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誘導型 β-1actamase産 生菌共存時 におけるcephem系 薬剤 の

大腸菌に対 する殺菌効果 について

荒木 春美 ・大懸 直子 ・南 新三郎

保 田 隆 ・渡辺 泰雄

富山化学工巣株式会社綜合研究所象

(平成5年1月13日 受付 ・平成5年4月27日 受理)

誘導型 ƒÀ-lactamase 産生菌 (Enterobacter cloacae H-27, Proteus vulgaris T-178, Mor.

ganella morganii T-211, Providencia rettgeri GN 4430, Serratia marcescens W-24) 共存時
(1) Escherichia coli TK-16 R (fi-lactamase 非産生菌)に 対するcephem系 薬 剤 [cefazolin
(CEZ) , cefotiam (CTM) , cefmetazole (CMZ) , cefotaxime (CTX) , cefoperazone

(CPZ) ] の殺菌効果を in vitro および 212 vivo で検討し,以 下の結果を得た。

1)CEZお よびCTMの E. coli に対する in vitro 殺菌効果は,す べての混合系において著

し く低下 した。CMZで は, P. vulgaris を除く4種 の誘導型 ƒÀ-lactamase 産生菌 との混合系

で, E. coli に対する殺菌効果の低下が認められた。CTXで は,前 記3剤 に比べ影響は少なか

っ た が, S. marcescens 以外の混合系で E. coli の明 らかな再増殖が認 められた。CPZで は,

誘導型ƒÀ -lactamase 産生菌共存の影響がもっとも少なく再増殖がみられなかった。

2) E. coli と E. cloacae のラットpouch内 混合感染実験において,CMZの E. coli に対す

る殺菌効果は単独感染時に比べ低下したが,CPZで は単独感染 と混合感染で差がみられず殺

菌的に作用した。

3)β-Lactamase誘 導能 は,CMZが もっとも高 く,次 いでCTX,CTM,CEZで あ り,

CPZが もっとも低い成績であった。

4)各 β-lactamase産 生 菌由来の酵素に対するcephem剤 のVmaxお よびKm or Ki値 は,

CEZ,CTM>CPZ>CMZ,CTXの 順 に高値 を示す傾向が認められた。 しか し,Vmax/Km or

Ki値 は,Vmax値 に比べ薬剤間の差が小 さく類似 していた。

5) In vitro, in vivo で認められた E. coli に対するcephem剤 の殺菌性低下は,薬 剤の β-

1actamase誘 導 能および β-lactamaseに 対 す る安定性(Vmaxお よびVmax/Km or Ki値)の

両因子 に深 く関わっているもの と考えられた。
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略疾などの臨床材料や感染部位から複数の菌が分離され

ることが多 く,そ の中にβ-lactamase産 生菌が起因菌あ

るいは常在菌として共存する時は,β-1actamaseが 間接的

に他の起因菌をβ-1actam剤 か ら保護して病原性を増強さ

せることに注意が必要である1～7)。これは,主 としてβ-

lactamase産 生菌のβ-lactamaseに よってβ一1actam剤

が加水分解され,感 染部位の薬剤濃度が低下することにも

とつくとされている胴2)。 しかし,β-1actamase産 生菌は

多種にわたっており,β-1actamaseの 性状および産生様式

や産生レベル等はさまざまであることから,そ れらの与え

る影響についても相違があるものと考えられる。この影響

につ い て は,誘 導 型 β-1actamase産 生 菌 で は い ま だ十 分

な 解析 が な され て い な い。

これ ま で 我 々 は,β-1actamaseに 安 定 と言 わ れ るce-

phamycin系 薬 剤 で さ え も誘 導 産 生 さ れ た β-1actamase

に よっ て加 水 分 解 され る こ とを報 告 して お り13.14,,誘 導 型

β-1actamase産 生 菌 が共 存 す る複 数 菌感 染 にお いて,こ の

よ うな β-lactam剤 の加 水 分 解 が治 療 に影 響 をお よぼ す こ

とが考 え られ た。 そ こで 今 回,β-lactamase非 産 生 性 の大

腸 菌(Escherichia coli TK-16R)に 対 す るcephem剤 の

殺 菌性 に お よ ぼ す誘 導 型 β-lactamase産 生 菌 共 存 の影 響

を,薬 剤 の β-1actamase誘 導 能 や β-1actamaseに 対 す る
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安 定 性(Vmaxお よ びVmax/Km or Ki値) の観点から in

vitro および in vivo の実験モデルを用いて鯛べた。

I.実 験材料および方法

1.使 用 薬 剤

β-Lactamase誘 導 能 お よび β-1actamaseに 対 す る

安 定 性 の 異 な るcefazolin(CEZ,藤 沢 薬 品 工 業),

cefotiam(CTM,武 田 薬 品 工 業),cefmetazole

(CMZ,三 共),cefotaxime(CTX,ヘ キ ス トジ ャ パ

ン),cefoperazone(CPZ,富 山 化 学 工 業)を 用 い

た 。 ま た,β-1actamase活 性 の 測 定 に はcephalor-

idine(CER,塩 野 義 製 薬),Ki値 の 測 定 に はcepha-

10thin(CET,塩 野 義 製 薬)を 基 質 と し て 用 い た 。 さ

らに,菌 の 選 択 培 地 の 調 製 にampicnlin(ABPC,東

洋 醸 造)お よ びrifampicin(RFP,第 一 製 薬)を 使

用 し た。

2.使 用 菌 株

β-Lactam剤 感 受 性 の β-1actamase非 産 生 菌 と し

て, E. coli TK-16R11)を 用 いた。本菌株 は,臨 床分

離株である E. coli TK-16か らニ トロソグアニジン処

理(100μg/m1,30分,30℃)し て 得 たRFP耐 性

(MIC>200μg/ml)変 異 株である。また,誘 導型 β-

lactamase産 生菌 として,当 研究所保存の臨床分離株

の中から腸内細菌のEnterobacter cloacae H-27,

Proteus vulgaris T-178, Providencia rettgeri GN

4430, Morganella morganii T-211 および Serratia

marcescens W-24 を使用 した。

3.最 小発育阻止濃度(MIC)の 測定

MICの 測 定 は,Brothdilution法 で行 った。すな

わち,Nutrientbroth(NB,pH7.0,栄 研)で 作製

した薬液 の2倍 希釈系 列 に,各 菌株 の一 夜培 養液

(NB中,37℃)を 最終菌量が約1×107cells/m1と な

るように加 えて37℃ で18時 間培養後,肉 眼で菌の発

育を認めない最小濃度 をMICと した。

4.混 合 培養時の殺菌作用

E. coli TK-16 R とβ-lactamase産 生 菌 (E. do-

acae H-27, P. vulgaris T-178, P. rettgeri GN 4430,

M. morganii T-211, S. marcescens W-24) のNB中
一夜培養液 をそれぞれ約2×106cells/m1に な るよう

にNBで 希釈混合後,37℃ で振塗培養 した。2時 間培

養後,測 定 した E. coli TK-16Rに 対 す るMICと 等

し い 濃 度(CEZ:3.13μg/ml,CTM:1.56μ9/m1,

CMZ:3.13μg/ml,CTX:1.56μ9/m1,CPZ:0.39μ9/

ml)に な る よ う に薬 剤 を加 え,経 時 的 に 生 菌 数 を 測

定 した。E. coli TK-16Rの 分離にはRFP(100μ9/

m1)を 含 むHeartinfusionagar(HIA,栄 研)平 板

を,β-lactamase産 生 菌 の 分 離 に はABPC(50μ9/

mDを 含 むHIA平 板 を用 いた。なお,対 照 として各

菌の単独培養時の生菌数 についても同様 に測定 した。

5.浸 出性無菌炎症Pouchの 作 成

Selyeの 方 法15)に 準 じた。すなわ ち,wistar系 雄

性 ラツ 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

1m1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

200～250g)を 実験 に用いた。

6.ラ ットpouch内 感染実験

E. coli TK-16 R および E cloacae H-27 をHIA平

板 に37℃,18～20時 間 培養後,生 理食塩水にそれぞ

れの菌 を懸濁 し,こ の懸濁液各々1容 を20%gastric

mucin(半 井化学薬品)8容 に加 え,そ れぞれ約5x

108お よび1×10acells/m1と な るように調整 し,そ の

3m1を ラ ッ トpouch内 に接種 した。なお,単 独感染

の場 合 に は,感 染 菌1容 と生 理食 塩 水1容 を20%

gastric mucin 8容 に加 えた。菌接種の2時 間後に

CPZあ る い はCMZの100mg/kgをi.v.投 与 した

後,2時 間間隔でpouch内 浸 出液 を採取 し,た だちに

生理食塩水で10倍 に希釈 した。 この10倍 希釈系列を

生理食塩水で作製 し,薬 剤含有平板 に0.05mlず つを

塗布 した後,一 夜培 養後 に生 じた コロニー数 か ら

pouch内 生 菌数を算出した。なお,結 果 は1群6匹 の

平均値で示 した。

7.β-Lactamase誘 導 能

既報i6)に 従 って,各 薬剤 を E. coli TK-16Rに 対

す るMICと 等 しい濃度になるように添加 し,2時 間

培養後 の菌体 中 β-1actamase活 性 を測定 した。すな

わち,各 菌株のBrain heart infusion broth(BHIB,

pH7.4,栄 研)中 一夜培養液 を新鮮なBHIBで10倍

希 釈 し,37℃ で2時 間振塗培養後 に各薬剤 を添加 し,

さ らに2時 間振邊培養 した。次 に,遠 心分 離(4℃,

1,000×9,30分)に より集菌 し,0.1M phosphate

buffer(PB,pH7。0)で2回 洗浄後,適 量の同PB

(pH7.0)に 懸 濁 し,Ultrasonicator(Tomy-Seiko)

によ り氷冷下で超音波破砕 した。 この破砕液 を遠心分

離(4℃,10,000×9,30分)し た上清 を粗酵 素液 と

し,粗 酵素液中の β-1actamase活 性 と蛋白濃度 を測

定 した。β-Lactamase活 性 はCER(100μM)を 基

質 とす るUV法17)に よ っ て 測 定 し,蛋 白 濃 度 は

Bovine serum albuminを 標 準品 としてLowry法18)

で測定 した。

8.β-Lactamaseの 部 分精製

BHIB中 一 夜培養 した被検菌株 を新鮮 なBHIBで

10倍 に希釈 し,37℃ で2時 間振 盗培養 を行 った。こ
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れ に,誘 導剤 としてCMZを 最 終濃度が10μg/m1と

なるように加 え,さ らに2時 間振邉培養 を行った。次

に,前 述 のごとく,集 菌洗浄後 に超音波破砕 して粗酵

素液 を調製 し,既 報19》に従 ってCM-Sephadexカ ラ

ム(C-50)を 用 いて部分精製酵素 を得た。

9.β-Lactamase活 性 の測定

β-Lactamase活 性 はUV法17)を 用 いて測定 した。

活性 はunitで 表 し,1unitは0.05MPB(pH7.0)

中,30℃ で1分 間に1μmolの 基質 を分解するのに必

要な酵素量 とした。Vmax値 お よびKmorKi値 の測

定に は部分精 製酵 素 を用 い,200μMか ら6,25μM

の範囲内で基質濃度 を変化させて加水分解速度を測定

し,Lineweaver-Burkの 式 か ら求 め た。た だ し,

Vm。.値 の測定 が困難 な基 質 の場 合 には,基 質濃度

100μMに おける加水分解速度 を近似 的なVm。.値 と

した。

IL実 験 結 果

1.使 用菌株の薬剤感受性

E. coli TK-16 R と誘導型 β-lactamase産 生 菌5株

に対す るcephem系 薬 剤 のMICを,Table1に 示 し

た。 E. coli TK-16Rは 各cephem剤 に対 して感受性

であ り,MICは0.39～3.13μg/m1で あ った。一方,

誘導型 β-1actamase産 生 菌 はこれ らcephem剤 に対

していずれ も耐性(MIC≧25μg/m1)を 示 し,特 に

CEZ,CTMお よびCMZに 対 してはいずれの株 も高

度耐性を示 した。

2.混 合培養時の殺菌作用

E. coli TK-16Rと 誘 導 型 β-lactamase産 生 株 と の

混合培養系で E. coli TK-16Rに 対 す るMICと 同 じ

濃度となるように薬剤を添加した時の E. coil の生菌

数変化 を調べた(Fig.1A～E)。

EcoliTK-16R単 独培養系に薬剤を添加 した場合

にはいずれの薬剤も殺菌的に作用 し生菌数が漸減 した

が, E. coli TK-16Rと 誘 導型 β-1actamase産 生株 と

の混合培餐系では, E. coil に対 す るCEZ,CTM,

CMZ,CTXの 殺 菌力が低下する現象が認 められた。

す なわ ち,CEZあ るいはCTM添 加 時に は,す べて

の誘導型 β-1actamase産 生 株 との混合系で単独系 に

比べ著 しい殺 菌性 の低下 が認 め られた(Fig.1A,

B)。CMZ添 加時 には, E. cloacae H-27 との混合系

でもっとも著 しい殺菌性低下が認められ, M. mor-

ganii T-211, S. marceseens W-24 および P. rettgeri

GN4430と の 混合 系で は一時的 に生菌数低下がみ ら

れたものの薬剤添加2～4時 間後から再増殖 が認め ら

れた(Fig.1C)。CTXで は,前 記3剤 に比べ影響は

少なかったが, S. marcescens W-24 以外の E. cloa-

cae H-27, P. vulgaris T-178, M. morganii T-211 お

よび P. rettgeri GN4430と の混合系において,薬 剤

添加4～6時 間後か ら明 らかな再増殖 が認め られ た

(Fig.1D)。 しか しなが らCPZで は,単 独系 とほぼ

同様 に混合系においても殺菌的に作用 し,い ずれの混

合系でも明らかな再増殖を示さなかった(Fig.1E)。

なお,デ ータは示さなかったが,薬 剤無添加時の各

誘導型 β-lactamase産 生菌共存下での E. coli TK-16

Rの 増 殖は単独培養系 と変わらなかった。また,各 誘

導型 β-1actamase産 生 菌 の生菌数 は薬 剤作用時(0

時間)に はいずれ も約1×107cells/ml,8時 間後 には

い ず れ も約1x109cells/mlで あ り,各 誘 導 型 β-

lactamase産 生 菌 の増 殖 は, E. coli TK-16Rの 共存

および薬剤添加 によって影響を受けなかった。

3.ラ ッ トpouch内 における殺菌作用

In vitro 混合培養において E. cloacae 共存の影響が

顕著に認められたCMZと 認められなかったCPZを

選 び,ラ ツ トpouch内 に E coli TK-16 R とE. clo-

aeae H-27 を単独感染または混合感染させ,2時 間後

にCMZあ る いはCPZを 投 与 した時のpouch内 生 菌

Table 1. Antibacterial activity of cephems against Escherichia coli TK-16 R and strains possessing inducible

β-1actamases

a) MICs were determined by broth dilution method at 1 x 10 cells/ml.
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A: Cefazolin

D: Cefotaxime

B; Cefotiam

E: Cefoperazone

C: Cefmetazole

Fig. 1. Bactericidal activities of cephems against Es-

cherichia coli TK-16 R in mixed cultures with strains

possessing inducibleƒÀ-lactamases.

Each drug (A: cefazolin, B: cefotiam, C. cefmet-

azole, D: cefotaxime, E: cefoperazone) was added

to pure (•š: E. coli TK-16 R only) or mixed cultures

of E. coli TK-16 R and each strain possessing an

inducible ƒÀ-lactamase (•›: E. cloacae H-27,•¢: P.

vulgaris T-178, • : M. morganii T-211, •œ: P. rettgeri

GN 3440, •£: S. marcescens W-24), to give an MIC

against E. coli TK-16 R (A: 3.13ƒÊg/ml, B: 1.56ƒÊg/

ml, C. 3.13ƒÊg/ml, D. 1.56ƒÊg/ml, E: 0.39ƒÊg/nii).

数変化を調べた(Fig.2)。

CMZ投 与群では,E.coli単 独感染時には殺菌的に

作用 し生菌数の減少がみられたが,E.cloacaeと の混

合感染時には生菌数の減少がみられなか った(Fig.2

A)。e.cloacaeに 対 してはCMZは 単独感染 と混合感

染のいずれにおいても殺菌的に作用 しなかった(Fig.

2B)。 一 方,CPZ投 与 群では,e.coliとE.clome

の生 菌数 は,単 独感染 と混合感染のいずれにおいても

漸減 した。 なお,control群 は,両 菌共,単 独感染 と

混合感染でほぼ同様な増殖を示 した。

4.β-lactamase誘 導能

誘 導型 β-laCtamase産 生 菌 の培養 液 に,e.coli

TK-16Rに 対 するMICに 等 しい濃度 となるように各

薬剤 を添加 し,2時 間培養後,菌 体中に誘導されたβ

-lactamase活 性 を測定 した(Table2) 。

薬 剤無添加時の β-lactamase活 性 はいずれの株 も

低 く,0.01～0.02unit/mg of proteinで あ っ た。

CMZ添 加 時には,い ずれの株 においても他剤に比べ

大 きな β-lactamase活 性 の上昇がみ られ,薬 剤無添

加時に比べて活性 が46～152倍 に 上昇 した。次いで,

CTXを 添 加 した時に活性の上昇が大 き く(薬 剤無添

加時の2～48倍),CTMお よびCEZ添 加 時 にも活性

の上昇傾向(1～22倍)が 認められた。CPZで は,い

ずれの株において も薬剤無添加時の活性 とほ とんど変

わらなかった。なお,E.coli TK-16Rで は薬剤無添

加および添加時のいずれにおいて もβ-lactamase活

性 はく0.001 unit/mg of proteinで あった。

5.Cephem剤 の β-lactamaseに 対 す る安 定性 お

よび親和性

各 β-lactamase産 生株 か ら得 た部分精製酵素 を用

い,cephem剤 のVmax値 お よびKm or Ki値 を求め

た(Tables3,4)。
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A E.coli TK-16R B E,cloacae H-27

Fig. 2. Bactericidal activities of cefoperazone and cefmet-

azole against against Escherichia coli TK-16 R and Enter-

obacter cloacae H-27 in rat pouches.

Cefmetazole or cefoperazone was intravenously ad-

ministered to rats in a dose of 100 mg/kg at 2 h postin-

fection. The data for E. coli TK-16 R are shown in Fig.

2 A and for E. cloacae H-27 in Fig. 2 B. Each point

with a bar shows the mean•}SE for six animals.

Table 2. Inducer activity of cephems for fi-lactamase production

The ƒÀ-lactamase activity (unit/mg of protein) of the sonic extract from cells incubated with

cephems was determined by a spectrophotometric method using cephaloridine (100 #M) as a

substrate. Each cephem was added to give an MIC against E. coli TK-16 R (cefazolin: 3.13

ƒÊg/ml, cefotiam: 1.56 og/ml, cefmetazole: 3.13 pg/ml, cefotaxime: 1.56 gam!, cefoperazone: 0.39

μg/ml).

各 酵 素 に対 す るcephem剤 のVm。 。値 は,Pv泌

garisT-178由 来 β-lactamaseを 除 き,類 似 したパ タ

ー ン(CEZ>CTM>CPZ>CTX ,CMZ)を 示 した。

しかし,P.vulgarisT-178由 来 酵素に対 しては,他

の酵素 に安定なCTXのVmax値 がCTMに 次 いで大

きく,次 にCEZ>CPZ>CMZの 順 であった。

また,各 酵素 に対する親和性(KmorKi値)に つ

いては,い ずれの場合 もCMZ,CTX>CPZ>CEZ,

CTMの 順 に高い値(小 さなKm or Ki値)を 示す傾

向がみ られた。 しか し,P.vulgarisT-178お よびP

rettgeri GN4430由 来 酵素ではパターンが若干異なっ

てお り,特 にCTXがCTMあ るい はCEZに 次 いで

大 きなKm値 を示し,他 の酵素の場合 に比べCTXの

親和性が低かった。
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Table 3. Vmax values of cephema for ƒÀ-lactamases

The hydrolysis rates of cephema were determined by a spectrophotometric method. V. was

calculated from Lineweaver-Burk plots and expressed as the percentage of cephaloridine

hydrolysis.
* The rates were obtained at a substrate concentration of 100 AiM.

Table 4. Affinity of cephems for ƒÀ-lactamases

* Not tested.

Table 5. Vmax /Km or Ki values of cephems for ƒÀ-lactamases

ペ リプラスム内のように薬剤が低濃度で酵素過剰 と

なる条件 下で は,β-1actamaseに 対 す る安 定性 は

Vm、。値 よりもVmax/KmorKi値 に相関することが知

られてお り20,21),Vmax/KmorKi値 が 小 さいほどペ

リプラスム内では安定であると考えられる。 そこで,

その値 を算出 し,Table5に 示 した。Vmax/KmorKi

値 は,Vm,x値 に比べ薬剤問の差 は小 さ く類似 した値

を示した。 しか し, P. rettgeri GN 4430 由来酵素では

CTXが, P. vulgaris T-178 由来酵素ではCMZが 他

剤に比べ低値を示し, M. morganii T-211 由来酵素
ではCTXが 高値を示 した。

III.考 察

複数菌感染例 において,感 染巣 内に β-lactamase

非 産 生の病原菌 とβ-1actamase産 生菌 が共存 した場
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合 に,"indirect pathogenicity"(間 接 的病 原性)の

概念から,本 来病原菌 に対 して投与 された β-1actam

剤 が不活化 されるこ とが考 えられ る軌胸a。 これに関

連 して我々は,菌 体外 に漏 出 した誘 導 型 β-1acta-

maseが 感染巣内に残存 し,治 療 に影響 をおよぼす可

能性がある ことを報告 してい る22働鋤。特に誘導型 β-

lactamase産 生 菌共存 による影響 を考 える場合 には,

薬 剤の β-1actamase誘 導能や β-lactamaseに 対 する

安定性 とい う因子が重要であるものと思われる。 とこ

ろで一般 に,グ ラム陰性菌のペ リプラスム内における

薬剤濃度 は低値であ るが β-1actamaseは 高 密度 に存

在するため,β-1actam剤 で はVmax値(最 大加水分

解速度)よ りもVm./KmorKi値 が ペ リプラスム内

における安定性を反映する と言われている2嘲 。そこ

で今回,共 存す る誘導型 β-1actamase産 出菌 の種類

により非産生菌(E.coli)に 対 するcephem剤 の殺菌

性が どのように影響 を受 けるかについて,薬 剤 のβ-

lactamase誘 導 能 や β-lactamaseに 対 す る安 定性

(Vmaxお よびVmax/Km or Ki値)の 観点か ら検討 し

た。

今回用いたcephem剤 は,誘 導型 β-1actamase産

生菌に対する抗菌力に差があるため,そ の抗菌力の違

いによってE.coliに 対 す る殺菌効果の比較が困難に

なることが予想された。そこで我々は,接 種菌量を高

菌量に設定することにより,混 合培養 における誘導型

β-1actamase産 生 菌の増殖が薬剤の添加やE.coliの

共存 によって影響 を受けないような実験系で検討 を行

った。 この菌量での誘導型 β-lactamase産 生 菌に対

する各cephem剤 のMICは,E.coliに 対 する値 に比

べ16倍 以上大 きく,Ecoliに 対 す るMICに 等 しい

濃度の薬剤 を添加 して も各誘導型 β-lactamase産 生

菌の増殖は影響 を受 けなかった。 また,各 薬剤の作用

濃度がMICよ り も高すぎる場合あるいは低す ぎる場

合には,殺 菌力が強すぎること,あ るいは,弱 すぎる

ことによ り,E.coliに 対 する殺菌力 におよぼす誘導

型 β-lactamase産 生菌共存 の影響 が明確 に認 め られ

ず結果の解析 も困難になることが予想された。そのた

め,各 薬剤の作用濃度 はE.coliに 対 するMICと し,

この濃度でE.coliに 対 する殺菌力におよぼす誘導型

β-1actamase産 生 菌共存の影響 を調べた。

CEZとCTMで は,す べての誘 導型 β-lactamase

産生 菌 との混合培養系においてEcoliに 対 す る殺菌

性が著 しく低下 した。 これ は,両 剤の誘導酵素活性が

薬剤無添加時の1～22倍 の 中等度の上昇 を示 した こ

と,お よび,両 剤 のVmax/Km値 は0.11～0.88の 範

囲の値 であったもののVmax値 が 他剤 に比べ大 きいこ

とによる もの と考 えられた。CEZとCTMの 殺 菌性

低下の程度がVmax/Km値 よ りもVmax値 と良 く相関

した一因 としては,我 々が報告したような菌体外に漏

出 した酵素2胸4)の 関 与が考 えられる。 たとえば,E

oloa6ae由 来 酵素 の場合,今 回用いた薬 剤のVmax値

お よびKmorKi値 か ら計算 した加 水分解速度 は,

0.1μM以 下の低い濃度で はVmax/KmorKi但 とほ

ぼ相関 してお り薬剤聞で大きな差がみられないが,今

回の添加濃度で はCEZとCTMはCMZ,CTXお よ

びCPZに 比 べ21～54倍 大 きくなる(デ ータ未発表)。

したがって,CEZやCTMの よ うなVw値 が大 きい

薬剤の場合に は,菌 体外に漏出 した β-1actamaseが

少重であって も,こ れによる加水分解が無視で きない

ものと思われる。

CMZで は,Ecloacae共 存 時にE.coliに 対 す る殺

菌性低下が もっとも著 しく,次 いで M. morganii 共

存時であり, P. rettgeri や S. marcescens 共存時にも

E. coli に対する殺菌性低下がみ られた。これ は,

CMZに よる誘導酵素活性がいずれの菌においても薬

剤無添加時の46～152倍 と大 きく上昇したことが一因

であると考えられるが,共 存する菌株によってE

coli に対する殺菌性低下の程度に差がみられ,こ の差

はVmax/Ki値 の相違から説明 される もの と思われた。

す な わ ち,CMZのVmax/Ki値 は, E. cloacae および

M. morganii 由来酵素に対 してそれぞれ0.67お よび

0.18でCEZやCTMと ほ ぼ同じレベルの値 であ り,

P. rettgeri と S marcescens 由来酵素に対 しては低値

(0.01～0.03)で,Vmax/Ki値 が大 きいほ ど殺菌性低

下が著 しかった。なお,Pvulgaris共 存 時にはCMZ

のEcoliに 対 す る殺菌性 の低下がみ られなかったが,

これは この酵素 に対す るCMZのVmax/Ki値 が著 し

く低値(<0.0003)を 示 したことにもとつ くもの と思

われ た。CMZのVmax値 は他剤 に比べ もっとも小 さ

い値を示 したことか ら,混 合培養時 におけるCMZの

成績 はVmax値 よ りもむしろVmax/Ki値 に良 く相関 し

ているもの と考えられた。

CTXで は,前 記3剤 に比べ誘導型 β-lactamase共

存 の影響 は少なかった ものの,S.mmcescens以 外 の

4種 の誘導型 β-1actamase産 生 菌共存時に はEcoli

の明 らかな再増殖がみられた。すなわち,Pvulgar-

is, M. morganii, E. cloacae 共存時には,誘 導酵素活

性が2倍 以上に上昇 し,さ らにVmax/Km or Ki値 も

0.33以 上 で あ っ た た め, E. coli の再増殖がみられた

もの と思 われた。 また, P. rettgeri 共存時について

は,誘 導酵素活性が高いにもかかわらずVmax/Km値

が小 さいため,前 記3株 の共存時に比べ再増殖 の程度
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が小 さかったものと考 えられた。S.marcescens共 存

時 に お い て は,S.marcescens由 来 酵 素 に対 す る

CTXのVmax/Km or Ki値 がP.rettgeriの 場 合 より

も高いにもかかわらず明 らかな再増殖がみられなかっ

たのは,誘 導酵素活性の違いを反映 した もの と思われ

た。CPZで は,い ずれの誘導型 β-lactamase産 生菌

との混合培養系においてもE.coliの 再増殖がみ られ

なかったのは,い ずれの菌においても誘導酵素活性の

上昇が ほとん どみ られ なか った こと,さ らにVmax/

Km値 が0.04～0.51の 範 囲にあり低濃度では他剤 と

同等以上に安定であることにもとつ くもの と思われ

た。なお,CTXやCPZに お いて も,混 合 培養時 に

おける成績 はVmax値 よ りもむ しろVmax/Km or Ki

値 に良 く相関しているものと考えられ,ペ リプラスム

内における薬剤の加水分解が,経 時的に菌体外の薬剤

濃度の低下 を引 き起 こし,共 存菌への薬剤の殺菌性に

も影響 を与 えることが示唆 された。

データは示さなかったが,培 養液中における薬剤の

不活化 を確認するため,E.coli単 独培養系およびE.

cloacae,P.vulgarisと の混合培養系において培養2時

間後の薬剤濃度 をHPLCで 測定 した ところ,混 合系

においてE.coliに 対 する殺菌力が低下 した場合(19

clomaeで のCEZ,CTM,CMZとP_.vulgarisで の

CEZ,CTM,CTX)に はいずれ も10%以 下 の残存率

であった。したがって,混 合培養系での殺菌力の低下

は,培 養液 中の薬剤が β-lactamaseに よって不活化

されたため と考 えられる。 この ことは,β-lactamase

に安定 と言われるcephamycin系 薬 剤が,誘 導産生さ

れた β-lactamaseに よ って加 水分解 され るとい う

我々の知見からも裏付 けられる13調。

さらに,in vitroで 誘 導型 β-lactamase産 生 菌共

存の影響が顕著に認められたCMZと 認 め られなかっ

たCPZを 選 び,E.coliとE.cloacaeのin vivo混 合

感染系での殺菌効果を調べた。その結果,CMZ投 与

時にはE.coliに 対 する殺菌効果が混合感染時に著 し

く低下 したが,CPZ投 与 時で は単独感染 と混合感染

で殺菌効果に差がみ られなかった。 これは,今 回の

in vitroで の検討成績やpouch内 β-lactamase誘 導

活性22～24)から考 えて,inoit猶0混 合系の場合 と同様

に β-lactamaseに よるCMZの 加 水分解 に もとつ く

もの と思われた。

以 上,誘 導 型 β-lactamase産 生 菌 共存 時 に β-

lactamase非 産 生性E.coliに 対 するcephem剤 の殺

菌力が低下する現象がin vitroお よびin vivoで 認 め

られ,そ の低下 の程度は各薬剤のβ-lactamase誘 導

能お よびβ-lactamaseに 対 する安定性(Vmaxお よび

Vmax/Km or Ki値)と 深 く関 わ っ て い た。
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In vitro and in vivo bactericidal activities of cephems against Escherichia coli

in a mixed system with strains possessing inducible ƒÀ-lactamases

Harumi Araki, Naoko Ogake, Shinzaburou Minami,

Takashi Yasuda and Yasuo Watanabe

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd., 2-4-1 Shimo-okui,

Toyama-city, Toyama 930, Japan

In vitro and in vivo bactericidal activities of five cephems [cefazolin (CEZ), cefotiam (CTM),

cefmetazole (CMZ) , cefotaxime (CTX) , and cefoperazone (CPZ)] against Escherichia coli TK-16

R (a non-ƒÀ-lactamase-producing strain) were studied in a mixed system with strains possessing

inducibleti-lactamases (Enterobacter cloacae H-27, Proteus vulgaris T-178, Morganellamorganii T-

211, Providencia rettgeri GN4430, and Serratia marcescens W-24) . The following results were

obtained.

1) In mixed cultures with strains possessing inducible ƒÀ-lactamases, CEZ and CTM showed

lower bactericidal activity against E. coli than that in pure cultures of E. coll. The bactericidal

activity of CMZ was reduced in mixed cultures except for P. vulgaris. CTX was more active in mixed

cultures than CEZ, CTM, or CMZ, but E. coli regrew in the presence of CTX in mixed cultures

except for S. marcescens. Among the five cephems, CPZ was the most active agent in mixed cultures.

2) In mixed infections of rat pouches caused by E. coli and E. cloacae, the bactericidal activity of

CMZ against E. coli was reduced, whereas, CPZ acted bactericidally on E. coli in pure and mixed

infections.

3) In the ƒÀ-lactamase inducibility tests, CMZ induced the largest amount of enzyme among the

five cephems, followed by CTX, CTM and CEZ. In contrast to CMZ, CPZ caused little induction of

ƒÀ-lactamase production in any of the strains , tested.

4) Against the majority of enzymes tested, CEZ and CTM showed the largest Vmax and Km values

among the five cephems, followed by CPZ. CMZ or CTX tended to show the lowest Vmax and Km

(Ki) values. The Vmax/Km or Ki values of these five cephems were similar, and the differences

between them were less than the differences between the Vmax values.

5) These results suggest that the amount of ƒÀ-lactamase induced by a cephem and ƒÀ-lactamase

lability of the cephem (Vmax and Vmax/Km or Ki values) were important factors influencing in vitro

and in vivo reduction of bactericidal activity of the cephem against E. coli in a mixed system with

strains possessing inducible ƒÀ-lactamases.


