
VOL.28 S-7 CHEMOTHERAPY 28

6059-Sの 各 種 β-laetamaseに 対 す る 安 定 性 とPenicillin結 合

蛋白に対する親和性

横 田 健 ・関 口 玲 子 ・東 映 子

順天堂大学医学部細菌学教室

6059-SのPenicillin結 合蛋白(PBP)― ム レイン架橋 酵素群― に対す る結合親和性および各

種 β-lactamaseに 対す る安定性 と親和性を,他 の β-lactam薬 剤 と比 較した。

6059-Sはcephalosporinase-type(Iaお よびIc型)で も,penicillinase-type(II,III,IVお

よびV型)β-lactamaseで も全 く加水分解 されない。 また,そ の作用点であるPBPで は,E.coli

のIa,Ib,III,IV,Vお よびVI画 分に結合げ るが,IaとIIIに 対す る親和性が高 く,他 の7α-

methoxy誘 導体より,Ibに 対して もよ く結合す るので,強 い殺菌作用が期待 され る。

6059-Sは β-lactamaseに は安定であるが,そ れに対 するKi値 が低 い(親 和性が高い)。そめ結

果,III型 β-lactamase産 生を支配するR plasmidを 大腸菌標準株に伝達す ると,MIC値 が若干

高 くな るが,本 来の抗菌力が強いので,実 用上は支障がない。また,6059-Sは 接種菌量増加に よる

MIC上 昇は比較的少ない。

は じ め に

6059-SはCephalosporin母 核 のSがOに 変わ り,7α 位

にmethoxy差 を持 つまった く新 しい薬剤で,塩 野義製薬株式

会社で開発された。 本剤は 各種細菌,特 にグラム陰性桿菌に

きわめてす ぐれた抗菌力を示すだけでな く,現 用 のPenicillin

(PC),Cephalosporin(CEP)誘 導体 た対す る耐性株,す なわ

ちβ-lactamase産 生菌に も感受性菌株 と同 じよ うに強 く働 くこ

とが明 らかにされている。そ こで,こ の薬剤の各 種の β-lacta-

maseに 対する安定性 と結合親和性,β-lactam薬 剤の作用点で

あるPenicillin結 合蛋 白(PBP)に 対 する結合親和性を検討 し

て,こ の新薬剤が β-lactamase産 生菌等に対す る強い抗菌力

を示す理由を明 らかに しようとした。言 うまで もな くPenicil-

lin結 合蛋白はmurein transpeptidasesと 考 え られてお り,

そのどの画分に強 く結合す るかによ り,薬 剤 の殺菌力などの評

価 がある程度な しうるてとが知 られつつあ る1)。

材料およぴ方法

標 準 β-lactamase産 生 菌 は千 葉大 学 山岸 教授 よ り分

与 されたEnterobacter cloacae Nek 39(cephalospori-

nase: RICHMOND Ia型2)産 生 菌),Proteus vulgaris

GN 76(CEPase:Ic型 産 生 菌),P.mirabilis GN 79

(penicillinase:IIb型 産生 菌),Esherichia coli CSH 2

(RK1)(PCase:III=TEM型 産生 菌),Klebsiella sp.

GN 69(PCase:IV b型 生 産 菌)お よびE.coli ML

1410(RGN 238)(PCase:Va型 産生 菌)を 使 用 した 。

Penicimn結 合 蛋 白はE.coli NIHJ JC-2か ら調 製 し

た。53種 のR(bla)Plasmdを 持 っ たE.coli CSH 2

の亜株 は当 教室 山本 がAmpicillin(ABPC)耐 性E.coli

およびKlebsiella臨 床分離株か ら接合によ り標準株に伝

達したものであう3)。また,18株 のCefoxitin(CFX)

耐性E.cloacaeは 順天堂大学中央臨床検査部小酒井教

授 および小栗氏か ら分与された。

使用 した 薬剤 は,6059-Sの 他,Cephamycin型 の

Cefmetazole(CMZ)とCFX, 7-Z(2)-methoxyimino

cephalosporin誘 導 体 で あ るCefbtaxime(CTX)と

Ceftizoxime(CZX)お よ び現 用 の対 照薬 剤 と してCe-

phaloridine(CER),Cefazolin(CEZ)お よ びABPC

で あ る。

1.各 種薬剤のPenicillin結 合蛋 白(PBP)に 対 す

る結合親和性 の検討法

200ml Lブ イ ヨン37℃ 培養か ら得た対数増殖後期

のE.coli NIHJ JC-2の 菌細胞 を8mlの10mM

MgCl2加0.05Mリ ン酸緩衝液(pH 7)に 浮遊 し,氷

冷下で10Kc 30秒 音波処理を10回 行ない細胞を破壊

した。その3,000g 10分 遠心上清か ら100,000g 30

分の超遠心を行ない膜画分を得た。同緩衝 液で一回洗浄

後少量 の同緩衝液に 再浮遊し,LOWRY4)法 で蛋白量が

20mg/mlに なるように調整 した。

PBPの 検 討 はSPRATT1)の 方 法 に 準 じて 行 な っ た。

す なわ ち30μlの 膜 画 分 に3μlの 水 ま たは11,55お

よび275μg/mlの 薬 剤 水 溶 液を 加 え30℃ 10分 保 温

した。 これ に3μlの14C-PCG液(50μCi/μmole/ml:

The Radiochemical Center,Amersham)を 加 え さ ら

に30℃ 10分 保温 した 。反 応 は 氷 冷 と,3μlの20%

(w/v)sarlcosylと60mg/ml PCGの 等 量 混 合 液 の添

加 で停 止 した.そ の 後室 温 に20分 放 置 し,細 胞質 膜を
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溶 か した 後10,000 g 30分 遠心 で外 膜成 分 を 除 いた。

そ の上 清30μlと15μlのSDS緩 衝 液(0.2M T ris

塩 酸緩 衝 液:pH 6.8, 3% SDS, 30% grycerolと0.002

% bromophenol blueで 構 成 され る)お よび5μlの

β-mercaptoethanolを 混 合 し沸騰 水 中で2分1湖 加熱 し

蛋 白を 遊離 させ た,そ の 全 位を10% polyacrylamid平

板gelに のせ,120Vで 定電 圧 電気 泳 動 を行 な った 。

7%酢 酸,50% metllanol液 で 蛋白 を固 定 した 後,gel

を よ く洗 い 余分 な14C-PCGを 除 い た。 これに2,5-di.

phenyloxazo!eを しみ 込 ませ た 後 乾 燥 し,Kodak"X-

Omat"レ ン トゲ ン フ ィル ムに密 着 し,-80℃ で120日

間 感光 させ てfluorography5),を 行 な った。

2.β-lactamaseの 測 定法

標 準 β-lactamase産 生株 を5mlのLブ イ ヨ ンに接

種 し37℃ 一 液 振 盈培 養 した。 その全 皿 を200m1の 新

鮮Lブ イ ヨ ンに植 え,37℃ で3～4時 間 さ らに振 邉 培

養 を 続 けた。 対 数増 殖 期 後半 の 菌細 胞 を 遠 心集 菌 し,

0.01Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7)で 一 回洗 浄 後,同 緩衝

液6m1に 再浮 遊 して,氷 冷下 で10Kcの 音 波 処 理を

30秒4回 行 な い菌 細 胞抽 出 液を 得 た。 これ を7,000 9

お よ び105,000 g 60分 で2回 遠心 し,完 全 透 明 とな

っ た上 清を β-lactamaseの 粗酵 素 液 と して 使 用 した。

6059-Sそ の他 薬 剤の 各 種 β-lacmaseに 対 す る安 定

性 はmacroiodometry6)に よって 測 定 し,vmaxの 比 較

値 で 表わ した、 この場 合 の基 質(薬 剤)濃 度 は5mM

で あ る。

各 薬 剤 の各 種 β-lactamaseに 対 す る結 合親 和 性 は,

ABPC. CER, CEZ等 加 水分 解 を うけ る もの はacidi-

metry (indicator method)7)で 測 定 した 漁 値 で,

6059-Sそ の 他水 解 され な い薬 剤 の それ は同 法 に よ り,

PCaseで はABPCを,CEPaseで はCERを 基質とし

た ときのki値 で示 した。な お,漁 およびKi値 はそ

れぞれL: NEWEAVER-BruK プロッ トおよびDIXONプ ロ

ッ トか ら求めた。

3, R(bla)plasmid伝 連による各租薬剤に対する

感受性変化の検討法

異なる51のR(bla: TEM)お よび2つ のR(bla:

Va)を 伝連 したE.coli CSH2の 亜株の6059-Sお よ

びその他新藁剤に対する感受性分布をR-の 親株のそれ

と比 較した.MIC測 定は1山本化学療法学会標準法に従

い,接 種 菌量は106 cells↑mlと した。

4.CFX耐 性E.eloacae臨 床分離株の6059-Sそ

の他に対する感受性の検討法

CFX 25μg/ml以 上耐性のE. cloacae 18株 につき

6059-Sそ の他新薬剤に対す る感受性分布 を 目本化学療

法学会標準法で調べた。 なお,CFX高 度 耐性株 と 中等

度耐性株を 哩び,そ の菌体抽出液を大量 に使って,6059

-S やCFXが 加水分解を うけるか どうか も調べた。

5.6059-Sの β-lactamase不 活化作用の検討法

母核のclavulanicacid8)と の類似性か ら,6059-Sが

β-lactamaseを 不活化 し,ABPCな どと 協力作用を示

すかど うか.両 薬剤の濃度を種 々に変え た薬剤含有Lブ

イヨンを使い,そ の協力作用の有無を検討 した。

成 績

1.6059-SのE. coli PBPに 対 する結合親 和性

Fig.1に 示すように6059-SはE. coli PBPのhの

ところにもっとも高い親和性を示 し,っ いでlbに よく

結合し,2と5,6の 親和性がそれにつ ぐ。詳 しく調べ

ると6059-SはCMZ,CFXよ り1bに 対す る親和性は

Fig. 1 Competition of 6059-S and other new cephalosporins for penicillin-

binding proteins of E. coli NIHJ JC 2

Indicated amounts (ƒÊg/ml) of drugs were incubated for 10 min
.

at 30•Ž prior to the addition of 14C-PCG.
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強 ぐ,4,5お よび6に 対す る親和性は弱いことがわか

る。CZXよ りは1bに 対する親和性は弱いが,Cepha-

mycin系 め他薬剤よ りそれが強いので,6059-Sは かな

り殺菌性のす ぐれた薬剤であるてとが想像された。

2.6059-Sの 各種 β-lactamaseに 対する安定性と結

合 親和性

Fig.2に 示すように6059-SはCEPase型 β-lacta-

maseす なわちRICHMOND分 類によるIa,Ic型 には

まった く分解 されない。 また,PCase型 β-lactamase

すなわちRICHMOND分 類II,III(TEM),IVお よびV

(oxacillin水 解酵素)型 にもきわめて安定で加水分解を

うけない(Fig.3)。CMZ,CFXも いずれの型 の β-

lactamaseに よって も分解されないので,母 核がCEP

であって も6059-Sの ように1位 が0に 変わ って いて

も,7α 位にmethoxy基 を もてば β-lactamaseに 対

して高度に安定化する ことが うかがわれた。新薬剤 に属

する7-Z(2)methoxyimino誘 導体 も各種 β-lactamase

に安定であるが,そ ればoxacillin水 解酵素(V型)で

若干加水分解をうけるので,β-lactamnaseに 対する安

定性の面か らだけ考えれ ば7α-methoxy誘 導体の ほう

がす ぐれたものと言える。

E.coli CSH 2にR(bla)plasmidを 伝達 したとき

の感受性変化をみると,6059-Sで はR-親 株に くらべ

てピーク値が約10倍 に上昇す る。しか し,て の薬剤は

グラム陰性桿菌に対 し強し航 菌力を示すので,R plas-

mid伝 達によるこの程度の 耐性上昇は いまのところ 実

Fig.2 Stabilities of 6059-S and new other ce-

phalosporins against cephaiosporinase-

type β-lactamases(Ia and Ic)

用的にまった く問題はない(Fig.4)。

CFX耐 性E.cloacaeに 対す る感受性分布 もFig.5

に示すよ うにCFX,CMZよ りはるかにまさり,大 多数

の株が25μg/ml以 下の6059-Sで 増殖が阻止された。

これ らの株の中か らCFX 3,200 μg/mlの 高度耐性

Fig.3 Stabilities of 6059-S and other new ce-

phalosporins against various penicil-
linase-type β-lactamases

Fig.4 Shift of sensitivity distributions of 53
subclones of E.coli CSH 2 carrying var-
ious R(bla)plasmids to 6059-S and
other newly developed cephalosporins
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Fig.5 Cumulative sensitivities of 18 clinical

isolates of E.cloacae resistant to CFX
against 6059-S and other newly deve-
loped cephalosporins

株と400μg/mlの 中等度耐性株を選び,そ の菌体抽出

液を多量に使 ってCFX,6059-Sが 加水分解 されるのを

みたのがTable 1で ある。CEPaseに 比較的安定な

Cephalexin(CEX)が 十分加水分解 され るよ うな条件下

(乙の場合CERはCEXの10倍 の早さで水解 される)

で も,ど ちらの菌株の抽 出液 も6059-S,CFXは ほとん

ど破壊 しなかった。

6059-Sは 母核構造がclavulanic acidに 似てい るが,

III型β-lactamase産 生菌 およびI型 β-lactamase産

生菌に対 しABPCお よびCEZと 特に協 力作用を示さ

ず,β-lactamaseに 対する不可逆的不活化 作 用はない

もの と思われ る。

Table 2に6059-Sそ の他新しいCEP誘 導体のKi

値を比較した。CEPase,Ia型 に対す る 照 値はすべ

Table 1 Stabilities of 6059-S and CFX against a large amount of

β-lactamase  prepared from E.cloacae moderately and highly
resistant to CFX

* Expressed as μg/ml

Table 2 Affinities of 6059-S and other newly developed cephalosporins to various types of  β-lactamases

* Km indicates for ampicillin to the types II,III,IV and V ƒÀ-lactamases,and for  cephaloridine  to the types
Ia and Ic β-lactamases.
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ての薬剤が小 さく.結合親和性が高い てとを示 している。

CEPase,Ic型 に対 しては6059-Sは7-Z(2)methoxy-

imino誘 導体 よりは 小さいものの.CMZやCFXよ り

は大 きいKi値 を示し,て の酵素を産生するP.vulgaris

には水解 されないだけでな く β-lactamaseに 対する結

合親和性 も低いのです ぐれた抗菌力を示す ものと考え ら

れた。PCase,II,III,IVお よびV型 に対 しては6059-S

は他の薬剤よりも小 さなKi値 を示 し,比 較的結合親和

性が高いことがわか った。

考 察

6059-Sは 強い抗菌力を もつ広域CEP類 似薬剤で,

特にグラム陰性菌に対する効力がすぐれている。作用点

であるPBPに 対する結合親和性をE.coliを 使って調

べたところ,CEPの 一般 的性質である1aと3に 対す

る高い結合親和性が認め られたのみならず,1bに も か

なり強 く結合することがわかった。PBPに 対する,高い

結 合親 和性 はす ぐれ たmurein transpeptidases阻 害 効

果を意味すると考え られるので,こ の薬剤が同系統 とも

言うべきCMZやCFXよ り1bに 対す る親和性が高

いことは,他 の ものより強い抗菌力を もつ理由のひとつ

と も考え られた。1bは 菌細胞の伸長時に必要なmurein

架橋酵素であり9),こ をれ強 くおさえるものは殺菌力 に

もす ぐれているとも言われるので この 成績は 価値が高

い。

6059-Sは 調べられたかぎ りでは,I型 か らV型 にわ

たるいかなる型のCEPase,PCaseに も加水分解されな

い。これはこの薬が β-lactamase産 生菌によく作用す

ることの大 きな理由である。 しか し,著 者 らはすでに水

解されない薬剤で も β-lactamaseに 対 する結合親和性

が高ければ,そ れが表層酵素 として存在す るグ ラム陰性

桿菌では,酵 素 と薬剤の結合によ り,一 種の 目づ まり状

態が起 り,薬 剤が作用点に到達 しな くなって耐性化する

仕組みもあ りうることを明らかにしている。6059-Sは

PCase型 β-lactamaseに 対 してKi値 でみるか ぎり,

比較的強い結合親和性を もつ(Ki値 が小 さい)の で,

この目づ まりによる耐性上昇がある程度懸念された。事

実TEM型 β-lactamase産 生を支配す るR-plasmid

をE.coli CSH 2に 伝達す ると,こ の酵素 によっては

6059-Sは まった く水解 されないに もかかわ らず,平 均

10倍 の耐性上昇が認め られ る。 しか し,6059-Sの グ ラ

ム陰性桿菌に対す る抗菌力が0.1μg/ml以 下 という強

いものなので,目 づまりによ り10倍 程度 上昇 し て,

MICが1μg/mlに 変化 して も実用的には支障はない。

多 くの β-lactam薬 剤に対す る結合親和性の高いIa

型CEPaseを 作るE.cloacaeに 対 して も,相 当程 度

良好な抗 菌力を示 し。CMZやCFXよ りす ぐれた成績

を示すのは.こ の薬剤の本来 の抗 菌力が強いため,目 づ

ま りによりある程度耐性が上昇 して も,実 用的にはさし

つかえない程度に とどまるためで ある。

6059-Sの 体内動態が 他の β-lactam薬 剤よ りす ぐ

れ,高 い血中濃度 と長い半減期を もつ ことを考えあわせ

ると,て の薬剤は種 々の感染症,と くにグ ラム陰性桿薗

によるそれに対 し,す ぐれた化学療法剤 とな ることが期

待 され る。
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6059-S,ITS STABILITY AND AFFINITYI TO VARIOUS  β-LACTAMASES

AND THE AFFINITY TO PENICILLIN-BINDING  PROTEINS

OF ESCHERICHIA COLI

TAKESHI YOKOTA,REIKO SEKIGUCHI and EIKO AZUMA

Department of Bacteriology,School of Medicine,Juntendo University.

The stability and affinity of 6059-S against various types of  β-lactamases  were compared with those of

other β-lactam antibiotics, together with the affinity to penicillin-binding protein(PBP)of E.coli NIHJ JC

2.It was found that 6059-S is completely nonhvdrolvzable either by cephalosporinase-type (types Ia and

Ic of RICHIMOND classification)or by penicillinase-type(typesII,III,IV and V)  β-lactarmases.Although

6059-S was confirmed to be quite stable to  β-lactamases, its Ki values to the enzymes were rather low in-

dicating that the drug possesses a high binding affinity to  β-lactamases. In fact,the transfer of 53 different

R(bla)plasmids to the CSH 2 strain of E.coli resulted in 10-fold increase of the MICs by 6059-S in aver-

age.This evidence,however,will not interfere the clinical value of the drug because of its marked anti-

bacterial activity.Another word,the 10 times increase of MICs is much lower than the ordinary serum

level of 6059-S.

Competitive binding experiment of 6059-S with 14C-penicillin G to PBP of E.coli indicated that the

drug possesses high binding affinities to the Ia,Ib,III,IV,V and VI fractions.Since 6059-S shows higher

binding affinity to the Ib fraction that has been believed to be an essential crosslinking enzyme of the cell

wall murein,than other 7-a-methcrxy derivatives,its strong bactericidal activity is expected.


