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E .cloacaeに 対す るPenicillin系 薬剤の 抗菌 活性,Cephalosporinase(CSase)誘 導活性のCSase

に対す る安定性お よび親和 性につ いて検討 を加 えた。

Piperacillin(P:PC),Meslocillin(MZPC),Apalcillin(APPC)は 低いCSase勝 導 活性を者

し,か つ,他 剤に比べ高い抗菌活性を示 した。一方,Ampicillin(ABBPC),Carbenicillin(CBPC),

Sulbenicillin(SBPC)やPenicillin G(PCG)は 比鮫的 よくCSaseを 誘導 し,抗 菌活性は前紀薬鋼

に比べ劣 っていた。

ABPC,PIPC,APPC,MZPCの4薬 剤はE.cloacae産 生のCSaseに 対 して類似 した 安定 性お

よび親和性を示 した。一方,CBPC,SBPC,MethiciUin(DMPPC)は これ ら4剤 に比べ より安

定で比較的高い親和性 を示 した。

CSaseを 誘導的に産 生する株 の培 養 液 中 で はCSase誘 導活性 の低いPIFC,APPC,MZPC,

DMPPCが 安定に存在 し,次 いでCSaseに 加水分解 されに くいが誘導活性 の 高 い.CBBPC,SBPC

が安定であ った。誘導活性 も高 くCSaseに 比較的 不安定なPCGやABPCは 速やかに不活化 され

た。 この不活化 はCSaseに よる加水分解に基づ くと考 え られた。 また この培養液中での安定性と

MIC値 とは比較的良 く相関 していた。

以上の結果か ら.PIPC,MZPC.APPCのE.cloacaeに 対する高い抗菌活性の一因 と して その

低いCSase誘 導活性が考え られた。

グ ラム陽 性 菌 に お い てPenicillinaseがPenicillin

に よ っ て誘 導 され る こ とが 見 出 され て 以 来1),グ ラ ム陰

性 菌 の多 くの 菌 種 で も β-lactamaseが β-lactam剤 で

誘 導 され る こ とが 明 らか に され て い る2～5)。腸 内 細 菌 科

に 属 す る菌 種 の 中 に も β-lactam剤 に よ っ て β-lacta-

maseが 誘 導 され る もの が あ り,そ の す べ て はCepha-

losporinase(CSasc)タ イ プで あ る2,8)。 こ の 誘 導 型 の

CSaseの 産 生 は 耐 性 と密 接 な関 係 に あ る こ とは す で に

良 く知 られ て い るが 。 い まだ不 明 な点 が多 々 あ る よ うで

あ る2,3)。 さ らに 最 近 β-lactam剤 間 の拮 抗 現 象 がCSase

を 誘 導 的 に 産 生 して い る菌 種 で多 く認 め られ,拮 抗 作 用

に 誘 導 型 のCSaseの 存 在 が関 与 して い る こ とが 指 摘 さ

れ て い る6,7)。

我 々は す でに 前報 に お い て誘 導 型CSase産 生 株 で あ る

E.cloacaeを 用 い,セ フ ァ ロスポ リ ン剤 耐 性 とCSase

誘導活性 との関係につ いて 検 討 し,薬 剤のもっCSase

誘導活性がその薬剤 の抗菌力 と密接な関係にあることを

明 らかに した8)。

今回,Penicillin糸 薬剤 のCSase誘 導活 性,CSase

に対す る安定性,お よび抗菌活性についても後討を行な

い興味あ る知見を得 たので報告す る。

I.　材 料 と 方 法

1.　 使用菌株

実験に使用 したE.cloocae 27株 は臨床材料(1978～

1982年)よ り分離 された 当綜合研究所保存株の中から

無作為に選んだ。 また,β-lactamase誘 導実験に用いた

E.cloacae H-27は β-lactamase産 生を支配する伝達可

能な プラス ミドを保有せず,た だ1種 類のβ-lactamse

を誘導的に産生す る株であ る。

2.　 使用薬剤
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Ampicillin (ABPC,富 山 化 学 工 業), Apalcillin

(APPC,住 友 化 学 工 業),Carbenicillin(CBPC,藤 沢 薬

品 工業),Cefazolin(CEZ,藤 沢薬 品工 業), Cefmetazole

(CMZ,三 共),Cephaloridine(CER,鳥 居 薬 品),Ce-

phalothin(CET,塩 野 義製 薬),Methicillin(DMPPC,

萬有 製 薬),Mezlocillin(MZPC,ビ ーチ ャム 薬 品),

Penicillin G(PCG,萬 有 製 薬), Piperacillin(PIPC,富

山化 学工 業),Sulbenicillin(SBPC,武 田薬 品 工 業)を

使 用 した。 な お薬 液 は 用 時 調 製 した 。

3.　 E. cloacae H-27産 生CSaseの 精 製

CSaseの 精 製 はす で に 報 告 した 方 法 に 従 って 行 な っ

た8,9)。す なわ ち,CMZ(10μg/ml)で 誘 導 したE.ctoa-

cae H-27の 菌 体 か ら粗 酵 素 液 を 得,こ れ をCM-Sepha-

dexカ ラム(C=50 Pharmacia)を 用 い て精 製 した。

4.　 β-laetamase活 性 測 定 法

β-lactamase活 性 の 測 定 はpenicillinを 基 質 とす る場

合 は ミクロ ヨー ド法10)で 行 な い,cephalosporinを 基 質

とす る 場 合 はUV法11)で 行 な った 。 な お 酵 素活 性 はi

unitで 表 わ し 基 質 濃 度100μMの 時30℃,0.5M

phasphate buFffer(pH 7.a)中 で1分 間 に1μmoleの 基

質 を分 解 す るの に 必 要 な酵 素量 を1 unitと した。

5.　 β-lactamaseの 誘 導4)

Brain beart infusion(BHI,Difco)brothで 一 夜培 養

したE.cloacat H-27を 新 鮮 なBHI brothに10%接

種 し坂 ロ ラ ラス コで37℃,2時 間振盪 培 養 を行 ない,こ

の培養液(1×109 cells/ml)をL字 管 に分 注 した後,各 薬

剤 を1μg/ml,10μg/ml,お よび100μg/mlに な る よ う

に加え さ らに振 盪 培 養 を行 な っ た。2時 間 後,直 ち に 培

養液を冷 却 し4℃,3,000rpm,15分 間 の 遠 心 分離 に よ

り集菌を 行 な った。菌 体 は0.1M phosphate buffer(pH

7.0)で1回 洗 浄 し,同bufferに 懸 濁 した 後,超 音 波 で

破 砕 した(4℃,1分 間)。 破 砕液 を4℃,12,000rmp,

30分 間 遠心 分離 し得 られ た 上 清 を 酵 素液 と した。 蛋 白

濃 度 はLowRY法12),β-lactamase活 性 はCER(100

μM)を 基 質 と しUV法 で測 定 し,比 活 性(unit/mg of

Protein)で 表 示 した。 また100μg/ml添 加 時 の 生菌 数 変

化 お よび 薬剤 残存 活 性 も同 時 に 測 定 した 。残 存 活性 は各

培養液0.5mlに メタ ノ ール を 等量 加 え遠 心上 清 中 の薬

剤 濃度 をBioassay法 で測 定 した。

6.　E, cloacae H-27培 養 液 中 で の薬 剤 の安 定性

BHI-brothで 一 夜 培 養 したE.cloacae H-27を 新 鮮 な

BHI-brothに10%接 種 し37℃2時 間振 湯 培 養 を行 な

った後,各 薬 剤 を50μg/mlに な る よ うに加 え て さ らに

振 盪培養 を行 な った 。 薬 剤 添 加 し,1,2,3,4時 間 後 に

培養液 を0.5ml採 取 し,冷 却 した等 量 の メタ ノール を

加えて遠 心分離 し(3,000rpm,15分),上 清中 の薬 剤 濃

度 をBioassay法 で測定 した。

7.　Bioassay法

ABPC,CBPCお よ びSBPCはBacillus subtilis

ATCC 6633を,他 の薬剤はMircrococcus luteus ATCC

9341を 検定菌 とする ペーパ ーデ ィス ク法で 測定 した。

標準曲線 は100μg/mlか ら の2倍 希 釈 系列 をBHI-

brothで 作製 し,こ れに冷却 した等量のメタノールを加

えたものを用いた。 なお メタノールを除去す るためにデ

ィス クを37℃ の フラン器中で30分 間放置 し,そ の後

寒 天平板上に張 りつけた。

8.　 最小発育阻止濃度(MIC)の 測定

日本化学療法学会め標 準法に準 じて行なった13)。なお

接種菌液 は ベ プ トン水 で 一夜培養 し た 菌液 を0.1M

phosphate　 buffer(pH7.0)で100倍 希釈 した ものを

用いた。

II.　実 験 結 果

1.臨 床分離株の薬剤感受性お よび β-lactamase産 生

E.cloacae 27株 に対す るPenicillin系8薬 剤のMIC

分布を 累積百分率 で 示 し た(Fig.1)。PIPCお よ び

MZPCの2剤 は 類似 した 抗菌活性を 有 し,共 に3.13

μg/mlで 約50%の 菌の発育を阻止 し,比 較薬剤中最 も

強い抗菌 力を示 した。APPCは この2剤 より約1管 程度

抗菌力は劣 り,50%発 育阻止濃度はお よそ6.25μg/ml

であ った。CBPC,SBPCは ほぼ同程度の抗菌力を示 し,

APPCよ り約1管 程度,劣 って い た。 またABPじ は

,CBPCやSBPCに 比べ さらに抗菌力は劣 り,MIC値 が

50μg/ml以 上を示す株 が 全体の70%を 超 えていた。

PCGお よびDMPPCはE.cloacaeに はほ とんど抗菌活

性を示 さず多 くの株が100μg/ml以 上のMIC値 を示 し

た。

次に感受性を測定 した27株 の β-lactamase産 生量を

Fig. 1 Antibacterial activity of penicillins against
E. cloacae (27 strains)

Inoculum size: one loopful of 106 cells/ ml
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Table 1 ƒÀ lactamase activity of E.cloacae isolates (27 strains)

CMZ (10ƒÊg/ ml) wee addad to the culture. of E.cloacae strains at Mid- log

Phase (about 109 cells/ ml). and then the incubation was continual for 2 hr. The

β lactamase activity of the sonic extract from cells wee determined by spectro

photomorie method using CER (100ƒÊM) as substrate.

Table 2 Kinetics of hydrolysis of penicillins by

the purified CSase from E.cloaca,s H- 27

a: Relative rates of hydrolysis are expressed as the percentage of penicillin G, and were determined by microiodnametry

at 100ƒÊM.

b: Ki values were determined by spectrophotometric method using cephalothin as a substrate.
c: MICs were determined at about 104 CFU (one loopful of 106 cells/ ml).
d: Value in the parenthesis is a specific activity (unit/ mg of protein) of the enzyme used.

調 べた(Table 1)。Inducerで あるCMZを 加 えないで

培養 した場合では27株 中21株 が0.1 unit/mg of pro-

tein以 下の低い β-lactaase活 性を示 し,6株 が1.0

unit/mg of protein以 上 であった。 この活性の低い21

株 のすべ てはCMZ 10μg/mlの 添加 で最高150倍 以上

の β-lactamse活 性の上昇が認め られ た。一方,他 の6

株 はCMZ添 加 に よって もその活性に大 きな差 は認 めら

れ なか った。 この6株 中3株 はPIPC,MZPC等 に対 し

て100μg/ml以 上の高度耐性であった。

2.　 CSaseに 対 する安 定性 および親和性

CM-Sephadex(C=50)カ ラムに よって部分精製 した

E.cloacae H-27のCSaseを 用い各薬剤の 加水分解 速

度(Vmax)お よび 瓦 値 を求めVmax/Ki値 を 算出 し

た(Table 2)。 なお 瓦 値 はCETを 基質 として 用い

LINEWEAVER-BURK plotか ら 求 め た。 加水分解速度 は

PCGの 値 を100と した 相対値で 示 し,基 質濃度100

μMの 時の加 水分解速度 を近似的 なVmax値 とした。

E.cloacae H-27産 生CSaseに 対 してPCGが 最も不

安定で あ り,PIPC,APPC,ABPC,MZPCはPCG

よ り20倍 か ら40倍 程度安定 で あった。 この4剤 は

CSaseに よる 加水分解 に 対 して 類似 した抵抗性を示し

た。CBPCはPIPCな どよ りさ らに安定でありそのか水

分解速 度はPIPCな どの1/5～1/10の 値であった。また

SBPC,DMPPCの か水分解 速度は検 出限界以下であり

最 も安定であ った。

PIPC,APPC.ABPC,MZPC,PCGのKi値 は

0.6～3.3μMで あった。CBPC,S8PCは これ ら5剤よ

り親和性はやや高 く,そ のKi値 は 各 々0.2μM,0.3

μMで あ った。DMPPCのKi値 は試験 したPenicillio

系薬剤の中で最 も小 さく(0.06μM),高 い親和性を有し

ていた。

各薬剤のVmaxを,酵 素に対す る各薬剤の親和性を示

すfactor(Km or Ki)で 除 した値が,耐 性 レベルと良く

相関す ることがPOLLOCKら16)に よって報告されている
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Table 3 Induction of CSase by penicillins in E.cloacae H- 27

a: Enzyme activity was determined by UV method using CER (100ƒÊM) as substrate.

b: Protein concentration was measured by LOWRY method.

Table 4 Cell viability of E.cloacae H- 27 and the residual activity

of penicillins in the culture of E.cloacoe H- 27

a: Numbers of viable cells were counted at 2 hr. of incubation after the addition

of drugs.

6: Drug concentration was determined by bioassay and values are expressed as the

percentage of the initial drug concentration (100ƒÊg/ml)

のでVmax/Ki値 を求めた。Vmax/Kiの 値 はPCGが

76.9で 最も大 きな値を示 し,一 方,SBPC,DMPPCは

各 々<0.2,<0.8と 最 も低 値を示 した。PIPC,APPC,

ABPC,MZPC,PCGの 値 は ほぼ同 じ レベルで1.5～

8.3の 値であった。各薬剤 のMIC値 とVmax/Ki値 と

の間には相関性は認め られなか った。 また,Vmaxお よ

びKi値 その もの とも同様に相関は認め られなか った。

3.　CSase誘 導活性

E.cloacae H-27を 用 いPenicillin 8薬 剤をそれ ぞれ

1,10,100μg/ml添 加 した 時 のCSase誘 導活性 を 調

べ,比 活性で表わ した(Table 3)。

PIPC,APPC,MZPCお よびDMPPCで それぞれ処

理 した場合,.菌 体中のCSase活 性はいずれの濃度で も

control値 とほ とんど差が認め られなか った。すなわ ち,

controlのCSase活 性 が0.02unit/mg of proteinで あ

った の に 対 し,誘 導 した 場 合 で も0.03～0.10 unit/mg

of proteinで あ った。 一 方,ABPC,PCG,CBPC,

SBPCで は100μg/mlの 濃 度 で処 理 した 菌 体 のCSase

活 性 はcontrolに 比 べ65～130倍 程度 上 昇 して い た。

各 薬 剤100μg/ml添 加時 のCSase誘 導 活 性 を 比 較 す

る とCBPC,SBPC,ABPC,PCGは 誘 導 活性 が 高 く

MZPC,APPC,PIPC,DMPPCの そ れ は低 い もの で あ

った 。

さ らに 上 記 実 験 の各 薬 剤100μg/ml添 加 時 の 生菌 数変

化 お よび 薬 剤 残 存活 性 を 調 ぺ た(Table 4)。

PCGお よびDMPPC添 加 時 に は 生菌 数 はcontrolと

ほ とん ど 同 程 度 に 増 加 し,7×109 ceUs/mlに 達 した。

pIPC,APPC,MZPC,ABPC添 加 時 に はや や 菌 の 増 殖
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が抑 制 され,2時 間後で1～3×109 cella/mlで あ った。

一方,CBPC,SBPC添 加時では2時 間後には曲数の減

少が認 められ,共 に6×109 cells/mlで あっ た。

2時 間後の薬 剤残存活性はPIPC,APPC,MZPC,

SBPC,DMPPCが 高 く,CBPCが やや低値を示 した。

ABPCお よびPCGは2時 間後では検出限界以下 とな

て お り,速 やか に不活化 された。

100μg/mlの 濃度に おい て も ほ と ん どCSase活 性

を 上昇 させ斥か ったPIPC,APPC,MZPC,お よ び

DMPPCの 場合 で も特に著 しい生菌数の 減少 や 薬 剤の

速やかな 不活化は認め られなかった。

4.E.cloacae H-27培 養液中 におけ る薬 剤の宏定性

CSase誘 導活性測定時に行なった薬 剤残存活性の検討

結果か ら,薬 剤の培養液中安定性 に差 が認め られ ること

が明 らかにな ったのでPenicillin系8薬 剤の培 養液中残

存活性を経時的に測定 した(Fig.2)。 また同時に生菌数

変化 も測定 した(Fig.3)。

PIPC,APPC,MZPC,お よびDMPPCの4剤 は4

時間後において もほ とん ど活性 を失わず安定であ った。

SBPCは これ ら4剤 より やや 不安定 で,次 いでCBPC

で4時 間後には約70%に 減少 した。ABPCは 前記薬剤

に比べ不安定で2時 間後で 約15%,4時 間後には ほ と

ん ど活性が残存 していなか った。.PCGはABPCよ りさ

らに不安定で,1時 間後にすでに.検出限界以下であ った。

低いCSase誘 導活性を示 しだPIPC,APPC,MZPC,

DMPPCやCSaseに 抵 抗性 の強 いCBPC,SBPCが 培

養液中で比較的安定 に存在 した。なお同時に行な った生

菌数の測定ではいずれ の薬剤の場合 も特に著 しい生菌数

の減少は認 め られ なか った。

Fig. 2 Residual activity of penicillins in the culture'

of E. cloacae H- 27

The residual amount of penicillins in the culture of

E.cloacae H- 27 was determined by bioassay. The

initial concentration of penicillin was 50ƒÊg/ ml.

III.　 考 察

一 般にPenlcillin剤 はCSaseに 対 して安定であるこ

とは よく知 られ た事実 である8,9)。今回の我 々の成績から

も この ことが確 認 されPCGを 除いた7種 のPenielliin

剤はE.cloacae H-27由 来のCSaseに は安定でCER

に比べ その 加水分解速 度は1/500あ るいはそれ以下の値

であ った。 ところで 実測 され た か水分解速度の値は小

さいなが ら も比較 したpenicillin剤 間に安定性の差が認

め られ た。す なわち,SBPC,DMPPCが 最も安定で次

いでC3PCで あ った。ABPC,PIPC,APPC,MZPC

はPCGよ り約20倍 程度安定であ ったがCBPC。SBPC

な どよ り安定性は劣 った。 このE.cloacae H-27産 生の

CSaseに 対す る安定性 と各薬剤のH-27株 に対する抗菌

力 との間には相関は認め られなか った。そこで耐性レベ

ル と 良 く相関す ると いわれて い るVmax/Ki値 を算出

し抗菌力 との関係に ついて さ らに 検討 したが 抗菌力と

Vmax/Ki値 との間に も相関は認め られ なかった。 この

ことはPenicillinの 抗菌活性に 縁一してCSaseeが 一見全

く関与 していない ように 思われ るが,こ の考えはPCG

を除いたPenicillin剤 の(CSaseに 舛する加水分解速度

がCERに 比べは るか に小さい ことか らも強く支持され

る ようである。 しか しなが ら,DMPPCを 除いたPeni-

cillin 7剤 中ではCSage誘 導活性の低い薬剤が抗菌力が

強 く,培 後液 中で も安定 であ った。つづいて誘導活性は

高いがCSaseに 安定な薬剤が培後液中で安定で比較的

強 い抗菌力を示 した。 また誘導活性 も高 くCSaseに も

不安定 な薬 剤が培 養液中 では最 も不安定 であった。すな

わちABPCはCsaseに 対 してPIPC,APPC,MZPC

と同様な安定性,親 和性 を 示すが,CSase誘 導活性は

PIPC,APPC,MZPCに 比 べ明 らかに高値を示した。こ

れは培養液中安定性 に反映 しPIPC,APPC,MZPCが

Fig. 3 Growth curve of E. cloacae 1- 1- 27 in the

presence of 50ƒÊg/ml of penicillins
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その活性を充分 に維持 していたのに対 し,ABPCで は容

易に不活化され た。 またCSaseに は安定 であるが誘導

活性の高 いCBPCやSBPCは 培 養液中ではPIPCな

どよ りやや安定性 は 劣るがABPCよ りも優れていた。

CSaseに 不安定で しかも誘導活性の高いPCGは 培養液

中では速やかに不活化 された。 この培養液 中での安定性

は抗菌力と相関 しているよ うに思われた。 これ らの こと

がCSaseに 対す る安定性やVmax/Kt値 と抗菌力の間

に直接的 な相関が認 められなか った原因 と考 えられ る。

Cephalosporin剤 を用 いた前報8)の結果や 今回の 成績

か ら,誘 導的に β-lactamaseを 産生す る菌 に対す る β-

lactam剤 の抗菌活性 は β-lactamaseに 対す る安定性 や

親和性は もとより β-lactamaseを 誘導 し な い(低 い

CSase誘 導活性)と い う性質に大 きく影善 され るもの と

考えられ る。 ところでDMPPCはCSaseに 極めて安 定

で誘導活性 も低 く,さ らに 培養液中でも 安定で あ った

が,そ れにもかかわ らずE.cloacaeに 対 しては抗菌活性

は極めて低い ものであった。 この ようなDMPPCの 特

異な性質は グラム陰性菌の 外膜透過性 の 低 さ15)に起 因

するもの と考え られ る。したがってDMPPCはE.cloa-

caeの 外膜を通過 しに くいためにCSaseも 誘 導 しない

し,ま た抗菌活性 も示さなかったもの と考え られる。

以上,Penicillin系 薬剤 のE.cloacaeに 対する抗菌 活

性にはCSaseを 誘導 しない ことが重要な因子の一つ と

思われるが,さ らに各薬剤 のPenicillin binding Prote-

insに 対する親和性な らび に外膜透過性に関する検討 が

なされればCSase誘 導活性 と抗菌活性の関係が より一

層明らかになるであろ う。
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Antibacterial activity of eight penicillins. against Enterobacter cloacae was investigated using clinical
isolates. The inducer activity of the penicillin, for cephalosporinase (CSase) production, their .sta-
bility and affinity for the CSase, and their stability in the growing culture of an inducible E. cloacae
strain were also studied.

Piperacillin (PIPC), meslocillin (MZPC), and apalcillin (APPC) showed rather low inducer activity
for CSase production and had higher antibacterial activity against E. cloacae than other penicilliss
which were good inducers for CSase production.

PIPC, MZPC, APPC, and ampicillin (ABPC) were stable to E. cloacae CSase. Their rates of
hydrolysis were very similar to each other and were larger than those of carbenicillin (CBPC), sal-
benicillin (SBPC), and methicillin (DMPPC). CBPC, SBPC, and DMPPC showed higher affinity for
E. cloacae CSase than PIPC,. MZPC. APPC, and ABPC whose Ki values for CSase were similar to
each other.

PIPC. MZPC, APPC, and DMPPC, which had low inducer activity for CSase production. were
very stable in the growing culture of an inducible strain, E. cloacae H- 27. CBPC and SBPC, which
were very stable to CSase but had rather hihg inducer activity, were less stable in the growler
culture of this strain than PIPC, MZPC, APPC, and DMPPC. Penicillin G(PCG) and ABPC were
very rapidly inactivated in this culture. The stability of penicillin. in the culture of the inducible
strain was well corresponded to their MIC values to E. cloacae H- 27.

Our results strongly suggest that inducer activity of penicillin. for CSase production and their
stability to CSase are part of critical factors that define antibacterial activity of penicillins against
E. cloacae.


