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近 年,半 合 成 ペ ニ シ リ ンや セ フ ァ ロス ポ リ ンの い わ ゆ

る β-ラ クタ ム系 抗 生 物 質 の 開発 は め ざ ま し く,多 くの 薬

物 が 発 表 され て い る。 そ の 中 で も,Pseudomonas aerug-

inosaに 有 効 な抗 生 剤 と してCarbenicillin (CBPC)お よ

びSulbenicillin (SBPC)が 臨 床 的 に用 い られ て い る 。 し

か しな が ら,P.aeruginosaに 対 す る抗 菌 力 は まだ満 足 す

べ き も ので は な く,臨 床 面 で さ らに強 い抗 菌 力 を有 し,

しか も低 毒 性 の抗 生 剤 の開 発 が 望 ま れ て い る 。

最 近,Ampicillin (ABPC)の ア ミノ基 に 種 々 の 置 換 基

を導 入 す る こ と に よ りRaerugiuosaに 対 し 強 い 抗 菌 性

を示 す こ とが 知 られ,そ の中 で もBL-P16541), PC-9042),

PG4553)お よびMezlocillin4)な どが詳 細 に検 討 され て い

る。

当 社 綜 合 研 究 所 で もABPC誘 導 体 に か か わ る一 連 の 研

究 か らABPCの ア ミノ基 に4-ethy1-2, 3-dioxopi pera-

zinylcarbonyl基 を 導 入 したT-1220 (Fig.1)に 広 範 囲 抗

生 剤 と して の 可 能 性 を見 い 出す に至 った 。 今 回,著 者 ら

はT-1220の 細 菌 学 的 評 価 を,他 の β-ラ クタ ム系 抗 生 剤

と比 較 検 討 した の で 報 告 す る。

I. 実 験 材 料 お よ び 実験 方 法

1) 使 用 薬 剤

T-1220は 当 社 研 究 所 で 合 成 され た凍 結 乾 燥 品 で あ り,

916μg力 価/mgの もの を使 用 した。 対 照 薬 剤 と して,

ABPC (富 山化 学), CBPC(藤 沢 薬 品), Cephalothin (CET,

塩 野 義 製 薬),Cefazolin (CEZ,藤 沢 薬 品), Oxacillin

(MPIPC,万 有 製 薬), Penicillin G (PCG,明 治 製 菓),

Cephaloridine (CER,鳥 居 薬 品),Cloxacillin (MCIPC,藤

沢薬品),Methicillin (DMPPC,万 有製薬)を 使用した。

2) 抗菌力試験

群馬大学医学部微生物学教室および富山市民病院病理

細菌検査室より提供された新鮮な患者分離菌について,

日本化学療法学会測定法に従い寒天平板希釈法で最小発

育阻止濃度(MIC)を 測定 した。Trypto-soy broth (TSB:

栄 研)中37℃,1夜 培 養菌液を100倍 に希釈 し,そ の1

白金耳を抗生剤含有のHeart infusion寒 天培地(HIA二 栄

研)平 板上に接種 し,37℃,18時 間培養後,肉 眼的集落

発生の有無で判定 した。

3) 殺菌作用

i) 最小 殺菌濃度(MBC)の 測定

TSBで37℃,1夜 培養 した被検菌液をNutrient broth

(NB:栄 研)で 約105cells/mlに な るように希釈 した後,

所定の濃度の薬剤を加え,37℃,18時 間培養 した。そし

て肉眼的に菌の発育がみられない最小薬 剤濃度 をMIC

と し,各 培養液の1白 金耳を薬剤を含 まな いHIAに 接

種 した。37℃,20時 間培養後,コ ロニーを全 く生 じない

薬剤濃度をMBCと した。

ii) 増殖 曲線におよぼす薬剤の影響

TSBで37℃,1夜 培養した菌液をNBで 希釈 し,対 数

期途上に所定の濃度になるように薬剤を加え,経 時的に

生菌数を測定 した。

4) β-lactamaseに 対する安定性

Brain heart infusion broth (BHB:栄 研)で 前培養した

菌液50mlをNB1lに 加 え,37℃,5時 問振盪培養 した

後 遠心により集菌 した。ただし,Staphylococcus aureus

F-19の 場合はinducerと してDMPPCを 最終濃度0.5μg/

mlと な るように加えた。菌体を0.1M phosphate buffer

solution (PBS:pH7.0)の 適当量に懸濁 し,20KHz(ト

ミー精工K.K.,UR-200P)5分 間,氷 冷下で超音波処

理 した。この破砕液を12,000×9,20分 間遠心し,上 清を

酵素液とした。β-lactamaseに よる加水分解度はPERRHT

の ヨー ド法5)に基づいて測定 した。

5) T4220の 安定性

i) 液体培地中での安定性

T-1220を25μg/mlに なるように 各種培地で調製 し

37℃ でインキュベー トを行ない,経 時的にサ ンプリング

Fig. 1 Chemical structure of T-1220

Sodium 6-[ ED (-)-ƒ¿- (4-ethyl-2, 3-dioxo-1- 

piperazin ecarboxamido) -ƒ¿- phenylace tamido ] 

penicillanate
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して,残 存 活 性 をMicrococcus luteus ATCC 9341を 検

定 菌 とす る薄 層 カ ップ法 で 測 定 した。 な お,検 量 線 は そ

れ ぞ れ の 培 地 で 作 製 した もの を用 い た 。

ii) ヒ トの血 清,尿 お よび 胆 汁 中 で の 安 定 性

T-1220を ヒ トの 血 清,尿 お よび胆 汁 に 溶 解 し, -20

℃ お よび5℃,10日 間 の残 存 活 性 を 経 時 的 にBaoillus

subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 とす る 薄 層 カ ップ法 お よび

ペ ー パ ー デ ィス ク法 で 測 定 した。 な お,0.1M PBS (pH

6.0)で10倍 に 希 釈 した 胆 汁 中 の 安定 性 も合 わ せ て 検 討 し

た 。 検 量 線 は,血 清 の場 合 は血 清(pH7.4)を,尿,胆

汁 の 場 合 は1/15MPBS(pH7.0)を 用 い た 。

6)マ ウス 実 験 的 感 染 症 に対 す る治 療 効 果

マ ウス はSLC/ICR系 雄 性 で生 後4週 齢,体 重19 ±1

9の もの を 使 用 した 。 試 験 菌 はS.aureusF-31, S.aureus

F-30,Escherichia coli NIHJ,E.coli TK-16, Klebsiella

pueumoniae GN3850,K.pneumoniae Y-3お よび P.aeru-

ginosa GN3315, P.aeruginosa GN1035の8株 を 用 い

た 。 い ず れ の菌 もHIA上 で37℃,1夜 培 養 後,5%

Gastric mucin(半 井 化 学 薬 品K.K.)に 懸濁 しマ ウス 腹

腔 内 に接 種 した 。 薬 剤 は 菌接 種 後,1回 あ るい は 頻 回 に

分 け て 背 部 皮 下 に投 与 した。 そ して,7日 後 の マ ウス生

存 数 よ りED50値(mg/ mouse)をVAN DER WAERDEN法

で 求 め,効 果 判 定 を行 な った 。

II. 実 験 結 果 お よ び 考 察

1) 臨 床 分 離 菌 に対 す る感 受 性 分 布

臨 床 材 料 よ り分 離 したS。aureus27株,E.coli 23株,

Klebsiella sp.23株,イ ン ドー ル産 生Proteus sp.25株,

Serratia sp.25株,P.aerugiuosa 62株 お よび そ の 他 の菌

種13株 に対 す るT-1220の 抗 菌 力 を 他 剤 と比 較 した 。

i) S. aureus

S.aureusに 対 す る感 受 性 累 積 曲線 をFig.2に 示 した 。

ABPCの 抗 菌 力 が 最 も強 く,つ い でT-1220, CBPCの

順 で あ った。 な おT-1220で は3、13μg/ml以 下 の 感 受 性

を 示 す 菌 が48%認 め られ た 。

ii) E.coli

E.coliに 対 す る感 受 性 累 積 曲線 をFig.3に 示 した 。

T-1220の 抗 菌 力が 最 も強 く,つ い でCBPC, ABPCの

順 で あ り,T-12203.13μg/ml以 下 で は61%の 菌 が 感 受

Fig. 2 In vitro susceptibility to T-1220, Ampicillin 

or Carbenicillin of 27 strains of 

Staphylococcus aureus

Fig. 3 In vitro susceptibility to T-1220, Ampicillin 

or Carbenicillin of 23 strains of 

Escherichia coli

Fig. 4 In vitro susceptibility to T-1220, Ampicillin 

or Carbenicillin of 23 strains of 

Klebsiella sp.

Fig. 5 In vitro susceptibility to T-1220, Ampicillin 
or Carbenicillin of 25 strains of 
Proteus sp. (indole +)
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性 を示 した。 ま た50μg/ml以 下 の 濃 度 で は,T-1220は

87%の 菌 を発 育 阻 止 す る の に 対 しABPC, CBPCは 74%

で あ った。

iii) K1ebsiella sp.

Klebsiella sp.の 感 受 性 累 積 曲線 をFig.4に 示 した 。

T-1220の 抗 菌 力は 明 らか に す ぐ れ て お り,つ い で

ABPC, CBPCの 順 で あ った 。50μg/ml以 下 の 濃 度 で は

T-1220は91%の 菌 の発 育 を 阻 止 す る が,ABPCで は

48%で あ った 。 しか しCBPCで はす べ て100μg/ml以 上

で あ った。

iv) イ ン ドー ル産 生Proteus sp.

イ ン ドー ル 産 生Proteu4 sp.の 感 受 性 累 積 曲線 をFig.5

に示 した 。

T-1220の 抗 菌 力 は最 も強 く,つ い でCBPC, ABPCの

順 で あ った 。

v) Serratia sp.

Serratia sp.の 感 受 性 累 積 曲 線 をFig.6に 示 した 。

T-1220の 抗 菌 力 が 最 も強 く,っ い でCBPC, ABPCの

順 で あ った 。

vi) P. aerugiuosa

Raeruginosaの 感 受 性 累 積 曲 線 をFig.7に 示 した 。

T-1220は 明 らか にCBPCよ りす ぐれ た 抗 菌 力 を 有 し,

12.5μg/ml以 下 で82%の 菌 が 感 受 性 を 示 した 。CBPCの

場 合,50μg/ml以 下 で45%の 菌 が 感 受 性 を 示 し,T-1220

の方 が 約8倍 す ぐれ て い た 。

vii) そ の 他 の 菌 種

そ の 他 の 菌 種 に 対 す るMICをTable1に 示 した 。

T-1220はABPC,CETな らび にCEZが 感 受 性 を 示 さな

いCitrobaoter sp,Enterobacter sp., Aciuetobacter sp.に 対

して強 い抗 菌 力 を 示 し,ま たCBPCよ りす ぐれ て い た 。

Fig. 6 In vitro susceptibility to T-1220, Ampicillin 

or Carbenicillin of 25 strains of 

Serratia sp.

Fig. 7 In vitro susceptibility to T-1220 or Carbenicillin 

of 62 strains of Pseudomonas aeruginosa

Table 1 In vitro susceptibility of various clinical isolates to T-1220, other penicillins and cephalosporins
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以上の結果より,T-1220は グラム陽性菌ならびにグ

ラム陰性菌に対 して広範囲に抗菌作用を示すことがわか

った。なかでもABPC, CET, CEZが 強 い抗菌力を有 し

な い イ ン ドー ル 産 生Proteus sp., P.aeruginosa, Entera-

bactersp.,Citrobacter sp.,Moraxella sp.お よ び Serratia

sp.に 対 して 有 効 で あ っ た 。そ の う ち,特 に P.aeruginosa

Table 2 Effect of inoculum size on antibacterial activity of T-1220, Ampicillin and Carbenicillin

Viable cell counts of inoculum suspension 

Inoculum size: One loopful of each bacteria suspension 

Medium: Heart infusion agar

Fig. 8 Comparative inhibitory and bactericidal con-

centrations to T-1220 (•E) or Carbenicillin 

(•¢) of 24 strains of Pseudomonas aeru-

ginosa

Fig. 9 Bactericidal activity of T-1220 against 

S. aureus FDA 209 P
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に対 して はCBPCの 約8倍 程 度 す ぐれ た 抗 菌 作 用 を示 す

こ とは 注 目 され る。

2) 抗 菌 力 に お よぼ す 接 種 菌 量 の影 響

Table 2 に示 す 通 り,T-1220で は 臨 床 分 離 菌 のS. aureus

F-7, K.pneumouiae GN917に 対 し て,108cells/mlと

107cells/m1以 下 に お け るMIC値 に差 が 見 られ た。 しか

し,EcoliTK-4,Shigella flexueri JS 11839お よ びP

aeruginosa GN 383で は 接 種 菌 量 の影 響 は 認 め られ な か

った 。

3) 殺 菌 作 用

i) MICとMBCの 比 較

P.aeruginosa 24株 に対 す るT-1220, CBPCの MICお

よびMBCの 累 積 分 布 をFlg.8に 示 した 。

T-1220で はMICとMBCと の差 が や や 認 め られ た

が,CBPCの 場 合,そ の差 がT-1220よ り少 な か った 。

しか し,T-1220はCBPCに 比 べMICの み な らず MBC

値 に お い て も数 倍 す ぐれ て い た 。

ii) 細 菌 の 増 殖 曲線 に お よぼ す 影 響

Fig. 10 Bactericidal activity of T-1220 against 

E. coli NIHJ

Fig. 11 Bactericidal activity of T-1220 against 

P. aeruginosa NCTC 10490

Table 3 Stability against various ƒÀ-lactamase

Hydrolysis ratio is expressed as a relative rate of hydrolysis, taking the absolute rate of PCG or CER as 100.

Table 4 Antibacterial activity against ƒÀ-lactamase producing strains

MIC (pg/ml)
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S.aureus FDA 209Pの 増 殖 曲 線 に お よぼ すT-1220の

影 響 をFig.9に 示 した。

本 剤 はMIC濃 度 の1.56μg/ml以 上 で 明 らか な 殺 菌 作

用 を示 し,1/2～1/4MIC濃 度 で は い った ん菌 の増 殖 は

抑 制 され た が,5時 間 以後regrowthが 認 め られ た。

E.coli NIHJで はMIC濃 度 の0.39μg/ml以 下 で,5

時 間 目 まで 静 菌 的 あ る い は殺 菌 的 作 用 が み られ た が,24

時 間 後 にはregrowthが み られ た 。 しか し,2MIC以 上

で は 完 全 な殺 菌 作 用 を示 した (Fig.10)。

P.aerugiuosa NCTC10490で はE.coliと 同 様,MIC濃

度 の3.13μg/ml以 下 で はregrowthが 認 め ら れ た が,

2MIC以 上 で 殺 菌 的 で あ った (Fig.11)。

これ らの結 果 よ り,T-1220の 抗 菌 作 用 は 従 来 の ペ

ニ シ リ ン と同 様,殺 菌 的 で あ る と考 え ら れ る 。 本 剤 の

MICとMBCの 差 は や や 認 め られ た が,BL-P16541)ほ

ど顕 著 で は な く,今 後,T-1220の 抗 菌 メ カ ニ ズ ム につ

い て さ らに 究 明す る必 要 が あ る と思 わ れ る。

4) β-lactamaseに 対 す る 安 定 性

T-1220のpenicillinase (PCase)とcephalo spori nase

(CSase)に 対 す る安 定 性 をTable 3に 示 した 。

T-1220はS.aureus, E.coliお よび K.pueumouiae 由

来 のPCaseに 対 し てABPCと 同 程 度 に加 水 分 解 され,

CBPCよ り劣 る結 果 を 得 た 。 しか し,P. aeruginosa由 来

のPCaseに 対 しては,T-1220はABPC,CBPCよ りも約

10倍 安 定 で あ った 。 またS.marcesceus由 来 のCSaseに

対 して は,T-1220は 比 較 的 安 定 でPCG, ABPCと 同 程 度

で あ った 。 な お,Table4に これ らの菌 に対 す るMIC値

を 示 した 。

T-1220はS.aureusF-19を 除 く他 の菌 に対 して ABPC,

CBPCよ り数 倍 以 上 強 い 抗 菌 力 を有 して いた 。

5) T-1220の 安 定 性

i) 各 種 培 地 中 で の 安 定 性

Fig. 12 Stability of T-1220 in liquid media

Fig. 13 Stability of T-1220 in human serum

Fig. 14 Stability of T-1220 in human urine

Fig. 15 Stability of T-1220 in human bile
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T-1220のBHB, Heart infusion broth (HIB:栄 研),

NBお よびTSB中 で の 安定 性 をFig.12に 示 した 。

T-1220はBHB, HIB中 で は 比 較 的 安 定 で,37℃, 20

時 間後 の残 存 活 性 は90%以 上 で あ った 。 それ に対 して,

NB,TSB中 で は比 較 的 不 安 定 で あ り,そ れ ぞ れ,71%,

69%に 低 下 した 。

ii) ヒ ト体 液 中 で の安 定 性

血 清,尿 お よび 胆 汁 中 に お け るT-1220の 安 定 性 を 検

討 した結 果 をFig.13, 14, 15に 示 した 。

5℃,10日 間 で は血 清,尿,胆 汁 中 の いず れ に お い て

も安 定 性 は 悪 か った 。 と くに 胆 汁 中 は 不 安 定 で あ り残 存

活 性 が51%に 低 下 した 。 しか し,希 釈 胆 汁 中 に お い て は

安 定 で あ った 。-20℃,10日 間 の場 合,尿 と希 釈 胆 汁 中

の抗 菌 活 性 は ほ とん ど低 下 せ ず 安 定 で あ ったが,血 清 と

胆 汁 中,と くに胆 汁 中で は 不 安 定 で あ っ た 。 したが っ

て,こ れ らの体 液 中濃 度 の測 定 用 サ ンプ ル の 保 存 に は充

分 気 をつ け る と とも に,な るべ くす みや か に測 定 す る こ

とが望 ま しい と思 わ れ る。 ま た活 性 低 下 の原 因 と して,

本 剤 は水 溶 液 や体 液 中 で ア ル カ リ側 に す る と簡 単 に 加 水

分 解 を 受 け る こ と6)か ら,pHの 影 響 に よ る もの と考 え

られ る 。

6) マ ウス 実験 的 感 染 症 に 対 す る治 療 効 果

S.aureus, E.coli,K.pneumoniaeお よびP. aeruginosa

感 染 マ ウ ス にお け るT-1220の 治 療 効 果 をCBPCと 比 較

した 。 そ の結 果 をTable 5に 示 した 。

EcoliとS.aureusの 場 合,T-1220のED50値 は CBPC

とほ ぼ 同等 で あ った。K.pneumouiaeとP. aerugiuosaで

はT-1220の 治 療 効 果 はCBPCに 比 べ す ぐれ て い た 。 し

かしT-1220のiu vitro抗 菌力がCBPCよ りかなり強い

にもかかわ らず,予 想したほど良い結果は得 られなか っ

た。その原因としてはT-1220の 血 中濃度 とその持続性

に関係があると思われる。著者 ら7)はT-1220の マ ウス

皮下投与時,最 高血中濃度がCBPCよ り低 くかつ排泄 も

速いことを経験 している。また予試験で,T-1220の1

回投与よりも頻回分割投与の治療効果がすぐれているこ

とを認めている。 したが って本剤の治療効果を上げるた

めには,投 与方法を充分研究する必要 があ る と思われ

る。

結 論

1) T-1220の 各種臨床分離菌に対す る抗菌 力はS.

aureusで はABPCよ り劣るが,グ ラム陰性菌に対 して

はABPC, CBPCよ りまさってお り,特 に,P. aeruginosa

においてCBPCよ り約8倍 強かった。

2) T-1220の 抗菌力におよぼす接種菌量の影響はS.

aureus,K.pueumouiaeで は認められたが,そ の他の場合

は認められなか った。

3) T-1220は 殺菌的に作用 した。

4) T-1220はP. aerugiuosa産 生PCaseに 対 し ABPC,

CBPCよ り非常に安定であ り,他 のPCaseに 対 しては

ABPCと 同程度であった。また,CSaseに 対 しては比較

的安定でPCG, ABPCと 同様であった。

5) T-1220はBHB, HIB中 で比較的安定であるがNB,

TSB中 では比較的不安定であった。また,ヒ ト体液のう

ち,特 に,ア ルカ リ性を示す胆汁中 では不安 定であ っ

た。

6) T-1220の マ ウス実験的感染症に対する治療効果

Table 5 Protecting effect of T-1220 against experimental mice infections

5•`10 mice of each group were injected intraperitonially with 0. 5 ml of 5 % mucin which contained 1/10 

volume of suspension of microorganism. 

Drug was administered subcutaneously after challenge.
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はS.aureecs, E.coliの 場合,CBPCと ほぼ同等であ り,

P. aeruginosa, K.pneumoniaeに おいては,CBPCよ りす

ぐれていた｡
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BACTERIOLOGICAL STUDIES ON T-1220 

ISAMU SAIKAWA, TAKASHI YASUDA, HIDEO TAKI, 
YASUO WATANABE, KYOKO KASUYA, 

KUMIKO YASUKAWA and SHINKO KANAGAWA 

Research Laboratory, Toyama Chemical Co., Ltd.

In vitro and in vivo studies on the antimicrobial activity of T-1220 have been carried 

out, and the results are summarized as follows: 

1) The in vitro activity of T-1220 against clinical isolates of Staphylococcus aureus 

was not so effective as that of Ampicillin (ABPC), but T-1220 was more active than 

ABPC and Carbenicillin (CBPC) against various gram-negative clinical isolates. Espe-

cially, the sensitivity of T-1220 against Pseudomonas aeruginosa was 8 times as high as 

that of CBPC. 

2) Antibacterial activity of T-1220 was affected with the inoculum size of S. aureus 

and Klebsiella pneumoniae, but as for other strains, it was not affected with. 

3) T-1220 acted bactericidally against S. aureus, Escherichia coli and P. aeruginosa. 

4) T-1220 was much more stable than ABPC and CBPC against the penicillinase 

(PCase) derived from P. aeruginosa, but T-1220 as well as ABPC was hydrolized by 

other PCase. However, the cephalosporinase derived from Serratia marcescens slightly 

caused hydrolysis of T-1220 to the same extent as Penicillin G and ABPC. 

5) T-1220 was stable in Brain heart infusion broth and Heart infusion broth at 

37•Ž for 20 hours, while it was less stable in Nutrient broth and Trypto-soy broth, 

and showed 70% of initial activity at 37•Ž after 20 hours. When T-1220 was kept at 

5•Ž for 10 days in human alkaline bile, it showed 50% of initial activity. 

6) Protecting effects of T-1220 against experimental infections of mice caused by 

S. aureus and E. coli were nearly equal to those of CBPC. But T-1220 was more 

effective than CBPC in mice infected with P. aeruginosa and K. pneumoniae.


