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Oxacephem系 抗生物質6059-Sの グラム陰性菌由来 β－lactamase

に対ず る安定性 とその抗菌活性に及ぼす影響

村 上 和 久 ・吉 田 正

塩野義製薬株式会杜研究所

Oxacephem誘 導体である6059-Sの 各種グ ラム陰性菌 に由来 する β-lactamaeに 対す る安定

性を,吸 光度法 とbioassay法 で検討 した。6059-Sは,試 験 した16種 類のすべての酵素 で加水分

解を受けるて とな く,染 色体およびR因 子由来のいずれの β-lactamaseに 対 して も安 定であるこ

とを明 らかにした。

6059-Sは,幅 広 い抗菌 スペ ク トルを持 ち,β-lactamaseを 産生す る高度耐性菌に対 して も強い

抗菌活性を示 した。この抗菌活性に対する特徴は,6059-Sの β-lactamase安 定性に起 因す ると考

えられた。

6059-Sは,cephalosporimase型 の酵素の活性を強 く阻害する性質があり,基 質 と同時 に酵素溶

液に加 え られた場合,拮 抗阻害を示 した。 この阻害形式 は,透 析によって酵素活性が回復す ること

から可逆 的であることが示 された。 しか し,酵 素 に6059-Sを あ らか じめ作用させて おくと,阻 害

は経時的に進行 した。

緒 言

近年,β-lactam薬 に対する耐性菌の分離頻度が非常に高まっ

てお り,臨床上の重大な問題となっている。 細菌の耐性獲得の

機構で特 に重要と考え られているのは,β-lactamaseの 産生で

あ り 1),臨 床分離のβ-lactam薬 耐性菌の大部分は,高 い比活性

で β-lactamaaseを 産生 している。

グラム陰性菌の産生す るβ-latamaseは,非 常に多様性 に富

んだ酵素群 であり,そ の酵素学的,物 理化学的性質などに基づ

く分類法が提案されてい るが),そ の基質特異性 に よ って次の

3種 に大 きく分類 することができる 3)。i)Cephalosporin類 に

対 しより活性の高 いcephaloasporinase。ii)Penicillin類 に対

しよ り活性の高いpenicillinase。iii)両 者 に対 し同程度の活性

を持つ酵素。

耐性菌 に対する β-lactam薬 の 抗菌力を改善す るためには,

これ らの酵素に対する薬物の 安定化が非常 に重要な点であり,

この安定化の ために これまで 種 々の 努力がなされて きた 4～7)。

本報告で は,6059-S,7β-[2-carboxy-2-(4-hydroxyphenyl)ace-

tamido]-7α-metlloxy-3-[[(1-methyl-1H-tetrazol-5-yl-thio]-

methyl]-1-oxa-1-dethia-3-cephem-4-carboxylic acid

digodiun saltのβ-lactamseに 対する安定性,挙 動 について

調べ,そ れ らの抗菌力に対す る寄与を検討 したので報告する。

材 料 と 方 法

1.使 用 菌 株

E.coli ML1410,E.coli ML1410 RGN238,K.

pneumoniae GN69は,千 葉 大学 薬 学 部 微 生物 薬 品 化

学 教 室 よ り分 与 され た 。E.coli W3110RTEM,E.

cloacae 214,E.clac4e 53は,Eli Lilliy社 より分与

された。その他は,塩 野義製薬研究所 に保存 されている

臨床分離株 を用いた。 用 いた菌株の うち,E.coli ML

1410を 受容菌 とす るR因 子伝 達の方法動 からR因 子由

来β-lactamase産 生菌であ ることが確認 された菌は,

E. coli W3110 RTEM,E.coli ML 1410 RGN238,

E.coli 17,K.pneumoniae 30,E.cloacae 44,E.

aerogenes 15,C.freundii 31,S.marcescens KL-

50で あ った。他の菌株につ いては,こ の方法 ではR因

子を検出できなか った。

2.試 験薬

6059-S(Shionogi,Lot.No.FW 12-73 F),Cefa-

mandole(CMD,Eli Lilly),Cefoxitin(CFX,Merk-

Sharp&Dohme),Cefuroxime(CXM,Glaxo),

Cephaloridine(CER,Shionogi),Cephalexin(CEX.

Shionogi),Cefazolin(CEZ,Fujisawa),Penicillin

G(PCG,Nippon Kayaku),Ampicillin(ABPC,

Meiji Seika),Sulbenicillin(SBPC,Takeda)を 使用

した 。Nitrocefin(87/312)は,塩 野 義 製 薬研 究所 で合

成 され た ものを 用 い た 。

3.β-lacetamase標 品 の 調製

(a)粗 酵 素 標 品 の個 製:培 地 に は乾 燥 ブイ ヨン(日

水)を,緩 衝 液 に は0.1Mリ ン酸 カ リウ ム緩衝 液(pH

7.0)を 用 い た 。

非 誘 導 型β-lactamase産 生菌(E.coli W 3110

RTEM,E.coli ML 1410 RGN238,Ecoli 6,Kleb-

siella sp,363,K.pneumoniaee GN 69,E.agroge-
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nes 10,E.cloaca.53,E.cloacae92,E.cloacae

214,S.marcescens HIG) は937℃ で18時 間静置

培養後,4℃,3,000×9,20分 間の遠心分離で集菌 し,

緩衝液で一回洗浄後,酵 素活性に応 じて適 当量の緩衝液

(培養液の1/4～1/32量,部 分精製 に 用いる 場 合 は,

1/150～1/300量)に 懸濁 し,氷 冷下2分 間超音波破砕

した(Sonicator-150,20Kc.,大 岳製作所)。

誘導型β-lactamase産 生菌(P.vulgaris 31,P.

morganii 8,P.rettgeri 5,P.inconstans31,C.

freundii 27,P.asruginosa 30) は,37℃ 一夜静置

培養 した菌液を培地で10倍 に希釈 し,37℃ で2時 間

振 とう培養 した。PCGをP.aeruginosa30の 場合最

終濃度で1,000μg/ml,他 の菌株の場合100μg/ml

加え,更 に2時 間振 とう培養 し,同 様に集菌 し,一 回洗

浄 し,超 音波破砕 した。

破砕 した菌液岸4℃ で33,000×9,30分 間遠心分

離 し,そ の上清を無菌炉過 し,使 用するまで-78℃ に

凍結保存 した。

(b)部 分精製標品の調製:E.coli W 3110RTEM

およびKlebsiella sp.363の 粗酵素標品 は,DEAE-

SephadexA-25カ ラムを用いて部分精製 した。0.01M

Na2HPO4-KH2PO4(pH8.0)に 対 して透析 した粗酵素

標品を,同 緩衝液で平衡化 したカ ラムに添加 した。同緩

衝液180mlと0.5MNa2HPO4-KH2PO4(pH6.2)

による 濃度勾配で 溶出される 活性画分を集め,0.1M

リン酸 カリウム緩衝液(pH7.0)に 対 して透析 し,使

用するまで-78℃ に凍結保存 した。

E.coli6,E.coli ML 1410RGN238,P.vulgaris

31,E.cloacae 214,E.cloacae53の 粗酵素標品は,

CM-SephadexC-50カ ラムを 用 いて 文献記載の 条件

で 9)部 分精製 した。0.01Na2HPO4-KH2PO4(pH

6.6)に 対 し透析 した 粗酵素標品を 同緩衝液で平衡化 し

たカラムに添加 し,同 緩衝液で未吸着画分を洗い出 した

後,同 緩衝液180mlと0.5M Na2HPO4-KH2PO4

(pH6.2)に よる 濃度勾配で 吸着画分を溶 出し,活 性

画分を0.1Mリ ン酸 カ リウム緩衝液(pH7.0)に 対

して透析 し,使 用す るまで-78℃ に凍結保存 した。

4.β-lactamase活 性の測定

測定には0.1Mリ ン酸カ リウム緩衝液(pH7.0)を

用いた。

(a)Bioassay法:Microtiter用Uプ レー ト上で酵

素溶液を2倍 系列希釈 し,各 管 の酵素溶液中に同量の試

験薬溶液を最終濃度で250μg/ml加 えた。37℃ で2

時間反応後,E.coli Bを 検定菌 とす るagar well法

で残存薬剤量を測定 した。縦軸に残存薬物量を,横 軸 に

酵素希釈率 の対数をプ ロッ トした作図か ら薬剤50%を

不活化す る酵 素量を求め,CERを 基準に して各試験薬

の相対加水分解速度を求 めた。

(b)吸 光度法:NitrOGefinを 基質 として用い る場舎

は,β-lactam環 の開裂に伴 う490nmで の吸光度の

増加を利用 し 10),他の薬物の場合 は,紫 外吸収の減少を

利用 して酵素活性を測定 した 11,12)。吸光度の変化を加水

分解基質量に換算する係数は次のように して求 めた。β-

lactamaseで 水解 され易い薬物の場合は,活 性の高い

酵素標品で完全に水解 された薬物 と朱分解 のもの との差

スベク トルか ら △ODを 求 め,係 数を算 出 した。6059-

SとCFXは,β-lactamaseに 安定であるので,0.02

NNaOHで 完 全に水解 して,係 数を求 めた 13)。

酵素反応 は,30℃ の水を循環 させた 日立 ダブルビー

ム分光光度計200-20形 のセルホルダー中に置いたキュ

べ ッ ト中で行なった。キ ュペ ッ トは,基 質濃度により光

路長1mm,3mmまた は10mmの ものを用いた。あ

らか じめ30℃ に加温して おい旗華質溶液に1/10量 の

酵素溶液を加 えることにより,反 応を開始 した。酵素阻

害実験の場合は,特 に ことわ らない限 り.基 質 と阻害物

質 の混合液中にその1/10量 の酵素溶液を加 え,反 応開

始後5分 以内の加水分解速度を測定 した。吸光度の変化

を 日立200形 卓上記録計で記録 し,加 水分解速度を算

出 した。LINEWEAVER-BURK plotか らVmax,Kmお

よびKiを 算出 した。なお,部 分精製標品を用 いた場合

は,酵 素安定化のため0.001%の ゼラチ ンを加えた。

5.6059-S阻 害の時間依存性

6059-Sを 部分精製 しだ β-lactamase標 品中に加え,

30℃ で インキュベー トし,経 時 的に2mlを 取 り出 し,

1.1mM Nitrocefinの0.2ml(最 終濃度100μM)

中に加え,吸 光度法で加永分解速度を測定した。用いた

6059-Sの 濃度は,Fig.2に 記 したとお りである。対照

にに,6059-Sの 代 りに0.1Mリ ン酸緩衝液を加えた。

6.6059-S阻 害の透析 による回復

β-lactamaseは 部分精製標 品を用いた。6059-Sの 最

終濃度 は,E.coli 6の 酵素 の場合は1μM,E.cloacae

214の 酵素の場合は0.2μMを 用いた。酵素 と6059-S

の混合溶液をvisking tube中 に入れ,4℃ で0.1M

リン酸カ リウム緩衝 液(pH7.0)に 対 し透析 した。透

析外液は,24時 間毎 に2回 とりかえた。0時 間(酵 素

と6059-Sを 混合 した直後),24時 間,48時 間透析後,

透析内液の β-lactamase活 性をCER100μMを 基

質 にして吸光度法で測定 した。対 照は,6059-Sの 代 り

に緩衝液を加え る以外 は同 じ処理を した。

7.抗 菌 力の測定

日本化学療法学会標準法 14)に従 って最小発育阻止濃度

(MIC)を 測定 した。
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トリプ トソイブイヨン培地(栄 研)で 一夜静置培養 し

た菌液を,同 培地で1,000倍 に希釈 した(約10 6cells/

ml)。 試験 薬の2倍 希釈濃度系列 を含む感受性デ ィス ク

用寒天培地 上に,菌 液を接種装置でー 白金耳(約1μl)

点滴接種 し,37℃ で18～20時 間培養後,MIC値 を

判定 した。

成 績

1.β-lactamaseに 対する安定性

Bioassay法 で測定 した6059のSのβ-lactamaseに

対す る安定性を他薬と比較 してTable 1に 示 した。こ

の方法では,6059-Sの 不活 化は,ま ったぐ観察 されず,

この抗菌薬は,ど の種類の β-lctamaseに対 しても安

定であった。一方,CFXもβ-lactamaとeに 安定で

あったがE.coli 6とE.cloloae 92のcephalos-

porinaseに は加水分解を受 けた。試験 した抗菌薬のう

ちで は,6059-Sの みが,ど のβ-lactamaseに 対して

も加水分解を受けなか った。

次に。吸光度法でVmax,Kmを 測定 した.(Table

2)。 この場合。すべて部分精製標品を使用 した。この方

Table 1 Stability of plactam antibiotics against Mactainases

a)Hydrolysis rate was determined by bioassay and values were expressed as relative to

an arbitrary value of 100 for CER.

b)Partially purified enzyme preparation was used .

c)Not determined

Table 2 Stability and affinity to ƒÀ-lactamases

a)Enzyme preparations used were partially purified .
b)RICFIMOND's class

c)Hydrolysis rates were determined by  spectrophotometric assay at 30•Žand values of Vmax are relative to an arbitrary value of 100

for CER.
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Fig. 1 LINEWEAVER-BURK plots of the 13-

lactamase hydrolysis of CEX in

the presence of 6059-S

Partially purified enzyme pre.

paration of E. coli 6 was used.
The concentration of 6059-S : 0.9

μM(△),0.6μM(▲),0.3μM

(o),0(・)

法 で も6059-Sの 加 水分 解 は,ど の酵 素 に対 して もまつ

た く観 察 され な か った 。一 方,CFXは,E.coli 6と

Ecloacae 214のcephalosporinaseで 加 水分 解 され,

Table1の 結果 とほ ぼ一 致 して いた 。

2. β-lactamageに 対 す る阻 害 作 用

Fig。1に そ の一 例 を示 した よ うに,6059-Sは,基 質

と同 時 に酵 素溶 液 に加 え られた 場合,酵 素 活性 を 拮抗 的

に阻害 した 。 この 阻害 作 用 か らKiを 求 めTable2に

示 した。6059-Sは,penicillinaseに 対 して は 大 きな

Ki値 を示 し,親 和 性 の低 い ことが わ か った 。 ま た,

Klebsiella sp.363の 酵 素 は,ほ とん ど阻 害 され な か

6た 。 一方,E.coli 6, E.cloacae 214のcephalos-

porinaseに は 他剤 のKm値 と比 較 して非 常 に 小 さな

値を 示 し,6059-Sは,こ れ らの酵 素 に は強 い親 和性 を

持 って い た。

6059-Sと 部 分精 製 した5種 類 の β-lactamaseと を

30℃ で あ らか じめ イ ンキ ュベ ー トす る時,そ の 時 間 を

変 え て酵 素 活 性 に及 ぼす影 響 を調 べ た(Fig.2)。 どの

β-lactamaseの 場 合 に も時 間 と共 に 阻害 が 進行 した が,

特 に,E.coli 6, E.cloacae 214, P.vulgaris 31の

Fig. 2 Time dependence of 16-lactamase inhibi-

tion by 6059-S

Enzyme and substrate concentration :

E.cloacae 53-150μM(●),E,coli W 3110

RTEM-500μM(▲),E.cloacae 214-0,022

μM(○),E.coli 6-0.11μM(■),P.vul-

garis 31-20μM(△)

Table 3 Recovery (1 6059-S inhibition by dialysis

cephalosporinaseに お い て その 程 度 が大 きか った 。E

cleacae53の β-lactamaseで は,阻 害 の進 行 が わ ず

か に 見 られ た に す ぎな か った。

Ecoli6とE.cloacae214の 部 分 精 製標 品を 用 い

い て,6059-Sに よ る酵 素 活性 阻 害 の透 析 に よ る回 復 を

調 べ た(Table3)。48時 間の 透 析 で,E.coli6の 酵

素 で56%が 回 復 し,6059-Sに よ る阻 害 は 可逆 的 で あ

った 。

3. Plaetamage産 生 菌 に 対 す るMIC

Table4に,β-lactamaseを 産 生 す る 高度 耐 性 菌 に

対 す る6059-SのMICを 他 薬 と比 較 して示 した。Kleb-

siellasp.363とE.cloacae53を 除 く他 のpenicil-

linase産 生菌 に はす べ てR因 子 が あ る こ とが 確 認 され

て い るが,こ れ らの 菌 も 含 めた 多 くの菌 に 対 して,市

販 の β-lactam薬(CEZ, CER, SBPC, ABPC)は

無 効 で あ った 。 わ ずか にSBPCが い くつ か のcepha-

losporinase産 生 菌 に 対 し有 効 で あ るに す ぎな か っ た。
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Table 4 Agar dilution MIC against gramsnegative bacteria

a)Inoculum size was one loopful of 10 6 cells/ml.

b)CSase:Predominantly active against cephalosporins

PCase:Predominantly active against penicilLins

c)ƒÀ-Lactamase produced was mediated by R-plasznid.

一 方
, 6059-Sは,こ れ らの菌の大部分に対 し強い抗菌

力を示 した。 しか し,cephalosporinaseを 産生する

E.cloacae 214お よび92に 対 しては,此 較的高いMIC

値を示 した。CFXに ついては,cephalosporinase産

生菌にも,ま たpenicillinase産 生菌にも高いMIC値

を示す菌があった。

考 察

Oxacephem誘 導体は,同 じ側鎖を持つ ,cephalos-

porin剤 に比べ,一 般 に β-lactam環 の反応性が高い

ため β-lactamaseに 不安定であるが,一 方,こ の高い

反応性 には,標 的酵素 に対する阻害活性を高める利点 が

あ ると考え られてい る 15)。6059-Sは,Oxacephem誘

導体の共通の弱点である β-lactamaseに 対する不安定

性を,二 つの置換基,す なわち,7α-methoxy基 と α-

carboxyl基 とを 導入 することに よって 解決 した β-

lactaln薬 で あ る 13,15)。7α-methoxy ,基 は.Pen-

cillinaseおよびP.vulgarisのcephalosporinaseに

対 して薬物を完全に(水 解が検 出で きない程度)安 定化

させる役割を果し てい る。 しか し,側 鎖に α-carboxyl

基を持たない場合には 他のcephalospodnaseに 対

してもある程度安 定化はす るが,そ の効果 は不完全で

吸光度法のような感度の高い方法 を用 いれば加水分解が

観察 され る。α-carboxyl基 は,逆 に,7α-methoxy

基 で,完 全 には安定化できなか ったcephalosporinase

に対 し薬物を完全に安定 化す るが,7α-methoxy基 の

ない場合は,penicillinaseとP.vulgarisの 酵素に対

しては感受性を示 した 15)。Bioassay法 と吸光 度法 とい

う原理の異な る2つ の酵素活性測定法で 各種 の 菌種特

異的,あ るいは,R因 子 由来 β-lactamaseに よる6059

-Sの 加水分解を測 定 したが
,い ずれの方法で も,ど の

酵 素におい て も加水分解は観察 されず,6059-Sは β-
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lactamaseに 非常 に安 定であ つた(Table 1,2)。 嫌気

性菌のB.fragilisの β-lactamaseも 含め 16),これ

までに6059-Sを 加水分解ずる β-lactamaseは 見い出

されていない。

RICHMONDら の説によれば,グ ラム陰性菌の β-lac-

tam薬 耐性には β-lactamaseに よる加水分解 と外膜

透過障害とが相乗的に働いてお り,た とえ加水分解速度

が小 さ,くて も外膜透過性が低い場合 には,β-lactamase

による加水分解のた め耐 性とな るこ とが考えられ る 17)。

したがって。β-lactamaseの 影 響を受けないために は,

それ らによって薬物が まったく水解されないこ とが望ま

しい。6059-Sは この条件をほぼ満足 してお り,β-lac-

tamase産 生菌 に対する高い抗菌力には,主 にこの β-

lactamase安 定性が寄与 していると考 えられる。 ただ

し,E.cloacae 214やE.cloaoae 92に 対 しては,

これらの酵素によって水解 されないにもかかわ らず,比

較的大 きなMIC値 を示 した。これ らの場合には,外 膜

透過障害など他の要因が関係 してい ることが考え られ る。

CFXも β-lactamaseに は比較的 安定で あ ったが,

6059-Sの α-carboxyl基 に相当す る置換基を持 ってい

ないため,上 述 したように,P.vulgaris以 外のcepha-

losporinaseで,速 度 は小さ くて も加水分解 され ると

考え られ る。実際,CFXは,Table 1や2に 示 され

ているように,水 解速度は小 さいが,E.coli 6,E.

cloacae 92,E.cloacae 214のcephalosporihaseに

よって加水分解 された。 したが って,cephalosporina-

se産 生菌にCFX耐 性菌が多 いとい う事実 は,上 述の

β-lactamaseと 外膜透過障害 との 相乗効果のため に加

水分解速度が小 さくて も抗菌力が弱 くなる場合があると

いう考え と一致 してい る。CFXはpenicillinaseに は

完全に安定であ ると考え られ るが,penicillinase産 生

の3株 はCFXに 耐性で あった(Tabla 4)。 これ ら3

株 は,R因 子由来のpenicillinaseを 産生す る こ と

が確認 されているが,染 色体由来のcephalosponase

も少量産生 し,こ れが外膜透過障害 とあいまってCFX

耐性の原因となっていると考え られ る。

6059-Sは,β-lactamaseを 拮抗 的に阻害す るが(Fig.

1),特 に,cephalosporinaseに 対 して強い親和性を示

し,に れ らの酵素を強 く阻害することがKi値 の小 さい

ことか ら明らかであ る。この強い親和性は,こ れ らの酵

素に対 し,薬 剤を安定化 させてい る α-carlboxyl基 を

介 して起 こると考え られてい る 15)。この阻害 は,透 析 に

よ り回復す るので,davulanic acidの 場合 と異な り 18),

可逆的な結合 と考え られる。6059-Sに よる阻害は,時

間 と共 に進行 した(Fig.2)。 この現象は,cloxacillin

あ るいはclavulanic acidに よる阻害で も観察 されて

お り,β-lactamase阻 害においては,か な り一般 的な

現象のようである。

これを要す るに,6059-Sは,各 種の β-lactamase

に対 して非常 に安定な抗菌薬であ り,この安定性が6059

-Sの グラム陰性園 に対す る広範囲の抗 菌スペ ク トルと

β-labtamase産 生菌に対 ずる強い抗菌力に寄与 してい

ると考え られた。
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THE STABILITY OF 6059-S,1-OXACEPHEM ANTIBIOTIC,AGAINST

β-LACTAMASES PRODUCED BY GRAM-NEGATIVE

BACTERIA AND ITS RELATION TO THE

ANTIBACTERIAL ACTIVITY

KAZUHISA MURAKAMI and TADASHI YOSHIDA

Shionogi Research Laboratory,Shionogi&Co.,Ltd.

The stability of 6059-S against ƒÀ-lactamases produced by gram-negative bacteria was examined

by both spectrophotometric assay and bioassay.6059-S was not hydrolysed by 16 different ƒÀ-lac-

tamases employed in this study and found to be completely stable to either chromosomal and R-

plasmid-mediated ƒÀ-lactamases.

6059-S is highly active against gram-negative organisms resistant to other ƒÀ-lactam antibiotics

and possesses extremely broad antibacterial spectra.It was considered that the advantageous proper-

ties in the antibacterial activity of 6059-S resulted from its highly stable nature against ƒÀ-lactamases .

6059-S competitively inhibited activities of cephalosporinase type enzymes when it was added to

the enzyme solution together with substrate.Furthermore ,the inhibition appeared to be reversible

by the observation that the enzyme activity was restored by dialysis .The inhibition,however,was

revealed to be progessive with time.


