値 を 求 め た 結 果 を 示 して い る。 こ の 場 合Ki

値 は80μMで あ り,ま た 基 質 をPCGに した 場 合 のMCI-

PCのKi値 は40μMで あった。その阻害型式は共に

拮抗型阻害である。

阻害剤にMCI-PCを 用 いて基質CERと のStoichio-

metryの 実 験結果をFig。4に 示す。阻害剤の各濃度と

1/v値 は,良 い直線性を示 し,阻 害型式およびその阻害

定数Kiが,こ の阻害剤の濃度範囲において変化 しない

として得られる理論直線(実 線)に よく一致 している.

このことは阻害剤がこの濃度範囲内では拮抗型阻害であ

り,Ki値 も変わらず,1分 子の基質には1分 子の阻 害

剤が関与 していることがわかる。基質をPCGと した場

合にこも同様の結果が得られた。 このことか らPCG,CER,

MCI-PCの 活性部位が同一であることが示唆される。

IV. 考 察ならびに結論

1. 酵素 の存在部位 細胞表面近 くに結合 している酵

Table 2. Kinetics of hydrolysls of various penicillihs 

and cephaloridine by purifled β-1actamase

Vmax values are expressed as moles of substrate hydroly-

sed/mole of enzyme/min.at30℃ and pH7 .2. Incubation 

was performed at 30℃. The amount of product was 

determined at room temperature by using NOVIK's method .

Fig. 3 Inhibition of β-lactamase by cloxacillin

s is the concentration of cephaloridine.

Symbols: (・) Cephaloridine, (×)Cloxacillin

0.06mM,(○) Cloxacillin 0.03mM

Fig. 4 Stoichiometry of substrate and inhibitor

i is in mM concentration of cloxacillin. Concen-

tration of cephaloridine is 0.6mM.

Symbols:―theoretical curve.

・:1/v values at each concentration
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素 は,Osmotic shock法 ま た はLysozyme-EDTA処

理 で 放 出 され て く る こ とが 知 られ て い る17,18)。 このE.

coli Strain No. 24の β-lactamase活 性 は 培 養 濾 液 中

に ほ とん ど放 出 さ れ ず,Lysozyme-EDTA処 理 で ス フ

エ ロプ ラス ト形 成 に よ り,ほ と ん どす べ て の 活 性 が 遊 離

され て く る。 従 が つ て この β-lactamaseはR因 子 の β-

lactamaseが 大 部 分 そ うで あ る よ うにsurface enzyme

で あ る こ とが わ か る。

2. 他 の β-lactamaseと の比 較 我 々が 精 製 し た 酵

素 は 分 子 量23,800と 推 定 され,DATTAら のRTEMの

PCaSeが16,700,YAMAGISHIら のRGN14のPCaSe

が20,600で あ るの に く らべ 少 し大 き い 値 を 示 す が,

LLINDQUISTら のRIのPCaSe(M.W.22,000)と よ く

似 た 分 子 量 を示 して い る。 た だ し,測 定 法 が 異 な る もの

もあ るの で はつ き り した こ とは 言 え な い。 等 電 点 は5.3

の 酸 性 蛋 白で あ り,RGN14のPCaseの 等 電 点 と ひ じ

よ うに よ く似 て い る。 至 適pHは6.2～7.2に あ り,

ゆ る や か な カ ーブ を 示 す 。 これ は,RTEMのPCase,

RGN14のPCaSeと 類 似 して い る。 阻 害 剤 に対 す る 挙

動 に お い て,EDTA,PCMBで 影 響 を 受 け ず,Iodineで

阻 害 を受 け る点 等 は,今 ま で 報 告 され て い るR因 子 に よ

る β-1actamaseと 同 様 の 傾 向 を 示 して い る。RGN2389)

のPCaseはCl-,NO2-の 陰 イ オ ンで 強 い 阻 害 を受 け,

RGN14,RGN238のPCaSeは またCu2+で も 阻 害 を 受

け るが,我 々 の精 製 した 酵 素 は,こ れ らイ オ ン に よっ て

影 響 は 見 られ な か つ た 。 基 質 特 異 性 に 関 してRGN14の

PCase,RIのPCase,ま たRTEMのPCaseと 同様 の

傾 向 を 示 して い る。 た だ しKm値 に 関 し て は,RTEM

のPCaseに く らべPCG,Aminobenzylpenicillin(AB-

PC)に 対 す る値 は か な り高 くなつ て い る。 またRGN238 ,

DALE20)に よ るR-1818の β-lactamaseと 異 な り,こ

の 酵 素 はMCI-PCを ほ と ん ど不 活化 し な い。 精 製 酵 素

のUVス ペ ク トラ ムはLLINDSTR6Mら19)のampAを

持っEcoliのPCaseの それ とひ じようによく類似 し

ている｡

3. PCaSe,CSaseの 異同 我々が精 製 した酵素 は

PCaSeとCSaSeの 両 作用を有 しているが,そ の異 同に

関 して以上得られた実験結果か ら,次 のようなことが言

える｡

i) 臨 床分離E. coli strain No. 24は その基質特異

性においてPCase,CSase両 作用を持つ ものである。こ

の β-lactamaseの 精製過程におけ る両作用の相対活性

比をTable 3に 示す。

精製過程において,両 基質に対する活性比に変化は認

められず常にほぼ一定の値を示 していた。こ の こ とは

PCase,CSaseと い う2種 の別々の酵素が共存す るので

はなく単一酵素が両作用を有す ることを示 している。

ii) MCI-PCに よる阻害実験結果からPCG,CER両

基質は共にMCI-PCに よりまつたく同様な拮抗阻 害を

受ける。これ らのことから,阻 害剤に対する他の結合部

位は存在せず,PCG,CER,MCI-PCは 同一活性部位で結

合すると考えられる。

iii) Stoichiometryの 実験(Fig.4)か ら示 されるよ

うに基質1分 子は拮抗阻害剤1分 子と当量的に反応する

ことがわかる。このことは基質がPCG,CERど ち らの

場合についても言える.従 がつて基質PCGとCERの

活性部位は阻害剤MCI-PCの 活性部位 と同様である。

以上,i)ii)iii)の ことか ら,我 々が精製 したβ-lacta-

maseに よるPCase,CSaseの 作用発現は,そ れぞれ異な

る酵素分子によるのではなく,単 一酵素分子が両作用を

有する,か っその作用部位は同一であると考えられる。
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF A β-LLACTAMASE

FROM CLLINICALLY ISOLATED E. COLI STRAIN NO. 24

YORIKO YAMANAKA, MASAZO TAJIMA and SHOZO NAKAZAWA 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy, Kyoto, Japan

The β-lactamase mediated by the R factor in clinically isolated E. coli Strain No. 24 has been purified

and characterized. 

The enzyme was purified by the following procedure : gel filtration on Sephadex G-100, chromato-

graphy on DEAE-cellulose, starch gel electrophoresis and gel filtration on Sephadex G-75. The  mole-

cular weight was estimated to be 23, 8000 by gel filtration on Sephadex G-75. By starch gel  electro-

phoresis, the isoelectric point was found at pH 5. 3. The MICHAELIS constants for benzylpenicillin, 

ampicillin, phenethicillin, 6-aminopenicillanic acid and cephaloridine were determined.

The enzyme showed a broad specificity of the action against both penicillin and cephalosporin  deri-

vatives, and the ratio of this activity as penicillinase and cephalosporinase did not change through 

the purification steps. Cloxacillin, the semisynthetic penicillin, acted as a competitive inhibitor of the

hydrolysis of benzylpenicillin and cephaloridine. 

These results and other our studies suggest that botn activities as penicillinase and cephalosporinase 

present in the same active site on a single enzyme.


