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各種 β-lactam薬 の β-lactamase誘 導作用の比較

― Enterobacter cloacae  H-27株 にお ける検討
―
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β-lactamaseを 誘 導 的 に 産 生 す るEnterobacter cloacae H-27の 培 養 液 中 に,56種 の β-

lactam薬 を 各 々1,10お よ び100μg/mlに な る よ う に 添 加 し,2時 間 作 用 後 の 菌 体 内 β-

lactamase活 性 を測 定 し た 。 そ の 結 果,methicillin,mezlocillin,piperacillin,piperacillin/

tazobactam,cephalexin,cefroxadin,cefadroxil,aztreonam,carumonam,sulbactam

お よびtazobactamで はい ずれ の作 用 濃度 にお いて も β-lactamase活 性 は低 値 で あ った。一

方,そ の 他 の β-lactam薬 作 用 時 に は,上 記 薬 剤 よ り高 い β-lactamase活 性 が認 め られ,薬

剤濃 度の増 加 に伴 って β-lactamase活 性 が上昇 す る傾 向が 見 られ た。 な かで もcefmenoxime,

ceftriaxone,cefpirome,cefoxitin,cefmetazole,cefotetan,cefbuperazone,cefminox,

latamoxef,flomoxefお よ びimipenemで は 低 濃 度 か ら 高 い β-lactamase活 性 が 認 め られ,

薬 剤 に よ っ て β-lactamase誘 導 作 用 に 明 らか な 違 い が 認 め ら れ た。
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グ ラ ム 陰 性 桿 菌 に は,Enterobacter cloacae,Pseudo-

monas aeraginosaを は じ め と し て,誘 導 型 の 菌 種 特

異 的 β-lactamase(cephalosporinase(CEPase))を

産 生 す る 菌 種 が 多 数 存 在 す る 。 こ れ ら の 菌 種 の β-

lactamase誘 導 に 関 す る研 究1)か ら,1)誘 導 され る β

- lactamase量 は菌 種 や菌 株 あ る い は 用 い た β-lactam

薬 に よって異 な る,2)誘 導作 用 の強 い薬 剤 と他 の β-

lactam薬 を同時 添 加 す る と,最 小 発 育濃 度 をは じめ

とした抗菌活性 に拮抗現象が みられ る,3)β-lactamase

産 生菌 と非誘 導菌 との混 合感 染時 に,誘 導作 用の強 い

薬剤 の中 に は誘 導 され た β-lactamaseの 影 響 を受 け

非誘 導菌 に対 す る治療効 果 が低 下 す る,4)ラ ッ トポ

ー チ 内感 染 モ デ ル にお い て β-lactamase誘 導作 用 の

強 い 薬 剤 を投 与 し た 場 合 に,誘 導 産 生 され た β-

lactamaseが 菌体 外 に漏 出 し長 く炎症巣 内 に残 存 す る

こ とな どが 明 らか になっ てい る。 また,臨 床 的 に も緑

膿 菌 の慢 性 呼吸器 感染 症患者 に誘 導作 用の強 い薬 剤 を

投 与 し た場 合 に喀 痰 中 β-lactamase活 性 が上 昇 す る

こと も明 らか に され てい る2}。これ らは,β-lactamase

誘 導 が薬 剤 の治 療効 果 に影響 す る可能性 を示唆 してお

り。 各 薬 剤 の β-lactamase誘 導作 用 を知 るこ とは,

感 染症 治 療 の 際 の薬 剤 選 択 に とっ て重 要 と考 えられ

る。 す で に,種 々 の菌 種 で 多 くの β-lactam剤 の炉

lactamase誘 導 作 用 が 調 べ られ て い る3,4)が,最 近開

発 され た薬 剤 を含 めた 多種 の β-lactam薬 の誘導作用

を同一菌 株,同 一 条件 下で比 較 した成績 は見あたらな

い。 そ こで,今 回入手 可能 であ った56種 の β-lactam

薬 の β-lactamase誘 導作 用 を,誘 導 型CEPase産 生

株 で あるE.cloacae H-275)を 用 い比較 した。

Cefteram(CFTM),cephalexin(CEX), mecillinam

(MPC),cefixime(CFIX),cefdinir(CFDN),cefti-

buten(CFTB),cefpodoxime(CPDX),cefozopran

(CZOP),cefpirome(CPR),cefclidine(CFCL),

cefatrizine(CFT),cefroxadine(CXD),cefaclor

(CCL),cefadroxil(CDX)お よびsulbactam(SBT)

は富 山化学 工業 綜合研 究所 にて合成 お よび錠剤 または

カ プセル剤 か ら抽 出 精製 した もの を使用 した。他の薬

剤 は以 下 の各社 市販 製品 を用 い た。

*
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Piperacillin(PIPC),cefoperazone(CPZ)お よ び

cerbuperazone(CBPZ)は 富 山 化 学 工 業,sulbenidllin

(SBPC),cefotiam(CTM),cefmenoxime(CMX),

cefsulodin(CFS)お よ びcarumonam(CRMN)は

武 田薬品 工業,cephaloridine(CER),latamoxef(LMOX),

flomoxef(FMOX)お よ びcefamandole(CMD)は

塩 野 義 製 薬,benzylpenicillin(PCG),imipenem(IPM)

お よびmethicillin(DMPPC)は 萬 有 製 薬,carbenicillin

(CBPC),cefazolin(CEZ)お よ びceftizoxime(CZX)

は藤 沢 薬 品 工 業,amoxicillin(AMPC)お よ びcefmi-

nox(CMNX)は 明 治 製 菓,cefotaxime(CTX)お

よ びcefodizime(CDZM)は ヘ キ ス ト ジ ャ パ ン,

cefuroxime(CXM)お よ びceftazidime(CAZ)は

日本 グ ラ ク ソ,cefmetazole(CMZ)は 三 共,mezlo-

cillin(MZPC)は バ イ エ ル 薬 品,ticarcillin(TIPC)

は 日 本 ル セ ル.aztreonam(AZT)は エ ー ザ イ,

aspoxicillin(ASPC)は 田 辺 製 薬,cefpiramide

(CPM)は 住 友 製 薬,ceftriaxone(CTRX)は 日 本

ロ シ ュ,cefpimizole(CPIZ)は 味 の 素,cefuzonam

(CZON)は 日本 レ ダ リー,cefoxitin(CFX)は 第 一

製 薬,cefotetan(CTT)は 山之 内製 薬,davulanic acid

(CVA)は ビ ー チ ャ ム 薬 品,tazobactam(TAZ)は

大 鵬 薬 品工 業 お よ びampicillin(ABPC)は 旭 化 成 工

業 の もの を使 用 し た 。 被 験 菌 株 と して は非 誘 導 時 の β

- lactamase活 性 レベ ル は低 いが,誘 導後 の活 性 が高

いの で酵 素誘 導 量 が 測 定 しや す いEcloacaeH-27

株 を用 い た。最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)は 日本化 学

療 法 学 会標 準 法6)に 準 じ,寒 天 平 板 希 釈 法 で 測定 し

た。 接種 菌量 は106お よび108CFU/mlと した。薬 剤

作 用 時 の 誘 導 β-lactamase活 性 の 測 定 はMinami

ら3)の方法 に従 って 行 っ た。 す なわ ち,Brain heart

infusion broth(BHIB:栄 研)で 一夜培養 したE.clo-

acae H-27を 新鮮 なBHIBに10%接 種 し37℃ で2時

間 振 と う後,こ の培 養 液(2×108CFU/ml)に 各 薬

剤 を1,10お よび100μg/mlと な るよ うに添加 した。

さ らに37℃ で2時 間 培養後,遠 心分 離(4℃,10,000

×g,30分)に よ り集 菌 した。 集 菌 した菌体 は0.05

M phosphate buffer(PB,pH7.0)で2回 洗 浄 し,

適 量 の 同PBに 懸 濁 した 後,超 音 波 破 砕(Ultra-

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

30分 間 の遠 心分離 を行 った。得 られ た上 清(cell ex-

tract)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,さ ら

にLowry法7)に よ り蛋白量 を測定 し,比 活性(units/

mg of protein)を 求 めた。 な お,β-lactamase活 性

の測 定 はCER100μMを 基 質 とす るUV法8)で 行 い,

誘 導活性値 は3回 行 った実験 の平 均で示 した。

E.cloacae H-27に 各薬剤1,10あ るい は100μg/ml

を2時 間作 用 させ た時 の菌 体 内 β-lactamase活 性 お

よび薬剤感 受性 をTables 1～4に 示 した。 薬剤無 添加

時 の β-lactamase活 性 は約0.02units/mg of protein

で あっ たが,薬 剤存 在 下 の 菌体 内 β-lactamase活 性

は薬 剤濃度 の増加 に と もな って上 昇す る傾 向が認 め ら

れ た 。 いず れ か の濃度 にお い て β-lactamase活 性 値

Table 1.Induction of β-lactamase by penicillins in Enterobacter cloacae H-27

a)
 β-lactamase activity is expressed as mean ± SD calculated from data of three experiments.

b)Inoculum size:CFU/ml.
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Table 2.Induction of  β-lactamase  by injectable cephems in Enterobacter cloacae H-27

a)
β-lactamase activity is expressed as mean±SD calculated from data of three experiments.

b)Inoculum size:CFU/ml.

Table 3.Induction of  β-lactamase  by oral cephems in Enterobacter cloacae H-27

a)
β-lactamase activity is expressed as mean±SD calculated from data of three experiments.

b)Inoculum size:CFU/ml.
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Table 4.Induction of β-lactamase by other β-lactams in Entenbacter cloacae H-27

a) β-lactamase activity is expressed as mean ± SD calculated from data of three experiments.

b) Inoculum size:CFU/ml.

が1.00umits/mg of protein以 上 を示 した薬 剤 はペ

ニシ リン系薬剤 で はABPC,AMPCの 他7剤,セ フ

ェム系 薬剤 で はCER,CEZの 他21剤,お よび カ ル

バペ ネ ム系薬 剤 のIPMで あ っ た。 これ ら薬 剤 の う

ち,CMX,CTRX,CPR,CFX,CMZ,CTT,

CBPZ,CMNX,LMOX,FMOXお よびIPMで は

1μg/ml添 加 時 で も薬 剤無 添 加 時 の10倍 以上(0.19

～ 3.35units/mg of protein)の 高 い 活 性 が 認 め られ

た。一方,DMPPC,MZPC,PIPC,PIPC/TAZ,

CEX,CXD,CDX,AZT,CRMN,SBTお よび

TAZで はいずれ の濃 度 にお いて も薬 剤無 添加 時 と比

較 して活性 の上 昇 はほ とん ど認 め られ な か った。 ま

た,CPZやCPIZの よ う に100μ9/mlで の み若 干 の

活性 上昇 がみ られ た薬 剤 もあ った。 なお,全 体 の約

60%の 薬 剤 が108CFU/ml接 種 時 にお け るMIC値 は

100μg/ml以 上 を示 して お り,薬 剤 を100μg/ml添 加

した時 の生 菌数 は薬 剤 無添 加 時(1×109CFU/ml)

とほぼ同様 の生 菌 数 に達 してい た。 一 方,108CFU/

ml時 のMIC値 が6.25μ9/ml以 下 の 薬 剤 中 に は,

CMXやCPRの よ うに薬剤 作用後 の生菌数 が105～106

CFU/mlま で減少 して い る薬剤 も見 られ た。

グ ラ ム 陰 性 菌 に お け る 各 種 薪lactam薬 の β-

lactamase誘 導作 用 につ いてSandersら9)は,用 い た

菌種,あ るい は菌株,実 験 条件(菌 量,培 養時 間,薬

剤濃度)な ど誘導活 性値 に影響 を与 える因子 はあ る も

のの,セ フ ァマ イ シ ン系 薬剤 お よびIPMは 多 くの場

合明 らか な β-lactamase誘 導作 用 を示 す と述 べ て い

る。今 回の我々 の検 討 で も これ らの薬剤 で は明 らかな

β-lactamase誘 導 作 用 が認 め られ た。 ま た,い ず れ

かの濃度 作用時 に1 unit/mg of protein以 上の誘 導

活性 を示 した薬剤 が多数 認 め られ たが,こ れ ら も基 本

的に は誘 導作用 を有す る薬剤 と考 えられ る。 一方,い

ずれ の濃度 にお いて も顕 著 な β-lactamase活 性 の上

昇 の認 め られ なか った薬 剤 の うちDMPPC,MZPC,

PIPC,PIPC/TAZ,AZT,CRMN,SBTお よび

TAZで は,薬 剤添 加(100μg/ml)2時 間後 の薬剤残

存活 性 は50%以 上 を示 し,著 しい生 菌数 の減 少 や蛋

白量の低 下 も認 め られ な かっ た。 なか に は低 いMIC

値 を示す ものの,生 菌数 お よび蛋 白量 をさほ ど減少 さ

せ なか った薬 剤が み られ た理 由 として,高 接 種菌量 に

よ る抗菌 力 の低 下 が考 え られ る。一般 に β-lactam薬

の抗 菌力 は接種菌量 によって大 き く影響 を受 け,高 菌

量 にな るほ ど抗 菌力 は低下 す るこ とが知 られ て お り,

今 回,我 々が用 いた よ うな菌量 の多 い条件 下で行 えば

薬 剤 の殺 菌性 の影 響が少 な い と思われ る。 また,デ ー

タ は示 さなか ったが,透 析後,培 養液 中 β-lactamase

活 性 を測定 した とこ ろ菌 体 外 へ の β-lactamaseの 漏

出 も認 め られ なか った。 したが って,少 な くとも これ

ら8薬 剤 は誘導 作 用の弱 い薬 剤 と考 え られ た。 な お,

CEX,CXDお よびCDXは 速 や か に培 養液 中 で不 活

化 され てい るこ とか ら,こ れ らの薬剤 の β-lactamase

誘 導作 用 につい て は今後 さ らに検 討 が必 要 であ ろ う。

以 上,56種 の β-lactam薬 の β-lactamase誘 導 作

用 をE.cloacae H-27株 を用 い比 較 した 結果,セ フ

ァマ イ シ ン系 薬 剤 お よびIPMの 誘 導作 用が 強 く,

AZT,PIPC,PIPC/TAZな どはほ とん ど誘 導作用 を

示 さな か っ た。 今 回 のE.cloacae H-27株 を用 い た

検 討で は多 くの薬剤 が程度 に差 はあ るものの明 らかな

β-lactamase誘 導作 用 を示 す こ とが 確認 され た。 薬

剤 の β-lactamase誘 導作 用 が 直接 あ るい は間接 的 に

感 染 治 療 に影 響 す る こ とが 示 唆 さ れ て い る こ とか

ら2,10,11),さらに種 々 の感 染 モ デ ル等 を用 い薬 剤投 与

時 の感 染 栄 内 にお ける β-lactamase誘 導作 用 を比 較

す る こと も重要 と考 え られ る。
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The β-lactamase inducer activity of various β-lactam antibiotics

― Investigation in Enterobacter cloacae H-27
―

Yuki Myouhara,Kazuo Fujimaki,Harumi Araki,

Jyunko Maehana,Shinzaburou Minami,Takashi Yasuda,

Yasuo Watanabe,Hirokazu Narita,

and Susumu Mitsuhashi
1)

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

The intracellular β-lactamase activity of Enterobacter cloacae H-27 which produces an indu-

cible β-lactamase was determined after exposure to 1,10 and 100 μg of 56 β-lactam agents

per ml for 2 h.Methicillin,mezlocillin,piperacillin,piperacillin/tazobactam,cephalexin,cefro-
xadin,cefadroxil,aztreonam,carumonam,sulbactam,and tazobactam induced hardly any

intracellular β-lactamase production at the concentrations tested.Most of the other β-

lactams increased the β-lactamase activity in a dose-dependent manner.Ceftriaxone,cefoxi-

tin,cefmetazole,cefotetan,cefbuperazone,cefminox,latamoxef,flomoxef and imipenem

showed high inducer activity for β-lactamase production even at low drug concentrations.

Distinct differences in β-lactamase inducer activity were observed.


