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臨床 分離菌 の生産す る β-ラ クタマ ーゼ の クラスA,B,Cお よ びDへ の クラス鑑 別 を,3種 の β-ラ ク タ

マーゼ 阻害剤 を利用 して簡便,迅 速 に行 う方法 を考 案 した。 阻害剤 と して ク ラブ ラ ン酸,カ ルバ ペ ネ ム誘

導体(J-110,441)お よ びモ ノバ ク タム誘導 体(Syn-2161)を 用 い た。J-110,441お よ びSyn-2161は

そ れぞ れ,ク ラスBβ-ラ ク タマ ーゼ お よび クラ スCβ-ラ クタマ ーゼ に対 す る新 阻害 物 質 であ る。 ア ン ピ

シリン抗菌活性(MIC)へ の 阻害剤併 用効果 か ら,被 験 菌 の生産す る β-ラ ク タマ ーゼ の ク ラス鑑 別 を行 っ

た。生産す る β-ラ ク タマ ーゼ活 性 とそ の クラ スの明 らか な7菌 種,計14菌 株 を被 験 菌 と して本 鑑 別法 を

適用 し,ク ラスA/D,ク ラ スB,ク ラ スCの 各生 産菌 をMICパ ター ンか ら鑑 別 で きた。MIC測 定 は一般

的な微量液体 希釈法 を用 いたが,ATP-bioluminescence法(HattoriN.,etal.Antimicrob.AgentsChe-

mother.,42:1406～1411,1998)を 適 用す る と,鑑 別時 間は5分 の1以 下 に短縮 で き,同 一の判 定結果 が

得 られた。
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β-ラ クタマーゼは多 くの病原細菌のβ-ラ クタム薬耐性 の

原因となる薬剤不活化酵素群 であ る1)。酵素 タンパ ク質ア ミ

ノ酸配列の相同性か ら,ク ラスA～Dの4ク ラスに分類 され

る2.3)。このクラス分けは β-ラ クタマーゼ分類法 として現在

広く用い られ,ま たもっとも客観的 な分類法である。 クラス

A,C,Dは 活性中心にセリンを持つセ リンβ-ラ クタマーゼ

に属 し,ク ラスBは 活性中心 に亜鉛を持つ メタロβ-ラ クタ

マーゼであ り,セ リンβ-ラ クタマーゼ とは異 なる加水分解

酵素である。基質特異性では,ク ラスAは ペニシリナーゼ,

クラスCは セファロスポ リナーゼ,ク ラスDは オキサ シリ

ン分解型ペニ シリナーゼ,に それぞれ相当す る。クラスB

のメタロβ-ラ クタマ ーゼはカルバペネム薬 を含 む広範 な基

質特異性を持つ β-ラ クタマーゼである。これ らに加え近年,

クラスAお よびCで はオキ シイ ミノ系 β-ラ ク タム薬などの

難分解性 β-ラ クタム薬へ適応 した変異酵素(基 質特異性 拡

張型 β-ラ クタマーゼ)が 出現 している轍 。特に クラスA変

異酵素はESBL(Extended Spectnlm Beta-Lactamase)の

名称で知 られる。

細菌感染症に対する適切 なβ-ラ クタム薬選択 には,起 因

菌の生産す るβ-ラ クタマーゼの酵素化学 的特性 の情報が必

要であ り,臨 床分離株の生産する β-ラ クタマーゼの簡便 な

クラス鑑別法が望 まれる。本研究 では,ク ラスAβ-ラ ク タ

マーゼの阻害剤 として知 られるクラプラン酸(CVA),新 た

に開発 された クラスBβ-ラ クタマーゼ阻害剤(J-110,441)

とクラスCβ-ラ クタマーゼ阻害剤(Syn-2161)の3阻 害剤

を用 い,ア ンピシリン(ABPC)のMICに お よぼす 阻害剤

併用効果か らβ-ラ クタマーゼの クラス鑑別を試 みた。 さら

に,細 菌細胞内ATP量 を指標 としてMICを 測 定するATP-

bioluminescence法6)を 適 用するこ とに よ り,鑑 別時 間を大

幅に短縮することを行った。

1.材 料 と 方 法

1.菌 株 とRプ ラス ミ ド

Table1に 示 した7菌 種,計16菌 株 お よびRプ ラ ス

ミ ド宿 主 と してEscherichia coli ML 1410を 使 用 し

た。E.coliML1410はE.coliK12由 来 の ナ リ ジ ク

ス 酸 耐 性 変 異 株 で あ る7}。5種 の プ ラ ス ミ ド(RGN

823, RGN14, RDK4, RGN238, pMTY010)は そ

れ ぞ れTEM-IIβ-ラ ク タマ ー ゼ,TEM-Iβ-ラ ク タ

マ ー ゼ,メ タロ β-ラ ク タマ ー ゼ,OXA-1 β-ラ ク タマ

ー ゼ ,基 質 特 異 性 拡 張 型 ク ラ スAβ-ラ ク タ マ ー ゼ

(Toho-1ESBL),の 酵 素 遺伝子 を持つ。Citrobacterfre-

undii GN 346/RGN 823は 染 色 体性 クラスCβ-ラ ク タ

マ ー ゼ生 産菌 にRGN823を 導 入 して作 成 した2種 β-

ラ クタマ ーゼ生産株 であ る。そ の他の菌株 は染 色体性 β

-ラ クタマ ーゼ生 産株で ある。

2.β-ラ ク タム薬 とβ-ラ クタマ ーゼ 阻害剤

ABPCは 明 治製 菓,CVAは ス ミス クラ イ ン ・ビー チ

ャム製 薬,カ ルバ ペ ネム誘 導体(J-110,441)は 萬 有 製

薬,モ ノバ ク タム誘 導体(Syn-2161)は 大 鵬 薬 品工 業

よ りそ れぞれ分与 され た原末 を使 用 した。

3.最 小発 育阻止濃 度(MIC)の 測 定

MICの 測 定 は 日本 化 学療 法 学 会の 規 定 に準 じ,微 量

液体希釈 法15)に よ り行 い μg/mLで 表 した。菌 体 内ATP

の 定 量 に もとつ くATP-bioluminescence法 に よるMIC

*千 葉 県千 葉 市稲 毛 区弥 生町1 -33
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Table 1. List of theƒÀ- lactamase- producing bacteria employed

測 定はHattoriら の 改良法6)を 用い た。

II.　 結 果

1.　 β-ラ クタマーゼ 阻害剤 の性 質

CVAは ク ラスAβ-ラ ク タマーゼの阻害剤 として利用

されてい る。 その酵 素阻害様式 は安 定な酵 素-陽 害剤 の

共有結合体形成 に よるprogressive inactivation(漸 進

的 不 活化)で あ る16)。J-110,44117)は ク ラ スBβ-ラ ク

タマーゼ,Syn-216118)は ク ラスCβ-ラ クタマ ーゼ に対

す るそ れぞれ特 異 的 な新 阻害 剤 であ る。 これ ら3種 の

β-ラ ク タマ ーゼ阻害剤 の化学構 造 をFig.1に 示 す。 カ

ルバペ ネム誘導体 であ るJ-110,441は,基 質 アナ ロー

グ と して クラスBβ-ラ ク タマーゼ に対 し拮抗 阻害 剤 と

して作用す る17)。ア ズ トレオナム な どのモ ノバ クタム薬

は強 い抗 菌力 と共 に,ク ラスCβ-ラ ク タマ ーゼ の強 力

な 阻 害 剤 と して 作 用 し,そ の 阻害 様 式 はprogressive

inactivationで あ る19)。モ ノバ ク タム薬 の抗 菌力 を著 し

く低 め,阻 害剤 と して の性 質 を残 した誘 導 体 がSyn-

2161で あ る。本 研 究 の 使 用 菌 株 に対 す る3阻 害剤 の

MIC値 は50μg/mLま た はそ れ以 上で あ り,阻 害 剤 と

しての使用濃 度はMIC値 の5分 の1以 下 を用い た。

2.　 ABPCと の 併用 による阻害剤最適濃度 の設 定

阻害剤 と併用 す る β-ラ ク タム薬 としては,ク ラスA

～Dβ-ラ ク タマ ー ゼの い ず れ の 生 産 に よっ て もそ の

MIC値 が 大 き く影響 を受 ける ものが望 ま しい。 また,

臨 床 分離菌の薬剤 感受性測定 で一般 的に使用 される薬 剤

で ある ことが実用 的であ る。以上の要件 を考慮 し,ABPC

を併 用 薬 と した。微 量液体希釈 法に よる阻害剤効果 測定

で は,阻 害剤 濃度 を1濃 度 に固 定す る こ とが 実用 的 で

あ る。使用 菌 株 よ り代 表 的 な8菌 株 を選択 し,各 阻害

剤濃度 でのABPCのMICを 測 定 し,効 果的 な阻害剤 濃

Clavulanic acid (CVA)

J- 110, 441

Syn- 2161

Fig. 1. Structures of the inhibitors used in this study .
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度 を定 め た。Table 2にSyn-2161の 測 定 例 を示 した。

この場合,Syn-2161濃 度 は20μg/mLを 採 用 した。 同

様 にCVAとJ-110,441の 使 用濃 度 を実験 的 に検討 し,

それぞれ10μg/mLと した。

3.　 β-ラ ク タマ ーゼ生産 菌に対す る阻害剤 併用効果

クラスA～Dの 生 産菌お よび β-ラ クタム薬 感受性E.

coliに 対 して,各 阻害 剤 一 定濃 度下 で のABPCのMIC

を測 定 した(Table 3)。 こ れ ら菌 株 また はRプ ラ ス ミ

ドの β-ラ ク タマー ゼの酵 素化 学 的性 質はす で に解析 さ

れてい る。 クラ スA生 産菌 に対 して,CVAは す べ て に

阻害剤効果 を示 し,Syn-2161で は まっ た く観 察 され な

かった。J-110,441で はKlebsiella pneumoniaeお よ び

Proteus vulgarisの 染 色体性 クラスAβ-ラ クタマーゼ

生産菌 で阻害剤効果 が見 られるが.そ の他 のプ ラス ミ ド

性 β-ラ クタマ ーゼ 生産菌 で は観 察 され な い。 クラ スB

生 産菌 ではJ-110,441に よ り明瞭 な 阻害 剤 効 果が 観 察

され た。 ク ラ スC生 産 菌 は すべ てSyn-2161に よ る顕

著 な阻害剤 効果が 観察 された。 ク ラスCβ-ラ ク タマー

ゼはすべ て染 色体 性 酵素 で あ るが,.Morganella mor-

ganiiの み がJ-110,441の 影 響 を受 けた。 クラ スDβ-

ラクタマーゼは典型的なペニシリナーゼ型基質特異性を

持つプラス ミド性酵素であ り,阻 害剤効果はプラス ミド

性クラスA酵 素生産菌 と差異がみ られなかった。

Toho-1は わが国でグラム陰性菌に広 く分布するプラ

スミ ド性 クラスAのESBLで ある。主に染色体性であ

るクラスCで は著者 らの分離 したEnterobacter cloacae

GC1とC.freundiiGC3の β-ラ クタマーゼが基質特

異性拡張型の変異酵素である。一方,臨 床分離の高度耐

性菌では複数の β-ラ クタマーゼ遺伝子を持つ ものが少

な くない。C.freundii GN 346/RGN 823は 染色体性

クラスCと プラスミ ド性 クラスAを それぞれ構成的に

生産する2種 β-ラ クタマーゼ生産の高度耐性菌のモデ

ル菌株である。Table 4に 示すように,ク ラスAのESBL

ではCVAの 阻害剤効果がみ られるのに対 し,ク ラスC

の基質特異性拡張型変異酵素を生産するE.cloacae GC

1,C.freundii GC 3と クラスA/C生 産株 のC.fre-

undii GN 346/RGN 823で はCVAに 弱 い感受性 を示

す以外は阻害剤 に不感受性を示 した。

それぞれ特徴のあるβ-ラ クタマーゼ生産型 を持つ菌

株に対する3阻 害剤の効果の総括 をTable 5に 示 した。

Table 2. Combined effect of Syn- 2161 on MIC of ampicillin in bacteria producingƒÀ- lactamases

* ES- C: Extended- spectrum class CƒÀ- lactamase
.

Table 3. Effect of specific inhibitors on MIC of ampicillin in bacteria producing four classƒÀ- lactamases

The inhibitor concentrations were fixed as follows: CVA; 10ƒÊg/ mL, Syn- 2161; 20ƒÊg/ mL, J- 110,441; 10ƒÊg/ mL.

CVA: clavulanic acid
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Table 4. Effect of the specific inhibitors on MIC of ampicillin in bacteria producing

extended- spectrumƒÀ- lactamases or two kinds ofƒÀ- lactamases

The inhibitor concentrations were fixed as follows: CVA; 10ƒÊg mL, Syn- 2161; 20ƒÊg mL, J- 110,441; 10ƒÊg. mL.

CVA: clavulanic acid

Table 5. Summary of the inhibitory effect on MIC of ampicillin

inƒÀ- lactamase- producing bacteria

* The degree of effect was expressed as follows; significant effect

(++), weak effect (+), no effect (-).
** varied according to the species.

CVA: clavulanic acid

ABPCのMIC値 が8分 の1以 下 に低 下す る顕著 な阻害

剤効 果 を++で 表示 し,MIC値 低 下が2分 の1～4分 の

1程 度の弱い効果 を+と 表示 した。 なお,同 一 クラスの

β-ラ クタマーゼ の中の ご く一部 の ものが 阻害剤感受 性

を示 す 場 合 は-(v)と 表 して い る。J-110,441で は ク

ラスAお よび クラスC生 産菌 の一部 菌種 で阻害 効果 が

見 られ るが,ク ラスAあ るい はD,ク ラスB,ク ラ ス

C,基 質 特異性拡張 型 クラスCあ るい はク ラスA・C複

合生産 の分類 が可能で ある。

4.　 ATP-bioluminescence法 に よるMIC判 定 の迅速

化

微 量 液体希釈 法 はMIC測 定 法 として汎 用 され るが,

結 果の判 定 には約18時 間 を要 す る。 ク ラス鑑別 の迅速

化 の方 策 と して,ATP-bioluminescence法 に よるMIC

測定を行い,微 量液体希釈法と比較 した(Table 6)。ATP

-bioluminescence法 を用いて も微量液体希釈法 とぼぼ

同一の結果が得 られ,さ らに鑑別所要時間は3.5時 間で

あ り,微 量液体希釈法の約5分 の1に 短縮が可能であ

った。

III.　考 察

医療現場における臨床分離菌の薬剤感受性試験法 とし

て,デ ィスク法に代わ り微量液体希釈法による定量的測

定が普及 しつつある。自動測定機器の改良によりさらに

一般化することと思われる。 この測定法を利用 して,阻

害剤一定濃度下におけるABPCのMIC値 か ら被験菌株

の生産するβ-ラ クタマーゼの酵素化学的特徴を判定す

る本鑑別法は,MIC測 定作業へ組み入れることにより

医療現場での実施が容易と思われる。臨床利用されてい

るβ-ラ クタム薬の各クラスβ-ラ ク タマーゼに対す る

安定性などについては十分な情報があ り,本 鑑別法の結

果を加えることにより,β-ラ クタマーゼ生産菌に対す

る適切なβ-ラ クタム薬選択が可能と思われる。また,

特に迅速な鑑別が要求 される場合は,ATP-biolumines-

cence法 の利用によ り鑑別時間を大幅に短縮可能であ

る。

本鑑別法ではクラスAβ-ラ クタマーゼ生産菌 とクラ

スDβ-ラ クタマーゼ生産菌の区別ができない。Rプ ラ

スミドに支配されるクラスDβ-ラ クタマーゼはオキサ

シリン分解型ペニシリナーゼとも呼ばれる。基質特異性

からはもっとも典型的なペニシリナーゼ型に属 し,ク ラ

ス分類初期にはクラスAに 分類されている。このβ-ラ

Table 6. Comparison of the MIC values measured by ATP- bioluminescence method with those by microdilution method

*

The CVA concentration was 10ƒÊg/ mL.

ABPC: ampicillin, CVA: clavulanic acid
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クタマーゼの酵素化学的特徴か ら,ク ラスD酵 素生産

菌に対するβ-ラ クタム薬の適用ではクラスA酵 素生産

菌と同様に扱 って もよいと考 えられる。クラスAβ-ラ

クタマーゼ生産菌 とクラスAのESBL生 産菌の区別 は

本鑑別法ではで きなか ったが,オ キ シイ ミノ系薬剤の

MIC値 を参照すれば区別は可能である。J-110,441は

クラスBβ-ラ クタマーゼ阻害剤 として用いたが,そ れ

ぞれ ク ラ スAお よ びCに 属 す るP.vulgarisとM.

morganiiの 生産す る染色体性 β-ラ クタマーゼに対 し

て強い阻害効果を示 した。P.vulgarisの β-ラ クタマ

ーゼはセファロスポリナーゼ型の基質特異性を持ちなが

ら,ク ラスAに 属する特異なβ-ラ クタマーゼ として知

られる20)。またM.morganiiは 以 前 の菌種 分 類 では

Proteusグ ループに分類 された菌種である。これら菌種

の生産するβ-ラ クタマーゼがJ-110,441に 対 して他の

クラスAあ るいはクラスCβ-ラ クタマーゼと異 なる挙

動を示すことは,酵 素活性中心における性質の差異を反

映しているものと考えられ興味深い。 これ らのバ リエー

ションはCVAま たはSyn-2161の 明確な阻害パ ターン

から,ク ラス鑑別の障害にはならないと考えられる。

基質特異性拡張型 クラスCβ-ラ クタマーゼとクラス

A/Cβ-ラ クタマーゼ複合生産の菌株では用 いた阻害剤

への感受性が低 く,こ れ ら高度耐性菌のより細分化 した

鑑別はで きなかった。 これ らの耐性菌に対 してはより慎

重なβ-ラ クタム薬の選択あるいは他薬剤の使用が必要

となる。新たな阻害剤の採用により,高 度耐性菌の分類

を試みる予定である。なお,3阻 害剤 を用いる鑑別法 を

ディスク法に適用 して,定 性的であるがより簡便なクラ

ス鑑別法の作成は原理的に十分に可能である。この点に

ついては現在検討中である。
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Classification ofƒÀ- lactamases by utilizing the enzyme inhibitors

Tetsuo Sawai, Koji (Mara, Masae Ohnuma, Akio Nakamura,

Yasuyo Naitou and Kyoko Nakazawa

Division of Microbial Chemistry, Faculty of Pharmaceutical Sciences,

Chiba University, Inage- ku, Chiba 263- 8522, Japan

A simple and rapid method for classification ofƒÀ- lactamases in bacterial cells into classes A, B, C and

D was devised by utilizing threeƒÀ- lactamase- inhibitors clavulanic acid, a carbapenem derivative (J-

110,441) and a monobactam derivative (Syn- 2161). On the basis of the combined effects of ampicillin

with the inhibitor on the MIC of ampicillin, the enzyme class in the test organisms was estimated. This

method was evaluated according to its application in 14 bacterial strains, which consisted of seven gram-

negative species. For routine assay, a liquid microdilution method for MIC determination was employed.

However, the time required for assay was reduced to one- fifth by employing an ATP- bioluminescens

method developed by Hattori N, et al.(Antimicrob. Agents Chemother., 42: 1406•`1411, 1998).


