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Penicillinaseを 構 成 的 に産 生 す る Escherichia coil TK-3, Klebsiella pneumoniae Y-4,

oxyiminocephalosporinaseを 誘 導 的 に 産 生 す る Proteus vulgaris T-178, cephalosporinase

(CEPase)を 構成的に産生す るPmdomoms aeruginosaGN918,お よびCEPa8eを 誘 導的

に産生するEnterobacter cloacae H-27を 培 養し,そ の菌体内・外 β-lactamase活 性 を調べた。

構成型 β-lactamase産 生菌3株 では,培 養1日 後に菌体外 β-lactarnase活 性 は菌体内活性の

15～26%,2日 後 に30～56%を 示 した。一方,誘 導型 β-lactamase産 生菌2株 で は,薬 剤無

添加時の菌体外 β-lactamase活 性 は低値(≦1mU/mDで あ ったが,イ ンデューサーとして

cefmetazoleを 作 用させた時には菌体内 ・外の活性は上昇 し,菌 体外活性 は培養2日 後 に菌体

内活性の36～229%ま で上昇 した。 これ ら5株 由来の β-1actamaseの ヒ ト各種体液(血 清 ・

尿 ・胆汁.腹 水.胸 水)中 安定性を検討 した結果,い ずれの β-1actamaseも 胆 汁中において速

やかに失活 したが,他 の体液中において は安定 で8日 後 で も60%以 上 の活性 が残存 してい

た。
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β-lactamaseは 構成 的 あ る い は誘 導 的 に産 生 され,グ ラ

ム陽性 菌 で は主 に菌 体 外 に存 在 す るの に対 し,グ ラ ム陰 性

菌 で は主 に菌体 内(主 にペ リプ ラ スム 内)に 存 在 す る こ と

が知 ぢれ て い る1)。 しか しな が ら,Sandersら2)は グ ラ ム陰

性 菌 の ペ リプ ラ ス ム 内 β-lactamaseが 薬 剤 作 用 時 に菌 体

外 へ 漏 出 す る こ とを報 告 して い る。 我 々 も,Entenbacter

cloacaeやSerratia murcesemsな どの誘 導 型 β-lactamase

産 生 菌 に お い てcefmetazole(CMZ)作 用 時 に β-lacta・

maseが 菌 体 外 へ 多量 に漏 出 す る こ と,さ らに そ の β-lac-

tamaseが 培 養 液 中や ラ ッ ト体液 中 で長 期 間安 定 に存 在 し,

β一1actam剤 の 治療 効 果 に影 伊 を お よ ぼ す こ とを 報 告 し

た3殉5)。β-1actamase活 性 は ヒ ト の 胆 汁6),腹 水7),喀

疲8～u),膿 汁12,13),糞 便 圃 等 か ら検 出 され て お り,道 浦

ら7,は 無 菌 腹 水 中 に お い て,Giwercmanら11)は 喀 疾 の超

遠 心 分 離上 清 中 に お い て β-lactamase活 性 を認 め た こ と

か ら,菌 体 外 へ 放 出 さ れ た β-lactamaseが β-lactam剤

を不活 化 す る可 能性 を示 唆 して い る。 し たが って,菌 体 内

の み な らず 菌 体 外 の β-1actamaseも β-lactam剤 治 療 に

影伊 を与 え る可 能性 が 考 え られ るが,各 薬 グ ラム 陰性 菌の

菌体 外 β-lactamase量 や β-lactamaseの ヒ ト体 液中 安定

性 に つい て は い まだ十 分 な検 討 が な され てい な い。 そ こで

今 回,タ イ プ の異 な る 各種 β-lactamase産 生 株 の菌 体外

β-lactamase活 性 を調 べ る と と も に,ヒ ト体 液(血 清,

尿,胆 汁,腹 水,胸 水)中 で の β-lactalnaseの 安 定性 を

検 討 した。

1.実 験 材 料 お よ び方 法

1.使 用 菌 株

臨 床 分 離 株 で あ るESchenchia coJi TK-3二5)(プ ラ

ス ミ ド 性penicillinase; PCase産 生 菌),KlebsieJh

pmumniae Y-415)(染 色 体 性PCase産 生 菌),Pro-

teus vnlgaris T-17815)(誘 導 型oxyiminocephalospo-

rinase;CXase産 生 菌),PSeudomoms aeruginosa

GN91816)(構 成 型cephalosporinase;CEPase産 生

菌),お よ びE.cloacmH-2715)(誘 導 型CEPase産 生
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菌)を 用いた。

2,使 用薬剤

CMZ(三 共),cephaloridine(CER,日 本 グ ラ ク

ソ)を 使用 した。

3.培 養液中 β-lactamase活 性

各菌株をそれぞれBrain heart infusion broth(B-

HIB,pH7。4,栄 研)中 で370C,18時 間 静置培養 し

た菌液 を新 鮮 なNutrient broth(NB,pH7.0,栄

研)に1%接 種 し,37℃ で静置培養 を行 った。なお,

誘導型β-lactamase産 生 菌で は,イ ンデューサー と

してCMZを2.5μ9/m1と な るように添加 した場合に

っいても同様 に検討 した。培養液は経日的 に採取 し,

4℃,1,000×g,30分 間 の遠心分離 によ り集菌 した。

この上清をフィルター(0.22μm)で 無菌濾過 した液

(cell-freem edium)の β-lactamase活 性 を測定 し,

菌体外活性(extracellular activity)と した。なお,

培養液中に薬剤が残存 している場合 は,薬 剤によって

β一lactamase活 性 が阻害 され るので,薬 剤 を除去す

るために,ce11-free mediumを セル ロースチューブ

に入れて蒸留水 中で10℃,一 夜透析 を行 い,薬 剤除

去後に活性 を測定 した。一方,菌 体 は0、1Mphos-

phatebu廷er(PB,pH7。0)で1回 洗 浄後,集 菌 時

の培 養液 と同量 の 同PBに 懸 濁 し,超 音 波 破 砕

(Ultra-sonicator,Tomy-Seiko,4℃)し た。破砕液

を遠心分離(4℃,10,000×g,30分)し て得 られ た

上清(cellextract)の β-lactamase活 性 を菌体 内活

性(intracellular activity)と して測定 した。

また,採 取 した培養液 の10倍 希釈系列 を生理食塩

水で作製 し,Heart infusion agar(HIA,栄 研)平

板に0.05m1を 塗 布 し,37℃ で一夜培養後生 じたコ

ロニー数か ら生菌数を算出 した。

4.β-lactamaseの 調 製

BHIB中 で37℃,18時 間静置培養 した菌液 を新鮮

なBHIBに10%接 種 し,37℃ で4時 間振盈培養 を行

った。なお,誘 導型 β-lactamase産 性 菌の場合には,

培養2時 間 後 にイ ンデ ュ ーサ ー としてCMZを10

μ9/m1と な る ように添加 した。培 養後,遠 心分 離

(4℃,1,000×9,30分)に て集菌 し,得 られ た菌体

を0.1MPB(pH7.0)で2回 洗浄 し,適 量の同PB

に再懸濁した。 これを氷冷下で超音波破砕 した後,遠

心分離(4℃,10,000×9,30分)し て得 られ た上清

を粗酵素液 として実験に供 した。

5.ヒ ト体液

血清および尿は健康成人(3～4名)か ら,胆 汁(2

～3名),腹 水(2～3名),胸 水(1～2名)は 入 院患

者から採取 し,実 験 開始時 まで凍結保存 した。なお,

各体液 を実験 に供 する前 に,Bioa8say法 にて抗菌活

性物質が検出されないこと,お よびUV法17)に て β-

1actamase活 性 が認められないことを確認 した。

6.各 種 β-lactamaseの ヒ ト体液中安定性

各菌か ら鯛製 した粗酵素液(β-lactamase活 性;約

5U!m1)0.1m1に,各 租 ヒト体液(血 清,尿,胆 汁,

腹 水,胸 水)を それぞれ0.9ml加 えて撹搾後,37℃

フラン器中に静置 し,経 日的 にサンプ リングして β一

1actamase活 性 を調べた。なお,粗 酵素液および体液

は無菌濾過 した後使用 した。

7。 β-lactamase活 性 測定法

β-lactamase活 性 の測定 は,CER100μMを 基質

とするUV法17)で 行 った。すなわち,基 質液3mlを

2個 のUV用 石 英セルに入れ,一 方 に10～50μ1の 酵

素液 を加 えて手 早 く撹搾 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mUで 表 し,1mUは30℃,0.05MPB(pH7.0)

中 で1分 間に1nmo1の 基 質を分解するのに必要な酵

素量 とした。

II.結 果

1.培 養液中 β-lactamase活 性

E,coliTK-3,K.pneumoniae Y-4,P.vulgaris T

-178
,P.aeruginosa GN918,E.doacae H-27を,

それぞれNB中 で2日 聞静置培養 した時の菌体外 お

よび菌体内のβ-lactamase活 性 をTable1に 示 した。

また,そ の時の生菌数をTable2に 示 した。

構成型 β-lactamase産 生菌のE.coli K.pneumo-

niae,P.aemginosaで は,培 養1日 後 に菌体外活性 は

菌体 内 活性 の15～26%,2日 後 に30～56%と な り,

菌体外活性は経日的に上昇す る傾向が認められた(薬

剤無添加時)。 一方,誘 導型産生菌のP.vulgaris,E.

chacaeで は,薬 剤無添加時には菌体外 β-lactamase

活 性 は低値(≦1mU/ml)を 示 したが,イ ンデ ュー

サーCMZ作 用 時には菌体内 ・外の活性が上昇 し,培

養2日 後 に菌体外活性 は菌体 内活性の36～229%に ま

で上昇 した。

生菌数は,培 養1日 後 と2日 後で大 きな差が見 られ

なかった。なお,デ ータは示 さなかったが,培 養1日

後 と2日 後で培養液pHに 大 きな変化 は認め られなか

った。

2.各 種 β-lactamaseの ヒ ト体液中安定性

且 coli TK-3,K.pneumonim Y-4由 来 の2種 の

pCase,P.vulgarisT-178由 来 のCXase,お よびP

aemginosaGN918,E.cloacaeH-27由 来 の2種 の

CEPaseに ついて,ヒ ト各種体液中における安定性 を
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Table 1. fl-Lactamase activity in cultures of various ƒÀ-lactamase-producing strains

I) R-Lactamase activity was determined by spectrophotometry using CER (100 AM) as the substrate .

b)-: Uninduced
. +: Cefmetazole (2.5ƒÊg/ml) was added to the culture as an inducer at the start of incubation.

C) Intra: intracellular activity (cell extract) .

d) Extra: extracellular activity (cell-free medium) .

e) The extracellular activity (%) is expressed as a percentage of intracellular activity .

Table 2. CFU in cultures of various fi-lactamase-producing strains

*-

: Uninduced. +: Cefmetazole (2.5 Ag/m1) was added to the culture as an inducer at the start of incubation.

経日的に調べた。その結果 を,Table3に 示 した。

胆汁中 β-lactamase活 性 は,い ずれ も2日 後 に1

%以 下 に低下 した。一方,他 の体液中ではいずれ も比

較的安定 に存在 し,8日 後において も60%以 上 の活性

が残存 していた。 また,胆 汁以外 の体液 間で はβ-

lactamaseの 安定性に大 きな差 は見 られなかった。

体液のpH変 化は,血 清ではpH7.9～8.5か らpH

8。0～8.5,尿 で はpH5.5～7.1か らpH5.6～8.7,

胆 汁 で はpH6.4～8.2か らpH6.4～8.5,腹 水 で は

pH7.3～8.7か らpH8.0～9.2,胸 水 で はpH7,7～

82か らpH8.3～8.9で あった。

III.考 察

これ まで我々は,グ ラム陰性菌 の誘導型 β-lacta-

maseの 菌 体外への漏出 と感染巣内残存 を中心に検討

し,イ ンデュー サー によ って誘 導産 生 されたβ-

lactamaseが 菌体外に漏出 しインデューサー消失後で

も安定に存在 して β-lactam剤 治療に影響 をおよぼす

ことを報告 して きた3～5)。今 回,さ らに菌種およびβ-

lactamaseの 種 類 を広 げ,β-lactamaseの 菌体外へ

の放出 とヒ ト各種体液中安定性 について検討した。

異なるタイプの β-lactamaseを 産生す る5菌 株を

培養 し,そ の時の菌体内。外の β-lactamase活 性 を調

べた結果,構 成型 β-lactamase産 生菌で は薬剤を作

用させな くて も菌体外に β一lactamase活 性 が認めら

れ,経 日的に上昇す る傾向が見 られた。この菌体外β

-lactamaseは,漏 出あるい は溶菌 に伴 って菌体外へ
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Table 3. In vitro stability of plactamases in various human body fluids

1) Residual activity (%) is expressed as a percentage of
, 8-lactamase activity at the start of incubation.

b) No
. of samples used.

C) Mean•}standard error .

d) Phosphate buffer (pH 7
.0).

放出されたものと思われ る。なお,構 成型菌について

は薬剤作用時の菌体内・外 β-lactamase活 性 を記載 し

なかったが,作 用薬剤あるいはその濃度 によって菌体

外への β-lactamase漏 出 の程度 は異 なるので,今 後

詳細 に検討 して報告 する予定 であるo一 方,誘 導型

CXaseお よびCEPase産 生 菌 の場合 には,薬 剤無添

加では菌体外 β-lactamase活 性 は低値(≦1mU/ml)

で あったが,イ ンデューサー添加時には菌体外 に β-

lactamase活 性 が認められ,構 成型菌の場合 と同様 に

経 日的に上昇する傾向を示 した。

以上 よ り,グ ラム陰性菌の β-lactamaseが 薬 剤作

用あるいは長時間の培養 によって菌体外 に放出される

ことが示 され た。 これ らβ-lactamaseが 安 定に存在

するならば,道 浦 ら7)も 指摘 しているように,ヒ ト体
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液 中 において菌体外 β-lactamaseが 薯積残存 してβ-

lactam剤 治療 に影響 を与 える可能性 が考 え られ る。

そこで,こ れ らβ-lactamaseの ヒ ト各種体液中安定

性 を検 討 した。 その結 果,胆 汁 中 を除 き各種 β-

lactamaseは 比較的安定であり,5種 のβ-1actamase

間 に大 きな差が認め られなかった。なお,Ecloacae

由 来CEPaseの ヒ ト体 液 中安 定性 は,ラ ッ ト体 液

(血清,尿,pouch内 漫 出液,胆 汁)中 安 定性 の成

績3)と 類似 していた。

胆汁中でのβ-lactamaseの 安 定性 は他の体液中よ

り劣ったが,そ の原因については不明である。今回,

2日 以 前 の デ ー タ は示 さ なか っ たが,胆 汁 中 β-

lactamase活 性 はイ ンキュベ ー ト1時 関後 では約15

%に,1日 後 で は1%以 下 に低下 した。 したがって,

胆 汁検体 中の菌体外 β-lactamase活 性 の測定 は,検

体採取後,短 時間内に行 う必要があろう。 ところで,

青木 ら6)は 胆道感染症患者 の胆汁中 β-lactamase活

性 を測定 し,PCase活 性 やCEPase活 性 を認 めてい

るが,検 体採取後の測定 までの時間経過,菌 体内(ペ

リプラスム内)β-lactamaseの 存 在,あ るいは胆汁

成分の変化などが胆汁中 β-lactamase活 性 に影響 し

ている可能性が考えられる。いずれにして も,胆 汁中

でのβ-lactamase活 性 の測定には注意が必要であろ

う。

以上,グ ラム陰性菌の β一1actamaseは,薬 剤作用

あるいは長時間の培養 によって菌体外にも認 められ,

胆 汁以外の ヒト各種体液中において長時間安定であっ

た。
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In vitro stability in human body fluids of various fl-lactamases

from gram-negative bacteria
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Extracellular and intracellular ƒÀ-lactamase activity in culture was studied using Escherichia coli

TK-3 and Klebsiella pneumoniae Y-4, which produce constitutive penicillinases, Proteus vulgaris T

-178
, which produces an inducible oxyiminocephalosporinase, Pseudomonas aeruginosa GN 918,

which produces a constitutive cephalosporinase (CEPase), and Enterobacter cloacae H-27, which

produces an inducible CEPase. In the cultures of the three strains which produce constitutive fi-

lactamases, extracellular ƒÀ-lactamase activity was increased (without any drugs), and amounted

to 15-26% and 30-56% of intracellular activity on days 1 and 2 of incubation, respectively. In the

cultures of the two inducible fl-lactamase producers, on the other hand, extracellular fl-lactamase

activity was low ( 1 mU/m1) without an inducer, but upon the addition of cefmetazole (as an

inducer) extracellular activity increased to 36-229% of intracellular activity on day 2. The in vitro

stability of the ƒÀ-lactamases from these five strains was studied in various human body fluids

(serum, urine, bile, peritoneal fluid, and pleural fluid) . All five enzymes were stable in these human

body fluids, except bile, and their residual activity was greater than 60% after incubation for eight

days. All of the ƒÀ-lactamases used were rapidly inactivated in bile.


