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β-ラ クタム剤 による緑膿菌 の β-lactamase誘 導 と薬剤感受性

田 村 忍 。畏 岐 為 一 郎 ・福 田 一 郎

日本 グラクソ(株)開発本部開発研究セ ンター・

(平成5年3月4日 受付 ・平成5年5月6日 受理)

臨 床 分 離 緑 膿 菌13株 に対 す るceftazidime(CAZ),cefoperazone(CPZ).cefsulodin

(CFS),latamoxef(LMOX),aztreonam(AZT)お よ びimipeneπ1/cila8tatingodium

(IPM)の β-1actamase誘 導能 を検討 した。各 菌株 をCAZの 感 受性 に よ り3群 に分類 し比 較

した。 そ の結 果,IPMが 各群 と もに もっ と も誘 導 能 が 強 くCAZ感 受 性 株(S群)で は330

倍,CAZ中 等 度 耐 性 株(LR群)で は165倍 に β-lactamase活 性 が 増 加 し た。 し か し,

CAZ,CPZ,CFS,LMOX,AZTで はS群,LR群 にお いて は強 い誘 導能 は認 め られ なか っ

た。CAZ高 度耐 性株(HR群)で は6薬 剤 と もに弱 い酵素 誘 導能 で あ っ た。 またJPMを 誘

導 剤 として使 用 し酵 素誘 導 時 の薬 剤感 受 性 を測定 し た と ころ,S群 で はMICがCPZに 対 し

18倍,CAZで12倍,CFSで8倍,LMOXで5倍,AZTで4倍 そ れ ぞ れ 上 昇 し た。 ま た,

β-1actamase非 誘導時 お よびIPMに よる誘 導時 の酵素 活 性 とCAZ,(3Z,CFS,LMOX9

AZTに 対 す るMICと の間 に相 関が認 め られ た。
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緑膿 菌 は種 々感 染 症 の重 要 な起 炎 菌 の1つ で あ り,難 治

感 染 を引 き起 こす こ とが知 られ て い る。 また,抗 生 剤 に対

し比 較 的 容 易 に耐 性 を獲 得 し,特 に β-lactamaseに よ る

β-ラ ク タム 剤 に対 す る耐 性 化 は重 要 で あ る1)。緑 膿 菌 の β

-lactamaseの うち 染 色体 性 β-1actamaseは 誘 導 型 で,ほ

とん どの 菌 株 に存 在 して い る た め,β-ラ ク タ ム剤 に よ る

治 療 に よ り誘 導 され や す く耐 性 の 主 た る 原 因 とな っ て い

る2勘5⊃。 また,β-ラ クタム 剤 に よ り誘 導能 は異 な り5),誘 導

さ れ た β-lactamase産 生 菌 の薬 剤 感 受 性 は変 化 す る と報

告 され て い る4)。小林 ら は薬 剤感 受 性 測 定 時 の 前培 養 液 に

誘 導 剤 を加 えMICの 変 化 を 検 討 し て い る が,β-lacta-

maseの 増 加 に見 合 う ほ どMICは 上 昇 し て い な い6}。 ま

た,Tauskら は デ ィ ス ク拡 散 法 に よ るIPMと 他 の β-ラ

クタ ム剤 との間 に み られ る拮 抗 作用 はIPMに よ って 誘 導

され る β-lactamaseに 起 因 す る と報 告 し て い る4)。そ こ

で,我 々 は臨 床 分 離 緑膿 菌 を用 い,IPMを 含 む β-ラ ク タ

ム 剤6剤 の β-lactamase誘 導 能 を測 定 し,β-1actamase

誘 導時 の薬 剤 感 受性 の変化 につ い て検 討 した。

1-材 料 と 方 法

1.使 用 菌 株

1991年1月 か ら3月 に 臨 床 材 料 よ り分 離 さ れ た 緑

膿 菌13株 を使 用 し た 。

2.使 用 薬 剤

β-lactamase誘 導 能 の 検 討 に はceftazidime

(CAZ;日 本 グ ラ ク ソ),cefoperazone(CPZ;富 山 化

学),cefsulodm(CFS;武 田 薬 品),1atamoxef

(LMOX;塩 野 義 製 薬),aztreonam(AZT;エ ー ザ

イ),imipenem/cilastatinsodium(IPM;万 有 製 薬)

を用 い た。 また,β-1actamaseの 基 質 と してcepha-

10ridine(CER;塩 野義 製薬)を 用 いた。

3.薬 剤 感受性 の測定

日本化 学療法 学会標 準 法7》の寒天 平板 希 釈 法 で測定

した。β-lactamase誘 導 時 のMICの 測 定 は以 下 の方

法 で行 った。 すな わち,上 記 の方 法 で作製 した薬剤希

釈 系列 に誘 導剤 と してIPM0.2μg/mlを 同 時 に加 え

た平板 でMICを 測定 した。

4.β-1actamaseの 誘 導 お よび調製

各 菌 株 の 前 培 養 液 を普 通 液 体 培 地 に2%接 種 し,

37℃,1時 間 振盈培 養 した。 最終 濃度1/4も し くは1/

8MICに な る よ うに薬 剤 を加 え3時 間 振 盟培 養 した。

集 菌,洗 浄 後 超 音 波 処 理 に よ り菌 体 を破 砕 し,4℃

20,000r.p.m-1時 間 の遠 心上 清液 を酵 素液 とした。

5.β-lactamase活 性 の測 定

小林 らの 方法6)に 従 いU-V.法 で測 定 した。 す なわ

ち,CERを 基 質 と し30℃ に お け る 水 解 速 度 を260

nmの 紫 外 部 吸 収 の 変 化 に よ っ て 求 め た。 β-lacta-

*茨 城県つ くば市和台43
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mase活 性 は,1分 間 に1μmolのCERを 分 解 す る酵

素量 を1単 位 と しLowry法8)に よっ て求 め た単位 蛋

白(mg)当 りの比 活 性(units/mg protein)で 示 し

た。

II.結 果

1.薬 剤感 受性

被検 菌株 のCAZ,CPZ, CFS, LMOX、 AZT, IPM

に対 す るMICをTable1に 示 し た。 各 菌 株 をCAZ

に対 す る感 受 性 に よ り3群 に分 類 し た。 す な わ ち

MICが0.78～L56の5株 を 感 受 性 株(S群),6.25

～12.5の4株 を 中 等 度 耐 性 株(LR群)
,50～>400

の4株 を高度 耐性 株(HR群)と した。各 抗生 剤 の抗

菌力 につ いて み る と,IPMはNG12,NG95,NG51

の3株 を除 きMICは3.13以 下 で もっ と も優 れ て い

た。CPZ, CFS, LMOX, AZTに 対 す るMICはCAZ

と同様 に ほぼ3群 に分 け る こ とが で き,5薬 剤 の抗 菌

力 の 強 さ はCAZ≧CFS>AZT≧CPZ>LMOXの 順

に強 い傾 向 を示 した。

2.β-lactamase活 性 とMICの 相 関

各 菌 株 の β-1actamase活 性 をTable1に 示 す。S

群 の活性 値 は7.30x10-4～3.60×1r3units/mg pro-

tein,LR群 は1.98×10-3～2.67×10-2,HR群 は

1-67×10-1～1.47で あ った。 そ れ ぞ れ の薬 剤 に対 す

るMICと 酵素活 性 の相 関 を比 較 す る と,CPZ,CFS,

LMOXお よ びAZTの4剤 は よ く相 関 し(P<

0.001),CAZは そ れ に 次 ぐ(P<0.02)相 関 を示 し

た。 そ れ に対 しIPMは 酵 素 活 性 とMICと の 聞 に ま

った く相 関 は認 め られな か った(P>0.5)。

3。 各抗 生剤 に よ る β-1actamaseの 誘導

各 抗 生 剤添 加 時 の酵 素 活性 を測 定 し酵 素誘 導 能 を

Fig.1に 示 した。IPMが 各 群 で もっ と も誘 導 能 が 強

く,S群 にお いて は酵 素活性 は331倍 に上 昇 した。 し

か し,他 の5薬 剤 はほ とん ど誘導 能が認 め られ なかっ

た。LR群 に おい て も誘 導 能 はIPMが もっ と も強 く

165倍 に 上 昇 さ せ,次 い でCAZ,CPZが 強 く約10

倍,CFS,AZT,LMOXは2～4倍 で あ った。HR群

で は各 薬剤 とも誘 導能 は認 め られ たが大 きな差 はみ ら

れず2～6倍 で あっ た。

4.酵 素誘 導時 のMIC

IPMを 誘 導 剤 と して使 用 し酵 素誘 導 時 のMICを 測

定 した。Table2に 非 誘 導時 お よ びIPM誘 導 時 の各

群 のMICの 平 均 を,Fig.2に は各 菌 株 ご との 酵 素活

性 とMICの 関係 を示 した。各 抗生 剤 と も誘 導 に よる

酵 素 活性 の増加 に伴 いMICも 上昇 した。特 に,S群

に お い て顕 著 で あ り,CPZに 対 し18倍,CAZで は

12倍,CFSで は8倍,LMOXで は5倍,AZTで は

4倍 そ れ ぞ れMICが 上 昇 した。LR群 で はCPZで6

倍,CAZで5倍,CFSで4倍,AZTとLMOXで2

Table 1. ƒÀ-lactamase activity and susceptibility to tHactams of Pseudomonas aeruginosa

CAZ, ceftazidime; CPZ, cefoperazone; CFS, cefsulodin; LMOX, latamoxef; AZT, aztreonam;

IPM, imipenem/cilastatin.

a: units/mg protein, b: Inoculum size: 106 CFU/ml.

S: CAZ-susceptible, LR: CAZ-low level resistant, HR: CAZ-high level resistant.
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倍 それ ぞれMICが 上 昇 した。HR群 で はいず れ の抗

生 剤 に対 して も1～1,2倍 とほ とん ど変化 が なか った。

他 の抗 生剤 を誘導 剤 とした場合 はいずれ の抗 生剤 に対

して も顕 著 なMICの 上昇 はなか った。醇 素活 性 と各

抗 生剤 に対 す るMICの 関係 を統 計学 的処 理 した とこ

ろ,LMOX(P<0.001),CPZお よ びCFS(P<

0.01),AZTお よびCAZ(P<0.05)と それぞれ に差

CAZ, ceftazidime; CPZ, cefoperazone; CFS, cefsulodin;
LMOX, latamoxef; AZT, aztreonam; IPM, imipenem/
cilastatin.
S: CAZ-susceptible, LR: CAZ-low level resistant, HR: CAZ
-high level resistant

Fig. 1. Comparison of f3-lactamase induction
rates by CAZ, CPZ, CFS, LMOX, AZT and
IPM.

はあ るが相 関 関係 を示 した。

III.考 察

グ ラム 陰性 薗 の 多 くは染 色体 上 に β-Iactamase進

伝 子 を持 ってお り,そ の ほ とん どは誘 導 型 であ る。特

に緑膿 菌 の β-1actama8eは 誘 導 され や す い こ とが報

告 さ れ て い る2殉 。従 来,緑 膿 菌 は こ の 誘 導 型 β-

1actamaseの 産 生,他 の グラム陰 性菌 との膜 の透 過性

の違 い等 に よ り,β-ラ ク タム 剤 に は低 感 受 性 で あ っ

た。近 年,β-1actamaseに 安 定 で,緑 膿 菌 の 膜 透 過

性が 改良 され たセ フ ェム剤,オ キサ セ フェム剤,モ ノ

バ ク タム剤 あ るいは カルパペ ネム剤の 開発 に よ り抗縁

膿菌 活性 の強 い β-ラ ク タム剤 が 繁 用 され る よ うに な

った。 それ に伴 い これ らの抗 生剤 に耐 性 を示 す縁口董

の 臨 床 か らの分 離 が増 加 して い る猛ρ。 これ らの 鮒性

機構 として は,カ ルバ ペ ネム剤 に対 して は外膜 の透過

性 の阻 害1。,,セ フ ェム 剤 劉 こ関 し て は β一1actamase

の高 度 産 生 が主 た る原 因 で あ る と推 測 され て い る6.

我 々 は,臨 床分 離 緑膿 菌 を用 い これ らの抗 生 剤 の β-

1actamase誘 導能 お よび酵 素誘 導時 の薬剤 感受 性 を測

定 し,耐 性 菌増 加 にお け る抗 生剤 の関与 につ いて検討

を行 った。

小 林 らは緑 膿 菌 を β-lactamase活 性 に よ り弱 産生

株,中 等 度産 生株,構 成 的産 生株 の3群 に分類 し抗縁

膿 菌 剤 の酵 素 誘 導能 の違 いに つ い て報 告 して い る6)。

我 々 の結果 も同様 に3群 に分類 す る こ とが で きた。S

群 はIPMに よ っ て 強 く酵 素 誘 導 さ れ た が,CAZ,

CFS,LMOX,AZTで はほ とん ど誘 導 され なか った。

LR群 で はIPMの み な らず他 の5剤 か ら も誘 導 を受

Table 2. Susceptibility to fi-lactams with and without imipenem

CAZ, ceftazidime; CPZ, cefoperazone; CFS, cefsulodin; LMOX, latamoxef; AZT, aztreonam;

IPM, imipenem/cilastatin.

A: without IPM, B: with IPM, B/A: relative rate of mean MIC.

S: CAZ-susceptible, LR: CAZ-low level resistant, HR: CAZ-high level resistant.
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CAZ Y-2.08e-3X1.29, P<0.05

LMOX Y=3,17e-5X1.72, P<0.001

CPZ Y=1,16e-4X1.53, P<0,01

AZT Y=2,68e-4X1.93, P<0,05

CFS Y=2.83e-3X1.14, P<0,01

CAZ, ceftazidime; CPZ, cefoperazone; CFS, cefsulodin; LMOX, latamoxef; AZT, aztreonam; IPM, imipenem/cilastatin.
The numbers beside the circles represent strain numbers.

Fig. 2. Relationship between fl-lactamase activity and the MICs of CAZ, CPZ, CFS, LMOX and AZT.

け,HR群 は どの抗 生剤 に おい て も誘 導効 果 は強 くは

現 れ な か っ た。 これ は,元 株 が す で に β-lactamase

を構成 的 に多量 に産 生 して い るため に,さ らに多 くの

酵素産 生 に は限 度が あ るた め と考 え られ た。 各抗 生剤

の誘 導 能 につ い て はIPMの 誘 導 能 が もっ と も強 く,

誘導後 はいずれ の菌株 も酵素 活性 が高度 耐性 株 の レペ

ル に達 してい た。今 回 の実験 結果 か らはカルバペ ネム

系 のIPMの 誘 導 能 の 強 さが 示 され た が,セ フ ェ ム

系,モ ノバ クタム系,オ キサ セ フ ェム系 の誘 導能 の差

は見 いだ され なか った。

β-lactamase誘 導 時 の 薬 剤感 受 性 に つ い て小 林 ら

はMIC測 定 時 の前 培 養液 に誘 導 剤 を加 え測 定 して い

る6)。我 々 も同 様 の方法 で測 定 した が,β-lactamase

活 性 の増加 に見 合 うよ うなMICの 顕著 な上 昇 はみ ら

れな か った。 そ こでMIC測 定 時 の薬 剤 含有 平 板 中 に

誘 導剤 を共 存 させ る方法 を とった と ころ,IPM以 外

の5剤 に対 す る感 受 性 は β-lactamase活 性 の増加 に

伴 い低 下 し,酵 素 活 性 とそれ に対 応 す るMIC値 に は

相 関関係 が認 め られた。 今 回実験 に使 用 した薬剤 はい

ず れ も緑膿 菌 の β-lactamaseに は安 定 で あ る と報 告

され てい る。緑膿 菌 のIPM以 外 の β-ラ クタム剤耐性

に お け る β-lactamaseの 果 た す 役 割 に つ い て,

Tauskら は β-lactamaseに よ る β-ラ ク タ ム 剤 の 捕

捉 や高濃 度 の β-lactamaseに よ る少量 の加水 分 解 で

あ ろう と考 察 して い る4)。今 回,相 関 が認 め られ た こ

とは耐性 にお け る β-lactamaseの 関与 を よ り一 層 強

く示唆 す る もので ある。 また,一 部高 度耐性 株 にお い

て酵 素活 性 の わ りにMICが 高 い株 が存 在 した。 これ

は,β-lactamaseの 他 にPBPや 膜 の変化 等他 の 要因

が伴 うこ とよ りさ らに高度 耐性 化 してい る もの と考 え

られ た。

緑膿 菌感 染症 に対 す る化 学療 法 につ いて は併 用療法

や使 用 薬剤 の変 更 な どが 行 わ れ る こ とが あ るが,β-

ラクタ ム剤 ど うしの併用 あ るい は変更 におい て は酵素

誘 導 に よる耐性 獲得 を考慮 す る必要 が ある と考 えられ

た。
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Induction of Pseudomonas aeruginosa ƒÀ-lactamase by ,ƒÀ-lactam

antibiotics, and drug susceptibility

Shinobu Tamura, Tameichiro Nagaki and Ichiro Fukuda

Preclinical Research Center, Development Division, Nippon Glaxo Ltd., TsukubaResearch

Laboratories, 43 Wadai, Tsukuba-shi, Ibaraki 300-42, Japan

We investigated the ability of six ƒÀ-lactam antibiotics, ceftazidime (CAZ), cefoperazone (CPZ)

cefsulodin (CFS), latamoxef (LMOX) , aztreonam (AZT) and imipenem/cilastatin (IPM) , to

induce ƒÀ-lactamase production in thirteen clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa. We classified

thirteen P. aeruginosa strains into three groups based on susceptibility to CAZ, and compared the six

ƒÀ-lactam antibiotics for rates of induction of ƒÀ-lactamase
. As a result, IPM was shown to have the

highest inducing potential in the three strain groups. When induced by IPM, ƒÀ-lactamase activity

increased 330-fold in the CAZ-susceptible strains (S group), and 165-fold in the CAZ-low level

resistant strains (LR group). However, neither CAZ, CPZ, CFS, LMOX nor AZT showed high

inducing activities in the S or LR strain groups. In contrast
, in the CAZ-high level resistant strains

(HR group) , all six ƒÀ-lactam antibiotics showed low induction potential forƒÀ-lactamase. The MICs

for strains in the S group measured after ƒÀ-lactamase induction by IPM increased 18 times for CPZ
,

12 times for CAZ, 8 times for CFS, 5 times for LMOX, 4 times for AZT . Uninduced and IPM-

induced ƒÀ-lactamase activities correlated with the MICs of CAZ
, CPZ, CFS, LMOX and AZT,

respectively.


