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【原著 ・基礎 】

大 腸 菌 の ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白 に対 す る β-ラ ク タ ム薬 の 親 和 性 がMIC,

殺 菌 効 果 な らび に形 態 変 化 にお よぼ す 影 響 につ い て
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a)現:(財)微 生物化学研究会付属微生物化学研究所

(平成10年12月22日 受付 ・平成11年3月11日 受理)

Penicillin-binding proteins(PBPs)に つ い て は多 くの 研 究 が あ る が,臨 床 上 に も た らす 利 点 に つ い て

は十 分 に 検 討 さ れ て い な い 。そ の た め,基 本 骨 格 の 異 な る い くつ か の β-ラ ク タム 薬 を選 び,大 腸 菌 のPBPs

に対 す る 親 和 性 を 検 討 し,そ の 相 違 がMICや 殺 菌 作 用,な ら び に 菌 の 形 態 変 化 に お よ ぼ す 影 響 に つ い て 検

討 した 。各 種 β-ラ ク タ ム薬 のPBPsに 対 す る親 和 性 は,Sprattの 方 法 に準 じて 行 っ た[3H]benzylpenicillin

の 結 合 阻 止 率(Ir:%)で 表 現 した 。 各 種 β-ラ ク タ ム 薬 の1/32xMICか ら32xMICま で の2倍 階 段 希 釈

液 を大 腸 菌 の 膜 画 分 に添 加 し,添 加 薬 剤 濃 度 とIrと の 関 係 を 検 討 す る と,も っ と も相 関 が 高 い の はPBPl

Bで あ る が,相 関 係 数 はIr10%で0.4661,Ir90%で0.7569と い う 凹 型 の 線 形 を 示 し,MICをPBP1B

に対 す る 親 和 性 の み で 説 明 す る に は 飛 躍 が あ りす ぎ る結 果 で あ っ た 。 この た め,MIC時 点 に お け る 各 β-ラ

ク タ ム 薬 の 各PBPに 対 す るIrを 求 め,そ れ ら とMICと の 相 関 を 調 べ た。 相 関 係 数 はPBPIBに お い て

0.8257と も っ と も高 い が,そ の 他 のPBPsに お い て も0.5以 上 の 値 が 示 さ れ,各 β-ラ ク タ ム 薬 のMICは

MIC時 点 にお け る す べ て のPBPに 対 す るIrに よっ て 説 明 され るべ きで あ る こ とが 示 唆 され た 。この た め,

MICを 基 準 変 数 と し,Irを 説 明 変 数 とす る重 回帰 分 析 を行 っ た 。 そ の結 果,MICは 〔1B+41と[3]([〕

内 に 示 す 文 字 また は 数 字 は そ れ に 該 当 す るPBPのIrを 示 す)が 有 意 に 関 与 して い る こ とが 示 され た 。 同 様

に,殺 菌 作 用 な ら び に 菌 の 形 態 に 関 す る 検 討 を,4xMICの β-ラ ク タム 薬 添 加2時 間 培 養 後 の 成 績 を カ テ

ゴ リー 化 して判 別 分 析 を 行 っ た。 殺 菌 性 につ い て は[4]が 増 す ほ どに 殺 菌 性 は 増 強 し,[2+3]が 増 す ほ ど

に乏 し くな る こ とが 有 意 で あ っ た。 菌 の 形 態 変 化 につ い て は13]が 増 す ほ ど に フ ィ ラ メ ン ト化 し,[2]が

増 す ほ ど に球 状 化 す る こ とが 有 意 で あ っ た。 一 方,bulge形 成 につ い て は[4]と[1B]が 増 す ほ ど に 観 察

さ れ る こ とが 有 意 で あ っ た 。この 結 果,従 来 β-ラ ク タム 薬 の致 死 的 標 的 と して の 評 価 が 低 か っ た 低 分 子PBP

に対 す る 認 識 を 新 た にす る 必 要 が あ る こ と に 言 及 した。
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大 腸 菌 のpenicillin-binding protein(PBPs)と β-ラ ク

タム薬 との 関係 につ いて は,Sprattの 研究1)が 有名 で あ る。

その後,各 種細 菌のPBPsに つ いて も検 討 され,細 菌 の形 態

や構 造 に 関す る研究,あ るい は薬 剤 耐性 に関す る研究 に活 用

され て きた 。本 邦 にお い て も,新 規 β-ラ ク タム薬 の 開 発 の

たび ご とに,そ の β-ラ ク タム 薬 のPBPsに 対す る親 和性 が

披 渥 されて きた。 しか し,そ の 多 くは 新 規 β-ラ ク タム 薬 の

性 格 を特徴 づ ける に留 ま ってお り,そ の特 徴 が臨 床 上 にい か

なる メ リ ッ トを もた らす のか につ い て は研 究 を展 開す る に至

ってい な い。 また,そ れ らの成績 を積 み 重 ね,よ り優 れた β

-ラ ク タム薬 の開 発 に繋が る検 討 を した報 告は 少な い

本研 究 に お いて は,い ま まで に開 発 され て き た β-ラ ク タ

ム薬 の 中か ら,そ の 基本 骨格 に特 徴 を有す るい くつ かの 薬 剤

を選 び,大 腸 菌 のPBPsに 対 す る親和 性 を同 時 に検 討 し,そ

の数 量 的 な検 討 か ら臨床 に関 連す るMICや 殺 菌力,あ るい

は菌 の 形態 変 化 の 髭に,PBPsが いか な る役 割 を果 た して い

るか を多変 量 的 に解 析 し,以 後 の β-ラ クタム 薬 の 開 発 に役

立て よう とした もので あ る.

1.材 料 と 方 法

1.使 用 した β-ラ ク タム 薬

使 用 した β-ラ ク タム 薬 は,も っ と も基 本 的 な 骨 格 を

有 す る β-ラ ク タ ム 薬 と してbenzylpenicillin(PCG,

明 治 製 菓 ㈱),さ ら に は現 在 臨 床 で 広 く使 用 さ れ て い る

か.あ る い は 今 後 広 く使 用 され る と考 え られ る β-ラ ク

タ ム 薬 の 中 か ら,広 域 ペ ニ シ リ ン と し てampicillin

(ABPC,明 治 製 菓 ㈱),amoxicillin(AMPC,塩 野 義 製

薬㈱)お よびpiperacillin (PIPC,富 山 化 学 工業 株Dの

3剤,7β 側 鎖 に メ トキ シ イ ミ ノ基 を持 た な い セ フ ェ ム

系 薬 と し てcefbtiam(CTM,武 田 薬 品 工業株)と7α

位 に メ トキ シ基 を 有 す るcefmetazole(CMZ, 三 共 ㈱),

*東 京 都板橋 区加 賀2 -11-1
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メ トキ シ イ ミ ノ 基 を 持 つ 注 射 薬 と し てcefotaxime

(CTX,ヘ キ ス トマ リオ ンル セ ル(株)),ceftizoxime(CZX,

藤 沢 薬 品 工 業(株))お よびcefozopran(CZOP,武 田 薬 品

工 業(株))の3剤,経 口 セ フ ェ ム 系 薬 と し てcefaclor

(CCL,塩 野 義 製 薬(株))と オ キ シ イ ミ ノ 基 を 有 す る

cefdnir(CFDN,藤 沢 薬 品 工 業(株))お よ びcefditoren

(CDTR,明 治 製 菓(株))の2剤,カ ル バ ペ ネ ム 系 薬 と し

てimipenem(IPM,萬 有 製薬(株)),panipenem(PAPM,

三 共(株))お よ びbiapenem(BIPM,日 本 ワ イ ス レ ダ リ

ー(株))の3剤
,そ れ に ペ ネ ム系 薬 のfaropenem(FRPM,

サ ン トリー(株))を 加 え た 計16薬 剤 と した 。 ま た,こ れ

ら薬 剤 の 使 用 に際 して は,BIPMは1/15 Mphosphate

buffer(pH 7.2),IPMは1/10M 3-(N-morpholino)

propansulfbnic acid(pH 7.2),そ の 他 の 薬 剤 は1/10

M phosphate buffer(pH 7.0)で 溶 解 した。

2.使 用 菌 株

用 い た 菌 株 は 大 腸 菌NIHJ-JC2株 で あ る。 ま た,大

腸 菌NIHJ-JC2か ら得 られ た実 験 結 果 が,臨 床 分 離 株

に お い て も 共 通 に 見 ら れ る こ と を 確 認 す る た め に,

ABPCに 感 受 性 を 有 す る 臨 床 分 離 の 大 腸 菌TK-705株

お よびTK-2241株 に つ い て も 同様 に検 討 した 。

3.MIC測 定

16薬 剤 に 対 す る 大 腸 菌 の 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)

は,日 本 化 学 療 法 学 会 感 受 性 測 定 法2)に 従 っ て 寒 天 平 板

希 釈 法 に よ り測 定 した。

4.大 腸 菌 のPBPsに 対 す る β-ラ ク タ ム 薬 の 親 和 性

の検 討

大腸 菌 の 膜 画 分 はSprattの 方 法1)に 準 じて抽 出 した 。

各 β-ラ ク タ ム薬 は前 述 したbufferを 用 い 。被 験 菌 が 被

験 薬 に 対 して 示 すMICを 中 心 に,1/32 xMICか ら32

支MICに 至 る2倍 階 段 希 釈 に よ る もの を使 用 した。 す な

わ ち,そ れ ぞ れ の 希 釈 薬5μlを50μlの 膜 画 分(4mg

protein/ml)中 に 加 え,30℃ で10分 間 保 温 後,1mM

の[3H] benzylpenicillin 5μlを 加 え,さ ら に10分 間

保 温 した 。 そ の 後,benzylpenicillin 120mg/ml 12.5μl

を加 え て 飽 和 させ,た だ ち に20%sarkosyl2.5μ1を 加

え て 反 応 を停 止 させ た 後,SDS-PAGEな らび にfluoro-

graphyを 行 っ た。そ し て,そ のfluorogramか ら[3H]

benzylpenicillinの 結 合 阻 止 率(Inhibitory ratio of

binding of[3H]benzylpenicilli:Ir(%))を 求 め,そ の

Irを もっ て 大 腸 菌 の 各PBPsに 対 す る 各 薬 剤 の 添 加 濃

度 にお け る 親和 性 と表 現 した。 以 下 の 記 述 にお い て は,

特 に 断 らな い 限 り,各PBPsに 対 す る 各 薬 剤 の親 和 性 は

単 にIrと 表 現 す る 。 また,各PBPに お け るIrは,[1

A],[1B]等 と各PBPに 付 せ られ た 名 称 を[]内 に

表 示 す る場 合 もあ る 。

5.各 種 β-ラ ク タム薬 添加 後 の 生 菌 数

対 数 増 殖 期 に あ る大 腸 菌 の 菌 量 が ほ ぼ106/mlに 達 し

た 時 点 に お い て,そ れ ぞ れ の 薬 剤 の1xMIC,2xMIC

および4xMICを 添加 して37℃ で2時 間培養 し,生 菌

数を測定した。3回 の繰 り返 し実験 における平均値を求

め,そ の昇順に従って隣接す る薬剤 問の実測値間のT

検定を行い,有 為の差が見られた薬剤間で区切ってラン

ク付けを行った。

6.β-ラ クタム薬添加後における菌の形態変化

各β-ラ クタム薬の4xMICを 含有させた ミューラー

ヒントン寒天培地をスライドガラス上にシー トし,そ の

培地上に5.の 方法によって培養 した大腸菌を滴下し,

カバーガラスで覆い,37℃,2時 間培養後の菌の形態変

化を位相差顕微鏡下で観察した。そして,β-ラ クタム

薬添加時に示される菌の形態変化の中,フ ィラメントを

形成す るものについては,菌 の長 さを写真上 にて200

個計測 し,そ の長さに有為の差が見 られたものに従って

カテゴリーに分類 した。 また,形 態変化を生 じた菌の中

央部位に,Bulgeの 形成が全視野にわたって認め られる

薬剤 と,全 視野を観察 してもそれらしきものが僅かに認

められる薬剤の2群 に分類 した。

7.統 計解析

各種β-ラ クタム薬の1/32xMICか ら32xMICに 至

る2倍 階段希釈の濃度段階において示 されたPBPsに

対するIrは,も っとも相関性 を有する多項式に当ては

め,そ の式 より各PBPに おける[3H]benzylpenicillin

の0%結 合阻止率(Ir 0)か ら100%結 合阻止率(Ir 100)

に該当する薬剤濃度を算出した。 また,各 薬剤が大腸菌

に対 して示すMIC時 点における各PBPのIrも この式

より算出した。

この ように して得 られたIrやMIC時 点 におけるIr

とMICと の関係,あ るいは薬剤添加後に示 される大腸

菌の形態変化や殺菌性との関係については,重 回帰分析

あるいは判別分析による解析を加えた。

II.　結 果

1.大 腸菌のPBPsに 対するβ-ラ クタム薬の親和性

代表 的なfluorographyの 結 果 をFig.1に 示す。β-

ラクタム薬添加時のIrは 添加する各β-ラ クタム薬の濃

度に依存す る。そのIrをY軸 とし,添 加薬剤濃度 をX

軸としてプロットすると,Fig.2の 曲線が得 られる。そ

の曲線を多項式に当てはめると3次 式が得 られる。こ

のようにして得 られた多項式は,い ずれのPBPsに おい

て も0.9986か ら0.9122の 範囲内に収 まる相関係数を

示した。Fig.3は このように して得 られたPBPsに 対す

る各β-ラ クタム薬のIrを1つ にまとめたものである。

各薬剤によって示 されるIr 0か らIr 100に 至る曲線に

特徴のあることが示 されているが,た とえばPBP 1 B

にお いてID 50([3H]benzylpecicillinのPBPsへ の結

合を50%阻 止する被験 β-ラ クタム薬の濃度)をIr 50

の線がIr曲 線 と交叉する点における薬剤濃度から眺め

れば,約半数のβ-ラ クタム薬において○,△ あるいは□

で記 したMICを 上回っている濃度であることに気づ く。
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Fig. 1. Binding of ampicillin to the PBPs ofEscherichia coli. PBPs were 

detected by the post—addition of[3H] benzylpenicillin to membrane 

fractions of E. coli pretreated with two-fold diluted ampicillin.

Fig. 2. Saturation curve of ampicillin to PBP 1 B of Escherichia coli. The 
density of the PBP band, which is shown in Fig. 1, was determined using a 
densitometer. The inhibitory ratio (Ir) of binding of [3H] benzylpenicillin 
to PBP 1 B by ampicillin was represented by the rate of decrease in the 
PBP density compared to a control which was no addition of the drug. A 
red line represents the result of linear regression analysis.

こ れ ら の 多 項 式 か ら得 られ たIr10か らIr90の 間 に

示 さ れ る 各 β-ラ ク タ ム 薬 の 薬 剤 濃 度 とMICと の 関 係

を 調 べ た 成 績 をFig.4に 示 す 。MICと の 相 関 が も っ と

も高 いPBPはPBP1Bで あ るが,そ の相 関 係 数 はIr10

で0.4661,以 後Ir30ま で は低 下 し て再 び 上 昇 し,Ir90

で0.7569と な る 。Ir90に お い て示 され る薬 剤 濃度 は,

各 β-ラ クタム薬のMICを はるかに上回っている(Fig.

3)。MICをPBP1Bに 対する結合親和性のみで説明す

るには飛躍があ りす ぎるという結果であった。

2.MICに 関与する大腸菌のPBPsに ついての解析

上述 した事実を踏 まえ,MICに 関与するPBPsの 役

割を検討するため,MIC時 点における各 β-ラ クタム薬

のPBPsに 対す る結合 阻止率 を求 めた。その成 績 を

Table1に 示す。Tableの 最下段 に示 した数値 は,各 カ

ラムに示 される各 β-ラ クタム薬のIrとMICと の相関

係 数 を 求 め た 値 で,こ の 値 はPBPIBに お い て028257

と も っ と も 高 く,次 い でPBPIAの0.7684,PBP6の

0眼6797と 続 き,PBP3やPBP4に お い て も0.5以 上 の

相 関 係 数 が 得 ら れ た 。

こ の 相 関 係 数 か ら は,各 β-ラ ク タム 薬 の 大 腸 菌 に 対
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Fig. 3-1. Affinities of 16 ƒÀ-lactams to the PBPs of Escherichla coli. The inhibitory ratio (Ir of binding of [3H] 

benzylpenicillin to each PBP by ƒÀ-lactam antibiotics, which was obtained by linear regression analysis, is shown. 

The marks on each curve represent the position of the MIC of each ƒÀ-lactam.(•›: penicillins; •¢:cephems; • : 

carbapenems; •ž: penem)
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Fig. 3-2. Affinities of 16 ƒÀ-lactams to the PBPs of Escherichia coli . The inhibitory ratio (Ir) of binding of [3H] 

benzylpenicillin to each PBP by ƒÀ-lactam antibiotics, which was obtained by linear regression analysis, is shown. 

The marks on each curve represent the position of the MIC of each ƒÀ-lactam.(•›: penicillins: cephems; 

carbapenems; •ž: penem)
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す るMICは,MIC時 点 に お け るPBP1Bに 対 す る 各

β-ラ ク タ ム 薬 のIrの み で 説 明 で き そ う で あ る が,

Table1に よ る とIPMやBAPMに お い て はMIC時 点

に お け るPBPlBのIrは0で あ り,MICに は他 のPBP

に お け るIrも 関与 して い る こ とが 示 唆 さ れ た。 そ の こ

と を 確 か め る た め に,各PBP間 のIrの 相 対 的 な 比 を

Table1の 右 端 に示 すIrの 総 和 か ら求 め,そ の 比 とMIC

Fig. 4. Changes of correlation coefficient between the in-

hibitory ratio (Ir) of [3111benzylpenicillin to PBPs 

of Escherichia coli by 16 ƒÀ-lactams, ranging from 

10% to 90%, and their MICs.

との相関を求めた。Table1の()内 にそれを示すが,

最下段には相対比 とMICと の相関係数をも記 した。こ

の相関係数はPBP6を 除 くといずれも低 い値で,MIC

は特定のPBPに おけるIr単 独で説明される ものではな

く,PBPsに 対するIrの 相互作用 によって示 されるこ

とを裏付けるものであった。

相 互 作 用 を 確 か め る た め に,各PBPに 対 す るIrの 他

に,各PBP間 にお け るlrの 差 あ る い は和 を求 め,こ れ

ら を 説 明 変 数(Explanatory variable)と し,MICを

目的 変 数(Criterion variable)と す る 重 相 関 分 析 を 行

っ た 。 そ の結 果 をTable2に 示 す 。

こ の 分 析 か ら得 ら れ る 重 回 帰 式 に よ る と,MICは

PBPIBに 対 す るlrとPBP4に 対 す るIrの 和([1B+

4])と,PBP3に 対 す るIr([3])お よ びPBP2に 対 す る

Ir([2])の そ れ ぞ れ に 偏 回 帰 係 数(Partial regression co-

eflicient)を 乗 じて 和 を 求 め,そ れ か ら常 数 を 減 じて 求

め る こ とが で き る。 た と え ば,ABPCのNIHJ-JC2に

対 す るMICは,Table1に 示 さ れ るPBPIBとPBP4

に 対 す るIr,65.5と88.5の 和154.0にTable2の[1B

+4]の 偏 回 帰 係 数0.0301を 乗 じ,同 様 にPBP3とPBP

2に 対 す るIr,88.4と92.4(Table1)に そ れ ぞ れ の 偏

回帰 係 数,0.0381と0,0173(Table2)を 乗 じて,こ れ

らの 総和 か ら常 数6.6675を 減 ず れ ば,2.9373と い う理

論 値 が 求 め られ る。 こ の 際 のMICは2nで 解 析 を行 っ て

い る の で あ る か ら,理 論 値 は 実 測 値 と ほ ぼ 試 験 管1本

以 内 の 差 と して 算 出す る こ とが で き る こ と に な る 。 そ の

精 度 は 重 相 関係 数 と して0.9380,自 由 度 修 正 済 み 重 相

関係 数 と して0.9218と い う も の で あ っ た 。 ま た,こ れ

らの 説 明 変 数 の 中,[1B+4]と[3]は 推 計 学 的 に 有

意 な もの で あ っ た 。

Table2の 下段 に有意な説明変数 と0.9以 上の相関係

数を示すその他の変数を記 した。 これ らの変数を用いて

Table 2. Multivariable analysis for the relationship between the inhibitory ratio (Ir) of binding of [3H]benzylpenicillin to the PBPs of 

Escherichia coli by(3-lactams at their MICs

Determination coefficient: 0.8798 Probability: 0.0000 

Coefficient of determination adjusted for the degree of freedom: 0.8498 

Multiple correlation coefficient: 0.9380 

Multiple correlation coefficient adjusted for the degree of freedom: 0.9218

a) : It means the inhibitory ratio (Ir) of [3H]benzylpenicillin in PBPs by ƒÀ-lactams. Explanatory variable and other variables with 

correlation coefficient greater than 0. 9. 

[1 B + 4] : [1 A + 4] (0. 9618) , [4 + 6] (0. 9223) , [3 + 4] (0. 9178) 

[3] : [1 B + 3] (0. 9652) , [1 A + 3] (0. 9175) , [3 + 6] (0. 9096)
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Table 3. Decrease (%) in the number of viable cells of Escherichia coli after 2 h cultivation with  P-lactam antibiotic at 4•~ MIC levels 

Inoculum size: 855.000•}3,500

a): A t-test was performed for values in the upper rows. 

Table 4. Inhibitory ratio (Ir) of binding of [3H] benzylpenicillin to each PBPs of Escherichia coli by (3-lactam antibiotics at 4 X MIC levels

も重相関式を求めることがで きるが,そ の精度はTable

2に 示 した精度より劣る結果であった。また,Tableに

は示 さなかったが,1/2×MIC時 点での重回帰 分析 で

は,採 用された説明変数にMIC時 点でのそれと相違が

なく,精 度がやや劣るという結果であった。

3.薬 添加時の生菌数の測定

各 β-ラ クタム薬添加2時 間後の生菌数の変化につい

ては,MICの 薬剤添加ではいずれの薬剤 においても生

菌の減少率に有為な差を見出す ことはで きなかった。2

裏MICの 薬剤添加 ではAMPCとPCGと の間に有為 の

差が見 られたが,そ の他の薬剤間には有為な差を見出す

ことはできなかった。

4×MICの 薬剤添加ではTable3に 示す ように,複 数

の薬剤問に有為な差が見られた。そ して,そ の減少率を

平 均 値 で 比 較 す る と,生 菌 数 が 当 初 の 菌 数 の1/10以 下

に減 少 す る 薬 剤(AMPC,PCGお よ びABPC)と,1/5

以 下 ～1/10未 満 で あ る 薬 剤(CMZ,IPM,PAPM,CCL,

FRPMお よびBIPM)お よ び1/5未 満 で あ る薬 剤(CTX,

CTM,CZOP,CDTR,PIPC,CFDNお よ びCZX)の

3群 に 分 け られ る。 こ の3群 を そ れ ぞ れ カ テ ゴ リー3,

2お よ び1と して判 別 分 析 を行 っ た。

た だ し,こ の 際 の 添 加 薬 剤 濃 度 は4xMICで あ る の

で,Table4に 示 す よ う に4×MIC時 点 に お け る 各 β-

ラ ク タ ム薬 のPBPsに 対 す るIrをMIC時 点 と同 様 に し

て 求 め,そ の 際 に 得 られ る説 明 変 数 を用 い て解 析 を 行 っ

た 。 また,Tableに は 示 して い な い が,念 の た め にMIC

時 点 にお け るIrに つ い て も解 析 を 行 った 。

結 果 はTable5に 示 す 。 カ テ ゴ リ ー1:2を 判 別 す る
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有 意 な説 明 変 数 と し て は,PBP4に 対 す るIr([4])が 採

用 さ れ て い る。 次 い でPBP2とPBP3に 対 す るIrの

和([2+3])が 採 用 され て い る 。 カ テ ゴ リ ー1:3を 判 別

す る 有 意 な説 明 変 数 と して は,PBP6に 対 す るIr([6])

とPBP4とPBP5に 対 す るIrの 差([4-5])が 採 用 さ れ

て い る。 カテ ゴ リー2:3を 判 別 す る 有 意 な 説 明 変 数 と

し て は[2+3]が 採 用 さ れ,そ の 他 にPBP 1BとPBP

6に 対 す るIrの 差([1B-6])が 採 り上 げ られ て い る。 そ

れ ぞ れ の 判 別 式 か ら得 られ た 判 別 得 点 の 精 度 を示 す 判 別

的 中 率(hitting ratio),誤 判 別 の 確 率(error probabili

ty),お よび 相 関 比(correlation ratio)は 共 に 高 い もの

で あ っ た 。

ま た,こ れ らの 説 明 変 数 と相 関性 の 高 い 変 数 は そ れ ぞ

れ のTableの 下 段 に 示 し た。[4]を 除 き,そ の 他 の 説

明 変 数 で0.9以 上 の 相 関係 数 を示 す そ の 他 の 変 数 が 見 当

た らな い こ とが 注 目 され た 。

MIC時 点 に お け る 判 別 分 析 の 結 果 はTableに 示 して

い な い が,採 用 され た 有 意 な説 明 変 数 を記 す と,カ テ ゴ

リー1:2と カ テ ゴ リ ー1:3で は[4]の み が 共 通 し

て 採 用 さ れ て お り,2:3で は[2+3]が 採 り上 げ ら れ

て い る 。 基 本 的 に は4xMIC時 点 の 判 別 分 析 と大 差 は 認

め られ なか っ た 。

4.薬 剤 添 加 時 に 見 られ る 菌 の 形 態 変 化

各 β-ラ ク タム 薬 を 大腸 菌 に 添 加 した2時 間 後 の 形 態

変 化 をFig.5に 示 す 。 こ れ らの 細 菌 の 長 径 を 計 測 し た

結 果,形 態 変 化 は 主 と して,a)球 状 を 呈 す る 薬 剤(IPM,

PAPM,BIPMお よ びFRPP:カ テ ゴ リー1),b)や や

長 い 桿 菌 状 を呈 す る 薬 剤(PCG, ABPC, AMPC, CCL

お よ びCMZ:カ テ ゴ リ ー2),お よ びc)長 い フ ィラ メ

ン トを形 成 す る薬 剤(PIPC,CTM,CTX,CCL,CZX,

CZOP,CFDNお よ びCDTR:カ テ ゴ リー3)に 分 類 さ

れ た 。 ま た,こ れ らの 形 態 変 化 に加 え,細 菌 の 分 裂 増 殖

が 開 始 さ れ る と想 定 され る 菌 体 の 中 央 部 にd)容 易 に 観

察 さ れ る 薬 剤(PCG,ABPC,AMPC,CMZ,CCL,

CFDN,PIPMお よ びFRPM:カ テ ゴ リー2)と,e)bulge

形 成 が 観 察 され に くい 薬 剤(PIPC,CTM,CTX,CZX,

CZOP,CDTR,IPMお よ びBAPM:カ テ ゴ リ ー1)と

に 分 類 さ れ た 。

フ ィラ メ ン ト形 成 に 関 す る判 別 分 析 の 結 果 をTable6

に 示 す 。 こ の 際 の 判 別 分 析 も4xMICの 薬 剤 添 加 時 のIr

か ら得 られ た 説 明 変 数 を 用 い た が,念 の た め にMICの

薬 剤 添 加 時 の 判 別 分 析 も行 っ て い る。

カ テ ゴ リ ー1:2を 判 別 す る 説 明 変 数 と して は,[3]

と[2]が 有 意 で あ っ た 。 カ テ ゴ リー1:3を 判 別 す る

有 意 な 説 明 変 数 と し て は,PBP3とPBP6に 対 す るIr

の 差([3-6])と,PBP3とPBP4に 対 す るIrの 差([3一

Table 5. Discriminant analysis of hactericidal action based on the inhibitory ratio (Ir) of binding  [3H] benzylpenicillin to each PBP

by ƒÀ-lactam antibiotics at 4•~MIC levels.

Criterion variable: Bactericidal action (based on the decrease (%) in viable cells after 2 h addition of13-lactams.)

Category 1: Decrease of the viable cells at start point to <1/2.

Category 2: Decrease of the viable cells at start point to 1/2 -<1/10.

Category 3: Decrease of the viable cells at start point to 1/10.N=16

a): It means the inhibitory ratio (Ir) of binding PH] benzylpenicillin to PBPs by 13-lactams. Explanatory variable and other variables

with correlation coefficient greater than 0.9.

[4]: [2+4] (0.9036), [4+6] (0.9034)

[2+3]: None

[6]: None

[4-5]: None

[1B-6] :None
b): Hitting ratio is the value obtained by deducting the apparent error rate from 1.

c): The Z-value was obtained from the Mahalanobis square distance, and the probability corresponding to the Z-value was calculated

by using the standard normal distribution.
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Fig. 5. Morphological changes of Escherichia coli after 2 hour cultivation at 37t in the Mueller Hinton broth contained

with ƒÀ-lactams at 4•~MIC levels. 

a): ovoid cells, b): slightly elongated cells, c) : filamentous cells, d) : bulge formed cells at cell division site, e): no 

bulge formaton cells.

Table 6. Discriminant analysis of the morphological changes based on the inhibitory ratio (Ir) of binding of [3H] benzylpenicillin 

to each PBP of Escherichia coli by ƒÀ-lactam antibiotics at 4 •~ MIC levels (1)

Criterion variable: Morphological changes (based on the phase-contrast MICroscopic findings obtained after 2-h cultivation with the 

(3-lactams)
Category 1: Ovoid cells 

Category 2: A little elongated cells 

Category 3: Elongated, filament-shape cells N = 16

a) : It means the inhibitory ratio (Ir) of binding [3H] benzylpenicillin to PBPs by ƒÀ-lactams. Explanatory variable and other variables 

with correlation coefficient greater than 0.9.

[3] : [1 B + 3] (0.9588), [1 A+ 3] (0.9065) 

[2]:[2 + 4] (0.9125) 

[3-4]: [1 B-4] (0.9264) 
[3 - 6] : None

b) : Hitting ratio is the value obtained by deducting the apparent error rate from 1. 

c) : The Z-value was obtained from the Mahalanobis square distance, and the probability corresponding to the Z-value was calculated 

by using the standard normal distribution.
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4])が採用 されている。カテゴ リー2:3の 有意な説明

変数としては[3-6]が 採用されている。この判別式の

精度を示す判別的中率,誤 判別の確率および相関比 も高

いものであった。また,こ れ らの説明変数と相関性の高

い変数はTable 6の 下段に示 した。

一方,MIC時 点にお ける判別分析では,カ テゴリー

1:2で[4],[2-3],[2+4]お よび[3-5]と 多数の変

数が説明変数として採 り上げ られてお り,カ テゴリー1

:3で は[2-3],カ テ ゴリー2:3で は[4+5]の みが

説明変数として採 り上げられていた。 この際の説明変数

は4xMICで のそれとかなり異 なっていたが,そ れぞれ

のカテゴリーにPBP 2,PBP 3お よびPBP 4が 多 く関

与していることは共通 していた。

Bulge形 成に関する判別分析をTable 7に 示す。有意

な説明変数として[4]が 採用 され,そ の他に[1B]も

有意な説明変数として採 り上げられている。 この精度を

示す判別的中率,誤 判別の確率および相関比 もかなり高

いものであったが,前2者 の判別分析の精度に比 して

はやや低いものであった。これらの説明変数 と相関性の

高い変数はTable 7の 下段に示 してある。 また,Table

には示さなかったが,MIC時 点での判別分析において

は[4]の みが有意な説明変数であった。

III.　考 案

細菌の細胞壁合成 に関与するPBPsの 機能 について

は,Spratt 1)によるPBPsの 検出法が確立 して以来,PBP

の欠損株や特定のPBPに 親和性 を示すβ-ラ クタム薬

等を用いての遺伝生化学な研究が行われて きた。それ ら

の業績の多 くは総説3～6)として紹介されているが,臨 床

との関連において論ぜ られた論文は少ない。

細胞壁合成に関与するPBPsの 機能 は大 きくは2つ

に分けられる。1つ はペプチ ドグリカンの糖鎖 を繋いで

い くtransglycosilase(TGase)とtranspeptidase(TPase)

で あ り7～13),も う1つ は 架 橋 さ れ た ペ プ チ ド末 端 に 作 用

す るD-alanine-carboxypeptidase(CPase)とDD-en-

dopeptidase(EPase)で あ る14～18)。PBP 1 A,PBP 1 B

お よ びPBP3はTGaseとTPaseの2機 能 を 有 し7～11,13),

PBP2はTPaseの み の 機 能 を 有 す る と され て い る12)。

さ らに は,β-ラ ク タ ム 薬 の 主 た る 作 用 は分 子 量 の 大 き

いPBP 1 A,PBP 1 B,PBP 2お よ びPBP 3(HMW

PBPs)のTPaseを 阻 害 す る こ と に あ る と さ れ て い る 。

こ と にPBP 1 Bを 阻 害 す る こ とが 細 菌 に致 命 的 な 障 害

を 与 え,溶 菌 に 至 ら しめ る と重 視 さ れ て い る7,11,9～22)。

そ の 反 面,カ ル バ ペ ネ ム 系 薬 の 中 に はPBP 1 Aの

TGaseを 阻害 す る とい う報 告23)もあ る が,そ の致 死 的 影

響 に つ い て は確 証 す る に 至 っ て い な い。

分 子 量 の小 さ なPBPs(LMW PBPs)の う ち,PBP4

はCPaseとEPaseの2機 能15,16)を有 し,PBP5お よ び

PBP6はCPaseの 機 能14,17,18)を有 す る と され て い る。 し

か し,こ れ らのLMW PBPsは,そ れ らが 欠損 して い る

菌 株 に お い て も生 存 可 能 な こ とか ら,生 死 に 直 接 か か わ

りの な い 補 助 的 な役 割 を して い る と解 さ れ15,16,19,24),β-

ラ ク タム 薬 の 主 た る作 用 標 的 と して 評価 さ れ て い な い。

ま た,各 種 β-ラ ク タ ム 薬 を 作 用 させ た 際 のPBPsに

対 す る特 異 的 な 親和 性 と形 態 変 化 の 特 徴 か ら,PBP 1 A

お よ び1Bは 細 胞 壁 の 側 壁 合 成 を,PBP 3は 細 胞 の 分

裂 時 に 必 要 な 中 隔 壁 の 合 成 を,PBP 2は 桿 菌 の 形 状 を

保 つ 機 能 に 関 与 して い る と考 え られ て い る20～22)。

一 方
,β-ラ ク タ ム薬 の 主 た る作 用 点 はPBP1B7,11,19～21)

で あ る と さ れ な が ら も,第3世 代 セ フ ェ ム 系 薬 はPBP

3に 選 択 的 に 強 い 親 和 性 を 示 し,MICを 良 好 に し て い

る13,25,26)。た だ し,そ の 際 の 菌 は 中 隔 壁 を 欠 い て フ ィ ラ

メ ン トを形 成 し,殺 菌性 は必 ず し も優 れ た 結 果 を示 さ な

Table 7. Discriminant analysis of the morphological changes based on the inhibitory ratio (Ir) of binding of [3H]benzylpenicillin

to each PBP of Escherichia coli by ƒÀ- lactam antibiotics at 4•~MIC levels. (2)

Criterion variable: Bulge formation (based on the phase- contrast MICroscopic findings obtained after 2- h cultivation with the [ƒÀ-

lactams)

Category 1: No bulge formation in the equatorial region

Category 2: Bulge formation in the equatorial region N= 16

a): It means the inhibitory ratio (Ir) of binding [3H]benzylpenicillin to PBPs by ƒÀ- lactams. Explanatory variable and other variables

with correlation coefficient greater than 0.9.

[4]:[2+ 4](0.9036),[4+ 6](0.9034)

[1 B]:[1 A+ 3](0.9038)

b): Hitting ratio is the value obtained by deducting the apparent error rate from 1.

c): The Z- value was obtained from the Mahalanobis square distance, and the probability corresponding to the Z- value was calculated

by using the standard normal distribution.



282 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 MAY 1999

い25)。そ の 片 側 で,カ ル バ ペ ネ ム系 薬 剤 はPBP 2とPBP

4に 強 い 親 和 性 を示 す が.PBP 3に 対 して は 必 ず し も優

れ た親 和 性 を示 さ な い23,27)。しか し,MICは 第3世 代 セ

フ ェ ム系 薬 と同 様 に良 好 な 成績 を示 して い る。

こ の よ う な β-ラ ク タム 薬 の 大 腸 菌 のPBPs対 す る 作

用 の 相 違 は,各 β-ラ ク タム 薬 が 有 す る化 学 構 造 に 由 来

す る に 違 い な い が 。 こ の 際,基 本 骨 格 の 異 な る β-ラ ク

タム薬 数種 ず つ を選 び,大 腸 菌 に対 す る結 合 親和 性 の 相

違 を 同 時 に 比 較 し,MICや 殺 菌 効 果 あ る い は 菌 の 形 態

変 化 に お よぼ す 影 響 を あ らた め て 検 討 す る こ とが 必 要 と

考 え た 。 そ の 理 由 は,い ま ま で に 個 々 の β-ラ ク タ ム 薬

につ い て 検 討 され て きた こ と を同 時 に検 討 す る こ とが,

今 後 の β-ラ ク タ ム薬 の 開 発 に 役 立 つ と考 え た か らで あ

る。

通 常,β-ラ ク タ ム薬 の 親 和 性 は ア イ ソ トー プ ラ ベ ル

さ れ たbenzylpenicilinのPBPsへ の 結 合 を50%阻 止

す る 被験 β-ラ ク タム薬 の濃 度(ID50)で 表 現 され る1)。

今 回,わ れ わ れ が 行 っ た 実験 にお い て も,上 述 した 評 価

法 を視 野 に い れ な が ら,MICを 中心 と した2倍 階段 希

釈 に よ る 一 定 の 濃 度 幅 の 被 験 β-ラ ク タ ム薬 を大 腸 菌 の

膜 画 分 に 加 え て,[3H]bennzylpenicillinの 結 合 を 阻 止

す る 率(結 合 阻 止 率:Ir)を 求 め,各 種 β-ラ ク タ ム 薬

のPBPsに 対 す る親 和 性 を論 じよ う と した もの で あ る。

これ に似 た 手 法 を用 い た 論 文 に はTomaszら の 論 文28)が

あ る。 た だ,彼 等 が 対 象 と した 細 菌 は肺 炎球 菌 で あ る。

また,細 菌 の 膜 画 分 を 用 い た 実 験 で は な く,生 菌 を培 養

し た 中 で の β-ラ ク タ ム 薬 と[3H]bennzylpenicillinの

相 互作 用 を見 た もの で あ る 。 しか しなが ら,彼 等 が 示 し

たfluorographyに よ るIrの 変 動 は,添 加 した β-ラ ク

タム 薬 の 濃 度 に依 存 して お り,わ れ わ れ が 示 したFig.2

と同 様 な 曲線 を示 して い る。 しか し,彼 らは そ れ 以 上 に

統 計 的 解 析 を加 え て い な い 。

わ れ わ れ が 測 定 した 各 β-ラ ク タム薬 が 示 すIr曲 線 を

図 に ま とめ る と興 味 深 い(Fig.3)。 あ る 意 味 で は 各 β-

ラ ク タ ム 薬 のPBPsに 対 す るkineticsと も思 わ れ る 濃

度 依 存 的 な 曲線 と して 眺 め る こ と もで きる 。 恐 ら く,こ

れ らの 曲 線 は反 応 速 度 等 を考 慮 に入 れ た 解析 が 可 能 で あ

れ ば酵 素 反 応 式 と して も描 け る もの と思 わ れ る 。 本 研 究

にお い て は,そ の よ うな 反 応 速 度 を考 慮 して,1/2xMIC

時 点 に お け るIrを 説 明 変 数 とす る 解 析 を も行 っ た が,

MIC時 点 に お け るそ れ と の 間 に 大 き な相 違 を 見 出 す に

至 らな か っ た 。

一 方
,従 来 か ら β-ラ ク タム 薬 の 主 た る作 用 点 はPBP

1B7.11,19～21)にあ る とい わ れ て い る こ と か ら,各 種 β-ラ

ク タ ム薬 が 各PBPに 対 して 示 すIr 10か らIr 90に 至 る

添 加 薬 剤 濃 度 とMICと の 関係 を調 べ た 。 そ の 相 関 係 数

は 確 か にPBP 1 Bに お い て 高 い値 を示 す もの の(Fig.4),

Ir 50に お い て も っ と も 高 い 値 を 示 す もの で は な か っ

た 。

む しろ,視 点を変えてβ-ラ クタム薬が示すMIC時

点でのIrそ のものを検討すると,PBP1Bに おけるIr

がMICと もっ ともよく相関す る(Table 1)。 しか し,

カルバペネム系薬の中にはその値が0の ものもあ り,

MICをPBP1Bに 対するIrの みで説明するのは適切で

ないと考 えられた。 また,PBP1B以 外のPBPsに お

いて もMICと0.5以 上 の相 関係 数を示す こ とが示 さ

れ,β-ラ クタム薬 の大腸菌に対す るMICは,そ れぞ

れのβ－ラクタム薬が有するPBPsに 対する結合親和性

の相互作用によって表現されるのが妥当と考えられた。

そのため,PBPsに 対す る各 β-ラ クタム薬の相互作

用 を解析することを 目的 として,MIC時 点でのPBPs

に対するIr,あ るいは各PBP間 のIrの 和 または差を説

明変数 とし,MICを 目的変数 とする重回帰分析 を行っ

た(Table 2)。 とり上げられた有意な説明変数[1B+4]

および[3]の 偏回帰係数は正の値である。つまり,[1

B+4]お よび[3]の 値が高いβ-ラ クタム薬ほど,MIC

は高い値,す なわち良好でなくなることになる。このこ

とは 『PBP 1 Bsは β-ラ クタム薬の主 たるtargetで,

PBP 1 Bsを 阻害する と容易に溶菌する』こととも,

『PBP 4以 下のLMW PBPsは 細菌の生存に直接関わり

ない補助的な役割をしている』こととも矛盾 しているよ

うに見える。また『第3世 代セフェム系薬においてPBP

3に 強い親和性を有することがMICを 良好にしている』

という説とも反するように見える。以下に,こ の一見矛

盾することに対する考察を加える。

MICと は一定の条件の もとに菌を薬剤存在下で培養

したとき,肉 眼的に菌の増殖が認め られない最小薬剤濃

度である。一方,β-ラ クタム薬の主たる作用点は細胞

壁の合成を阻害することにあ り,対 数増殖期にある菌に

対 して殺菌的に働 く。つまり,β-ラ クタム薬が示すMIC

には細菌の分裂増殖 を阻止する面 と,殺 菌に至らしめる

二面があることになる。しか し,殺 菌には細胞壁の合成

を未完に終わらせ,そ の部位を脆弱にし,浸 透圧の差に

よって溶菌せ しめることが必要である。細胞壁が脆弱に

なる個所は,既 存の細胞壁より細胞壁の合成が盛んな分

裂開始の細胞壁面において顕著である。そのことは,フ

ィラメント化 された大腸菌の中央部位においてbulgeが

形成され,そ の部位より崩壊 して溶菌に至ることが,位

相差顕微鏡ならびに電子顕微鏡下で観察されることから

明らかである27)。

そのことを考慮すれば,[3]が 中隔形成 を阻害する

ことにより菌の分裂増殖の阻止にかかわっていることは

容易に推定で きる。 しか し,[3]が 溶菌に直接かかわ

っているかについては,も う少し考察を加える必要があ

る。なぜなら,フ ィラメン トを形成した菌が溶菌に至る

には,そ の前提にbulgeの 形成がなければならないから

である。そのことはPBP3に 良好な親和性を有するβ-

ラクタム薬のすべてが,一 様に容易にbulge形 成をする
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とは限らないことからもうかがえる。

PBP 3に ついては多 くの研究がある29～35)。諸家の報告

はNanninga 5)の総説 に委ね るが,要 す るにDivisome

とも呼ばれる蛋白集団があ り,そ れらの相互作用によっ

て最終的に細胞膜は切断されるが,そ の切断点と接する

細胞壁に鋭角な刻み込み(constriction)を 入れる機能

については,化 学的な反応が どれだけ関与 してい るの

か,細 胞膜の切断において生 じた細胞壁間のス トレスに

対する物理的な現象がどれだけ関与 しているのか,ま だ

議論の余地があるとい うことである。 この間において

PBP 3もPBP 1 Bも 細胞間隙 にあってDivisomeの 一

端を担っているが,細 胞壁面の分裂開始にいかなる役割

を担っているのか詳 らかではない。ただ,PBP 3とPBP

1 Bと の間にはDivisomeに かかわる他の蛋白と同様に

相互作用があるという報告36)もある。いずれにして も,

PBP 3の 機能が抑制 されれば中隔の形成が抑制 され細

胞の分裂増殖が抑制 されるに違いないが,溶 菌に繋がる

細胞分裂開始部位に直接的な機能を有 していないことも

確かなようである。

溶菌に繋がる細胞分裂部位の細胞壁合成には[1 B+4]

が関与 していると考えるのが妥当なようである。そのこ

とはPBP 1 Bが 殺菌にかかわるβ-ラ クタム薬の主用な

作用標的であることか らも7,11,19.21)肯ける。 しか し,[1

B+4]と して関与 しているとはいかなることであろう

か。PBP 4はCPaseとEpase 15,16)の2機能 を有 してい

るが,細 菌の生存 に直接かかわ りないものとして15,24)

重要視されていない。反面,[1 B+4]が 有意な説明変数

としてとり上げ られたか らには,PBP 1 BとPBP 4の

間に重要な相加的作用があるとも考えられる。つ まり,

機能は異なっているけれども,そ の総合 として細胞壁面

の合成は未完に終わるということである。 もちろん,未

完に終わる細胞壁は分裂に際 して生ずる新しい細胞壁面

にもっとも顕著なはずである。いずれにしても,新 しく

生ずる細胞壁の分裂 に必要 なconstrictionの 部位 には

PBP 1 Bの み ならず,PBP 4も 強 く関与 していること

がMICに 関する重回帰分析の上か らは示唆される。

その殺菌作用 をさらに確かめる目的で,4xMICの 薬

剤添加後の菌数の減少率か ら判別分析(Table 5)を 行

った。カテ ゴリー1:2に お いては[4]と[2+3]が

関与 している。[4]の 判別係数は負の値であ り,[2+3]

のそれは正の値である。つ ま り,[4]の 値が大 きけれ

ば溶菌に傾 くし,[2+3]の 値が大 きければ静菌に傾 く

ことになる。このことは重回帰分析による解析結果と矛

盾しない。PBP 4は 正 しく細胞分裂部位 における新 し

い細胞壁面合成の仕上げの段階に関与 していると示唆さ

れる。その機能が阻害されれば細胞壁は脆弱にな り容易

に溶菌す る。このことはβ-ラ クタム薬の抗菌作用は細

菌の対数増殖期において見 られるというtheoryと も矛

盾しない。

殺菌効果のカテゴリー1:2に おいて正の値 を示 した

[2+3]は,カ テゴリー2:3で は負の値 となっている。

つ ま り,[2+3]は カテゴリー2に 属す るβ-ラ クタム

薬の特性 とい うことになる。 カテゴ リー2に は カルバ

ペ ネム系薬やペ ネム系薬,さ らにはCCLやCMZと い

った初期のセフェム系薬が属 している。PBP 3の 機能

が阻害 されれば長いフィラメン トを形成する13,25,26)。PBP

2は 桿菌の形状を保つ機能に関与 している20～22)。つまり,

[2+3]の 持つ意味は細菌の中隔形成が阻害されて も,

細菌の長軸 を保つ酵素が阻害されても,菌 の分裂は遅延

して新生 される細胞は少な く,そ のことか らPBP 4の

機能も発揮 されずに,殺 菌の速度 もまた鈍 くなるもの と

解 される。

殺菌効果の判別分析1:3に おいては[6]と[4-5]

が説明変数 として採用 されている。結果の項に記 した如

く,MIC時 点における判別分析では[6]に 代わって[4]

が採用されている。Table 1とTable 4に よると,カ テ

ゴ リー1と3に 属する薬剤間に格段の差が見 られるIr

はPBP 4とPBP 6で ある。殺菌性 に関してはい ままで

あまり重要視されなかったLMW PBPsに 対する認識を

新たにする必要があ りそうである。

そのような目で,あ らためてTable 1の 右端に示す各

PBPの 総和 を見ると,カ テゴリー1に 属する第3世 代

セフェム系薬 を含むβ-ラ クタム薬では総和の値が小 さ

い。また,相 対比 として()の 中に示 した値 はPBP

3に おいて特異的に大 きい。つ まり,さ きに一見矛盾す

るとして指摘 した 『第3世 代セフェム系薬においてPBP

3に 強い親和性 を有することがMICを 良好にしている』

ということは,第3世 代セフェム系薬の大腸菌のPBPs

に対するIrが 総 じて低いことと,PBP 3に 対す るIrの

みが選択的に高いことがMICを 良好にしているkeyに

なっているということである。

もう1つ 考察 を加 えなければならないことがある。

それは,殺 菌効果のカテゴリー1:3に おいては[4-5]

もまた有意な説明変数として採用 されていることであ

る。PBP 4が 有す る意味についてはすでに考察 した。

PBP 5も またPBP 4と 同様にCpaseと しての機能 を有

している。 しかし,こ の判別式か らは[4-5]の 値が大

きいほど菌数の減少に関与することになる。つまり.[4]

は単独でも菌数の減少に関与するのであるから,[4-5]

か らはPBP 5に はPBP 4と 拮抗的に働 く機能があると

も解 される。拮抗 が適当でない なら,PBP 5はPBP 4

が担当している細胞分裂部位とはかかわ りのない部位に

おいて細胞壁合成の補助的な働 きをしていることにな

る。

殺菌効果のカテゴリー2:3の[2+3]と[1 B-6]の

関係についても同様な考察が可能である。すなわち,こ

こでは[2+3]の 値が大きければより殺菌効果が見られ,

[1 B-6]の 値が大 きければ殺菌効果がやや抑 制されて
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いる。 また,こ のことは,カ テゴリー1:2に おいて 〔2

+3]は 静菌的に働 くとしたこととも一見矛盾する。 〔2

+3]の 値 をTable1か ら求め ると,カ テ ゴリー3に 属

するペニシリン系薬の方が大 きな値となる。 しかし,も

う1つ の説明変数[1B-6]で は逆に低い値 となる。つ

まり,[1B]の 値に比 し[6]の 値が大 きければ[2+3]

との兼ね合いにおいて,よ り溶菌し易いということにな

る。 もう1つ 言い換 えれば,PBP6に はPBP1Bが 作

用する部位 とは異なるところで機能する補助機能がある

ことになる。

[2+3]の 値が大 きい際には[2]と[3]の いずれか

の大 きさに従 って,フ ィラメ ン トを形成す るか球 形

(ovoid)と なるはずである。 この形態変化からは,そ の

部位においても細胞壁の合成が細胞分裂開始部位ほどで

はない としても行われていることが示されている。PBP

6は そのような部位での細胞壁合成にかかわる補助的な

働きをしているとも考えられる。つまり,溶 菌作用の強

い β-ラ クタム薬 においては,細 胞分裂部位のみな ら

ず,細 胞が正常に伸展 していく部位において も作用する

ことが,速 やかな溶菌作用に繋がるのかも知れない。

菌の形態変化からはβ-ラ クタム薬 のMICに かかわ

る2つ の側面がうかがえる。1つ はフ ィラメント形成に

伴い菌の分裂が抑制される面である。 もう1つ は殺菌

につながるbulge形 成の面である。フィラメント形成に

関する判別分析においては,カテゴリー1:3お よび2:

3に おいて[3-6]が 共通な説明変数 として採用 されて

いる。つ まり,[3]の 値が[6]の 値に比 して大 きけれ

ば大 きいほど長大なフィラメントを形成する。殺菌作用

にかかする考察においてPBP6はPBP3かPBP2の

いずれかがかかわる細胞壁合成に補助的機能を有 してい

るか もしれないと述べたが,同 様な思考をすればPBP

6はPBP3が かかわる中隔壁合成 とは別な部位 の補助

的機能を有することになる。すなわち,PBP6はPBP

2の 細胞壁合成にかかわる補助的機能を有 しているとも

考えられる。

また,カ テゴリー1:3に おいては有意な説明変数 と

して[3-4]も 関与 している。PBP4の 機能に関しては

すでに考察した。Table1よ りカテゴリー1と3に 属す

るβ-ラ クタム薬の[3-4]の 値 を求める と,そ の値が

大 きいほど長大なフィラメン トを形成することになる。

言い換えれば,細 胞の分裂部位における細胞壁合成の補

助的機能が阻害されないほど,長 いフィラメン トが形成

されることになる。そ して,そ のことがフ ィラメント形

成時に見 られるbulge形 成 とも関係 してくる。

Bulge形 成には[43と[1B]が 関与 している。共に

判別係数は負の値である。[4]ま たは 〔1B]の 値が

大 きい ほ ど短時 間でbulgeを 形 成す るこ とに なる。

bulge形 成は細胞が新たに分裂増殖するために用意 した

Constrictionの 部位に生ずることはすでに述べた。つま

り,多 変量解析においてこの部位に有意に関与するPBP

こそ,溶 菌に関 してもっとも重要なkeyを 握っている

ことになる。今後,そ のことを直接確かめる研究が望ま

れる。

以上を総合すると大腸菌のPBPに ついては,次 のこ

とが言える。大腸菌の細胞壁合成に関与する主要な機能

がPBP1AとPBP1Bに あることは,従 来の見解 と変

わらない。 しか し,菌 の分裂増殖に関与するPBPと し

てPBP1Bが 強 く関与 していることが示唆 された。お

そらくPBP1Bは 菌が分裂する際に必要なconstriction

に強 く関与 していると考 えられる。PBP2が 桿菌の形

状 を保つ機能を有 していることと,PBP3が 細胞壁の

中隔形成に関与する機能を有していることは,従 来の見

解 と変わらない。ここで重要なことはPBP4が 果たす

機能を重要視することであろう。PBP4の 機能はPBP

lBに 対応 して細菌の分裂増殖に際 して生 じた新 しい割

面の細胞壁合成にもっとも活性化 した役割を果たしてい

ると考え られる。そ して,PBP4の 機能を強 く阻害す

るβ-ラ クタム薬を見出す ことが,殺 菌性の強いβ-ラ

クタム薬の開発に繋がると考えられる。 しか しなが ら,

MICが 良好であるβ-ラ クタム薬の開発を考慮すれば,

[1B+4]の 値が小 さいことも1つ の条件となる。

このようにβ-ラ クタム薬のMICと 殺菌性の関係に

は,二 律背反する現象が見 られる。このことを考慮すれ

ば,こ れらの多変量解析 による究極のβ-ラ クタム薬と

は,PBP4に 対して強い親和性を有する片側で,PBPl

BとPBP3に 対する親和性はPBP4の それよりも低い

β-ラ クタム薬 を見出すことになると考えられる。また

その際には,全PBPsに 対するIrの 総和が低いことも

絶対必要な条件となる。

このことは大腸菌NIHJ-JC2に 限らず,臨 床分離株

TK-705株 およびTK-2241株 においても同様な結果で

あった。そのため,本 論文においては重複を避けて,大

腸菌NIHJ-JC2に おいて得 られたデータのみを記 し

た。
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Effects of affinities of the ƒÀ- lactam antibiotics for the penicillin- binding proteins of

Escherichia coli to their mics, bactericidal action, and morphological changes
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Sugamo, Toshima- ku, Tokyo, Japan
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Although the relationship between ƒÀ- lactam antibiotics and penicillin- binding proteins (PBPs) has

been frequently investigated, their clinical benefits have not yet been elucidated. In the present study, the

affinities of several, ƒÀ- lactam antibiotics, having different fundamental structures, to PBPs of Escherichia

coli were determined in order to investigate the effects of these antibiotics on MIC, bactericidal action, and

morphological changes. The affinity of ƒÀ- lactam antibiotics to PBPs was represented by the inhibitory

ratio (Ir:%) of binding of [3H] benzylpenicillin to the PBPs of E. coli, using the method described previ-

ously by Spratt. Two- fold diluted, ƒÀ-lactam antibiotics from 1/32 MIC to 32 MIC were added to membrane

fractions of E. coli. The correlation between the concentrations of the antibiotics pre- added and Ir was the

highest for PBP 1 B. The correlation coefficient was 0.4661 at an Jr of 10% and 0.7569 at an Jr of 90%,

showing a concave linear pattern. The MIC seems difficult to explain in terms of the affinity of ƒÀ- lactams

to PBP 1 B alone. Thus. Jr of each ƒÀ- lactam to each PBP at their MIC points was obtained in order to

determine the correlation between Ir and MIC. The correlation coefficient was the highest with 0.8257 for

PBP 1 B, and with 0.5 or higher for other PBPs, suggesting that MICs of ƒÀ- lactams can be explained by

the Irs for all PBPs at their MIC point. Multiple regression analysis was conducted using MIC as a criterion

variable and Jr as an explanatory variable. The results indicated that MIC was significantly correlated

with Irs to PBP 1 B plus PBP 4, Jr to PBP 3, and PBP 2. Similarly, discriminant analysis of bactericidal

action and morphological changes was conducted by categorizing the results obtained after 2 hour

cultivation with each 4 MIC of ,ƒÀ- lactams. Whereas bactericidal action increased as Ir to PBP 4 increased,

it significantly decreased as Irs to PBP 2 plus PBP 3 increased. Significant filamentous formation and ovoid

formation of the cells occurred in proportion to increases in Ir to PBP 3 and to PBP 2, respectively. On the

other hand, significant bulge formation was seen with increases in both Ir to PBP 4 and to PBP 1 B. These

results suggest that awareness of low-molecular weight PBP, which has not been evaluate as a target of ƒÀ-

lactams at this time, is required for the development of ƒÀ- lactams.


