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L-105の 各種 β-lactamaseに 対 す る安 定性 の評価

比留間良一 ・澤井哲夫

千葉大学薬学部微生物薬品化学研究室

酵 素 化 学 的 性 質 の 明 らか に され て い る4種 のpenicillinase(PCase),5種 のcephalosporinase

(CSase)を そ れ ぞ れ 構成 的 に産 生 す る9群1,2)の グ ラム陰 性 菌 群 を 用 い,新cephalosporin剤L-

105の β-lactamase産 生菌 に対 す る抗 菌 力(MIC)よ り,L-105の 各種 β-lactamaseに 対 す る安

定 性 の生 菌 体 に お け る評 価 を行 った 。 さ らに,7種 の 精 製 β-lactamaseに よるL-105の 加 水 分解

速 度(Vmax),β-lactamaseのL-105に 対 す る親 和 性(Km)に つ い て検 討 し,次 の結 果 を 得 た。

1)PCase産 生 株 に対 す るL-105のMIC値 はPCase産 生 量 に 影 響 され る こ とな く低 値 を 示

し,L-105はPCaseに きわ め て 安 定 で あ った 。CSase産 生 株 で は高 度 産 生 株 が 低 産 生株 に 比較 し

や や 高 いMIC値 を 示 した が,6.3μg/mlま た は それ 以下 で あ った 。

2)L-105は 用 い た7種 の β-lactamaseの なか で,Proteus vulgaris由 来 のCSase(cefuroxime

分 解 型CSase)に よ りも っ と も高 い 加 水 分解 を受 け たが,そ の 分 解 速 度 はcephaloridineの 加 水 分

解 速 度 の1/5で あ った 。 他 のPCase,CSaseに よ る加 水 分 解 速 度 は 低 く,と くに 典 型 的 なCSase

に対 して は きわ め て 安 定 で あ った。

3)各 種PCase,CSaseに 対 す る親 和 性 はcephaloridineに 比 べ 比較 的高 く,Km値 は0.3～

28μMで あ った 。

4)L-105の β-lactamaseに 対 す る挙 動 は構 造類 似 体 で あ るcefmenoximeと 類 似 の傾 向 を示 し

た 。

L-105, sodium (-)-(6R, 7R)-7-•k(Z)-2-(2-amino-4-

thiazolyl)-2-methoxyiminoacetamido•l-3-[(1, 2, 3-thia-

diazol-5-yl)thiomethylj-8-oxo-5-thia-1-azabicyclo•k4.2.0•l

oct-2-ene-2-carbOxylateは,日 本 レ ダ リー社 で 開 発 され

た新 しいcephalosporin系 抗 生 物質 で,グ ラ ム陰性 菌 の

み な らず グ ラ ム陽性 菌 に対 して も 高 い 抗菌 力 を示 し3),

Fig,1に 示 した 化 学 構造 を もつ。

今 回,す で に 報 告1)し た β-lactam抗 生 剤 の各 種 β-

lactamaseに 対 す る安 定性 を評 価 す るの に 適 した 評 価用

Fig. 1 Chemical structure of L-105

sodium (-) - (6R, 7R) -7- ( (Z) -2- (2-amino-4-thiazolyl) -

2-methoxyiminoacetamido) -3- ( (1, 2, 3-thiadiazol-5-yl)

thiomethyl) -8 -oxo- 5-thia -1 azabicyclo •k4.2.0•l oct-2-

ene-2-carboxylate

グ ラム陰 性 菌 株 を 用 い,L-105の9種 の β-lactamaseに

対 す る生 菌 体 で の 安定 性 に つ い て検 討 した 。 さ らに,7

種 の精 製 β-lactamase標 品 を用 い て,L-105の β-lac-

tamaseに よ る加 水 分 解 速 度 お よび β-lactamaseと の親

和 性 を測 定 した。

I.実 験 材 料 お よび 方法

1-使 用 菌 株

PCase産 生 株 と し てEscherichia coli 4株(type I

PCase産 生 株3株,type II PCase産 生 株1株),Klebsiella

Pmmoniae 3株,Proteus mirabili 53株,CSase産 生株 と

してEcoli 3株,citrobacter freundii 3株,Enterobacte 7

cloacae 4株,Protns morganii 3株,Proteus vulgaris 4株

を 用 い た。 これ ら の菌 群 は そ れ ぞ れ 異 な る タ イ プ の

PCaseあ るい はCSaseを 構 成 的 に産 生 して お り
,同 じ

タイ プ の β-lactamaseを 産生 し酵 素 産 生 量 のみ が 異 な る

菌 株 群 を1セ ッ トと して い る。

2.使 用 薬 剤

L-105, penicillin G (PCG), ampicillin (ABPC),

cephaloridine(CER),  cefmetazole(CMZ), cefoperazone

(CPZ), latamoxef (LMOX), cefmenoxime (CMX) を
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Table 1 Relationship between penicillinase activity and levels of resistance to jl-lactam antibiotics in

penicillinase-producing bacteria

用 いた。

3.感 受 性 測 定 法

日本化 学 療 法 学 会標 準 法4)に 準 じて寒 天 平 板 希 釈 法 に

てMICを 測 定 した。 培 地 はheartinfusionagarを 用

い,接 種 菌 液 濃 度 は106celk/mlと し,37℃ で18時 間

培養 後判 定 した 。

4.β-lactamase活 性 測 定 法

各 菌体 よ り 抽 出精 製 した β-lactamase2)を 酵 素 標 品 と

して用 いた 。

β-lactamase活 性 は 基 質 濃 度 を100mMと し,UV法

に よ り測定 した 。 反 応 は0.1M phosphate buffer(pH

7.0)中,30℃ で 基質 が完 全 に加 水 分解 され る ま で行 っ

た(酵 素反 応 時 間2～40分)。 加 水 分解 速 度(Vmx),

Michaelis定 数(Km)は 得 られ た 酵 素 反 応 曲 線 よ り

FUKAGAWAら5)の 方 法 に よ り求 め た 。

II.実 験 成 績

1.β-lactamase産 生 株 に 対 す る抗 菌 力

各種PCase産 生 株 に 対 す るL-105のMIC値 は,い

ず れ の菌 株 に対 し て も0.8μg/ml以 下 と 良 好 な 抗 菌 力

を 示 した 。 各 菌 群 内 の 高度PCase産 生 株 と低 産 生 株 の

MIC値 を比 較 して もほ とん ど差 が な く,L-105はCMZ,

LMOX,CMXと 同様 に ,そ の抗 菌 力 は グ ラ ム陰 性 菌

のPCase産 生 に よ る影 響 を ほ とん ど受 け な か った 。 一

方CER,CPZで はE.coliML1410群(typc I pCase

=TEM型PCase産 生)
,P.mirabilis群(carbenicimn

分解 型PCase産 生)のPCase産 生 量 増 大 に 伴 い顕 著 な

抗菌 力 の 低下 が み られ た 。PCG,ABPCは いず れ の菌 群

のPCase産 生 株 で も著 しい 抗 菌 力 の低 下 が 認 め られ た

(Table1)。

CSase産 生 株 に対 す るL-105の 抗 菌 力 は,他 のcepha-

iosporin剤 と 同 様 に,高 度CSase産 生株 で 低 下 す る傾 向

が み られ た。L-105の 抗 菌 力 の低 下 は,CMXと 同 様 に,

Edome群,P.uuleari5群(cefuroxime分 解 型CSase

産 生)で も っと も大 きか った 。 しか しい ず れ の 菌 群 に お

け るCSase高 度産 生 株 に 対 して もL-105は6.3μg/mL

以下 で増 殖 阻 止 効果 を示 した 。CMX,LMOXの 抗 菌

力 は,P.morganii群 お よびP.uulgaris群 の高 度CSase

産 生 株 で は ほ とん ど低 下 しな か っ た が,他 の菌 種 で は

CSase産 生 量 の 増 加 に 伴 い 抗 菌 力 の 低 下 が み られ た 。

PCG,ABPCで はPCase産 生 株 と 同様 に ,高 度CSase

産 生 株 に お い て 著 し い 抗 菌 力 の 低 下 が み られ た(Table

2)。

2.β-lactamaseに よ る 加 水 分 解 速 度

精 製 β-lactamaseを 用 い,L-105の 加 水 分 解 速 度

(Vmax)に つ い て 検 討 した 。

TEM型 お よびcarbenicillin分 解 型 の2種 類 のPCase

に よる 相対 的Vmax値(PCGのVm。xを100と した)

は3以 下 で,CPZ,CMXと ほ ぼ 同 等 の値 で あ っ た 。

CSaseに よ る相 対 的Vmax値(CERのVmaxを100と

した)は,P.uulgaris由 来 のCSaseに 対 してL-105,

CMX,CPZで そ れ ぞ れ20,13,9と 比 較 的 高 か った が ,

他 菌 種 由来 のCSaseに よ る 相対 的Vmax値 は,L-105,

CMX,CPZい ず れ も1以 下 で あ り,L-105はP.mlgaris

CSase以 外 の いわ ゆ る 典 型 的 なCSaseに は きわ め て安

定 で あ った(Table3)。

3.β-lactamaseに 対 す る親 和 性

酵 素 と基 質 と の親 和 性 を 示 す パ ラ メ ー タ ー で あ る

Michaelis定 数(Km)を7種 の β-1actamaseを 用 い て
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Table 2 Relationship between cephalosporinase activity and levels of resistance to p-lactam antibiotics
in cephalosporinase-producing bacteria

Table 3 Relative hydrolysis rate (Vmax) of p-lactam antibiotics by seven kinds of 19-lactamases

a) The relative values of Vmax are expressed as the percentage of hydrolysis of PCG or CER.
b) Type I b penicillinase mediated by an R plasmid RGN823, wich corresponds to TEM-2 penicillinase.
c) Type 11 penicillinase mediated by an R plasmid RGN238, wich is an oxacillin-hydrolyzing penicillinase.

d) A cephalosporinase with a broad substrate profile.

測 定 した 。

TEM型PCaseお よびP.uuleari5,E.clome,E.coli

由来 のCSaseのL-105に 対 す るKm値 は10～28μM,

RGN823支 配 のoxaciilin分 解 型PCaseお よびP.

norganii,C.freundii由 来 のCSaseのL-105に 対 す る

Km値 は3μM以 下 で あ った 。

CMX,CPZの 各 β-lactamaseに 対 す るKm値 も

L-105のKm値 と大 差 な く,各 種 β-lactamaseに 対す

る親 和 性 で は,L-105はCMX,CPZと も ほぼ 同程度

で あ った(Table4)。

III.考 察

L-105のPCase産 生 株 に対 す るMIC値 はPCase産

生 量 に 影 響 され る こ と な く低 値 を 示 した 。 と くにRプ ラ

ス ミ ドRGN823はTEM型PCaseの 高 度産 生 を支 配
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Table 4 Michaelis constant (Km) of seven kinds of ƒÀ-lactamases for five ƒÀ-lactam antibiotics

す るRプ ラス ミ ド1)で あ り,こ の よ うなRプ ラ ス ミ ド保

持菌 株 に対 す る高 い 抗 菌 力 は,L-105のPCaseに 対 す

る優 れ た安 定 性 を 示 して い る。 一 方,CSase産 生 菌 株 に

対す るMIC値 は 酵素 産 生量 の高 い菌 株 で や や 高 い値 を

示 した が,E.coli,C.freundii,E.cloacae,P.morganii,

P.vulgarisの い ずれ の 菌 群 に お け るCSase高 度 産 生 株

に対 して もL-105のMIC値 は6.3μg/ml以 下 と良 好

であ った。 この 値 はCERな どのCSaseに 不 安 定 な 従

来 のcephalosporin剤 のCSase高 度 産 生 株 に 対 す る

MIC値 が100～1,600μg/mlで あ る こ とを 考 慮 す る と,

L-105はCSaseに 安 定 な 薬 剤 とい え る。

P.vulgaris由 来 のCSascは 他 のCSaseと 異 な り半 合

成penicillinやCXM,CMXを 分 解 で き るな ど比 較 的

広 い 基質 特 異 性 を もつCSaseで あ る こ とが 知 られ て い

るが,CMXと 構 造 の類 似 したL-105に 対 す るVmax

値 は 他 の β-lactam剤 に 比 較 して 高 い 値 を 示 して い る。

さ らに,検 討 した7種 の β-lactamaseのL-105に 対 す

る親和 性(Km値)で もCMXと の 高 い 類 似 性 が み ら

れ た。

以上 の 結果 か ら,L-105はCMXと 同 様,グ ラ ム陰

性菌 の 産 生 す る β-lactamaseに 比 較 的 高 い 親 和 性 を示

すが,試 験 管 内で の β-lactamaseに 対 す る安 定 性 で は

cefuroxime分 解 型CSaseを 除 き,今 回 検 討 した 代 表 的

な グ ラ ム陰 性 菌 β-lactamaseに きわ め て安 定 と結 論 され

る。 また 生 菌 を用 いた β-lactamase安 定 性 試 験 か ら,

エ-105は,P.vulgaris CSaseを 含 む 多 くの β-lactamase

産 生 に よ る抗 菌 力 低 下 が 少 な く,臨 床 上 通常 出 現 す る 程

度 の β-lactamase産 生菌 に 対 して は 広 く有 効 と推 測 され

る。
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EVALUATION OF THE j3-LACTAMASE-STABILITY OF L-105

TO VARIOUS TYPES OF ENZYMES

RYOICHI HIRUMA and TETSUO SAWAI

Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chiba University

The stability of L-105 to 19-lactamases was evaluated in nine groups of gram-negative bacteria

which composed of constitutive producers of four kinds of penicillinases and five kinds of cephalo-

sporinases, by means of inhibitory concentrations measured for the set of bacterial strains.

Furthermore, the Vmax and Km values of seven of the nine ƒÀ-lactamases for L-105 were determined

with purified enzyme preparations. The obtained results were summarized as follows:

1. L-105 showed low MIC values against all the penicillinase-producing bacteria tested and

the MIC values were little affected by the penicillinase production in bacterial cells, suggesting

excellent stability of L-105 to penicillinases. In the case of cephalosporinase-producing bacteria,

the MIC values against high enzyme producers were somewhat higher than those against lower

producers, but the highest MIC was 6.3 ug per ml.

2. L-105 was hydrolyzed by Proteus vulgaris cephalosporinase (cefroxime-hydrolyzing enzyme)

at the highest rate among the seven purified ƒÀ-lactamases tested, but the hydrolysis rate was one-

fifth that of the cephaloridine-hydrolysis. L-105 showed high stability to six other jS-lactamases,

especially to common cephalosporinases.

3. The affinity of the seven jS-lactamases with L-105 was high in comparison with cephaloridine,

and the Km values were distributed among 0.3 to 28 pM.

4. The kinetic behavior of the ƒÀ-lactamases toward L-105 was similar to that toward

cefmenoxime, an analogue of L-105.


