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Escherichiacoli IU591の β-ラ ク タ マ ー ゼ に対 す る

CarumonamとAztreonamの 安 定 性

有沢幹雄 ・関根 譲 ・丸山博巳

日本ロシュ研究所

Escherichia coli 1U 591はcarumonam (CRMN) お よびaztreonam (AZT) に感 性

で,そ れぞれの薬剤のMICは,0.1お よび0.78μg/mlで あ った。 しか し,こ の時の各々

の薬剤のsub-MICで 生育 している菌液を用い,更 にそのMICを 測定する という同様の操

作 を繰 り返 してい くと,CRMNの 場 合,5回 継 代でMICは0.1か ら3.13μg/m1へ の上昇

にとどまったのに対 し,AZTの 場合,同 じ5回 継代でMICは0.78か ら3,200μg/mlへ

と急上昇し,高 度耐性 となった。 そこで,こ のMIC上 昇 とβ-ラ クタマーゼ比活性の相関

を調べた ところ,CRMNで は β-ラ クタマーゼの比活性に全 く変化が認められなかったの

に対 し,AZTで は5回 継代でその比活性 は75倍 の上昇が認め られた。その比活性の上昇

の経時的変化はMIC上 昇 のそれ と平行 していた。このAZT耐 性 お よび酵素比活性 は,薬

剤非添加培地中で7回 継代培養 しても変化せず,β-ラ クタマーゼが構成的 に産生されてい

ることを示唆 した。次 に,精 製 β-ラ クタマーゼで基質特異性 を調べたところ,100μMで

の2薬 剤の加水分解速度 はAZTがcephaloridineの2.4%,CRMNは 測 定限界以下(<

0.01%)で あ り,本 酵素がAZTをCRMNの 数 十倍以上の速度で分解することが分かっ

た。これらの結果 は,Ecoli 1u591のAzTに 対 する急速な耐性獲得が,AzT分 解 β一ラ

クタマーゼ産生の上昇により起 こることを示 している。

序 文

Carumonam(CRMN)1,2)は,単 環 β-ラ クタ ム を有

す る新 規 合成 ス ル フ ァゼ シ ン誘 導 体 で あ り,化 学 名 は

disodium(+)-(Z)-〔[[1-(2-amino-4-thiazoly1)-2-

[〔(2S,3S)-2-(carbamoyloxymethyl)-4-oxo-1-sul-

fonato-3-azetidinyl]amino〕-2-oxoethylidene〕

amino〕oxy〕acetateで あ る。我 々 は本 剤 と,同 じ単 環 性

β-ラ ク タムaztreonam(AZT)と の 比 較 評 価 実 験 中3),

臨床分 離株&cherichiacoliIU591がAZTに 対 しての

み耐性 を獲 得 す る こ とを見 い 出 した 。 そ こで この 耐性 獲

得 とその発 現 機構 に つい て研 究 した の で報 告 す る。

材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

CRMN,AZTお よ びcefuroxime(CXM)は ホ

フ マ ン ・ラ ・ロ シ ュ社(ス イ ス)よ り 入 手 し た 。

Nitroce負nは 英 国 グ ラ ク ソ社 よ り恵 与 さ れ た。 そ の

他 の 薬 剤 は 次 の 各 社 か ら 購 入 し た 。PenicillinG

(PCG,明 治 製 菓),ampicillin(ABPC,東 洋 醸

造),cephaloridine(CER,塩 野 義 製 薬),cefazolin

(CEZ,藤 沢 薬 品),cefotiam(CTM,武 田 薬 品),

cefoperazone(CFP,富 山 化 学),cefotaxime

(CTX,ヘ キ ス トジ ャ バ ン/日 本 ル セ ル)。

2.使 用 菌 株

EcolilU591は 尿 路 感 染 症 患 者 よ り分 離 さ れ た

株 で あ る 。 菌 の 鑑 別 は エ ン テ ロ チ ュ ー ブ 〈ロ シ ュ 〉

を用 い,S.T.COWANの 同 定 手 び き4)を も参 考 に 行

っ た 。 本 菌 の 生 化 学 反 応 は 次 の 通 り でcitrobacter

diversusと の 類 似 点 も認 め ら れ た が,ア ドニ ッ ト反

応 は 陰 性 で あ っ た 。 グ ル コ ー ス(+),グ ル コ ー ス か

ら の ガ ス発 生(+),リ ジ ン デ カ ル ボ キ シ ラー ゼ(-),

オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ(+),H2S(-),イ

ン ドー ル(+),ラ ク トー ス(+),ズ ル シ ッ ト(+),

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン デ ア ミ ナ ー ゼ(-),ウ レ ア ー ゼ

(-),ク エ ン酸(-),ア ドニ ッ ト(-)な ど の 生 化 学

的 性 状 を示 し た 。

E.coliGN 5482, Citrobacter freundii GN 7391は

群 馬 大 学 医 学 部 三 橋 教 授,Klebsiella oxytoca 1082E

は グ ラ ク ソ 社(英 国)よ り 分 与 さ れ た 。Proteus



158 CHEMOTHERAPY JUNE 1987

vulgarsis 5D63-1は 臨 床分離株である。

3.MIC測 定 および継代培養

96穴 マイクロテス トプレー ト(ヌ ンク社)を 用い

た。 まず2倍 連続希釈 した薬剤 を含 むSensitivity

TestBroth(STB)(日 水)で37℃,18時 間培養を

行いMICを 求 めた。継代培養を実施 した場合は,前

実験 で1/2MICを 示 した ウェルの菌を滅菌楊枝で

新 しく調製 した薬剤含有培地に接種 し,2回 目の培

養を行 った。同様 の方法で順次継代培養 を繰 り返 し

た。

4.β-ラ クタマーゼ活性測定

β-ラ クタマーゼ活性は0℃ALLAGHANら の 方法5)

に従 って分光分析 を行 った。酵 素精製 は基質 として

100μMのCERを 用 い以前の報告6)通 りA260の 減

少速度 により酵素活性を測定 して進めた。

継代培養中の菌体 β-ラ クタマーゼ比活性 の測定

は,次 の方法で行った。ウェルに増殖 した菌液0 .05

mlを6mlのBrain Heart Infusion (BHIB) 培地

(栄研)に 接種 し,37℃ 約3時 間振盈培養 した。培養

終了時に培養液の濁度を660nmで 測定 した後,培

養液 を50mM燐 酸緩衝液(pH7.0)で2倍 希釈 し,

超 音波破砕(TOMY, Model UR-200P) して粗酵素

液 とした。次にNitrocefin (100μM) を基 質 として

培養液1ml当 りの酵素活性(A482/min)を 求 め,こ

の値を先に測定 した濁度で割 って比活性を算出した。

したがって比活性の単位はA482/min/A660で 表 わ し

た。

5.β-ラ クタマーゼ誘導

Ecolilu591をBHIBでA660が 約0.5に な るま

で37℃ 振量培養で増殖 させた後2m1ず つ 試験管 に

分注 した。薬剤0.1m1を 添加 し,37℃ で さらに60

分振盈培養 しA660で 濁 度を測定 した。全培養液中の

β-ラ クタマーゼ活性 は,前 述の継代培養実験の β一

ラクタマーゼ活性測定 と同 じ方法でnitroce丘nを 基

質 として求めた。

6.EcoliIU591の 産 生するβ-ラ クタマーゼの

精製

あらか じめAZT含 有 培地 で7回 継代培 養 した

EcoliIU591をAZT800μg/ml添 加 のSTB培 地

で1晩 培 養 した。 この前培 養液50mlを2 .4Lの

Trypto-Soybroth(栄 研)に 接種 し37℃ でA
660≒

1に なるまで振盈培養 した。菌体 をフレンチプレス

で破砕 し,遠 心で得た上清 を次の方法で順次精製 し

た。先ず上清をstreptomycin処 理 し,遠 心,除 核酸

Table 1 Change in susceptibility of six

independent colonies of E. coli

1U591 by transfer through sub-

lethal concentration of CRMN

or AZT

*:0=no transfer

**:geometric mean MIC inƒÊg/m1

(): MIC range of six clones of E. coli 1U591-

: not done

後10mMの 燐 酸緩衝液(pH7.0)中,CM-セ ファ

ロー スCL-6Bの0～0.3MNaCl直 線 型濃度勾配

によるカラムクロマ トを行い,次 に トヨパールHW

-50Sを 用 い
,0.1MNaClを 添加 した50mM燐 酸緩

衝液(pH7.0)溶 出 によりカラムクロマ トを行った。

これを再度,CM-セ フ ァロースCL-6Bに よるカラ

ムクロマ トを行い,精 製標品 とした。最終的な活性

収率は13.7%,精 製 度は60倍 で あった。

実 験 結 果

1.耐 性獲得

Ecoli 1u 591はcRMNお よびAzTに 対 し感性

Fig. 1 Development of resistance to aztreonam

and increase in ƒÀ-lactamase
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でありMICは それぞれ0.1μg/mlお よび0.78μg/

mlで あった。しか しなが ら,こ れら薬剤 とsub-MIC

量を含む培地中で継代培養 した場合,Ecoli lU591

の両剤に対する挙動は大 きく異なった。Table1は,

単一コロニー分離 を行い,そ の中から6個 の菌株 を

用いCRMNま たはAZT含 有 培地で継代培養 した

場合のEcoliIU591のMIC変 動 を調べた結果で

ある。CRMNに 対 する感受性 は3回 の継代 を経 て

もほとんど変化 しなかったが,AZTに 対 しては1

回の継代だけで6個 の菌株全てMICは800μg/ml

以上 を示 し耐性 となった。

同様の継代培養を,他 のcefazolin耐 性Ecoli8

株お よび分類学上近縁関係のある4)Citrobacter属 の

2種,Cfreundiiお よびCdiversus3株 ず つを用

いて行ったが,耐 性の獲得は認 められなかった。 ま

たCRMNに 対 して耐性でAZTに 感 性 とな るもの

も見い出されなか った。

2.MIC変 化 とβ-ラ クタマーゼ活性

継代培養による耐性獲得において,E.coliIU591

がCRMNとAZTに 対 し異 なった挙動 を示す原因

を究明する目的で,継 代回数 とβ-ラ クタマーゼ比活

性の関係を調べた。Fig.1に 示 す通 り,AZTに 対 す

る急速な耐性獲得 と同時に β-ラ クタマーゼの比活

性も高くな り,MICの 上 昇 とβ-ラ クタマーゼ比活

性の上昇はほぼ平行関係にあった。一方,CRMNで

は5回 の 継 代 でMICは0.1μg/m1か ら3.13μg/

m1に な ったが β-ラ クタマーゼの比活性上昇は全 く

認められなかった。

Fig 2 Transfer through antibiotic-free medium

of E. coli 1U591 acquired resistance to

aztreonam

Fig. 3 Molecular weight determination by SDS-

PAGE

Table 2 Comparison of substrate profile of 0-lactamase from

E. coli 1U591 with that of other 0-lactamases

concentration of substrates: 100 pM

hydrdysis rate of CER=100-

: not done
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耐性獲得後,続 けて行 った抗生物質無添加培地中

の継代培養においては,β-ラ クタマーゼ比活性の変

化 は6回 継代後 で も認 められず一定値 を保持 した

(Fig.2)。

一方
,AzT,cRMNのEcolilu591β-ラ クタ

マーゼ誘 導能 につ いて調べ たが0.39～100μg/m1

で誘 導は観察 されなかった。

3.Ecolilu591の 産 生するβ-ラ クタマーゼの

性質

AZT含 有培地 中で継代培養することによ り,β 一

ラクタマーゼ活性が高 くなることが明らかになった。

ここで,こ の酵素がCRMNよ りAZTを 速 く分解

するなら,本 β-ラクタマーゼのAZT耐 性機構への

寄与が一層確実 となる。そこで,β-ラ クタマーゼの

精製を行った。その結果EcoliIU591の β-ラ クタ

マーゼは分子量31,000(Fig.3)で あ り,基 質特異性

は広 くペナム系および第3世 代セファロスポ リンを

含むセ フェム系 β-ラ クタムを分解 した(Table2)。

単 環系 β-ラ クタム2剤 の うちAZTはCERの2.4

%の 速 度 で加水 分解 されたがCRMNは0.01%以

下 であり,AZTよ り安定であることが分かった。

さらに比較のためTable2に は,第3世 代セファ

ロ スポ リンを分解 す る ことが知 られ てい る κ.

Oxytocaお よ びPmlgarisの セ フロキシマーゼ型酵

素7),典 型的Ecoliさ らに近縁種Cfreundiiの 酵

素の基質特異性 も示 した。EcoliIU591β-ラ クタ

Fig. 4 Hydrolysis of aztreonam and caru-

monam by ƒÀ-lactamase from E. coli

1U591

Table 3 Km and relative Vmax of P-

lactamase from E. coli 1U591

for various i3-lactams

Table 4 Substrate profile of fl-lactamases

obtained from E. coli 1U591 before

and after transfer through AZT

containing medium

*:CER=100

マーゼはこれらの酵素 と基質特異性 を異にする別タ

イプであることが明 らか となった。

本 酵 素 のAZTに 対 す るKm,VmaxはLin-

eweaver-Burkプ ロ ットからKm28.5μM,Vmax

はCERの1.2%と 求 められた(Fig.4)。 他のβ-ラク

タムに対するKm,Vmaxも 測定 し(Table3)触 媒

係数(Vmax/Km)を 比 較す るとEcoliIU591β-

ラ クタマーゼに対 しAZT,CTXがCRMNに 次い

で安定で,CPZ,CXMが それ らに続いた。

4.継 代培養前後の β-ラ クタマーゼ

前述の通 りAZTに 対 しEcoliIU591が 耐性を

獲得する過程 において β-ラ クタマーゼの比活性が

数十倍上昇することが明 らか となった。 しかし,耐

性機構を明 らかにするためには,継 代培養前後の酵

素が同一か否かを認べ ることは重要である。継代前

および後のEcoliIU591を 用 い β-ラ クタマーゼ基
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Table 5 Susceptibility to CRMN and AZT of E. coli 1U591

transferred through AZT containing medium

質特異性を調べた(Table4)。 両酵素 とも同一の基

質特異性を示 し耐性獲得過程において同一酵素の量

的変化が起 こった ことが明らか となった。

5.交 叉耐性

AZT含 有 培地 中で継代 しAZT耐 性 となったE

colilu591のcRMNに 対 する感受性を調べた。単

一分離法で得た3個 の菌株を用いて
,5回AZT含 有

培地中で継代後,6回 目の継代の際CRMNのMIC

を求めた。Table5に 示 す通 りEcoliIU591は5

回の継代で800～1,600μg/mlのMICを 示 し高度

耐性 とな ったが,こ れ らの株 に対 してCRMNは

MICO.2～0.39μg/mlで 抗菌活性 を示 し,AZT耐

性株にもCRMNは 有 効であることが分かった。

考 察

EcoliIU591はsub-MIC濃 度 のAZTを 含 む培

地中で継代培養するとAZTに 対 する耐性 を急速 に

獲得 した。 しか し,同 じ単環系 β-ラ クタムである

CRMNに お いては,同 様の方法 を用いて も耐性獲

得は認められなかった。この2薬 剤に対するEcoli

lU591の 挙 動の違いを,β-ラ クタマーゼ との関連を

中心に検討 した結果,次 の点が明 らか となった。(1)

AZT含 有培地中で継代するとEcolilU591の β-

ラクタマーゼ活性は60倍 に増加 した。(2)その際の β

-ラ クタマーゼ比活性上昇 とMIC上 昇 の経時 的変

化はほぼ平行 していた。(3)このEcoliIU591か ら

単一コロニー分離 した6個 の菌株を用いた継代培養

実験において も,こ れら6株 全てのMIC上 昇パ タ

ーンは同じであった
。(4>一度 耐性になった株は,抗

生物質無添加培地 を6回 継代 して もβ一ラクタマー

ゼの比活性は減少 しなかった。(5>EcoliIU591の

β-ラクタマーゼはAZT,CRMNで 誘 導されなかっ

た。(6>AZT,CRMNと もにEcoliIU591の 産生

するβ-ラ クタマーゼに安定であったが,こ の2薬 剤

を比較する とAZTはCRMNの100倍 以 上の速 さ

で加 水分解 を受 けた。 これ らの結 果 は,Ecoli

lU591の β-ラ クタマーゼ高度生産株がAZTに よ

り選別され,そ の結果 として耐性を獲得 することを

示唆 している。一方,CRMNは 本菌株の β-ラ クタ

マーゼに安定であ り,β-ラ クタマーゼ高度生産株の

選別が起 こらない と考えられ る。

一般的に
,薬 剤耐性機構の もう一つの重要な因子

として薬剤の膜透過性がある8)。今回の研究では,こ

の点を検討 していない。しかし,AZT耐 性 獲得株の

β-ラ クタマーゼ量が感性株 よ り数十倍高 いこと,

MIC上 昇 と酵素比活性上昇に平行関係があ った こ

とを考 えると,β-ラ クタマーゼがEcoli1U591の

AZT耐 性 において主たる役割 を果た してい ると推

察 される。

しか し,急 速 なMIC上 昇 が単一 に分離 された6

個 の菌株で同様 に観察 されること,継 代の際の接種

菌量が105cells/well以 下 であることを考慮する と,

Ecolilu591は,β-ラ クタマーゼ発現に関する変

異 率が 高 い株 で あ る と推察 され る。FINDELLと

SHERRIs9)お よ びTHoMAsらlolはE.cloacaeで

cefamandole耐 性 変異株 の出現頻度が通常 よ り高

く,こ の高い変異率がEcloacaeのcefamandole耐

性 機構 の一 つ であ る ことを示 して い る。Ecoli

lU591のAZT耐 性 機構 もEcloacaeの 場 合 に類似

していると思われ るが,こ れらの点 を確かめるには

変異頻度の測定などの検討が必要である。また,こ の

ようなAZT耐 性Ecoliの 分離頻度 につ いては調

べてはいないが,今 回得 られた1株 はCRMN評 価

中に臨床分離株約百数十株の中か ら見い出された も

のである。今後分離頻度についても検討 してみたい。
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AN E. COLI STRAIN WHICH DEVELOPED RESISTANCE

TO AZTREONAM BUT NOT TO CARUMONAM: RESISTANCE

DEVELOPMENT KINETICS AND ƒÀ-LACTAMASE

MIKIO ARISAWA, YUZURU SEKINE and HIROMI MARUYAMA

Nippon Roche Research Center, Kamakura, Kanagawa

Escherichia coli 1U591 developed resistance to aztreonam (AZT), but not to carumonam (CRMN),

by more than 2,000 times by five transfers through a medium containing a sublethal concentration of

AZT. A concomitant increase in fl-lactamase activity was observed . The subsequent transfer of

AZT-resistant E. coli 1U591 to an antibiotic-free medium showed no reduction in the MIC of ƒÀ-

lactamase activity. Furthermore, the ,8-lactamase purified from the strain hydrolyzed AZT but not

CRMN, suggesting a major role of the fl-lactamase in the development of resistance. The substrate

profile of this fl-lactamase indicated that it differs from those of Proteus vulgaris and Klebsiella

oxytoca.


