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Mecillinamお よ びPivmecillinamのinvitro抗 菌 作 用 に つ い て

中尾雅文 ・　山崎俊 幸 ・　土 屋院 司

武田薬品工業株式会社中央研究所

緒 言

現 在 幾 つ か の合 成 ペ ニ シ リ ンが 広 く臨 床 使 用 され て い

る が,そ れ らは い ず れ も6-aminopenicillanic acidの6

位 ア ミノ基 に ア シル残 基 がamido結 合 した もの で あ る。

LuND & TYBRING1)は6-aminopenicillanic acidのN

置換 体 につ い て 検 討 し,6位 側 鎖 の 結 合 様 式 が 従来 の ペ

ニ シ リ ンと は異 な る6β-amidinopenicillanic acidに っ,

い て報 告 した。Mecillinam,6β-〔(hexahydro-1 H-aze-

pin-1-y1)-methyleneamino〕-penicillanic acidは6β-

amidinopenicillanic acidの1つ で,そ の 抗 菌 力 は グ ラ

ム陽 性 菌 に対 して はAmpicillin (ABPC)やPenicillin

G(PCG)に 劣 るが,グ ラ ム陰 性 菌 の 多 く に 対 して は

ABPCよ り優 れ て い る.ま たEsckerichia coliにMe-

cillinamを 作用 させ る と 従 来 の β-ラ ク タ ム抗 生物 質 の

場 合 に見 られ る菌 体 の伸 長 化 や ス フ ェ ロ プ ラス トの形 成

は な く,卵 形 か ら球 状 に変 形 して 徐 々に 溶 菌 に 至 る こ と

が 確認 され て い る2)～7)。さ ら にPARK3)ら はMecillinam

はE.coliの 増 殖 を 抑 制 す る薬 剤 濃 度 で 菌 の 細胞 壁 合成

に 関 与 して い る と考 え られ て い るtranspeptidase,D-

alanine carboxypeptidase,endopeptidaseな どを 阻 害 し

な か った と報 告 して い る。 またSPRATT8)やJAMEs9)

らはMecillinamが 親 和 性 を 有 す る菌 体 表 層 タ ンパ クは

PCG,ABPC,Cephalexin(CEX),Cephaloridine(CER)

な ど が親 和 性 を 有 す る菌 体表 層 タ ンパ ク とは 異 な って い

るこ とを見 出 した 。 またMecillinamの 抗 菌 作 用 は 培地.

中 に含 まれ るNaClな どの 塩 の 影 響 を 受 け る とい う報

告 もあ る4)10)。

Mecillinamの3位 にpivaloyloxymethyl基 が エ ス

テル結 合 したPivmecillinamは 経 口 投 与 で よ く吸収 さ

れ,酵 素 的 に 加 水分 解 され て 速 や か にMecillinamに 転

換 さ れて 抗 菌 力 を発 揮 す る と考 え られ て い る12)。 そ こ で

主 にMecillinamに つ いて,ま た 一 部 の 実 験 に お い て は

Pivmecillinam,ABPC,Amoxicillin(AMPC),CEX,

Fosfomycin(FOM)な ど とin vitro抗 菌 作 用 を比 較

検 討 した 。

実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1. 使 用 薬 剤:Mecillinamお よびPivmecillinamは

武 田薬 品 中央 研 究 所 で 合 成 した も の を用 い た 。Ampi-

ci11in(ABPC),Amoxicillin(AMPC),Cephalexin

(CEX),Fosfomycin(FOM)を 対 照 薬 剤 と して 使 用

した 。

2. 使 用菌 株:標 準 株 は 当研 究 室 でTrypticasesoy

agar(TSA)(BBL)あ るい は10%牛 血 液 加TSAで 継

代 保 存 した 。 臨 床 分 離 のStaphylococcus aureus(106

株),E.coli(88株),ABPC耐 性E.coli(37株),

Klebsiella pneumoniae(70株),ABPC耐 性Klebsiella

pneumoniae(43株),Serrati amarcescens(57株),

Proteus mirabilis(77株),Proteus vulgaris(34株),

Proteus morganii(90株),Proteus retrgeri(37株)は

ドル セ ッ トの卵 培 地(ニ ッス イ)で 継 代 保 存 した ℃

3. 抗 菌 力 試 験

i) 寒 天 平 板 希 釈 法:2倍 希 釈 濃 度 系 列 の 薬 剤 を 含 む

寒 天平 板培 地 に1白 金 耳 の菌 液 を2cmの 長 さ に 塗 抹

し,37℃ で18～20時 間培 養 後 菌 の発 育 の 有 無 を 肉 眼 的 に

判 定 した 。発 育 の見 られ な い最 小 薬 剤 濃 度 を 最小 発 育阻

止 濃 度(MIC)と した 。

ii) 液 体 希釈 法:Nutrientbroth(NB)(エ イケ ン)

4.4m1に2倍 希 釈 濃 度 系 列 の薬 剤0.5mlお よ びTry-

pticasesoybroth(TSB)(BBL)で1夜 培 養 した 菌 を

同 培 地 で希 釈 し106CFU/ml菌 液 と した もの0.1m1を

加 え,37℃ で18～20時 間 培 養 した。 肉眼 的 に 培 地 の混 濁

が見 られ な い最 小 薬 剤 濃 度 をMICと した 。 ま たmini.

mum salts mediumを 用 い た 実 験 で は108CFU/ml菌

液 を1白 金 耳 接 種 した。

4. 殺 菌 作 用:定 量 培 養 法 に よ り 検 討 した。 接 種 菌

量,薬 剤 濃 度,薬 剤 添 加 時 期,菌 の 培 養条 件 な どにつ い

て は各 実 験 項 目 に示 す 。NBを 用 い て 培 養 した 菌液 は経

時 的 に分 取 し,滅 菌 生 理 食 塩 水 で10倍 希釈 を く り返 し,

コ ロ ニ ー 数 測 定 に 適 した 菌 数 を 含 む 菌 液1mlにNut-

rient agar(NA)(エ イケ ン)9m1を 添 加 して混 和 し,

37℃ で24～48時 間 培 養 後 生 じた コ ロ ニー数 よ り生 菌 数 を
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Table 1 Antibacterial spectra of Mecillinam, Pivmecillinam, Ampicillin and Amoxicillin
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Table 2 Antibacterial spectra of Mecillinam, Pivmecillinam, Ampicillin and Amoxicillin
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求めた。

5.　耐性獲得および耐性菌の感性化:

i) 増量継代法:被 検菌を薬剤の2倍 希釈濃度系列を

含むNBで24時 間培養 した。薬 剤を含まない対照培地

とほぼ同程度の増 殖を示 した薬剤含有培地発育菌を同

じかさらに高濃度の薬剤 を含む培地にくり返 し継代 し

た。またこのようにして得 られた耐性菌を薬剤を含まな

いTSBで24時 間 ごとに継代し,そ の都度菌の感受性を

測定 した。

ii) Population分 析:2な い し4倍 希釈濃度系列の

薬剤を含むNA平 板にTSBで1夜 培養 した菌の10倍

希釈系列菌液0.1m1を そ れ ぞれ コンラージ棒を用いて

塗 り広げ,37OCで 培養 し生じたコロニー数を測定 して生

残曲線を求めた。

iii) ディスク感受性試験:約106CFU/m1の 被検菌を

含むNA平 板に予 め100お よび1,000μ9/m1の 薬剤水

溶液に浸して調製 したペーパーディスク(東 洋炉紙,直

径8mm)を は りつけ,37℃ で24時 間培養後形成された

阻止円について阻止円径を測定 し,ま た阻止円内のコロ

ニーの有無を検討 した。

iv) 耐性菌の増殖速度:E.coli NIHJ JC-2,Klebsiella

pneumoniae DT,Serratia marcescens IFO 12648に つ

いてMecillinam1お よび10μg/m1含 有NA平 板 に生

じたコロニーを分離 した。これ をTSBで1夜 培養後

NBで 希釈 し104～105CFU/m1菌 液 としたものをL字 管

を用いて37℃ で振盟培養 した。薬剤無添加群および耐性

菌の分離に用いた薬剤濃度の1/10,1お よび10倍 量添加

群について経時的に菌液を分取 して生菌数を測定 した。

v) 薬 剤 投与 マ ウス の糞 便 中乳 糖 発 酵 菌数 な らび に こ

れ らの 菌 の薬 剤 感受 性 の変 化:SLC-ICR,雄,4週 令,

体 重17～189の マ ウス にPivmecillinamあ る いはABPC

を1日1回 経 口 投与 した 。経 日的 に新 鮮糞 便 を採 取 し,

100倍 量 の 滅 菌 生 理 食塩 水 を 添 加 しな が らす りつ ぶ し,

適 宜10倍 希 釈 を 行 な い そ の0.1m1をMacCONKEY

agar(エ イ ケ ン)平 板 に コ ン ラー ジ棒 を 用 いて 塗 り広

げ,37。Cで24時 間 培 養 して 生 じた乳 糖 発 酵 菌 の コ ロニ ー

数 を 測 定 した。 同 時 に 薬 剤含 有MacCONKEY平 板 に

も同様 に菌 液 を 塗 抹 培 養 した 。

実 験 成 績

1. 抗 菌 スペ ク トラ ム:Mecillinamお よ びPivme-

cillinamの グ ラム 陽 性 菌(108CFU/m1,106CFU/m1)

に 対す る抗 菌 力 はABPCお よ びAMPCに 比 べ 劣 るが,

グ ラ ム陰 性 菌(106CFU/m1)に 対 す るMeciilinamの

抗 菌力 はABPCお よびAMPCよ り も4～16倍 強 く,

Pivmecillinamの そ れ はE.coliで は強 いが,そ れ以 外

の 菌 種 で はABPC,AMPCと 同 程 度 で あ った 。 しか し

な が らMecillinamお よ びPivmecillinamはProteus

spp.やPseudomonas amginosaに 対 して は ほ とん ど

抗 菌 力 を 示 さ なか った(Table1,2)。

2.　臨床 分 離 株 に対 す る抗 菌 力

i) Staph.aureus(106株):108CFU/m1菌 液 で は,

Mecillinamは12.5μg/m1以 下 の 濃 度 で す べ て の菌 株 の

発 育 を 阻 止 せ ず,100μg/mlで も大 多 数 の 菌株 の発 育 を

阻 止 しな か った 。ABPCのMICは0.1～>100μg/m1

の 範 囲 に 分 布 した 。106CFU/ml菌 液 で は,Meciliinam

Fig. 1 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin against clinical isolates 

of Staph. aureus (106 strains)
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のMICは12.5～>100μg/m1に 分 布 し,ピ ー クは100

μg/m1に あ った 。ABPCのMICは0.05～3.13μg/m1

に分 布 し,0.iμg/mlと0.39μg/m1に ピ ー クが あ った

(Fig.1)。

ii) E.coli(88株):108CFU/m1菌 液 で は,Mecilii-

namのMICは0.2～0.39μg/m1,3.13～12.5μg/m1,

>100μg/m1に そ れ ぞれ ピー クを 有 す る3峰 性 の分 布 を

示 した 。ABPCのMICは6.25μg/m1と>100μg/m1

に ピー クを 有 す る2峰 性 の分 布 を示 した 。106CFU/m1

菌液 で は,MecillinamのMICは0.05～50μg/m1に 分

布 し,約57%が0.05～0.2μg/mRこ 分 布 し,>100μg/

m1の 菌 株 は なか った 。 一 方ABPCのMICは3.13μg/

m1と>100μg/m1に ピー クを 有 す る2つ の グル ープ に

分 れ た(Fig.2)。

iii) ABPC耐 性E.coli(37株):108CFU/m1菌 液 で

のMICは,MeciUinamは0.39～3.13μg/m1と12.5～

>100μg/mlに 分 布 し,CEXは12.5μg/m1を ピー ク

とす る分 布 を 示 した。106CFU/m1菌 液 で は,Mecillin-

Fig. 2 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin 
against clinical isolates of E. coli (88 strains)

Fig. 3 Antibacterial activity of Mecillinam, Cephalexin and Ampicillin against clinical 
isolates of Ampicillin-resistant E. coli (37 strains)
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am,CEXの い ず れ のMIC値 もや や 低 くな った(Fig.

3)。

iv) Klebsiella pneumoniae(70株):108CFU/m1菌 液

で のMICは,Mecillinam,ABPCと もに12.5～>100

μg/mlに 分 布 し,Mecillinamで は 約94%,ABPCで は

約81%の 菌 株 が100μg/m1な い しそ れ 以 上 で あ った 。

106CFU/m1菌 液 で は,MecillinamのMICは 主 と して

0.1μg/m1に 分 布 し,ABPCの そ れ は25～50μg/m1と

＞100μg/m1に ピー クを 有 す る分 布 を 示 した(Fig.4)。

v)ABPC耐 性Klebsiella pneumoniae(43株):108

CFU/ml菌 液 で のMICはMecillinam,は25～ ＞100

μg/m1に 分 布 し,約93%が100μg/m1な い しそ れ以 上

で あ った 。 ま たCEXは す べ て100μ9/m1以 上 で あ っ

た 。106CFU/m1菌 液 で は,Mecillinam,CEXと もに抗

菌 力 が 強 くな り,MecillinamのMICは0.1～25μ9/ml

に分 布 し,CEXの それ は6.25μg/m1に 大 きな ピ ー クを

有 す る分 布 を示 した(Fig.5)。

vi) Serratia marcescens(57株):108CFU/m1菌 液

で は,MecillinamのMICは す べて100μg/m1以 上 で

あ った 。ABPCの そ れ は50～ ＞100μg/m1に 分 布 し,

Fig. 4 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin against clinical isolates of 
Klebsiella pneumoniae (70 strains)

Fig. 5 Antibacterial activity of Mecillinam, Cephalexin and Ampicillin against clinical isolates 
of Ampicillin-resistant Klebsiella pneutnoniae (43 strains)
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約60%が100μg/m1以 上 で あ った 。106CFU/m1菌 液 で

は,MecillinamのMICは 約54%が100μg/m1以 上 で

あったが,高 い 感 受 性 を示 す 菌 株 も あ った 。 一 方ABPC

で は108CFU/m1菌 液 の 場 合 とほ とん ど同 じか,ご くわ

ずか 感受性 が 高 くな る程 度 で あ った(Fig.6)。

vii) Proteus mirabilis(77株):10gCFU/m1菌 液 で

は,MecillinamのMICは す べ て100μg/m1以 上 で あ

った。ABPCは3.13,25お よ び>100μg/m1に そ れ ぞ

れ ピー クを有 す る3峰 性 の 分 布 を示 した 。106CFU/m1

菌液 では,Mecillinamの 抗 菌 力 は 強 く な り,MICは

0.39～>100μg/m1の 広 い 範 囲 に 分 布 し た。ABPCは

1.56μg/m1に 大 き な ピー クを 有 す る 分 布 を 示 した 。

104CFU/m1菌 液 で は,Mecillinamの 抗 菌 力 は さ ら に強

くな り,約81%が0.2～3.13μg/m1に 分 布 した 。ABPC

の抗 菌力 もや や強 くな り,約79%が0.39～1.56μg/m1

に分 布 した(Fig.7)。

viii) Proteus vulgaris(34株):108CFU/m1菌 液 で は,

MecillinamのMICは100μg/m1な い しそ れ以 上 で あ

った 。ABPCはi株 だ け6.25μg/m1で そ の 他 は す べ て

100μg/m1以 上 で あ った 。106CFU/m1菌 液 で は,Me-

cillinamに 対 して 感 受 性 を 示 す 株 が 多 くな り,0.39,

3.13,>100μg/m1に そ れ ぞ れ分 布 の ピー クが あ った 。

ABPCのMICは3株 に お い て1.56μg/m1で あ った

が,大 多 数 は100μg/m1以 上 で あ っ た 。104CFU/m1

Fig. 6 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin against clinical isolates of 
Serratia marcescens (57 strains)

Fig. 7 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin against clinical 
isolates of Proteus mirabilis (77 strains)
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菌 液 で は,MecillinamのMICは0.39μg/m1を ピ ー ク

とす る分 布 を 示 し,3株 の み100μg/m1以 上 で あ った 。

ABPCも や や 抗 菌 力 が 強 くな る傾 向が 認 め られ た(Fig.

8)。

ix) Preteecs morganii(90株);108CFU/ml菌 液 で は,

MecillinamのMICは す べて100μg/m1以 上 で あ り,

ABPCは91%が100μg/ml以 上 で あ った 。106CFU/m1

菌 液 で も,Mecillinamは100μg/m1で 約84%の 菌 株 の

Fig. 8 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin against clinical 
isolates of Proteus vulgaris (34 strains)

Fig. 9 Antibacterial activity of Mecillinam and Ampicillin against clinical isolates of 
Proteus inorganii (90 strains)

Fig. 10 Antibactegrial activity of Mecillinam and Ampicillin aginst clinical 
isolates of Proteus rcttgeri (37 strains)
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発 育を 阻 止 しな か った 。ABPCも 約82%が100μg/mi

な い しそ れ以 上 で あ った。104CFU/ml菌 液 で は,Me.

cillinamの 抗 菌力 は強 くな る 傾 向 に あ ったが,ABPC

の それ は106CFU/斑1菌 液 の 場 合 とほ ぼ 同程 度 で あ った

(Fig.9)。

x) Proteus retrgeri(37株):108CFU/m1菌 液 で は,

MecillinamのMICは す べて100μg/ml以 上 で あ り,

ABPcの それ はi2.5～>100μg/m1に 分 布 し た 。106

CFU/mi菌 液 で は,Mecillinaln,ABPCと も に少 数 の 株

にお い て抗 菌 力 が 増 強 され る傾 向 が あ った 。104CFU/

m1菌 液 で は,Mecillinam,ABPCと もに106CFU/m1菌

液 の 場 合 よ りも低 いMIC値 の 分 布 を示 し,Mecillinam

は約60%の 菌株 の発 育 を0.78～3.13μg/m1で 阻止 し た

(Fig.10)。

3. 抗 菌作 用 にお よぼ す 諸 因 子 の 影 響

Staph.aureus FDA 209P,E.coli NIHJ JC-2,Kle-

bsiella pmumoniae DT,Shigella sonnei EW-33,Sal-

monella typki Boxhill-58,Serratia marcescens IFO

12648お よ びProteus vulgaris IFO 3988に つ い て 検 討

した 。

i) 馬 血 清 の影 層:Stapk.aureus FDA 209Pお よ び

Protms vulgaris IFO 3988に 対 す る 抗 菌 力 は,馬 血 清

50%添 加 に よ り変 化 しなか っ た。 そ の 他 の 菌 株 に 対 す る

抗 菌力 は20%以 下 の添 加 量 で は変 化 しな か ったが,50%

添 加 で は や や低 下 した(Table3)。

ii) 培 地pHの 影 響:St妙 ん.mureus FDA 209Pに 対

して は アル カ リ側 で,他 の菌 株 に対 して は酸 性 側 で 抗 菌

力 が 増 強 され,特 にSerratia marcescens IFO 12648に

対 して はpH7と8の 間 で著 しい抗 菌 力 の 変 動 が 認 め ら

れ た(Table4)。

iii) 接 種 菌 量 の影 響:Staph.aumsFDA 209P,E.

coli NIHJ JC-2,Shigella sonmi EW-33,Salmonella

typhi Boxhill-58で は 接 種 菌量 に よ る 著 しい抗 菌 力 の 変

化 は認 め な か った 。Klebsiella pnettmoniae DTで は106

Table 3 Effect of horse serum on the antibacterial activity of Mecillinam and Pivmecillinam

Table 4 Effect of medium pH on the antibacterial activity of Mecillinam and Pivmecillinam
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Table 5 Effect of inoculum size on the antibacterial activity of Mecillinam and Pivmecillinam

Table 6 Effect of test medium on the antibacterial activity of Mecillinam and Pivmecillinam

Table 7 Effect of brand of nutrient agar on the antibacterial activity of 

Mecillinam and Pivmecillinam
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～107CFU/m1の 間 で,Serratia marcescens IFO 12648

で は107～108CFU/m1の 間 で,Proteus vulgaris IFO

3988で は104～105CFU/m1の 間 で 著 し くMICが 変 化

した(Table5)。

iv) 培 地 種 の影 響:Mecillinamお よ びPivmecillinam

の 抗 菌 力 はNAで はTSA,Mueller hinton agar

(MHA),Heart infusion agar(HIA)と 同 程 度 か や や

強 く,Brain heart infusion agar(BHIA)で は最 も弱

か った(Table6)。 ま たNA(エ イケ ン)お よ びNA

(ニ ッス ィ)で は同 程 度 の,NA(Difco)で は さ ら に強

い抗菌力を示 した(Table 7)。 これら培地の原子吸光法

で測定 した金属含量はTable8に 示す ごと くで,Na

含 量 と抗菌力に関連性が見られ,Na含 量が最も少ない

NA(Difco)で の抗菌力が最 も強 く,Na含 量 の最も多

いBHIAで 最 も抗菌力が弱かった。 その他の金属含量

と抗菌力との間には明確な関連性は認められなか った。

v)各 種の塩の影響:Mecillinamの 抗 菌力におよぼ

す各種の塩の影響を,E.coli NIHJ JC-2を 用 いて検討

した。Mecillinamの 抗 菌力 はNaCl,KCI,NaNO3,

Na2SO4の10mg/m1,MgC12,MgSO4の0.625mg/m1

以 上を添加すると明らかに低下 した。 しかしKNO3お

よびK2SO4は10mg/mlを 添加 してもほとんど抗菌力

はi変化 しなかった(Table9)。

4.　殺菌作用

i) 薬剤濃度と殺菌効果との関連性:Biophotometer

(Bio-Logll)(JASCOJOUAN)を 用い約104CFU/m1の

各被検菌液に菌接種と同時に薬剤を添加 して37℃ で振盈

培養 した。E.coli NIHJ JC-2は0.05μg/mlで や や増

殖が阻害された。0.1μg/m1で は6時 間後まで菌数は

ほとんど変化せず,そ の後増加 した。0.2お よび0.39μg

/m1で は4時 間後まで菌数は減少 したが,そ れ以降は漸

時増加 した。0.78μg/m1で は4時 間以後菌数が10CFU

/m1以 下となった。Klebsiella pneumoniae DTで は何

れの薬剤濃度でも薬剤添加2時 間後まで菌数の増加が見

られた。0.05μg/m1で は2時 間以後ほとんど菌数は変

化 しなかった。0.1μg/m1以 上では薬剤濃度に応 じて菌

数が減少 し,8蒔 間後まで再増 殖は見 られなか った。

Semtia marcescens IFO 12648は0.39μg/m1以 上 の薬

剤濃度で菌数が減少 したが,E.coli NIHJ JC-2やKle-

bsiella PneumoniaeDTの 場合ほど顕著ではなく,ま た

Table 8 Concentration of metal in culture medium

Table 9 Effect of salt on the antibacterial activity 
of Mecillinam against E. coli NIHJ JC-2
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薬剤濃度を高 くしても菌数の減少はさほど増強されず,

明確 なdose responseは'認 められなかった。Proteus

veclgaris IFO 3988は0.1μg/miで やや増殖が阻害され,

0.39μg/m1以 上 では明らかな増殖 阻害が認められた。

しか しさらに薬剤濃度を高 くしても菌数の減少は見られ

なかった。Proteus mirabilis IFO 3849で は 何れの薬剤

濃度でも薬剤添 加後2時 間 まで菌数 は増加 した。0.1

μg/m1で やや増殖阻害が見 られ,0.39μg/m1で は2時

間以後ごくわずか菌数が減少 したが,8時 間後には再び

増加 した。薬剤濃度をさらに高 くしてもほぼ同様の経過

をたどり,著 明な菌数の減少は認められなかった(Fig.

11)。

ii) 殺 菌作用におよぼす接種菌量の影響:L字 管を用

い104～108CFU/m1の 菌液に薬剤を最終濃度が1μg/m1

となるように添加して37℃ で振 盟培養 した。E.coli

NIHJ JC-2は106CFU/m1以 下の接種 菌量では薬 剤添

加後30分 までは薬剤無添加の対照群と同様に菌数の増加

が見られたが,そ の後著明に減少 した。107CFU/m1菌

液 では,菌数は薬剤添加後ほぼ一定であり,108CFU/m1

菌液では,菌 数は1時 間後までやや増加 し,そ れ以後は

ほとんど変化 しなかった。

Klebsiella pneumoniaeDTは 何れの接種菌量でも,

薬 剤添加後1時 間までは菌数が増加 した。それ以後

106CFU/m1以 下の接種 菌量では,明 らかな菌数の減

少が認められた。107CFU/m1菌 液 では,菌 数はやや減

少傾向を示 したが,108CFU/m1菌 液ではやや増加 した。

Serratia marcescens IFO 12648は105CFU/m1以 下

の接種菌量で菌数の減少を示 したが,そ の程度はE.

coli NIHJ JC-2やKlebsiella pneumoniaeDTに 比

較するとわずかであった。106CFU/m1菌 液では,菌

Fig. 11 Bactericidal activity of Mecillinam
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数 は ほ とん ど変 化 せ ず,107CFU/m1以 上 の 菌 液 で は増

加 した(Fig.12)。

iii) 殺 菌作 用 にお よぼ す 薬 剤 添加 時期 の影 響:約104

CFU/m1の 菌液 をL字 管 を用 い て 振 盟 培 養 した。 培 養

開始 時 な らび に105,106,107,108CFU/m1の 各 菌 量 に

達 した時 点 で 薬 剤 を 最 終 濃 度 が1μg/m1と な る よ うに

添加 し,培 養 を続 け た 。E.coli NIHJ JC-2,Klebsiella

pneumoniae DT,Serratia marcescens IFO 12648の い

ずれ に対 して も,培 養 開始 か ら薬 剤 添 加 が 遅 れ る に従 っ

て殺菌作 用 が 減 弱 した(Fig.13)。

iv) 殺 菌作 用 に お よぼ す 菌 の培 養条 件 の影 響:E.coli

NIHJ JC-2の106CFU/ml,Klebsiella pneecmoniae DT 

の105CFU/m1,Serratia marcescens IFO 12648の104

CFU/m1の 各 液 に薬 剤 を 最 終 濃 度 がiμg/m1と な る よ

うに添 加 して2分 し,そ れ ぞれ 振 盈 お よ び 静 置 培 養 し

た 。E.coli NIHJ JC-2お よ びKlebsiella pneumoniae

DTの 増 殖 は 静 置 培 養 よ り も振 盤 培 養 で 良 好 で あ り,

殺 菌 作 用 は 振 盤 培 養 で よ り強 く認 め られ た 。Serratia

marcescens IFO 12648で は培 養 初 期 は 静 置 培 養 で よ り速

や か な 菌 数 の増 加 が 見 られ たが,2時 間以 後 で は振 盤 培

Fig. 12 Effect of inoculum size on the bactericidal activity of Mecillinam

Fig. 13 Effect of the time of drug addition on the bactericidal activity of Mecillinam
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養 で よ り速 や か に 増 殖 した 。 一方 薬 剤 添 加 に よ る菌 数 の

減 少 は 静 置 培 養 で よ り 著.明 で,E.coli NIHJ JC-2,

Klebsiella pneumoniaeDTの 場 合 と は異 な った(Fig.

14)。

v) 殺 菌 作 用 に お よぼ すNaClの 影 響:NBお よび

NaC11%(w/v)添 加NBに,E.coli NIHJ JC-2は106

CFU/m1,Klebsiella pneumoniae DT は10sCFU/m1,

Serratia marcescens IFO 12648は104CFU/m1と な るよ

う接種 し,こ れ に薬 剤 を 最 終 濃 度 が1μg/m1と な る よ

うに加 えて 振 盈 培 養 し たOE.coliNIHJ JC-2お よ び

Klebsiella pneumoniae DTの 薬 剤 無 添 加 の 対 照培 地 に

お け る増 殖 は1%のNaCI添 加 に よ り ほ と ん ど影 響 を

受 け なか ったが,Serratia marcescens IFO 12648の 増

殖 は1%NaCl添 加 培 地 で や や 良 好 で あ った。 一 方 薬

剤 の殺 菌 作 用 は 何 れ の 菌 株 で もNaClに よ り減 弱 した

(Fig。15)。

5. 耐性獲得および耐性菌の感性化

i) 増量継代法:E.coli NIHJ JC-2は 継代初期に速

やかな耐性上昇を示 したが,そ の後の耐性上昇はゆるや

かであった。また6継 代1後MICが200μg/m1に な っ

た耐性菌を薬剤を含まない培地 で継代すると,段 階的

にMICは 低下 した(Fig.16)。

ii) Population分 析:TSBで1夜 培養 したE.coli

NIHJJC-2,Klebsiella pneumoniae DT,Serratia ma.

rcescens IFO 12648お よびProteecs vulgaris IFO 3988

の同培地による10倍希釈系列の菌液をそれぞれ各濃度の

Mecillinamを 含む平板に塗抹 して37℃ で培 養し,生 じ

たコロニー数を測定 して生残曲線を求めた。なお平板上

のコロニー数を肉眼的に正確に測定しうるまでに要する

時間は被検菌により差があり,E.coli NIHJ JC-2は24時

間では検出できず,48～72時 間培養後にココニー数測定

が可能となった。その他の菌株では24～48時 間培養後に

Fig. 14 Effect of growth condition on the bactericidal activity of Mecillinam

Fig. 15 Effect of NaC1 on the bactericidal activity of Mecillinam
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測 定 で きた 。 そ れ ぞれ の菌 株 に よ り異 な った パ タ ー ンの

生 残 曲線 が 得 られ たが,Serratia marcescens IFO 12648

やProteus vulgaris IFO 3988で は 約10-5の 割 合 で400

μg/m1以 上 耐性 の 細 胞 が 存 在 して い た(Fig.17)。 次

にSerra tia marcescens IFO 12648に つ い て0.39,6.25

お よび400μg/m1の 薬 剤 を含 む 平 板 に生 じた コ ロ ニ ーの

population分 析 を行 な った 。0.39μg/mlの 平 板 よ り分

離 した コ ロニ ー の生 残 曲線 は親 株 の そ れ とほ ぼ 同様 のパ

タ ー ンを示 した 。 しか し6.25お よ び400μg/m1の 薬 剤 を

含む 平 板 よ り分 離 した コ ロニ ーの 生 残 曲線 は親 株 の それ

とは 異 な り,特 に400μg/m1含 有 平 板 よ り分 離 した コ ロ

ニ ・一で は 何 れ も薬 剤 無 添 加 培 地 お よ び400μg/m1含 有 培

地 にお け る細 胞 数 が ほ ぼ同 等 で あ った(Fig.18)。

One stepでMecillinamに 耐 性 とな った 菌 の感 性 化 に

つ いて 検 討 した 。E. coli NIHJ JC-2のMecillinam 0.1

μg/ml含 有 平 板 よ り分 離 した 菌 株 で は,継 代 と と もに感

性化 の方 向 を た ど り,8代 後 に は ほ ぼ親 株 の生 残 曲線 に

等 し くな った 。 しか し1.56μg/m1の 薬 剤 含 有 平 板 よ り

分離 した菌 株 で は,100μg/m1含 有 平板 に生 じる コ ロニ

ー数 は継 代 数 に応 じて 減 少 し たが ,6. 25 μg/m1以 下 の

濃度 に おけ る生 残 曲線 パ タ ー ンには ほ とん ど変 化 が 見 ら

れ な か った(Fig.19)。 Serra tia marcescens IFO 12648

のMecillinam 400 μ9/m1含 有 平 板 よ り分 離 した 菌 株

では,5継 代 後 よ り感 性 化 が お こ り,8継 代 後 よ り親 株

とほぼ同様の生残曲線パターンを示 した(Fig.20)。

iii) デ ィスク感 受性試験:E.coliを 被 検菌 として

Mecillinam,FOMの 各 ディスクによる発育阻止円内の

コロニーの有 無から耐性細胞出現の有 無を判定 した、

標準株5株 の両薬剤により形成される阻止円は菌の増殖

が肉眼的に認められない内側の阻止帯と,わ ずかに菌の

増殖が見 られる外側の阻止帯から成る二重円を示 した。

しかしMecillinamで はいずれの菌株においても耐性細

胞によると思われるコロニー一は見出されなか った。一方

FOMで は菌株により程度の差はあるが,い ずれ もコロ

ニーの出現を認めた(Table10)、 さ らにMecillinam

感受性の臨床分離E.coli(30株)に ついても同様 の検

討を行 った。両薬剤に対 し幾つかの菌株の阻止円は一重

であったが,そ の他の菌株における阻止帯は二重円であ

った。Mecillinamで はいずれの菌株においても発育阻

止帯内にはコロニーの出現が 見られなかったが,FOM

では全菌株で阻止帯内にコロ ニ一が認められた(Table

11)。

iv) Mecillinam耐 性菌の増殖速度:Onestepで 分離

したE.coli NIHJ JC-2のMecillinam耐 性株 の増殖

速度は薬剤無添加培地でも親株 のそれ よ りもかなり遅

く,耐 性株分離に用いたのと同じおよびそれ以下の濃度

の薬剤を添加 した培地ではさらに増殖速 度が低下 した

(Fig.21)。Klebsiella pneumoniaeDTの 場合,薬 剤無

Fig. 16 Development and extinction of resistance to Mecillinam 

E. coli NIHJ JC-2
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添加培地では親株とone step耐 性株との間にほとんど

増殖速度の差がなかったが,耐 性株の分離に用いたのと

同じおよびそれ以下の濃度の薬剤を添加 した培地では,

耐性株は著 しく増殖速度が低下 した(Fig.22)。Serratia

marcescens IFO 12648よ りone stepで 分離 した耐性株

の薬剤無添加培地における増 殖速度 は1μg/m1分 離株

よりも10μg/m1分 離 株で遅かった。また耐性株の分離

に用いたのと同じおよびそれ以下の濃度の薬剤を含む培

地で増殖速 度が低下する現象 はE.coli NIHJ JC-2,

Klebsiella PneumoniaeDTよ り分離 した耐 性株の場合

と同様であった(Fig.23)。

v) 薬 剤 投 与 マ ウ スの糞 便 中乳 糖 発 酵 菌 数 な らび に こ

れ らの菌 の薬 剤 感 受 性 の 変 化:Pivmecillinamあ る い は

ABPCを マ ウ ス に3日 間経 口投 与 し,投 与 前 後 の糞 便 中

乳 糖 発 酵 菌 数 の 変 化 を 検 討 した 。薬 剤 投 与 前 に は104～

106CFU/gfecesで あ っ た 菌 数 はPivmecillinamを

0.1あ るい は0.5mg/mouse投 与 して もほ とん ど変 化 し

なか った が,2.5mg/mouse投 与 に よ り明 らか に減 少 し

た 。 またABPC0.5あ るい は2.5mg/meuse投 与 で は,

菌 数 は ほ とん ど変 化 しなか ったが,12.5mg/mouse投 与

で は103CFU/g feces以 下 に 減少 した(Table 12)。

Pivmecillinam 0.5お よ び1 mg/mouse,ABPC2.5

Fig. 17 Survival curves for E. coli NIHJ JC-2, Klebsiella pneumoniae DT, 
Serratia marcescens IFO 12648 and Proteus vulgaris IFO 3988 on 
nutrient agar containing Mecillinam
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Fig. 18 Survival curves for first-step resistant cells of Serratia marcescens 

IFO 12648 isolates from colonies of the stock culture growing on the

plate containing 0.39, 6.25 and 400μg/m1 of Mecillinam

Fig. 19 Survival curves for Mecillinam-resistant: cells of E. coli NIHJ JC-2 
after transfers without Mecillinam



78  CHEMOTHERAPY  VOL. 25N O.1

Culture originally isolated from 400μg/m1 plates

お よ び5mg/mouseを2匹 の マ ウ スに7日 間 連 続 投 与

して 毎 日,ま た投 与 終 了7日 後 に薬 剤 無 添 加培 地 お よ び

Pivmecillinamの0.2,1,5μg/m1,ABPCの5,25,

i25μg/m1を 含 有 した培 地 にお け る乳 糖 発酵 菌数 を測 定

した 。

薬剤投与を受けていない対照群のマウス糞便中乳糖発

酵菌数は,実 験期間 中104～106CFU/g fecesの 範囲に

あった(Fig.24)。

Pivmecillinam 0.5mg/mouse投 与ではマウスの個体

や糞便採取日により多少のばらつきはあったが,薬 剤無

添加培地における菌数に著変は認められなかった。 しか

し薬剤投与3～4日 目より薬剤含有培地における分離菌

数が増加 し,7日 目には2例 とも薬剤無添加および添加

培地における分離菌数はほぼ同じであった。さらに薬剤

投与終了7日 後においても,薬 剤無添加および添加培地

における分離菌数はほぼ同じであった。Pivmecillinam

1 mg/mouseを2匹 のマウスに投 与すると,1例 では投

与2日 目から乳糖発酵菌を検出できなくなった。他の1

例 では3日 後まで菌数の減少が見られたが,そ の後再び

増加 した。本例の薬剤含有培地に発育する菌数は一定せ

ず,7日 後でも薬剤1お よび5μg/m1含 有培地におけ

る菌数は薬剤無添加培地におけるそれよりも著しく低か

った。また薬剤投与終了7日 後における薬剤無添加およ

び添加培地での菌数は薬剤投与終了時とほぼ同程度であ

った(Fig.25)。

ABPC2.5mg/mouse投 与 により乳糖 発酵菌数は翌

日より顕著に増加 し,薬 剤投 与期間 中ほぼ不変であっ

た。また投与4日 目頃より125μg/m1以 上 耐性の菌が

多くなる傾向が認あられた。投与終了7日 後では投与終

了時に比べ分離される菌数が減少するとともに,125μg/

m1含 有培地に発育する菌は検出されなくなった。ABPC

5mg/mouse投 与 により菌数は一時的に増加するが,以

後は減少 した。投与終了7日 後では,投 与終了時に比べ

菌数が著しく増加するとともに125μg/m1含 有培地での

Fig. 20 Survival curves for Mecillinam-resistant 

cells of Serratia marcescens IFO 12648 

after transfers without Mecillinam

Table 10 Comparison of the inhibition zone in the disk susceptibility 

test against E. coli
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Table 11 Comparison of the inhibition zone in the disk susceptibility test 

against clinically isolated strains of K coli
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Fig. 21 Growth rate of E. coli NIHJ JC-2 and its Mecillinam-resistant mutant 

with and without Mecillinam

Fig. 22 Growth rate of Klebsiella pneumoniae DT and its Mecillinam-resistant 

mutant in nutrient broth with and without Mecillinam
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分 離 菌 数 も著 し く増 加 した(Fig.26)。

総 括お よび 考 案

Mecillinamは グ ラ ム 陽 性 菌 よ り もPseudomonas

aeraginosaを 除 くグ ラム 陰 性 菌 に よ り強 い抗 菌力 を示

し,既 知 ペ ニ シ リンと は異 な る抗 菌 スペ ク トラムを 示 し

た。またABPC耐 性の臨床分離E.coliやKlebsiella

Pneumoniaeに 対 してもCEXよ り優れた抗菌力を示し

た。 しかし本剤の抗菌力は各種の因子により変化 した。

その1つ に培地種がある。抗菌力が強 く発揮される培地

ほどNa含 量が少ないことからMecillinamの 抗菌力

はNaC1含 量 により変化することが推測された。この

ことは各種塩類を種々な濃度に添加 した完全合成培地に

よる抗菌力試験でさらに確 認された。GREENWOOD &

0'GRADY4)はNaC1添 加 により浸透圧を変化させた培

地におけるMecillinamの 抗菌力を検討 し,浸 透圧が低

い培地で菌の増殖阻害が強 くおこること,ま た浸透圧が

高い培地で薬剤処理菌の再増殖が早 くおきるなどのこと

を見出し,こ れは薬剤作用を受ける細胞集団には菌体内

浸透圧の異なる細胞が 存在 し,浸 透圧の低い細胞は溶

菌しに くいためだと考察 している。一方TYBRING&

MELCHIORは10)基 礎培地に種々の電解質あるいは非電

解質を添加 して培地の比電導度や 浸透圧を変えてMe-

cillinamの 溶菌作用を検討 し,比 電導 度が高 くなると

溶菌作用が妨げられるが浸透圧そのものは溶菌作用に直

接的には関与せず,本 剤の作用機序が他のペニシリンと

は異なることを強調 した。

また本剤の抗菌力は接種菌量により影響を受けるが,

その程度は被検菌 により一様ではない。実験室保存E.

coliで は,接 種菌量による感受性の変化はさほど明瞭

でない。一方,臨 床分 離ABPC耐 性E.coliで は,

β-lactamase活 性 と菌量の影響を受ける程度 とがほぼ平

Fig. 23 Growth rate of Serratia inarcescens IFO 12648 and its Mecillinam-resistant 
mutant in nutrient broth:with and without Mecillinam

Table 12 Effect of Pivmecillinam and Ampicillin 

on the number of lactose-ferment ba-

cteria in feces of mice
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Pivmecillinam 0.5 mg/mouse

Pivmecillinam 1 mg/mouse

Fig. 24 Number of lactose-ferment bacteria in feces of mice

Fig. 25 Effect of Pivmecillinam on number of lactose-ferment bacteria in feces of mice
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行 す る こ とが 認 め ら れ て い る13)。Klebsiella pneumo-

niae,Serrdtia marcescens,Proteus spp.な どで 接 種 菌

量 に よる抗 菌 力 の変 化 が 顕 著 で あ ったが,そ の要 因 は菌

種 によ り多少 異 な った 。Serratia marcescensやProteecs

vulgarisで は薬 剤 含 有培 地 で薬 剤 耐 性 細胞 い わ ゆ るone

step mutantが24時 間培 養 で容 易 に得 られ る こ と と,こ

れ らの菌 に 対す るMecilliltamの 殺 菌 ・溶 菌作 用 が 弱

い ことな どが 接 種 菌量 に よ る抗 菌 力 の 変 化 の 要 因 と して

考 え られ る。Klebsiella pneumoniaeで は薬 剤 添 加 後 殺

菌作 用発 現 まで に約1.5時 間 を 要 し,か つ 接 種 菌 量 が 多

くなる と殺菌 作 用が 減 弱す る な どの 現 象 が 認 め られ た 。

Sulfa剤 も 接 種 菌量 に よ りin vitro抗 菌力 が 著 し く変

化す るが,そ の 要 因 と して は 薬 剤 添 加 後 作 用 発 現 ま で

に数世 代の分裂が 行なわれるためで ある とされてい

る13)～15)。

Mecillinamの 殺菌作用は接種菌量やその他幾つかの培

養条件の違いにより影響されたが,そ の程度は被検菌に

より異なっていた。E.coliやKlebsiella pneumoniaeで

は接種菌量が多 くなると殺菌作用が損なわれる傾向があ

ったが,菌 がゆっくりと増殖している時よりも活発に増

殖 している時に殺菌作用が強 く発揮され,必 ず しも菌量

そのものが本剤の殺菌力を規制しているのではないよう

に考えられる。JAMES11)ら が示しているように,本 剤が

菌のcell divison cycleの あ る限 られた時期の反応を特

異的に阻害するものとすれば,接 種菌量が多い場合には

少ない分裂 回数で静止期(Statienary phase)に 達す

Fig. 26 Effect of Ampicillin on number of lactose-ferment bacteria in feces of mice
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るため,薬 剤の作用を十分に受けない細胞が多 く存在す

ることが推察される。

ペニシリンのin vitro耐 性 獲得 は段階的に進行する

のが一般的であるが,本 剤 ではone step mutationに

よると思われる継代初期の急激な耐性上昇が見られた。

しか しonestep耐 性株は親株と比較 して増殖速度が低

下 しており,さ らにこれらの菌株に耐性値以下の濃度で

薬剤を作用させても一層増殖が遅 くなることが認められ

た。なお本剤以 外 に も幾つかの抗 生物質でone step

mutantが 出現することが報告され てい る17)～20)。一方

マウスの糞便中乳糖発酵菌のPivmecillinamに 対する

耐性獲得がABPCと 比較 して特 に早いという傾向はな

かった。また薬剤を十分量 投与 した場合,耐 性菌の出

現は顕著には認められなか った。従ってin vitro耐 性

獲得の容易さがin vivo耐 性 獲得 の難易にただちに反

映されるとは限らず,in vivoで の耐性獲得については

さらに臨床的に検討されるべきであろう。

ま と め

1.Mecillinamのin vitro抗 菌力をPivmecillinam,

ABPCお よびAMPCと 比較検討 した。Mecillinamは

グラム陽性菌に対してはABPCやAMPCに 劣 るが,

Pseudomonas aeruginosaを 除 くグラム陰性菌の多くに

対しては優れた抗菌力を示 した。Pivmecillinamの 抗菌

力はMecillinamよ り劣 るが,両 者の抗 菌スペクトラ

ムは同様であった。

2. Mecillinamは 臨 床 分離 のE.coli,Klebsiella

pneumoniae,Serratia marcescens,Proteus spp.に 抗菌

力を示 し,何 れの菌種でも接種菌量を少な くすると感受

性を示す菌株が多くなる傾向があり,特 に.Proteus spp.

で著 しかった。また本剤はABPC耐 性E.coliやKle-

bsiella pneumoniaeに 対 しても抗菌力を示 した。

3. Mecillinamの 抗菌作用 は培地種により変化 した

が,こ れは主として培地中のNaCl含 量 によるものであ

った。また接種菌量により抗 菌力が著 しく変化する菌

種 ・菌株があるが,そ の要因には耐性変異率,薬 剤添加

から殺菌作用発現 までの時 間,あ るいは β-lactamase

産生能などが複雑に関与 し,か つ各要因の関与の程度は

被検菌により異なった。

4. MecillinamはE.coli,Klebsiella pneumoniae

には明らかな殺菌作用を示 したが,Serratia marcescens

に対する殺菌作用は弱 く,Proteus vulzgarisや Proteus

mirabilisに 対 しては静菌作用を示 した。ま た本剤の殺

菌作用は接種菌量,薬 剤添加時期,菌 の培養条件,NaC1

の添加などにより変化した。

5. In vitroでMecillinamの 作用を一度あるいは連

続的に受けた菌は,本 剤に対 して耐性を獲得 した。また

得られた耐性菌を薬剤を含まない培地で継代すると感性

化 したが,そ の様式は被検菌により異なった。本剤に耐

性となった菌の増殖速度は親株のそれよりも遅 く,さ ら

に耐性菌の増殖速度は耐性値あるいはそれ以下の濃度の

薬剤を含む培地では一層低下 した。一方Pivmecillinam

あるいはABPCを 経 口投与 したマウスの糞便中乳糖発

酵菌の耐性獲得は両薬剤間に大差を認めなかった。

本実験は昭和48年11月 よ り51年1月 までに行なわれ

た。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF MECILLINAM 

AND PIVMECILLINAM 

MASAFUMI NAKAO, TOSHIYUKI YAMAZAKI and KANJI TSUCHIYA 

Central Research Division, Takeda Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan

The in vitro antibacterial activity of mecillinam and pivmecillinam was investigated and the following 

results were obtained. 

I. Antibacterial activity of mecillinam against gram-positive bacteria was inferior to that of ampicillin 

(ABPC) and amoxicillin (AMPC), while it was superior to that of ABPC and AMPC against a wide range 

of gram-negative bacteria except Pseudomonas aeruginosa. 

2. Mecillinam was active against clinical isolates of E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens 

and Proteus spp. 
It was demonstrated that the number of sensitive strains increased at small inoculum size and this was 

remarkable in Proteus spp. Mecillinam was also active against ampicillin-resistant strains of E. coli and 

Klebsiella pneumoniae. 

3. The kind of medium influenced the antibacterial activity of mecillinam and it was mainly due to 

the concentration of NaCl in the medium. Furthermore, the antibacterial activity of mecillinam against 

several bacterial species and strains was influenced by inoculum size. 

As the cause of this phenomenon, mutation rate, time which requires to exhibit the bactericidal activity

after the addition of the drug, or productivity of  β-lactamase  of the organism are complexly concerned.

The degree of concern of these causes differs from one test organism to another. 

4. Mecillinam acted bactericidally against E. coli and Klebsiella pneumoniae, but not so distinctly against 

Serratia marcescens and its action against Proteus vulgaris and Proteus mirabilis was bacteriostatic. 

The bactericidal activity of mecillinam was influenced by inoculum size, time of drug addition, culture 

condition of the organism and addition of NaCl. 

5. The organism, which had been exposed to mecillinam once or continuously in vitro, gained resistance 
to the antibiotic. 

The resulting resistant strains became sensitive after transfers in the medium free from the antibiotic, 

and its process differed among the test organisms. The strains which became resistant to mecillinam grew 

more slowly than the parent strains and the growth speed of them still fell in the medium containing the 

antibiotic. The lactose-ferment bacteria in the feces of mice, which had been administered pivmecillinam 

or ampicillin orally, gained resistance to each antibiotic in a similar way.


