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6059-Sの 標 的 蛋 白 に 関 す る 研 究

小 松 良 英 ・西 川 徹

塩野義製薬株式会社研究所

Oxacephem系 抗生物質6059-Sは 大腸菌の分裂や伸長に必須と され るペニ シリン結合 蛋白3や

1A,1Bsに 高い親和性を もって強固に結合 した。 特にペニ シリン結合蜘白3に 対す る親和性が非

常に高 く,CefoxitinやCefmetazoleを 凌 ぐものであった。

本薬剤 はペニ シリン結合蛋 白5/6や7/sに も高い親和性を示 し,こ の点はCefotaximeに はみら

れない特徴であ った。

ペニ シリン結合蛋 白以外の細胞質膜蛋 白で6059-Sを 結合す ろものがみつか った。

緒 論

6059-Sの 化 学 名 は,7β-(2-carboxy-2-(4-hydroxyphenyl)

acetamido〕-7α-methoxy-3-〔 〔(1-methyl-1H-tetrazel 5-yl)

thie〕-methyl〕-1-oxa-1-dethia-3-cephem-4-carb("rylicacid

disodium salt(Fig.1)で あ り,当 社 研 究 所 に お い て新 し く開

発 され たOxacephem系 抗 生物 質で あ る1,2)。

Fig. 1 Chemical structure of 6059-S

本剤は広範囲の抗菌スペク トラムを有 し,特 にグ ラム陰性細

菌に対 してinvitre,invivoの 抗菌力が強 い3,4)。

そのすぐれた抗菌力か ら考えて,「 作用標的が何で,そ れに

対 してどのよ うに作用す るのか?」 は興味深いところで ある。

細菌の細胞質膜にはペニシ リン結合蛋白(ponicillin-binding

proteins,以 下PBPと 略す)と 呼ばれ る一群の蛋白質 が存在 し,

これ らの中には細胞の増殖の際に伸長,分 裂,形 態形成等に重

要な役割を果すものが 含まれてお り,多 くの β-ラクタム抗生

物質の作用標的ともな ってい る。

著者 らは,標 的 レペルで この薬剤の抗菌力の質的評価を行な

う目的で,ま ず 〔14C〕PenicillinG((14C〕PCGと 略す)と の

競合試験法によって大腸菌PBPに 対 する本薬剤の親和性を他

の β-ラクタム剤,Cefoxitin(CFXと 略す),Cefotaxime(CTX

と略す)お よびCefmetazole(CMZと 略す)な どと比較 し,

次いで,〔14C〕 標識6059-Sを 用いて本薬剤の大腸菌内膜蛋白

への結合の様子を直接調べた。

実 験 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 菌 株

Escherichia coli K-12(野 生株)を 用 い た。

2. 標 識 化合 物

〔14C〕PCG(比 放射 能51.0～59.5 mCi/mmol)は

Radiochemical center (Amersham,英 国)よ り購 入

した 。2-〔14C)6059-S(比 放 射 能9.2mCi/mmol)は

当社 研 究所 に お い て 合成 され た もの を用 いた 。 本 標 品

は,シ リカゲ ル 薄層 ク ロマ トグ ラフ ィー に よ り単 一 ス ポ

ッ トを与 え,放 射 化学 的 に ほ とん ど純 粋 であ らた 。

3. 使 用 薬剤

使 用 した 薬 剤 は次 の とお りであ る。

6059-S:当 社研 究 所 製 試験 研 究 用6059-S原 末 〔922μg

(力 価)/mg〕

CFX: Merck Sharp & Dohme Research Laborato-

ries製

CMZ:三 共(株)製

CTX: Hoechst-Roussel 製 〔925μg(力 価)/mg〕

Potassium benzylpenicillin: PCGと 略,明 治製 菓

(株)製

4. ペ ニシリン結合蛋白の検出法

PBPの 検 出には,従 来SPRATTが 開発 した方法5)が

多 く用い られているが,こ の方法は,大 腸菌の細胞破砕

液から調製 した細胞膜標品に 〔14C〕PCGを 作用 させ,

sarkosyl NL-97と い う特殊な表面 活性剤で細胞質膜蛋

白を選択的に可溶化 し,こ れをSDS-ポ リアク リルア ミ

ド平板電気泳動 で分離 し,乾 燥 したゲル平板を蛍光 ラジ

オオー トグラフィー6,7)で検出するものであ るが,SPR-

ATT自 身が述 べてい る5)とお り,こ の方法の蛍光 ラジオ

オー トグラフィーの過程が非常な長 時間を要す る欠点が

あった。著者 らは,こ の過程を 「ゲル平板か ら放射性蛋

白を抽出 して液体 シンチ レー ションカウ ンターで測 定す

る方法」に改変 し,検 出に要 する時間を大 巾に短縮 した。

この方法 に よ ると,PBPの 検出が2～3日 で 行なえ

る。方法の概略を次 に述べ る。

1) 細胞膜標品の調製
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E.coli K-12株 をDifco Antibiotic Medium No.

3で37℃ にお い て4時 間 振温 培 養 後,遠 心 に よ って

集 菌 し,こ れ を 超音 波 破 砕 して.還 心 に よ って細 胞膜 櫻

品を 分 画 した 。 詳細 はSPRATTの 方 法5)に 従 った。 得 ら

れた 標 品 は細 胞 外膜,ペ プ チ ドグ リカ ン層,細 胞 質膜 を

含 み,蛋 白含 量 は6～10mg/mlで あ った。

2)〔14C〕PCGの 結合

細 胞膜 標 品800μlに 対 し100μlの 〔14C〕PCG溶

液(最 終 濃 度33～34μg/ml,5μCi)を 加 え,30℃ に

おい て12分 間保 温 した。 大 量 の非 放 珊 牲PCG(最 終

濃 度4.7mg/ml,30μl)とsarkosyl NL-97溶 液

〔Chiba geigy製,最 終 濃 度1%(W/V),50μl〕

とを加 えて 反応 を 停 止 させ た 。

3)〔14C〕PCG-PBP複 合 体 の 可 溶 化

反応 確を30℃ に おい て15分 間 さ らに保 温 す る こ と

に よ って 〔14C〕PCGの 結 合 したPBPを 可 溶 化 し,遠

心(40,000×9,40分 間)に よ って 分画 後,上 澄 部 を

回 収 した。

4)SDS-〔14C〕PCG-PBP複 合 体 の形 成 と濃縮 〔14C〕

PCG-PBPを 含む 上 澄部(約1,020μl)に500μlの

SDS-緩 衝 溶液5)(3%SDS,30%グ リセ ロール,0.002

%プ ロモ フ ェノ ール ブル ーを含 む0.2M Tris-HC1緩

衝 溶液(pH6.8)〕 を 混合 し,室 温 で20分 間 放 置後,

collodion bag(SM 13,200,Sartorius-Membrane

filter GmbH)を 用 い て減 圧 下 に濃 縮 して,約200μ1

と した。

5)加 熱 処 理

濃 縮 液 に8%(V/V)の2一 メル カ プ トエ タ ノール を

混合 して か ら,100℃ で3分 間加 熱 した。 この処 理 は

使 用 直 前 に行 な った。

6)SDS一 ポ リア ク リル ア ミド ス ラブ デ ィス ク電 気 泳

動

加 熱処 理 を 施 した 濃 縮 液(40～60μ1)をSDS一 ポ リ

ア ク リル ア ミ ドゲル 平板(ア ク リル ア ミドモ ノマ ー濃 度

10%,N,N'-メ チ レン ビス ア ク リル ア ミ ド濃 度0.27%

;こ の組 成 の ゲ ルを 便 宜上"totl gel"と よ ぶ)の 試

料孔 に充 填 し,2倍 稀 釈 の トリスー グ リシ ン緩 衝 溶液8)

(pHβ.6)中 で 室 温 にお い て12mAで17～19時 間

電気 泳 動 を行 な った 。Total gelで は,PBP-1をsub-

components(1A,1Bs)9,10)に 分 離 で きない の で,

ア ク リル ア ミド濃 度 と架 橋 度を 低 下 させ たSDS-ポ リア

ク リル ア ミ ドゲ ル 平 板(ア ク リル ア ミ、ドモ ノ マ-濃 度

7.5%,N,N'-メ チ レ ン ピス ア ク リル ア ミ ド濃 度0 .10

%;こ の 組成 のゲ ル を便 宜 上"AB gel"と よ ぷ)に よ っ

て電 気 泳 動を 行 な い,PBP-1をPBP-1AとPBP-1Bs

と に分離 した 。 泳動 の 条 件 はtotal ge1の 場合 と同 じで

ある。

7)ゲ ル平板の洗滌 と乾燥

泳動後 の ゲノ岬 板は ジメチルスルホ牛 シ ド溶液(鋤

m1)に1時 聞浸潰 した。 この操作を さらに2回 繰 り

返 した。次に,ゲ ル平板を水(500m1)に1時 間浸演

した。 この操作もさらに1回 繰 り返 した。ゲル平板は,

湿 った炉紙(Whatman 3MM)上 において スラブ ・デ

ィスク泳動ゲル乾燥器 〔ア トー(株)製SJ-1060-SH〕

を用いて減圧下で加熱 して乾燥(65℃ で2時 間)し

た。

8)ゲ ル平板を試料孔に沿 って縦2mmx績20mm

の切片 に切断 した。

9)〔14C〕PCG-PBPの 溶出と放射能の測定

各切片をそれぞれ放射能測定用パ イヤル瓶中で1ml

の1Nア ンモニア水捲 液に浸 し,32℃ で2日 間保温

することによ って 〔14C)PCGを 結合 したPBPを 溶出

し,こ れに10mlのBRAYの シンチ レーター11)を加え

て1時 間放置後,よ く撹絆 してか ら液体 シンチレーシ

ョンカウンター(LKB waltac 1215 Radkbcta)に よ

って放射能を測 定 した。各切片 につ いて単位績蛋 白当り

の放射能(cppa/mg membrane protein)を 算出 し,

Fig.2～4の ようにプ ロッ トした。 この方法 によると,

total ge1で は6本 のmaior peakが 検出さ礼 名種

β-ラクタム抗 生物質 に 対する 親和性や 泳動速度か ら判

定 レて 泳動度の小 さい順に それぞれSPRATTが 命名 し

Fig.2-A Effects of 6059-S.CFX,CTX and CMZ
on the binding of[14C]PCG to the
PBPs of E.coli K-12
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Fig.2-B Effects of 6059-S,CFX,CTX and CMZ
on the binding of[14C]PCG to the
PBPs of E.coli K-12

Fig.2-C Effects of 6059-S,CFX,CTX and CMZ
on the binding of[14C]PCG to the
PBPs of E.coli K-12

た5)PBP-1,-2,-3,-4,-5/6お よび-7/8で あ る こ

とが 明 らか とな った(Fig.2)。 ま た,AB ge1上 の2

本 のpeakは,泳 動 度 の小 さい 方 がPBP-1Aで,大

きい方 が-1Bsと 判 明 した(Fig.3)。

Fig.2-D Effects of 6059-S,CFX,GTX and CMZ
on the binding of[14C]PCG to the
PBPs of E.coil K-32

Fig.2-E Effects of 6059-S.CFX,CTX and CMZ
on the binding of[14C]PCG to the
PBPs of E.coli K-12

5.薬 剤のPBPに 対す る親和性の測定法

調べようとす る 薬剤の溶液(最 終濃度10お よび30

μg/ml,40μ1)を 〔14C〕PCG溶 液(最 終濃度33μg

/ml,100μ1)と 共 に4-2)の 方法で細胞膜標品(800
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Fig. 3 Effects of 6059-s, CFX, CTX and CMZ on the binding of

[14C] PCG to the PBP-1A and -1Bs of E. coli K-12

[A]

[B]

[C]

[D]

[E]

μl)に 作用 させ,4-3～9)の 方法で 〔14C〕PCG-PBP

を検出 し,薬 剤溶液の代 りに純水(40μl)を 加えた場

合 とくらべて 〔14C〕PCGのPBPべ の結合が薬剤 によ

って どれだけ競合 されたかを測定 し,薬 剤のPBPへ の

親和性の強 さを知 った。実測値は非特異性の 〔14C〕PCG

結合を含んでい るので,こ れを 除去す るために 大量の

〔12C〕PCG(〔14C〕PCGの130倍 量)と 共に 〔14C〕

PCGを 同 じ膜標品に作用 させ,こ の場合 の各切片に含

まれる放射能 を非特異性結合 として実測値かち差 し引く

補正を行な った。,

6.〔14C〕6059-Sの 細胞質膜蛋 白への結合法

〔14C〕PCGの 代 りに2-〔14C〕6059-S(107.1μg/ml,
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1.78μCi)を 用 い た 。 結 合 反応 の停 止 に 際 しで,sar-

kosyl N-97と 共 に 〔12C〕6059-S(最 終 濃 度4.7mg/

ml)を 添 加 した 。 そ の他 は 方法4と 同 様 に行 な った 。

実 験 結 果

1.〔14C〕PCGのPBPへ の結 合 に お よほ す6059-

Sの 影響

〔14C〕PCGのPBPへ の結 合 が6059-Sに よ って ど

の よ うに競 合 され るか を指 標 に して,本 薬 剤 のPBPへ

の親和 性を測 定 した 。

まず,10μg/mlあ6059-Sと 共 に 〔14C〕PCG(33

μg/ml)を 細 胞膜 標 品 に作 用 させ た と ころ,Fig.2-A

に明 らかな よ うに,PBP-3と 一7/8へ の 〔14C〕PCG

の結合 が著 しく阻 害 さ}れた 。30μg/mlの6059-Sを 共

存 させ た場合 には,PBP-3,-7/8の 他 に-5/6,-1な

どへ の 〔14C〕PCG結 合 も著 しく阻 害 され た(Fig.2-

B)。PBP-1は-1Aと-1Bsと い う複 数 のsubcom-

Ponentを 含むので,AB ge1を 用いてlA,lBsに 分

けて調べた結果,6059-Sは1A,1Bsへ の 〔14C〕PCG

の結合を伺時 に阻害す ることが判 明 した(Fig.3-A,

3-B)。

6059-Sと 同 じ実験 をCFX,CTXお よびCMZに

ついて行なって比較 した。 各薬剤10μg/mlを 共存 さ

せた場合の 〔14C〕PCGの 結合状況をFig.2-C～Eお

よびFig.3-C～Eに 図示 した。 さらに詳細な結果を数

量化 し,表示 した(Table 1)。 これ 与によると,各PBP

への 〔14C〕PCGの 結合に対する各薬剤 の阻害度 には次

の関係が見い出される。ずなわち,

PBP-1A:CFX=CTX=CMZ>6059-S

PBP-1Bs:CTX>CMZ=CFX≧6059-S

PBP-3:CTX≧6059-S>CMZ>CFX

PBP-4:CMZ=CFX>6059-S>CTX

PBP-5/6:CFX>CMZ>6059-S>CTX

PBP-7/8:CFX-CMZ≧6059-S>CTX

PBP-2に 対 して,す べ て の 藁 剤が 阻 害 力 が小 さか っ

た。 ま た,CTXはPBP-4,-5/6,-7/8に 対 して ほ と

んど阻害を奉 さなか った。

2.〔14C〕6059-Sの 細胞質膜蛋白への結合性

〔14C〕標職6059-Sを 大腸菌細胞膜標品に作用 させ,

その結合性を 調べたと ろ,Fig.4-A,4-Cお よび

4-Eの よ うになった。客PBPの 位置を 知 るために,

同一条件で 〔14C〕PCGを 結合 させ,同 じゲル平板 上で

分 析 した結 果をFig.4-Bお よ び4-Dに 示 レた 。Fig.

4-A,4-B,4-Eはtotal gelで,ま たFig.4-Cお

よび4-DはAB gelで 分析 した ものであ る。図に明ら

か な よ うに,〔14C〕6059-Sは 〔14C〕-PCGと の競 合 試

験 で 親和 性 が 高 い と され たPBPの す べて(1A,1Bs,

3,4,5/6,7/8)に 強 固 に結 合 し,こ れ らの 結合 は いず

れ も非 放 射 性6059-S,に よ って 競 合 され た(Fig.4-A,

4-C)。

その上興味深いことには,major PBP以 外の蛋 白で,

〔14C〕6059-Sを 結合 し,そ の結合が非放射性6059-S

で競合 され るものが2種(X′ およびY′)み つかった。

これ らは細 胞質膜蛋 白画分に存在 し,X′ への 〔14C〕

6059-Sの 結合は 非放射性PCGで 競 合され たが,Y′

へ の 〔14C〕6059-Sの 結合はPCGでま ったく競 合 され

ないことが 判 明 した(Fig.4-E)。 同一ゲル平板上で

〔14C〕PCGの 結合 と比較 してみると,X′ の位置には

〔14C〕PCGの 結合 したpeakが 婆 られるが,Y′ の位

置には 〔14C〕PCGの 結合を示すpeakは みられなか

Table 1 Effects of 6059-S,CFX,CTX,and CMZ on the binding of [14C] PCG

to the penicillin-binding proteins of E.coli K-12
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Fig.4 Binding of [14C] 6059-S,and [14C] PCG to the inner
membrane proteins of E.coli K-12

った(Fig.4-A,4-B)。 これ らの 結果 は,6059-Sが

PBP-1A,-1Bs,-3,4,-5/6,-7/8の 他 に,X′

とY′ とい う2種 の細 胞 質膜 蛋 白に も結 合 して お り,

しか も,Y′ はPBPで はない ことを示唆するものであ

った。

考 察

著者 らは,ゲ ル平板上で分離 した 〔14C〕PCG-PBP

を蛍光 ラジオオー トグラフィ-を 用いることなく検出す

る方法を確立 し本実験 に用いた。これによりPBPの 研

究が大幅 にスピ-ド ア ップさりた。この方法は標識蛋 白

の分析一般に応用で き,定 量性が優れているので,二 重

標識蛋白の分離定量 には効果的 と思われ る。

6059-SはOxacephem系 であり,ペ ニシ ザン類,

セフ ァロスポ リン類,セ ファマイシン類のいずれ とも異

る群 に属 し,こ れ ぢを凌 ぐβ-ラ クタム 抗生物質 とし

て評価に値すると考えられ るが,そ のす ぐれた抗菌力か

ら考えて作用点 におい てもす ぐれた作用 のあることが期

待 された。実験の結果 は予想 された とお り,本 薬剤 はペ

ニシリンの標的蛋 白と考え られている各種 のPBPに 高

い親和性を もって結合 しており,特 にPBP-3に 対する

親和性はCFXやCMZを 凌 ぎCTXに せまるもので

あった。PBP-3は 細胞分裂におげ る 隔壁形成に 圉与す

る蛋白と考えられてお り,こ の機能が阻害 され ると細胞

分裂がで きず,伸 長 化 した細 胞が現れ るヒと12)が報告さ

れているが,低 濃度の6059-Sの 存在 によってやはり伸

長 化した細胞が観察 されてい る4)。PBPの 中で β-ラク

タム抗生物質の1ethal targetはPBP-1,-2,-3で

あると考 えられているが,6059-SのPBP-3を 阻害す

る強さはCFXやCMZな どのPBP-1や-3に 対す

る阻害作用 より優 っており(Tabte 1),lethal target

に対する作用がCTXに 次いで強いとい うことができよ

う。

6059-SはPBP-1に 対 して も高い親和性を有 してお

り,こ の蛋白の機能が欠損 したときに起 こる溶菌現象12)

が本薬剤の場合 もMIC近 辺の濃度で観察 されている4)。

PBP-1のsubcomponentで ある1Aと1Bsと は細

胞の伸 長時に合成 されるmureinの 架橋反応 に関与 し,

その機能 を 互 に 代替できることが 知 られている10)が,

本薬剤は この両者を 同時に 阻害す る特徴を 有 していた

(Table 1)。

放射性の6059-Sを 用いた実験によ って,本 薬剤がこ
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れ らlethal targetに 強固に(恐 らく共有結 合で)結 合

しでいることが判明 した。

従って.6059-Sの す ぐれた抗菌力 は,細 胞分裂や伸

長 に必 須 と され るPBP-3や-1A,-1Bsに 対 して1本藁

剤が高い親和性をもらて強固に結合してその機能を阻害

することであるとして その一部を説明できるように思わ

れ る。

放射 性6059-Sを 用 い る と, malorPBP以 外の細胞

質膜蛋白で6059-Sの 結合するものが舌みつか った。この

うち,X'と 名づけた蛋 白はminorPBPの1種 であ

るPBP-1Cに ゲル電気泳動の挙動が一致 した。一方,

Y'と 名づけた蛋白は,〔14C〕-6059-Sを 結合する能力

がPCGの 影響をま ったく受けないてとから。多分PBP

でない細胞質膜蛋白で あろうと思われる。これ らの蛋白

の機能 は わか って い ない が,lethal targetで あ る可 能

性も残されており,目 下検討中である。

6059-Sの もう一つの特徴は,本 薬剤がPBP-5/6と

-7/8 とに高い親和性を 有 してい ることである。 この性

質 はCTXに は ま った くみ られ な い 。PBP-5はD-ala-

nine carboxypeptidase 1A13)で あ り,PBP-6は そ の

関連蛋 白で あ ろ う と考 え られて い る14)。PBP-5/6が 欠

損 した変異株で も正常な生育を示すことか ら、他 のPBP

が正常に機能 している状況下では これ らの蛋白は"non

-essential" な もの で あ ろ う と考 え られて い る15,16)。 し

か し,こ の変異株が β-ラ クタム抗生物質 に 高感受性と

な って い る こと17)や 6059-Sの1位 の酸素原子が硫黄

で あ る化合物609134(Fig.1) がPBP-5/6に 対 する

親和性を失 って同時に抗菌力 も減衰 している事実18)など

を考えると,PBP-1,-3な どの機能が阻害 された状況

下では,PBP-5/6が 正常に作動するか否かは 菌の生育

に大 きな影響を 与えている 可能性が 考え られ,PBP-

5/6に 高い親和性を もつことはす ぐれた抗菌力を発揮 す

るうえで好ま しい性質であ ろうと考え られる。

PBP-7や-8の 機能 はま だ わか って いな い 。従 って,

本薬剤がこれらに高い親和性を もつことが抗菌力 にどの

ように反映 しているのか現在の ところわか らない。
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NEW OXAOUHEIVI ANTIBIOTIC,6059-S:STUDIES
ON THE TARGET PROTEINS

YOSHIHIDE KOMATSU and TOHRU NISHIKAWA

Shionogi Research Laboratory,Shionogi & Co.,Ltd.

6059-S is a new broad,spectrum oxacephem antibiotic with a structure markedly different from

those of penicillins or cephalosporins.The binding activity of 6059-S to the inner membrane proteins

of Escherichia coli K-12 was tested.6059-S had the highest affinity for penicillin-binding protein

(PBP)-3,and -7/8,and a higher affinity than benzylpenicillin for PBP-1A,-1Bs,-4,and-5/6,and a
lower affinity for PBP-2. Another proteins that binds [14C] 6059-S but does not bind [14C] benzyl-
penicillin was found.


