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緑 膿 菌 に 対 す るApalcillin,piperacimnお よ びPC-455の 抗 菌 作 用 に つ い て

尾花 芳樹 ・西野 武志 ・故中沢 昭三

京都薬大微生物

(昭和55年3月13目 受付)

我 国で開発されたAmpicillinあ るいはAmoxicillin誘 導体のApalcillin (APPC), Piperacillin

(PIPC)PC-455に つ いてこの構造中に存在する3位 のα位の融アミド結合置換基の抗菌作用に 及

ぼす影響について,Carbenicillin(CBPC)を 比較薬剤 として縁膿菌を用いて検討を行い,次 の よ

うな結果が得られた。

1)抗 菌作用型式について検討 したところ,APPC,PIPC,PC-455はCBPCに 比べ菌重の影響

を受けやすく,菌 量が5×107ce11g/mlの 場合に薬剤を作用させたところ,CBPCで は著明な殺菌

作用が認められたが,APPC,PIPC,PC-455で は静菌的な作用しか認められなかった。

2)Spheroplast形 成 に及ぼす影響では,CBPC作 用により,高 率にspheroplascが 形成され

るのに対 して,APPC,PIPC,PC-455作 用 ではほとんど形成が認められなかった。

3)リ ゾチーム,ア ミノ配糖体抗生物質との協力作用について検討を行ったところ。CBPCと の

併用では著明な協力作用を認めたが,APPC,PIPC,PC-455と の協力作用はCBPCの 場合より

も劣っていた。

4)各 薬剤処理菌の菌体構成 々分を定重 したところ,APPC,PIPC,PC-455処 理菌は菌体内に

RNA分 画の蓄積が認められるが,CBPC処 理 菌ではこのような現象は認められなかった。

緒 論

近 年,難 治 性 緑 膿菌 感 染症 を 目的 と した抗 生 物質 が 世

界 各 国 で研 究 開 発 され,そ の 中 で も合 成 ペ ニ シ リン の開

発 は 目 ざま しい も のが あ り,英 国 で はTicarcillin1),西

独 で はAzlocillin2),Mezlocillin3),我 国 で はApalcil-

lin4),Piperacillin5),PC-455な どが 合 成 され た。 そ し

て これ らの 最近 の開 発 の特 徴 と して はAmpicillinあ る

い はAmoxicillinの3位 の α位 のNH2基 を電 子 吸 引

性 の高 い 側 鎖 で置 換 し,酸 ア ミ ド結 合 を持 たせ た もの が

Fig. 1 Structure of penicillins

多 い 。 この よ うに して,Ampicillinか らApalcillin,

Piperacillin,Mezlocillin,Azlocillinが,Amoxicillin

か らPC-455が 誘 導 合 成 され た(FIg.1)。 これ ら の物 質

の 抗 菌 力 は グ ラム 陽 性 菌 お よび 縁膿 菌,イ ン ドール陽 性

変 形 菌 を 含 む ダ ラ ム陰 性菌 に 良 好 な 感 受 性 を 示 す 幅広 い

抗 菌 スペ ク トラム を窮 す る。

そ こで 今 回,抗 菌 作 用 に 及 ぼ す3位 の α位 の側 鎖 の影

響 につ い て 検 討 す るた め,Apalcillin,Piperacillinお

よびPC-455の 緑 膿 菌 に 対 す る抗 菌 作 用 につ い て,比

較 薬 剤 とし て既 知 合 成 ペ ニ シ リンCarbenicillin6)を 用

い て 検討 を 行 い,2,3の 知 見 を 得 た ので 報 告 す る。

実験 材 料 お よび 方 法

1)使 用 菌 株 お よび薬 剤

菌 株 と して は 臨 床 分離 縁 膿 菌Pseudomonas aerugi-

nosa E2株 を使 用 した。 薬 剤 と して はApalcillin(AP-

PC,PC-904:住 友 化 学 工 業K.K.),Piperacillin(PI-

PC,T-1220:富 山 化 学工 業K.K.),PC-455(山 之 内

製 薬K.K.),Carbenicillin(CBPC:藤 沢 薬 品 工 業K.

K.),卵 白 リゾチ ー ム(エ ーザ イK.K.),Gentamicin

(GM:塩 野 義 製 薬K.K.)の い ず れ も力 価 の 明 ら か な

も のを 使 用 した 。

2)抗 菌 作 用 型 式

Tryptosoya broth (TSB: Nissui)て 前 培 養 後5%
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の割 合 で,Heart infusion broth(HIB:Nissui)に 接

種 し,対 数 期 中 期(約1×108cells/ml)ま で37℃ で 振 と

う培 養す る。 この菌 液 を 同 培 地 で 希 釈 し,1×106cell/

mlお よび5×107cells/mlに 調 製 後,各 濃 度 の 薬 剤 を

添 加 し,3時 間 後 の 生 菌数 を 混釈 法 に よ り測 定 した。

3)Spheroplast

対 数 期 中 期 の 菌 液 をosmotic stabiliserと して15%

sucroseを 含 むHIBに 懸 濁 し1×106cells/mlに 調 製

す る。 この菌 液 に各 薬 剤 を 加 え,3時 間後 の 生菌 数 を,

stabilizerを 含 む 培 地(stabilized)と 含 ま な い 培 地

(shocked)で 希 釈 し,stabilizerを 含 む 寒 天培 地 で測 定
う

した 。

4)菌 体 構成 成 分 の 定量

対 数 期 中期 の菌 液 をHIBで5×107cells/mlに 希 釈

後,各 薬 剤 を添 加 し,37℃ で 培 養す る。1.5時 間 お よび

3時 間 後 に菌 液 をサ ンプ リン グ し,M/15リ ン酸 緩 衝 液

で 達 心 洗 浄後,菌 体 をPARK-HANCOCK7)の 方 法 で分 画

し,DNA分 画 をDiphenyhmine法,RNA分 画 を

Orcinol法,蛋 白質 分画 をLOWRY-FOLIN法 で それ ぞ

れ 比 色 定重 した。

5)漏 出菌 体 成 分 の 定 量

対数 期 中期 の菌 液 をsalt-glycerol合 成 培 地(K2HPO4

7g,KH2PO4 2g,Na3 citrate 5H2O 0.5g,MgSO4・

7H2O 0.1g,(NH4)2 SO4 1g,glycerol 5g/l)に 懸 濁

し,5×107cells/mlに 調製 す る。 この 菌液 に 各薬 剤 を

加 え,37℃ で培 養 後,1,2,3時 間後 に菌 液 を サ ンプ

リン グ し,達 心 操 作 お よび ミ リポ ァ フ ィル タ ー に よ る除

菌 後,上 清 中 のDNA分 画,RNA分 画,蛋 白質 分 画 量

を それ ぞ れ 前 述 の方 法 に よ り比 色 定 量 した。

6)リ ゾチ ー ム との協 力 作 用

対 数 期 中期 の 菌 液 をHIBで 希 釈 し,3×107cells/ml

に 調製 後,各 薬 剤 と卵 白 リゾチ-ム(Ly.)を 添 加 し,

経 時的 に濁 度 の変 化(O.D.550nm)と 生菌 数 を測 定 し

た。 ま た131Iで ラベ ル した リ ゾチ ー ムの 取 り込 み に つ い

て は,各 薬 剤 を60分 間 作 用 させ た菌 液 に131 I-lysozyme

(4.8×106cpm/tube)を 加 え,30分 間 作 用 後,菌 体 を

生理 食 塩 液 で3回 遠 心 洗 浄 後,Well-type scintillation

counter(AlokaJDC-207)に て線 量 を 計 測 した 。

7).ア ミノ配 糖 体 抗 生 物質 との協 力 作 用

対 数 期 中期 の 菌 液 をHIBで 希 釈 し,3×107cells/ml

に調製後,各 薬剤1を添 加 し,37℃ で培養する。1時 間

後にGentamicin(GM)を 加 え,さ らに培養を続け,

経 時的に生菌数を測定した。 また3H-Dibekacin(3H-

DKB)の 取 り込みについては,各 薬剤を60分 間作用さ

せた菌液に3H-DKB(3.2×10-3μCi/tube)を 加え,15

分間作用後,菌 体 を生 理食塩液で3回 違心 洗 浄 後,

Fig, 2 Bactericidal effect of PC-904, T-1220, PC-

455 and CBPC against P. aeruginosa E-2

soluene 100(Packard Co., Ltd)で 溶 解 し,氷 酢酸 で

中和 後,toluene scintillatorを 加 え て,Liquid scin-

tillation counter(Packard Co., Ltd.)に て 計 測 した。

8)色 素剤の取 り込みについて

対数期中期の菌液をHIBで 希釈 し,5×107cells/ml

に調製後,各 薬剤およびgentian-violet(5μg/ml)を

添 加し,37℃ で培養する。経 時的に菌液をサンプリン

グし,遠 心除菌後,上 清をO.D.590nmで 比色定量し

た。

実 験 結 果

1)抗 菌作用型式

種々のペニシリンの緑膿菌に対する抗菌作用型式の結

Fig. 3 Comparison of the viable count of stabilized

and osmotically shocked culture of P.

aeruginosa E -2
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果 をFig.2に 示 した 。 図 中,実 腺 が薬 剤 作 用 時 の 菌 量 が

5×107cells/mlの 場 合,破 線 が1×106cell/mlの 場

合 で あ る。 作 用 菌 重 が5×107cell/mlの 場 合,APPC,

PIPC,PC-455に つ いて は,1,000μg/mlの 高 濃 度 作 用

で も静菌 的 作用 で あ り,生 菌 数 の 減 少 は 認 め られ なか っ

た 。 一 方,CBPCで は 最 小発 育 阻 止濃 度(MIC)に 相 当

す る50μg/ml以 上 の 濃 度 でdose responseの あ る生

菌 数 の 減 少(殺 菌性)が 認 め られ た 。 作 用菌 量 が1×106

cell/mlの 場 合,APPC,PIPC,PC-455に つ い ては,

MICよ りも低 い 濃 度 で あ る0.5～5μg/ml作 用 で も強

い殺 菌 性 が 認 め られ た が,濃 度 を高 く して もdose res-

ponseの あ る殺 菌 性 で は な か った。 またCBPCに つ い

て は,50μg/ml以 上 の濃 度 でdose responseの あ る殺

菌 性 が認 め られ た 。

2)Spheroplast形 成 能 の 測 定

種 々の ペ ニシ リン作 用 に よ るspheroplast形 成 能 の 測

定 の 結 果 をFig.3に 示 した 。APPC(100μg/ml),PI-

PC(1,000μg/ml),PC-455(1,000μg/ml)作 用 に よ り

生 菌 数 は99%減 少す るが,stabilizedとshockedの 希

釈 系 列 に は ほ とん ど生 菌 数 の 差 は認 め られ ず,こ れ らの

薬 剤 作 用 に よ り,ほ とん どspheroplast形 成 は起 って い

ない よ うに 思 わ れ る。 一 方,CBPC(500μg/ml)作 用 で

はstabilizedとshockedの 希 釈 系 列 に 約10倍 の生 菌

数 の 差 が 認 め られ,CBPC作 用 に よ り高 率 にspheroplast

が形 成 され る こ とが認 め られ た 。

3)菌 体 構 成 成 分 の定 量

ペ ニ シ リン作 用 に よる菌 体 構 成成 分 の 含重 変 化 を 定 量

化 した結 果 をFig4に 示 し た 。APPC(100μg/ml),

PIPC(1,000μg/ml),PC-455(1,0001μg/ml)CBPC

(500μg/ml)作 用 に よっ て もDNA分 画 の 含量 は無 処 置

群 とほ とん ど差 は 認 め られ なか った 。 しか し な が ら,

Fig. 4 Measurement of DNA, RNA and Protein

of P. aeruginosa E-2

Fig. 5 Release of cellular consituents of P.

aeruginosa E-2

RNA分 画 と蛋白質分画に変勧が認められた。すなわち

CBPC作 用 により,RNA分 画,蛋 白質分画ともに無処

置群 よりも含重低下を楽たすのに射 して,APPC,PIPC,

PC-455作 用では蛋白質分画は無処置群とほとんど差は

認められなかったが,RNA分 画は異常に増加 している

ことが認められた。

4)漏 出菌体成分の定量

ペニシリン作用による漏出菌体成分の定量 の結 果を

FIg.5に 示 した。APPC(100μg/ml),PIPC(1,000

μg/ml),PC-455(1,000μg/ml),CBPC(300μ9/ml)

作用によっても,DNA分 画 の漏出量は無処置群とほと

んど差は認められなかった。 しかしながら,RNA分 画

と蛋 白質分画はCBPC作 用 により漏出量はひじょうに

多く,APPC,PIPC,PC-455作 用では無処置群よりも

わずかに多い漏出がみられたに遇 ぎなかった。

5)り ゾチームとの協力作用

細菌細胞壁溶解酵素 リゾチームとの櫨力作用について

検討した結果をFig.6,7,8に 示 した。Fig.6は 濁度の

変化,Fig.7は 生菌数を測定したものである。 いずれも

図中,実 線は各種ペニシリン(200μg/ml単 独作用の場

Fig. 6 Combination effect of each penicillin and

lysozyme on P. aeruginosa E-2
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Fig. 7 Combination effect of each penicillin and

lysozyme on P. aeruginosa E-2

Fig. 8 131 I-lysozyme uptake of P. aeruginosa E-2

treated with each penicillin

合であ り,破 線は リゾチーム(50μg/ml)を 併用した場

合である。APPC,PIPC,PC-455の 場合,濁 度の変化

および生菌数ともに薬剤単独 とほとんど差が認められな

か った。一方,CBPCの 場合,濁 度の変化および生菌数

ともに,薬 剤単独とリゾチーム併用群では差 が認 め ら

れ,リ ゾチーム添加により溶菌作用(殺 菌作用)が 増強

されるものと思われる。Fig.8は131 I-lysozymeの 取

り込みを測定したものである。APPC,PIPC,PC-455

処理菌は薬剤無処理菌 とほぼ同量,す なわ ち約4×104

c.p.m.の アイソトープを取 り込むのに対 して,CBPC

処理菌では約5×104c.p.m.を 取 り込むことが認めら

れた。

6)ア ミノ配糖体抗生物質との協力作用

アミノ配糖体抗生物質との協力作用について検討した

結果をFig.9,10に 示 した。Fig.9はGMと の協力作

用について生菌数で検討 したもので図中,実 線は各種ペ

ニシ リン(200μg/ml)単 独作用の場合であり,破 線 は

GM(1μg/ml)を 併用 した場合である。ほぼ静菌的作用

Fig. 9 Combination effect of each penicillin and

GM on P. aeruginosa E-2

Fig. 10 3H-DKB uptake of  P. aeruginosa E-2 tre-

ated with each penicillin

を示す濃度のGMを 各種ペニシリン処理菌に作用させる

と,急激に生菌数の減少が認められ,殺 菌性が増強される

が,15分 間 という短時間での生菌数の減少はCBPCの

場合が最も大きく,他 のべニシリン処理菌の約10倍 以

上であった。Fig.10は3H-DKBの 取 り込みを測定し

たものである。APPC,PIPC,PC-455処 理菌は薬剤無

処理菌の約1.3～1.5倍 に相当する9×108～1.05×104

d.p.m.を 取 り込むが,CBPC処 理菌は無処 理 菌 の 約

2.1倍 に相当する1.5×104d.p.m.の アイソトープを

取 り込むことが認められた。

7)色 素剤の取 り込みについて

色素剤(gentian-violet)の 取 り込みに対する影響に

ついて検討 した結果をFig.11に 示 した。APPC(100

μg/ml),PIPC(1,000μg/ml),PC-455(1,000μg/ml)

作用 により無処理菌よりもわずかに多 くの色素を取 り込

むのに過ぎないが,CBPC(500μg/ml)作 用 で は,90

分後 から急激な取 り込みが認められた。
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Fig.11 Effect of each penicillin on gentian-violet

uptake of P. aeruginosa E-2

考 察

今回私どもが使用したApalcillin(APPC),Pipera-

cillim(PIPC),PC-455の 緑膿菌に対する抗菌作用は既

存の抗緑膿菌性ベ ニシ リン系抗 生 物質Carbenicillin

(CBPC),Sulbenicillin(SBPC)8)の 作用 とは若干の差

達が認められた。すなわちまず第1に 抗菌作用型式につ

いては,APPC,PIPC,PC-455は 薬剤作用時の菌量に

よって異なり,菌 量が106 cells/ml以 下では殺菌的作用

を示すが,107 cells/ml以 上 では静菌的作用しか示さな

かった。一方,CBPCは いずれの菌量に於いても殺菌的

作用を示した。 このように菌量の影響を受けやすいとい

う原因の1つ に薬剤不活化酵素(β-lactamase)に よる

薬剤の不活化が考えられる。事実,APPCやPIPCは

CBPCよ りも緑膿菌から得られた β-lactamaseに 抵抗

性が低いと言われている9)。 しか しながら酵素産生性の

低い緑膿菌あるいは大腸菌を用いても,菌 量の影響を受

けやすいため,酵 素だけの影響によるものとは考 え難

い。第2にAPPC,PIPC,PC-455セ こよりspheroplast

形成がほとんど認められなかった。この点に関 しては既

に電子顕微鏡観察でも認めてお り10,11),これ らの薬剤が

既存のペニシリン系抗生物質とは異なった作用をも有す

るのか興味がもたれる。事実,広 田12)らはPIPCの 大腸

菌に対するpenicillin binding proteins(PBPS)に つ

いて,181 Iで ラベルしたureido型 ベ ニシリンとのcom-

petitionで 検討 してお り,PXPC・PBP 1A,1 Bs,2,

3,4,5,6以 外に新たに1Cに も結合 す る と報 告 し

てお り,今 後の研究成果が注目される。さらにHAMIL-

TON-MILLBR 13)は グラム陰性桿菌にベニシリン系 抗 生

物質を作用させると細 胞表 層 のpermeability barrier

に作用 して透過性を変えると報告しており,ま た既に私

どもも緑膿菌にSBPCを 作用させた時に細胞表層の変

化が生じると報告 している14)。しか しな が らAPPC,

PIPC,PC-455は ア ミノ配糖体抗生物質,リ ゾチームと

の併用性色素剤の取 り込み,漏 出菌体成分などの結果か

ら,こ れらの薬剤は少なくとも,CBPCよ りは,細 胞表

層に与えるdamageが 少ないものと考えられる。第3に

菌体構成成分定量の結果から,APPC,PIPC,PC-455

処理菌は,DNA,蛋 白 質分画の含量は薬剤無処理菌と

ほぼ同じであるが,RNA分 画の含量が異常に増加する

ということである。べニシリン系抗生物質は細菌細胞壁

合成阻害のため,DNA,RNA,蛋 白質の生合成には関

与 しないが,こ れらの薬剤はRNAに 何 らかの影響を及

ぼすものと思われ,今 後 ラベル物質の取 り込み実験によ

り検討を加えたいと考えている。以上のような結果を考

祭してみると,APPC,PIPC,PC-455は 既存のべニシ

リン系抗生物質の作用機序,す なわち細菌綱胞壁(muco-

peptide)合 成 阻害の他に,自 己 溶解 酵 素(autolytic

enzyme)の 活性抑制や,と くにRNA系 の 高 分 子合

成にも何らかの作用を有するものと恩われる。また最近

APPCやPIPCのbinding proteinの 研究がなされ,

Penicillin Gの 結合 す る蛋白とは異なるとい う結果も

発表されており15),さ らにこの点をも考慮した上で,さ

らに詳細な検討を加えている。
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ANTIBACTERIAL ACTION OF APALCILLIN, PIPERACILLIN

AND PC-455 AGAINST PSEUDOMONAS AERUGINOSA

YOSHIKI OBANA. TAKESHI NISHINO and the late SHOZO NAKAZAWA

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

Apalcillin (APPC), piperacillin (PIPC) and PC-455 developed in Japan as the derivatives of ampicillin

or amoxicillin have an acid-amide combined substituent at the 3-position (a position) in the chemical

structure. Possible influence of the substituent on the antibacterial action of these agents was studied

using carbenicillin (CBPC) as the control drug and Pseudomonas aeruginosa as the test organism, and

the following results were obtained.

1. The mode of antibacterial action of the test compounds was studied. APPC, PIPC and PC-455

were more liable to the influence by the inoculum size compared with CBPC. When these compounds

acted with the inoculum size of 5•~107 cells/ml, CBPC had a marked bactericidal action on the test

organism, but APPC, PIPC and PC-455 had a bacteriostatic action.

2. Possible influence of the test compounds on formation of spheroplasts was studied and it was

found that CBPC formed spheroplasts at a high percentage but APPC, PIPC and PC-455 scarcely

produced spheroplasts.

3. Synergism produced when each of the test compounds was used in combination with lysozyme

or an aminoglycoside antibiotic was investigated and it was found that there was marked synergism

when CBPC was combined with lysozyme or an aminoglycoside antibiotic, but synergism produced

when APPC, PIPC or PC-455 was combined with lysozyme or an aminoglycoside antibiotic was less

pronounced.

4. The components of the bacterial cells treated with each of the test compounds were quantitatively

determined. In the bacterial cells treated with APPC, PIPC or PC-455, accumulation of RNA fraction

was found but such phenomenon was detected in the bacterial cells treated with CBPC.


