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1. 緒 言

先 に,教 室 の 山 中 等 は 患 者 由 来 の 大 腸 菌No 24の 産

生 す る β-lactamaseを 精 製 し,そ の 性 質 を 明 らか に し

た1)｡そ れ に よれ ば,Gram陰 性 菌 の 場 合 は 一 般 に,β-

1actamaseはcephalosporinase活 性 を 有 す る こ とが 知

られ て い る け れ ど も大 腸 菌No 24の 場 合, penicillinase

活 性 とcephalosporinase活 性 が 同一 活 性 部 位 で 単 一 β-

lactamaseに ょ って 発 現 され る と報 告 して い る。 い っぽ

う,Gram陽 性 菌 に お い て は,産 生 す る β-lactamaseは

penicillinase的 な性 質 を 有 す る こ とが 知 られ て い る2)。

Bacillus cereusに お い て はpeniciliinaseとcephalos-

porinase,2つ の β-lactamaseを 産 生 し, cephalo-

sporinaseは 補 欠 分 子 族 と してZn+2を 必 要 とす る 金 属

酵 素 で あ り,両 酵 素 にお い て は性 質 に は 著 しい 差 異 が あ

る と報 告 され てい る3)。 さて,ブ ドウ球 菌 に お い て は現

在 患 者 か ら分 離 され る株 の ほ とん ど はPenicil.in-Gに

対 して 高 度 耐 性 を 有 し,penicillinaseを 産 生 す る と さ

れ て い るがcephalosporin系 抗 生 物 質 に

対 して は 高 度 の感 受 性 を 示 して 来 た4)｡

今 回 私 達 は患 者 由来 の ブ ドウ 球 菌(Sta-

phPtlococcus aureus)か らcephalosporin

系 抗 生 物 質 に も耐 性 を示 す 株 を1株 分 離

し,そ の株)産 生 す る β-lactamaseを

精 製 し,単 離 して そ の 性 質 に つ い て 検 討

した｡

II. 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 菌 株

患 者 由来StaPhylococcus aureus No

41を 用 い,比 較 菌 株 と し てpenicillin

系 抗 生 物 質 に だ け 耐 性 の 患 者 由 来Sta-

phPtlococcus aureus No 13を 用 い た｡

No 41株 は β-lacta1aseに 対 して 安 定

な合 成peniciliinを 除 くpenicillin,

tetracycline, chloramphenico1, stre-

ptomycin, kanamycin, macrolide系

抗 生物 質 すべ て な ど,ほ と ん どの抗 生 物

質 に 対 して 耐 性 で あ るだ け で な く,cephalosporin系 抗

生 物 質 に も耐 性 で あ る多 剤 耐 性 菌 で あ る。 こ の株 はsta-

phylocoagulase活 性 を 強 く示 し, DNaseを 産 生 し,

Mannitた 解 能 を 有 す る。

2. 培 養 な ら び に粗 酵素 標 品 の 調製 法

37℃,18時 間 前 培 養 した菌 液 を1%-glucose加 普 通

ブ イ ヨ ン に10%に な る よ うに 接 種 し,37℃ で振盪 培

養 した後,集 菌 し,Fig.1の よ う に,菌 体 を 水 洗 後,0

℃,pH 7.2で0.25M-phosphate bufferに ご24時 間

suspendし た 上 清 を 粗 酵 素 標 品 と した7)。

3. 精 製 に使 用 した 材 料

DEAE-Sephadex A-50(Pharmacia Sweden)

CM-Sephadex C-25(Phar1acia Sweden)

Sephadex G-100 superfne(Pharmacia Sweden)

4. 実 験 方 法

i) 酵 素 活 性 の 測定

精 製,酵 素産 生誘 導 能,物 理 的 性 状 の検 討 に お け る酵

Fig. 1 Preparation of ƒÀ-lactamase from Staph. aureus
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素 活 性 の 測定 は 酵 素 と基 質 を 混 じ,37℃,60分 間

反 応 させ た後,100℃1分 間 加 熱 して反 応 を 止 め,

残 存 して い る 基質 の 力価 をBacillus subtilisPCI-

219を 指 示 菌 と し,cylinder-Plate法 に よ り測 定 す

る1bioassay法,基 質 特 異 性 等,酵 素 学 的 性 状 に お け る

酵 素 活 性 の 測 定 はNOVICKのmicroiodo1etricassay

に 従 が ったchemical assay法 を 用 いた5)。

ii) 蛋 白量 の測 定

Column chromatographyに お け る各fractionの280

nmの 吸 収 はHitachi UV--VIS spectrophotometerを

用 い て 測 定 し,酵 素 液 中 の 蛋 白 量 はBovine serum

aibumin を standardと す るLOWRYの 方 法 に よ って

測 定 した85｡

iii) 抗 血 清 の 調 製

FREUNDのcomplete adjuvantと 混 じた 蛋 白 量0.2

mg/mlの 粗 酵 素 液 を最 初0.2ml皮 下 注 射 し,4日 後 か

ら1週 間 毎 に3週 間 に わ た って0.2～0.5ml耳 静 脈 注

射,そ の6日 後 に1ml注 射 した 後,5日 後 か ら 採 血 を

行 な うとい う 日程 で 家 兎 を 免 疫 した 。

III.実 験 結 果

1. β-1actvm系 抗 生 物質 に 対 す る 感 受 性

No.41株 はTable.に 示 す よ うに,peniciliin,ce-

phalosporin系 抗 生 物 質 に耐 性 を示 して い る｡

しか し,非 誘 導 時 の菌 か ら得 た 粗 酵 素 標 品 の示 す 基 質

特 異 性 は,cephalosporin系 抗 生物 質,と くにcephalo-

ridine(CER)に 対 して はNo.3,No41株 の 産 生す

る β-lactamaseと も にpenicillin-Gを100と し た と

き,5な い し6と 低 く,両 菌 株 に お け る差 異 は み ら れず,

薬剤感受性 との一致はみ られなか った｡

2 .酵 素誘導産生 能

酵素産生 の誘導能につ いては2つ の面,

すなわち,感 受性 の異 なる菌株 に よる差

異,そ して誘導能 の基質 に よる差異につ

い て検討 した。 まず,菌 株 に よ る差 異

はPCase/CSase(penicillinase活 性/

cephalosporinase活 性)活 性比で比較 し

た時,Table2に 示す ように,菌 株 に よ

って被誘導能 に明らかな差 異がみ られた｡

またNo.41株 におけ る誘導に用いた基

質に よる活 栓誘導率の差異につい て検討

した結 果,penicillin-G,cephaloridine

Table1. Antibacterial activity

MIC(μg/ml)

Table 2. Enzyme inducibility of Staph. aureus no. 41 and 13

Table 3. Induction ratio of various 

penicillins and cephalosporins 

1. penicicillinase activity

Table 4. Induction ratio of various 

penicillins and cephalosporins 

2. Cephalosporinase activity 

hrs. after induction.
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を 基 質 と して測 定 した場 合,penicillinase活 性 はTable

3に 示 す よ うに,誘 導 しな い場 合 を1と し た 時,peni-

cillin系 抗 生 物 質 で 約10程 度,cephalosporin系 抗 生

物 質 で100以 上 とい う高 値 を示 し,cephalexin(CEX)>

cephalothin(CET)>cephaloridine(CER)の 順 で あ る。

これ に 対 してcephalosporinase活 性 はpenicillin系 抗

生 物 質 で い ず れ も誘 導 した 場 合1.5程 度,cephalexin

を 除 くcephalosporin系 抗 生 物 質 では3程 度 で あ った

が,cephalexinで は145と い う高 い値 を示 し て い る

(Table4)｡

この こ とか ら菌 株 に よ る誘 導 能,そ して酵 素 の 産 生 を

誘 導 す る薬 剤 に よ る誘 導 能 に 明 らか な差 異 が み られ,薬

剤 感 受 性 と酵 素 誘 導 能 に 一 致 が み ら れた 。

3. β-lactamaseの 精 製

精 製 はFig31に 示 す 過 程 を 経 て 抽 出 した 粗 酵 素 か ら

出 発 して 行 な った 。(1)こ の粗 酵 素)0.3～1.0硫 安 飽

和 た 画 を 取 り,(2)DEAE-SephadexA-50を 用 い て 活

性 部 た を た 画 し,(3)DEAE-SephadexA-50を 用 い 単

一bufferで 溶 出 し た 後
,(4)CM-Sephadex C-25で

分 画 し,(5)SephadexG-100 superfneを 用 い て ゲ ル

濾 過 した 。 以 上 の精 製 過 程 をTable5に 示 す 。 こ の酵

素 標 品 はcarrierampholineを 用 い て 焦 点 電 気 泳 動 を行

な った 後,デ ィス ク 電 気 泳 動 で 単 一bandを 得 た 。 こ の

標 品 で 次 に述 べ る超 遠 心 分 析 を 行 な った(Fig.2,Fig.3)。

4. 精 製 酵 素 の諸 性 質

1. 分 子 量 の測 定

沈 降 速 度 法 超 遠 心 た 析 に よ る測 定 の 結 果,な ら び に

sephadexG-100を 用 い,pepsin,ribonucleaseをrefe-

renceと すkANDREWSら の 方 法6)を 用 い て 分 析 した

結 果,こ の 酵 素)沈 降 定 数 約2.3S,概 算 分 子 量22,000

～24,000と 推 定 した 。

2. 等 電点

Fig.4 に 示 す よ うに,carrierampholineを 用 い た

焦 点 電 気 泳 動 で 測 定 し た 結 果,等 電 点 は 約9.5で あ っ

た 。

3. 酵 素学 的 性 質

この 酵 素 の 至 適 温 度 域 はpenicillinase活 性,cepha-

losporinase活 性 とも に37～45℃ で あ るが,至 適pH

域 はFig.5に 示 す よ うに,両 活 性 に お い て若 干 の 差 が

み ら れ た。 ま た 熱 に 対 す る安 定 性 は,cephalosporinase

活 性 はpH7,37℃ で60た 後 に70%失 活 し,penicillin-

ase活 性 は 同 条 件 で 約40%失 活 した 。 しか し,cephalo-

Table 5. Summary of purification  g- lactamase from Staphylococcus aureus No.41 CER-induced

Fig. 2 Disc electrophoresis at pH 6.0
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sporinase活 性 はpH4に お い て 同 条 件 下100%活 性 に

残 存 した 。次 に,各 種 阻 害 剤,な ら び に イ オ ン の 影響 を

検 討 し た 結 果,PCMB,Urea,ヨ ー ド酢 酸,EDTA,

Zn+2,Mg+2,Ca2+,Na+,Cl-,各 々1mMで は 全 く酵 素 活

性 を阻 害 せ ず,1mMの ヨ ー ドだ け に よ ってpeniciliin-

ase活 性 は61%,cephalosporinase活 性 は42%阻 害

を 受 け た。

4. 精 製 酵 素 のkinetics

こ の酵 素 のpenicillin-Gに 対 す るKmは20.8μM,

Vmaxは30℃, pH5.8で10×103mole of substrate

hydrolyzed/moleofenzymeλmin.で あ っ た。 ま た,

penicillinase活 性 に対 す る ヨ ー ドの 阻 害 はFig.6の よ

うに 拮抗 型 の阻 害 を示 して い る。 これ に対 して,cepha-

losporinase活 性 に対 す る ヨー ドの 阻 害 はFig.7の よ

うに,拮 抗 型 の阻 害 を示 さな い 。 そ して こ の阻害 は ア ロ

ス テ リ ック な阻 害 で は な か った 。

Fig. 3 Sedimentation pattern 

The buffer used was 0.05 M-PBS pH 6. 0, 5 

min. after reaching a speed of 60, 000 rpm.

Fig. 4 Focus electrophoresis of j9-lactamase 
from Staph. aureus No. 41 on carrier 
ampholine. (pH 3-10, 0.7%, 110 ml)

Fig. 5 pH-activity curve for the 8-lacta-
mase from Staph. aureus No. 41

Fig. 6 Inhibition of penicillinase by iodine

Fig. 7 Inhibition of cephalosporinase by 

iodine

Fig. 8 Double diffusion test by OUCIITERLONY 

agar diffusion
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5. 免 疫 学 的検 討

No.41株 とNc.13株 の産 生 す るそ れ ぞ れ の酵 素 に

対 す る免 疫 血 清 を 作製 し,各 々 の 酵 素 を 抗 原 と して

OUCHTERLONYの 二 重 拡 散 法 に よ る ゲ ル 内 沈 降 反 応 を

行 な い検 討 した 結果,沈 降 線 は 完 全 に 融 合 し,免 疫 学 的

差 異 は 見 られ な か った(Fig.8)。

IV.ま と め

1. 患 者 由 来 のcephalosporin系 抗 生物 質 に 耐 性 を 有

す るブ ドウ球 菌 の産 生 す る β-lactamaseを 高 度 に 精 製

し,単 一 標 品 を 得 た｡

2. 酵 素 誘 導 能 の実 験 か ら薬 剤 感 受 性 と酵 素 産 生 誘 導

能 は 一 致 し,ま たcephalosporinase活 性 発 現 に お い て

は 誘 導 能 はinducer特 異 性 が 高 い こ と,ま たcephalexin

は ひ じ ょ うに誘 導 能 が 高 い こ とが わ か った｡

3. ま た,こ の β-1actamaseのpenicillinase活 性,

cephalosporinase活 性 に つ い て 調 べ た 結 果,至 適pH域

に若 干 の差 異 が み られ た 。 各 種 イ オ ン,阻 害 剤 の影 響 に

つ い て 調 べ た 結 果,両 活 性 は ヨ ー ドだ け に よ って 阻 害 を

受 け,そ の 阻 害 型 式 はpeniciUinase活 性 の場 合 は 拮 抗

型 で あ った がcephalosporinase活 性 の場 合,拮 抗 型 の

阻 害 を 示 さず,cephalosporinはpenicillinase活 性 を

拮 抗 的 に 阻 害 し,ま た この ヨ ー ドの阻 害 は ア ロ ス テ リ ッ

ク な阻 害 で は なか った｡

4. 精 製 の 段 階 に 従 が いpenicillinase活 性,cepha-

losporinase活 性 比 が大 き くな って い るの が わ か った 。

5. こ の β-lactamaseの 沈 降 定 数 は 約2.3S,分 子

量22,000～24,000,等 電 点9.5,至 適 温 度 域37～45℃,

至 適pH域penicillinase活 性 は6付 近,cephalospori-

nase活 性 は5付 近 に あ った｡

6. Cephaiosporin耐 性 の発現は,基 質特異性 と薬剤

感 受性が一致 しない ことに見 ら れ る よ う に,β-lacta。

mase以 外 に も何 らかの他の耐性機構 が働 いてい る こ と

が考え られ る。
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PURIFICATION AND PROPERTIES OF A 8-LACTAMASE FROM 

CLINICALLY ISOLATED CEPHALOSPORIN-RESISTANT 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS NO. 41 

MASATO MATSUDA, YASUHISA HAMASU, TOSHITSUGU HANAMURA, 

AKIRA HAMAO and SHOZO NAKAZAWA 

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

The j3-lactamase from clinically isolated cephalosporin resistant Staphylococcus aureus strain No. 41 

has been highly purified and characterized. The enzyme was purified by the following procedures: 

chromatography on DEAE-Sephadex A-50, chromatography on CM-Sephadex C-25, gel filtration on 

Sephadex G-100 and disc electrophoresis. From ultracentrifugation and gel filtration on Sephadex G-100, 

sedimentation coefficient was estimated to be 2. 3 and molecular weight to be 22, 000--24, 000. 

 The isoelectric point was estimated to be 9.5 by electrofocusing on carrier ampholine. The optional 

pH range of penicillinase activity showed at around 6, while cephalosporinase activity showed at 
around 5.
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The enzyme inducibility was proportionated to the MIC of the substrate, cephalosporin derivative 

had very high inducibility of the penicillinase and cephalosporinase activity, especially cephalexin 

had the highest inducibility, 

Iodine inhibited the enzyme activity, acted as a competitive inhibitor to the hydrolysis of penicillin-

G, not as a competitive one to the hydrolysis of cephaloridine, also this inhibition was not allosteric 

one. 

The ratio of enzyme activity as penicillinase and cephalosporinase expanded through the purification 

step. But substrate specificity was not proportionated to the MIC to the substrate, and an existance of 

other mechanism of resistance to the cephalosporins was suggested.


