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Oxacephem系 抗生物質6315-S (Flomoxef)の メチ シリン耐性

Staphylococcus aureusに 対 する抗菌作用

村上和久 ・野村和秀 ・土月旺 普 ・吉田 正

塩野義製薬株式会社研究所

Oxacephem系 抗 生 物 質6315-S (Flomoxef)は,臨 床 分離 さ れ たStaphylococcus aureusの

感 受性 株 に はCefazolin (CEZ)と 同 程度 の抗 菌 活性 を 示 した が,さ らに,6315-Sは,CEZが 抗

菌 活 性 を 持 た な い メチ シ リン耐 性S.aureus (MRSA)に も比 較 的 強 い 活性 を 示 した。CEZの 最

小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)が25μg/ml以 上 で あ る137株 のMRSAに 対 す る6315-SのMIC分

布 は,2峰 性 を 示 した 。 これ らの 株 を6315-SのMICが12.5μg/ml以 上 の グ ル ー プ(17%の

株,H-MRSA)と6.3μg/ml以 下 の グ ル ー プ(83%の 株,L-MRSA)に 分 け た。H-MRSA

は,ど の β-lactam薬 に も耐 性 で あ っ た。MRSAは,耐 性 に 関 与 す るPBP-2'を 産 生 し,H-

MRSAで は,L-MRSAよ り産 生 量 が 多か っ た。6315-Sは,他 の 薬剤 と 同 様PBP-2'に 親 和 性

が 低 か った 。L-MRSAは,penicillimse plasmidを 持 ち,PBP-2'を 誘 導 的 に 産 生 し たが,

6315-Sは,他 薬 よ り誘 導能 が 低 く,こ れ が,そ の抗 菌 活 性 に寄 与 す る要 因 の ひ とつ と考 え られ た 。

一 方
,L-MRSAのpenicillinase plasmidを 除 い た 亜 株 で は親 株 の8倍 のPBP-2'を 産 生 して

い た に もか か わ らず6315-SのMICは,親 株 と亜 株 で 差 が な く,6315-Sに は未 知 の作 用 が あ る

と推 測 さ れ た 。 一 部 のL-MRSA株 で は,CEZ耐 性 にpenicillinaseが 関 与 して い た。6315-S

は,pemcillinaseに 安 定 な構 造 で あ り,こ の安 定 性 も抗 菌 活性 に寄 与 す る と思 わ れ た 。

欧 米諸 国にお いて は,1961年 に初 めて メチ シ リン耐

性Staphylococcus aureus (MRSA)の 分 離が報告 さ

れているが1,2),我 国において も1980年 頃 よ りMRSA

が 増加 して い る ことが 報告 されて い る3).こ れ らの

MRSA株 は,感 受性 株では検出 されない新 しいペニ シ

リン結合蛋 白質,(PBP-2')を 産生 して い る4)。 多 く

の β-lactam薬 は,こ のPBPに 非常 に低 い親和 性 し

か示 さず,そ のために菌が耐性化す ると考え られて いる。

さ らに,PBP-2'は,菌 を β-lactam薬 存在下 で培養

す ることによ って誘導 的 に産生 され ること も報 告 され

た5,6).

Oxacephem系 抗 生 物 質6315-S (Flomoxef:

FMOX)は,グ ラム陰性菌 ばか りでな く,S.aureus

に対 して も抗菌スペク トルが拡大 した抗生物質 として開

発 された7)。 我 々は,既 に,6315-SがMRSAに 対 し

て も強い抗菌作用 を持 って いることを報告 した8)。 本論

文で は,6315-SのMRSAに 対す る抗菌作用機序 につ

いて述べ る。

I.材 料 と 方 法

1. 菌 株

S.aureusは,国 内 各 地 の病 院 で臨 床 分離 され た株 を

用 い た。

2. 薬 剤

6315-S(FMOX,塩 野 義 製 薬),Cefazolin (CEZ,

藤 沢 薬 品),Cefamandole (CMD,塩 野 義 製 薬), Cef-

metazole (CMZ,三 共),Methicillin (DMPPC,

Sigma), Latamoxef (LMOX, 塩 野 義 製 薬),Cefti-

zoxime (CZX,藤 沢 薬 品),[14C] Penicilhn G

( [ 1 4 C] PCG, Amersham ), Ethidium bromide

(Sigma)を 用 い た 。Clavulanicacidは 塩 野 義 製 薬 研

究 所 で調 製 され た。

3. Penicillinase plasmidの 除 去

Penicillinase plasmidの 除 去 は,ethidium bro-

mide処 理 法,ま た は,高 温 培 養 法 で 行 な っ た 。ethi-

dium bromide処 理 法 で は,菌 をethidium bromide

を4～16μg/ml含 む ト リプ トソイ ブ イ ヨ ン培 地 で37

℃ で 一 夜 静 置 培 養 した の ち,菌 液 を希 釈 して トリプ トソ

イ寒 天 培 地 上 に 塗布 し,さ らに,37℃ で 一 夜 培 養 した 。

高 温 培 養 法 で は,菌 をL-broth (trypton [Difco]:10

g/L,yeast extract [Difco]:5g/L, NaCl: 5g/L,

pH7.2)中 で43℃ で一 夜 振 と う培 養 し,菌 液 を 希 釈 し
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でL-agar (1.5%のagarを 含 むL-broth)上 に塗布

し,さ らに,一 夜37℃ で培 養 した。生 じた コロニ ーの

penicillinase産 生をnitrocefinま た はヨー ド法 で検 出

し,Penicillinase非 産生亜株 を分離 した。

4. ペニシリン結合蛋白質(PBP)に 対す るβ-lactam

薬の親和性の測定

L-Broth中 で37℃ で一夜振 とう培養 した薗を4.44

のL-brothに5%植 菌 し,さ らに37℃ で4時 間振 とう

培養 した。6,800×9で4℃ で遼心集 薗 し,0.01Mリ

ン酸 ナ ・トリウム綬 衝液(pH7.0)で1回 洗浄 した後,

0.05Mリ ン酸 ナ トリウム緩 衝 液(pH7.0 ,0,01M

MgCl翌 を含む)に 懸 濁 した(計170m1)。 懸 濁 した薗

を氷水中で間歇的 に正 味4分 間超音波破砕 した。4℃ で

5,300xgで15分 間遠心 した上清を プール して4℃ で

100,000Xgで30分 間遠心 して膜画 分を集 め,2回 洗

浄 した後,同 じ綬衝液 に蛋 白質濃 度が10mg/mlに な

るように懸濁 し,使 用す るまで 一78℃ に保存 した。

100μ1の 膜画分と種々の濃度の薬剤 溶液10μ1を 混

ぜて30℃ で10分 間 インキュベー トした後,[14C] PCG

(50μCi/ml)を30μl加 えてさらに,30℃ で10分 間イ ン

キュベー トした。sarkosyl (10%)とPCG (60mg/ml)

の混合液を10μl加 えて反応を止め,室 温に20～30分 間放

置 した後,30,000xgで30分 間遠心 し,上 清30μ1を

SDS一 ポリアク リルア ミド平板ゲル電気泳動(PAGE)に

かけ た。acrylamideは,8ま たは9%,bis-acry1-

amideは その0.75%の 濃度を用 いた4)。 フルオ ログラ

フィー法でPBPを 検出 した。

5. β-Lactam薬 によるPBP-2'の 誘導

L-Bmth中 で32℃ で一夜振 とう培養 した菌を200ml

のL-brothに5%植 菌 した。32℃ で2.5時 間振 とう培

養 した後,薬 剤 を加 え,さ らに,1.5時 間振 とう培養 し

た。膜画分 は,[14C]PCGラ ベルに用 いた膜 画分 と同

様 に調製 した。蛋 白質濃度4mg/mlの 膜画分100μ1

に10%のsarkosyl溶 液を10μl加 えて膜蛋 白質を溶 か

し,[14C]PCGラ ベル実験 と同 じ条件 でSDS-PAGE

を行な った。Coomassie brilliant blueで,蛋 白質 を

染色 し,PBP-2'の バ ン ドをデ ンシ トメー タで比色定 量

した。

6. 最小発育阻止濃度(MIC)の 測定

MICの 測定は,日 本化学療法学会 標準法9}に 準 じて

寒天希釈法で行な った。 トリプ トソイプイ ヨン培地中で

37℃ で一夜静置培養 した菌液 を同 じ培地で100倍 に希釈

し,約1μ1を2倍 系列希 釈の薬剤を含む ミュラー ヒン

トン寒天培地(0。5%のNaClを 含む)に 接種 した。本

文中に記 した温度で約20時 間培養後,MICを 判定 した。

Fig. 1 MIC distributions of ƒÀ -lactam 

antibiotics against 360 strains 

of S. aureus clinically isolated 

MICs were determined at 87•Ž.

II. 結 果

1. 臨床分離株 に対す る6315-Sの 抗菌活性

臨床分離 された360株 のS.aureusに 対す るMIC分

布を6315-S,CEZ, CMZ, DMPPCで 比較 した(Fig.

1)。6315-Sは,約50%の 感受性株 に対 して は,CEZ

と同程度 の強 い抗 菌力を示 し,CMZやDMPPCよ り

も約4倍 抗 菌活性がす ぐれ ていた。 さらに,MRSAに

対 して も他3薬 に比べ抗菌活性が強か った。

セ フ ァゾ リン耐性(MIC≧25μg/ml)の137株 につ

いて6315-SとCEZのMIC分 布をFig.2に 示 した。

6315-SのMIC分 布は,12.5μg/ml以 上(17%)と

6.3μg/ml以 下(83%)の 部 分にそれ ぞれ ピー クを持

ち,6315-Sに 感受性の低 い株をH-MRSA,高 い株を

L-MRSAと 名づ けた。H-MRSAは,調 べたどの β

-lactam薬 に対 して も耐性で あった
。

2. β-Lactam剤 のPBP-2'親 和性 と誘導能

耐性 に関与 してい るPBP-2'に 対す るβ-lactam薬

の親和性を 〔14C]PCGラ ベル法で測定 した(Fig.3)。

6315-Sは,他 薬 と同様に,30μg/mlま でPBP-2'

に親和性を示 さなかった。

PBP-2'は,β-lactam薬 存在下 で菌を培養す る こ

とによって誘導的に産生 され る蛋 白質であ ることが知 ら

れて いるの で5,6),種 々の β-lactam薬 の32℃ におけ

るPBP-2'誘 導能 を比較 した。Fig.4は,6315-Sま

たはCZX存 在 下で90分 培 養 した菌 の膜蛋 白標品 を

SDS-PAGEに か け,蛋 白質を染 色 した結 果で あ る。

CZX存 在下で培養 した時に増量 しているバ ン ドがPBP-
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Fig. 2 MIC distributions of 6315-S and cefazolin 

against 137 strains to which MICs 

of cefazolin were more than 25 ƒÊg/ml

MICs were determined at 37•Ž.

2'で あ る こ とは,こ の バ ン ドがpH5.5の 培 地 で 培 養 し

た 時 に は消 失 す る こ と,あ る い は,[14C〕PCGラ ベ ル

実 験 で 検 出 され たPBP-2'が,バ ン ドと 同 じ易 動 度 を

持 ち,し か も,誘 導 産 生 され る性 質 が あ る こ と に よ り確

認 した。CZXに 比 べ6315-SのPBP-2'誘 導 能 が 低 い

こ とは明 らかで あ るが,こ の バ ン ドを デ ン シ トメ ー タ ー

で比 色定 量 す る方 法 で 各 種 薬 剤 の誘 導 能 を さ らに詳 しく

比 較 し た(Table1)。Penicillinaseを 産 生 す る

L-MRSA株 で は,6315-Sは,非 誘 導 時 の1.7倍 程

度 しかPBP-2'を 誘 導 せ ず,MICも6.3μg/mlで

あ っ た 。 他 の 薬 剤 は,5-8～9倍PBP-2'を 誘 導 し,

MICも 高 い 値 を 示 した。L-MRSAに お け る こ の 誘 導

能 は,penicillnase誘 導 能 と平 行 して い た 。 これ らの

β一lactam薬 に つ い てMICとPBP-2'誘 導 能 は,よ

く相 関 して い た。 一 方,H-MRSA株 で は,非 誘 導 時

で もL-MRSA株 の4,4倍 ものPBP-2'を 産 生 して い

た 。6315-Sは,CEZよ り は 低 か っ たが,CZXと 同

程 度 の誘 導 能 を示 し,MICも 高か っ た。

L-MRSAのpenicillinase非 産 生 亜 株 に お い て は,

PBP-2'は,構 成 的 に,し か も親 株 の8倍 も産 生 され て

Fig. 3 Affinities of ƒÀ-lactam antibiotics for PBP-2' 

of methicillin—resistant S. aureus

ƒÀ- Lactams at the concentrations indicated in the figure 

were incubated with bacterial membrane at 30•Ž

for 10 min. prior to the addition of [14 C] penicillin G.
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Fig. 4 Induction of PBP-2' by 6315-S or ceftizoxime

in penicillinase-producing L-MRSA strain SR3636

PBP-2' was induced at 32•Ž by ƒÀ-lactams at the concentrations

indicated in the figure. Membrane proteins were stained

with Coomassie brilliant blue R-250.

お り,6315-S10μg/ml存 在 下 で 培 養 す る と産生 量 は

低 下 したが,そ れ で も親 株 の4.6倍 量 で あ っ た(Table

21)。 しか し,こ の亜 株 で は,PBP-2'が 増 加 して い た 、

に もか か わ らず,6315-SのMICは,親 株 と 同 じで あ っ

た 。 した が って,こ の場 合 に は,PBP-2'産 生 量 と

6315rS感 受 性 とは,MICで み た 限 り に お い て は相 関

が 認 め られ なか った 。一方,H-MRSAで は,PBP-2'

産 生 量 は親 株 と亜 株 で 差 は な か った。

3.セ フ ァゾ リン耐性 に お け るpenicillinaseの 関 与

多 く のMRSAは,penicillinaseを 誘 導 的 に産 生 す

る。 耐 性 に 対 す るpenicillinaseの 寄 与 を 調 べ るた め に

penicillinase plasmidを 除 去 す る こ とを 試 み,23株 の

L-MRSAと10株 のH-MRSAでpenicillinase非 産

生 亜 株 を 分 離 した。 親 株 と そ の 亜 株 に 対 す る6315-S
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Table 1 Induction of PBP-2 ' at 32•Ž 

in penicillinase-producing 

MRSA strains

PBP-2' was induced at 32•Ž for 90 min. After SDS-polyacrylamide el 

electrophoresis, membrane proteins were stained with Coomusie Bril-

liant Blue R-250 and amount of PBP-2' was determined by densitometry. 

Values are relative to that of control for SR3636. MICs were also 

determined at 32•Ž. 

ND : Not determined.

Table 2 Induction of PBP-2' at 32•Ž 

in penicillinase-negative variants

Details were described in she footnote of Table 1. 

Strains SRM401 and SRM551 were penicillinase-negative variants derived 

from SR3636 and SR3626, respectively.

とCEZのMICを 測 定 して,plasmid脱 落 に伴 うMIC

の 変 化 を 調 べ た。37℃ にお い て,13株 のL-MRSAで

CEZのMICが1/8以 下 に 減 少 した が,6315-Sの

MICの 変化 は1/2以 下 以 内 で あ った(Table3)。 そ の

他,CEZのMICが1/4に 減 少 した 株 が3株,CEZの

MICに 変 化 が な く,6315-SのMICが1/4に 減 少 した

株 が2株,両 薬 のMIC共 変 化 が1/2以 内 の株 が13株,

両 薬 のMICが0.4μg/ml以 下 に な って 感 受 性 株 化 し

た株 が2株 で あ った 。CEZのMICが118以 下 に な

る13株 の うち の3株 で,親 株 と そ の亜 株 に 対 す るcla-

vulanic acidとCEZの 相 乗作 用 をチ ェス盤 法 で測 定 し

た。 いずれの株にお いて も親株 で はfractional inhibitory

concentration(FIC)indexが0.1～0 .38と な り相 乗

作 用 が 認 め られ た が,penicillinase非 産 生 亜 株 で は 相

Table 3 Contribution of penicillinace 

to cefazolin resistance in 13 

out of 33 MRSA strains

MICs were determined by agar dilution method at 

temperature indicated in the table.

乗作用 は観 察されなか った。CEZは,ABPCの0.15

%の 相対速度で有意に加水分解 され るが,6315-Sの 加

水分解 は観 察 され なか った こと10)を 考えあわせ ると,

これ らの株 では,CEZな どpenicillinaseで 水解 され る

β-lactam薬 に対 する耐性 で,37℃ で はPBP-2'ば か

りで な くpenicillinaseも 関 与 して い るが,methoxy

基 に よ ってpenicillinaseに 安 定化 した6315-Sは,

penicillinaseの 影響を受 けないことが明 らか となった。

一方,32℃ では。CEZのMICは,大 部分の亜株で100

μg/ml以 上であ り,こ の温度で はPBP-2'が 耐性に大

き く寄与 していた。

III. 考 察

MRSAは,β-lactam薬 に親和 性 の低 いPBP-2'

を産生 して これ らの薬剤に耐性 にな ること,し か も,こ

のPBPは 誘導的に産生 され ることが既に明 らか にされ

てい る4'uS)。 本研究 で用 いたMRSA株 も調 べた限 り

すべてPBP-2'を 産生 して いた。 しか し,そ の耐性度

は一様 ではな く,た とえば,CEZのMICが25μg/

ml以 上 の株 を選ん で も,そ れ らに対 す る6315-Sの

MICは,0.8か ら200μg/mlま で広 く分布 して いた。

この分布は,2峰 性を示 したので,我 々は,MRSAを

耐性度 の高 いH-MRSAと 耐性度の低 いL-MRSAの

2つ の グループに分けた。 両グループ間での耐性度の違

いには,他 の要因 もあるか も しれな いが,少 な くとも,

PBP.2'の 産生量 の差が反映 して いる もの と思われ る
。

Penicillinaseを 産生す るL-MRSA株 では,他 薬に

比べ,6315-SのPBP-2'誘 導能 は低 く,MICと よ く

相関 してい た。 したが って,6315-SがL-MRSAに

強 い抗 菌活 性 を 示す 要 因 のひ とつ と して,そ の 低 い

PBP-2'誘 導能があると思われる。一方,penicillinase

非産生亜株 で は.親 株 の8倍 ものPBP-2'を 構 成 的`こ
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産生 して お り,そ の産 生量だ けを見 るとH-MRSAと

類似 して いるに もかかわ らず,6315.SのMICは 親 株

と差がな く,上 記の よう な相関は認 められなかった。 し

か し,予 備実験 の結果 によれば,penicillinase非 産 生

亜株,あ るいは,CEZでPBP-2'を 誘 導 した親 株 に

2時 間 だけ6315--Sを 作用 させ た場合 には耐性 度は,

上昇 して いるので,亜 株の場合に も,PBP-2'は,確 か

に菌の耐性を上昇 させ ると思 われ る。MIC測 定 では,

薬剤 は,菌 と18～20時 間接触 し続 け るの で,こ の 条

件 下で は,6315-Sの 別 の作用が表 われて亜株 に対 す

るMICが 親株 と同程度 にな るもの と思われ る。現在の

ところ,こ の作用 については不 明であ る。

MRSAの 耐 性にpenicillinaseは 関与 してい ない と

通常言われているが11),一 方で は,関 与 しているとい

う報告 もあ る12)。我 々は,本 研究 に用 いたL-MRSA

の一部の 株 にお いてCEZの よ うにpenicillinaseに

よって水解 され る薬剤 に対 し,培 養温度が37℃ の時は,

penicillinaseも 耐性に関与 してい ることを確認 した。

しか し,同 じ株で も培 養温 度が32℃ の時 には,peni-

cillinaseの 耐性に対す る寄与 は小 さか った。培養温度

が高 くなるに従ってPBP-2'の 産生量が減少すること`)と

考えあわせると,penicillinaseが 耐性に関与す るか 否

かは,そ の時同時 に産 生 され るPBP-2'の 量 と密接に

かか わ ってお り,PBP-2'の 量 が 減少 す るにつ れ て

penicillinaseが 耐性 度を維持す るのに重要にな って く

るものと思われる。 同 じ株で も培養 温度,培 地のpHな

ど培 養条 件 に よ ってPBP-2'産 生 量 が異 な るので,

penicillinaseが 耐性 に関与す るか否 かは.培 養条件 に

依存 しているのであろ う。臨床分離 されたMRSAで は,

L-MRSAよ りH-MRSAの 方 がpenicillinase非 産

生株の割合が高いので(未 発表データ)実 際に臨床の場

にお いて も,L-MRSAに 属 す る株が 耐性株 と して選

択 されるのにpenicillinaseも 何 らかの役割を果 してい

るものと思われ る。 したが って6315-sの よ うにpeni-

cillinaseに 安定であることは,MRSAに 対す る作用 に

おいて も他 の菌種の場合 同様重要な性質のひとつであ ろ

う。

本研 究において,我 々は,6315-SのL-MRSAに

対する比較的高い抗菌活性には,6315-Sの 低いPBP-2'

誘導能 とpenicillinase安 定性が寄与 している ことを明

らかに した。

(実験期間:1983年2月 ～1985年10月)
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ANTIBACTERIAL ACTION OF 6315-S (FLOMOXEF) AGAINST 

METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AURE US 

KAZUHISA MURAKAMI, KAZUHIDE NOM URA, MASAYOSHI DOI and TADASHI YOSHIDA 
Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

6315-S (flomoxef), an oxacephem antibiotic, was active against methicillin-resistant Staphy-

lococcus aureus (MRSA), against which cefazolin (CEZ) showed poor activity. Since MIC 

distribution of 6315-S against 137 strains of MRSA had two peaks, the strains were divided 

into two groups, L-MRSA (83%) and H-MRSA (17%), against which MIC's of 6315-S were 

less than 6.3ƒÊ g/ml and more than 12. 5ƒÊg/ml, respectively. H-MRSA strains were resistant 

to all other ƒÀ-lactam antibiotics tested. MRSA strains produced PBP-2', which is associated 

with bacterial resistance, and the amount of PBP-2' was large in H-MRSA and small in 

L-MRSA. Although 6315-S, as well as the other ƒÀ-lactams, showed no affinity at up to 

30ƒÊg/ml for PBP-2', its ability to induce PBP-2' of penicillinase-producing L-MRSA was 

very low as compared with those of CEZ, Ceftizoxime, latamoxef and cefmetazole. This 

characteristic seemed to contribute to the antibacterial activity of 6315-S against L-MRSA. 

On the other hand, deletion of penicillinase-plasmid from L-MRSA increased PBP-2' 

production 8-fold. Never-theless, parent and penicillinase-negative variants showed similar 

susceptibility to 6315-S. This non-correlation between susceptibility and amount of PBP-2', 

suggests that 6315-S hassome unidentified function in its antibacterial activity against L- 

MRSA. In some L-MRSA strains, penicillinase was involved in the bacterial resistance to 

CEZ at 37•Ž, as shown bysynergism between clavulanic acid and CEZ. 6315-S was stable 

against penicillinase, which also contributed to its activity.




