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Carumonamの β-lactamaseに 対 す る安 定性

お よび β-lactamase産 生 菌 に対 す る抗 菌 力

小此木研二 ・久野光造

武田薬品工業株式会社中央研究所

Carumonam(CRMN)はaztreonam(AZT)お よ び 種 々 の 第3世 代 セ フ ェム 剤 を加 水

分 解 す るKlebsiella oxytoca, Proteus vulgarisお よ び.Bacteroides fragilisの 酵 素 を 含 む7

種 の 染 色 体 性 β-1actamaseお よ び12種 の プ ラ ス ミ ド性 β-lactamaseの い ず れ に 対 し て

も きわ め て 安 定 で あ っ た 。 こ の 安 定 性 を 反 映 し て,CRMNは ほ と ん ど の β-lactamase産

生 菌 に対 し て 強 い 抗 菌 力 を 示 し,と くにK.oxytocaの β-1actamase高 活 性 株 に対 して は

AZTよ り16～512倍 強 い 抗 菌 力 を 示 し た 。 一 方,CRMNはpenicillinaseお よ びP.

vulgarisのoxyimino-cephalosporinaseに 対 して 低 親 和 性 で あ っ た が,cephalosporinase

に 対 して は比 較 的 高 親 和 性 で あ っ た 。 ま た,CRMNの β一1actamase誘 導 活 性 は 弱 く,大

部 分 の 菌 の 生 育 を 阻 止 す る10μg/mlで は ほ と ん ど誘 導 活 性 を 示 さな か っ た 。

は じ め に

近 年,臨 床 材 料 か ら分 離 さ れ る 細 菌 の 多 く が β-

lactamase産 生菌 で あ る ので,β 一lactamaseに 安 定 で あ

るこ とは β-ラ クタ ム剤 の必 須 条 件 の 一 つで あ る。そ こで

sulfazecin')型 の 新 単 環 性 β-ラ ク タ ム 抗 生 物 質car-

umonamの 各種 β-lactamaseに 対 す る安 定 性 お よ び 親

和性,β-lactamase誘 導活 性 と と もに β-lactamase産

生菌 に対 す る抗菌 力 を調 べ,aztreonam, cefmenoxime

お よびcefoperazoneの それ ら と比 較 し た。

実 験 材 料 お よ び 方 法

1.使 用 菌 株 お よ びRプ ラ ス ミ ド

主 と し てTable1に 示 した 臨 床 分 離 株 お よ び そ れ

ら よ り得 た β-lactamase欠 損 変 異 株,β-1actamase

構成 型変 異株 を用 い た 。Rプ ラ ス ミ ド16種(R1,RP4,

R997,R1010,RGN238,R46,R57b,R2,

RP1,pMG90,pMG48,RIP64,RPL11,R151,

Rms149,pMG19)2)お よ び そ れ ら の 宿 主 菌

Escherichia coli J53-2, Pseudomonas aeruginosa

PU21お よ びPAO38はJAcoBY博 士(Massa-

chusettsGeneralHospita1,Boston)よ り分 与 さ れ

た。

2.使 用 薬 剤

Carumonam(CRMN)お よ び 類 縁 物 質1

(CRMNの 開 環 体;Fig.1)は 武 田 薬 品 工 業 株 式 会

社 中 央 研 究 所 で 合 成 し た も の を,aztreonam

(AZT)はHoffmann-LaRochelnc.,USAよ り分

与 さ れ た もの を用 い た 。Cefmenoxime(CMX;武

田 薬 品),cefoperazone(CPZ;富 山 化 学),ce-

Fig. 1 Chemical structures of carumonam and

related compounds.

Carumonam

Related compound I

Aztreonam
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Table 1 Bacterial strains

phaloridine(CER;塩 野 義 製 薬),cephalothin

(CET;塩 野 義 製 薬),ampicillin(ABPC;武 田薬

品)お よ びbenzylpenicillin(PCG;明 治 製 菓)は 市

販 品 を用 い た。

3.β-Lactamase

Enterobacter cloacae TN1282,Citrobacter

freundii GN1706,Paeruginosa U31,Serratia

mrcescens TN81,Proteus vulgaris GN4413,

Bacteroides frasilis V284-3,Klebsiella oxytoca

TN1719,Staphylococcus aureus 1840,E.coli

TN713(TEM-1;1型),E.coli TN649(OXA

-1;II型)お よ びP.aeruginosa GN3407(PSE -1;

IV型)の β-lactamaseは 既 報 の 精 製 酵 素3)を 用 い

た。 また,そ の 他 の プ ラ ス ミ ド性 β-lactamaseはR

プ ラ ス ミ ドを保 有 す るE.coli J53-2,Paeruginosa

PU21ま た はPAO38を20mlのTrypticase soy

broth(BBL Microbiology System)で 対 数 増 殖 後

期 ま で 培 養 し,遠 心 分 離 し て 得 た 菌 体 を4mlの

0.05Mリ ン酸緩衡液(pH6.9)に 懸濁 して超音波処理

(2。5A,1分)し た後,菌 体破 片を遠心除去 して得

た。

4.β-Lactamase活 性 測定法

CRMNお よ びAZTの 加 水 分解 速度 は下記の

UV法 お よびバイオアッセイ法で,そ の他の薬剤の

加 水 分解速 度 は ミクロ ヨウ素法3)で 測定 した。

Penicillinase(PCase)お よ びcephalosporinase

(CSase)の1ユ ニ ッ ト(U)は それぞれ1μmolの

PCGお よびCERを30℃,1分 間 で加水分解する酵

素量 とした。 また,阻 害定数(Ki)はABPCま たは

CETを 基 質 とし,既 報 に準じてLineweaver-Burk

プ ロ ットより求 めた3)。

(i)UV法:反 応液組成 は2mM基 質0.2ml,酵

素液0.1mlお よび0.05Mリ ン酸緩衝液(pH6.9)

1.7mlと し,酵 素反応 は30℃ に保温 したGilford

250分 光光度計 に装着 したキュベ ッ トの中で行った。

基質の加水分解速度 は215ま た は320nmに お ける
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Fig. 2 HPLC of carumonam and its hydrolysis
product.
(A) Carumonam, (B) carumonam incubated
with P. vulgaris j3-lactamase,(C) Related
compound I.

A

B

C

UV吸 収 の減少 を記録 し,単 位時間当た りのUV吸

収の変化値 より求めた。なお,CRMNお よびAZT

の加 水分解 前後 の分子吸光係数の差(Δ ε;M-1.

cm-1)は215nmで は1340お よび1320,320nmで

は420お よび490で あ った。

(ii)バ イオアッセイ法:酵 素液0。025ml,2mM

基 質0.05mlお よび0.05Mリ ン酸緩衝液(pH6.9)

0.425mlよ り成る反応液を30℃ でイ ンキュベー ト

し,一 定時間毎 にサンプリングした反応液25μ1を

475μ1の メタ ノールに加えて反応を停止 させた。基

質の加水分解速度は残存薬剤量 をEcoliLD-2を

試 験菌 とするペーパーデ ィスク法で測定 して求めた。

5.β-Lactamaseの 誘 導

β-Lactamaseの 誘 導 は既 報4)の とお りBrain

heart infusion培 地(栄 研)を 用い,培 養液の600nm

にお ける吸光度が1に 達 した時点で薬剤 を添加 し,

30℃ で1時 間培養 して行った。 β-Lactamase活 性

は0.2mMのCERを 基 質 として ミクロヨウ素法 で

測定 した。

Table 2 Stability of carumonam and reference antibiotics

to hydrolysis by R-lactamases

a) The activity was determined spectrophotometrically, microbiologically,
or microiodometrically using a 0.2 mM concentration of each substrate
and was expressed as relative rate of hydrolysis, taking the rate for
benzylpenicillin (penicillinase) or cephaloridine (cephalosporinase) as 100.
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6.高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)

HPLCはWatersモ デ ル6000Aポ ン プ,モ デ ル

440検 出 器(254mn)お よ びNucleosil5C18カ ラ ム

(0.4×15cm;MachereyNagelCo.)を 用 い,0.01

%硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム,メ タ ノー ル,酢 酸(97:2:1,

v/v)を 移 動 相 と し て 流 速0.8m1/min,室 温 で 行 っ

た 。

7.抗 菌 力 の 測 定

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は 日本 化 学 療 法 学 会 標

準 法 に 従 い,Mueller Hinton培 地(Difco)を 用 い

た 寒 天 平 板 希 釈 法 で 測 定 し た 。 接 種 菌 液 はMueller

Hinton broth(Difco)で37℃,1夜 培 養 した 菌 液 を

同 培 地 で106colony-forming units/mlに 希 釈 し て

調 製 し,そ の5μlを ミ ク ロ プ ラ ン タ ー(佐 久 間)を

用 い て 薬 剤 含 有 平 板 培 地 に 接 種 し た 。

実 験 結 果

1.β-Lactamaseに よ るCRMNの 加 水 分 解

CRMNにP.vulgaris GN4413の β-lactamase

を 作 用 させ た 後 の 産 物 をHPLCで 調 べ た(Fig.2)。

CRMNの 保 持 時 間 が10。1分 で あ っ た の に 対 し,

CRMN(196μM)に 大 量 の 酵 素(6μM)を30℃ で

90分 間 作 用 させ る と,保 持 時 間6.7分 の 新 た な ピー

クが 出 現 し た。 こ の ピ ー ク はCRMNの 開 環 体 で あ

る類 縁 物 質1(Fig.1)と 同 定 さ れ た 。 ま た,反 応 液

中 の 残 存CRMN量 と開 環 体 の 量 と の 総 計 は 最 初 に

加 え たCRMNの 量 に一 致 し,90分 間 の イ ン キ ュベ

ー シ ョ ン 中 にCRMNの83%が 開 環 体 に 転 換 さ れ

た 。一 方,320nmの 吸 収 の 減 少 か ら推 定 した 同 条 件

下 で のCRMNの 加 水 分 解 率 は82%で あ り,こ の 時

のCRMN加 水 分 解 の 初 速 度 は1分 間 に 酵 素1モ ル

当 り0.41モ ル と計 算 され た 。

2.β-Lactamaseに 対 す る安 定 性

CRMN,AZT,CMXお よ びCPZの 各 種 β-

1actamaseに 対 す る 安 定 性 を 比 較 し た(Table2)。

E.cloacae TN1282,C.freun4ii GN1706,P

aerUginosa U31,S.marcescens TN81,P.vulgaris

GN4413 B. fyagilis V284-3お よ びK.oxytoca

TN1719の 酵 素 は染 色 体 性 β-lactamaseで あ り,そ

の 他 は プ ラ ス ミ ド性 β-lactamaseで あ る 。

CRMNは これ らの β-1actamaseに 高 い安 定 性 を

示 し,AZT,CMXお よ びCPZを 加 水 分 解 す る1(.

oλytocaお よ びPvu匁ansの β-lactamaseに 対 し

て も き わ め て 安 定 で あ っ た 。Rf勉8i込 の 酵 素 で

Table 3 Inhibition of R-lactamases by
carumonam and aztreonam

a) Ki was determined by assessing the ability

of antibiotics to inhibit the hydrolysis of

ampicillin or cephalothin.

CRMNも わ ず か に 加 水 分 解 さ れ た が,調 べ た薬 剤

中 で は 最 も安 定 で あ っ た 。 ま た,CRMNはPSE-

2,PSE-3な ど の 一 部 の プ ラ ス ミ ド性 β-lactamase

で 若 干 加 水 分 解 さ れ た が,そ の 加 水 分 解 速 度 はPCG

加 水 分 解 速 度 の1%以 下 で あ っ た 。

3.β-Lactamaseに 対 す る 親 和 性

β－Lactamase阻 害 活 性 を 測 定 す る こ と に よっ て

酵 素 に 対 す る親 和 性 を調 べ た(Table3)。CRMN

は プ ラ ス ミ ド性 β-1actamaseお よ び Ｋ．oxytoca

TN1719,Pvulｇ1arisGN4413の β-1actamaseを 阻

害 しな か っ た が,EcloacaeTN1282,Cfreun4ii

GN1706お よ びS.mrcescensTN81の 染 色 体 性

CSaseに 高 い 親 和 性 を 示 し て 拮 抗 的 に 強 く阻 害 し,

そ の 阻 害 定 数(Ki)はo.14～0.72μMで あ った。 一

方,AZTは 上 記CSaseをCRMNよ り強 く阻害 し

た ほ か,Pvu4garisお よ び 、K.oxytocaの β-

lactamaseに 対 して も阻 害 作 用 を 示 し,CRMNよ

り β-lactamaseに 高 親 和 性 で あ っ た 。

4.β-Lactamase誘 導 活 性

Ecloa6aeGN5797(CRMN,AZT,CMX,

CPZ,CFXのMICは そ れ ぞ れ0.1,0.39,0.78,

0.78,100μg/ml),S.marcescms72-2(CRMN,

AZT,CMX,CPZ,CFXのMICは そ れ ぞ れ

0.2,0.78,1.56,6.25,100μg/ml)お よ びP.vulgans

GN4421(CRMN,AZT,CMX,CPZ,CFXの

MICは そ れ ぞ れ0.025,0.025,0.1,0.78,3.13μg/
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Fig. 3 Induction of  g-lactamases.
The P-lactamases of (A) E. cloacae
GN5797, B) S. marcescens 72-2, and (C) P.
vulgaris GN4421 were induced with 10

(I), 100 (J), and 1000 (E) jig/ml of each
antibiotic.

A

B

C

ml)を 薬 剤 存 在 下 で1時 間 培 養 し,菌 体 内 お よ び培

地 中 の 全 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。な お,こ の と き,1000

μg/mlのCMXお よ びCFXでE. cloacae GN5797

が 溶 菌 した 以 外 は顕 著 な 溶 菌 は認 め られ な か っ た 。

CRMNお よ びAZTは,β-lactamase誘 導 活 性

が 弱 いCPZ5)と 同 様,E. cloacae GN5797お よ びS.

marcescens 72-2の β-lactamaseを ほ と ん ど誘 導 し

なか っ た 。 ま た,P.vulgaris GN4421で はCRMN

の 誘 導 活 性 はCPZよ り強 い が,AZT, CMX, CFX

よ り 弱 く,10μ9/mlで はCRMNは β-lactamase

を ご くわ ず か しか 誘 導 し な か っ た(Fig.3)。

5.抗 菌 力

染 色 体 性 β-lactamase産 生 菌(Table 4)お よ び プ

ラス ミ ド性 β-lactamase産 生 菌(Table 5)に 対 す る

CRMNお よ び 対 照 薬 剤 の 抗 菌 力 を 比 較 し た 。

CRMNは 大 部 分 の β-lactamase産 生 菌 に 対 し て 強

い抗 菌 力 を 示 し,と くに,P .vulgaris, K. oxytoca,

E. coliお よ びP. aeruginosaに 対 す る 抗 菌 力 は β-

Fig. 4 Correlation between ƒÀ-lactamase activ-

ity and susceptibility to carumonam (•›)

and aztreonam (•œ) in clinical isolates of

K. oxytoca.

MICs against producers of low level of ƒÀ

-lactamase were means of results for 12

strains bars indicate the range.

d-Lactamase activity(U mg d. w.)

1actamase産 生 の有無にほ とん ど影響 されなか った。

しか し,大 量の β-lactamaseを 構 成的に産生 し,対

照薬剤のすべてに耐性なE. cloacae CS4494お よび

P.morganii GN4738はCRMNに 対 しても低い感

受 性 を示 した。CRMNに 高 い感 受 性 を示 すβ-

lactamase産 生 菌 の う ちK. oxytoca TN1719が

AZTとCPZに,P.vulgaris CS4017がCMXと

CPZに,ま た,多 くのプラスミド性 β-lactamase産

生 菌がCPZに 低感受性 であった。

一方
,27株 の臨床分離K. oxytocaの β-lactamase

活 性 を調べた結果,低 活性株12株(0.01～0.08U/

mgdry weight)と 高 活性株15株(1～7U/mg dry

weight)と に区分で きた。 それ らのCRMNお よび

AZTに 対 する感受性 を調べた ところ,Fig.4に 示

すように,CRMNに 対 しては全株が高い感受性 を

示したが,AZTに 対 して高活性株 は耐性であ り,高

活性株 に対するCRMNの 抗 菌力 はAZTの 抗 菌力

の16～512倍 で あった。

考 察

CRMNは 染 色 体 性 お よ び プ ラ ス ミ ド性 β-

lactamaseの い ずれに対 してもきわめて安定 であっ
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Table 4 Antibacterial activity of carumonam and reference antibiotics

against bacteria with or without a chromosomal R-lactamase

a) The R-lactamase activities of K. oxytoca was determined with benzylpenicillin

as a substrate, and those of remainder with cephaloridine .

b) Induced with 1mg/ml of benzylpenicillin.

た。 し か し,大 量 のP.vulgaris GN4413 β-

lactamase(oxyimino-cephalosporinase;

CXMase)を 作 用させた場合には不活化され,そ の

不活化産物 はβ-ラ クタム環の開環体 であることが

HPLCに よって確認 された。この結果は,き わめて

わずかではあるが,CRMNの 単 環性 β-ラ クタム環

もAZT6)やnocardicinA7)の それ ら と同様 に β-

1actamaseの 作用 を受 けることを示 している。

CRMNはCSaseに 高 い親和性を示 し,PCaseお

よびCXM aseに 対 して極 めて低親和性であったが ,

い ずれの酵素に対 しても安定であった。 この ことは
,

CSaseに よるCRMNの 加水分解反応 においては ミ

カエ リス型複合体形成後の反応が律速段階であるの

に対 し,PCaseお よびCXMaseに よる反応 では複

合体形成の過程 も律速 となっていることを示唆する。

実際,CXMaseに 対 してCRMNよ り高い親和性を

示 すAZTは 本 酵素 で加水分解 されたが,CRMN

は極 めて安定であった。

β-Lactamaseに 対 する高い安定性 を反映 して,

CRMNはEcloacaeCS4494お よびPmorganii

GN4738以 外 の β-lactamase産 生 菌 に対 して強い

抗菌力 を示 した。E.cloacae CS4494はGN5788株

よ り得 られた変異株であり,大 量のβ-lactamaseを

構成的に産生 し,ほ とんどの β-ラ クタム抗生物質に

耐性である。CRMNお よびAZTはE.cloacaeの β

-lactamaseに きわめて安定であるが
,本 酵素に高い

親和性を示すのでCS4494株 の 両薬剤 に対する耐性

はいわゆるβ-lactamaseに よ る非分解型透過障害

機構(nohhydrolytic barrier mechanism)8～10)に よ

る もの と考 えられる。一方,P,morganii GN4738

は大 量の β-lactamaseを 構 成的に産生する臨床分

離株であ り,多 くの β-ラ クタム抗生物質 に対 して,

低 β-lactamase活 性 の1)morganii IFO3168よ り

低感受性であった。 この株の粗酵素液でCRMNは

加 水分解 されなかったが,109CFU/mlの 培養液に

CRMNを100μg/mlの 濃 度 に加 えて37℃ でイン

キュベー トすると,4時 間で薬剤の50%が 不活化さ

れた。 このことか ら,こ の株 の薬剤耐性の少なくと
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Table 5 Antibacterial activity of carumonam and reference antibiotics

against E. coli, P. aeruginosa, and S. aureus harboring

g-lactamase plasmid

a) Induced with 1 ug/ml of cloxacillin.

も一部 は加水分解 による もの と考 え られ る。S.

aureusは β-lactamaseの 産 生 性 に 関 係 な く

CRMNお よびAZTに 耐性であるので,そ の耐性 は

本菌種のペニシリン結合蛋白質が両剤に低親和性で

ある11)ことが主要因と考 えられる。

CRMNは 非分解型透過障害 による耐性機構 が機

能するEcloacaeな どの誘導型 β-lactamase産 生

菌4)に 対 して強 い抗菌力を示 した。 これはCRMN

の β-lactamase誘 導 活 性 が 低 い た め に,β-

lactamaseを 誘導する前 に標的酵素に作用 して菌の

生育 を阻止するためであろう。また,β-lactamase

誘 導活性の高い薬剤 はβ-lactamaseに 不 安定 な他

のβ-ラ クタム剤 と併用 した場合に拮抗 を引 き起 こ

すことがあるが12～15),CRMNは β-1actamase誘 導

滑性が低いので,そ の危険性は少ないと考 えられる。

CRMNとAZTと の 間 の最 も顕著 な差 異 はK.

oxytocaの β-lactamaseに 対 する安定性 および本菌

に対する抗菌力において観察された。K.oxytocaは

イ ン ドールを産生 し,ゼ ラチンを液化することを除

けばK.Pneumoniaeと ほぼ同一の生化学的性状 を

示すが16),抗 生物質感受性に関 しては二菌種間で差

があ り,KPneumoniaeの 臨床分離株には多数の多

剤耐性株が存在するのに対 し,K.oxytocaで は多剤

耐性株は希である17)。またK.Pneumoniaeの セ フェ

ム剤耐性株 がプラス ミド性 β-lactamase産 生 株で

あるのに対 し,K.oxytocaの 耐性株 は染色体性 β-

Iactamaseを 大量に産生する。 また,K.oxytocaの

β-lactamaseは 菌 株 に よって等電 点お よび基質特

異性 が異なる18)。それ らの酵素すべ てにCRMNは

安 定であったが,AZTは いずれの酵素 でも加水分

解 された。CRMNとAZTの 構 造上の主要な違 い

は4位 側鎖 の構 造お よび立体配位 であ るが(Fig.
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1),そ れ ぞれの立体異性体を用いた実験から側鎖の

構造,配 位 ともにβ-1actamase安 定性 に関与 してい

ることが示 されている(未 発表結果)。

(試験期間:1981年7月 ～1985年9月)
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CARUMONAM:ƒÀ-LACTAMASE STABILITY AND

ANTIBACTERIAL ACTIVITY

AGAINST ƒÀ-LACTAMASE-PRODUCING BACTERIA

KENJI OKONOGI and MITSUZO KUNO

Central Research Division,

Takeda Chemical Industries, Ltd., Osaka

Carumonam (CRMN) was very resistant to hydrolysis by seven chromosomal and twelve plasmid-

mediated ƒÀ-lactamases (including those from Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris, and Bacteroides

fragilis that hydrolyzed aztreonam and several third-generation cephalosporins) and consequently was

as effective against most, ƒÀ-lactamase-producing bacteria as against ƒÀ-lactamase-nonproducers.

CRMN was 16-512 times as active as aztreonam against K. oxytoca strains which produce a large

amount of ƒÀ-lactamase. CRMN showed low affinity for penicillinases and oxyimino- cephalospor-

inase of P.vulgaris, but relatively high affinity for cephalosporinases from several species of Enter-

obacteriaceae. The ƒÀ-lactamase-inducing activity of CRMN was weak; little induction was obser-

ved at 10 pg/ml, the concentration that inhibits the growth of most bacteria.


