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Oxacephem系 抗 生 物 質6315-S(Flomoxef)は,Staphylococcus aureusのpenicillinase,

各 種 グ ラ ム 陰 性 菌 のpenicillinaseお よ び,Proteus vulgarisのcephalosporinaseに 安 定 で

あ っ たが,そ の他 のcephalosporinaseに は,わ ず か に 加 水 分 解 されtcephamycin系 抗 生 物 質

に特 徴的 な感 受 性 パ ター ンを示 した。

6315-Sは,Escherichia coli K12の ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白質(PBP)1aと3に 特 に高 い親 和 性

を 示 したが,そ の 他 のPBP-1b,-4,-5,-6に も結 合 した。 これ らのPBPに 対 す る親 和 性 は,

Latamoxef(LMOX)と 同 程 度 で あ り,最 小 発 育 阻 止濃 度(MIC)も 同 様 で あ った。

S.aureus ATCC 25923のPBPに つ い て は,6315-Sは.PBP-4に はCefazolin(CEZ)よ

り高 い 親 和性 を示 したが,そ の 他 のPBPに はCEZと 同 程度 の親 和 性 で あ り,MICも 両 者 共0.2

μg/mlで あ っ た。 一 方,LMOXやCefotaxime(CTX)と 比 較 す る と,6315-Sは,PBP-3に

対 して は,両 薬 剤 よ り約10倍 高 い親 和 性 を 示 し,PBP-2に 対 して は,LMOXよ り約3倍 高 い親

和 性 を 示 した。 これ に 相 関 して,MICもCTXま た はLMOXよ りそ れ ぞ れ1/4ま た は1/16低

か った。

Oxacephem系 抗 生 物 質6315-S(Flomoxef:

FMOX)は,グ ラ ム 陰 性 腸 内 細 菌 群 に 対 し強 い 抗 菌 活

性 を持 っ て い るが,特 徴 的 な こ と は,従 来 の 第 三 世 代

cephalosporin類 が弱 い抗 菌力 しか示 さなか った黄色 ブ ド

ウ球菌 に対 して も抗 菌 スペ ク トルが拡 大 され た点で あ る%

本 論 文 で は,種 々 の グ ラ ム 陰 性 菌 やStapdylococcus

aureusが 産生 す る β-lactamaSeに 対す る6315-Sの 安

定 性 を調 べ る とと もに,Escheriehia coliやSaureus

のPBPに 対す る親和 性 を検討 した ので報告 す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 菌 株

Klebsiella pneumoniae GN69は,千 葉 大 学 微 生 物

薬 品化 学 教 室 よ り,Enterobacter cloacae 214,E.coli

W3110(RTEM)は, M.H.RICHMOND(University

of Manchester,英 国)よ り,S.aureusSR1587は,都

立養 育 院付 属 病 院 内科 よ り分 与 され た 。 そ の他 は,塩 野

義製 薬研 究 所 で 保 存 されて い る株 を 用 い た。

2. 薬 剤

6315-S(FMOX,塩 野 義 製 薬),Cefazolin(CEZ,

藤 沢 薬品),Cefotaxime(CTX,中 外 製 薬), Cephalo-

ridine(CER,塩 野 義 製 薬),Cefoxitin(CFX,日 本

メ ル ク 萬 有),Cefotiam(CTM,武 田 薬 品 工 業),

Ampicillin(ABPC,明 治 製 菓),PenicillinG(PCG,

明 治 製 菓),[14C]PenicillinGC[14C]PCG,

Amersham,英 国)を 使 用 した。

3. β-Lactamase標 品 の 調製

1) S.aureusの β-lactamase:5mlのMueller-

Hintonbroth(Difco)中 で37℃ で 一 夜 静 置 培 養 した

SeaureusSR1587の 菌 液 を100mlの 同 じ培 地 に 加

え,37℃ で2時 間 振 と う培 養 した 後,CEZを12.5μg/

mlに な るよ うに 加 え,さ らに2時 間 振 と う培 養 を 続 け

て β-lactamaseを 誘 導 した。 そ の 後,4℃,3,000×

gで15分 間遠 心 して 集 菌 し,菌 体 を1回 洗 浄 した 後,3

mlの0.1Mリ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液(pH7.0)に 懸 濁 し,

β-lactamase標 品 と して用 い た。

2)グ ラ ム陰 性 菌 の β-lactamase:グ ラ ム陰 性 菌 は,

乾 燥 ブイ ヨン(日 水)で 培養 した。 非 誘導 型 β-lactamase

産 生 菌(atrobacterfreundiiSR19,PseuCk)menas

aeruginosa SR24-12, E.coliSR6, E.cloaeae214,

KlebsiellaoxツtocaSR753,K.pneumoniae GN69,

E.coli W3110〔RTEM〕)は,2Lの 培 地 中 で37℃ で

一 夜 静 置 培 養 し た。 誘 導 型 β-lactamase産 生 菌

(ProteusvulgarisSR31)は,200mlの 培 地 で37℃

で 一 夜 静 置培 養 し,こ の 菌液 を1.8Lの 新 鮮 な 培 地 に 加

えて37℃ で2時 間 振 と う培 養 し,PCGを100μg/mlに
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な るよ うに加え,さ らに2時 間培養 して β-lactamase

を誘導 した。培養 した菌液 は,4℃,3,000×g15分 間

の遠 心 で 集 菌 し,一 度 洗浄 した後,E,coli W3110

(RTEM)は,0.01MNa2HPO4-KH2PO`(pH8.0)

に,そ の他の菌は,pH6.6の 同 じ緩 衝液に懸濁 した。

菌体を氷冷下 で超 音波破砕 し,4℃,30,000×gで30

分間遠心 した後上清を集めた。別報 に記載 した還 り2}.

E.coli W3110(RTEM)の β-lactamaseは,DEAE-

SephadexA-25カ ラムを用い,そ の他の β-lactamase

は,CM-Sephadex C-50カ ラムを用 いて上清 か ら部

分精 製 した。活性 画分を0.lMリ ン酸 カ リウム緩 衝液

(pH7.0)に 対 して透析 した後,使 用す るまで-78℃ に

分注保存 した。

4. β Lactamase活 性 の測定

測定には,0,1Mリ ン酸カ リウム緩衝液(pH7.0)を

用いた。

1) UV法:β lactam環 の開 裂に伴な う紫外吸 収

の減少 を利 用 して加水分解速度 を測定 した3,4)。2ml

の基質 溶液 に0.2mlの 酵素 溶液を加 えて反応 を開 始

し,30℃ の水 を循環 させ た日立 ダブル ビーム分光 々度

計200-20と 付属 の 日立200形 卓上記録計 で吸光度 の

減少を記録 し,加 水分解速度を算出 した。阻害定数Ki

を測定す る場 合は,阻 害剤 と基質の混 合液2mlに 酵素

溶液0.2mlを 加 えて反応 を開始 した。Lineweaver-

Burkプ ロ ッ ト5)か ら最 大加水分解速度Vmax,ミ カエ

リス定数Kmお よびKiを 求め た。

2) Bioassay法: Microtiter用Vプ レー ト(Greiner,

西独)上 で.Saureusの 酵素標品(菌 液)を50μlの

緩衝液で11管 まで2倍 系列希釈 し,こ れに同量の基質

溶液(最 終 濃度250μg/ml)を 加 え,37℃ で4時 間 イ

ンキュベー トした。イ ンキュベー ト中,20分 ご とに反

応溶液 をか くはん した。200×gで10分 間Vプ レー トを

遠心 して菌体を沈殿 させ,上 清 中の薬剤濃 度をE.coti

Bを 検定 菌に してagar well assay法 で測定 した。 グ

ラフで50%の 基 質 を 不 活 化 す る酵 素 の 希 釈 率 を 求

め,そ の逆数 の比 に よ ってABPCの 加水 分解 速度 を

100と した時の相対加水分解速度 を算 出 した。

5. E.coliお よびS.aureusのPBPに 対す る薬剤

の 親和性の測定

1) 膜画分の調製:E.coli K12の 場合 は,Antibiotic

medium 3(Difco)中 で37℃ で振 とう培 養 し,対 数 増

殖期 にある菌を4℃,4,000×gで10分 間遠心 して集菌

した。1回 洗浄 後,0.01Mリ ン酸 ナ トリウム緩 衝 液

(pH7.0)に 懸濁 して氷冷下5分 間超音波破砕 した。4

℃,4,000×gで10分 間遠心 して生菌を除いた上清を4

℃,100,000×gで30分 間 遼 心 して 膜 画 分 を集 め た。 懸

濁-遠 心 を繰 り返 して膿 画 分 を 周 じ綴 衝 液 で3回 洗 浄 し

た後,0,05Mリ ン酸 ナ ト リウ ム綴 衝 渡(pH7.0)に 蛋

白質 濃 度 が20mg/mlに な るよ う に 懸 濁 して 使 用 す る

まで-78℃ に保 存 した。

S.aureus ATCC 25923の 場 合 は,brain heart

infusion broth(Difco)中 で37℃ で 振 と う培 養 し,対

数 増殖 期 の 菌 を4℃,4,000×gで10分 間遮 心 して集 菌

し,1回 洗 浄 した。 菌 体 を,lysostaphin(Sigma)を

50μg/ml,lysozyme(Sigma》 を100μg/ml,NaCE

を4M含 む0.05Mリ ン駿 力 リウ ム綬 衝 液(pH7.5)に

懸 濁 し,37℃ で30分 間 イ ンキ ュベ ー トして 溶 菌 させ た。

Deoxyribonuclease I(Sigma)とribonucleaseA

(Sigma)を そ れ ぞ れ10μg/mlに な る よ うに 加 え,

0.002MMgCl2を 含 む0,01Mリ ン酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液

(pH7.5)に 対 して4℃ で一 夜透 析 した。 あ と は,E.coli

K12の 場 合 と 同 様 に して 膜 画 分 を 集 め,0.01Mの

MgCl2を 含 む0.05Mリ ン酸 カ リウ ム 緩 衝 液(pH7.0)

に蛋 白質 濃 度 が20mg/mlに な るよ う に 懸 濁 して,使

用 す る まで-78℃ に保 存 した。

2) 親 和 性 の 測 定:SPRATTの 方 法 に 準 じて 行 な っ

た6)。 す なわ ち,200μ1の 膜 画 分 と20μlの 被 検 薬 を

混 ぜ,30℃ で10分 間 イ ンキ ュベ ー ト した 後20μlの

[14C]PCG(50μCi/ml)を 加 え て,さ らに10分 間 イ

ンキ ュベ ー トした。15μlのsarko6yl(20%)と5μl

のPCG(120mg/ml)を 加 え,溶 か したPBPをSDS

ポ リア ク リル ア ミ ドス ラ ブゲ ル 電 気 泳 動 に か け,フ ルオ

ロ グラ フ ィ ーで 検 出 した。

II. 結 果

1. β-lactamaseに 対 す る 安定 性

Table1に 各 種 グ ラ ム陰 性 菌 の β-lactamaseに 対

す る β-lactam剤 の安 定性 と親 和 性 を 示 した 。6315-S

は,cephalosporinaseに 対 して は,CER,CEZ,CTM

と 比 較 す る とVmaxは 小 さか っ た が,LMOXよ り は

不 安 定 で,加 水 分 解 され た 。CFXも6315-Sに 比 べれ

ばVmaxは 小 さ いが,同 様 に 加 水 分 解 され た。 一 方,

P.vulgartSのcephalosporinaseやRプ ラ ス ミ ド宙 来

の β-lactamaseを 含 むpenicillinaseに 対 し て は.

7a-methoxy基 の た め に 非 常 に 安 定 で あ っ た。 こ れ

は,7a-methoxy基 を持 たな い薬剤 と対 照的 で あ った。

Saureusのpenicillinaseに 対 して は,6315-Sの

加 水 分 解 は,観 察 さ れ な か っ た(Table2)。 一 方,

CERやCEZは,速 度 は 小 さいが,加 水 分 解 さ れ た。

2. PBPに 対 す る親 和 性
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Table 1 Stability and affinity of ƒÀ-lactam antibiotics to ƒÀ-lactamases

a) Enzymes used were partially purified. 

b) C and P indicate cephalosporinase and penicillinase, respectively. 

c) Hydrolysis rates were determined by UV assay at 30•Ž. Vmax arc relative to an arbitrary value of 100 for cephaloridine. 

d) Not determined.

Table 2 Stability of ƒÀ-lactam anti-

biotics to penicillinase of 

Staphylococcus aureus SR1587

Hydrolysis rates were determined by bioassay.

E.coli K12のPBPに 対 す る6315-Sの 親 和 性 を

LMOXの そ れ と比 較 し た(Fig.1)。6315-Sは,各

種 のPBPに 対 し,LMOXと 類 似 した 親 和 性 を 示 した 。

PBP-laと 一3に 親 和 性 が 高 か っ た が,特 にPBP-3

に対 して 高 く,0.2μg/mlの 濃 度 で50%以 上 のPBP-

3と 結 合 した。6315-Sは,PBP-1b,-4,-5,-6に

も低 い親 和 性 を 示 した が,PBP-2に は,13μg/mlま

で 親 和 性 を 示 さ な か っ た 。 この 株 に対 す る6315-Sと

LMOXのMICは それ ぞれ0.05と0.1μg/mlで あ った。

感 受 性S.aureus ATCC 25923のPBPに 対 す る 親

和 性 を6315-Sと 他 剤 とで 比較 した(Fig.2)。6315-S

は,PBP-2,-3,に 対 して はCEZと 同程 度 の 親 和 性

を 示 し,0.58μg/mlで50%以 上 のPBPと 結 合 した 。

Fig. 1 Binding of ƒÀ-lactam antibiotics to penicillin-binding proteins of Escherichia 

coli K12.

β-Lactams  at the concentrations indicated in the figures were incubated with

the bacterial membrane at 30•Ž for to min prior to the addition of 

[14C] penicillin G. MICs of 6315-S and latamoxef were 0. 05 and 0. 1 41 g/ml, 

respectively.
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Fig. 2 Binding of ƒÀ-lactam antibiotics to penicillin-binding proteins of 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Details are described in legend of Fig. 1 MICs of 6315-S, cefazolin, 

latamoxef, and cefotaxime were 0, 2, 0, 2, 3. 1, and 0, 8 ƒÊg/ml, 

respectively,

PBP-4に 対 して は,6315-Sの 方 が 親 和性 が 高 か った。

一 方 ,LMOXやCTXと 比 較 す る と,6315-Sの 親 和

性 はPBP-2に 対 して はLMOXよ り約3倍 高 く,CTX

とは 同 程 度 で あ っ た 。 ま た,PBP-3に 対 して は,

6315-Sの 方 が 両 薬 剤 よ り約10倍 親 和 性 が 高 か っ た。

PBP.4に 対 す る6315-Sの 親 和 性 はCTXよ りは 高

か っ たがLMOXと は 同程 度 か 若 干 低 か った 。6315-S,

CEZ,LMOX,CTXの こ の 株 に対 す るMICは,そ れ

ぞ れ0.2,0.2,3.1,0.8μg/mlで あ った 。

III. 考 察

7a-methoxy基 は,β-lactamaseに 対 し薬 剤 を

安 定 化 さ せ る効 果 が あ る が7,8),こ の 効 果 は,主 に

penicillinaseと 例 外 的 にP.vulgarisのcephalos-

porinaseに 強 く働 き,そ の 他 のcephalosporinaseに

対 して は安 定 化 の 効 果 は あ る もの のpenicillinaseの 場

合 に 比 べ れ ば 比 較 的 弱 い こ とが 報 告 され た2,9)。 した

が って,cephamycin系 の 薬 剤 は,cephalosperinase

に 対 して は,penicillinaseやP.vulgarisの 酵 素 の場

合 程 安 定 で は な い。Table1に 示 した6315-Sの β-

lactamase感 受 性 パ タ ー ン は,CFXの そ れ と同 様 典 型

的 なcephamycin型 で あ った。LMOXの 場 合 は,7位

側鎖 にcarboxyl基 が あ る た め にcephalosporinaseに

も安定 で あ っ たが"),6315-Sの 場 合 は,対 応 す る位 置

に 同 様 の 置 換 基 が な い た め,cephalosporinaseに は加

水 分 解 され た と考 え られ る。Penicillinase産 生 菌の 多

いE.coliやKlebsiella sp.な ど に 対 して は6315-S

は,LMOXと 同 程 度 の 抗 菌 活 性 を 示 した が,一 方,

cephalosporinase産 生 菌 の 多 いEnterobacbersp.や

Cfreundiiな どで はLMOXに 比べ て耐 性 菌 が多 い こと

が 明 らか に され た1)。 これ は,6315-Sの β-laema

感受 性パ ター ンを反 映 した もの と思わ れ る。

ABPCやCEXな どE.cotiのPBP-3に 親 和 性 の

高 い薬 剤 は,隔 壁 合成 を阻 害 して 菌 を 伸 長 させ る ことが

知 られ て い る10)。6315-Sは,こ の 部類 に 入 る薬剤 で,

PBP-3に 特 に 親 和 性 が 高 く(Fig,1),そ して,低 淵

度 でE.coliを 伸 長 させ る こ とが 明 らか に さ れ た1)。

LMOXも,既 に 報 告 され て い る 結 果 と よ く 一 致 し

て11.12),PBP-3に 親 和 性 が 高 く(Fig.1),菌 を伸

長 させ る こ と も報 告 さ れ て い る13)。 以 上 の こ と か ら,

6315-Sは,Ecoliに 対 す る抗 菌 作 用 で は,LMOXと

非 常 に類 似 した薬剤 で あ った。
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第一 世 代 のcephalosporin類 に は,CEZの よ う に感

受 性S.aureusに 高 い 抗 菌 活 性 を 示 す 薬 剤 が 多 いが,

6315-Sも 感 受 性S.aureus ATCC 25923に 活 性 が 高

く,CEZと 同 じMICを 示 した。PBPに 対 す る親 和 性

にお いて も,6315-Sは,PBP-2,-3に 対 してCEZ

とほ ぼ 同 じ親 和 性 を 示 して お り,こ の こ と は,6315-S

の 抗 菌活 性 がCEZに 匹 敵 す る とい う事 実 を よ く裏 づ け

て い る。 また,PBP-4に 対 して は,6315-Sの 方 が 親

和 性 が 高 か っ た 。 こ れ はLMOXで も 同 様 で あ り,

7a-methoxy基 の 作 用 と思 わ れ る。Methieillin-

Cefazolin耐 性S.aureusに お いて は,種 々のcephalos-

porinと 組 み 合 せ た 時,LMOXが 相 乗 作 用 を 示 す こ と

か ら14),PBP-4に 対す る親和 性 が抗 菌 活性 に影 響 す る

こ とが 示 唆 され て い るが,感 受 性 菌 で は,こ れ は,影 響

を与 え な か った 。 第 一 世 代 のcephalosporin類 とは 対

照 的 に第 三世 代 の 薬 剤 は,グ ラ ム陰 性 菌 に は 強 い抗 菌 活

性 を 示す 一 方 で,S.aureusな ど一 部 の グ ラ ム陽 性 菌 に

は活 性 が 弱 い とい う弱 点 を 持 って い る。S.aureusの

PBPに 対 す る親 和 性 を 第 三 世 代 の 代 表 的 薬 剤 で あ る

LMOXやCTXと 比 較 す る と,6315-Sの 親 和 性 は

PBP-3に 対 して は約10倍 高 く,PBP-2に 対 して は

LMOXよ り約3倍 高 く,CTXと は 同 程 度 で あ った 。

したが って,抗 菌 活 性 は,6315-Sが 最 も 高 く,つ い

でCTX,LMOXの 順 で あ る こ と を 考 え 合 わ せ る と

6315-SとCTXま た はLMOXの 抗 菌活 性 の差 は,そ

れ ぞれPBP-3ま た はPBP-2と に 対 す る親 和性 の差

に よ る もの と考 え られ る。

以 上,6315-SのE.coliとS.aureusに 対 す る抗 菌

作用 に つ いて 検 討 した。E.coliで は,PBP親 和性 や抗

菌活 性 につ いて6315-SはLMOXと 大 き な差 が な か っ

た。一 方,S.aureusに お いて は,PBP-2とPBP-3

に対 す る 親 和 性 がLMOXよ り強 い こ とが 明 らか と な

り,結 果 と して す ぐれ た 抗 菌 活 性 に反 映 した。 これ が,

6315-Sの 抗 菌 作 用 の 大 きな特 徴 であ った 。

(実 験 期 間:1982年9月 ～1984年4月)
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6315-S (FLOMOXEF), A NEW OXACEPHEM ANTIBIOTIC: 

STABILITY AGAINST ƒÀ-LACTAMASES AND AFFINITIES 

FOR PENICILLIN-BINDING PROTEINS OF ESCHERICHIA COLI 

AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

KAZUHISA MURAKAMI, MASAYOSHI DOI, KAZUHIDF NOMURA, 

SHOZO NAKAMOTO and TADASHI YOSHIDA 

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co., Ltd.

A new oxacephem antibiotic, 6315-S (flomoxef), was stable against penicillinases of both 
Staphylococcus aureus and Gram-negative bacteria and cephalosporinase of Proteus vulgaris, 
while it was hydrolyzed by cephalosporinases of other Gram-negative bacteria, though the 
hydrolysis rates were low. 

6315-S bound to the PBP's-la, -1b, -3, -4. -5 and -6 of E. coli K12. It showed high 
affinity especially for PBP's- 1 a and -3. In this respect it was comparable to latamoxef 

(LMOX), and both antibiotics had similar antibacterial activity against E. coli. 
6315-S and cefazolin (CEZ) showed similar affinity for PBP's-2 and -3 of S. aureus 

ATCC 25923 and both antibiotics had the same MIC. In addition, 6315-S showed high af-
finity for PBP-4 while CEZ did not. On the other hand, the affinity of 6315-S for PBP-3 
was about ten times higher than that of LMOX and cefotaxime (CTX) and about three 
times higher for PBP-2 than that of LMOX. This might relate to the anti-staphylococcal 
activity of 6315-S which is four and sixteen times stronger than that of CTX and LMOX, 
respectively.


