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Aminoglycoside系 抗生物質KW-1062の 抗菌作用

佐藤 清 ・荒木義孝 ・=福井正憲 ・丸茂博大

協和醸酵工業医薬研究所

KW- 1062は Micromonospora sagamiensis var。

nonreducans nov. sp. MK- 62に よ っ て 産 生 さ れ るAmi-

noglycoside系 に 属 す る 新規 抗 生 物 質 で あ る1, 2)。本 物 質

はFig.1に 示 され る化 学 構 造 を有 す る硫 酸 塩 でGM -C1a

の6'-NH2が6ノ ーNHCH3に な っ た もの で あ る3)。 本 物 質

のin vitroお よびin vivoの 抗 菌 力 を 知 る 目的 でGM

を対 照 薬 剤 と し て検 討 した の で,そ の 結 果 を 報 告 す る。

I. 実験 材 料 と実 験 方 法

1. 試 験 管 内抗 菌 力 の測 定

当研 究 所 保 存 菌 株 お よび 臨 床 分 離 株 に 対 す る試 験 管 内

抗 菌 力 の測 定 は,言 本 化学 療 法 学 会 感 受 性 測 定 法 に 準 じ

て行 な っ た。す なわ ち,Tryptsoya (TS) Broth(ニ ッス

イ)で1夜 培 養 し た菌 液 を薬 制 の 倍 数 希 釈 を 含 むHeart

infusion agar (HIA)(栄 研)上 に 白 金 耳 で 画 線 塗 抹 し,

37℃, 18時 間 培 養 後,MIC (μg/ ml)を 求 め た0な お,

Streptococcus, Cory. diphtheriaeに つ い て は,10%ウ

サ ギ薪 鮮 血 液 加HIAを 用 い0ま た,Neisseriaに っ い

て はG. C.培 地(ニ ッス イ)を 用 い た 。 さ らに 嫌 気 性 菌

に つ い て は,前 培 養 にGAM Broth(ニ ッス イ),測 定 用

培 地 にGAM寒 天(ニ ッス イ)を 用 い,Gas Pak法 (BBL)

で 培 養 した 。

2. 試 験 管 内 獲 得 耐 性

Sta. aureus 209-P, E. coli NIHJC-2, Ps. aeruginosa

BMH 1お よびPr. vulgaris ATCC 6897を 試 験 菌 と し

て,薬 剤 の倍 数 希 釈濃 度 系 列 を 含 むBrain heart infu-

sion (BHI) broth (Difco)を 用 い,37℃ 20時 間 培 養 を

1世 代 とす る増 量継 代 法 に よ って 耐 性 獲 得 状 況 を み た。

3. 抗 菌 力に お よぼす 諸 因 子 の 影 響

KW-1062の 抗 菌 力に お よ ぼす 培 地pH,接 種 菌 量 お

よび 血 清 の影 響 をSta. aureus 209-P, E. coli NIHJC-2,

Ps. aeruginosa BMH 1, Pr. vulgaris ATCC 6897を 試

験 菌 と し てHIAの 寒 天 平 板 希 釈 法 に よ り,37℃ 18時

間培 養 後,MICの 変 動 に よ り検 討 した 。

4. 蛋 白結 合 率

アル ブ ミン,薬 剤 は す べ て1/15M phosphate buffer

(pH 7.2)に 溶 解 し て用 い た 。

(1) ゲ ル濾 過 法(Sephadex G-25)

Bovine serum albumin (BSA: powder, Frac. v)又

は,Human serum albumin (HSA: powder Frac. v)

の25%と 薬 剤100μg/mlを37℃, 30分 接 触 さ せ,

あ ら か じ めbufferで 平 衡 させ たSephadex G-25の

c
o1umn (0.9× 30cm)に applyし て,5℃ 下,Fractio-

nationを1ml/ frac.で 行 った 。 各Fractionの 蛋 白及 び

薬 剤 濃 度 は そ れ ぞれ280mμ の 吸 収,お よびBioassay

法 で 求 め た 。Bioassayは, B. subtilis ATCC 6633の 胞

子 液 を 検 定 菌 と し て使 用 し た4)。

(2) 平 衡 透 析 法

内容 積15mlのVialピ ンを 用 い, 25% BSAを 3ml

Visking tube (20/ 32型)に 閉 じ こめ,外 液 と してbuf-

fer 9mlを 用 い,内,外 液 に そ れ ぞれ 薬 剤 濃 度 を あ らか

じめ,100, 50, 25, 12.5μ9/ mlを 溶 解 せ しめ て お い たo

次 い で反 応 液(3ml + 9ml= 12ml) のVolumeが 変 化 し

な い よ うに 密 閉 し て か ら,5℃(冷 室)で15時 間 放 置

し,内,外 液 のfreeの 薬 剤 濃 度 を 平 衡 に 達 せ しめ た 。 そ

の 外 液 の 薬 剤 濃 度 をBioassay法 に よ り求 め,ア ル ブ

ミンを用 い な い 時 の 薬 剤 濃 度 をControlと して蛋 白結 合

率 を 算 出 した5)。

5. 殺 菌 作 用

Ps. aeruginosa PS-16ま た はE. coli NIHJC- 2を 用

い,BHI brothの1夜 培 養 液 を 同 培 地 で10-3希 釈 し

37℃ で 振 盈 し な が ら菌 数 が107cells/ mlま でpreincu-

bationし た 。 続 い て薬 剤 を添 加 し,以 後 経 時 的 に一 定 量

の培 表 液 を 採 取 し,18時 間HIA混 釈培 養 後 の集 落 数 か

ら生 菌 数 を 算 出 した0

6. 不 活 化 酵 素 に対 す る安 定 性

(1) 粗 酵 素液 調整

臨 床 分離 株Ps. aeruginosa KY 8510を 用 い, BHI

Brothの 一 夜 培 養 液 を 新 た なBHI broth 1lに 植 菌 し,

37℃ で3時 間 培養 す る。 この 菌 液 を 遠 沈 集 菌 し,M/ 10

Fig. 1 Chemical structure of KW-1062 and GM
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TMK soln. (0.06M KC1, 0.01M Mg(COCH3)2, 0.006M

2- mercaptoethanol加M/ 10 Tris buffer (pH 7.8)で

3回 洗 浄後,M/ 10 TMK soln. 10mlに 懸濁 す る｡超 音

波 処 理(10KC, 10分 間)で,菌 体 を破 砕 し,8,000r. p. m.

5分 間 遠 心後,さ らに10, 500g 60分 間超 遠 心 を 行 な う。

得 られ る上 清 をTMK soln.で 冷 室 中2時 間 透 析 し,粗

酵 素 液 と して用 い た 。 酵 素蛋 白濃 度 はFOLIN法 に よ り

求 め た 。

反応混合液

{粗酵 素 液(蛋 白1mg/ ml) 0.3ml

40mM ATP 0.1 ml

2mM CoA 0.1 ml

1mM antibiotic 0.1 ml

TMK soln. 0.4 ml

反 応 混 合 液 を37℃ でincubuteし なが ら経 時 的 に反

応 混 合 液 を 採 取 し,100℃ 2分 間 熱 処 理 に よ り酵 素 を失

活 させ,そ の各 検 体 に つ い て 残 存 力 価 のBioassayと

PPCに よ るBioautographyを 検 討 し た6)｡

(2) Bioassay

B. subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 と したCup法 を 用 い た 。

(3) Bioautography

No. 51 A 2× 4o(東 洋濾 紙)に,経 時 的 に 反 応 混 合 液 の

各検 体を10μlス ポ ヅ トした後,CHCl3: MeOH: 17%

NH40H (2: 1: 1)下 層で展開 し,B. subtilis ATCC 6633

を検定菌に 抗菌活性物 の同定を行 なつた。

7. 実験的 マウス感染症 に対す る治療 効果

(1) 感染菌液 の調製 と感染 菌量

下記各種使用菌をBHIま たはT. S. Brothに て,1

夜培養 し遠 沈菌 体をsuspension medium (×1/ 10 BHI

Broth)に 懸濁 し,所 定 の菌濃度 に希 釈調製 す る。 こ の

菌液を マウスの腹腔 内に0.5ml接 種 した。

Sta. aurms SMITH 1.8× 108

Str. Pyogenes S 23 2.7× 107

Str.pneumoniae III 4.4× 103

E. coli GN 2411-5 3.6× 106

K. pneumoniae 8045 1.4× 108

Pr. mirabilis 1287 1.8× 108

Ps. aeruginosa BMH 1 3.0× 108

Ps. aernginosa KY 8510 6.6× 107

Ps. aerugmosa KY 8511 2.0× 108

Ps. aemgmosa KY 8512 3.0× 107

Ps. aeruginosa KY 8516 3.0× 108

(cells/ マ ウ ス)

Table 1 Antibacterial spectrum of KW-1062 and GM MIC (ƒÊg/ ml)
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(2) 使用 マウス

dd系,〓,18±1g,1群10匹 を使 用 した。

(3) 治療効果判定

感染後7日 間 マウスの生死 を観 察 し,MILLER- TAINTE

法に よ りED50 (mg/ kg)を 算出 した。

II. 実 験 結 果

1. 抗菌 スペ ク トル

KW-1062はTable 1に 示す とお り,GMと 同様グ ラ

ム陽 性菌 お よび陰性菌に対 し広範囲に強 い抗菌 活性を示

した。 ただ,Strepmcoccus群 には他 のグラム陽 性菌 に

比 ベ 抗 菌 力 が 弱 く,嫌 気 性 菌 に は 抗 菌 力 を示 さな か った｡

こ の よ うな 成 績 は,GMに も 同様 に 認 め られ た｡

2. 感 受 性 分 布

数 種 の 臨 床 分 離 株 のKW- 1062感 受 性 分 布 は,Table 2

の とお りで あ る。Sta. aureusに つ い て は,KW- 1062は

GMと 同 様 に,0.1～ 0.2μg/ mlを 中 心 とす る分 布 を 示

した 。Ps. aeruginosaに つ い て は,KW-1062, GMそ

れ ぞ れ0.4～ L56μg/ ml, 0.4～ 0.78μg/ mlを 中心 とす

る分 布 を 示 し,Ps. aeruginosaのGM感 受 性 の 方 が

KW-1062よ りや や 良 好 で あ った 。Proms sp.の 感 受

(a) Sta. aureus 209-P (b) E. coli NIHJC -2 (c) Ps. aeruginosa NCTC 70490

(a) Pr. vulgaris ATCC 6897

Table 2 Susceptibility of clinical isolates

Fig. 2 Development of resistance of bacteria to KW-1062 and GM
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性 分 布 は,KW-1062, GMと もに0.4μg/ mlに ピ ー ク

を示 した｡又,こ れ らの 臨 床 分 離 株 の うちE. coliと

Ps. aerugmosaに つ い て をま一 部 耐 性 株 が 認 め られ,そ の

割 合 はKW-1062, GMほ ぼ 同 程 度 で あ った 。

3. 耐 性獲 得

Sta. aureus 209-P, E. coli NIHJC- 2, Ps. aeruginosa

NCTC 10490お よびPr. vulgaris ATCC 6897の 増 量

継 代 法 に よ る耐 性 獲 得 の経 過 をFig.2に 示 し た。Sta.

aureus 209-Pの 耐 性 上 昇 は 起 こ りに く く,一 方 グ ラム

陰 性桿 菌3株 のKW- 1062, GMに 対 す る 耐 性 の獲 得 は

階 段 的 に ほ ぼ 同 様 に 経過 した0

4. 抗 菌 作用 に対 す る各 種 因 子 の 影 響

培 地pH: KW- 1062の 抗 菌 活 性 は ア ル カ リ側 で強 く,

酸 性 側 で 弱 くな る傾 向 に あ った(Table3)。

接 種 菌 量; KW- 1062の 各試 験 菌 に 対 す るMIC値 は,

105～ 108cells/ mlの 範 囲 以 内 で そ の 変 動 が 小 さ く,109

cells/ ml接 種 の 高 菌 量 で わ ず か の 上 昇 が 見 られ た(Ta-

ble3)。

血 清添加: ヒ トお よび仔牛血清 の50%培 地添 加 まで

MICの 変動をみたが,い ずれ の試験菌 に対 して もその変

化 は軽 度であ った(Table4)。

これ らKW- 1062の 諸成績はGMに っいて も,同 様

に認め られた。

5. 血 清アルブ ミンとの結合性

BSA,HSAに 対す る結合率 の成績 をTable5 (a), (b)

に示 した。KW- 1062の 蛋白結合率は,測 定方法に よ り

測定値の違 いは あるが,BSA 33.2～ 37%, HSA0～ 4%

を示 し,こ の成績 はGMと ほぼ同 じであ った。 また ゲ

ル濾過法 のVeに よっても両剤の結合率に大差 のないこ

とが知 られた。結合率 には動物種差が認め られ,ヒ ト血

清 との結合性は きわめ て低 い と考 え られ る。一方BSA

を用いた ときKW- 1062の 結合型に抗菌活性 のあるもの

が認め られた。

6. 殺菌作用

Table 3 Effect of medium pH and inoculum size on antibacterial 

activity of KW-1062 and GM MIC (ug/ml)

Table 4 Effect of serum in medium on antibacterial activity of 

KW-1062 and GM MIC (pg/ml)
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(a) Gel filtration method

(b) Equilibrium dialysis method

Ps. aerugimsa PS-16, E. coli NIHJC- 2を 試験菌 と

してKW- 1062お よびGMの 殺菌作用 をFig. 3, 4に

示 した。各菌に対 しMIC濃 度以上の添加条件 では,添

加直後か ら急速 な生菌数 の減少がみ られ,著 明な殺菌作

用が認め られ た。KW-1062の 殺菌 効果はGMと ほぼ同

程度で あ った。 なお,E. coli NIHJC- 2の 場合には,2

時間後か ら増菌傾 向がみ られた。

7. 不活化 酵素 に対す る安定性

Ps. aerugmosa KY 8510か ら調製 した粗 酵素 を用 いた

アセチル化反応の結果をFig. 5, 6に 示 した。KW- 1062

は反応 中力価の減少は見 られ ない のに対 し,GMは 反応

とともに力価が減少 し60分 で残存力価約30%を 示 し,

それ以降の減少は,わ ずかで あ った｡PPCの Bioauto-

gramの 結果 か ら,GMは 成分中Claが20分 後,C2が

120分 後にそれ ぞれ抗菌 力を消失 してい ることがわか っ

た｡

8. 感染 治療効果

マ ウス腹腔内接 種に よる各種 感染症に対 し,KW- 1062

Table 5 Extent of protein-binding of KW-1062 and GM

Fig. 3 Bactericidal effect of KW-1062 and GM 

against E. coli NIHJC-2

Fig. 4 Bactericidal effect of KW-1062 and GM 

against Ps. aeruginosa PS-16

Fig. 5 Residual potency of reaction mixture in 

enzymaticinactivation by Ps. aeruginosa KY 8510
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(a) KW-1062

(b) GM

の 皮下 あ る い は 静 脈 内投 与 時 の 治療 効 果 をTable6に

示 した 。Sta. aureus Smith, Str. pyogenes S 23, Str.

pneumoniaeIII, E. coli GN 2411-5, K. pneumoniae 8045

お よびPr. mirabilis 1287の 感 染 症 に対 す るKW- 1062

の 治療 効果 は,GMと 同 等 の 効 果 が 得 られ た｡Ps. aeru-

ginosa株 の 感 染 症 で はGMと 同程 度 の 治療 効 果 を示 し

て 有 効 な も の,両 者 と も 無 効 な もの の 他 に, KW- 1062

の方がGMよ り優れた治療効果 を示す ものがみ られた0

薬 剤の投与ル ー ト差に よる効果 を,3菌 種の感染症を用

い比較 した結果では,静 脈 内投与 の方 が皮下投与 よ り同

じかあ るいは良好 な成績を示 したOこ の 傾 向はGMも

同様であ った｡

III. 考 察

本報では,新Aminoglycoside系 抗生物質KW- 1062

の細菌学的性質をGM7～ 11)と比較検討 した。KW-1062の

抗菌力,抗 菌スペ ク トルは,ほ ぼGMと 同程度で強力 な

抗菌力 とグ ラム陽性菌,陰 性菌 に幅広い抗菌 スペ ク トル

を示 す抗生物質で ある ことがわ か った。KW-1062の 抗

菌作用は培地pHが 低 くな った り,接 種菌量が高 くなる

につれ,軽 度 の抗菌 力の低 下を示 し,ま た,血 清添加に

よって,変 動 は 少 な く,か つ強い 殺菌作用を 示す など

Aminoglycoside系 抗生物質 の性状を示 し,こ れ らの傾

向はGMと 比較 して大差 なか った｡試 験管 内耐性獲 得で

もGMと 同程度 の上 昇が見 られた｡血 清 アルブ ミンとの

結合性は,使 用 アルブ ミンの動物種 差が見 られ るがGM

とそれ程大 きな相違 はな く,ヒ ト血清 アルブ ミソとの結

合は低率 であ った。KW-1062の 感 染治療 効果 は,GMと

ほぼ 同程度 の成績 を示 し,in vivoに おいて もin vitro

と同様有効 な抗生物 質であ ることがわか った。KW- 1062

とGMと の唯一 の細菌学的相違 は,あ る種 のPs. aeru-

ginosaを 用 いて無細胞 系の不活化反応を行 なった場合,

GMは 特定 の成分 が抗菌 力を失ない,抗 菌活性 が約1/3

に減弱す るのに対 し,KW- 1062は 抗菌 力を 失 な うこと

な く良い安定性 を示す ことであ る。 この ことは,そ の菌

株が6'-NH2基 をアセ=チル化 して不活化す る酵素を持つ

耐性菌で あ り,同 位置 が メチル化 されたKW-1062, GM-

C1は,そ の反応 の基質 とな り得ないため と考 えられ る。

Table 6 Protective activity of KW-1062 and GM against experimental 

bacterial infection in mice

Fig. 6 Bioautograms of reaction mixture in en-

zymatic inactivation by Ps. aeruginosa KY 8510

PPC : No. 51A 2 •~ 10(Toyo) 

Test organism : B. subtilis ATCC 6633 

Solvent : CH C13 : Me0H : 17%NH4OH 

(2 : 1 : 1) low er layer
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一方,こ の菌を 用いた 感染治療試験 で もKW-1062は

GMよ り良好な成績を示 した。 この種 のGM耐 性菌を考

慮す ると,KW-1062は 一つの特色を もったGM類 似抗

生物質 と考え られ る。

IV. 結 論

本報では,KW-1062の 抗菌作用につ いて,以 下の諸

成績が得 られた｡

1. KW-1062は,GMと 同様,グ ラム陽性菌お よび

陰性菌に作用す る広範 囲抗生物質 であ った。

2. KW-1062の 試験管 内抗菌 力はGMと 大差 なか っ

た｡

3. Ps. aeruginosa, E. coliの 増殖 に対 し,KW-1062

はGMと 同じ殺菌作用 を示 した。

4. 抗菌 力にお よぼす諸因子の影響,耐 性獲得,血 清

アルブ ミンとの結 合性な どについて,KW-1062の 成績

はGMと さほ ど大 きな差は見 られなか った。

5. KW-1062は,あ る種 のGM耐 性菌 に有効 であ っ

た0

6. KW-1062は,各 種 マ ウス感染症に対 しGMと 同

程 度の治療 効果を示 したO
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF KW-1062, A NEW 

AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTIC

KIYOSHI SATO, YOSHITAKA ARAKI, MASANORI FUKUI and HIROFUTO MARUMO 

Pharmaceuticals Research Laboratory, Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.

In vitro and in vivo evaluation of KW-1062, a new aminoglycoside antibiotic, was performed in compar-

ison with gentamicin. KW-1062 showed in vitro antibacterial activity against gram-positive and gram-

negative bacteria as well as gentamicin. Several antibacterial features of KW-1062 such as influence 

of medium pH and inoculum size, effect of addition of serum, binding to serum albumin, development 

of resistance, and bactericidal activity were shown to be almost identical with those of gentamicin. 

KW-1062 exhibited stronger activity than gentamicin against some clinical isolates of Ps. aeruginosa 

which seemed to produce 6'-N acetylating enzyme. The in vivo protective activity of KW-1062 was 

similar one with gentamicin in mice infected with certain strains of the gram-positive and gram-

negative bacteria.


