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グラム陰性菌の産生す る β-lactamaseに 対す るCefuroximeの 安定性 と抗菌力へ の影響
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Cefuroximeの 各 種 β-lactamaseに 対 す る抵 抗 性 と β-1actamaseの 抗 菌作 用 に お よ ぼ す 影 響

に つ い て検 討 した 。

各 β-lactam薬 に対 す るMICは,R因 子 性 β-lactamase産 生 菌 で はTEM型 の みCefazolin

Cephaloridineな どの 現 用Cephalosporinに 対 しMICの 上 昇 を 示 した がCefuroxime, Cefoxitin

に対 して はrecipientと 同一 のMICで あ った。 菌種 特 異 的 β-lactamase産 生 菌 で あ るP.imo-

nstans,Pvulgarisお よびC.freundiiな どで はCefuroximeに 対 し て若 干MICが 上 昇 し た

が,Cefazolin, Cephaloridineに 比べ る と軽 度 で あ った。

酵 素 化学 的 検 討で は,ym.値 はnvulgarisを 除 い て,い ず れ も 低 い γmax値 を 持 ちK.

pneumoniae,C.fmundii,P.rettgeriお よびPmirabilisの β-lactamaseに 対 し ては 強 い 抵 抗

性 を示 した 。

比較 的 水 解 性 の よいP。vulgarisお よびElcoli RGN823に つ い てKm値 を 測 定す る と182

μM,1,250μMとCefazolin,Cephaloridineに 比 べ 高 いKm値 を示 して いた 。

Vmax,Kmの 測 定不 能 なCESaseに つ い てCephaloridineを 基 質 と した 場 合 のKt値 を 測 定

す る と水解 性 が 低 い に もか か わ らず,低 い 瓦 値 を 示 し 強 い親 和 性 を 示 唆 し て お り,こ れ は

cloxacillin, Cefoxitinで も同様 で,高 いKm値 と低 い 瓦 値 が これ ら β-lactamase抵 抗 性 抗 生

物 質 の 特 徴 の よ うに 考 え られた 。

Cefuroxime (以 下CXM)は 英 国GLAXO社 で開 発 さ

れ た,グ ラ ム陰陽 性 菌 に 広 い抗 菌 スベ ク トル を有 す る新

し い半 合 成Cephalosporin系 抗 生 物 質 で あ り,そ の性 状

は 現 用 のCephalosporin,す な わ ちCephaloridine

(CER),Cephalothin (CET),Cephalexin(CEX),

Cephaloglycin (CEG),Cefazolin(CEZ),Ceftezole

(CTZ)と 異 な りCephalosporinase(CESase)型 β-lac-

tamaseに 対 して も強 い抵 抗 性 を もつ 安定 な抗 菌 薬 で あ

る1)。 い うまで もな く,細 菌 の 産 生 す る β-lactamaseは

菌 の β-1actam抗 生 物 質 に 対す る耐 性 の 主要 な因 子 で あ

る こ とが 知 られ て い る2)。

本抗 生 物 質 はE5cherichia coli, HaemoPhilus in-

fluenzae,Proteus mirabili3等,多 くの β-lactamase

産 生 菌 に も強 い抗 菌 活 性 を示 す こ とか ら,こ れ ら の菌 の

Fig. 1 Chemical structure of Cefuroxime

産生 す るPeniCillinase(PCase)型 β-lactamaseに 対

し て も抵 抗 性 を 示 す こ とが推 察 され た。

CXMはFig.1に 示 す よ うにCephalosporanic Acid

7γ の位 置 にmethoxyimino基 を もち,本 構 造 が 多 く

の β-1actamaseに 対 す る強 い 安定 性 の原 因 と な っ て い

る もの と考 え られ る。

本 研 究 はCXMの 各種 β-lactamaseに 対 す る安 定性

を検 討 して,現 用 の β-1actam薬 の それ と比 較 した もの

で あ る。

1. 実 験 材 料 お よび 方 法

1. 供 試 菌 株

本 研 究 に使 用 した 菌 株 は 千葉 大学 薬 学 部,山 岸三 郎 教

授 よ り分 与 され た3,4)代 表 的 な各 種 β-1actamase産 生菌

で,そ のRICHMOND分 類 に よる型 別 は 次 の とお りで あ

る 。

E.coli ML 1410(β-1actamase非 産 生 株)

E.coliML 1410 RGN14(III:TEM型 β-1actamase

産 生 株)

E.coli ML 1410 RGN823(III:TEM型 β-1actamase

産 生 株)

E.coli ML 1410 RGN238(V型 β-lactamase産 生 株)
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上記 の3株 はE.coli ML 1410株 に耐 性(R)-Plasmid

を伝達 したPlasmid支 配 の β-lactamase産 生株 で あ

る4)。

Citrobacter freundii GN346(Ia型 β-lactamase産

生株)

Proteus inconstans GN627(Ia型 β-lactamase産

生 株)

Proteus rettgeri GN624(Ia型 β-lactamase産 生

株)

Proteus vulgaris GN76(Ic型 β-lactamase産 生株)

Preteus mirabilis GN79(IIb型 β-lactamase産 生

株)

Klebsiella pneumoniae GN69(IV型 β-lactamase

産生 株)

上 記 の6株 は染 色体 性 のβ-lactamase産 生 株 で あ る。

2. 供 試薬

β-lactam抗 生 物 質 はAmpicillin(ABPC),Chlo-

xacillin(MCIPC):明 治 製 菓,Cefuroxime(CXM),

Cephaloridine(CER),Cephalothin(CET),Penicillin

G(PCG):GLAXO社,CefazoliR(CEZ):藤 沢薬 品 工業 お

よびCefoxitin(CFX):第 一製 薬 を使 用 した。

3. MICの 測 定

各種 β-lactamase産 生菌 のMIC測 定 は化学 療 法学 会

標 準法 に準 じた。 す な わ ち,tryptosoy broth(栄 研)

に18時 間 培養 した菌 液 を108あ るいは106cells/mlに希

釈 後,1白 金耳 量 を試 験薬 を 含むHeart infusion agar

(栄 研)上 に植 菌 して,37℃,20時 間培 養 後 の生 育に よ り

MICを 求 めた。

4. 酵素 液 の調 製

Nutrient broth(栄 研)200mlを 分 注 し た500mlの

坂 ロ フラ スコ3～5本 にβ-lactamase産 生被 検 菌 を接種

して,37℃,16時 間振盪 培 養 後,10,800×g,15分 間 の

冷却遠 心 で菌 体 を集 めた。

R因 子 支配 の β-lactamase(III～V型)は 菌体 をM/

100phosphate buffer(pH7.0)で2回 洗浄 後,30ml

の 同緩 衝液 に懸 濁 し,氷 冷 しな が ら20KHz,5分 間 超 音

波破 砕 後,遠 心 分離 に よ り菌体 を除 い て,上 清 を無 菌 炉

過 した あ と同緩 衝液 に一 夜 透析 した ものを 粗酵 素液 とし

た 。 染色 体 性 の β-lactamase粗 酵素 液は 産生 菌 を洗浄

後,50μg/mlのPCGで37℃,4時 間 酵素 誘 導 し た あ

と,上 記 に準 じて 酵素 液を 抽 出した 。

5. β-lactarnaseの 活性 測定

β-lactamaseの 比活 性測 定はmacro　 iodoMetry6)で

各 薬 剤に対 す るVmx値 を 求め,各 β-lactamaseの 酵

素 化学 的 特性 の検 討 にはmicro iodometry7)を 用 いた 。

酵素 単位 はmacro iodometryの 条件 または 基質 過剰 の

Table 1 Resistance levels of various ƒÀ-lactamase producing strains to ƒÀ-lactam drugs
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micro　 iodometryの 条件 で1分 間 に1μmoleの 基 質 を

水解 す る酵 素 量 を1単 位(unit)と し た。

ま た,比 活 性 測定 のた め の粗 酵 素 液 の蛋 白 定 量 に は

Folin法 を 用 い た。

6. CXM加 水 分解 物 の ヨ ー ド消 費 量 の測 定

CXMの β-lactamase水 解 産物 の ヨー ド消 費 量 を 求 め

る ため,CXMの 水 解 産 物 を調 製 した 。CXM100μg/ml

を含 む0.1Mphosphate buffer(pH7.0)にIc型 β-

1actamase(こ の 酵 素 は 例外 的 にCXMを 水 解 す る)を

種 々の 濃 度 に加 え,30℃,30分 反 応 させ た の ち,100℃,

1分 間 の 加熱 で反 応 を とめ,Bacillus subtilis ATCC

6633を 用 い たbioassayに よ る 不 活 化 率 とmicro-

iodometryに お け る ヨー ド消 費 量 か らCXM1モ ル当 り

の ヨ ー ド消費 量を 計 算 し た。

II. 実 験 成 績

1.β-1actamase産 生 株 のMIC

使 用 した 被検 菌 株 のMICをTable 1に 示 し た 。E.coli

ML 1410を 宿 主 としたR因 子 支 配 の β-lactamase産 生

株 の うちRGN 14(RICHMOND分 類 皿型:TEM型 β-

lactamase)とRGN238(同V型:Oxacillin水 解 酵 素)

を もつ 菌 はCXM,CFX,CEZ,CER,CETと もR-菌 に 比

ぺMICの 大 きな上 昇は み られ なか った 。RGN-14と 同 じ

RICHMOND分 類III型 の β-lactamase産 生 を 支 配 す る

RGN823plasmidを もつ 株 で はCEZ,CER,CET等 に

対 し4～8倍 のMIC値 の 上 昇 が み られ る。 これはRGN

823保 有菌 はRGN238株 に比 べ て 酵 素産 生 能 が 高 い た

め と考 え られ る。 しか し,す べ て のR-Plasmid保 有 株

は β-lactamase抵 抗 性 の 高 いCXM,CFXに 対 し ては

MIC値 の上 昇 はみ られ なか った 。 染 色 体 支 配 のCES

ase型 β-lactamase産 生菌 はす べ てCEZ,CERお よび

CETに 高 い 耐 性 を示 した がCXMに 対 して は感 受 性 ま

た は 中 等 度 耐性 を示 す に 止 った 。C.freundii GN 346,

Pvulgaris GN 76お よびP.inconstansがCXMに

対 す るの み な らず,こ れ と 同 じよ うにCESaseに 安 定

なCFXに 対 して も50～200μg/mlの 耐 性 を示 した こ と

は β-lactamaseに よ る試 験 薬 の 不 活 化 と耐 性 の 関 係 を 考

え る と興 味 あ る問 題 で あ る0

い ず れ に して もβ-lactamaseに 対 し抵 抗 性 の 高 い 抗生

物 質 で あ る こ とが 知 られ てい るCXM,CFXは と もに既

存 のCephalosporinに 対 す る高度 耐 性 菌 に 対 しか な り低

いMICを 示 した。 こ の2薬 間 の 菌種 別 感 受 性 度 の差 を

み る と,R因 子 支配 の β-lactamase産 生 菌 は 両薬 に 高 い

感 受 性 を 示 し,染 色体 支 配 の β-lactamase産 生 菌 で は,

CXMはC.freundii,IRmorganii,P.rettgeriでMIC

値 が低 く,一 方,CFXはP.vulgarisお よびP.inco-

natansに お いて 低 いMIC値 を示 し て い る。

Fig. 2 Inter relationships between amounts of

hydrolyzed Cefuroxime and their consump.

tion of iodine

2. CXMの ヨ ー ド消 費 量

CXMをIc型 β-lactamaseで 酵 素 的 水 解 を 行 な い,

bioassay法 に よ り定 量 され た 不 活 化 薬 物 量 とmacm

iodometryに よる ヨー ド消費 量 の 相 関 をFig.2に 示 し

た 。CXMの 水 解 物 の ヨー ド消費 量 とbioassayに よる失

活 量 との 間 に は よ い比 例関 係 が 得 られ,CXM水 解物1

モ ル当 りの ヨー ド消費 量 は4.2モ ル で あ った。

3.CXMの 各 種 β-lactamaseに 対 す る安 定 性

R因 子 支 配 のRICHMOND分 類 皿 型(TEM型:PC

ase)とV型(Oxacillin水 解 酵 素)β-lactamascお よび

染 色 体 性 のIa,lc,IIお よびW型 β-lactamaseのCXM

CER,CEZ,CET,ABPC,PCGお よびMCIPCに 対 す る基

質 特異 性(substrate specificity)をTable 2に 示 した。

CXMはPCasetypeのII,III,IVお よ びV型 β-lac-

tamasesす べ て に 対 し て きわ め て安 定 な 性 質 を有 し,こ

れ らに よ って は ほ とん ど水 解 され な い。 こ の性 質 はK筋

値 は 大 きい が(親 和 性 は低 い が)薬 剤 濃 度 が 高 け れ ば こ

れ らPCase型 β-lactamaseに よっ て も 相 当 水解 さ れ

る現 用 のCER,CEZ,CETな どに比 べ て 明 らか な改 良点

と考 え られ る。 さ らに現 用 のす べ て のCephalospo血 系

薬 に 強 い親 和 性 を もち(Km値 が 小 さ く)そ れ らを よ く

水 解 す る(Vmax値 が 高 い)Ia型 β-lactamaseに 対 し

て も安 定 で ほ とん ど水 解 され ない(Vmax値 が 非 常 に 小

さい)。

使 用 した 各 種 β-lactamaseの うち,唯 一 の 例 外 は

Rmlgarisが 染 色 体 性 に 産 生 す るIc型CESaseで,

これ はCXMをCERやCEZと 同 様 よ く分 解 した 。 し

か し,こ の 型 の 酵 素 の存 在 はRvulgarisに 限 られ,し

か も酵 素 産 生 量 が 少い(比 活 性 が 小 さい)の で,耐 性 菌

との 関 係 は そ れ ほ ど重 要 で ない と思 わ れ る。
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Table 2 Substrate specificity of β-lactamases from gram-negative bacteria determined by macro-iodometry

Table 3 Kinetic parameters of β-lactam drugs against various β-lactamase from gram-negative bacilli

a): Vmax relative to CER

b): Km determined by LINEWEAVER-BURK plot (ƒÊM)

c): No hydrolysis even after 1 hr at 37•Ž with 2,000 M of substrates

4.CXMの 各 種 β-lactamaseに 対 す る酵 素 化学 的 定

数Km,Vmaxお よびKi値 の測 定

使 用 し た各 種 β-lactamaseの うち,Cephalosporin系

抗 生 物 質 に強 い分 解 性 を 示 す もの に つ い て,micro iodo-

metryに よっ て酵 素 化 学 定 数,す なわ ちKm, Vmaxお

よびKi値 の 測 定 を 行 な い,Table 3に そ れ を 示 した 。

CXMはP.vulgaris GN 76の 産 生 す るIc型CES

aseに 比 較 的 よ く こ わ さ れ,ま たRGN 823 plasmid
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Table 4 Inhibition constants of various ƒÀ-lactam

drugs against ƒÀ-lactainascs mediated by the

chromosome of gram-negative bacilli

a) : Kt value determined by DIXON plot with CER
as the substrate

支 配 のIII型PCaseに わ ず か に水 解 され るの で,両 者 に

対 す るKmお よびVmax値 は 測定 可能 で あ るが,い ず

れ の 酵素 に 対 して も現 用 のCephalosporin剤 に 比 べ 高い

Km値 を もちCERに 比 較 す る とIc型CESase(P.

vutgaris)に 対 して2.3倍,III型PCase(RGN823)で

4.0倍,CEZで は それ ぞ れ に対 し7.6倍 お よび1.8倍 の

高 いKm値 を示 した 。 した が っ てCXMは 多 くの β-

lactamaseに 対 し安 定 な だ け で な く,例 外的 に これ を 分

解 す る酵 素 に対 し て も親 和 性 が 低 く,こ れ が 多 く の

β-lactamase産 生 菌 に対 し てCXMが 有効 な原 因 と考 え

られ る。

CXMが ま った く水解 され な い た めKm値 の 測 定 で き

ない 大 部 分 の β-lactamaseに つ い て はCERを 基 質 と

した とき のCXMの 阻 害 定 数KiをDIXON-plotで 測

定 しTable4に 示 した 。

CXM,CFXお よびMCIPCは 各種 β-lactamaseに 対

し,い ず れ も拮抗 阻 害 型 の 阻害 形 式 を示 し,し か もい ず

れ もCERのKm値 の10-2～10-6の 低 いKi値 を もつ

こ とが 明 らか に され た 。

III. 考 察

新Cephalosporin誘 導 体CXMの 各 種 β-lactamase

産 生 菌 に対 す る抗 菌 力 と これ らの 菌株 の産 生 す る種 々の

β-lactamaseに 対 す る安 定 性,そ の 他 の酵 素 化 学的 性状

を 現 用 の β-lactam薬 の それ と比 較検 討 した 。

まず,CXMはCER,CEZお よびCETな どに 比べ て

R因 子支 配 のIIIお よびV型(PCase type)B-lactamase

に対 し ては るか に強 い安 定 性 を示 した 。 これ らの酵 素 は

Penicillin類 に対 し ては 強 い 親 和 性 を もつ がCephalo-

sporin類 に は親 和 性 が 低 い(Kmが 大 き い)の でIII型

β-lactamaseに 比 較 的Vmax値 の 高 いCERな ど もMIC

付 近 の低 濃 度 で は あ ま り分 解 さ れ ず,多 くのR+菌 は

Cephalosporia類 に感 受 性 で あ るか ,ま た は 中 等 度 の 耐

性 を示 す に 止 る場 合 が 多い 。 また,酵 素 産 生 量 の 多 い

RGN823保 有 菌 の よ うな場 合 に は,こ れ に よ く分解 さ

れ る(Vmax値 の高い)CER,CEZお よびCETな どに対

しては相当高い耐性を示 す こともあ り,こ のよ うな時 に

もこれに安定性が高 く(Vmaxが 小さい)ま た親和性の

より低 い(Kmが よ り大 きい)CXMは その特性 を反映

し,比 較的強い抗菌力を示 してい る。

一方
,グ ラム陰性菌の染色体 支配 で産生 され る菌種特

異 性の高いCESase型 β-lactamaseに 朗 して もCXM

は現用 のCERやCEZよ りはるか に安定 で分解 されに く

く,そ の産生菌で あ るP.inconstans GN627やP.

rettgeri GN624に 対しか な り小 さいMIC値 を示 した。

酵素産 生量の高いC.freundii GN346はCXMに 対す

るその β-lactamaseのVmax値 が極度に低い(ほ とん

ど分解 されない)に もかかわ らず,二 の薬の この菌 に対

す る抗菌力はそれほど強 くない。 これはβ-lactamaseに

よる耐 性は必ず し もこの酵素に よる薬物の不活化だけで

説明できない ことがあ る一つの例であろ う6)。

例外的 にCXMを 水解 するIc型CESaseを 産生する

P.vutgarisの 酵素 はCXMに 対す るVmax値 が高いに

もかかわ らず,同 様に この菌 のβ-lactamaseで よく分解

され るCERやCEZに 比べCXMの この菌に対す る抗菌

力は強い。 これはCXMが この酵素 に対し比較的親和性

が低いためか もしれない。

β-lactamase産 生菌 に対す る β-lactam薬 の抗菌力は

この酵素の産生量,酵 素水解速度(Vmax),酵 素 と薬の

親和性(Km)な どが総合的に関係す るものであ る が,

これだけでは説明で きない こともある ことは著者の1人

がすでに明らかに した とお りである纏も

今回の研究でCXMに 対 し水解作用 の弱 い酵素 の酵素

活性阻害定数Kiを 求めた ところ,こ の酵 素によ りよく

水解 されるCERのKmよ りはるか に小さい 値 が 得 ら

れ,i親 和性に関する限 りCXMの 方がCERよ り高い酵

素結合性を有する場 合があ り,し か も このよ うな β-lac-

tamaseを 産生す る菌はCERな どだけで な くCXMに も

相当程度の耐性を示 し,こ の酵素 に β-lactam薬 が結合

す ると水解 されな くとも耐性 化す るこ とが あることを示

唆 してい る6)。

結論 としてCXMの β-lactamase産 生菌に対す る抗

菌力は多 くの菌株では この抗菌薬が β-lactamaseに 安定

なため強い抗菌 力を示す こ とが多いが,な か には例外も

あ り,そ れには酵素 と β-lactam薬 複合体を形成す ると

きの親 和性(Km,Kt)に 関係 した未知の機構 が関係 して

い ることが考 え られた。

文 献

1) O'CALLAGHAN, C. H. ; R. B. SYKES, A. GRIF-

FITHS & J. E. THORNTON : Cefuroxime, a new

cephalosporin antibiotics : Activity in vitro

Antimicrob. Agents Chemother . 9 : 511•`519,



VOL.27 S-6 CHEMOT HERAPY 75

1976

2) RICHMOND, M. H. & N. A. CURTIS : The in-

terpret of ƒÀ-lactamase and intrinsic factors

in the resistance of grain-negative bacteria

to penicillin and cephalosporins. Ann. New

York Acad. Sci. 235 : 553•`568, 1974

3) 山岸三 郎, 沢 井哲 夫: グ ラ ム陰性 菌 のβ-lactamase

に つ いて。 日本細 菌学 雑 誌, 30: 615～628, 1975

4) SAWAI, T. ; S. MITSUHASHI & S. YAMAGISIII:
Drug resistance of enteric bacteria, XIV.

Cornparision of ƒÀ-lactamases in gram-negative

rod bacteria resistance to ce-aminobenzylpeni-

cillin. Jap. J. Microbiol. 12 : 423•`434, 1968

5) MIC測 定法改定委員会(小 酒井望, ほか): 最小

発育阻止濃度(MIC)測 定 法 改訂 に つ い て。

Chemotherapy 22 : 1126•`1128, 1974

6) YAMAMOTO, T. & T. YOKOTA: Beta-lac-

tamase-directed barrier for penicillins of Esc-

herichia coli carrying R plasmids. Antimicrob.

Agents Chemother. 11 : 836•`840, 1977

COMPARATIVE STUDY OF CEFUROXIME AND OTHER BETA-LACTAM

ANTIBIOTIC; SUSCEPTIBILITY TO BETA-LACTAMASES AND

RESISTANCE TO BETA-LACTAMASE PRODUCING STRAINS
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Department of Bacteriology, School of Medicine Juntendo University, Tokyo

HIDEKO KATO and HIKOJI TSUJI
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Cefuroxime is a new beta-lactamase resistant cephalosporin antibiotic. The properties of Cefuroxime

have been compared with those of Cephaloridine, Cephalothin, Cefazolin, Cefoxitin, Cloxacillin,

Aminobenzylpenicillin and Penicillin G.

The properties examined included the resistance of beta-lactamase producing strains and the susce-

ptibility to a range of beta-lactamses encountered commonly in gram-negative bacteria. Cefuroxime

had less Vmax and higher Km values except for the beta-lactamase from P. vulgaris. Ki estimation for

the beta-lactamases showed strong affinity to the enzymes. The susceptibility of Cefuroxime to the

beta-lactamases was thus regulated the step of beta-lactam bond hydrolysis from E-S complex. These

results reflected the resistance of beta-lactamase producing strains, and Cefuroxime was effectively

resistant to all beta-lactamase producing strains tested and the clinically isolated gram-negative orga-

nisms.


