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Cefuroximeに対 す る β-Iactamaseの 作 用

富 村 定 男 ・仁 田 原 義 之 ・寺 尾 通 徳

新 潟 大学 医 学 部細 菌 学 教 室

cephalosporinaseよ びpenicillinaseを 産 生 す る8種 の グ ラム陰 性 菌 か ら β-Iactamaseを 抽 出

し,新cephalosporin誘 導 体Cefuroximeに 対す る作 用 を 実 験 し,3種 のpenicillin系 お よび

3種 のcehalosporin系 抗 菌 薬 と比 較 した 。

そ の結 果,Cefuroximeは これ らの β-Iactamaseに 対 し て,Proteus vutgaris GN76(RICH-

MOND Type Ic)か らの もの以 外 は,他 のcephalosporin薬 よ り安 定 で ,か つ β-Iactamaseの 作

用 に阻害 効 果 を 有 す る こと を認 め た。

Cefuroximeはcephalosporin Cか ら 化 学 的 に 合 成 さ

れ た7-amino cephalosporanic acidの 誘 導 体 で,Fig.

1の よ う な 化 学 構 造 を 有 す る1)。

Fig.1 Structure of Cefuroxime

本薬 の特 色 は β-Iactamaseに 対 す る抵 抗 性 が 強 く,

ブ ド ウ球 菌 あ るい は グ ラ ム陰 性 菌 の 産 生す る この 酵 素 に

安 定 で あ る と され て い る2,3)。β-Iactam系 抗 生 物 質 に 対

す る耐 性 菌 の 大 部 分 は,こ の酵 素 を産 生 す る こ とに よっ

て 耐性 を示 す と考 え られ てい るの で,本 薬 が 本 酵 素 に安

定 で あ る とい う こ とは,そ の 抗 菌 性 の範 囲 を 大 き く拡 大

す る もの と思 わ れ る。 よ っ て,と くに グ ラ ム陰 性菌 の産

生 す る β-Iactamaseの 本 薬 に対 す る作 用 に つ い て 実 験

し,同 系 の 抗 生 物 質 と比 較 した の で,こ こに 報 告す る。

I. 実 験 材 料 お よび 方 法

1. 供試 β-Iactamase産 生 菌 株

cephalosporinase(CSaseと 略)産 生菌 と し て は ,

群 馬 大学 微生 物 学 教 室 か ら 分 与 さ れ たCitrobacter

freundii GN346(RICHMOND Type Iaの β-Iactamase

を 産生4)),Proteus inconstans GN627(同Ia),Proteus

vulgaris GN627(同Ic)お よび わ れわ れ の教 室 で 分離

しIaに 属 す る酵 素 を 産生 す る と 思 わ れ るYersinia

enterecolitica NU294を,penicillinase(PCase)産

生 菌 と し ては 同 じ く群 馬 大 学 のProteus mirabilis GN

79(同IIb),Escherichia coli RGN14(同III),Kle-

bsiella pneumoniae GN69(同IV b)お よび 教 室 分離 の

IV型 に 属 す る と考 え られ るSerratia marcescens NU3

の 計8株 を使 用 した 。

2. 供 試 薬

新 日本 実 業 株 式 会 社か ら提 供 され たCefuroxime(以

下CXMと 略)の ほ か,Penicillin-G(PCG),Ampicillin

(ABPC)お よびCloxacillin(MCIPC)の3種 のpenicillin

お よびCephaloridine(CER),Cephalothin(CET)お よ

びCefazolin(CEZ)の3種 のcephalosporinの 計7薬

を使 用 した。

3. 薬 剤 感 受 性 測定

寒 天 平 板 希 釈 法 に よっ た。 す な わ ち 各 菌 株 の苦 通 寒 天

培 地18時 間培 養 よ り108cells/mlに な る よ うに菌 浮遊

液 を 作 成 し,各 試 験 薬 を 所 定 濃 度 含 有 した 普通 寒 天 平 板

上 に1滴 宛接 種,37℃18時 間 培 養 後,最 小発 育 阻 止 濃

度(MIC)を 測 定 した。

4. β-Iactarnaseの 調製

供 試 菌 株 のHI-broth37℃24時 間振盪 培 養 を,さ ら

に 同培 地 に1/100量 接 種,37℃4時 間 振盪 培 養 を 行 な

った 後 遠 心 し,集 め た 菌 体 を0.01M PBS(pH7.0)で

3回 洗浄 した 後,Sonicator10kc/sec30分 処 置 で 菌 体

を破 壊 し,再 び 遠 心 し た上 清 に85%硫 酸 ア ンモ ニ ウム

を加 え,沈 殿 を 透 析 して,酵 素液 と した 。 酵 素 の 活 性

は,LAWRY法 に よ って測 定 した。 蛋 白量 当 りのPCase

はPCG,CSaseはCERの 不 活 性 化 を も って 評 価 し

た 。

5. β-Iactamaseの 測 定

Bioassayお よびNOVIE5)のMicro-iodometric assay

を 用 い た。

生 物学 的 方 法 は,基 質 と酵 素 を37℃1時 間 作 用 させ

た 後,Bacillus subtilis ATCC 6633を 検定 菌 とす る 薄

層 カ ッ プ法 で基 質 の残 存 力 価 を 測 定 し て 酵 素 作 用 を 計算

し た。

ヨー ド法 は,基 質,酵 素 お よび ヨー ド混 合 液 を2ml

とな る よ うに,0.1MPBS(pH7.0)の 溶 液 中 で30℃
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Table 2 Relative rate of hydrolysis by ƒÀ-1actamases

Table 3 Kinetics of hydrolysis by various ƒÀ-lactamases

*△OD/min/ml

1分 間作 用 させ た 後,分 光 光度 計 で 経 時 的 にOD620

nmを 自記 装 置 で測 定 す る こ とに よ って,酵 素 作 用 を 計

算 した。

II.実 験 成 績 お よび 考 按

1.供 試 菌 株 の薬 剤 感受 性

供 試 薬 の 各 菌 株 に 対 す るMICはTable 1に 示 す とお

りで あ る。CXMはPCaseを 産 生 す るP.mirabilis,

E.coliお よびK.pneumoniaeとCSaseを 産生 す る

Y.enterocoliticaに 感 受 性 を 有 し た。CERとCEZが

E.coliお よびK.pneumoniaeに 感 受 性 を示 し た ほか,

他 の 試 験 薬 は8菌 株 に 対 して 作用 は弱 く,C.freundii,

P.inconstansお よ びS.marcescensはCXMを 含

め,全 薬 に 対 し 耐性 を示 した 。

2.β-1actamaseに 対 す る安定 性

各 菌 株 か らそ れ ぞ れ 調製 した β-lactamaseを 用 い て,

Bioassayに よ り供 試cephalosporinお よびpenicillin

系 薬 の加 水 分解 度 を 測定 した 結 果 はTable2の と お りで

あ る。CSase産 生株 ではCERを100と し て,PCase

産 生 株 で はPCGを100と し て比 較 し た が,CXMは

PCaseに 対 し ては,他 のcephalosporin系 薬 と同程 度
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Fig. 2 Kinetics of inhibition by CXM of C. freundli-

8-lactamase-CER system (DIXON plot)

Fig. 3 Kinetics of inhibition by CXM and MCIPC
of P. mirabilis-13-lactamase-CER system (DIXON
plot)

に 分解 され に くい 。CSaseに 対 し て も一 般 に 他 の 薬 剤

よ り も安 定 で あ った が,た だPvul8arisの み に つ い て

は 他 の薬 剤 よ りも不安 定 であ る とい う成 績 が 得 られ た。

3.β-lactamaseに よ る加 水 分解 の動 力 学

酵素 と試 験 薬 の親 和 性 を 知 るた め に,以 上 の 成績 か ら

CXMが 分解 され るY.enterocolitica, S. marcescens

お よびP.vulgarisの 産 生 す る β-lactamaseを 用 い,

Micro-iodometryでKmお よ びVmax値 を 求 め た。

この算 出はLINEWEAVER-BURKのPlotに よ った が,

そ の結 果 はTable 3に 示 す とお りで あ る。

CXMは,P.vulgaris GN76以 外 は,CERお よび

CEZに 比ぺ て高 いKm値 を示 し,β-lactamaseと の 親

和 性が これ ら よ り弱 い こ とが うか が わ れた 。

Table 4 Kt values evaluated by DIXON plot

* Substrate: CER

4,β-lactamaseに 対 す る阻 害 効 果

す で にMCIPC,Carbenicillin,Methicillinな どが

β-lactamaseの 作用 を阻 害 す る こ とが 知 られ て い る の

で6),C.freumdii,P.mirabilisの 産 生 す る β-lactamase

を用 い て,CERを 基 質 とし てCXMお よびMCIPCの

阻 害 作 用 を,DIXONPIGtで 瓦 値 を 求 め る こ とで比 較

した 。 そ の 成績 はFig1,Fig2お よびTable4に 示 す

よ うに,CXMお よ びMCIPCに 拮 抗 阻 害 が認 め られ た

が,p.mirabilisの 産 生 す る β-lactamaseに つい て,

CXMのKt値 は,MCIPCよ りわ ず か に低 い。 いず れ

にせ よ,CXMが β-lactamaseに 対 し 拮 抗阻 害 を 示 す

とい う事 実 は,CXMが こ の酵 素 由来 の 耐 性 菌 に 対 し て,

同系 の他 薬 剤 と協 力 効 果 を 有 す るで あ ろ う とい うこ とを

示 唆 す る。
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ACTIVITY OF BETA-LACTAMASE FROM GRAM-NEGATIVE

BACTERIA ON CEFUROXIME

SADAO MIYAMURA, YOSHIYUKI NITAHARA

and MICHINORI TERAO

Department of Bacteriology, Niigata University School of Medicine

A new cephalosporin derivative, cefuroxime, was investigated on its stability to various ƒÀ-lacta-

mases obtained from gram-negative bacteria using three penicillins and three cephalosporins as

reference samples.

The results obtained indicated that cefuroxime was less susceptible than other cephalosporins to

hydrolysis by these 9-lactamases except the one from Proteus vulgaris GN 76 (RICHMOND Type Ic)

and behaved as competitive inhibitor of the enzymes.


