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β-Lactam抗 生物質の抗菌力は,薬 剤の標的(細 胞壁

合成醇素)へ の到達性 および標的に対す る作用力の強 さ

により決定 され るが,薬 剤 の標的への到達性は薬 剤不活

化酵素(β-lactamase)の 作 用 に よ って低下するPと と

もに,β-1actam抗 生物質の標 的 が 細胞内膜 にある2}た

めグラム陰性菌の場合 には細胞外膜 によ る透過障害作用

によっても低下する3)～6)。

β-Lactam薬 剤の抗菌力 に影響するこれらの要因の う

ち β-lactamase安 定性は直接測定す ることが 可 能であ

り,細 胞外膜透過性 は グラム陰性 菌の β-1actamaseが

細胞外膜 と細胞 内膜の空隙(periplasm)に 存在 し1}6,,

生菌による薬剤加水分解速度が破砕菌 による加水分解速

度よ り小 さい7)8,ことを利用 して間 接的 に 測 定す ること

ができる9)10)11)。また 標的酵素に 対す る作用力 はペニシ

リン結合たん白質への親和性から推定できる12)。

本報告では新合成セ ファロスポ リンCefotiam(CTM,

SCE-963)の 抗菌力解 明の一助 として.上 記 三要因の う

ち β-1actamase安 定性および グラム陰 性 菌 の細胞外膜

透過性を検討 した結果について述べる。

実験材料および実験方法

1.使 用 菌 株

GN番 号およびTN番 号の株 はそれぞれ 群 馬 大学お

よび武田薬品工業株式会社 中央研究所で各地の病院 より

収集 した臨床分離株である。IFO番 号の株は財団法人発

酵研究所 より分与 された。その他の株は武田薬 品工業株

式会社中央研究所 の保存株である。

2.薬 剤

Cefotiamは 武田薬品工業株式会社中央 研究所 で 合成

された もの を使用 した。Cephaloridine(CER)お よび

Cepha1othin(CET)は 塩 野義製薬株式会社,Cefazolin

(CEZ)は 藤沢薬品工業株式会社,Benzylpenicillin(PC

G)は 明治製菓株式会社,Dicloxacillin(MDIPC)は 萬

有製薬株式会社の市販品を使用 した。

3.抗 菌 力の測定

Trypticase soy broth(TSB;BBL)で37℃,1夜 静

置 培 饗 した 菌 液 を 同培 地 で10倍 お よ び1,000倍 に希釈 し,

そ の1白 金 耳 を2倍 希 釈 濃 度系 列 の薬 剤 を 含 むTrypti-

case soy agar(TSA;BBL)に 接 種 し,37℃ で18時 間

培 養後 最 少 発 育 阻止 濃 度(MIC)を 判 定 した。

4.β-Lactamaseの 精 製

a)&m7m1840の β-lactamasc;CY培 地11)150

mlで37℃,1夜 振 と う培 養 した菌 液 を 同培 地 で20倍 に

希釈 し,1Lの 三 角 フラ ス コ12本 に 分 注 して37℃ で2.5

時 間 ロー タ リー シ ェー カ ー(220fpm)を 用 い て 振 と

う 培 養 後,Dicloxacillinを0.5μg/mlと な る よ うに

加 え て さ らに6時 間 培 養 を 続 けた 。 培 養液 の 遠心上 清

(15,000Xg10分)に 乾 燥 重 量009のP唱-elluloseを

加 え4℃ で18時 間 撹 搾 した 。 酵 素 を 吸 着 させ たP-

celluloseを カ ラム(2×13.5cm)に 充 填 し,水500団

お よ び0.01M Tris緩 衝 液(pH 7.5)500mlで 洗 浄

後,2MTris緩 衝 液(pH7.5)で 酵 素を 溶 出 した。

b)E.coli TN 713,TN 649お よ びTN639の β-

lactamaseは 前 報 の 方 法 で精 製 した14)。

c)K.pneumoniae TN 1700,TN 1698お よ びTN

1711の β-lactamase:TSB 500mlで37℃,1夜 振 と

う培 養 した 菌液 を 同 培 地 で10倍 に希 釈 し,1Lの 三角 フ

ラス コ15本 に 分注 して37℃ で5時 間 ロー タ リー シェーカ

ー(220 rpm)を 用 い て 振 と う 培 養 後 菌 体 を 遠心集菌

(15,000×g,15分)し た 。 集 菌 々体 を250m1の0.05M

リ ン酸緩 衝液(pH 6.85)に 懸 濁 して 超 音 波 破 砕(海

上 電 機4280型,2.5A,20分)後,菌 体 破片 を 遠 心除去

(15,000×g,20分)し て 菌 体 抽 出液 を 得 た 。

K.pneumoniae TN1700の 菌 体 抽 出液 は0.01Mリ ン

酸緩 衝 液(pH6.0)に 対 して4℃ で1夜 透 析 後,予 め

同 緩 衝液 で 平 衡 化 したCM-celluloseに よ る カ ラム クロ

マ トグ ラ フ ィー(カ ラ ム サ イ ズ3×36cm)を 行い,素

通 り画 分(A)と 同 緩 衝液 中0～1M食 塩 の 直 線 的 濃

度 勾 配 に よ り溶 出 され る活 性 画 分(B)と に分 け た。A

画 分 は0.02MTris緩 衝 液(pH7.5)に 対 して4℃ で1
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夜 透 析後,予 め 同緩 衝 液 で 平 衡化 したDEAE-cdluloge

に よ るカ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(カ ラム サ イ ズ3.1×

34cm)を 行 い,同 緩 衝 液 中0～1M食 塩 の直 線 的 濃 度

勾配 に よ り溶 出 され る活 性 画分 を 凍 結 乾 燥後,25m1の

0.01Mリ ン酸 緩 衝液(pH6.85)に 溶 解 し,同 緩 衝 液

を 用い てSephadexG-100に よ る ゲル 炉過(カ ラム サ ィ

ズ4.1×72cm)を 行 った 。B画 分 は凍結 乾 燥 後25mlの

0.01Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.85)に 溶 解 し,A画 分 と

同 様SephadexG-100に よ るゲ ル炉過 を行 った 。

KpneumoniaeTN1698の 菌 体 抽 出液 は0.01Mリ ン

酸緩 衝液(pH6.0)に 対 して4℃ で1夜 透 析 後,予 め

同緩 衝液 で平 衡 化 したCM-ceUuloseを 用 い て カ ラム ク

ロマ トグ ラ フィー(カ ラ ムサ イ ズ3.1×34cm)を 行 い,

伺 緩 衝液 中0～1M食 塩 の直 線 的 濃度 勾 配 に よ り 酵 素

を 溶 出 した 。

KpneumoπiaeTN1711の 菌 体 抽 出液 は0.02MTris

緩 衝液(pH7.5)に 対 して4℃ で1夜 透 析 後,予 め 同

緩 衝液 で平 衡 化 したDEAE-cdluloseを 用 い て カ ラム

クロマ トグ ラ フィ ー(カ ラ ム サ イ ズ4.1×41cm)を 行

い,0.02MTris緩 衝 液(pH7.5)で 溶 出 さ れ る活 性

画 分を 凍結 乾燥 後,35mlの0.01Mリ ン酸 緩 衝液(pH

6.85)に 溶 解 して 同緩 衝 液 を用 い てSephad砥G-100に

よ るゲル炉 過(カ ラム サ イズ4.1×72cm)を 行 った 。

d)C.freundiiGN1706お よびE.cloacaeTN1282

の β-lactamase:TSB500mlで37℃,1夜 振 と う培 養

した菌 液を 同培 地 で10倍 に希釈 し,1Lの 三 角 フ ラス コ

15本 に 分 注 し て37℃ で3時 間 ロー タ リ ー シェー カ ー

(220rpm)を 用 い て 振 と う培 養 後,Benzylpenicillin

を1mg/mlと な るように 加えて さらに2時 間培養を続

けた。培養液を遠 心 分 離(15,000×9,15分)し て 得た

菌体を200mlの0.01Mリ ン酸緩衝液(pH6.0)に 懸

濁 して超音波 破 砕(海 上電機4280型,2.5A,20分)し

た 。破 砕 菌液 の 遠 心 上 清(15,000×9,15分)を0.01M

リン酸 緩 衝液(pH6.0)に 対 して14℃ で1夜 透 析 後,
孤予 め同 緩 衝 液

で平 衡 化 したCM-celluloseを 用 いて カ ラ

ム クロマ トグ ラ フ ィー(カ ラム サ イ ズ3.1×31cm)を

行 った 。同 緩 衝液 中0～0.5M食 塩 の直 線 的 濃 度勾 配 に

よ り溶 出す る活性 画 分を 凍 結 乾 燥 後,15mlの0.01M

リン酸 緩 衝液(pH6.85)に 溶 解 し,同 緩 衝 液 を 用 い

てSephadexG-100に よ る ゲ ル炉 過(カ ラム サ イ ズ4.1

×72cm)を 行 った 。

e)P.vulgarisGN4413の1β-lactamase:d)と 同

様 に して得 た 菌 体を100m1の0.05MTris緩 衝 液(pH

7.5)に 懸 濁 して 超 音 波 破砕(海 上 電機4280型,2.5A,

20分)し た。 破砕 菌 液 の 遠 心 上 清(15,000×9,15分)

を0.05MTris緩 衝 液(pH7.5)に 対 し て4℃ で1夜

透 析 後,予 め 同 緩 衝 液 で平 衡 化 したDEAE-cdlulose

を 用 いて カ ヲム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(カ,ム サ ィ ズ3.2

×41cm)を 行 った 。0.05MTri8緩 衝 液(pH7.5)

で 溶 出す る 活 性 画 分 に最 終 濃 度80%飽 和 に な るよ うに

硫 酸 ア ンモ ニ ウム を 加 え て 得 ら れ た 沈 澱 を20mlの

0.02MTris緩 衝 液(pH7.5)に 溶 解 し,同 緩 衝液 を

用 いてSephadexG-100に よ るゲ ル炉 過(カ ラムサ イズ

2.2×97cm)を 行 った 。活 性 画 分を0.02M酢 酸 緩衝 液

(pH5.5)に 対 して4℃ で1夜 透 析 後,予 め同 緩 衝液 で

平 衡 化 したCM-SephadezC-50に 吸 着 させ,同 緩 衝液

中0～0.5M食 塩 の直 線 的 濃 度 勾 配 によ る カ ヲム ク ロ

マ トグ ラ フィ ー(カ ラム サ ィズ2.0×22cm)に よ り酵 素

を 溶 出 した。

5.β-Lactamase活 性 の 測 定

a)生 菌 に よ る薬 剤 の 不 活 化:5m1のTSBに ス ラ ン

トよ り試 験 菌 を接 種 し,37℃ で18時 間 静 置培 養後 遠心 分

離(15,000×g,15分)し て 得 た菌 体 を,600nmの 吸

光 度が2.0と な る よ うに0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.85)

に 懸 濁 した。 菌 体 懸 濁 液0.05mlに2mMの 薬 剤 溶 液

0.1mlお よびTSB0.85mlを 加 え30℃ で1時 間 反応

させ た 。 反応 液 に5倍 容 の メ タノ ール を加 え て 反応 を 停

止 した 後,残 存薬 剤 量 をB.subtilisPCI219を 指 示 菌

とす るペ ーパ ー デ ィ ス ク法 によ り測 定 した 。

b)菌 体 抽 出液 に よ る薬 剤 の加 水 分 解3TSB3mlで

37℃1夜 振 と う培 養 した 菌 液 を同 培 地 で20倍 に希釈 し,

2本 の試 験 管 に6mlず つ を 分 注 して37℃ で3時 間振 と

う培 養 後,一 方 の 試 験 管 にBenzylpenicilliuを1mg/

ml(S.aureus1840で は0.01mg/ml,E.coliNIHJJC-

2,CS2911お よ びCS2913で は0.1mg/ml)と な るよ う

に加 えて さ らに2時 間培 養 を 続 け た。 培 養 液を 遠 心 分離

(15,000×9,10分)し て 得 た 菌 体 を3m1の0.05Mリ

ン酸 緩 衝液(pH6.85)に 懸 濁 して超 音 波 破砕(海 上 電

機4280型,2.5A.2分)し,菌 体 破片 を 遠 心 除去(15,000

×g,10分)し て酵 素 液 を得 た 。 た だ し,鼠amus1840

で は 培 養液 の遠 心 上 清(15,000×9,10分)を 酵 素 液 と

して用 い た 。基 質0.2μmoleを 溶 解 した0.05Mリ ン酸

緩 衝液(pH6-85)0.95m1に 適 当 に 希 釈 し た 酵 素 液

0.05m1を 加 え て30℃ で10分 間反 応 後,2mlの メ タ ノー

ルを 加 えて 反 応 を停 止 した 。Cefotiamを 基 質 と した 場 合

は275nm,Cephaloridine,Cephalothinお よ びCefazolin

を 基 質 と した 場 合 は265nmで の反 応 液 の 吸 光 度 を 測 定

し,メ タ ノー ル添 加 後 に酵 素 液 を加 え た 対照 反応 液 の 吸

光 度 と の差 か ら基 質 加 水分 解 量 を 定 量 した。

C)精 製 酵 素 に よ るkinetiCS3セ フ ァ ロス ポ リ ンを

基 質 と した場 合 は0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6.85)に

溶 解 した基 質溶 液3.8mlに 酵 素液0.2mlを 加 え,30℃
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Table 1 Comparison of antibiotic susceptibility of bacteria with the capacity to degrade
cefotiam and other cephalosporine by /3-lactamase

Escherichia coli

Klebsiella imeumoniae

Proteus nzirabilis

* A loopful of bacterial suspension (approximately 106 and 108 cells/m1) was inoculated .

** Approximately 108 cells in 1 ml of Trypticase soy broth(BBL) containing 0 .2 //mole (approximately 100

AO of each antibiotic were incubated at 30•Ž for 1 hour. After the reaction was stopped by the addition

of 4 volumes of methanol, the remaining activity of the antibiotic was determined by the paper disc

method using B. subtilis PCl219 as a test organism. The degree of antibiotics degraded was expressed

as follows : (-)0-5%, (•})6-20%, (+)21-50%, (œO)51-80%, (™¿)81-100%.

*** CS 2911 and CS 2913 are resistant strains obtained from E. colt NIHJ JC-2 by repeated exposure to

cefotiam and cefazolin respectively.
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Table 1 Continued
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Table 1 Continued

で紫外部吸収の変動をGilford分 光光度計Model2000

を用 いて記録 し,吸 光度の変化量か ら加水分解速度を求

めた(UV法)。 ペニシ リ ンを基 質と した場合 の活性測

定は ミクロヨウ素法14)で行 った。Kmお よびVmaxは

LINEWEAVER-BURKの 方法15)によ り算 出した。

6.薬 剤の細菌外膜透過性

5mMのMgSO4を 含むTSBで 培養 した対数増殖期

の菌体を遠心集菌(7,000×g,10分,25℃)し,5mM

MgSO4を 含む0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH6-85)で1

回洗浄後,600nmの 吸 光 度 が3.0と なるように同緩衝

液に懸濁 した。懸濁液の超 音波 破 砕 前と破砕後での β-

lactamase活 性をGilford分 光光度 計を 用 いたUV法
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で測 定 し,SAWAIら11)お よびZIMMERMANNら10)の

方法 に従 ってperiplasm中 の薬剤 濃 度および細胞 外膜

透過係数を求めた。なお,β-lactamaseの 菌体外漏出を

防 ぐために5mMのMgSO4が 存在下で菌の培餐 およ

び活性測定を行った鋤が.菌 体か らの酵 素の漏出を完全

には阻止できず0.1～0.5%の 酵 素が漏 出して いたので,

生菌による薬剤の加水分解速度 は細胞 懸濁液の活性か ら

細胞懸濁液を遠心分離 して菌体を除去 した上清の活性を

差 し引いて求めた。

実 験 成 績

1.生 菌 の薬 剤不 活 化 力 と薬 剤 感 受性

Cefotiam,Cefazolin,Cephalothinお よ びCephalori-

dineを1夜 培 養 した 生 菌 と 培 地 中で イ ンキ ュ ペ ー トし

て不活 化を 調 べた(Table 1)。

S.aureusお よ びP.mirabilisで は調 べ た いず れ の セ

フ ァロス ポ リンも殆 ど不 活 化 され ず,こ れ らの 菌 に 対 し

て4薬 剤 とも抗 菌力 を 示 した 。E.coli.K.Pneumoniae

およびC.freundiiで はCefotiamお よ びCephalothin

はCephaloridine,Cefazolinよ り不 活 化 さ れ に く く,

これ らの菌 に対 してCefotiamが 最 も強 い 抗 菌 力 を示 し

た 。P.morganii,P.vulgaris、Enterobacterお よ びS.

marcescensで は4薬 剤 とも不 活 化 さ れ やす か った が,

接種 菌量 が 少 な い 場 合(106CFU/nl)に はCefotiam

は他 の3剤 に耐性 な 株 の 多 くに 対 して も抗 菌 力 を 示 し

た。一方,4薬 剤 と もA.calcoaceticusで は不 活化 され

ず,P.aeruginosaで も不 活 化 され に くか った が,こ れ

らの菌 に対 して は抗 菌 力 を示 さな か った 。

多 くの生 菌でCephaloridineが 最 も 不 活 化 さ れ やす

く,次 いでCefazolin,Cefotiam,Cephalothinの 順 で あ

った 。Cephaloridineお よ びcefazolinで はA.calco-

aceticusお よびP.aeruginosaを 除 く菌で 抗 菌 力 と 不

活化 度 との間 に ほ ぼ 相 関 性 が 認 め られ た が,Cefotiam

はP.rettgeriお よ びEnterobacterの よ う に 比 較 的 不

活化力 の強 い 菌 に対 して も 抗 菌 力 を 示 す 傾 向 が あ り,

cephalothinは 逆 に不活 化 力 の弱 い 菌 に 対 して も弱い 抗

菌力 しか示 さない 傾 向が あ った。

2.菌 体粗 抽 出 液 によ る薬剤 の加 水 分解

&aureus1840はpenicillinase型 β-lactamase産 生

株で あ るが,粗 抽 出液 中 には セ フ ァロ ス ポ リンに対す る

酵素 活性 は検 出 され な か っ た。AcalcoauetiCUSで は酵

素活 性 は検 出 され ず,P.aeruginosaの 酵 素活 性 も弱か

った。E.coli CS 2911お よ びCS2913はE.coli NIHJ

JC-2を それ ぞれCefotiamお よ びCefazolin存 布 下 で

継代 培養 して 得 たin vitro耐 性 株 で あ るが,両 株 と も

β-lactamase活 性 は 検 出 され な か った。 そ の他 の 菌 種 で

は セ フ ァ ロス ポ リン感 性株 で醇 素 活性 が 弱 い か 検 出 され

なか った の に対 し,Proteus,Enterobacter,C.freundii.

E.coliお よ びK.pneumoniaeな どの セ フ ァ ロス ポ リン

耐性 株 で は強 い 酵 素活 性 が 検 出 され た 。

E.coliお よ びK.Pneumoniaeな どの産 生 す るpen-

icillinase型 β-lactamaseで はCefotism,Cephalotbin

お よ びCefazolinはCephalomidineよ り加 水 分 解 され

に くく,P.vulgarisを 除 く イ ン ドー ル 陽 性Proteus,

C.freundiiお よびEntmbacterな どの産 生 す るcepha-

losporinaso型 β-lactamaseで はCefotiamは 他3薬 剤

よ り加 水分 解 され に くい傾 向 を示 した(Table2)。

3.β-Lactamase活 性 のkinetics

各 種 β-lactamaseに 対 す るCefotiamの 態 度 を 調 ぺ

るた め に,精 製 酵 素 に よ るKmお よ びVmaxを 測 定

し,Cefazolin,Cephalothin,Cephaloridineお よ び

Benzylpenicillinと 比 較 した(Table3)。

&amus1840のpenicillinaseで は い ず れ の セ フ ァ

ロス ポ リンも極 めて 加 水 分 解 さ れ に くか った 。E.coli

TN713,TN649お よ びTN639の β-lactamaseは そ

れ ぞれI型,II型 お よ びIV型penicillinaseで あ る14)。

ペ ニ シ リ ン耐性E.coliの 大 部 分が 産 生 す るI型peni-

cillinaseに よ ってCefotiam,Cefazolinお よ びCephalo-

thinはCephaloridineお よ びBenzylpenicillinよ り加

水 分 解 さ れ に くか った 。K.pneumoniae TN 1700は 異

な る2つ のR-plasmidに 由 来す る高活 性 のI型penic-

illinase(A)と 低 活 性 のpenicminase(B)と を 併産 し,

KpneumoniaeTN1698お よびTN1711はA,Bい ず

れ とも異 な る 高 活性 の 非伝 達 性peniciUinaseを 産 生 し

た 。CefotiamはK.pneumoniaeの 産 生 す る い ず れ の

penicillinaseに よ って も加 水 分 解 され に くか った 。

一 方 ,CefotiamはP.vulgaris GN 4413のcephalo-

sporinaseで は 他 の セ フ ァ ロス ポ リン同 様 加 水 分解 され

や す か ったが,C.freundii GN 1706お よ びE.cloacae

TN 1282のcephalosporinaseで は他 の セ フ ァロ ス ポ リ

ンよ り加 水分 解 され に くか った 。

4.細 菌 の細 胞 外 膜透 過 性

生菌(Table1)と 粗 抽 出液(Table2)と で の 薬 剤 の

相 対 的加 水 分解 速 度 を 比 較 す る と,大 部 分 の生 菌 で は

Cephaloridineが 最 も加 水 分 解 され や す く,次 いでCef-

azolin,Cefotialn,Cephalothinの 順 で あ ったの に 対 し,

粗 抽 出液 で はCephalothinの 方 がCefotiamよ り加 水

分 解 され や す い 。 これ はCefotiamがCephalothinよ

り細 胞 外膜 を 透 過 しや す い た め と 考 え られ る 。 この こと

を 確 か め る た め,R-Plasmid由 来 のI型penicillinase

を産 生 す るE.coli TN 713お よび 非 伝達 性 のpenicillin-

aseを 産 生 す るK.pneumoniae TN 1698を 用 い て
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Table 2 Hydrolysis of cefotiam and other eephalosporins by 13-lactamases

* The bacteria grown to the late logarithmic phase in Trypticase soy broth (TSB; BBL), were incubated

for 2 hours with(+) or without(-) 1mg (but 0.01 mg for S. aureus 1840 and 0.1mg for E. coli NIHJ

JC-2, CS 2911 and CS 2913) of benzylpenicillin per ml of TSB to induce 19-lactamase.

** The sonic extract of bacterial cells except S. aureus for which culture filtrate was employed
, was used

as enzyme. The enzyme was incubated with 200 ILM of each substrate for 10 minutes and the reaction

was stopped by the addition of 2 volumes of methanol. The enzyme activity was determined by the reduction

of ultra violet absorption caused by the hydrolysis of the ƒÀ-lactam bond of cephalosporins.
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Table 2 Continued
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Table 3 Kinetics of hydrolysis of cefotiam and several 13-lactam antibiotics by fl-lactamase

* Vmax is expressed as relative rate of hydrolysis taking the rate for benzylpenicillin (penicillinase) or

cephaloridine (cephalosporinase) as 100.
** R-plasmid mediated conjugatively transferable enzyme.

Table 4 Ability of cefotiam and several cephalosporins to penetrate the outer

membrane of Escherichia coli TN 713 and Klebsiella pneumoniae

TN 1698

So: Antibiotic concentration in the reaction mixture

Si: Calculated antibiotic concentration inside the outer membrane

Vo: Velosity of antibiotic hydrolysis by sonically disrupted cell suspension

Vi: Velosity of antibiotic hydrolysis by intact cells, which was corrected for

the activity of leaked-out enzyme

P: Permeability parameter

Cefotiam,Cefazolin.Cephalothinお よ びCephaloridine

の細 胞 外 膜 透過 性 を 測 定 した(Table 4)。

本 実 験 で はKm値 よ り低 い 薬 剤 濃 度 で活 性 を 測 定す

る ことが 望 ま し く,K.pneumoniaeTN1698の β-lac-

tamaseで はCefotiamお よ びCefazolinのKmが 低

い の で(Table3),こ れ ら の 薬 剤 は20μMお よび50

μMで 測 定 し,他 はす べ て50μMお よ び200μMで 測

定 した。

薬 剤 の 細胞 外膜 透 過 係 数Pは 両 菌株 に おい てCepha-

loridineが 最 も大 き く次 いでCef℃tiam,Cefazolinの 頑

で あ り,CephalothinはCephaloridineの1/10以 下 で

あ った 。 ま たK.pneummiaeTN1698で はE.coliTN

713よ り透 過 性 が 各薬 剤 と もや や悪 か った 。 一方,測 定

時の 細 胞 外薬 剤 濃 度 に 対 す る細 胞 内(periplasm中)薬
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剤 濃 度 はE.coli TN 713で はCefotiam 36%gCefazolin

12%,Cepbaloridine 6%,Cephalothin 1.5%で あ り,

K.pneumoniae TN 1698で はCefotiam 10～17%,Cef-

azolin 0.4%,Cephaloridine 3%,Cephalothiu 0.3%

で あ った 。

考 察

生育 中の菌 に β-lactam薬 剤 を作 用 させ た 場 合.peri-

plasmに β-lactamaseを 持つ グ ラ ム陰 性菌 で は,細 胞

外膜 を透 過 しや す く,か つ β-lactamaseに 不 安 定 な薬 剤

ほ ど不活 化 され やす い10)。 ま た溶 菌 活性 の強 い 薬剤 で は

イ ンキュ ベー シ ョン中に細 胞 表 層 が破 壊 され 溶 菌が 起 こ

り,薬 剤 と β-lactamaseと の 接 触 機 会 が 高 ま るた め に

溶 菌活性 の 弱い薬 剤 に比 ベ,不 活 化 され や す くな る と考

え られ る。従 って培 地 中 で薬 剤 と生 菌 とを イ ンキ ュ ペー

トした 時の薬 剤 不活 化 を 調 べ たTable1の 結果 は 薬剤

の β-lactamaseに 対 す る安 定 性,細 胞 外膜 透 過 牲 お よ

び溶菌活 性 の総 合 され た もの の反 映 と考 え られ る。

P.aeruginosAお よびA.calcoaceticusは 生 菌,菌 体抽

出液いず れ に おいて も薬剤 不 活 化力 は 弱 いが,Cefotiam,

Cefazolin,Cephalothin,Cephaloridineい ず れ に 対 して

も耐性 で あ り,こ の 薬 剤 耐 牲 は細 胞 外膜 の 薬 剤透 過 障

害,薬 剤 に対 す る標 的酵 素の 不 感受 性 の ど ち ら か ま た

は両 方 に起 因 す る と考 え られ る。一 方,そ の 他 の 菌 で は

β-lactamase活 性 の高 い 菌ほ どいず れ の薬 剤 に対 して も

耐性 度が高 く,上 記 二 要 因 の 他 に β-lactamaseも 重 要

な耐 性要 因で あ る こ とが示 唆 され た。

Cefotiamは 他 の セ フ ァロ ス ポ リン耐 性 菌 の 一 部 に対

して も抗 菌力 を示 した 。 こ の理 由 と して β-lactamase

安定性,細 胞 外膜 透過 性 およ び標 的酵 素 に対 す る作 用 力

の三 要因が 考 え られ る。

P.aeruginosa,A.calcoaceticus以 外 の セ フ ァ ロス ポ

リン耐 性菌 の殆 ん どは高 活 性 の β-lactamaseを 産生 し,

CefotiamはP.vulgarisを 除 くこれ らの菌 の β-lactam-

aseに 対 して 他 の セ フ ァ旦 ス ポ リンよ りは 安 定 で あ っ

た(Table2,3)。 ま たCefotiamのE.coli TN 713お

よびK.pneumoniae TN 1698で の 細 胞 外 膜 透 過 性 は

Cephaloridinelよ りは や や劣 るがCephalothinの 約10倍,

Cefazolinの 約2倍 で あ り,こ れ らの 菌で のCefotiamの

細 胞 内(periplasm中)濃 度 は細 胞 外濃 度 のそ れ ぞれ35

～37%お よ び10～17%に 達 し,他 薬剤 の細胞 内濃 度 の3

～70倍 で あ ると 推 定 さ れ た(Table4)。 細胞 内薬 剤 濃

度 は薬 剤 の細胞 外 膜 透 過性 ばか り で な く,β-lactamase

に対す る安 定 性(Vmax,Km)お よ び 測定 時 の細 胞 外 薬

剤濃 度 に も 左右 さ れ,β-lactamasに 加 水 分解 さ れ に

くい(Vmaxが 小 さ くKmが 高 い)薬 剤 ほ ど,ま た高 濃

度で測定 した時 ほ ど高 い細胞 内濃度に連 しや す い10)。

Cephaloridineの 場合,細 胞外膜透過性は優れてい るが,

β4acmmas。 に よ る加水分解速度が大 きい た め,ま た

Cephalothinの 場合は細胞外膜透過性が劣るため細胞 内

濃度が高 くな らな いのに対 し,Cefotiamは 細胞外膜透

過性が優れている上にE.coli TN 713で は β-lactamase

による加水分解のVmaxが 小 さ く,か つKmが 高 いた

め,ま たK.pneumoniae TN 1698で はVmaxが 小 さい

ため他薬剤より高い細胞内濃度 に達 し得 る と考 え られ

る。さらに外膜透過性および標 的酵素の感受性の二要因

のみで薬剤感受性 が 決定され る β-lactamase非 産生株

に対して,Cefotiamは 外膜透過性が最も優れていると推

定 され るCephaloridineよ り強い抗菌力を示す(Table

1)こ とか ら,Cefotiamは 標的酵素 に対 して強い作用力

を持つことが示唆された。 このことはE.coliの ペニシ

リン結合 たん白質1お よび3へ のCefotiamの 親和性が

他の3薬 剤よ り高い こ とを 示 すNOZAKIら の実験結

果17)からも裏付け られた 。

β-lactam薬 剤はその作用機作2)18)から考えて,細 胞 内

(作用点での)濃度がある一定 レペル,一 定時間保持 され

ては じめて抗菌力 として発揮 され ると考え られ るので,

高い細胞内濃度 に達することはそれだけ抗 菌力 とい う面

か らは有利に働 くはずであ る。細胞外膜透過性がよ く,

かつ β-lactamaseに 比較的安定な た め 細胞 内濃度が高

くなることが,標 的酵 素に対する作用力の強 さと相まっ

て他のセファロスポ リン耐性菌に対 して もCefotiamが

抗菌力を示す原因になっているもの と推定 される。

結 論

Cefotiam(SCE-963)の 各 種 β-lactamaseに 対 す る態度

お よ び グ ラ ム陰性 菌 の細 胞 外 膜透 過 性 をCephaloridine,

Cephalothinお よ びCefazolinを 対 照 薬剤 と して 比較 検

討 した 。

1、Penicillinasc型 β-lactamaseで はCefotiamは

Cefazolinお よびCephalothinと 同様Cephaloridineよ

り加水 分 解 さ れ に く く,P.vulgarisを 除 く菌 のceph-

alosporinase型 β-lactamaseで は他 の 三薬 剤 よ り は加

水 分解 され に くか った 。

2.薬 剤 を生 菌 と培地 中 で イ ンキ ュベ ー トし た 場合 に

は,CefotiamはCephaloridineお よ びCefazoliaよ り

安 定 で あ ったがCephalothinよ り は不 活化 され や す か

った 。

3.CefotiamのE.coli TN 713お よ びK.pneumoniae

TN 1698で の細 胞 外膜 透 過 係数 はCephalothinの 約10

倍,Cefazolinの 約2倍 で あ ったがCephaloridineよ り

は小 さか った 。
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4.Cofotiamの 細胞 内(periplaam中)濃 度 はE.coli

TN713で 細 胞 外 濃 度 の35～37%,K.pneumoniae TN

1698で10～17%に 連 し.Cefazolin,Cephaloridinoお よ

びCophalothinの3～70倍 の濃 度 に な るこ と が 推 定 さ

れ た 。
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CEFOTIAM (SCE-963) STABILITY TO ƒÀ-LACTAMASE

AND ABILITY TO PENETRATE THE OUTER

MEMBRANE OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA

KENJI OKONOGI, MAKOTO KIDA and MASAHIKO YONEDA

Central Research Division, Takeda Chemical Industries, Ltd.

SUSUMU MITSUHASHI

Department of Microbiology, School of Medicine, Gunma University

The rate of hydrolysis of cefotiam (SCE-963) by cephalosporin j9-lactamases from various bacteria except
Proteus vulgaris, was smaller than that of cefazolin, cephaloridine and cephalothin. Cefotiam as well as cefa-
zolin and cephalothin, was hydrolysed more slowly than cephaloridine by penicillin 13-lactamases. When
incubated with intact cells in the medium, cefotiam was more stable to degradation than cephaloridine and
cefazolin but less stable than cephalothin. The ability of cefotiam to penetrate the outer membrane of Escheri-
chia coli TN 713 and Klebsiella pneumoniae TN 1698 was estimated to be ten and two times greater than
that of cephalothin and cefazolin, respectively, but smaller thanthat of cephaloridine. The calculated concen-
tration of cefotiam inside the outer membrane of Escherichza coli TN 713 and Klebsiella pneumoniae TN 1698
was 35 to 37% and 10 to 17% of the concentration outside the cells, respectively, and was three to seventy
times higher than that of cefazolin, cephaloridine and cephalothin.


