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β-1actamaseに 安定な β-1actam系 抗生物質 のグラム

陰性菌 に対す る外膜透過能の新規評価 法

高 乗 仁 ・信 貴 康 孝 ・西 田 実

藤沢薬品工業株 式会社中央研究所

(昭和54年6月11日 受付)

β-1actamaseに 安定 な β-1actam系 抗 生 物 質 の 外膜 透過 能 を評 価 す るた め の新 しい方 法を 考 案 し

た。 こ の方 法 の 原理 はperiplasmに 存在 す る β-1actamaseに よ る基 質 の 分 解 に 対 す る こ の 種 の

β一1actam剤 の 阻 害活 性 を 測 定 す る もの で あ る。 この 方 法 をcarbenicillinの 外 膜 透 過 能 の測 定 に応

用 し,R-Plasmid由 来 のampicillin耐 性E3cherichia coliのcarbenicillinに 対 す る高 度 耐 性

は,carbenicillinの 細 胞 外 膜透 過 能 が 低 い た め で あ る こ とを 明 らか に した 。

序 文

グ ラ ム陰 性菌 は外 膜 と呼 ぼ れ る最 外層 の膜 を 有 し,β-

1actam系 抗 生物 質 が 内膜 上 に 存 在 す る標 的 酵 素 に 到 達

す る際,こ れ が 通過 障 壁 として 機 能 す る こ とは 周 知 の と

お りで あ る。 した が っ て β-1actam剤 の外 膜 透 過 能 は グ

ラ ム陰 性 菌 に 対 す る抗 菌 活 性 を 決 定 す る主 要 な因 子 の1

つ と考 え られ る。 β-1actam系 抗 生 物質 の外 膜 透 過 能 を

測 定 す るた め 数種 の 方 法が 提 唱 され た が,最 も信 頼 で き

る も の と して,内 膜 と外 膜 と の間 に位 置 す るperiplasm

に 存 在 す る β-lactalnaseの β-lactam剤 に対 す る分解

活 性 を利 用 す る方 法 が挙 げ られ る1～4)。 初 期 の 論 文 で

は,膜 透 過 性 は 生菌 液 を破 砕 す る こ とに よ っ て 起 る β-

1actamaseの 薬 剤 に対 す る 分 解 活 性 の 変 化 を 表 わ した

Crypticityに つ い て 論 じ られ た1,2)。最 近,ZIMMERMANN

&ROSSELETは 外 膜 を 透 過 す る薬 剤 の拡 散 速 度 は,薬

剤 の 細 胞 内 へ の拡 散 とperiplasm中 の β-lactamaseに

よ る分 解 とが均 衡 し て い る とい う仮 定 に基 づい て 測 定 で

き る こ とを示 し,こ の型 式 の評 価 法 を改 良 した4)。 し か

し,こ の 方 法は β-lactamaseに 安 定 な 新 し い β-lactam

剤 に は適 用 で き な い とい う欠 点 を 有 し て い る。 本 報 で は

β-lactamaseに 安 定 な β-lactam剤 に適 用 で き る方 法 と

し て,ZIMMERMANN & ROSSELETに よっ て提 唱 され た

方 法 を改 変 し た の で,以 下 に 報 告 す る。

材 料 と 方 法

1.使 用 菌 株

EcoliCSH2(F-,na1,met B)とampicillin耐 性

R-Plasmid保 有株 のE.coli CSH2/RK 1を 使 用 し た 。

両 株 と も順 天 堂 大学 医 学 部細 菌 学 教 室 横 田 健 教 授 か ら

分 与 を うけ た 。

2.使 用 薬 剤

薬 剤 は,carbenicillm,ampicillin(CBPC,ABPC,

Beecham Research Loboratories),cephaloridine(CER,

Glaxo Laboratories)を 使 用 した 。

3.薬 剤 感 受性 の 測定

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は ス タ ンプ接 種 に よ る寒 天

平 板 希 釈 法 に よ って 測定 し た5)。 接 種 液 はTrypticase

soybrothで1夜,前 培 養 した もの を100倍 希 釈 して使

用 した 。37℃,20時 間培 養後,コ ロ ニー の発 育 阻 止 が 肉

眼 的 に判 断 で き る最 小濃 度 をMICと した。

4.生 菌 液 と破 砕 菌 液 の 調製

使 用 菌株 をHeart infusion broth中 で37℃,20時 間

増 殖 後,5,000×9,10分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り集

菌 す る。0.01MMgC12を 加 えた0.067Mリ ン酸 緩 衝

液(pH7.0)で1度 洗 浄 し,氷 冷 した 同様 の緩 衝液 に懸

濁 し320nmで の吸 光 度 を 求 め る。 この 菌 液 の 一 部 を超

音 波 破 砕処 理 装 置(ト ミー精 工)を 使 用 して,最 大 出力

で5分 間 氷 水 中 に お い て音 波 処 理 を行 う。 生 菌 液 の上 清

は9,000×gで10分 間遠 心 分離 した後,ミ リポ ア フ ィ

ル タ 剛(HA 0.45μm)で ろ 過 す る。

5.β-lactamaseの 調 製

使 用 菌 株 をHeart infusion broth中 で37℃,20時

間 培 養 し,遠 心 分離 に よっ て集 菌 した 後,0.067Mリ ン

酸 緩 衝 液(pH7.0)で1度 洗 浄 して か ら再 懸 濁 させ る。 菌

液 を最 大 出 力 で5分 間,音 波 処 理 した 後10,000×gで1

時 間 遠 心 分 離 す る。 そ の結 果 得 られ た 上 清 はSephadex

G100カ ラ ムに通 してか ら0.067Mリ ン酸 緩 衝 液 で溶 出

した 。 酵 素 画 分 は プ ール し,-20℃ で保 存 す る。 こ の

部 分 精 製 され た 酵 素 液 を被 検 β-lactam剤 の反 応 動 力学

定 数 の算 出 に 使 用 した。

6.β-lactamase活 性 の測 定

β-lactamaseの 活 性 は恒 温 セ ル ホ ル ダー を備 えた 日立

200-20型 分 光 光 度 計 を 使 用 し,直 接 分光 光 度 法 で 測 定
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した 。酵 素 液(生 菌 液,破 砕 菌 液,菌 液 の上 清 ま た は精

製酵 素 液)0.1mlは 基 質 お よび 阻 害 剤 と200μmole リ

ン酸 緩 衝 液 と で最 終 量 が3.0mlと な る よ う に し,1cm

石 英 セ ル 内 で混 ぜ37℃ でincubateす る 。 そ れ ぞ れ の 反

応 成分 は37℃ の ウ オ ー タ ーパ ス で予 めincubateす る。

基 質 の β-1actam環 の 分 解 速 度 は ペ ニ シ リ ン で は240

nm,CERで は320nmに お け る紫 外 部 吸 収 の変 化 に よ

って求 め た 。 また 生 菌 の β-1actamase活 性 は漏 出 した

酵 素 に よ る上 清 液 の 活 性 を 補 正 した 。

7.酵 素 の 反 応 動 力 学 定 数

ミハ エ リス定 数(Km),基 質 分 解 の最 大 速 度(Vmax)

と阻 害定 数(Ki)は 反 応 速 度 の逆 数(1/v)と 基 質 濃 度 の

逆 数(1/s)を プ ロ ッ トし,Linerweaver-Burkプ ロ ッ ト

法 に よ り算 出す る。

実 験 成 績

β-1actamase産 生 菌 のperiplasm内 に お け る β-1ac-

tamaseに 安 定 な β-1actam剤 の濃 度 は次 の手 順 に よ っ

て測 定 した 。基 質 に 対 す るperiplasm中 の β-1actamase

活性 を被 検 β-1actam剤 が 阻害 す る こ とを利 用 した もの

であ る。 こ の手 順 は(1)基 質 の透 過 係数,(2)被 検 β-

1actam剤 のperiplasm中 濃 度,を 測 定 す る2つ の段 階

か ら成 り立 って い る。

(1)基 質 の透 過 係 数 の測 定:透 過 係 数 はZIMMER-

MANN&ROSSELETの 方 法4)に よ っ て 測 定 さ れ る。

periplasm中 の基 質 濃 度(Sp)は ミハエ リス メン テ ンの

式 を応 用 す る こ とに よ って 求 め られ る。

(A)

vintact,Kmそ してVmaxは,そ れ ぞれ 生菌 に よる β-

1actam分 解 速 度,ミ ハ エ リス定 数,最 大 速 度 で あ る。 さ

らに透 過 係 数(C)は,薬 剤 が 外 膜 を拡 散 して ゆ く速 度

と,β-lactamの 分 解 速 度 が 等 しい とい う仮 定 に 基 づ い

て 次 の式 に よ り導 くこ とが で きる。

(B)

Soは 外液 中の基質濃度 である。

(2)periplasm中 の被検 β-1actam剤 の 濃 度 の 測

定:細 菌を基質 と被検 β-1actam剤 の両剤 と共 に接触 さ

せた場 合のperiplasm中 にの基質濃度(Pp')は 先 に述

べたC値 を使 って次の式か ら算出で きる。

(C)

vintact'は 被 検 β-1actam剤 存 在 下 で の生 菌 に よる 基 質

の 分解 速 度 で あ り,実 験 的 に 測 定 で き る。被 検 β-1actam

剤 がperiplasm中 の β-1actamaseに よる基 質 の分 解 を

競 合 的 に 阻 害 す る と仮 定 す る と,競 合 的 阻害 を利 用 した

ミハ エ リス ・メ ン テ ンの 式 か ら次 の関 係 式 が 得 られ る。

(D')

お よび

(E')

これ らの式は次 の ように変形 できる。

(D)

お よび

(E)

Kmapp,Km,VmaxとKiは そ れ ぞ れ み か け の ミハ エ

リス定 数,ミ ハ エ リス定 数 基 質 分 解 の 最 大 速 度,被 検

β-1actam剤 の阻 害 定 数 で あ る。Km,Ki,Vmaxの 値

は 酵 素 液 と して菌 破 砕 液 を使 用 す る こ とに よっ て実 験 的

に 測 定 で き る。 従 ってperiplasm中 の被 検 β-1actam

剤 の濃 度 は(D)式 か ら得 られ たKmpp値 を(E)式 に代

入 す る こ とに よ って 求 め る こ とが 可 能 で あ る。

ABPC耐 性R-plasmid保 有E,coJiのperiplasm

中 のCBPC濃 度 の 測 定

CBPCは β-1actamaseに 比 較 的 高 い 安 定 性 を 有 す る

た めZIMMERMANN & ROSSELETの 方 法 は 適 用 しが た

い 。 そ こで 先 に 述 べ た 方 法をCBPCのE.coli外 膜 透

過 能 の評 価 のた め に用 いた 。ABPC耐 性R-plasmid保

有E.coli CSH2を 種 々の 濃 度 のCBPCお よび1mM

のCER(基 質)と 共 に 接 触 さ せ た。periplasm中 の

CBPC濃 度 は先 に述 べ た方 法 に 従 って測 定 した。 そ して

ZIMMERMANN & ROSSELETの 方 法 に よ っ て 計 算 され

たABPCお よびCERのperiplasm中 濃 度 と 比 較 し

た(Table1)。CBPCは 外 膜 透 過 性 が 悪 く β-1actamase

阻 害 活 性 も比 較 的 弱 い た め 低 い 外 液 濃 度 で はperiplasm

中 のCBPC濃 度 は 測 定 で きな か った 。 一 方,高 い 外 液 濃

度 で のABPCお よびCERのperiplasm中 濃 度 は そ の

吸 光 度 が 分 光 光 度 計 の測 定 限 界 を 越 え るた め 測 定 が 不 可

能 で あ った 。 しか しな が ら3種 の β-1actam剤 のper-

iplasm中 濃 度 は1mMの 外 液 濃 度 に お い て は比 較 で き

た 。CBPCのperiplasm中 濃 度 とABPCお よびCER

Table 1 Concentrations of the ƒÀ-lactams

in periplasm

a Not determined .
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Table 2 Comparison of MICs and kinetic constants of the ƒÀ-lactams

a E. coli CSH 2/RK 1
b E. coli CSH 2
c, d: Expressed as percentage of the value for carbenicillin.

の それ らに 対 す る比 は,そ れ ぞ れ0.52と0.004で あ っ

た 。 一 般 に β-1actamase産 生菌 のperiplasm中 に おけ

る β-1actam剤 の濃 度 が そ の薬 剤 の ミハエ リス定数 の値

を下 まわ っ て いれ ば,そ の濃 度 は 外 液 濃 度 に ほ ぼ 比 例 し

て い る。(Vmax>>vintact,S0>>Sp)と 仮 定 す る と(A),

(B)の 式 か らSp=(Km/Vmax)・C・S0の 関 係 式 が 得 ら

れ る。 従 って 外 液濃 度 を一 定 に した場 合 のperiplasm中

濃 度 にお け る薬 剤 間 の 比 は,一 定 のperiplasm中 濃 度 を

与 え る薬 剤 の外 液 濃 度 の 比 に逆 比 例 す る。 従 っ て標 的 酵

素 の β-1actam剤 に対 す る感受 性 が 等 しい場 合,試 験 菌

株 に 対 す るMICの 比 は外 液 濃 度 を 一 定 に した時 のperi-

Plasm中 濃 度 の比 に逆 比 例 す る。Table2にE.coliの

試 験 菌 株 に 対 す るMICと 試 験 菌 株 の β-1actamaseに

対 す る被 検 薬 剤 の反 応 定 数 を 示 した 。R-plasmid保 有

株 に対 す るCBPC,ABPCお よびCERのMICは 相違

す るが,R-Plasmidを もた ない 親 株 に 対す る これ らの 薬

剤 のMICが 同一 で あ る の で,標 的 酵 素 に 対す る これ ら

の 薬 剤 の作 用 には 著 明 な 相違 は ない と考 え られ る。 何 故

な らば,R-Plasmidを 持 た な い親 株 のperiplasm中 濃

度 に 関 して は,薬 剤 間 でほ とん ど相 違 しな い と考 え られ

るか らで あ る。 これ は(B)式 か ら得 られ る次 の 関 係 式 か

ら説 明 可 能 で あ る。

Sp=So
-vintact

/ C

す なわ ち 親 株 の β-Iactamase活 性 は 極 め て低 い ので

vintact≒0と す る と透 過 係 数Cの 値 にか か わ らず,Sp≒So

とな り,い ず れ の 薬 剤 に つ い て もperiplasm中 濃 度 は

外 液 中濃 度 とほ ぼ 等 しくな る。

Plasmid保 有 株 に 対 す るCBPCのMICとABPCお

よびCERのMICの 比 は それ ぞれ0.25と0.002で あ

る 。 これ らの比 は単 にR-Plasmid由 来 β-1actamaseに

対 す る各 薬剤 の安 定 性 の相 違 に よ って説 明 で きな い 。標

的 酵 素 に 有 効 な 低 濃 度 で は β-lactarnaseに 対 す る β-

Iactam剤 の安 定 性 はKm/Vmaxに よ って 求め る こ とが

で き る。 従 って,CBPCのKm/VmaxとABPCお よび

CERの そ れ に 対 す る 比 は それ ぞれ0.024と2.2で あ

った 。 一 方,MICの 比 と,実 験 的 に測 定 したperiplasm

中濃度の比 とは予想 どお りよく一 致 した。 この一致は本

報に示 した新規評価法の信頼性を示 してい るといえる。

さらにCBPCはplasmid由 来 β-1actamaseに 対 して

比較的高い安定性を有す るに もかか わ らず,periplasm

中濃度が低い とい う こ とはCBPCの 外膜透過能が低い

こ とを示唆 してい る。 これ らの 結 果か ら,ABPC耐 性

R-plasmid保 有E.coJiに 対す るCBPCの 高度耐性は

その低 い外膜透過能 とPlasmid由 来の β-1actamaseに

よる分解作用が相乗的 に働 くため と説明で きる。

考 察

グラム陰性菌 の外膜 に関す る最近 の 研 究 で,溶 質 は

porinと 呼ばれ るタ ン白か ら構成 され る孔 を介 して外膜

を透過 し,ま たその透過 は溶質 の大 きさ と疎水性 に よっ

て制限 されている ことが明 らか に され た1～8)。また外膜

透過 に関 し二階堂 らは,porin欠 損変 異株 を使 ってCER

がporinを 介 して透過す るとい うこ とを 確 認 した9)。

β-1actam剤 の外膜透過能を測定す る種 々の方法 の中で,

外膜透過性 につ いての変異株やEDTA処 理菌が透過障

壁を除去す るため に使用 された10,11)。しか し,上 記の菌

で外膜透過性が上 昇す るのは,疎 水性 分子 の透過 を許す

リン脂質層が生成す ることに よる と報 告 され て い るの

で12),こ れ らの菌が完全に透過 障壁 を除 去 されていると

は考 えられない。上記の試験菌 に対するMICや50%発

育阻止濃度(IC50)は 検討薬剤の疎水性に依存す るため,

MICやIC50に 関す る変異株 と親株の比,あ るいはEDTA

処理菌 と非処理菌 の比は薬剤の外膜透過能の正確な指標

とはな っていない。そ の他,放 射性同位元素で標識 した

β-lactam剤 を利用す る方法が あ るが,非 特異的 な吸着

量が多 く,結 果の解釈は困難 である。従 って,ZIMMER-

MANN&ROSSELETに よって提唱 された方法は
,薬 剤

の濃度,β-lactamaseに 対す る安定性,標 的酵 素に対す

る親和力な どとは独立 した定数 である β-lactam剤 の透

過 係数を,量 的に評価で きる とい う点で他の方 法 よ り優

れ た ものと考 えられ る4)。しか しこの方法はβ-lactamase

に安定な β-lactam剤 には適用で きない とい う欠点を有

しているので,そ の再検討を試み,新 規評価法を確立 し

た。 この方法では β-lactamaseに 安定 な β-lactam剤
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のperiplasm中 濃度は算出 できるがそ の透 過 係 数 は求

められない。 しか し β-lactam剤 のperiplasm中 濃度

はその ミハエ リス定数を下 まわ っている場 合,近 似的に

(Km/Vmax)・C・S0と 等 しい ので係数 の概値 は β-lactam

剤の安定性(Km/Vmax)を 測 定する ことに よって求め る

ことができる。 この方法をABPC耐 性R-Plasmid保

有E.coliに 対す るCBPCの 外膜透 過能 の評価 に応用

した。CBPCのPlasmid由 来 β-lactamaseに 対する安

定性 とPlasmid保 有株が示すCBPCに 対 する高度耐性

との矛盾 につい てはす でに指摘 されてい るが13),我 々の

実験 に より,Plasmid保 有株 のCBPCに 対す る高度耐

性は,CBPCのEcoli外 膜透過能が低 いため である と

い うことが明 らかにな った。
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A NOVEL METHOD FOR EVALUATING THE OUTER

MEMBRANE PENETRABILITY OF 8-LACTAMASE-

STABLE 0-LACTAM ANTIBIOTICS

HITOSHI KOJO, YASUTAKA SHIGI and MINORU NISHIDA

Research Laboratries, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka 532, Japan

A novel method is described which allows estimation of the outer membrane penetrability of 3-
lactamase-stable j3-lactams by determining antibiotic concentrations in the periplasm. The method
is based on measurement of the inhibiting activity of j9-lactamase-stable 1-lactams on the hydrolysis
of a substrate by periplasmic fl-lactamase. Application of the method to carbenicillin revealed that
the high level of resistance to carbenicillin of an E. coli strain acquiring the plasmid encoding ampicillin
resistance resulted from the poor ability of carbenicillin to penetrate the outer membrane of E. coli.


