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Imipenemを 含 むMOPSKOH(pH7.2)緩 衝 液 に 亜鉛 を 添加 した と こ ろ ,imipenemの 吸

収 極 大 で あ る299nmの 吸 収 が 減 少 した 。 亜 鉛 で 処 理 したimipenemとBacteroides fragilis

GAI-30144のimipenem分 解 性 β-ラ クタ マ ー ゼ で 処 理 したimipenemの 吸 収 ス ペ ク トル を 比

較 し た と こ ろ 両 者 に 差 は み られ ず,亜 鉛 に よ るimipenemの 変 化 も β-ラ ク タ ム 環 の 開 裂 を伴 う

もの と考 え ら れ た 。 亜 鉛 はimipenemの ほ かpenicillin G,ampicillin ,latamoxefも よ く分 解 し

た。 ま た,亜 鉛 の ほ か コバ ル ト・ マ ン ガ ン もimipenemを 含 む い くつ か の β-ラ ク タ ム 剤 を分 解

した 。
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β-ラクタム抗生物質が β-ラクタム環の開裂酵素である

β-ラクタマーゼによって分解 ・失活することはよく知られ

ており,今 までにも多数の研究がなされてきている1)。しか

しながら,β-ラ クタム剤を化学物質として考えるならば,

薬剤の分解,失 活には酵素によるもの以外にも他の物理化

学的因子が大きく寄与することが予想される。たとえば,溶

液状態では多くの薬剤が徐々にではあるが分解 ・失活 して

いくことが知られている2)。このような薬剤の経時変化は,

溶液のpHや 緩衝液成分の組成などで影響 を受けることか

ら,こ れらの要因と薬剤の安定性との関連は以前から注目

されてきている。ところが,特 定の物理化学的因子とβ-ラ

クタム環の開裂反応との関連にまで注目した研究はほとん

ど報告されていない。

著者らは今までに Bacteroides fragilis の imipenem分 解

性 β-ラ クタマー ゼ に つ い て検 討 して きた が,そ の過 程 で金

属 に よるimipenemの 非 酵素 的分解 を観 察 した。 こ こ で は,

その現 象 につ い て分 光 学的 に 検 討 した結 果 を報 告 す る。

I. 材 料 と 方 法

抗 生 剤 はpenicillin G(PCG,萬 有),ampicillin

(ABPC,台 糖 フ ア イ ザ ー),cephaloridine(CER,塩

野 義),cefotaxime(CTX,日 本 口 シュ),ceftizoxime

(CZX,藤 沢),cefmetazole(CMZ,三 共),cefoxitin

(CFX,萬 有),1atamoxef(LMOX,塩 野 義),imipenem

(IPM,萬 有)を 対 象 と し た 。 金 属 と し て はBa2+,

Ca2+,Mg2+,Mn2+,Co2+お よ びZn2+の 塩 酸 塩 を 用 い

た。 また,金 属 塩 を含 め そ の 他 の 試 薬 は 市 販 の 特 級 品

を使用 した。

β-ラ クタマー ゼは,研 究室保 存の臨床分離株8

fragolis GAI-30144をGAMブ イ ヨンで対数増殖期後

期 まで嫌気培養 し,超 音波破砕後10,000×g10分 の遠

心分離に より得 られ る上清 を粗酵素液 として使用 した。

薬剤分解速度の測定は β-ラ クタマーゼの活性測定

に 用 い られ るUV法10で 行 った。測 定 はShimadzu

Double-Beam Spectrophotometer UV-150-02(島 津

製作所)を 用い反応液 をセル温度 コン トロー ラー(島

津温度 プロクラマKPC-5;島 津 製作所)に て30℃ に保

ちながら行った。標準的な反応条件 と して100mM

MOPS-KOH(pH7.2)中,100μMの 薬剤に対す る

分解 を測定 した。 また,各 薬剤の測定波長は次の とお

りであった;PCG 233nm, ABPC 235nm, CER 260

nm, CTX 264nm, CZX 257nm, CFX 270nm, CMZ

275 nm, LMOX 275nm, IPM 299nm。 このほか,

PCGの 分解 について,I2法 に ても検出を行った。方法

は,Sawaiら のRapid Fixed β-lactamase assayの

変法3)に従 った。

PCG,IPM,LMOXの 吸収 スペ ク トルおよび差スペ

ク トルは,日 立320形 自記分光光度計 を用い,酵 素お

よび1mMのZn2+で30℃ 一夜処理 した反応溶液 を測

定 した。

II. 結 果

1. β-ラ クタム抗生物質のZn2+に よ る分解

IPMを 含む200mM MOPS-KOH Buffer(pH7.2)
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Fig. 1. Effect of zinc ions on the absorban-

ce of imipenem solution. 

Decrease in optical density of 

imipenem by zinc ions was monitored 

continuously at 299 nm.

Control Zn2+

Fig. 2. Absorption spectra of imipenem solu-

tion. 

Control: 100 ƒÊM imipenem solution. 

Zn2+: after incubation with 1 mM ZnCl2 at 

30•Ž for 1 hour.

にZn2+を 添 加するとFig.1に 示 すよ うな経時的 な

299nmに おける吸光度の減少がみ られた。この減少は

Zn2+を キレー ト結合す るEDTAの 添加によ り停 止 し,

さ らにZn2+を 追加することにより減少が再開 した。し

たがって,Zn2+がIPMの 吸 光度変化 を引き起 こす と

考えられた。この変化はIPMの ほかLMOX,PCGな

どで もよく観察された.次 にZn2季 処 理前後のIPM,

LMoxの 吸収 スペ クトルを調べ た。Fig.2に み られる

ようにIPMで は300nm付 近 にみられ る単一の吸収

ピー クがZn2+処 理 に より減少 し,LMOXで は(Fig.

3),230,270nm付 近 の2つ のピークのうち270nm付

近 の吸収 ピー クが減少 した。これ らの吸収 スペ ク トル

変化はB.fragilis由 来の β-ラ クタマーゼ4)に よる加水

分解のスペ クトル変化 と同 じであった。 したがって,

Control Zn2+

Fig. 3. Absorption spectra of latamoxef 

solution. 

Control: 100 ƒÊM latamoxef solution. 

Zn2+: after incubation with 1 mM ZnCl2 

at 30 •Ž for 22 hours.

Enzyme

Zn2+

Fig. 4. Comparison of degradation prod-

uct of imipenem between zinc and 

enzyme treatment. 

Enzyme: Difference spectrum of 

imipenem solution before and after the 

treatment with enzyme. 

Zn2+: Difference spectrum of imipenem 

solution before and after the treatment 

with ZnCl2.

Zn2幸 は β-ラ ク タ マ ー ゼ と 同 様 に 薬 剤 を加 水 分 解 して

い る こ とが 予 想 さ れ た 。 そ こ で,そ の 点 を さ らに 確証

す る た め に,Zn2+お よ び β-ラ ク タマ ー ゼ に よ る スペ ク

トル 変 化 を差 ス ペ ク トル で 比 較 検 討 し た。Figs.3,4,

5はIPMとLMOXの β-ラ ク タ マ ー ゼ お よ び,Zn2+

処 理 後 の 差 スペ ク トル を示 し て い る 。IPM(Fig.4)で

は,β-ラ ク タ マ ー ゼ お よ び,Zn2+処 理 と もに 差 スペ ク
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トルの極大は約300nmで ま った く同じスペ クトル形

であった。また,LMOX(Fig.5)に つ いても差スペ

クトル極大は,酵 素 とZn2寮 で同一の270nmを 示 しス

ペクトルの形 も同 じであった。PCGに つ いても同様の

結果が得られた。さらに,PCGに ついて,し 法で測定

を行ったところ,Zn2+で 処理 したPCG溶 液 において

実際にヨウ素の消費がみ られ,Zn2+に よ る反応産物の

生成速度はPCG100μMに 対して,2.14μmol/mmol

Zn2+/minと 見積 られた。これらの結果は,Zn2幸 が,β

-ラクタム剤に対 してβ-ラ クタマーゼ と同様 な不活化,

すなわち,β-ラ クタム環の開裂 を伴 う分解 を引き起 こ

していることを強 く示唆 している。

2. 分 解反応のZn2+濃 度依存性

Enzyme 

Zn2+

Fig.5. Comparison of degradation prod-

uct of latamoxef between zinc and 

enzyme treatment. 

Enzyme: Difference spectrum of 

latamoxef solution before and after the 

treatment with enzyme. 

Zn2+: Difference spectrum of latamox-

ef solution before and after the treat-

ment with ZnCl2.

IPMの 分解速度におよばすZn2+濃 度 の影響 をFig.

6に 示 した。IPMの 分解速度は調べ た0.2か ら5mM

のZn2+濃 度 範囲で直線的に増加 し,Zn2+濃 度 と分解速

度の閥に比例関係が認め られた。 グラフの傾 きか ち,

Zn2+ 1mol当 りのIPMの 分解速度は約600μmol/

minと 推 定された。

3. 各種 金属によるIPMの 分解

Zn2+の 場 合 と同撤に,Co2+,Mn2+,Mg2+,Ca2+,

Ba2+な どの二価金属 インオについてIPMの 分解 を調

べた。Table1に それぞれの分解速度 とZn2+の 場合 を

100%と した相対値 を示した。調べた金属の うちで遷

移 元素に属す るCo2+,Mn2+に おいてZn2+に 比 べると

速度 は小 さいが,IPMの 分 解 が み られた。 方,

Mg2+,Ca2+,Ba2+で は測定で きるほどの分解はみられ

Fig. 6. Relationship between zinc concen-

tration and decomposition velocity of 

imipenem. 

Decomposition of imipenem was mea-

sured in a 2.5 ml medium containing 

100 ƒÊM imipenem and 100 mM MOPS 

-KOH (pH 7 .2) with varying concen-

trations of ZnCl2 as indicated.

Table 1. Decomposition of imipenem by several divalent cations

ND: not detectable
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Zn2+

Co2+

Mn2+

Fig. 7. Relative rates of decomposition of vari-
ous beta-lactam antibiotics by zinc, cobalt, 
and manganese. 
Each Rate of decomposition is expressed 
relative to penicillin decomposition as 100 %. 

Abbreviations: PCG, penicillin G; ABPC, 
ampicillin; CER, cephaloridine; CFX, cefox-
itin; CMZ, cefmetazole; CTX, cefotaxime; 
CZX, ceftizoxime; LMOX, latamoxef; IPM, 
imipenem.

なかった。 また,Co2+で は2～12mM,Mn2+で は8～

12mMの 測 定 した範囲でそれぞれIPMの 分解 につい

て直線性 を示 した.

4. Zn2+,Co2+,Mn2+に よる各種 β-ラ クタム剤の分

解

Zn2+,Co2+,Mn2+に よるい くつかの β-ラ クタム剤

の分解パ ターンを,そ れぞれPCGに 対する分解 を100

%と してFig.7に 示 した。3種 ともにPCG,ABPC,

IPMの 分解速度が他の薬剤に比べて高い点が共通 し

ていた。他の薬剤については金属種により様々であっ

たが,Mn2+はZn2+やCo2+で ほ とん ど分解のみ られな

いCER,CFX,CMZの 分解速度が比較的大 きく,一

方,Zn2+,Co2+で 分 解速度の大きいLMOXの 分解がみ

られない とい う特徴を示 した。

III. 考 察

著者 らは亜鉛要求性 メタロβ-ラ クタマーゼ4)の酵

素活性をIPMの 分解 に もとづ く299nmに お ける吸

収の変化を指標 として測定 していた.こ の際,反 応溶

液に亜鉛を添加すると,β-ラ クタマーゼを添加してい

ないにもかかわらず時間 とと もに吸光度が直線的に減

少 してい くのが観察 された.今 回の研究で明 らかにさ

れたよ うに,吸 光度減少の速度は亜鉛を増加すると大

きくなった.ま た,こ の減少はEDTAを 添加すると停

止し,さ らに過剰鷺の亜鉛 を添加すると再開すること

から亜鉛によるもの と考えられた。 ところで,亜 鉛に

よるIPM,LMOX,PCGの 吸収 スペ クトルの変化は,

これ らの薬剤 を分解す るβ-ラ クタマーゼによるもの

と まつた く同 じ形を示 した.ま た,差 スペ ク トルによ

る研究 もこれらが同 じであることを示 した.一 般にβ-

ラ クタム剤の紫外光領域におけ る吸収は,そ の多くが

β-ラ クタム環に由来することはよく知 られている5)。β

-ラ クタマー ゼは,こ の β-ラ クタム環 を加水分解する

ことによ り薬剤の スペ ク トル変化 を引き起 こすと考え

られる.し たがって,本 研究で示 された亜鉛によるス

ペ ク トル変化 とβ-ラ クタマーゼのそれが一致 した事

実は,亜 鉛が β-ラ クタム環の開裂 を伴 う薬剤の分解を

触媒することを意味 している。しか し,亜鉛 と酵素の分

解速度を比較すると,酵 素の分子量および比活性を考

慮 した概 算 で,mol当 りIPMとLMOXで 約170,000

倍,PCGで 約70,000倍 の差があ り,酵 素の方がはるか

に効率よ く分解 を触媒する.こ のことは,亜 鉛 とβ-ラ

クタマーゼの反応機構の差異を考える際に重要であり,

今 後さらに詳細な検討 を必要 とする.

IPMの 分解は亜鉛の他 コバル ト,マ ンガンでも観察

された.一 方,分 解するβ-ラ クタム剤の傾向としては

いずれ もPCG,ABPC,IPMを よ く壊 し,そ のほか亜

鉛,コ バル トではLMOXも よ く分解 した。今回検討し

た2価 の金属 イオンのうち,β-ラ クタム剤分解活性を

示 したこれ ら3種 の金属は電子的に活性に富む遷移元

素あ るいはそれに準ずる元素である6).こ れ らの金属

は溶液中でそれ 自身,あ るいはヒ ドロキシルイオンを

ともなった形で,ア ミノ酸エステルや その他のカルボ

ニル基質の加水分解 を触媒 し得 ることが知 られてい

る7～9)。したがって,本 研究で明らかにされた β-ラクタ

ム剤の分解に も類似の反応機構が予想 される.今 回検

討 したβ-ラ クタム剤 の うち,PCG,ABPC,IPM,

LMOXが 分解 されや す くCERな どはほ とんど分解

されない とい う傾向は,β-ラ クタム環に隣接する構造

の違いによるβ-ラ クタム環 の不安定性鋤を反映して

いるのであろう。また,バ ッファー種をTris-HCIに 変

えるとCER,CZX,CTXな どにも亜鉛での分解がみ

られ ることか ら,pHの 違 いや溶媒成分 との相互作用



VOL.39 NO.4 金属 とβ-ラ クタム剤 319

が金属によるβ-ラ クタム剤の分解に大 きく影響 する

可能性 も考慮する必要がある。

ところで,亜 鉛,コ バル ト.マ ンガンはいずれも生

体の微量必須元素であり,亜 鉛,マ ンガンは多くの酵

素の補酵素 として,コ バル トはビタ ミンB12の 一 部 と

して重要な役割を担っている11).な かで も亜鉛は濃度

が比較的高く,血 中で約8.8mg/l(134μM),腎 臓 で

55mg/l(841μM)程 度存在す ることが知 られてい

る11)。したがって,こ のような体 内に存在する金属が人

体に投与されたβ-ラ クタム剤の分解に関与す る可能

性は充分考えられ る。一方,薬 剤感受性測定用の培地

中にも亜鉛等が存在すると考えられるので,MIC測 定

に対する金属の影響 も予想される。今後,β-ラ クタム

剤の安定性や組織濃度,あ るいはβ-ラ クタム剤を用い

るin vitroの 感受性 その他の試験の設定 を考える上で,

これら金属イオンの影響については充分 な注意が必要

と思われる。
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DEGRADATION OF fl-LACTAM ANTIBIOTICS BY METAL IONS

Kaori Bandoh, Michiko Katoh, Yoshinori Muto, 

Yasunori Tanaka, Kunitomo Watanabe and Kazue Ueno 

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University, School of Medicine, 

40 Tsukasamachi, Gifu 500, Japan

Addition of zinc to MOPS-KOH (pH 7.2) buffer containing imipenem (IPM) caused a distinct 

decrease of absorbance at 299 nm. The degradation product of IPM by zinc showed the same 

absorption spectrum as IPM hydrolysate by metallo-ƒÀ-lactamase from Bacteroides fragilis GAI-

30144. These observations suggest that zinc caused non-enzymatic hydrolysis of the ƒÀ-lactam ring 

under these conditions. Penicillin G, ampicillin, and latamoxef were also decomposed by zinc. Besides 

zinc, cobalt and manganese were also observed to cause decomposition of some ƒÀ-lactams.


