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グラ ム陰 性 桿 菌10菌 種15株 が産 生す る β-lactam剤 不 活 化 酵 素 に対 す る各種 β-lactam剤
,す

なわ ちPenicillin系9剤,Cephalosporin系17剤 の安 定 性 を 検 討 し,次 の よ うな結 果 を 得 た。

全 般 的 には,Pemiciilin系 薬 剤 の うち,β-lactamaseに 不 安 定 な薬 剤 は,PCG,ABPC,MZPC,

APPC,PIPCで,比 較 的 安 定 な ものは ,CBPC,SBPC,TIPC,MCIPCで あ ったが,菌 種 菌株 に よ っ

てか な りの差 が認 め られ た。

Cephalosporin系 薬 剤 では,CER ,CEX,CFT,CXD,CCL,CEZが β-lactamaseに よ って こわ れ

や す く,CFX,CMZ,CXM,CFS,CTX,CZX,6059-S,CMXは 安 定 性 が 高 か った。CMD,CTM,CPZ

は 前 記2群 の 中間 的 性 状 を示 し,菌 種 菌 株 に よ り安 定 性 が 異 な った 。

試 験 株 の す べ て の 不 活 化酵 素 に最 も安 定 な の は,6059-Sで あ った。1種 類 の酵 素 に だ け 分解 さ

れ る薬 剤 と して は,CFX,CMZ,CXM,CZXが あ り,そ の他 の 薬 剤 は,2種 あ るい はそ れ 以上 の酵

素 に よ っ て分 解 され た。

Penicillin,Cephalosporinな どの β-lactam系 抗 生

物 質 は,毒 性 の 少 な い抗 生 物 質 と して,大 量 投 与 も可 能

で あ る た め,使 用 範 囲 は ます ます 拡 大 し て い る。 しか

し,グ ラム陰 性 桿 菌 の産 生す る β-1actam剤 不 活 化 酵

素,す なわ ち β-lactamaseに 不 安 定 な抗 生物 質 で は,

耐 性菌 へ の 対 応 が せ ま られ て い た。

これ に対 して,菌 の β-lactamaseに 抵 抗 す る新 しい

Pemicillin系 薬 剤,Cephalosporin系 薬 剤 の開 発 が 精 力

的 に 行 なわ れ,す で に報 告1～12)さ れ て い る薬 剤 も数 多 く

ある。

それ ぞ れ の 報 告 は,RICHMONDの 分 類13)に よ る β-

lactamase産 生 菌 を 用 いて い る もの が 多 いが,菌 株 は ま

ちま ちで あ り,ま た 条 件 も必 ず しも 同一 で は な い。

我 々は,新 薬 を も含 め たPemicillin系9剤,Cepha-

losporin系17剤 に つ い て,同 一 酵 素 で,同 時 に実 験 す

る ことに よ り,薬 剤 間 の 酵 素 安 定 性 を比 較 した。

I.実 験 材 料

1.使 用 薬 剤

i)Penicillin系 薬 剤

Benzylpenicillin(PCG,665μg/mg,萬 有 製 薬)

Ampicillin(ABPC,911μg/mg,藤 沢 薬 品)

Carbenicillin(CBPC,790μg/mg,藤 沢薬 品)

Sulbemicillin(SBPC,887μ9/mg,武 田 薬品)

Mezlocillin(MzPC,925μg/mg,吉 富 製 薬)

Apalcillin(APPC,854μg/mg,住 友 化 学)

Piperacillin(PIPC,915μg/mg,富 山 化学)

Ticarcillin(TIPC,791μg/mg,藤 沢 薬品)

Cloxacillin(MCIPC,900μg/mg,東 洋)

ii)Cephalosporin系 薬 剤

Cephatoridin(CER,910μg/mg,塩 野 義製 薬)

Cephalexin(CEX,900μg/mg,萬 有 製 薬)

Cefatridine(CFT,843μg/mg,萬 有 製 薬)

Cefaclor(CCL,960.6μg/mg,塩 野 義 製 薬)

Cefroxadime(CXD,881μg/mg,日 本 チバ ガイ ギ ー)

Cefazolin(CEZ,944μg/mg,藤 沢 薬品)

Cefamamdole(CMD,960μg/mg,塩 野 義 製 薬)

Cefuroxime(CxM,971μg/mg,新 日本実 業)

Cefotiam(CTM,820μg/mg,武 田 薬 品)

Cefsulodin(CFS,904μg/mg,武 田薬 品)

Cefoxitin(CFX,938μg/mg,第 一製 薬)

Cefmetazole(CMz,953μg/mg,三 共)

cefoperazone(CPZ,947μg/mg,富 山 化 学)

Cefotaxime(CTX,925μg/mg,ヘ キ ス トジ ャパ ン)

Ceftizoxime(CZX,857μg/mg,藤 沢 薬 品)

6059-S(922μg/mg,塩 野 義 製 薬)

Cefmenoxime(CMX,945μg/mg,武 田薬 品)

2.使 用 培 地

i)最 小 発 育 阻 止濃 度(MIC)測 定用 培 地

普 通 ブ イ ヨ ン(NB,栄 研)

普 通 寒 天 培 地(NA,栄 研)
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ii)Penicillin系 薬 剤 力価 測 定 用 培 地

ポ リペ プ トン(和 光 純 薬) 0.7%

寒 天(DIFCO) 1.2%

iii)CER,CEX,CFT,CCL,CXD,CEZ,CMD,CFX,

CMZ,CTX力 価測 定 用 培 地

ハ ー トイ ンフ ユジ ョン ブイ ヨ ン(HIB,栄 研) 2.5%

寒 天 1.2%

iv)cpz力 価 測 定 用培 地

ポ リペ プ トン 0.6%

肉 エ キ ス(極 東) 0.15%

酵 母 エ キ ス(DIFCO) 0.3%

ブ ドウ糖(和 光 純 薬) 0.1%

寒 天 1.2%

v)CTM,CFS,SCE-1365力 価 測 定 用 培 地

DST agar(OXOID)

vi)CXM力 価 測 定用 培 地

ポ リペ プ トン 0.5%

肉 エ キ ス 0.3%

NaC1(和 光 純 薬) 0.5%

クエ ン酸 ナ ト リウム(和 光 純 薬) 1.0%

寒 天 1.2%

vii)czx力 価 測 定 用培 地

ポ リペ プ トン 0.5%

肉 エ キ ス 0.3%

クエ ン酸 ナ トリウ ム 1.0%

寒 天 1.0%

viii)6059-s力 価 測 定用 培 地

トリプ トソイ ブイ ヨ ン(栄 研) 3.0%

寒 天 1.2%

3.力 価 測 定 用菌 株

i)Penicillin系 薬 剤,CER,CEX,CFT,CCL,CXD,

CEZ,CMD,CXM,CFX,CMZ,CZX力 価 測 定 用 菌 株

βocillus subtilisATCC-6633

ii)CPZ,CTX力 価 測 定 用 菌 株

Micrococcus luteus ATCC-9341

iii)CTM,SCE-1365力 価 測 定 用 菌 株

Proteus mirabilis ATCC.21100

iv)CFS力 価 測 定 用 菌 株

Pseudomonas aeruginosa NCTC-10490

v)6059-S力 価 測 定 用 菌 株

Eschericlzia coli 7437

4.不 活 化酵 素産 生 菌 株

Citrobacter freundii GN-346

Proteus rettgeri GN-624

Proteus  inconstans GN-627

Enterobacter cloacae No. 91

Escherichia coli No. 35

Proteus vulgaris GN-76

Pseudomonas aeruginosa No. 11

Proteus mirabilis GN-79

Escherichia coli ML-1410 RGN-823

Klebsiella pneumoniae GN-69

Escherichia coli ML-1410 RGN-238

Pseudomonas aeruginosa No. 47

Proteus vulgaris No. 9

Escherichia coli 121

Serratia marcescens No. 78

II.実 験 方 法

1.MIC測 定 法

日本 化学 療 法 学 会 標 準法14)に 準 じて,β-1actam剤 不

活 化酵 素産 生株 のMICを 測 定 した 。

2.酵 素 液 の作 製 と実 験 方 法

β-lactam剤 不 活 化 酵 素 産 生 菌 株 をNB,500mlで37

℃,16時 間振 と う培 養 した後,培 養 液 を冷 却 遠 心 器 に

よ り,5℃,10,000rpmで20分 間 遠 心 し,菌 体 を 集 め

る。

菌 体 をNB20m1に 懸 濁 し,氷 水 で冷 却 し な が ら

Sonicater(OHTAKE)に よ り菌 体 を 超 音 波 破 壊 し,遠

心分 離 す る。 遠 心 上 清 を ミ リポ ア フ ィル タ ーに よ り炉 過

滅菌 後NBを 加 え500mlと し,粗 酵 素 液 と した 。

粗 酵 素液 をNBで10倍 あ る い は100倍 に 希 釈 し,作

用 酵 素液 と した。

作 用 酵 素 液9.0mlに,NBで500μ9/mlと したそ

れ ぞれ の薬 剤液1.0mlを 加 え て終 濃 度50μg/mlと し,

37℃ で作 用 させ た 。

それ ぞれ の作 用 液 を0.5,1,2,4時 間 後 に サ ンプ リ

ン グ し,100℃,1分 のheatshockに よ り酵 素 を 不 活

化 し,薄 層 デ ィス ク法 に よ り阻 止 円 の直 径 を 測 定 した。

検 量 線 用 に は,100cC,20分heatshockし,酵 素 を

不 活 化 した 作 用酵 素液 を 用 い,50μg/ml,10μg/ml,2

μ9/mlの 薬 剤 液 を 作製 し,100℃,1分 のheatshock

後 上 記 の方 法 に よ り阻 止 円 の直 径 を 測 定 し,検 量 線 を 作

製 した。

III.実 験 成 績

1.In vitro抗 菌力 測 定

In vitro抗 菌 力 を 調 べ た 成 績 をPenicillin系 薬 剤 を

Table 1,Cephalosporin系 薬 剤 をTable2に 示 した 。

新 しいPenicilhn系 薬 剤 で あ るMZPC,APPC,PI-

PC,TIPCは 他 のPenicillin系 薬 剤 に 比 較 す る と抗 菌 力

は 強 い。

Cephalosporin系 薬 剤 で は,既 存 のCER,CEX,CEZ,

お よび 経 口の 新 薬 で あ るCFT,CXD,CCLな どは 抗 菌
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Table 1 In vitro antibacterial activity of penicillins

Fig.1 (a) Enzymatic stability of penicillins
Citrobacter freundii GN-346

力 が弱 く,MIC値 は高 値 で あ る。 しか し,CTX,CPZ,

CZX,6059-S,CMXな どの 新 しい 誘 導 体 の 抗 菌 力 は 全 体

に強 力 で あ り,MIC値 は 小 さい 。

2.各 菌 体 由来 粗 酵 素 に よる 薬 剤 の 不 活 化

i)Citrobacter freundii GN-346(Fig.1)

Penicillin系:PCGだ け が 力 価 の 低 下 を 示 し た が,

他 のABPC,CBPC,SBPC,MZPC,APPC,PIPC,TIPC,

Fig.1 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
Citrobacter freundii GN-346

MCIPCは 力 価 の 低 下 を示 さず 安 定 で あ った。

Cephalosporin系:CER,CEZ,お よび 経 口のCep-

halosporinで あ るCEX,CFT,CXD,CCLは す み や か

に 力 価 が 低下 し,4時 間 後 に は,2μg/ml以 下 に まで 低

下 した 。 そ の 他 のCephalosporin系 薬 剤 は す べ て4時

間 後 まで 力 価 は 変化 せ ず,安 定 で あ った。

この 菌 の酵 素 は,RICHMOND type Iaに 分 類 され て い
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Fig. 2 (a) Enzymatic stability of penicillins
Proteus rettgeri GN-624

Fig. 2 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
Proteus rettgeri GN-624

る13)。我 々の実 験 に お い て もtypeIaに 分 類 され た が,

PCGよ りCEXの 方 が 若 干 分 解 され やす い 結果 が 得 ら

れ た。

ii)Proteus rettgeri GN-624(Fig.2)

Penicillin系:こ の 菌 株 の 酵 素 に 対 し,す べ てが 安 定

であ った 。

Cephalosporin系:も っ と も力 価 の 低 下 の 著 しか っ た

Fig. 3 (a) Enzymatic stability of penicillins
Proteus inconstants GN-627

Fig. 3 (b) Enzymatic stability of cephalosporins

Proteus inconstants GN-627

のはCEZで,次 はCER,CCLで4時 間 後 に は ほ とん

ど失 活 した 。CXD,CFT,CEXは2時 間 後 に 残 存 力価

が 約35μg/mlと な っ たが4時 間 後 に は,CFT,CXD

は15μg/ml,CEXは30μg/mlの 残存 力 価 を 認 め た 。

この 酵 素 もRICHMOND type Iaに 分離 され て お り12),

我 々の 結 果 に お い て もtype Iaに 分 類 され た。 しか し,

PCGが 分 解 され て い ない 点 が 異 な って お り,ま た,CEZ
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Fig. 4 (a) Enzymatic stability of penicillins

Enterobacter cloacae No. 91

PCG

ABPC

CBPC
SBPC

MZPC
APPC

PIPC

TIPC
MCIPC

Fig. 4( b) Enzymatic stabilty of cephalosporins

Enterobacter cloacae No. 91

CMD

CFX

CMZ
CTX

CPZ
CXM

CMX

6059S
CZX

CFS

の方 がCERよ り分 解 され や す い結 果 で あ っ た。

iii)Proteus inconstan 3GN-627(Fig.3)

Penicillin系:力 価 の低 下 を 示 した の は,PCGだ け

で あ り,他 の薬 剤 はす べ て 安 定 で あ った。

Cephalosporin系:CER,CEZ,CFTは1時 間 後 に,

CXD,CCLは2時 間後 に完 全 失 活 し,CTM,CEXは4

時 間 後 に 活 性 が ゼ ロ とな っ た。CTXは1時 間後 ま で は

Fig. 5 (a) Enzymatic stability of penicillins

E. coli No. 35

CBPC
SBPC

TIPC

MCIPC

Fig. 5 (b) Enzymatic stability of cephalosporins

E. coli No. 35

CTX 6059-S

CXM CZX

CTM CFS
CMX

安 定 で あ った が,そ の後 若 干 力価 の低 下 を み た。 他 の9

剤 は ま った く力 価 の 低下 を 認 め な か った。

この 菌 の 産 生 す る 酵 素 はRICHMOND type Iaに 分 類

され て お り13),我 々の 結 果 に お い て もtype Iaに 分 類 さ

れ た 。 しか し,Citrobacter freumdii GN-346,Proteus

rettgeri GN-624と 異 な り,CTM,CTXが 分 解 され て

お り,こ の 点 が 異 な って い た 。
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iv)Enterobacter cloacae No.91(Fig .4)

Penicillin系:す べ て安 定 で あ っ た
。

Cephalosporin系:CER ,CEZは 急 速 に失 活 した が,

CXD,CTM,CCL,CEX,CFTは 徐 々に 力価 が 低 下 した 。

そ の 他 の 薬 剤 は 力 価 の 低 下 を ま った く示 さず 安 定 で あ っ

た。

この 酵 素 は 我 々の 実 験 結 果 よ り,RICHMOND type Ia

に 分 類 され た が,PCGが 分 解 され てお らず,ま た,CTM

が 分 解 され て い る こ と か ら,他 のtype Iaと は 異 な る

酵 素 で あ る と思 わ れ る。

v)Escherichia coli No.35(Fig.5)

Penicillin系:PCGは0.5時 間 後 に,50μg/mlか ら

2μg/ml以 下 に 力価 が 低 下 し,MZPC,APPC,PIPC,

ABPCは 力価 の 低下 が 徐 々に み られ た。CBPC,SBPC,

TIPC,MCIPCは 安 定 で あ った。

Cephalosporin系:CER,CEZ,CCL,CEX,CXDは

す み や か に 力 価 の 低 下 が み られ,2時 間 後 に は完 全 に 失

活 した 。CMD,CFT,CPZは 徐 々に 力価 が 低 下 し,

Cephamycin系 薬 剤 で あ るCMZ,CFXも 大 き くは ない

が力 価 の 低 下 を 認 め た。CTX,CXM,CTM,CFS,CZX,

6059-S,SCE-1365は 安 定 で あ った 。

この 菌 株 の 産 生 す る酵 素 は,RICHMOND type Ibと 分

類 した が,type Ibで は,ABPCが 分 解 され な い の で

type Idに あ て は ま る 可 能 性 もあ る。 しか し,酵 素産 生

量 が 少 な い た め と も考 え られ る。 この 酵 素 で は,と くに

Cephamycin系 薬 剤 で あ るCMZ,CFXが,速 度 は 遅 い

Fig. 6 (a) Enzymatic stability of penicillins
Proteus vulgaris GN-76

が分 解 され る のが 注 目 され る点 であ る。

vi)Proteus vulgaris GN-76(Fig.6)

Penicillin系:す べ て安 定 で あ った。

Cephalosporin系3CEZ,CCL,CER,CTM,CFT,CXD

が力 価 の 低 下 を示 した が,そ の程 度 は 弱か った 。 そ の他

の薬 剤 は 安 定 で あ った 。

RICHMOND type Icに 分 類 され て い る18)こ の 酵 素 は,

我 々の結 果 に お い て もtypeIcと 分 類 し た が,PCG,

ABPCが 分 解 され ない 点 が 異 な って お り,CBPC,MCI-

PC,CEXが 分 解 され な い点 は 一 致 して い た。 これ は,

誘 導 せず に培 養 した菌 体 酵 素 を用 い てい るた め,酵 素 産

生 量 が 少 なか った た め とも考 え られ る。

vii)Pseudomonas aeruginosa No.11(Fig.7)

Penicillin系:PCGは 力 価 の低 下 が 急 速 で,0.5時 間

後 に は 完 全 失活 し,ABPC,MZPCは4時 間 後 に残 存 力

価 が2μg/ml以 下 とな った。APPC,PIPCも 力価 の低

下 をみ た が,CBPC,SBPC,TIPC,MCIPCは 安 定 で あ っ

た。

Cephalosporin系:CER,CEZ,CFT,CXD,CCL,

CEX,CTMは 酵 素 作 用 後0.5あ るい は1時 間 後 に は

2μg/ml以 下 まで 力価 が 低 下 した。CPZは4時 間 目に

力 価 の 低下 を認 め た 。 そ の他 の 薬 剤,CMD,CFX,CMZ,

CXM,CFS,CTX,CZX,6059-S,CMXは 安 定 で あ り,

力 価 の 低 下 は ま った く認 め なか った。

こ の株 の産 生す る酵 素 は,RICHMOND type Idと 分 類

され た 。

Fig. 6 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
Proteus vulgaris GN-76
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Fig. 7 (a) Enzymatic stability of penicillins
Pseudomonas aeruginosa No.11

CBPC
SBPC

TIPC

MCIPC

Fig. 7 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
Pseudomonas aeruginosa No. 11

CMDCXM

CFXCMX

CMZ6059S

CTXCZX
CFS

viii)Proteus mirabilis GN-79(Fig8)

Penicillin系:MCIPC以 外 の薬 剤 はす べ て 急 速 に 分

解 され た が,MCIPCだ け は4時 間 ま で安 定 で あ った 。

Cephalosporin系:CFSだ け が4時 間 目に約29μg/

mlま で 力価 が低 下 した が,そ の 他 の薬 剤 はす べ て安 定

で あ った。

この酵 素 は,RICHMONDtype IIbに 分 類 さ れ て い

Fig. 8 (a) Enzymatic stabitity of penicillins

Proteus mirabilis GN-79

MCIPC

Fig. 8 (b) Enzymatic stability of cephalosporins

Proteus mirabilis GN-76

CER CPZ
CEX CXM CEZ
CMX CFX CMD

6D59-SCTX CTM
CMZ CCL CFT
CXD
CZX

る13)。 我 々の 実 験 に お い て も,type IIに 分 類 され た が,

CBPCが 分 解 され て お り,type IIaに 分 類 され る可 能

性 もあ る。 またCephalosporin系 薬 剤 で は,CFSOだ け

が 分 解 され た こ とは 興 味 深 い 。

ix)Escherichia coli ML-1410 RGN-823(Fig9)

Penicillin系:MCIPCだ け は 力 価 の 低 下 が ゆ るや か

で あ り,そ の 他 の 薬 剤 は 急 速 に 失 活 した 。
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Fig. 9 (a) Enzymatic stability of penicillins
E. coli ML-1410 RGN-823

Fig. 9 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
E. coli ML-1410 RGN-823

Cephalosporin系:薬 剤 に よって 分 解 程 度(速 度,

量)に 差が あるが,最 も分解 され やすいのがCERで あ

り,次 にCPZ,CMD,CEX,CCL,CXD,CEZ,CFTの 順

に力価の低下がみ られた。その他 の薬剤 はま った く分解

されず安 定であ った。

,この菌 の産生す る酵 素は,RICHMOND typeIIIに 分類

されているが13),我 々の 実験におい てもtypeIIIに 分類

Fig.10 (a) Enzymatic stability of penicillins
Klebsiella pneumoniae GN-69

Fig.10 (b) Enzymatic stability of cephalosporins

Klebsiella pneumoniae GN-69

され た。 しか し,MCIPCが 分 解 され た こ と,CBPCが

よ く分 解 され た こ とが 少 し異 な らて い る が,酵 素 産 生

量,お よび実 験 条 件 の差 に よ る もの と考 え て い る。

x)Klebseella pneumoniae GN-69(Fig.10)

Penicillin系:PCG,ABPC,MZPC,PIPCは0.5時

間 後 に は力 価 が2μg/ml以 下 まで 低下 したが,APPC,

TIPC,CBPC,SBPCは 徐 々に低 下 した 。MCIPCは 安 定
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Fig. 11 (a) Enzymatic stability of penicillins
E. coli ML-1410 RGN-238

Fig. 11 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
E. coli ML-1410 RGN-238

で あ った。

Cephalosporin系:CPZが 最 も分 解 され や す く,そ

の 他 分 解 され や す い順 に,CER,CFT,CEX, CCL,CTM,

CFSと な った が,そ の他 の薬 剤 は 安 定 で あ った 。

この酵 素 は,RICHMOND type IVに 分 類 され て い る13)。

我 々の実 験 にお い て もtype IVに 分 類 され た が,MCIPC

が 分解 され な い点 が 異 な って い た。

Fig. 12 (a) Enzymatic stability of penicillins

Pseudomonas aeruginosa No. 47

Fig. 12 (b) Enzymatic stability of cephalosporins

Pseudomonas aeruginosa No. 47

この 酵 素 に お い て,Cephalosporin系 薬 剤 の うち で,

最 も分 解 され や す い 薬 剤 がCPZで あ った点 は興 味 が も

た れ る。

xi)Escherichia coli ML-1410 RGN-238(Fig.11)

Penicillin系:す べ て の薬 剤 が,4時 間 後 に2μg/ml

以 下 まで 力 価 が低 下 した。 と くに.ABPC,MZPC,APPC,

PIPC,MCIPCは0.5時 間 後 に ほぼ 完 全 に失 活 した 。
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Fig. 13 (a) Enzymatic stability of penicillins
Proteus vulgaris No.9

Fig. 13 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
Proteus vulgaris No.9

Cephalosporin系:最 も分 解 さ れ や す い の がCMX

で,次 に 分 解 され や す い順 に,CZX, CTX, CER, CCL,

CXM, CEZ, CPZ, CFT, CXDが あ っ た。CEX,CMZ,

CMD, CTM, CFX, 6059-S, CFSは 安 定 で あ った 。

この酵 素 は,RICHMOND type Vaに 分 類 され て い る

が13),我 々の 実 験 に お い て もtypeVaあ る い はVbに

分 類 され た。

Fig.14 (a) Enzymatic stability of penicillins
E. coli 121

Fig.14 (b) Enzymatic stability of cephalosporins
E. coli 121

この 株 の 産 生 す る酵 素 に お い て は非 常 に 興 味 深 い現 象

が お こ って い る。 す なわ ち,Cephalosporin系 薬 剤 で,

他 の 酵 素 に安 定 性 の 高 い,CMX, CZX, CTXが 最 も分 解

され や す い こ とで あ る。

xii)Pseudomonas aeruginosa No.47(Fig.12)

Penicillin系:APPCだ けが 若 干 分 解 され た が,そ の

他 は安 定 であ った 。
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Cephalosporin系:最 も分 解 され や す い の はCEZ,

そ の他 力 価 の 低 下 した 薬剤 にCTM,CFT,CCLが あ り,

他 剤 は安 定 で あ った。

この酵 素 はRIcHMONDtypeVに 分 類 した が,酵 素

産 生量 が 少 ない た め,は っき りとは分 類 で きず,typeI

に分 類 され る可 能 性 もあ る。

xiii)Proteus vulgaris No.9(Fig.13)

Penicillin系:す べ て の薬 剤 に力 価 の 低 下 が み られ た

が,そ の カ ー ブは ゆ るや か で,4時 間 後 まで に 完 全 に 失

活 した もの は な か った。

Cephalosporin系:Penicillin系 と同 じ く,急 速 に 力

価 の低 下 した薬 剤 は な か った が,CCL,CEZ,CTM,CXD

CFT,CEX,CMD,CERは ゆ るや か な カ ー ブで 力 価 の低

下 が み られ た 。 そ の 他 の薬 剤 は安 定 で あ った 。

この酵 素 は,RICllMOND typeVに 分 類 さ れ た が,

CEXが 分 解 され る点 が 異 な って い た。 分 解 され る薬 剤

す べ て にお いて,分 解 され る程 度 が 弱 く,酵 素 量 な ど他

の 因 子 の影 響 が 考 え られ る。

xiv)Escherichia coli 121(Fig14)

Penicillin系:PCG,ABPC,MZPC, APPC,PIPCは

急 速 に力 価 が 低 下 し,0.5時 間 後 にほ ぼ 完 全 に 失 活 し

た。TIPC,CBPC,SBPCは 徐 々に 力 価 が 低 下 し,MCIPC

は ほ とん ど安 定 で あ った。

Cephalosporin系:CER,CCL,CPZが 力 価 の低 下 を

示 したが,そ の 他 の薬 剤 は安 定 で あ った 。

この酵 素 は,RlCHMOND type IVbあ るい はIVcと 分

Fig. 15 (a) Enzymatic stability of penicillins
Serratia niarcescens No. 78

PCGA BPC

CBPC SBPC
MZPC APPC

PIPC TIPC

MCIPC

類 され た が,MCIPCの 分 解 率 が 少 な い 点 が 異 な って い

た 。

xv)Serrat'a marcescms No.78(Fig15)

Penicillin系:す べ て が急 速 に 力 価 が低 下 し,0.5時

間 後 に は2μg/ml以 下 に 至 る ま で 失 活 した 。

Cephalosporin系:CER,CEZ, CFT,CMD,CXD,

ccL,CPz,cTMはo.5時 間 後 に は2μg/ml以 下 まで

力 価 が 低下 し,CFS,CEX,CMXは,そ れ よ りもゆ る や

か な カ ー ブ で力 価 の低 下 が 認 め ら れ た 。CFX,CMZ,

CTX,CXM,CZX, 6059-Sは 安 定 で あ った 。

こ の酵 素 は,非 常 に 活 性 が 高 く,Penicillin系 薬 剤

は,す べ て の薬 剤 が0.5時 間 後 に は 分 解 され て しま い ,

Cephalosporin系 薬 剤 も非 常 に よ く分 解 さ れ る た め,

RlClIMOND typeに あ て は め る こ とは で きな か った 。

以 上 のRICHMOMD typeはTable3に 示 した。

IV.考 察

本 研 究 は 菌 の 自然 の 状 態 で の 酵 素 を 使 用 す る意 味 で誘

導 をか け て酵 素 を 取 り出 して い な い 。

ま た,生 物 学 的 測 定 法 に よ って 薬 剤 の 残 存 力 価 を 測 定

して い るの で,失 活 は β-lactamaseだ け で は な く他 の

因子,た とえ ばPenicillin系 で はacylaseの 作 用 が あ

る場 合 に は,そ れ ら も含 め た 不 活 化 を 測 定 した こ とに な

る。

したが って,あ らか じめ誘 導 の処 理 を した酵 素 を用 い

た 場 合,ま た 測 定 法 を ヨー ド法 な どで行 な った場 合 とで

は 異 な る結 果 の 出 る 可能 性 も考 え られ る。

Fig. 15 (b) Enzymatic stability of cephalosporins .

Serratia marcescens No.78

CFX CMZ

CTX CXM

6059-S
CZX

CER CEZ CFT
CMD CXD

CCL CPZ CTM
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Table 3 RICHMOND type of enzyme producing

gram negative bacilli

Fig.16 Chemical structure of penicillins

酵素に対する安定性 と構造についての関係において,

Penicillin系 薬剤では,試 験菌のほ とん どの酵素に不安

定 なもの として,PCGとABPCが あ り,比 較的安定な

もの と して,CBPC,SBPC,TIPC,MCIPC,中 間型 とし

て,MZPC,APPC,PIPCが あ った。

使用 した薬剤の化学構造 式 は,Fig.16,17に 示 した

が,安定 なものにはcarboxyl基-COO-あ るいはsulfon

基-SO3-な どの強 酸性基が あることが認 め られ た。

Cephalosporin系 薬剤では,不 活化 されやす い薬剤 と

Fig.17 Chemical structure of cephalosporins

して,CER,CEX,CFT,CCL,CXD,CEZが あったが,

これ らの構造 中にはamino基-NH3な どの塩基性基が

含 まれている。

最 も安定な6059-Sは,他 のCephalosporin類 と異

な り1位 がO原 子で,7位 にmethoxy基-OCH3が つ

いてお り,ま た酸性基であるcarboxy1基-COO-もR2

中に含まれてい る。

試験菌株の酵素の大部分 に安定な薬剤の うち,CTX,

CZX,CMX,CXMに おいては,R2中 にmethoxyimino

基=N-O-CH3が つ いてお り,こ の基 によって安定性が

高まってい ると思われ る。 しか し一 方,Escherichia

coli ML-1410RGN-238の 産生す る酵素 には この 基 の

ある薬剤が最 も不安定 であ ることか ら,同 一菌種で も不

活化酵 素の性状が多岐 にわた ることが推察 され る。

また,他 の安定 な 薬 剤 で は,CFX,CMZは7位 に

methoxy基-OCH3が 結合 してお り,CFSはsulfon基

-SO3-に よって安定性が増加 していると考え られ る。

本研究は,生 物学的測定法に よって薬剤の残存力価を

測定 してい るが,ミ クロヨー ド法 などを使用 した他の報

告15-17)とかな り一致 してお り,不 活化の主力が β-lac-

tamaseで あることが推察 された。

また,MICと 酵素 に対す る安定性 の間には明確 な 相

関性 が認められず,抗 菌 力には酵素の安定性 だ け で な

く,薬 剤の透過性や殺菌 力の強弱な どが大 き く影響する

と考え られ る。

酵素の分類については,RICHMONDの 分類 ではtype

Iaと され ても,我 々の実験結果においては,PCG,CTM
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な どの安定性 に差がみ られ る場合 もあ り,誘 導 を加 えた

酵 素 との差 の可能性 も考え られ る。

薬剤 の種類が増加 している現在,こ れ までの分類法で

は分 け切れ ない酵素を有する菌株 が野外株 に存在す るこ

とが,以 上の実験か らもうかが うことがで きた。今後,

新 しい β-lactam剤 が増加す るにつれ,酵 素の基質特異

性について も詳細な検討が必要 とな るであろ う。
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STABILITIES OF VARIOUS Q-LACTAM ANTIBIOTICS TO THE

INACTIVATING ENZYMES PRODUCED BY GRAM NEGATIVE BACILLI

ISAMU YOSHIDA, MASATOSHI OGAWA, SHUICHI MIYAZAKI,

KEIKO NISHIKATSU and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine

Stabilities of j-lactam antibiotics (9 penicillins and 17 cephalosporins) to the inactivating enzymes

produced by 15 strains of 10 gram negative bacilli, were investigated and the following results were
obtained.

Among penicillins, the drugs that were inactivated by many Q-lactamases were PCG, ABPC, MZPC,
APPC and PIPC. CBPC, SBPC, TIPC and MCIPC were comparatively stable to the many j -lactamases.
But their observed many varieties in the enzymes produced by different strains.

Among cephalosporins, the drugs that were inactivated by many Q-lactamases were CER, CEX, CFT,
CXD, CCL and CEZ. CFX, CMZ, CXM, CFS, CTX, CZX, 6059-S and CMX were almost stable. CMD, CTM
and. CPZ had the stabilities between the former and the latter, and showed the different stabilities to
the-various inactivating enzymes.

6059-S was completely stable to the all inactivating enzymes. The drugs that were inactivated by
only one enzyme were CFX, CMZ, CXM and CZX. Other /3-lactam antibiotics were inactivated by two
or more inactivating enzymes.


