
VOL.25 NO.5 CHEMOTHERAPY 755

緑膿 菌 に対 す るT-1220の 抗菌 像 につ い て

西野武志 ・山岸純一 ・渡辺泰雄 ・中沢昭三

京都薬科大学微生物学教室

T-220は 富 山化 学 綜 合 研 究 所 で 開 発 され た 新 しい 半

合 成Penicillinで あ る。 本 薬 剤 は,Ampicillinのamino

基 に4-ethyl-2, 3-dioxopiperazinylcarbonyl基 を導 入 し

た も ので,大 腸 菌,肺 炎 桿 菌,セ ラ チ ア菌,緑 膿 菌 な ど

の グ ラ ム陰 性 桿 菌 に 対 してCarbenicillinよ りもす ぐれ た

抗 菌 力 を有 して い る1)。

Penicillinな どの β-lactam系 抗 生 物 質 を グ ラム陰 性桿

菌 に 作 用 させ た場 合,菌 体 が 伸長 化 し,spheroplastを 形 成

す るとい う研究 は す で にDIENES2), FLEMING et al.3), HAHN

and CIAK4), LEDERВERG et al.5), CRANG and WEINSTEIN6)

らに よ り報 告 され て い る。 しか し これ らの 観 察 は 光 学 顕

微 鏡 お よび 位 相 差 顕 微 鏡 を 用 い て 行 な わ れ た も の で あ

る。 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察 につ い て は,SUGANU-

MA7), FITZ-JAMES and HANCOCK8), BURDASH et al.9)ら

に よ る報 告 が あ り,私 ど も も10)～12)すで にCephalexinを

ブ ドウ球 菌 お よび 大 腸 菌 に 作 用 させ た 時 の 形 態 変 化 につ

い て観 察 を 行 な って い る。

走 査 電 子 顕 微 鏡 は1965年 以 来 商 品 化 され て きた が,当

初 微 生 物 学 の領 域 で は あ ま り用 い られ な か っ た 。 し か

し,近 年 細 菌 細 胞 に抗 生 物 質 を作 用 させ た 時 の形 態 変 化

を走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ り観 察 を行 な った 研 究 が い くつ か

報 告 され て い る13)～20)。そ してPERKINSら21),PRIORら22)

は それ ぞれ 緑 膿 菌 にCarbenicillin, Ticarcillinを 作 用 さ

せ た場 合spheroplast形 成 が 認 め られ る と述 べ て い る 。

今 回私 ど もはT-1220を 緑 膿 菌 に作 用 させ た 時 の形 態

変 化 を主 と して走 査 電 子 顕 微 鏡 を用 い て検 討 を 行 な った

とこ ろ,Carbenicillinと は少 し異 な っ た知 見 が 得 られ た

の で報 告 す る。

1. 実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

1. 使 用菌 株 お よび 薬 剤

菌株 と して は 臨床 分 離 緑 膿 菌Psmdomonas aeruginosa

E-2を 用 い,薬 剤 と しては,力 価 の 明 らか なT-1220お

よびCarbenicillin (CBPC)を 用 い て 行 な った 。 な お

T-1220お よびCBPCのPs. aeruginosa E-2に 対 す る

MICは そ れ ぞ れ6.25μ9/mlと50μ9/mlで あ った 。

2. 位 相 差 顕微 鏡 に よ る 観 察

ス ライ ドグ ラス上 で 薬 剤 を 含 ませ た フ ィル ム寒 天 を 作

製 し,い っぽ う約3時 間 振 と う培 養 を 行 な った 対 数 期 途

上 の 菌 液 を カバ ー グ ラ ス に塗 抹 し,こ れ を寒 天上 に か ぶ

せ,余 分 の 寒 天 を切 り とっ た後,パ ラ フ ィ ン で 封 入 し

た 。 これ を37℃ 恒 温 装 置 付 の位 相 差 顕 微 鏡(日 本 光 学)

に よ り観 察 した 。

3. 走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察

Tryptosoya Broth(日 水)を 用 い て 前 培 養 を 行 な い,

こ の前 培 養 液 を約1%の 割 合 で,Heart Infusion Broth

(HIB:日 水)に 接 種 し,37℃ で 振 と う培 養 を行 な った 。

培 養 約3時 間 後 の 対 数期 途 上 に 薬 剤 を作 用 させ,1,2,

4時 間後 に生 菌数 を 測 定 す る と同 時 に菌 体 を集 菌 し,電

子 顕 微 鏡 の 試 料 と した 。 す な わ ち1% glutaraldehyde

溶 液 に て 前 固 定 を 行 な い,KELLENBERGERら の方 法23)に

従 って,1% OSO4で 本 固 定 後,ア ル コー ル系 列 で脱 水

を 行 な った 。 これ を 酢 酸 イ ソ ア ミー ル に置 換 し,臨 界 点

乾 燥 法 に よ り乾 燥 を 行 な った 。 そ の後 カ ー ボ ン,金 に て

蒸 着 し走 査 電 子 顕 微 鏡JSM-35(日 本 電 子)で 菌体 の 表

面 構 造 を 観 察 した 。

4. Spheroplast形 成 に 及 ぼ す 影 響

Stabilizerと して20% sucroseと0.2% MgCl2を 含 ん だ

HIBを 用 い,そ の対 数 期 途 上 に 薬 剤 を 作 用 させ,一 定 時

間 後stabilizerを 含 ん だ 培 地(stabilized)と 含 まな い 培 地

(shocked)で 希 釈 を 行 な い,20% sucrose と0.2% MgCl2

を加 え たHeart Infusion Agar(日 水)を 使 用 して 菌 数

計 算 を行 な っ た。

II. 実 験 結 果

1. 位 相 差 顕 微鏡 に よ る 観 察

Fig.1aは 正 常 なPs.aeruginosa E-2の 分 裂 して い る様

子 を観 察 した もの で,培 養4時 間 後 の像 で あ る。

Fig.1b,cはT-1220を 作 用 させ た 時 の抗 菌 像 で,bは

50μ9/ml,cは2,500μ9/mlを 作 用 させ た場 合 で あ り,い

ず れ も4時 間 後 の 像 で あ る。2,500μg/mlの 高 濃 度 を 作

用 させ た 場 合 で も菌 体 は 著 し くelongationし,filament

化 す る の み でspheroplast様 構 造 を観 察 す る こ とは で き

な か った 。

Fig.1d,eはCBPCを 作 用 さ せ た 時 の抗 菌 像 で,dは

50μ9/ml,eは500μ9/mlを 作 用 させ た場 合 で あ りい ず れ

も4時 間 後 の 像 で あ る。50μ9/ml作 用 で は菌 体 が 著 し く

filament化 して い る様 子 を観 察 す る こ とが で きた 。 しか
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Fig. 1 Phase contrast micrographs of Ps. aeruginosa E-2.
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し500μg/ml作 用 で はT-1220の 場 合 とは 異 な り,sphe-

mplast様 構 造 を 数 多 く認 め た 。 この よ うな 抗 菌 像 の 差

を さ らに 詳 細 に 観 察 す るた め に 次 に 走 査 電 子 顕 微 鏡 を 用

い て 検 討 を 行 な った 。

2. 走 査 電子 顕 微鏡 に よ る観 察

Fig.2,3は 走 査 電 子 顕 微 鏡 試 料 作 製 時 の生 菌 数 の変 化

を示 した も の であ る。 す なわ ち,108 cells/mlの 高 菌 量

にT-1220を 作用 させ た場 合,Fig。2に 示 す ご と く2,500

μg/mlで も静 菌 的 な作 用 しか 認 め られ なか った。

CBPCを 作 用 させ た 場 合,Fig.3に 示 す ご と く50μg/

mlで 静 菌作 用,500,2,500μg/mlの 濃 度 に お い て殺 菌

作用 が み られ た。 こ の よ うな菌 数 変 化 時 の形 態 学 的 変 化

をFig.4～16に 示 した 。

Fig.4は 正 常 なPj. aeruginosa E-2の 走査 電 顕 像 で,

表 面構 造 はsmoothな 桿 状 形 態 を示 して お り,ち ょ うど

分 裂 時 に あ る細 胞 も立 体 的 に捉 え る こ とが で きた 。

Fig.5,6,7はT-1220の50μg/mlを そ れ ぞ れ1,2,

4時 間 作 用 させ た 時 の抗 菌 像 で,菌 体 は 細 胞 分 裂 の形 跡

もな くelongationし,作 用 時 間 の経 過 と と もに 非 常 に長

くな ったfilament状 の形 態 を観 察 す る こ とが で きた 。

T-1220の2.500μg/mlを 作 用 させ た 時 の 抗 菌 像 は,

Fg.8,9,10に 示 す ご と くで あ る。 す な わ ちFig.8は 作

用1時 間 後 の 像 で,菌 体 中 央 部に 丸 く突 出 した 構 造 が み

られ る。

Fig.9,10は そ れ ぞ れ 作 用2時 間 お よび4時 間 後 の像

で,菌 体 は 長 いfilament状 の 形 態 を 示 し,一 部 の細 胞 に

突 起 様 構 造 が 認 め られ た 。 しか しCBPC作 用 時 にみ られ

る よ うなspheroplast様 構 造 を観 察 す る こ とは で き なか

った 。

Fig.11,12,13はCBPCの50μg/mlを そ れ ぞ れ1,

2,4時 間作用 させた時 の抗菌像 で,filament構 造を観

察す ることがで きた。

Fig.14,15,16はCBPCの2,500μg/mlを それぞれ1,

2,4時 間作用 させた時 の抗菌 像で,数 多 くのsphero-

plast様 構造や溶菌像 を観察す る ことがで きた。

以上述べた ご とく,T-1220を108 cells/mlの 高菌量

に作用 させ た場合,静 菌的 な作用 しかみ られず,spher-

oplast様 構 造を観察す ることがで きなか った。そ こで次

にT-1220の 殺菌作用が み られ る時期 にどのよ うな形態

変化がみ られ るか について検 討を行な った。Fig.17は

試料作製時 の生菌数 の変化を示 した もので,106 cells/ml

の菌量 に,T-1220を 作用 させた場合,25μg/mlで ほ

ぼ静菌的 な作用がみ られ,50,250,500μg/mlで 殺菌的

な作用 が認め られた。

Fig.18はT-1220,50μg/ml作 用1時 間後 の抗菌 像で,

菌 体内容物が溶出 してい るよ うな像 を捉 える ことがで き

た。

Fig.19は50μg/ml作 用2時 間後の像で,菌 はma-

ment化 し,作 用1時 間後 の場合 と同様 な抗菌像を認め

た。

殺菌作用が現われ る4時 間後 においては,Fig.20に

示す よ うな溶菌像 を観 察する ことがで きた。

250,500μg/ml作 用 時について も検討を行な ったが,

50μg/mlを 作用 させ た場合 と同様 な抗菌像であ り,CBPC

作用時 にみ られた 典型的 なspheroplast様 構造 を観察す

る ことがで きなか った。

3. Spheroplast形 成に及 ぼす影響

走査 電子顕微鏡に よる形態観察 によ り,T-1220を 作

用 させ た場合,spheroplast様 構造 を認 める ことがで き

なか ったので,こ れ を定て量化す るために,stabilizerを 用

Fig. 2 Effect of T-1220 on the viability of 

Ps. aeruginosa E-2

Fig. 3 Effect of CBPC on the viability of 

Ps. aeruginosa E-2
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Fig. 4 Untreated Ps. aeruginosa E-2 cells observed 

by scanning electron microscope. x 8, 700

Fig. 5 Scanning electron micrograph of Ps. aerugi-

nose E-2 exposed to 50,ƒÊg/ml of T-1220 for 

1 hour. x 5. 200

Fig. 6 Scanning electron micrograph of Ps. aerugi-

nose E-2 exposed to 50,ƒÊg/ml of T-1220 for 

2 hours. x 5, 200

Fig. 7 Scanning electron micrograph of Ps. aerugi-

nosa E-2 exposed to 50ƒÊg/ml of T-1220 for 

4 hours. x 5, 200
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Fig. 8 Scanning electron micrograph of Ps. aerugi-

nose E-2 exposed to 2, 500 ƒÊg/ml of T-1220 

for 1 hour. x 5, 200

Fig. 9 Scanning electron micrograph of Ps. aerugi-

nose E-2 exposed to 2, 500 ƒÊg/ml of T-1220 

for 2 hours. x 5, 200

Fig. 10 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 2, 500 ƒÊg/ml of T-

1220 for 4 hours. x 5, 200

Fig. 11 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 50 ƒÊg/ml of CBPC 

for 1 hour. x 5, 200
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Fig. 12 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 50 ƒÊg/ml of CBPC 

for 2 hours. •~ 5,200

Fig. 13 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 50 ƒÊg/ml of CBPC 

for 4 hours. •~ 5,300

Fig. 14 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 2, 500ƒÊg/ml of CBPC 

for 1 hour. •~ 5,200

Fig. 15 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 2, 500ƒÊg/ml of CBPC 

for 2 hours. •~ 5,200
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い て 本薬 剤 のspheroplast形 成 能 に つ い て検 討 を 行 な っ

た 。 そ の結 果 はTable1に 示 す ご と く, T-1220の500

μg/mlを3時 問 作 用 させ た 場 合,stabilizedとshocked

の 菌 数 は そ れ ぞ れ3.8×104, 1.5×104cells/mlで あ り,

CBPCの500μg/ml作 川 で は2.4×105, 2.5×104cells/ml

で あ った 。

従 一)てT-1220で はCBPCに 比 べspheroplastが 形 成

され に くい こ とが わ か った 。 このspheroplast形 成 能 に

及 ぼす 結 果 は 位 相 差 顕 微 鏡,走 査 電 子顕 微 鏡 に よる形 態

観 察 の結 果 と よ く一 致 して い た 。

III

. 考 察

PERKINSら21)はCBPCをPs. aeruginosaに 作 用 させ た

時 の 形 態 変 化 を走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ り観 察 し, sphero-

plast様 構 造 が 認 め られ る と報 告 して い る。 またPRIOR

ら22)もTicarcillinをPs. aeruginosaにf乍 用 させ た 時 の抗

菌 像 を観 察 して お り,CBPC作 用 時 と同 様 のspheroplast

様 構 造 を 認 め て い る 。 今 回 私 ど もは 新 し く富 山 化 学 で開

発 され たT-1220と 既 知 薬 剤 と してCBPCを 用 い, Ps.

aeruginosaに 対 す る抗 菌 像 を 位 相 差 顕 微 鏡 お よび 走 査 電

子 顕 微 鏡 を用 い て検 討 を 行 な った と ころ, CBPC作 用 で

はPERKINS, PRIORら が 報 告 した 結 果 とほ ぼ 同 様 で,高

濃 度(2,500μg/ml)作 用 に お い て典 型 的 なspheroplast

様 構 造 を 観 察 す る こ とが で きた 。 しか しT-1220を 作 用

さ せ た場 合,2,500μg/mlの 高 濃 度 あ る い は殺 菌 作用 が

発 現 す る 時 期 に お い て もCBPC作 用 時 の よ うなsphero-

plast様 構 造 を観 察 す る こ とは で き なか っ た。 ま た, sta-

bilizerを 用 い て 行 な っ たspheroplast形 成 能 の結 果 か ら も

本 薬 剤 はCBPCに 比 べ 浸 透 圧 に脆 い細 胞(spheroplast?)

を 形 成 しに くい こ とが わ か った。 従 ってT-1220をPs.

aeruginosaに 作 用 させ た場 合,そ の 溶 菌 過 程 に お い て,

spheroplastが あ ま り形 成 され ず に 溶 菌す る もの と思 わ れ

る。 以 上 述 べ た ご と くT-1220お よびCBPCをPs. aeru-

ginosaに 作 用 させ た 場 合,そ の 抗 菌像 に 差 が み られ た の

で,現 在 さ らに 透 過 型 電 子顕 微 鏡 を用 い て検 討 を 行 な っ

て い る 。 そ の 中 で 殺 菌 作 用 が 現 わ れ る 菌 量 で, T-1220

を 作 用 す る とcellwallのouter layerが 切 断 さ れ る とい

Fig. 1.6 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 2,500ƒÊg/ml of CBPC 

for 4 hours. •~ 5,200

Fig. 18 Scanning electron micrograph of Ps. aeru-

ginosa E-2 exposed to 50 ƒÊg/ml of T-1220 

for 1 hour. •~ 6,800

Fig. 17 Effect of T-1220 on the viability of 

Ps. aeruginosa E-2
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う現 象 を 捉 え る こ とが で きて お り次 回 に 報 告 した い と考

え て い る。 本 薬 剤 の作 用 機 作 がCBPCな ど と本 当 に異 な

るの か ど うか 興 味 が持 た れ る と ころ で あ り,さ ら に種 々

の 角 度 よ り検 討 を 行 な って い る。

要 約

新 し く富 山化 学 で 開 発 され たT-1220のPscadomonas

aeruginosa E-2に 対 す る抗 菌 像 に つ い て,比 較 薬 剤 と し

てCarbenicillinを 用 い,位 相 差 顕 微 鏡 走 査電 子顕 微

鏡 に よ り検 討 を 行 な った 。

1) 位 相 差 顕 微 鏡 に よ る観 察 で は, T-1220を 作 用 さ

せ た と ころ,菌 はfilamentを 形 成 す る のみ で, Carbeni-

cillin作 用 時 に み られ たspheroplast様 構 造 を観 察 す る

こ とが で きな か った 。

2) 走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察 で も同様 で, T-1220

の 高濃 度 を 作 用 させ た 場 合 あ る いは 殺 菌作 用 が認 め られ

る 時 期 に お い て もspheroplast様 構 造 を観 察 す る こ とが

で き なか っ た。

3) Stabilizerを 用 い たspheroplast形 成 能 に 及 ぼ す 影

響 で も, T-1220はCBPCに 比 べ, spheroplastが 形 成 さ

れ に くい こ とが わ か った 。
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MORPHOLOGICAL ALTERATION OF PSEUDOMONAS 

AERUGINOSA E-2 BY T-1220 

TAKESHI NISHINO, JUNICHI YAMAGISHI, 
YASUO WATANABE and SHOZO NAKAZAWA 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy , Kyoto 

The effects of T-1220 and carbenicillin on the morphology of Pseudomonas aeruginosa 
E-2 were examined with the phase contrast microscope and scanning electron microscope . 

Exposure to T-1220 resulted in the formation of marked filamentous cells. However, 
the spheroplast-like structure was not observed by the treatment with T-1220 . Exposure 
to carbenicillin resulted in the formation of spheroplast-like structures . The morphological 
alterations of Pseudomonas aeruginosa E-2 treated with carbenicillin observed in this study 
are similar to those noted by PERKINS and PRIOR.


