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【原著 ・基礎】

ヨ ウ素 標 識penicillin Vを 用 い た ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白 の 簡 易 迅 速 検 出 法
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β一Lactam薬 の 標 的酵 素ペ ニ シリ ン緒合蛋 白(PBP8)の 検 出法 と して,ヨ ウ講標 識penicillin V

([125l]PCV)を 用 い た簡易迅 速法 を考案 した。[125I]PCVの 合 成 は,p-(trimethylstannyl)PCVを

[125I]Naと 反応 させる ことによ り容易 に行 うこ とがで きる。[1251]PCVの 検 出はX線 フ ィルムに比 べ高

感 度なイ メー ジングプ レー ト(IP)を 用 い るラジオル ミノグラフ ィ(RLG)に よ り行 った。本法 を膜画

分調 製時の超遠心の省略、96ウ ェルマ イクロブ レー トに よる反応 ステ ップの簡易化,ミ ニ ゲル電気泳動

に よる泳動時間の短縮 と組 み合 わせ ることによ りPBP8精 合 親和性 を簡略かつ迅 速に(3日 以 内)測 定

す るこ とが で きた。[1251]PCVを 用 いて得 られ たPBP8の 電 気 泳動 像 は,[14C]penicillin G([14C]

PCG)で 得 られたパ ター ンと類似 して いた。 また,[1251]PCVを 用 いて測 定 したcefbselis(FK037)と

imipenem/cilastatin(IPM/CS)のPBPs結 合 親和性 は[14C]PCGを 用 いた とき と大 き く変 わ らず,本

法は有用 な代替法 となる と考え られた。
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β-Lactam系 抗 菌薬の作用点であるペニシリン結合蛋白

(PBP8)の 検 出は,従 来[14C]penicillin G([14C]PCG)や

[3H]PCGを 用 いたフルオログラフ ィにより行われている121。

しかし,14Cは 半 減期が長いために比放射能が低 く,3Hは 放

出されるβ線のエネルギーが低いという欠点を持っている。

そのため,実 験操作が繁雑なうえ,結 果の判定に時間がかか

ることか らPBPs結 合 親和性の測定は重要性が高い割には

あまり実施されていないのが現状である。

半減期が短 く放射線の検出 しやすい1251で 標 識 したペニシ

リンを用いれば,検 出感度が飛躍的に向上 し,短 期間で結果

が得 られることは容易に想像できるが,市 販の標識化合物が

ないことや,1%1を 用 いる際の技術 的あるいは設備的問題か

らほとんど検討されていない。最近,p-(trimethylstannyl)

PenicillinV(TMS-PCV)を[125I]Naと 反応させることに

よりきわめて簡単に['%1]PenicillinV([125I]PCV)を 合 成

で きることが示 された3)。[125I]PCVはPCGと 構造的に大 き

く違わず,[14C]PCGや[3H]PCGに 代 えて['%1〕PCVを

用 いても同様のPBPs結 合 親和性のデータが得 られる可能

性が高いと考 えられたため,[125I]PCVに よる結果を[MC]

PCGに よる結果 と比較検討 した。 さらに,PBPs結 合 親和

性測定の汎用化 を目的として,膜 画分調製お よび反応ステッ

プの簡略化,RLGに よる[1251]PCVの 検 出を試みた。RLG

は従 来のX線 フイルムに比べ約100倍 高感度で定量性に優

れ たIP(富 士 フ イ ル ム)を 用 い た 放 射 線 測 定

法4御6}であ り,従 来法に比べ,PBPs結 合 親和性を簡単迅速

かつ精度良 く測定できると考えられた。

I. 材 料 と 方 法

1. [125I】Penicillin V

Blaszczak LCら の 方法3)に 準 じ,Iodo-gen (Pierce

chemical company, illinoi8)7)100μgを コー トした試

験管 中でP-(trimethylstannyl)PCV(藤 沢 薬 品工業 ・

新 薬研 究所)を[ml]Naと30分 反 応 させ合 成 した

(Fig.1)。 得 られた原液 はTLCで チ ェ ック した後-80

℃ に 保 存 し,要 時 に比 放射 能 とペ ニ シ リ ンの濃 度 を

[14C]PCGの そ れ らに合 わせ る ように非放射性 のIPCV

Fig. 1. Synthesis of [125I] Penicillin V.

*大 阪市淀川区加島2-1-6
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溶 液 で希釈 した。

2. 膜 画 分の調 製

指 数増殖期 までTripticase Soy broth(BBL)で 振 盪

培 養 した 菌体 を超 音波破 砕(Insonator:Kubota)し,

7,000rpm,4℃ で10min遠 心 した 上清,あ るいは さ

らに38,000rpm,4℃ でlh遠 心 した沈査 を再懸濁 し

た もの を膜 画分 とした。

Streptococcus pneumoniaeの 培 養 には5%horse

serum加Todd Hewitt brothを 川 いた。

3. PBPs結 合 親和性 の測定

反応 は96ウ ェルマ イクロブ レー ト中で行 った。膜 画

分10μlに 各濃 度の被検薬1μlを 加 え10分 間30℃ で

反 応 後,125Iあ る い は14Cで 標 織 したペ ニ シ リ ンを

2μl加 え さらに10分 間30℃ で インキュベー トした。

10%Salkosyl 1μlを 加え室温 で20分 放置 した後,遠

心せず にloading buffer7.5μlと β-mercaptoethanol

2.5μlを 加 えた。 ミニ ゲル電 気泳動装置(ATTO)を 用

い,25mA/plateで15時 間SDS-PAGEを 行 った。 泳

動 後の ゲルを50%メ タ ノー ル7%酢 酸で20分 間 固

定 した後,5%メ タ ノール7%酢 酸で 一度洗 って乾燥

させ てIPに1～7日 間曝射 した。得 られた結果はBAS

2000シ ス テム(富 士 フ イルム)で 解析 した.

II. 結 果

1. 膜画分の超遠心の影響

超遠心による膜画分調製は手間と時間がかかること

から,も っとも省略するメリットの大きいステ ップで

あ る。 従 来法 で は超遠心 に よる膜画 分の 濃縮 精 製は 不

可避 で あ ったか,感 度 を 上げ るこ とに よ り省 略が 可能

で ある と考え られ た。 そ こで,MRSA,S.pneumoni-

ae,Escherichia coliお よ びPseudomonas aeruginosa

を 用 い て,超 遠心 す る前の 上清 と超遠 心 して 再懸 濁 し

た ペ レ ッ トにお け るPBPsの 検 出 を検 討 した。Fig.2

に標 織 化合物 として[14C]PCGお よ び[125I]PCVを 用

い たRLGに よ るE.coliとP.aeruginogaの 結 果を示

す。 両 菌株 にお いて超遠 心 の有 無は結 果 にほ とん ど影

響せず,E.coliで は 超遠心 を行 わない方が む しろ明 瞭

な泳動像 が得 られ た。 また曝 射時 間 を長 くす るこ とに

よ り,[14C]PCGで も[125I]PCVと 同 程度の 画像強 度

が得 られた。Fig,3に は グラム陽性 菌であるMRSAと

S.pneumoniaeの[14C]PCGに よ る結果を示す。 これ

らの 菌株,特 にMRSAに お いて は超遠心 を行 うことに

よ りPBPが 濃 縮 される傾向があ り,同 じ曝射時 間で は

超 遠心 した膜 を用 いた 方が鮮 明 な画像 が得 られ た。 グ

ラム陽性 菌では グラム陰性 菌に比較 してPBPs量 が 元

来 多い傾 向 にあ り,超 遠 心で 濃縮 す る まで もな くグラ

ム陰性 菌よ りも短時間でPBPsが 検 出で きるこ とか ら,

こ れ らの 菌種 にお いて も超遠心 を省略 して も大 きな 問

題はない と判断 した。RLGを 用 いれば,明 瞭 なバ ン ド

を得 る まで に 要す る時 間 に は差 が あ る ものの,[14C]

PCGで ラベ ルした時 も[125I]PCVで ラ ベル した時 も超

遠心 による膜 画分の濃縮 精製は省略が可能で あった。

2. 反 応 ステ ップの簡略化 の影響

A: Before ultracentrifugation
B; After ultracentrifugation

Fig. 2. Differences observed between PBPs labeled with [125I]PCV and [14C] PCG in
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa: Effect of ultracentrifugation.
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A: Before ultracentrifugation
B: After ultracentrifugation

Fig. 3. Differences observed between PBPs labeled with [14C] PCG in MRSA and
Streptococcus pneumoniae: Effect of ultracentrifugation.

Fig. 4. Affinity of cefoselis and imipenem for PBPs of MRSA 2562 M2.

反応をマ イクロチ ュー ブに換 えて96ウ ェルマ イクロ

プ レー トで行 うこ とに よ り,操 作性 が 向上 した 、これ

に伴いSalkosyl添 加 後の遠心 とSDS-PAGEの 前 の熱

処 理 を省略 したが,結 果 にはほ とん ど影響 しなか った。

また,こ の 改変 で遠 心 に伴 う試 料の損 失 が な くな り,

反 応液 の容 量 を小 さ くす る ことが可能 とな り貴重 な膜

画分やア イソ トー プを有効 に使 うこ とが できた。

3.[125I]PCVを 用 いて測定 したPBPs結 合 親和性

Fig.4 にMRSAのPBPsに 対 す るcefoselis(FK

037)お よびimipenem cilastatin(IPM/CS)の 結 合親

和性 の ラ ジオル ミノ グラ フ ィに よる解 析像 を示す。14

時 間曝射 後 の結果 で あるが,す べ ての バ ン ドが検 出で

きIC50値 の計 測が十分可能であ った。

E.coliとP.aeruginosaのPBPs像 を[125I]PCVと

[14C]PCGで 比 較 検討 した結果 をFig.5に 示 す。 標識

化合物の違 い以 外はすべて同 じ条件 で行 い,125Iは1日,

14Cは7日 間IPに 曝 射 した。[125I]PCVと[14C]PCG

に お いて両菌株 で泳動 パ ター ンはほぼ同様 であったが,

わ ずか1日 間の曝射 にもかか らわず[125I]PCVの 方 が

バ ン ドが全体 的に濃い結果 であった。P.aeruginosaの

膜 のPBPs活 性 は弱 く,従 来法で は感 光に数か 月を要

して いた。 本 法 で は顕 著 な改 善 が 見 られた もののE.

coliに 比 べ ると全体 に弱 く,[125I]Pcvで もPBP2の

バ ン ドは微弱 であ った。 さ らに[14C]PCGで は 分子量

の大 きな1Aと1Bに つ いて もIC50値 が 計測で きなか

った。P.aerusinosaに つ いては曝射 時間を延長す る必

要があ ると考え られた。

計測 可能 であったIC50値 を比較 してみ ると(Table1),

い ず れのPBPsに お い て も[125I]PCVと[14C]PCGで

大 きな差は認め られ なか った。

4. ラ ジ オル ミノ グラフ ィとフルオ ログラフ ィの比較

今回 の検討 はす べ て ラ ジオ ル ミノグ ラフ ィに よ り行

ったが,フ ル オ ログ ラフ ィに比較 し,ゲ ルの 後処理が

簡 単で フ ィル ム現 像 の手 間 も不 要 とな った。 また,フ

ルオ ロ グラフ ィで はデ ンシ トメー ターで 測定 したバ ン

ドの濃 さは頭 打 ちにな りやす く定量性 に乏 しか ったが,

IPで は 放射能 を よ り広い 範囲 にわた り正 確 に測 定する

ことが 可能 であ り,定 量性 が高 まった。

III.考 察

β-Lactam薬 の 抗 菌力を左右す る因子に は,1.PBPs
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Fig. 5. Affinity of cefoselis and imipenem for PBPs of Escherichia coli DH1OB and of

Pseudomonas aeruginosa FP1457.

Table 1. Comparison of IC. values obtained from assays using [125I] PCV and HC] PCG

( +pg/ml)

-

: not calculated

IPM/CS: imipenem cilastatin
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結合親和性,2.β-Iactamase安 定性,3.外 膜透過性の

3つ が考えられている。なかでももっとも重要であるに

もかかわらず,PBP8結 合親和性はその測定法の煩雑さ

故にルーチ ンに測定することはほとんど不可能な状況

にある。そこでPBPs結 合親和性の測定をどこまで簡

略8迅 速化できるかを検討した。

主な改良点は,1。 実験プロトコールの簡略化,2,放

射能測定の容易な1251で 標識したPCVの 利用,3.ラ ジ

オル ミノグラフ ィによる放射線の測定の3つ である。

まず個々について述べる。

実験プロ トコールに関しては,精 度を落 とさずに ど

こまで省略できるかに槻点 をおいて簡略化 を試みた。

ほとんどの改良点は従来法にも応用可能であるが,超

遠心による膜画分の精製の省略はラジオル ミノグラフ

ィによる感度の上昇に負うところが大きい。

[1251]PCVはTMS-PCVをIode-gen存 在下で[1251]

Naと 反応 させることにより簡単に合成す ることがで

き,精 製せずに希釈 してその まま実験 に供することが

で きる純度の標識化合物が容易 に得 られた。 しか し,
1251は放射活性が高い反面半減期が短 く,頻 繁に合成す

る となれば操作 を簡略化 した メ リッ トが な くなる0

Blaszczakら3)に よると,387.5GBq/mMo1,28μ9/ml

の濃度の[1%IPCVを4℃ で21日 保存するとその50

%が 分解するとされている。この半減期では,1か 月

毎にヨー ドラベルを行 う必要があ り,あ ま り実用的で

ないと考えられた。その後,Prestonら は,4℃ で60

日間は使用に耐えることを示 した8}が,PCVの 濃度低

下により泳動パター ンに影響が出ることが推測 された。

そこで,ラ ベルに用いるTMS-PCVの 量を少なくして

比活性の高い[1251】PCVを 合成した。これを小分けし

て ドライアイスエタノールで瞬間凍結後-80℃ に保存

し,要 時溶解 して1251の 半減期を加味 し非放射性の

IPCVで 適当な濃度に稀釈 して用いるようにした・この

方法で保存 した場合,約 半年間は使用に耐 え頻繁にラ

ベルする必要はな くなった。

ラジ才ル ミノグラフ ィを用いることによる利点は3

点ある。増感剤を用いる必要がないためゲルの後処理

が短時聞で済むこと,フ ィルム現像 とデ ンシトメー タ

ーでの測定が不要で後の解析が客易なこと,そ してIP

の放射能に対する直線性が良いため定量性がX線 フィ

ルムに比べ格段 に優れていることである。

Table2に 改良法の従来法 との比較を示 した。改良法

の一番の長所 は時閥の短縮にあ り,試 料鋼農に要する

時間が4日 か ら2Hと 半減され,IPへ のゲルの曝射時

閥が数時聞から1Bで 十分であ り1120以 下に短縮され

た。P.aerugimsaに ついてはまだ十分とは言えないが.

従来法に比較すると著明に改善 されてお り,曝 射時閥

を少 し延長することに より対応できると考えられる。

[1261]PCVが 化学的に不安定であるという欠点も,-80

℃ に保存することによ りある程度緩和することができ

た。

また[1261]PCVで 得 られた電気泳動像は[14C]PCG

で得 られたパター ンと類似 してお り,[1%1]PCVを 用い

て測定したcefb8elis(FKO37)とIPM沸CSのPBP8結

合親和性は[14C]PCGを 用いた ときと大 きく変わらな

かった(Table1)の で,[14C]PCGの 代わりに[1251]

PCVを 用いても問題ないと考えられた。

検出感度をさらに上げる試み として,比 活性の高い

[1251]PCVを 用いて同様の検討を行った結果,著 しい感

度の上昇が見 られたが,得 られたPBP8の パ ターンは

[14C]PCGを 用 いた時 と一 部食 い違 いが見 られた

(Datanotshown)。 これは,放 射活性 を一定にしたと

きの[1251]PCVの 濃度が[14C]PCGに 比ぺて極端に低

くなるために,ペ ニシリンのPBP8へ のアフィニティ

Table 2. Comparison of the new method with the ordinary method
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の強弱が増幅 され た紹 果であ るこ とが推測 され た。

PBPsを 高感度にかつ安全に検出するために,蛍 光9)や

digoxigeninlo),biotin 11)を結合させたペニシリンも検討

されているが,い ずれも分子が大 きくなるためPBP結

合親和性が異なる可能性が考えられ,PCGで は検出さ

れないバ ン ドが見 られた りバ ン ドの強弱に違いが見 ら

れている。 目的によっては,そ れ らも有用であると考

え られ,簡 略化 したプロ トコールが適応できれば さら

に迅速な方法が可能になると思われる。

今 回の検討 はあ くまで も簡易迅速化 に焦点をお き,

短時間でIC6。 値が測定できることを目指 した紹果,必

ず しも画像 の鱗明度は満足で きるものではなか った。

特に[1251]PCVは,放 射活性が強いためバ ンドの境界

が不鮮明にな りやすい傾向がみ られた。鮮明画像を追

求す る方法は,簡 易迅速化をある程度犠牲にすれば従

来法 との組み合わせによ り可能である。すなわち,本

法は部分的に従来法に応用することがで き,[1%I]PCV

が使えない状況において も[14C]PCGを 用いたラジオ

ルミノグラフ ィによ りかなりの時間短縮が可能 となる。

本法 にも上記の ような欠点はあるが,煩 雑で時間のか

かるPBPs結 合親和性測定を簡易迅速化できたことで,

β-lactam薬 の作用機作,耐 性機作の研究への応用の機

会が増えることが期待される。

本論文は,第43回 日本化学療法学会総会(1995年

6月)に おいて発表 し,編 集委員会 より学会誌に投稿す

るよう推薦を受けたものである。
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A simple and rapid method for detecting penicillin-binding

proteins using 125I-labeled penicillin V
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A simple and rapid method to detect target enzymes of /3 -lactams (the penicillin-binding pro-
teins (PBPs)), using mI-labeled penicillin V ( Ci"IJ PCV) was constructed. ["11] PCV was easily
synthesized by incubation of p-trimethylstannyl PCV with [1"I] Na. ['"I] PCV was detected by
radioluminography (RLG) using an imaging plate (IP) which is more sensitive than an X-ray
film. Use of [125I] based RLG in combination with a preparation of a membrane fraction without
ultracentrifugation, and use of a 96-well microtiter plate and a mini-gel electrophoresis system
made it possible to determine the affinity of fl-lactams for PBPs easily in a short time (less
than 3 days) . Electrophoretic patterns of PBPs detected by [mil PCV were similar to those detect-
ed by ['C] penicillin G (['SC] PCG) . Binding affinities of cefoselis (FK037) and imipenem/cilastatin
for PBPs from MRSA and Escherichia coli, determined with [125I] PCV were similar to those deter-
milled with ['IC] PCG. In conclusion, usingPI] PCV instead of [14c] PCG provides a useful alter-
native for assay of binding affinity of /3-lactams for PBPs.


