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Enterobacter cloacaeの 菌 体 外 β-lactamaseと そ の安 定 性
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Enterobacter cloacae H-27の 菌体内および菌体外(培 養炉液)β-lactamase活 性を測定するとと

もに。ラット各種体液中における β-lactamaseの 安定性を検討 した。cefoperazone (CPZ)作 用時

には菌体内および菌体外の β-lactamase活 性はいずれ も低値であったが,cefmetazole (CMZ)作

用時には β-lactamaseが 誘導され,菌 体内および菌体外に高い活性が認め られた。また,ラ ット

peuch内 にE.cloacae H-27を 感染させ,CPZ, CMZを それぞれ100mg/kg i.v.投 与 した時の

pouch内 浸出液中 β-lactamase活 性は,CPZ投 与群では低かったがCMZ投 与群では高値を示 し

た。さらに β-lactamaseの 安定性をラット各種体液を用いてin vitroで 検討 した結果,胆 汁中で

は速やかに失活 したが,血 清,尿,pouch内 浸出液中では6日 後においても90%以 上の活性を有

していた。またラットpouch内 においても β-lactamaseは 比較的安定に存在 していた。

以上 誘導された β-lactamaseは 菌体内のみならず菌体外にも認められ,ラ ット体液中において

比較的安定に存在 した。
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β-lactamaseは β-lactam剤 に 対 す る 細 菌 の 耐 性 化

の主たる要 因 とな る と と もに,薬 剤 の 体 内 動 態 に も影 響

を及ぼ して い る1,2)。さ らにEnterobacter, Serratia,

Pseudomonasな どの グ ラ ム 陰 性 菌 の 一 部 で は,β-

lactam剤 に よっ て β-lactamaseが 誘 導 的 に 産 生 さ れ

ることが問題 とな って い る。 この β-lactamase誘 導 に

関す る研究 か ら,1)β-lactamase誘 導 は 菌 種 間 あ るい

は β-lactam剤 間 で差 が あ り,β-lactam剤 の 中 で は特

にcefmetazole (CMZ), cefoxitin (CFX)が 高 い 誘導

能を有 して い る3～6)。2)誘 導 能 の 高 い 薬 剤 と 他 の β-

lactam剤 を同 時 添加 す る と,最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)

をは じめ と した 抗 菌活 性 に拮 抗 現 象 が み られ る7～17)。3)

誘導型 β-lactamase産 生 菌 と非 誘 導 菌 と の混 合 感 染 時,

誘導能の高 い薬 剤 の非 誘 導 菌 に対 す る治 療 成 績 が 低 下 す

る18)。4)β-lactam剤 存 在 下,誘 導 型 β-lactamase産

生菌か ら非 抑制 的 に β-lactamaseを 産 生 す る 構 成 型 変

異株が選択 され る6,19)。こ と な どが 明 らか にな って い る。

一般に グ ラム陰性 菌 の 産 生 す る β-lactamaseは ペ リ

ブラスマ 領域 に 存在 す る 菌 体 内酵 素 で あ る た め,β-

lactamase誘 導 の検 討 は南 ら の方 法8)に 従 っ て菌 体 内の

酵素活性を測 定す る こ とに よ って 行 な わ れ て い る。 とこ

ろで,こ の β-lactarnase誘 導 は誘 導 薬 剤(inducer)の 消

失 と と もに 低 下 す るが,誘 導 産 生 され た β-lactamase

の消 長 に つ い て は 不 明 な点 が 少 な くな い。 また,我 々 は

β-lactamase誘 導 実 験 中に 菌 体 外 に も高 い活 性 が 存 在 す

る こ とを 認 め た こ とか ら,今 回 誘 導 型 β-lactamase産

生菌 のE.cloacae H-27を 用 い,菌 体 内 お よ び 菌 体 外

の β-lactamase活 性 を測 定 す る と と もに β-lactamase

の安 定 性 を 検 討 した。

I. 実験 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 薬 剤

cefoperazone(CPZ,富 山 化 学 工 業),cefmetazele

(CMZ,三 共),cephaleridine(CER,日 本 グ ラ ク ソ)を

使用 した。

2. 使 用 菌 株

当研 究 所 保 存 の臨 床 分離 株 の 中か ら,誘 導 に よ りce-

phalosporinase(CSase)を 産 生 す るE.cloacae H-275)

を用 い た。 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)はheart infusion

agar(HIA,栄 研)を 用 い た 寒 天 平 板 希 釈 法 で 測 定 し

た 。106,108cells/mlの 菌 液 を1エ ー ゼ(約5μl)接 種

した 時 のMICは,CPZで はそ れ ぞれ0.78,25μg/ml,

CMZで は100,200μg/mlで あ っ た。

3. β-lactamase活 性 測 定 法

β-lactamase活 性 の測 定 は,CER100μMを 基 質 とす
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るUV法 で行 な った20)。 す な わ ち,基 質 液3mlを2個

のUV用 石 英 セル に 入 れ,一 方 に20μlの 酵 素 液 を加

え て 手 早 く撹 拌 し,ダ ブル ピー ムUV計(日 立,100-

60タ イ プ)に て β-lactam環 の開 裂 に伴 うOD変 化 を

260nmで 測 定 した。 β-lactamase活 性 はunitで 表 わ

し,1unitは30℃, 0.05M phosphate buffer(PB,

pH7.0)中 で1分 間 に1μmolの 基 質 を 分 解す る の に必

要 な 酵 素量 を も っ て表 現 した。

4. 培 養液 中 の β-lactamase活 性

brain heart infusien broth (BHIB, pH7,4,栄 研)

で37℃,約14時 間 静 置培 養 したE.cloacae H-27を 新

鮮 なnutrient breth(NB,pH7,0,栄 研)に1%接 種

(約3×10ecells/ml)し た 後 直 ち にCPZ,CMZを2.5,

10,40μg/mlと な るよ うに添 加 し,37℃ フ ラ ン器 中 に

て 静 置培 養 した 。4,8,24,48時 間 後 に 培 養液 を採 取 し,

4℃,1,000×g,30分 間 の遠 心 分 離 に よ り集 菌 を行 な っ

た 。上 清 を ミ リポ ア フ ィル タ ー(0.22μm)を 用 い て 炉

過 し,そ の無 菌 炉 液(cell-freemedium)の β-lactamase

活 性 を測 定 す る こ とに よ って 菌体 外 β-lactamase活 性

を 求 め,units/mlで 示 した 。培 養液 中 に薬 剤 が 残 存 して

い る場 合 は 薬 剤 に よ っ て β-lactamase活 性 が 阻害 され

る の で,薬 剤 を除 去 す るた め に炉 液 を セ ル ロー ス チ ュ ー

ブ に入 れ て 蒸留 水 中 で10℃,1～2日 間 透 析 を 行 な い,

薬 剤除 去 後 に活 性 を測 定 し た 。 一 方,集 め た 菌 体 は

0.1MPB(pH7.0)で1回 洗 浄 し,集 菌時 の培 養 液 と

同量 の同PB(pH7.0)に 懸濁 した後 超 音 波 破 砕(Ul-

tra-senicator, Tomy-Seiko, 4℃)し,4℃, 10,000×g,

30分 間 の 遠 心分 離 を 行 な っ た。 得 ら れ た 上 清(cell

extract)の β-lactamase活 性 を測 定 す る こ とに よ り,菌

体 内 β-lactamase活 性(units/ml)を 求 め た 。 さ らに,

菌 体 内 β-lactamase活 性 につ い て はLOWRY法21)に よ り

蛋 白 量 を測 定 し,比 活性(units/mg of protein)も 求 め

た 。

5. 浸 出性 無 菌 炎 症pouchの 作 成

SELYEの 方 法22)に 準 じた。す なわ ち,Wistar系 雄 性 ラ

ッ ト(体 重130～1509)の 背 部 皮 下 に25mlの 空 気 を

注 入後,こ れ に1%ク ロ トン油 を 含有 す る綿 実 油1ml

を 注入 し,翌 日空 気 を抜 き無 菌的 浸 出性 炎 症 を 惹 起 させ

た 。pouch作 成 か ら15日 目の ラ ッ ト(体 重200～250

g)を 実 験 に使 用 した 。

6. pouch内 感 染実 験

E.cloacae H-27をHIAで37℃,18～20時 間 培

養後20%gastric mucin(半 井 化 学 薬 品)に 懸濁(約

1.5×108cells/ml)し,そ の2mlを ラ ッ トpouch内

(n=8～10)に 接 種 した。菌 接 種 の2時 間 後 にCPZお よ

びCMZを 各100mg/kgi.v.投 与 し,そ の6,24,

48時 間 後 にpouch内 浸 出液 を 採 取 した。 次 に4℃,

1,000×9,30分 間 の遠 心分 離 に よ り集 菌 し,前 述 の培養

液 の 場 合 と同様 に 菌 体 内 お よび 菌 体 外 β-lactamase活

性(units/ml)を 測定 した 。

7. 粗 酵 素 液 の調 整

BHIBで 一 夜 培 養 し たE.ctoacae H-27を 新 鮮 な

BHIBに10%e接 種 し,37℃ で2時 間振盪 培 養 した。

これ にCMZを10μg/mlと な るよ うに 添 加 し,37℃

で さ ら に2時 間 培 養後,遠 心 分 離(4℃,1,000×g,30

分)に よ り集 菌 した。0.1MPB(pH7,0)で2回 洗 浄

し,適 量 の同PB(pH7,0)に 懸 濁 して超 音 波破 砕 した

後 遠 心 分 離(4℃,10,000×g,30分)し,上 清 を粗 酵 素

液 と して実 験 に 供 した。

8. β-lactamaseの 各 種 体 液 中 安 定性

E.cloacae H-27の 粗酵 素 液1容 に,ラ ッ トの新 鮮 な

各 種 体 液(血 清,尿,pouch内 浸 出液,胆 汁)を そ れぞ

れ9容 加 え,37℃ フ ラン器 中 に 静 置 し,経 時 的 に β-

1actamase活 性 を 調 べ た。 なお,粗 酵 素 液お よび各種 体

液 は ミ リポ ア フ ィル タ ーを 用 い て無 菌〓 過 した後使用 し

た 。

9. pouch内 に お け る β-lactamaseの 安 定 性

ラッ ト(n=4)のpouch内 に,無 菌 炉過 したEclea-

cae H-27の 粗酵 素 液(β-lactamase活 性:約10units/

ml)を 注 入 し,経 時 的 にpouch内 浸 出 液 中 β-lactam-

ase活 性 を測 定 した 。

II. 実 験 結 果

1. E.cloacaeの 培 養 液 中 β-lactamase活 性

E.cloacae H-27の 菌 体 内 お よび 菌 体外 β-tactarpase

活 性 をFig.1お よ び2に 示 す 。CMZ添 加 時 の 菌 体内

β-lactamase活 性 は2.5お よび10μg/mlで は4時 間後,

40μg/mlで は8時 間 後 に2.1～2.6units/mg of protein

の最 高 値 を 示 し,48時 間 後 に は0.10～0.28units/mg of

proteinに 低 下 した 。ま た,こ の時 の菌 体 外 β-lactamase

活 性 は2.5μg/mlで は48時 間 後,10μg/mlで は24

時 間 後,40μg/mlで は48時 間 後 に0.08～0.42unitsl

mlの 最 高値 を示 し,菌 体 内 と異 な り菌 体外 活 性は低下

せ ず む しろ上 昇傾 向 に あ った 。 一 方,CPZ添 加時 には

CMZ添 加 時 に比 べ いず れ も低 い 活 性 を示 し,菌 体 内 β-

lactamase活 性 は0.2units/mg of protein以 下,菌 体

外 β-lactamase活 性 は0.02unitslmi以 下 であ った。な

お 図 には 示 さな い が,培 養 液 中菌 数(ス タ ー ト時:約

3×106cells/ml)は 両 剤 共,40μg/mlで105cells/mlレ

ベ ル に減 少 した もの の2 .5,10μg/mlで は減 少せず,い

ず れ の濃 度 に お い て も24,48時 間後 に に 約2×108

cells/mlに 増 加 した。 また,培 養 液 中残 存 活性 はCMZ

の2.5,10,40μg/mlで はそ れ ぞれ4,8,24時 間後 か
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CPZ or CMZ was added to the cultures at the start of cultivation. ƒÀ-Lactamase activity was determined

by spectrophotometry using CER(100pM) as a substrate.

Fig 1. p-Lactamase activity of cell extract from the culture of E. cloacae H-27

CPZ or CMZ was added to the cultures at the start of cultivation. ƒÀ-Lactamase activity was determined

by spectrophotometry using CER(10044) as a substrate.

Fig. 2. 19-Lactamase activity of cell-free medium from the culture of E. cloacae H-27

ら検出限界(1.56μg/ml)以 下,CPZは8時 間 後 に はそ

れぞれ0.78,1.2,12μg/mlと いず れ も残 存 して いた が

24時 間後 に はす べ て 検 出 限 界(0 .78μg/ml)以 下 であ っ

た。

さらにCMZ作 用 時 の菌 体 内,菌 体 外 お よび トー タル

の β-lactamase活 性 を,培 養 液1ml当 りで表 示 した 結

果をFig.3に 示 す 。 トー タル 活 性 は2.5μg/mlで は4

時間後,10μg/mlで は8時 間 後,40μg/mlで は24時

間後 にそれ ぞ れ0.10,0.26,0.40units/mlを 示 し,そ

の後ほぼ一 定 に推 移 した 。 トー タル 活 性 に 占 め る菌 体 外

活性の割合 は2.5μg/mlよ りも10お よび40μg/mlで

高 く,4時 間後 では2.5,10,40μg/mlで それ ぞれ4,

93,99%で あ った 。 菌 体 内 活 性 は,CMZの2.5お よ

び10μg/mlで は8時 間後,40μg/mlで は24時 間 後 に

最 高値 を示 し,そ の後 いず れ も徐 々 に低 下 した 。

2.ラ ッ トのpouch内 β-lactamase活 性

ラ ッ トのpouch内 にE.cloacae H-27を 感 染 させ た

後,CPZお よびCMZを 各100mg/kg i.v.投 与 した

時 のpouch内 浸 出 液 中 β-lactamase活 性 を 測 定 した。

そ の結 果,菌 体 内活 性 はCPZ投 与 群,CMZ投 与群,

control群(薬 剤非 投 与 群)の いず れ にお い て も検 出 限

界(0.02units/ml)以 下 であ った の で,菌 体 外(ceu-free

exudate)の 活 性 推 移 をFig.4に 示 す 。CMZ投 与 群 の

活性 は薬 剤 投 与6時 間 後 に0.04units/mlを 示 し,24時
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CMZ was added to the cultures at the start of cultivatioi. ƒÀ-Lactamase activity was determined

by spectrophotometry using CER(100ƒÊM) as a substrate.

Fig. 3. 19-Lactamase production by CMZ in the culture of E. cloacae H-27

CPZ or CMZ was administered intravenously to rats 2h

after infection. The ƒÀ-lactamase activity was determined

by spectrophotometry using CER(100ƒÊM) as a substrate.

The ƒÀ-lactamase activity in the pouch in the control and

CPZ-treated groups was below the sensitivity-limit of

the assay.__??__control and CPZ-treated,__??__CMZ-treated.

Fig.4. ƒÀ-Lactamase activity in rat pouch after

intravenous administration of 100 mg/kg of

CPZ or CMZ in pouches infected with E.

cloacae H-27

間 以 後 は 約0.08units/mlで 一 定 に推 移 した。CPZ投 与

群 の活 性 は す べ て 検 出限 界(0.02units/ml)以 下 で あ

り,control群 と同様 であ った。 な おpouch内 菌 数 は,

投 与6時 間 後 にCPZ投 与 群 で は 約2×106cells/ml,

CMZ投 与 群 で は約1×107cells/mlで あ りCPZ投 与 群

はや や 減 少 した が,24時 間 後 に は いず れ も 約1×108

cells/mlで あ った 。 また,pouch内 薬 剤 濃 度 はCPZで

は投 与2時 間後 に約4μg/ml,CMZで は投 与1時 間 後

The residual activity of fl-lactamase in various rat

body fluids was determined by spectrophotometry using

CER(100ƒÊM) as a substrate.

Fig.5. In vitro stability of ƒÀ-lactamase from E.

cloacae H-27 in various rat body fluids

に約7μg/mlの 最 高値 を 示 し,い ず れ も8時 間後 に 約

2μg/mlで24時 間 後 に は消 失 した 。

3. β-lactamaseのin vitro安 定 性

β-lactamaseの ラ ッ ト体 液 中 の安 定 性 をFig.5に 示

す 。 胆 汁 中 を 除 き,血 清,尿,pouch内 浸 出液 中 では安

定 に存 在 し,6日 後 にお いて も90%以 上 の残 存活 性を

示 した 。 な お 各体 液 のpHは,血 清 で は7。4か ら9.0,

尿 では7.3か ら7.8,浸 出液 お よび胆 汁 では7.4か ら

9.0に 変 化 して い た。

4. β-lactamaseのpouch内 安 定 性

ラッ トのpouch内 にお け る β-lactamaseの 安定 性を
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The ƒÀ-Iactamaw activity in the pouch was

determined by spectrophotometry using CER (100ƒÊM)

as a substrate.

Fig.6. In vivo stability of ƒÊ-lactamase from E.

cloacae H-27 injected in rat pouch

Fig.6に 示 す 。1日 目に は 注 入時 の61%,2日 目で

38%,4日 目では25%の β-lactamase活 性 を示 して お

り,比 較的安 定 に 存在 した。

III. 考 察

E.cloacae H-27の 培養液 に おける菌体内 お よび

菌体外 の β-lactamase活 性 は,CPZで は 誘導能が低

い3～7,15,16)ので低値であったが,誘 導能の高いCMZで は

高値を示した。すなわちCMZ添 加時の菌体内 β-1acta-

mase活 性は,4～8時 間後に最高値を示 した後減少 し

たが,菌 体外活性は減少せずむ しろ上昇す る傾向が認め

られた。この菌体内 β-lactamase活 性 の推移は,ま ず

CMZに より多量の β-lactamaseが 菌体内に誘導,蓄 積

されると ともに一部漏出ならびに 溶菌により菌体外に

β-lactamaseが放出され,菌 体内外のβ-lactamaseに よ

ってCMZが 分解されたため,inducerの 消失後に菌の

β-lactamase産生 が低下 したものと推定される。一方,

菌体外 β-lactamase活 性 は,漏 出ならびに溶菌に よっ

て上昇したものと考えられる。 この漏出については,

NIEGELら28)は 菌 のフィラメント化に伴い外膜のバ リヤ

ー機能が損なわれて起こることを述べてお り,CMZも

フィラメント化作用を有 している24)こ とからも裏付け

られる。

この β-lactamaseの 消長を調べるため,Fig.3に 示す

ように1ml当 りの活性でみると,ト ータル活性は菌体

内活性がピークに達 した後 ほぼ一定に推移 した。これ

は,菌体内の β-lactamaseが 菌体外に放出されるだけで

トータル量にはほとんど変化がないことを示 している。

したがって,誘 導産生された β-lactamaseは 菌体内で減

少しても菌体外に存在することに注意すべきであろう。

なお,菌 体内活性は薬剤消失後に低下したことから,活

性上昇は構成型変異株の選択6,19)によるものではな いも

のと思われる。ヲットを用いたin vivoに おいてもin

vitreと 同様の結果が 得られ, CPZ投 与騨ではpouch

内の β-lactamase活 性 は低かったがCMZ投 与群では

菌体外に高い活性が認められた。また,こ の β-lactam-

aseは ラット各種体液中(in vitro)お よびラッ トpouch

内(in vivo)で 安定に存在 した。なお,胆 汁中での失活

はpHだ けでは脱明できなかった。また,尿 中では凍結

による失活が見られ,こ れらの理由については不明であ

るが測定にあたっては注意が必要である。

ところで,OKONOGIら15)はinducer消 失後 β-lactam-

ase活 性および菌の感受性が誘導前の レベ ルに戻 るの

で,β-lactamase誘 導は二次投与薬剤には影響 しないで

あろ うと述べている。 しか し,我 々の成績では誘導産生

された β-lactamaseは 菌体内か ら減少 しても菌体外に

存在 し,し かも体液中で比較的安定であることか ら,他

の誘導能の高い薬剤の場合においても二次投与薬剤(β-

lactam剤)に 影響を及ぼす可能性が考えられた。これに

ついては現在検討中である。

以上,誘 導的に β-lactamaseを 産生する菌の感染時に

誘導能の高い薬剤が投与された場合,炎 症巣において β-

lactamaseが 菌体外に放出され,そ れが安定に存在 し,

治療に影響を及ぼす可能性が示唆された。
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EXTRACELLULAR ƒÀ-LACTAMASE ACTIVITY OF

ENTEROBACTER CLOACAE AND ITS STABILITY

HARUMI ARAKI, SHINZABURO MINAMI, YASUO WATANABE,

TAKASHI YASUDA and ISAMU SAIKAWA

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

2-4-1 Shimookui, Toyama 930, Japan

Using Enterobacter cloacae which produced an inducible ƒÀ-lactamase, we studied ƒÀ-lactamase activity

in cell-free medium and its stability in rat body fluids.

When cefoperazone (CPZ) was added to a broth culture of E. cloacae H-27, ƒÀ-lactamase activity in

cell-free medium and cell extract was negligibly low. However, with the addition of cefmetazole

(CMZ), ƒÀ-lactamase was induced in large quantities and its activity in cell-free medium and cell

extract increased. When CPZ or CMZ was administered intravenously to rats at a dose of 100 mg/kg

after their pouches were infected with E. cloacae H-27, ƒÀ-lactamase activity in pouch exudate was

low in the CPZ-treated group, but high in the CMZ-treated group. The results of an in vitro sta-

bility test of ƒÀ-lactamase in various rat body fluids showed that more than 90% of ƒÀ-lactamase activity

remained six days after the addition of ƒÀ-lactamase in serum, urine and exudate other than bile.

β-Lactamase  injected into the pouch was stable in vivo as well as in vitro.
These results suggest that the induced ƒÀ-lactamase remains at the infection site long after the

disappearance of ƒÀ-lactamase-producing bacteria and consequently influences the concentration of ƒÀ-

lactam antibiotics.


