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【原著 ・基礎 】

Prevotella intermedia MA1 k MA1-V2 由来 β-lactama6eの 基質特 異性

船 岡 勝博 ・尾 上 孝利 ・佐川 寛典

大阪幽科大学細菌学講座。

(平成8年12月27日 受付 ・平戒9月1月7日 受理)

Prevotella intermedia の  ƒÀ-lactamase 低 度産生株(MA1)と 高 度産生株(MA1-V2)の β-1actam

薬感受性とこれら細菌由来 ƒÀ-lactamase の基質特異性について検討した。 β-Lactam薬 は28種 使用

した。MA1-V2に 対 する4種penicillins,12種cephalosporins,2種oral cephemsの 合 計18抗 菌 薬

のMICが ≧128μg/mlの と き,そ れ ら抗 菌薬 を基 質 と した ときのMA1-V2β-lactamase活 性 は ≧

0.122U/mgpで あ り,MICと 酵 素活性 は平行 して いた。18抗 菌薬 に対す る本酵素 のKmは6.3～

2,141.7μmol,Vmaxは0.03～1021μmol/min/mgpで あ った。 しか し,酵 素活性 や基質親和性 は必ず し

もMICに 反 映 して い なか っ た。 本 酵 素 は 供 試oxyiminocephalosporinを 分 解 したの でoxy-

iminocephalosporinaseと 考 え られる。MICは 大 きいが,酵 素活性が低 いかあ るい は検 出限界 以下の抗

菌薬 が9剤 み られた。 この うち阻害効果が検 出 され た抗 菌薬は4種(cefoxitin, cefmetazole, cefbu-

pemoneお よびlatamoxef)で,残 り5抗 菌薬 では阻害効果 は見 られなかった。IPMで は 阻害効 果が

み られ,基 質 と して 安 定 してい た。 β-Lactamase阻 害 剤 のclavulanicacid, sulbactamお よ び

tazobactamはMAI1V2β-lactamase活 性(基 質cefazolin)を 阻 害 した。MA1に 対 す る供試 β-lac-

taln薬 のMICの ほ とん どは著 しく小 さか った。MA1β-lactamaseは 供 試抗 菌薬 の うち17抗 菌薬 を分

解 したが,そ の活性 は低か った。 以上の事実 は,MA1-V2β-lactamaseはcefbulodin, cephamycins,

mipenem, latamoxefとaztreonamを 除 く β-lactam薬 に対 し広 い分解 能を示 し,本 菌の β-lactam

薬 問 での交叉耐性 や高度耐性化 に深 く関与 している と推定 され る。

Key words: Prevotella intermedia,  ƒÀ-lactam 薬耐性,  ƒÀ -lactamase
, 基質特異性,  ƒÀ-lactam 薬感

受性

抗菌薬は,種 々の外因感染症や内因感染症の治療あるいは

術後や抜歯後感染症の予防のために投与され,常 在菌叢に大

きな影響を与えていることは周知の事実である1,2)。

口腔常在菌叢を構成する細菌のある株が β-lactams,

tetracyclines, macrolides および aminoglycosides など

種々の抗菌薬に対 して耐性を示すことは多 くの研究者によっ

て報告されている3噸5)。Kmdereta1.6)は 成 人性歯周炎,松

本7},斎 木 ら8),木 下 ら蜘 は歯性感染症か ら分離 した多 くの

β-lactam薬 耐性 菌が β-lactamaseを 産 生し,本 酵素が耐

性機構に深 く関与 していることを示唆 している。

β-Lactam薬 に は抗菌域の広 いものか ら狭いもの まで多

種類が存在 し,感 染症の治療および術後の感染予防に頻繁に

使用 されている。 しか し,こ れ らの抗菌薬は β-lactam薬

耐性菌の選択や β-lactamaseの 誘 導にも関与 していると考

えられる。

口腔か ら分離される β-lactam薬 耐性嫌気性 グラム陰性

桿菌のなかではPreuotella intermediaの 分離頻度が高 く,

β-lactamase産 生 菌の割合も高い7～11)。また,本 菌でMIC

が 大 きくなると,β-lactamaseの 産生率 も高いと述べ られ

ている6～劇 。同様の結果は,口 腔以外の感染症から分離 した

Pmotella属 で も報告 されている12～14)。

P. intermedia は 種 々 の 口 腔 感 染 症7,9～11),成 人 性 歯 周

炎6.16)および妊娠性歯肉炎16)か ら分離され,そ れ らの発症 と

増悪化に関与すると推定されている。P.intermdiaの あ る

株が β-lactamaseを 産生 して耐性化することは本菌感染症

の治療 を困難にする一因と考え られる6～11)。

医科領域では各種細菌由来 β-lactamaseの 基質特異性が

よく研究され,本 酵素に対する基質の安定性が評価されてい

る17～21)。ところが,歯 科領域における口腔常在菌が産生す る

β一lactamaseに 関する研究は少なく22、24),基質特異性 に関

する報告はほとんどみ られない。 しか し,口 腔以外の感染症

から分離した Prevotella 属や Fusobacterium 属の基質特異

性 に 関 す る 報 告 は 認 め られ る25.26)。

田 中 ら22)は in vitro で P. intermedia MA1 を100

μg/ml ABPC添 加Todd Hewitt brothで 培 養後,1,600

μg/ml ABPC添 加CDC処 方嫌気性菌用血液寒天培地に塗

抹すると,ABPC高 度耐性株が11株 得 られ,そ れ らの β

-lactamase活 性 は親株の9～23倍 に上昇していたと報告 し
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て い る 。

この ように Prevotella 属はU腔 内外の盛染症に関与する

口腔常在菌で, ƒÀ-lactamaee を産生する重饗な細菌である。

本 研 究 で は,田 中 ら22)が 選 択 した P. intermedia

MA1-V2と そ の親株 P. intermedia MA1 から抽出した

β-lactamaseを 用 いて β-lactam薬 に対する基質特異性 と

両菌株 に対するそれ ら抗菌薬のMICを 検 討 し,β-lactam

薬耐性化の機構について考寮した。

I. 材 料 と 方 法

1. 供試菌株

供試菌株は閉鎖性膿瘍から分離後同定 し,当 教室で

保存 している P. inermedia MA-1 (ƒÀ -lactamase 低

度産 生株,MA1)とampicillinを 用 いてMA1か ら選

択 したP. intermdia MA1-V2(β-lactamase高 度 産

生株,MA1-V2)を 使 用 した22)。

菌株 の保存 と煎培 養は教室の通法 に従 った27)。

2. 供 試 抗菌薬

β-Lactam薬 は合 計28種 用 いた。Penicillinsは4

種, penicillin G (PCG, Sigma), ampicillin (ABPC,
和光純薬), piperacillin (PIPC, 富山化学工業)お よ

び cloxacillin (MCIPC, 明治製 菓)を 使 用 した。

Cephalosporins は15種, cefazolin (CEZ, 藤沢薬品

工 業), cephalothin (CET, 塩野義製薬), cepha-

loridin (CER, 塩野義製薬), cefamandole (CMD,

塩野義製薬), cefotiam (CTM, 武田薬品工業), cefope-

razone (CPZ, フ ァイザー製薬), cefuroxime (CXM,

日本 グ ラ クソ), cefpiramide (CPM, 山之内製薬),

cefotaxime (CTX, ヘ キス トジ ャパ ン), ceftizoxime

(CZX,藤 沢 薬 品工業),  cefmenoxime (CMX, 武田薬

品工業), ceftazidime (CAZ, 日 本 グ ラ ク ソ),ceftri-

axone (CT X, ブリス トルマ イヤーズス クイブ),cefpi-

rome(CPR,塩 野 義 製薬)お よび cefsulodin (CFS,

武田薬品工業)を 用いた。 Oral cephems は3種,

cephalexin(CEX,塩 野 義 製 薬),cefaclor(CCL,塩

野 義 製 薬)お よ びcefteram(CFITM,富 山 化 学 工 業),

cephamycinsは3種,cefoxitin(CFX,第 一 製 薬),

cefmetazole(CMZ,三 共)お よ びcefbuperazone

(CBPZ,富 山化 学工 業), oxacephem は latamoxef

(LMOX,塩 野 義 製薬),  carbapenem は imipenem

(IPM,萬 有 製薬), monobactam は aztreonam (AZT,

エ ー・ザ イ)を 用 いた。 β-Lactamase阻 害 剤 は3種,

clavulanic acid(CVA,ス ミス クラ イ ンビーチ ャム),

sulbactam(SBT,フ ァ イザ ー製薬)お よびtazobac-

tam(TAZ,大 鵬 薬品)を 使 用 した。抗菌薬 はいずれ も

力価 の明瞭 な もの を使用 した。

3. MIC測 定 法

MICの 測 定 は,化 学療 法学 会標 準法 の微量液 体希釈

法加}に 準 じて行 った。感受性 測定培地 はheminとvit-

amin K1 添加 trypticase soy broth (HVTSB, Difco,

U.S.A.)を 用 い,抗 薗藁 は 同培 地 で0.13～256

μg/mlの 範囲に希釈 した。菌液はCDC処 方嫌気性菌用

血液寒天培地m(血 液寒天培地)で24時 関嫌気ボ ック

ス(Ng:80%,CO2110%gH2:10%,平 沢製作所,東

京)内 で培養 した供試菌をHVTSBに 懸濁 して作成後,

ウエル当た り10μ1(接 微菌量は106CFU/ウ エル)を

接種 し,24時 閥嫌気培養してか らMICを 判定したc

MICは 濁 りの認め られないウエルの最小濃度 として,

力価 μg/mlで 示 した。

4.β-Lactamase活 性 測定法

1) β-Lactamage抽 出 法

HVTSBで 菌 培 養 した 薦 液60mlを800mlの

HVTSBに 撞 種 し,24時 間 嫌気培 養 した。 この 菌液 を

11,500xgで20分 間 遣心(CR21,日 立 工機,東 京,

ロー ターNo.RPR9-2)集 薦 し,0.01molリ ン酸ナ ト

リウム緩 衝液(pH7.0,PB)で 洗 浄 した。 この菌体 を

15m1のPBに 懸 濁後,超 音波破 砕装 置(US-600T,

日本 精機,東 京)で250μAで20秒 間ずつ4図,氷 冷

下で処理 して破砕 した。 ついで,29,000×gで60分 間

遠 心(ロ ー ターNo.RPR16)し た 上清 に2%の

streptomycin(明 治 製菓)を 添加 し,2時 間4℃ 下に

放置 した。再 び29,000×9で30分 間遠心 し,そ の上清

を0.01molPBで48時 間 透析(MW cutoff 8,000,

Biodesign Inc., U. S. A.)し た。 透析後,29,000×gで

30分 間 遠心 し,そ の上清 を租酵 素液 と して-80℃ で

保 存 した。

2) タ ンパ ク質量の測定

タ ンパ ク質量 は,Lowryetal.法30)で 測 定 した。標

準タンパク質は Albumin Bovine FV (ナ カ ライテスク,

京 都)を 使用 した。

3) β-Lactamase活 性 測定法

β-Lactamase活 性 は分光 光度計(U-2000,日 立 製

作所,茨 城)を 用 いて吸 光 度の減 少 を測 定 して算 出 し

た。各基 質を100μmolに な るように0.01molPBに 溶

解 した。この基質溶 液1.2mlに0.1m1の 租 酵棄液(最

終 タ ンパ ク質量 約100μg)を 添 加 後,す ぐ各基 質の

β-lactam環 が 解裂 した ときに もっ とも吸光 度の変化 の

大 きい波 長で,吸 光 度の減 少 を1～3分 間測 定 した31)。

酵 素反応 は30℃ で行 った。 β-Lactamase活 性 は,1

分 間 に1μmolの 基 質 を分解 する酵素量 を1Unitと し,

1mgタ ンパク質当た りの比活性 (Units/mg of protein,

U/mgp)で 示 した。

4) 基 質 親和性 の測 定法

MA1-V2β-lactamaseと 各 基 質の 親和性 は ミカエ リ

ス 定数(Km)と 最 大 速度(Vmの を 求め て比 較 した。

す なわ ち,25～200μmolの 基 質濃 度 で β-lactamase

活 性 を測定 した結果 を用いて,Lineweaver-Burkの 式

か らKmとV田axを 算 出 した32)。

5) 阻 害 効果 の測 定法
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阻害 効果 は,阻 害定数(照)89とIC5。s8)を 求 めて判定

した。 阻害剤 は,MA1-V2β-lactamase活 性 が検出 さ

れ なか った抗菌薬 と3種 β-1actamase阻 害 剤 を供試 し

た。 阻害剤 の濃 度は0、1～100μmolで 使 用 した。 酵素

反応 は基 質100μmolCEZ1.1m1に 限 害剤0.1m1。 つ

いで粗酵 素液0。1mlを 添 加 して吸光度の減 少 を測定 し

た。KiはDixonプ ロ ッ ト法39}で,IC50は 阻 害剤 を添加

しなか った時 の吸光 度の50%に な る濃 度 をそ れぞ れ

算 出 して求めた。

II. 結 果

1. β-Lactam薬 感 受性 とそ れ ら抗 菌薬 に対 す る β-

lactamase活 性

1) Penicminsの 場 合

供試2菌 株に対す るpenicillinsのMICと 供 試 菌由

来酵素 のpenicillins分 解 性 をTable1に 示 した。酵素

活性 を測 定 したと き,1分 間当た りの吸光 度の減少が検

出 され なか った抗 菌薬 は,本 実 験法 で は検 出で きな い

としてNDで 示 した。

MA1-V2に 対 す る供 試penicillinsのMICは い ずれ

も>256μ9/ml,β 一lactamase活 性 も0.122～0.339

Ulmgpを 示 し,MICが 大 きい と酵素活性 も高かった。

これに対 し,親 株 のMA1で は供 試peniciUinsのMIC

は ≦2μg/mlと 小 さ く,β-lactamase活 性 は基質PIPC

とMCIPCで は 検 出されず,基 質PCGとABPCで は

0.008～0.011U/mgpと 低 か った。

2) Cephalosporins,oralcephemsお よ びcepha-

mycinsの 場 合

Cephalosporinsは 第1,第2お よび第3世 代 をそ れ

ぞ れ3,4お よ び8種 用 い た。MA1-V2に 対 す る

cephalosporins(CFSを 除 く)のMICは 世 代 に関係 な

く大 きく,ほ とん どが ≧256μg/mlで あ った。 β-Lac-

tamase活 性 は基質の種類 に よって異 なるが,第1と 第

2世 代 抗菌 薬 を基質 とした とき ≧0.136Ulmgpと 高

く,MICと 酵 素活性 は平行 していた。 しか し,第3世

代抗 菌薬 を基 質 と した と き,酵 素活性 はCZXとCAZ

を 除 く抗 菌薬 に対 して高 く(0.178～0.750U/mgp),

両 者 は平行 していたが,CZXとCAZを 基 質 と した とき

の酵素活性 は低 く(そ れぞれ0.035と0.007U/mgP),

MICと 酵 素活性 は平行 しなか った。CFSで はMICが

小 さ く,酵 齋 活性 も検 出 されず,他 のcephalogpormg

とは 異 なった傾 向を示 した(Table2)。

MA1に 対 す るcephalosporinsのMICもpenicillins

同 様 に小 さく,≦2μg/mlで あ った。酵素活性 は数種抗

菌薬 を基 質 と した とき検出 され たが,世 代 分頻 に関係

な く小 さ く,そ の値 は0.003～0.053U/mgPの 範 囲 を

示 した(Table2)。

MA1-V2に 対 す るoralcephem8のCE瓦CCL(第

1世 代 抗 菌薬)お よびCFTM(第3世 代抗 顔 薬)の

MICは いず れ も≧128μg/mlと 大 き く,基 質CCLと

CFTMで は β-lactamase活 性 も高 く,両 者は 平行 し

ていた。 しか し,基 質CEXの 場 合 β-lactamase活 性

は0.021U/mgPと,CCLやCFTMの 約1/10で あ り,

MICと β-lactamase活 性 は平行 しなかった。MA1に

対 す るこれ ら抗菌薬 のMICは ≦0.5μg/mlと 小 さ く,

β-lactamase活 性 も≦0.006U/mgpで あ った(Table

2)。

Cephamycinsは 第2世 代のCFXとCMZお よび第3

世 代のCBPZの3種 を用 いた。MA1-V2に 対 す るこれ

ら抗菌薬のMICはpenicillins,cephalosporin8お よ び

oralcephemsの 値 より小 さ く,16～64μg/mlで あ った。

これ ら抗 菌 薬 を基 質 に した と き.酵 素 活 性 は 基 質

CBPZで0.009U/mgp検 出 され たが,残 りの抗菌薬 を

基質 に した ときは検 出 され なかった。MA1に 対 す る こ

れ ら抗 菌薬のMICは0,25～0.5μg/mlで あ った。 これ

ら抗菌薬 を基 質に した とき,MA1β-lactamaseの 活

性 は検出限界以下で あった(Table2)。

3) LMOX,IPMお よびAZTの 場 合

MA1-V2に 対 す るLMOXとAZTのMICは 大 きか

ったが,こ れ ら抗菌薬 を基質に した と き,Table中 に は

記載 しなかったが,β-lactamase活 性 は検 出限界以 下

であ った。MA1-V2に 対 す るIPMのMICは ≦0.13

μg/mlと 小 さ く,ま た,β-lactamase活 性 も検 出限界

Table 1. Susceptibility of  # -lactamase-producers to penicillins and their

β-lactamase activity

MAl-V2: high ƒÀ-lactamase producer, MA1: low ƒÀ-lactamase producer

ND: not determined

a) units of protein per mg
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Table 2. Susceptibility of ƒÀ-lactamase-producers to cephalosporins, oral cephems and

cephamycins, and their ƒÀ-lactamase activity

ND: not determined

以 下で あ った。MA1に 対 す るAZTのMICは64

μg/mlで こ れ まで述 べ て きた抗 菌薬 のなかで は もっ と

も大 きい値 を示 した。L、MOXとIPMのMICは 小 さか

った。 β-Lactamase活 性 はこれ らを基質に した と き認

め られ なか った(Table3)。

2.MA1-2β-lactamaseの 相 対分解率

本 研 究 に使 用 した粗 酵 素 の相 対 分解 率 は 第1世 代

cephalospomsのCEZに 対 す る値で示 した(Fig.1)。

供 試penicillin8の 相 対分解 率は15～42%で,CEZ

の 半 分以下であ った。

本酵素は第1世 代cephalosporinsのCERをCEZよ

り も多 く分 解 した が,CETはCEZの 約50%,oral

cephemsのCEXとCCLは ≦30%し か 分解 しなか っ

た。 第2世 代cephalosporinsを 基 質 に した とき,CXM

を 除 く残 りの基 質の相 対分解 率 はいずれ もCEZの ≦

30%の 値 を示 した。 しか し,CXMの 場 合 は65%と

他 の基 質 よ り高か った。CPRを 除 く第3世 代cephalo-

sporins,oralcephemsのCF1TMお よびcephamycins

のCBPZの 相 対分解 率 は,い ず れ も≦50%で あ った

が,CPRで は92%と 高 い値 を示 した。 相対分解率 は

基 質 に よ っ て 大 き く異 な る が,概 し て 第1世 代

cephalosporinsよ り も第2,第3世 代抗 菌薬の値が小

Table 3. MIC of latamozet imipenem and aztreonam

against ƒÀ-lactamase-producer Prevotella

interrnedia

さかった。CFS,CFX,CMZ,LMOX,IPMお よび

AZTの 場合は β-lactamase活 性が検出限界以下のた

め,相 対分解率は求められなかった。

3.MA1-V2β-lactamaseの 基質親和性

本酵素活性が検出 された抗菌薬の基質親和性を明 ら

かにするために粗酵素液を用いて各基質に対するKm

とVmaxを 求めた結果がTable4で ある。基質の親和性

は本来精製酵素 を用いるべ きであるが,本 酵素の精製

が現段 階では困難であったので,粗 酵素 を用いて調べ

た。

Penicillin8に 対す るKmは6.3～466.7μmolで,

MCIPCの 値が もっとも小 さく,PIPCの 値が もっとも

大 きかった。
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Fig. 1. Substrate profiles of crude enzyme from Prevotella inter-

media MA1-V2.

Table 4. Kinetic parameters of various ƒÀ-lactams for crude

Prevotella intermedia MA1-V2 ƒÀ-lactamase

a) Relative Vin. values are expressed in relation to the V for cefa-

zoline which was considered to be 100%

Cephalosporinsに 対 するKmはCTMの6.8μmol～

CTRXの2,141.7μmolの 範 囲で認め られた。 これ らの

値 は基質 問で著 しく異 なっ てい たが,世 代 間 にお ける

相違はみ られ なか った。

Oralcephemsに 対 す るKmは369.3～1,101.2

μmo1で,CCLとCFTMに 対 するKmは ほ ぼ類 似 し

ていたが,CEXの そ れは大 きか った。

基 質CEZに 対 す る本酵 素 のVmaxは1.22μmol/

min/mgpで あ った。各基 質に対す るVmaxを こ の値 に対

す る比 率(%)で 示 す と,第1世 代のCERとCCL,

第2世 代 の 、CXM,第3世 代 のCFX,CTX,CTRX

お よ びpenicillinsのPIPCに 対 す る値はCEZの そ れ

よ り大 きか った 。特 に,CERで はCEZの 約8倍,

CTXで は約4.5倍 の 速 さを示 した。 これ以外 の基質 に

対す るVmaxは い ず れ もCEZに 対 す る値 よ りも低 か っ

た 。Relative Vmax/Kmの 値 が1.00を 越 え た基 質 は

MCIPC,CTMお よ びCETで あ った。 これ ら以外の基

質 に対す る値 は1.00以 下 で,最 小 はCEXの0.02で あ

った。

4.阻 害効 果

MA1.V2 β-lactamaseに 対 す るCZX,CAZ,CFS

お よ びAZTの 照 とIC50は す べ て>100μmolで あ っ

た。 しか し,cephamycinsのCFXとCMZのKiは

0.90と0.62μmol,IC50は0.70と025μmolと 小 さか

った。残 りのcephamycinsのCBPZとLMOXお よ び

IPMのKは2.85～>100μmo1,IC50は13.50～33.25
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Table 5. IC50 and Ki values of various ƒÀ-lactame for crude

Prevotella intermedia MA1-V2 ƒÀ-lactamase

IC50:concentration of inhibitor required to inhibit the 100

μmol cefazolin rate of destruction by 50%

ND: not determined

μmolを 示 した。 β-Lactamase阻 害 剤 のIC50はCVA,

SBTお よ びTAZで はそ れぞれ0.13,023お よ び0.25

μmolと 小 さか った(Table5)。

III.考 察

あ る細菌 に対す る β-lactam薬 耐 性 と細菌の β-lac-

tamase産 生 性 が よ く相 関 す る こ とが,Bacteroides

fragilis group, non-B. fragilis group rod (Prevotella

とPorphyhmonas),Fusobacterium, Peptostreptocoe-

cusな ど で報告 されてい る12,13.,34)。また,β-lactamase

の基 質分解量や基質特異性 に関する報告 はPseudomonas

aeruginosa21,35),Enterobacter chacae21), Fusobacterium

nucleatum26)),Staphylococcus aureus36)な どでみ られ る。

しか し,口 腔常 在 菌に おけ る基質 分解量 や基 質特 異性

に 関 す る 報 告 は少 な い24)。 山 田 ら37),山 本 ら38)は

Prevotella属 とCapnocytophaga属 で 基質CEZと

ABPCの 分 解性 とMICの 関 係 を調べ,β-lactamase

活 性 ≧0.03U/mg pの と きMICが ≧50μg/mlを 示 す

割合が 高 くな ると述べ ている。

本研究 で供 試菌 に対す る各種 β-lactam薬 のMICと

酵 素活性(基 質分解 速度)の 関係 を調べ た。 その結果,

MA1-V2で は,MICが 大 きい とき(≧128μg/ml),

β-lactamase活 性(penicillins0.122～0.339U/mg p,

cephalosporins 0.136～0.978U/mg p,oral cephems

0.182～0.216U/mg p)も 高 か った。逆 に,MA1で は

MICが 小 さい と き,β-lactamaseの 基 質分解 速度が遅

か った。 この よ うにMICと 酵 素活性 はよ く平行 して い

た。 この事実 は,B.fragilisの β-lactam薬 耐 性で も

述べ られてい るよ うに,β-lactam薬 に対す る高度耐性

化 に本 菌が 産生 す る不 活化 酵素 が深 く関与 して いる こ

とを示唆 してい る89,40)。しか し。 酵素 活性 は供試抗 菌薬

に よって異な ってお り,酵 素活性 がMICに 完 全 に反映

して いる とは考 え られな い。

MA1-V2株 はIPMとCF8を 除 く供 試26抗 菌薬に

交 叉耐性 を示 した。そ の背景 には,CZX,CAZ,CEX,

CFX,CMZ,CBPZ,LMOXお よ びAZTを 除 く18基

質 に対す る本薗産生 の β-lactamaseが 高 い活性 を示 し

てい るこ とが関与 してい ると推 定 され る。

MA1-V2 β-lactamaseで 酵 素活性 が検 出 され た20

抗 箔 薬 に対 す る本 酵 素 のKmを 測 定 す る と,6.3～

2,141.7μmolで あ り,抗 菌薬 の種類 に よって億 は異 な

って いたが,多 くの酵 素 で示 され てい る最適範 囲(6×

10-3～2×10-6mol)内 で あ った41)。Kmは 平均 して大 き

く,酵 素 と基 質 の親和 性 はそ れ ほ ど高い とは考 え られ

なか った。CEZを100と してVmaxを 示 す と,Km値 同

様抗 菌薬 の種 類 に よって 著 しく異 な り,相 対 値 は2～

836%で あ った。本研 究で は,KmがVmaxよ り大 きか

った。 この傾 向 はB.fragilis42)と 同 様 であ るが,P.

aeruginosa35)の 場 合 とは異 な ってい た。 供試 β-lac-

tam薬 の なか で どの基 質が本酵 素 に適 して いるか を推

定 す る ため にrelative Vmax/Km42,を 求 め た とこ ろ,

MCIPC,CTM,CET,ABPCお よ びCERの 順 に基 質

は 良好で あ る ことが示 唆 され たが,基 質 親和性 と酵素

活性 の 間には特 別な関係 は見 出せ なか った。

MA1-V2 β-lactamaseの 基 質CEZに 対 す る第1世

代cephalosporinsの 相 対 分解 率 は,第2,第3世 代

cephalosporinsを は じめ とす る供試抗 菌薬 の値 よ り高

か った。 この ことは,本 酵 素 が これ ら抗 菌 薬 を基質 と

した と き多 く分解 す る可 能性 を示唆 して い る。 また,

本 酵素 はoxyiminocephalosporins(CTX,CZX,CMX,

CTRX,CPRお よ びCFTM)を 比 較 的 よ く分 解 した

(0.035～0.750U/mg p)の でoxyiminocephalospori-

nase43)と 考 え られる。

MICは 大 きいが,β-lactamase活 性 が低 いかあるい

は検 出 され な か っ た9抗 菌薬(CZX,CAZ,CFS,

CEX,CFX,CMZ,CBPZ,LMOXよ びAZT)と 両 者

とも小 さいIPMのKiとIC50を 求 め た。 その結 果,

CZX,CAZ,CFSお よ びAZTで はKi,IC50と も に>

100μmolで あ り,酵 素 とこれ ら抗菌薬 の親和性 は,基

質CEZと の 親 和 性 よ り低 い と考 え られ る。CFX,

CMZ,CBPZ,LMOXお よ びIPMで は,Kiは0.62

～>100μmol
,IC50は0.25～33.25μmolと 小 さ く,本

酵素 とこれ ら抗 菌薬 は高 い親和性 を示 す と考え られた。

さらに これ ら抗 菌薬 はMA1-V2 β-lactamaseに 対 し

て安 定で あ る と推 定 され る。 β-Lactamase阻 害 剤 の

IC50は 口 腔以 外 の感染症 か ら分 離 したP.infermedia

の 値44)よ り大 きいが,い ず れ もMA1-V2 β-lactamase

活 性 を強 く阻害 した。 したが っ て,真 下 ら45)が 報 告 し
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ているようにβ-lactam薬 とこれら阻害剤の配合剤が

β-lactamase高 度産生性P.intermedtaに 起因する感

染症の治療に応用できると思われる。

9抗 菌薬(CZX, CAZ, CFS, CEX, CFX, CMZ,

CBPZ, LMOXお よびAZT)に 対するMA1-V2の 耐性

化の原因は本酵素によるとは考え られず,山 田ら37),山

本 ら38)が述べているように複数の耐性機構 の存在を考

慮 し,今 後,外 膜透過性障害やペニ シリン結合 タンパ

ク質 との親和性 の変化 について も本菌で検討する必要

がある。

親株のMA1β-lactamase活 性は,MA1-V2β-lac-

tamaseに 比べて著 しく低かった(0.001～0.053U/mg

p)が,17β-lactam薬 を分解 した。 この事実は,田

中ら22)も述べているように β-lactamaseの 低度産生株

か ら β-lactam薬(本 研 究ではABPC)に よって

β-lactama8e産 生能の変異した菌株が選択 され,結 果

的に β-lactam薬 高度耐性株(交 叉耐性 を示す菌株)

が口腔常在菌叢か ら出現する可能性 を示唆 してお り,

β-lactam薬 の投与には細心の注意が必要であると考え

られる。
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Substrate profile of Prevotella intermedia MA1 and  MA1-V2 ƒÀ-lactamase
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We determined the susceptibility of low level (Prevotella intermedia MA1) and high level (P.

intermedia MA1-V2) 0 -lactamase-producers to /3 -lactam antibiotics and the substrate profile of

ƒÀ -lactamase from these organisms
. Twenty-eight fl -lactam antibiotics were used. MICs of four

penicillins, 12 cephalosporins and two oral cephems for P. intermedia MA1-V2 were a128/4/ml,

and fl-lactamase activity from this organism against these drugs was a0.122 units of

protein per mg. In this organism the MIC value of ti -lactams paralleled the /I -lactamase activi-

ty to substrate these drugs. Km and V. values of MA1-V2 13 -lactamase against these drugs

were 6.3-2,141.7iimol and 0.03-10.21,umol/min/mg of protein, respectively. However, it seems

that enzyme activity and affinity of the substrate are not associated with the MIC at all. This

enzyme hydrolyzed oxyiminocephalosporins, so we concluded that the enzyme is oxy-

iminocephalosporinase. As cefoxitin, cefmetazole, cefbuperazon, latamoxef and imipenem inhibited

the Ii -lactamase activity against substrate cefazolin, these drugs were stable to ƒÀ -lactamase pro-

ducing MA1-V2. # -Lactamase inhibitors (clavulanic acid, sulbactam and tazobactam) inhibited

the activity of ƒÀ -lactamase against substrate cefazolin. MICe of the # -lactam antibiotic used

against MA1 were very low, and fl -lactamase from this strain weakly hydrolyzed 17 substrate

drugs. These results suggest that MA1-V2 P -lactamase hydrolyzes broad-spectrum f3 -lactam

antibiotics except for cefsulodin, cephamycins, imipenem, latamoxef and aztreonam, and that this

enzyme is closely associated with the cross-resistance or high level 13 -lactam antibiotic resistance

of P. intermedia MA1-V2.


