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CS-1170に よ るEscherichia coli, Proteus morganir,

Serratia mareescensの 形 態 変化に つ い て
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緒 論

CS-1170は 三 共 株 式 会 杜 に お い て開 発 さ れ た 新 し い

cephamycin系 抗 生 物 質1)で あ る。 本 薬 剤 は7位 のα位 に

methoxy基 を有 してお り,グ ラム陽 性 菌 群,陰 性 菌群 に

対 し幅 広 い抗 菌 力 を 示 す のみ な ちず 各種 細 菌 の産 生 す る

Penicillinase,cephalosporinaseに 対 して非 常 に 強 い抵 抗

性 を示 し2,3),他の β-lactam系 抗 生 剤 に 耐性 のEscherichia

coli,indole陽 性 のProteusお よびSerratiaな ど`こ有 効 で

あ る4)。

Penicillinやcephalosporin等 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filament化

しspheroplastが 形 成 され る とい う研 究 はす で に 数 多 く

報告 され て い る5,6,7,8,9)。私 どももCephalexin,Carbenicillin,

Ticarcillin, Pipemcillin, Apalcillin等 の 薬 剤 を グ ラム 陰

性 桿 菌 に 作 用 させ た場 合 の 形 態 変 化 に つ い て研 究 し,

filament形 成 が 認め ちれ る と報 告 して きた10,11,12,13)。

今 回,私 ど もは 新 し く開 発 さ れ たcephamycin系 抗 生

物 質CS-1170に よるEscherichia coli, Proteus morganii,

Serratia marcescensの 形 態変 化 を染 色標 本,位 相 差 顕 微

鏡お よび走 査 電 子顕 微 鏡 を用 い て検 討 を行 っ た の で報 告

す る。

I.実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法

1.使 用 菌株 お よ び使 用 薬剤

菌 株 は臨 床 分離 の大 腸 菌Escherichia coli No.29, in-

dole陽 性 の変 形 菌Proteus morganii 101,霊 菌Serratia

marcescens T-55を 用 い,薬 剤 はCS-1170,Cefazolh

(CEZ)の い ず れ も力 価 の 明 確 な もの を 用 い た。 な お

MICはEcoliNo.29の 場 合CS-1170は1.56μg/m1,

CEZは3.13μg/m1で あ り,Proteusm organii101お よ

びSerratia marccescens T-55の 場 合 はCS-1170は6.25

μg/ml,CEZは>800μg/mlで あ った 。

2.染 色 標 本 に よ る観 察

Tryptosoy Broth(TSB: Nissan)を 用 い て 前 培 養

を行 い,こ れ をHeart Infusion Broth(HIB: Nissan)

に接種 し37℃ で 振 と う培 養 を行 った。 培 養約3時 間 後 の

対数 期 途 上 の菌 液(約107cells/ml)に 薬 剤 を作 用 させ1,

2,4時 間 後 に ス ラ イ ドグ ラス上 に菌 液 を塗 抹 し,メ チ

レンプルー液で染色し光学顕微鏡で視野中の約100個 の

菌の形態を観察した。

3-位 相差 微鏡による視察

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,一 方約3時 間振 とう培養を行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パラ

フィンで封入した。この標本を37℃の恒温培養装置付の

位相差顕微鏡(日 本光学)に より経時的に観察 と写真撮

影を行った。

4.走 査電子顕微鏡による視察

TSBを 用 いて前培養を行い,こ れをHIBに 接 種 し

37℃ で振 とう培養を行った。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1.5%glutaraldehyde溶 液にて前固定後,数 回buffer

に て洗浄し,KELLENBERGERら の方法14)に従 って1%

OsO4で 本固定を行った。これをアルコール系列にて脱

水し酢酸イソア ミルに置換後、臨界点乾燥法により乾燥

を行った。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 菌体表面構造の観察を行った。

II.実 験 結 果

1.E.coli No.29の 形態変化

A)染 色標本による観察

CS-1170やCEZをE.coli No.29に 作用させた場合ど

のような形態変化が見られるか,ま ず全体的な分布を知

るために染色標本によ り検討 を行 った。Fig.1はCS

-1170
,CEZと もにMIC濃 度 を中心に作用させた時の形

態変化をまとめたもので,両 薬剤ともに1/8MIC～1MIC

の間で著しいfilament化 が見ちれ4MIC以 上ではほと

んどすべて溶菌していた。ま.たfilament化 した菌体も時

間の経過 とともに溶菌 していくようであった。

このような形態変化の過程をさちに詳細に観察するた

めに,次 に位相差顕微鏡や走査電子顕微鏡を用いて観察

を行った。

B)位 相差顕微鏡による観察

Fig.2aは 正常なE.coli No.29の 分裂増殖 している様

子を観察 したもので培養150分 後の像である。Fig.2bは
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Fig. 1 Morphological alterations of E.coli No. 29

Fig. 2 Phase contrast micrographs of E.coli No. 29 

(a) Untreated E.coli No. 29 cells observed after 

150 min. of incubation

(b) Cells after 150 min. of exposure to CS-1170 

(1.56ƒÊg/ml)

CS-1170の1.56μg/mlを150分 作 用 させ た時 の 像 で,菌

体 のfilament化 と一 部 に 桿状 形 態 の ま ま で 溶 菌 す る像

が 見 られ た 。 またFig.2cはCS-1170の15.6μg/mlを120

分 作 用 させ た時 の像 で,spheroplast様 構 造 や 溶 菌 像 を

多数 観 察 す るこ とが で きた 。Fig.2dはCEZの3.13μg/ml

(C) Cells after 120 min. of exposure to CS-1170 

(15.6ƒÊg/ml)

(d) Cells after 150 min. of exposure to CEZ 

(3.13ƒÊg/ml)

(e) Cells after 60 min. of exposure to -CEZ 

(31.3ƒÊg/ml)

を150分 作 用 させ た時 の 像 で,菌 体 のfilament化 やsphe-

roplast様 構 造 が 見 られ 一 部 は 溶菌 して いた 。またFig-2e

はCEZの31.3μg/mlを60分 間 作 用 さ せ た 時 の 像 で菌

体 は ほ とん どfilament化 せ ずspheroplast様 構 造 を形

成 し,溶 菌 して い く様 子 を観 察す る こ とが で きた 。
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C)走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察

Fig.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CS-1170,CEZの 両 薬 剤 と

もdoseresponseの あ る著 明 な 殺菌 作 用 か 認 め られ た 。

この よ うな殺 菌 作 用 時 の形 態 変 化 をFig.4～Fig.16に 示

した。Fig.4は 正常 なE.cotiNo.29の 走 査 電顕 像 で表 面

構 造 はsrnoothで あ り桿状 の 形 態 を呈 して い るの を立 体

的 に捉 え るこ とが で きた。

Fig.5,6,7はCS-1170の1.56μg/mlを そ れ ぞれ1,

2,4時 間 作用 させ た時 の 走 査 電顕 像 で作 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。

Fig. 3 Effect of CS-1170 and CEZ on viability 

of E.coli No. 29

Fig. 4 Untreated E.coli No. 29 cells observed by 

scanning electron microscope

Fig. 5 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 1.56ƒÊg/ml of CS-1170 for 1 

hour

Fig. 6 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 1.56ƒÊg/ml of CS-1170 for 2 

hours

Fig. 7 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 1.56ƒÊg/ml of CS-1.170 for 4 

hours
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Fig. 8 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 15.6µg/ml of CS-1170 for 1 

hour

Fig. 9 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 15.6pg/ml of CS-1170 for 2 

hours

Fig. 10 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 15.6ƒÊg/ml of CS-1170 for 4 

hours

Fig. 11 Scanning electron micrograph of E.coti No.

29 exposed to 3.13ƒÊg/ml of CEZ for 1

hour

Fig. 12 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 3.13ƒÊg/ml of CEZ for 2 

hours

Fig. 13 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 3.13ƒÊg/ml of CEZ for 4 

hours
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Fig. 14 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 31.3ƒÊg/ml of CEZ for 1 

hour

Fig. 15 Scanning electron micrograph of E.coli No.

29 exposed to 31.3ƒÊg/ml of CEZ for 2

hours

Fig. 16 Scanning electron micrograph of E.coli No. 

29 exposed to 31.3ƒÊg/ml of CEZ for 4 

hours

Fig.8,9,10はCS-1170の15,6μg/mlを それ ぞれ1,

2,4時 間 作 用 させ た時 の 走 査 電 顕 像 で菌 体 表面 に 凹凸

が 見 ら れ る細 胞やspheroplast様 構 造 を立 体 的 に捉 え る

こ とが で きた 。 ま た溶 菌 が起 こ り菌 体 内容 物 の 流 出 した

と思 われ る像 も観 察 す るこ とがで きた 。

Fig11,12,13はCEZの3.13μg/mlを それ ぞれ1,2,

4時 間 作 用 させ た 時 の 走 査 電 顕 像 で 菌 体 は や やfila-

ment化 し,戎 面 に 凹凸 が 見 ちれspheroplast様 構 造 も若

干観 察 す るこ とがで きた。

Fig.14,15,16はCEZの31.3μg/mlを そ れ ぞれ1,2,

411寺間 作 用 させ た 時 の 走 査 電 顕 像 て 菌 体 は ほ とん どfil-

ament化 せ ず,多 くのspheroplast様 構 造 が 見 ちれ 菌 体

内容 物 の 流 出 し た と思 わ れ る像 も観 察 す る こ とが で き

た。

以 上 の 形 態 観 察 よ りCs-1170をE.coliNo.29に 作 用

さ せ た 場 合,1MICで は 菌 体 はfilament化 しsphe-

roplast様 構 造 は あ ま り見 られ ず桿 状 形 態 の ま ま溶 菌 し,

10MICで はspheroplast様 構 造 が 見 られ は げ し く溶 菌

した像 も観 察 で きた。一 方CEZ作 用 の場 合,1MICで は

菌 体 は や やfilament化 しspheroplast様 構 造 が 若 干 見

ら れ,10MICで は 菌 体 は ほ と ん どfilament化 せ ず に

spheroplast様 構 造 や 溶菌 像 を観 察 す る こ とが で きた。

次 にCEZ耐 性 のProteucs morganii101で は どの よ う

な形 態変 化 が 見 られ るか 検討 を行 った 。

2.Proteus morganiiの 形 態 変 化

A)染 色 標 本 に よ る観 察

CS-1170を 作 用 させ た 場 合 どの よ うな 形 態 変 化 が 見

られ る か,ま ず 染 色 標 本 に よ り検 討 した 。Fig.17はcs

-1170をMIC濃 度 を 中心 に 作 用 させ た場 合 の 形 態 変 化

をまとめた もので,1/8MIC-1/2MICで 著 しいfilament

化 が 見 られ るが,2MIC以 上 で はほ とん ど溶菌 し経 時 的

な変化はあまり見られず,短 時間内に溶菌作用が認めら

れた。

次にこのような形態変化を位相差顕微鏡により観察し

た。

Fig. 17 Morphological alterations of P.morganii 101



72 CHEMOTHERAPY OCT. 1978

B)位 相 差 顕 微 鏡 に よ る観察

Fig.18aは 正 常 なProteus morganii101の 増 殖 して い

る 様 子 を 観 察 した も の で培 養 後150分 目 の 像 で あ る。

Fig.18b,18c,18dはCS-1170の6.25μg/ml,31.3μg/

ml,62.5μg/mlを それ ぞれ60分 作 用 させ た時 の 像 で あ

る 。 いず れ も菌 体 は ほ とん どfilament化 せ ず にsphero-

Fig. 18 Phase contrast micrographs of P.morganii

101

(a)Untreated P.morganii 101 cells observed after 

150 min. of incubation

(b)Cells after 60 min. of exposure to CS-1170 

(6.25ƒÊg/ml)

(c)Cells after 60 min. of exposure to CS-1170 

(31.3ƒÊg/ml)

Plast様 構 造 を示 し短 時 間 で溶 菌 す る像 が 観 察 さ れ た 。

Fig.18eはCEZの100μg/mlを150分 作 用 さ せ た 時 の 像

で,一 部 に 溶 菌 した像 やfilament化 した 菌体 が 見 られ る

が ほ とん どは正 常 な形 態 を示 し培 養 時 間の 経 過 と と もに

分 裂 増 殖 し たe以 上 の よ うにCEZに 耐 性 のProteus

morganiiに 対 し て もCS-1170は 優 れ た 抗 菌 作 用 を示 し

たの で,さ らに 走査 電 子 顕微 鏡 を用 い て 菌体 表 面の 形 態

変 化 を観 察 した 。

C)走 査電子顕微鏡による観察

Fig.19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。CS-1170を6.25μg/mlお よ び62.5

μg/ml作 用 させ た場 合 には,い ずれ の 濃 度 に お い て も殺

菌 作 用 が認 め られ た。 しか しCEZを100μg/ml作 用 させ

た場合,1時 間 で はCS-1170を6.25μg/ml作 用 させ た場

合 と同程 度 に 生 菌数 は減 少 した が それ 以 後 は 著 し く再 増

殖 が 認 め られ た 。 こ の よ うな殺 菌 作 用 時 の 形 態 変 化 を

Fig.20～25に 示 した。

Fig.20は 正 常 なProteus morganii101の 走 査 電 顕 像

で表 面構 造 はsmoothな 形 態 を示 して い る。

Fig.21,22はCS-1170の6.25μg/mlを そ れ ぞれ1,4

時 間 作 用 させ た時 の 走 査 電 顕 像 で,spheroplast様 構 造

(d)Cells after 60 min. of exposure to CS-1170 

(62.5ƒÊg/ml)

(e)Cells after 150 min. of exposure to CEZ 

(100ƒÊg/ml)
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Fig. 19 Effect of CS-1170 and CEZ on viability 

of P. morganii 101

Fig. 20 Untreated P.morganii 101 cells observed by 

scanning electron microscope

が 見 られ ま た溶菌 がお こ り菌体 内容 物 の 流 出 した よ うな

像 も観察 で きた 。

Fig.23,24はCS-1170の62.5μg/mlを そ れ ぞ れ1,4

時 間 作 用 させ た 時 の 走 査 電 顕 像 でspheroplast様 構 造

や,溶 菌 が お こ り菌 体 内 容物 の流 出 した と思 われ る像 を

観 察 す るこ とが で きた。

Fig.25はCEZの100μg/mlを4時 間作用させた時の走

査電顕像で一部菌体内容物が流出したような像 も認めら

Fig. 21 Scanning electron micrograph of P.morganii 

101 exposed to 6.25ƒÊg/ml of CS-1170 for 1 

hour

Fig. 22 Scanning electron micrograph of P.morganii 

101 exposed to 6.25ƒÊg/ml of CS-1170 for 4 

hours

れ るが ほ とん どの菌 体 が 正常 な形 態 を示 して お り,生 菌

数 の 推 移 とよ く一致 して い る と思 われ る。

以 上 の 観 察 結 果 よ りCS-1170をProtetcs morganii

101に 作 用 させ た場 合,菌 体 は ほ とん どfilament化 せ ず

spheroplast様 構 造 を形 成 し短 時 間 内 に 溶 菌 す る こ とが

わ か っ た。またCEZを 作 用 させ る とい っ た ん溶 菌 す る も

の もあ るが ほ とん どは 再増 殖 し,正 常菌 と同様 の 形 態 を

示 した。

こ の よ うにCEZ耐 性 菌 に 対 して もCS-1170は 優 れ た

抗 菌 作 用 を示 したので さらにSerratia marcescensT-55

を用 い検討 した。
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Fig. 23 Scanning electron micrograph of P.morganii 

101 exposed to 62.5ƒÊg/ml of CS-1170 for 1 

hour

Fig. 24 Scanning electron micrograph of P.morganii 

101 exposed to 62.5ƒÊg/ml of CS-1170 for 4 

hours

Fig. 25 Scanning electron micrograph of P.morganii 

101 exposed to 100ƒÊg/ml of CEZ for 4 

hours

3.SerretiamarcescensT-55の 形 態 変 化

A)染 色標本による観察

CS-1170を 作用させた場合 どのような形態変化が見

られるかまず染色標本によ り観察 した。Fig.26はCS

-1170をMIC濃 度 を中心に作用させ た場合の形態変化

をまとめたもので,1/8MIC～4MICで 著しいfilament

化が見られ時間が経過すると溶菌作用が徐々にあちわれ

るように思われた。

次に位相差顕微鏡により経時的に観察した。

B)位 相 差顕 微 鏡 に よ る観 祭

Fig.27aは 正 常 なSerratia marcescensT-55の 増 殖 し

て い る様 子 を観 察 した もの で培 養 後120分 目の像 で あ る。

Fig.27b,27c,27dはCS-1170の6.25μg/ml,31,3μg/ml,

62.5μg/mlを お の おの120分 作 用 させ た 時 の 像 であ る。

す なわ ち6.25μg/ml作 用 では 菌 体 は 著 し くfilament化

し中 央部 が やや 膨 化 した像 も観 察 で きた 。31.3μg/ml作

用 で はや やfilament化 す る がspheroplast様 構 造 が 認

め られ た 。62.5μg/ml作 用 では あ ま りfilament化 せ ず

に数 多 くのspheroplast様 構 造 が 見 られ,一 部 に は 溶菌

した像 も観 察 す る こ とが で き た。Fig.27eはCEZの100

μg/mlを120分 作 用 させ た 時 の 像 でfilament化 した 菌

体 やspheroplast様 構 造 も観 察 で き る が,正 常 な形 態 の

細 胞 も 多数 観 察 で きた。 この よ うな形 態 変 化 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 し

た。

C)走 査電子顕微鏡による観察

走査電子顕微鏡試料作製時の生菌数の変化 をFig.28

に示 した。CS-1170を 作用させた場合6.25μg/ml以 上の

濃度で殺菌作用を示したが,CEZの100μg/ml作 用では

1時 間後まで,静 菌作用が見られ,そ れ以後は再増殖が

認められた。

こ の よ う な殺 菌 作 用 時 の 形 態 変 化 をFig.29～41に 示

した。Fig.29は 正 常 なSerraha marcescensT-55の 走査

電顕 像 で表 面構 造 は 比較 的smoothな 桿状 形 態 を示 して

Fig. 26 Morphological alterations of 

S. marcescens T-55
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Fig. 27 Phase contrast micrographs of S.marcescens T-55

(a)Untreated S.marcescens T-55 cells observed after 

120 min. of incubation

(b)Cells after 120 min. of exposure to CS-1170 

(6.25ƒÊg/ml)

(c)Cells after 120 min. of exposure to CS-1170 

(31.3ƒÊg/ml)

い る。

Fig30,31,32はCS-1170の6.25μg/mlを それ ぞ れ1,

2,4時 間作 用 させ た 時 の 走 査 電 顕 像 で菌 体 はfilament

化 しspheroplast様 構 造 を観 察 す る こ とが で きた。

Fig.33,34,35はCS-1170の31.3μg/mlを それ ぞれ1,

2,4時 間作 用 させ た 時 の走 査 電 顕 像 で,菌 体 のfilament

(d)Cells after 120min. of exposure to CS-1170 

(62.5ƒÊg/ml)

(e)Cells after 120 min. of exposure to CEZ 

(100ƒÊg/ml)

化 とspheroplast様 構 造 が観 察 で き,一 部 に は 溶 菌 像 も

見 られ た。

Fig.36,37,38はCS-1170の62.5μg/mlを それ ぞれ1,

2,4時 間 作 用 させ た時 の 走査 電 顕 像 で菌 体 はfilament

化 しspheroplast様 構 造 が観 察 され 溶菌 像 も見 られ た。

Fig.39,40,41はCEZの100μg/mlを それ ぞ れ1,2,

4時 間作 用 させ た時 の 走 査 電顕 像 で1,2時 間後 で は菌

体 のfilamentやspheroPlast様 構 造 も見 ら れ る が 時 間

が 経過 す る と正 常 な形 態 を示 す像 が 多数 観 察 で きた 。

以上 の観 察 結 果 よ りCS-1170はSerratia marcescens

T-55に 対 し て も優 れ た 抗 菌 作 用 を 示 し,菌 体 のfila-

ment化 やspheroplast様 構 造 を形 成 す る の が 観 察 さ れ

た 。 またCEZで は 一 部 の 菌 体 はfilament化 やsphero-

plast様 構 造 を示 した が時 間 の経 過 と と もに こ の よ う な

菌 体 は観 察 で きな くな り,正 常 な 形 態 を した 細 胞 を観 察

す る こ とが で き る よ うに な った 。
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Fig. 28 Effect of CS-1170 and CEZ on viability 

of S.marceacens T-55

Fig. 29 Uutreated S.marcescens T-55 cells 

observed by scanning electron microscope

Fig. 30 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 6.25ƒÊg/ml of CS-1170 

for 1 hour

Fig. 31 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 6.25ƒÊg/ml of CS-1170 

for 2 hours

Fig. 32 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 6.25ƒÊg/ml of CS-1170 

for 4 hours
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Fig. 33 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 31.3ƒÊg/ml of CS-1170 

for 1 hour

Fig. 34 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 31.3ƒÊg/ml of CS-1170 

for 2 hours

Fig. 35 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 31.3ƒÊg/ml of CS-1170 

for 4 hours

Fig. 36 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 62.5ƒÊg/ml of CS-1170 

for 1 hour

Fig. 37 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 62.5ƒÊg/ml of CS-1170 

for 2 hours

Fig. 38 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 62.5ƒÊg/ml of CS-1170 

for 4 hours
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Fig. 39 Scanning electron micrograph of Sanarces-

cens T-55 exposed to 100ƒÊg/ml of CEZ 

for 1 hour

Fig. 40 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 100ƒÊg/ml of CEZ 

for 2 hours

Fig. 41 Scanning electron micrograph of S.marces-

cens T-55 exposed to 100ƒÊg/ml of CEZ 

for 4 hours

III

. •lŽ@

S,B.ZIMMERMAN and E.O.STAPLEy17)ら は す でに

Cefoxitinに よ るEnterobactercloacaeの 形 態 変 化 に つ

い て報 告 して お り,Cefoxitin作 用 に よ る 菌体 のfilament

化 はCephalexin,CephTadine,Cephapirin.Carbenicil-

lin,Ticarcillinを 作 用 させ た時 よ り も短 い と轍告 し てい

る 。 また7位 あ るい は6位 に 芳 香性 の 置換 基 を持 た ない

Cephaloridine,Cephacetrile,Cephalosporin C,6

-aminopenicillanic acid ,7-aminocephalosporanic

acid,FL-1060な どで は菌 体 のfilament化 が認 め られ な

か っ た と報告 してい る 。 今回 私 ど もは 新 し く開 発 され た

cephamycin系 抗 生 物 質CS-1170に よ るE.cotiNo.29

の 形態 変 化 に つ いてCEZを 比 較 薬 剤 と して 検 討 した と

こ ろ,CS-1170に よる菌体 のfilament化 はCEZと ほ ぽ 同

様 で あ っ た がCS-1170の 場 合 そ の 溶 菌 過程 に お い て特

にlMIC濃 度 ではCEZに 比 べspheroplastff構 造 が 出

現 しに く く,桿 状 形 態 の ま ま溶 菌 す る菌体 も認 め られ た。

最 近B,G.SPRATT18,19)ら はpenicillin作 用 時 に お け るE.

coliの 形 態 変化 を決 定 す る因 子 として,penicillin bind-

ing proteinの 存 在 を 挙 げ て い る。 す な わ ちbinding

protein1はcell elongationに 影 響 を 与 え,ま たbind-

ing protein2,3は そ れ ぞ れcell shapeお よ びcell

divisionに 影 響 す る と して お1),そ れ 以 外 に もbinding

proteinが 存 在 す る こ と を報 告 して い る。 上 記 の よ うに

形 態 面 での 差 がE.coliで 見 ちれ るの はCS-1170とCEZ

でbinding proteinに 対 す る親 和性 に 少 し相 異 が あ るの

では な い か と も考 え ちれ るの で,今 後 それ らに つ い て も

検 討 を試 み た い と考 え て い る。

ま たCS-1170に よ るcephalosporin耐 性 のProteus

morganii101の 形 態 変化 に つ い て 検 討 した と こ ろ菌 体

は ほ とん どfilament化 せ ず 短 時 間 にspheroplast様 構

造 を形成 して溶 菌 して い く様 子 を観 察 で きた。 また 同 様

にSerratia marcescensT-55の 形 態 変化 につ い て も検

討 し た と こ ろCS-1170の1MIC作 用 で は 菌 体 はfila-

ment化 し,10MIC作 用ではあま りfilament化 せ ずに

spheroplast様 構造を形成し溶菌する様子を観察す るこ

とができた。一方CEZは 両菌株に対 して非感受性である

ため作用後短時間内では一部の菌体に変化が見られたが,

時間の経過とともに分裂,増 殖し正常な形態を示した。

以 上 の よ う にCS-1170はcephalosporinaseを 産 生 す

るboteus morganii101,Seratia marcescensT-55に

対 して も優 れ た抗 菌 作 用 を示 す こ とが 形 態 的 に 確 か め ら

れ た。

要 約

今 回私 ど もは 三 共 株 式 会社 で 新 し く開 発 さ れ たCS

-1170に よ るElscheribhia cotiNo .29,Protetcs morga-
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nii 101,Serratia marcescens T-55の 形 態 変 化 につ い

て,比 較 薬剤 と してCefazolin(CEZ)を 用 い染 色標 本,

位 相 差 顕微 鏡 お よび 走 査 電子 顕 微 鏡 に よ り検 討 を行 っ た

結 果,次 の よ うな成 績 が得 られ た。

1)E.coli No.29に 対 しCS-1170を 作 用 させ た場 合,1

MICで は菌 体 がfilament化 し桿 状 形 態 の ま ま溶 菌 す る

が,10MICで は あ ま1)filament化 せ ず にspheroPlast様

構 造 を形 成 し溶菌 した 。CEZの 場 合 に は,1MICで は菌

体 がfilament化 しspheroplast様 構 造 を 形 成 し溶 菌 す

るが,10MICで は 菌 体 は ほ とん どfilament化 せ ずsphe-

roplast様 構 造 を 形成 して 溶菌 した像 を観 察 す る こ とが

で きた。

2)Proteus morganii 101で はCS-1170の 作用 に よ り菌

体 はほ とん どfilament化 せ ずspheroplast様 構造 を形成

し短 時 間に 溶 菌 した。一 方,CEZで は ほ とん ど変 化 が認

め られ なか った。

3)Serratia marcescensT-55に 対 しCS-1170を 作 用

させ た場 合,1MICで は 菌 体 が 著 し くfilameRt化 し中

央 部 がや や 膨 化 す るが,10MICで は菌 体 は あ ま りfila-

ment化 せ ずspheroplast様 構 造 を形 成 し溶菌 した。CEZ

の場 合 に は,一 部 にfilament化 やsphemPlast様 構 造 も

見 られ た が ほ とん どは正 常 な 形 態 を示 した 。

文 献

1) NAICAO, H.; H. YANAGISAWA, B. SHIMIZU, M.

KANEKO, M. NAGANO & S. SUGAWARA: A new

semisynthetic 7a-methoxycephalosporin, CS-1170:

7fl-(((cyanomethyl)thio ) acetamido)-7a -methoxy
-3-(((1-methyl -1 H-tetrazol-5-yl)thio) methyl)
-3-cephem-4-carboxylic acid

. J. Antibiotics 29:
554-558, 1976

2) 第25回 日本化学療法学会西日本支部総会 新薬シ

ン ポ ジ ウ ムII CS-1170。1977, 岡 山

3) ONISHI, H. R. ; D. R. DAOUST, S. B. ZIMMERMAN,
D. HENDLIN & E.O. STAPLEY : Cefoxitin , a
semisynthetic cephamycin antibiotic: Resistance
to fi-lactamase inactivation. Antimicr. Agents
& Chemoth. 5: 38-48, 1974

4) 西 野 武志, 宇津 井 幸 男, 故中 沢 昭三: CS-1170に 関

す る細 菌 学 的研 究Chemotherapy 26 (S-5): 40

～56 ,1978

5) DIENES, L.: The development of Proteus cul-

tures in the presence of penicilin. J. Bacteriol.

57: 529-546, 1949

6) FLEMING, A.; A. VOUREKA, I. R. H. KRAMER

& W. H. HOGHES. The morphology and

motility of Proteus vulgaris and other orga-

nisms cultured in the presence of penicillin. J.

Gen. Microbiol. 4: 257-269, 1950

7) LEDERBERG, J.: Bacterial protoplasts induced by

penicillin. Proc. N. A. S. 42: 574-577, 1956

8) BURDASH, N. M.; M. A. EHRLICH, H. G. EHR-

LICH & J. T. PARISH: Electron microscopy

of Proteus vulgaris exposed to cephalothin. J.

Bacteriol. 95: 1956-1960, 1968

9) PRIOR, R. B. & J. F. WARNER: Morphological

alterations of Pseudomonas aeruginosa by

Ticarcillin: A scanning electron microscope

study. Antimicr. Agents & Chemoth. 6: 853•`

855, 1974

10) NISHINO, T. & S. NAKAZAWA: Cephalexin-

induced morphological alterations in the surfa-

ce structure of Staphylococcus aureus and Esche-

richia coli demonstrated by scanning electron

microscopy. Jpn. J. Microbiol. 17: 383-392,

1973

11) 西 野 武 志, 山 岸純 一, 渡 辺 泰雄, 中沢 昭 三: 緑膿

菌 に対 す るT-1220の 抗 菌像 につ いて 。Chemothe-

rapy 25: 755～764, 1977

12) 西 野 武 志, 尾 花芳 樹, 後 藤 直 正, 山 岸純 一, 中沢

昭 三: 緑 膿 菌 に 対 す るTicarcillinの 抗 菌 像 に つ

いて 。Chemotherapy 25: 2428～2436, 1977

13) 西 野武 志, 山 岸 純一, 平 井 芳 美, 故中 沢 昭 三: 緑 膿

菌 に 対 す るPC-904の 抗 菌像 に つ い て。Chemothe-

raPy26(S-2):79～110,1978

14) KELLENBERGER, E.; A. RYTER & J. SECHAUD

:Electron microscope study of DNA-containing

plasmas. II Vegitative and mature phage

DNA as compared with normal bacterial nu-

cleoids in different physiological states. J.

Biophys. Biochem. Cytol. 4: 671•`678, 1958

15) ANDERSON, T. F.: Techniques for the preser-

vation of three-dimensional structure in prepa-

ring specimens for the electron microscope.

Trans. N. Y. Acad. Sci. 13: 130-134, 1951

16) HORIDGE, G. A. & S. L. TAMM: Critical point

drying for scanning electron microscopic study

of ciliary motion. Science 163: 817•`818, 1969

17) ZIMMERMAN, S. B. & E. O. STAPLEY: Relative

morphological effects induced by cefoxitin

and other beta-lactam antibiotics in vitro.

Antimicr. Agents & Chemoth. 9: 318-326,

1976

18) SPRATT, B. G.: Distinct penicillin binding pro-

teins involved in the division, elongation and

shape of Escherichia coli K-12. Proc. Nat. Acad.

Sci. USA. 72: 2999-3003, 1975

19) SPRATT, B. G. & A. B. PARDEE: Penicillin bind-

ing proteins and cell shape in E. coli. Nature 254

:516•`517, 1975



80 CHEMOTHERAPY OCT. 1978

MORPHOLOGICAL ALTERATIONS IN ESCHERICHIA COLI NO.29,

PROTEUS MORGANII 101 AND SERRATIA MARCESCENS T-55

EXPOSED TO CS-1170

TAKESHI NISHINO, YUKIO UTSUI, NAOMASA GOTO and SHOZO NAKAZAWA
Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

The effects of CS-1170 and cefazolin (CEZ) on the morphology of Escherichia coli No.29, Proteus
morganii 101 and Serratia marcescens T-55 were examined with light microscope, phase contrast micros-
cope and scanning electron microscope. The following results were obtained.

1) Exposure of E. coli No.29 to CS-1170 revealed the formation of long filaments and spheroplast-
like structures. The degree of morphological change was related to the concentrations of CS-1170 used.
The filamentous forms were observed when the concentration of CS-1170 was low. Where the concen-
tration of CS-1170 was high, the cells formed spheroplasts.

It seemed that these morphological alterations of E. coil No.29 treated with CS-1170 were similar to
that seen with CEZ.

2) The filamentous forms, spheroplast-like structures, and cell lysis were observed when CS-1170
was allowed to act on Proteus morganii 101 and Serratia marcescens T-55 (fi-lactam antibiotics resist-
ant strains)

When effected with CEZ, most cells grew similarly to untreated controls in Proteus morganii 101 and
Serratia marcescens T-55.


