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Cefpiramide(CPM,SM-1652)のpenicillin binding Protein(PBP)に 対する結合親和性,

およびPBPと 形態変化との関連を大腸菌および緑膿菌を用いて検討した。

Cefpiramideは 大腸菌のPBP-1A,1Bs,2,3,お よび緑膿菌のPBP-1A,1B,3,4に 対 し

強い親和性を示した。特に,分 裂に必須とされるPBP-3に 対 しては,両 菌種とも最も強い親和性

を示し,こ のことはMIC以 下の濃度のCefpiramide存 在下における伸長細胞の形成 という形態

変化からも裏付けられた。濃度が高くなるに従い,大 腸菌では溶菌が観察されたが,緑 膿菌では大

腸菌の場合よりも広い濃度範囲で菌体の伸長化が認められた。

Cefpiramide(CPM,SM-1652),Sodium(6R,7R)-

7{(R)-2-(4-hydroxy-6-methyl-3-pyridylcarbox-

amido)-2-(p-hydroxyphenyl)acetamido]-3-{[(1-me-

thyl-1H-tetrazol-5-yl)thio]methy1}-8-oxo-5-thia-

1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylateは,グ

ラ ム陽 性 お よび陰 性 菌 に対 して,幅 広 い抗 菌 ス ペ ク トル

を もつ 新 しい注 射用 セ フ ァ ロスポ リン誘 導 体 で あ る。 こ

の物 質 の抗 菌 ス ペ ク トル に お け る特 徴 は,既 存 の セ フ ァ

ロス ポ リンが,ほ とん ど無効 で あ る緑 膿 菌 に対 して強 い

抗 菌 力 を示 す こ とで あ る1,2)。

この抗 菌 力 を解 明 す るた め に,β-lactam抗 生 物 質 の

標 的 酵 素 で あ るpenicillin binding protein(PBP)に

対 す る結 合親 和 性 を 大 腸 菌 お よ び 緑 膿 菌 を 用 い て検 討

し,あ わ せ て,PBPに 対 す る 親 和 性 と形 態 変 化 との 関

連 に つ い て も検 討 を 行 な っ た の で報 告 す る。

1. 実験 材料 お よび 方 法

1. 使 用菌 株

PBPに 対 す る 結 合 親 和 性 の解 析 には,E.coli JE 1011

お よびP.aeruginosaNCTC10490を,ま た,形 態 変

化 の 観 察 に はE.coli NIH JJC-2お よびP.aeruginosa

PAO 2142を 使 用 した 。

2. 使用 薬 剤

Cefpiramide(cPM:力 価899μg/mg)お よびcefo-

perazone(cPz:力 価900μg/mg)は 当 研究 所 で合 成 さ

れ た 。cefazolin(cEz:力 価921μg/mg,藤 沢 薬 品)

は市 販 品を 用 いた 。

3. 感 受 性 測 定

前 培 養にTryptosoya broth(ニ ッス イ),感 受 性 測 定 に

Heart infusion agar(HIA,ニ ッス イ)を 用 い,日 本化

学 療 法 学 会標 準法3)に 従 い37。C18時 間 培 養 後 のMIC

(μg/ml)を 求 め た 。 接 種 菌 量 は106cells/mlで あ る。

4.大 腸菌 お よび 緑 膿 菌 の 細 胞 膜 画 分 の 調 製

E.coliJE 1011お よびP.aeruginosa NCTC10490

の 細 胞 膜 画 分 の 調 製 はSPRATTの 方 法4,5)に 準 じて行な

った 。 す な わ ち,被 験 菌 をPenassaybroth(Difco)で

37℃,対 数 増 殖 後 期 ま で振 量 培 養 後,遠 心 集 菌 し,0.01

MNa-phosphate buffer(pH7.0)で1回 洗 浄 後,同

じbufferに 懸 濁 し,氷 冷 下,超 音 波 破 砕 を 行 な った。

破 砕 液 を4,000×910分 遠 心 し,未 破 砕 菌 体 を除 き,

上 清 を100,000×930分 で 超 遠 心 を 行 な った 。 超 遠心後

の 沈 殿 を0.01MNa-phosphatebuffer(pH7.0)1こ

懸 濁 し,再 度100,000×930分 の 超 遠 心 を 行 ない,そ

の 沈 殿 を0.01MMgCl2を 含 む0.05MNa-phosphate

buffer(pH.7.0)に 懸濁 し,LOWRY法6)で,蛋 白量が

20mg/mlに な る よ うに 調 製 した も の を,細 胞膜 画分

と した 。

5. PBPに 対 す る結 合 親 和 性 の解 析

薬 剤 を 最終 濃 度 が0.03か ら段 階 的 に300μg/mlに な

る よ うに 細 胞 膜 画 分 に 加 え,30℃10分 反 応 後,14C-

PCG(RadiochemicallCentre,Amersham,England,

59.5mci/mmol)3μl(0.15μCi)を 加 え,さ らに30℃

10分 反 応 し た 。 そ の 後 過 剰 の 無 標 識PCGお よび

Sarkosylを 加 え て,反 応 を と め,内 膜 を 可 溶 化 した。

遠 心 で 外膜 を 除 いた 反 応 液 をSDS-polyacrylamide gel

slab electrophoresisに か け,続 い て,fluorography7)

を 行 な った 。 各PBPに 対 す る14C-PCGの 結 合 を50
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%阻 害 す る 薬 剤 濃 度(ID5G)はX-ray filmの 黒 化 度

をdensitometerを 用 い て 測 定 し,求 め た 。

6. 形 態 変化 の 観察

ス ラ イ ドグ ラス上 に 薬剤 を 含 む フ ィル ム寒 天(HIA,

ニッス イ)を 作 成 し,一 方,37℃1.5時 間 静 置 培 養 を

行 な った 菌 液 の 一 白 金 耳 を カバ ー グラス に 塗 抹 し,こ れ

を 寒 天上 に か ぶ せ て パ ラ フ ィンで 周 囲 を 封 入 した 。 この

標 本 を37℃2.5時 間 培 養 し,位 相 差 顕 微 鏡(日 本 光 学)

に よ り観察 お よび 撮 影 を 行 な った 。

II. 実 験 結 果

1. CPMのPBPに 対 す る結 合 親 和性

CPMのE.coli JE 1011お よびP.aeruginosa NCTC

10490のPBPに 対 す る 結 合 親 和 性 を,densitometer

に よっ て測 定 した 阻害 率(Fig.1)お よ びID50(Table

1) として 示 した。

a) 大 腸 菌

CPMのE.coli PBPに 対 す る 親 和 性 は,PBP-3

に 最 も強 く,0.04μg/mlのID50を 示 し,続 いてPBP-

1A,2,1Bsの1頂 に 強 い 親 和 性 を 示 す が4,5,6に 対

して は,ほ と ん ど結 合 しなか った 。CPZも 類 似 の結 合

親 和 性 を示 し,PBP-3に 対 す る親 和 性 が 最 も 強 く,続

いて1A,1Bs,2の 順 で あ った 。CEZは こ れ ら2剤

と異 な りPBP-1Aに 対 し て 最 も 強 い 親 和 性 を 示 すが

PBP-1Bs,2,3に 対 して は10～100倍,弱 い 親 和 性 し

か示 さなか った 。 また,CPMが ほ と ん ど 結 合 し な い

PBP-4に 対 してCEZは 比 較 的 強 い 親 和 性 を 示 した 。

b) 緑 膿 菌

P.aerttginosa PBPに 対 す る 親 和 性 で は,CPMは

PBP-3,1A,4,1Bの 順 に 強 い 親 和 性 を 示 し,ID50は

Fig. 1 Densitometry of PBPs in E. coli and P.

aeruginosa that preincubated with CPM

Table. 1 Affinity of CPM to PBPs (ID5o values)
(1) E.coli K12 JE1011

(2) P.aeruginosa NCTC 10490

N.B. 1) Method preincubation method [14C - PCG was added after preincubation of membrane with ƒÀ-lactams.]

2) ID50 indicates the concentration of ƒÀ-lactams require to reduce 14C- PCG binding by 50%.



102 CHEMOTHERAPY MAY1983

Fig. 2 Phase-contrast micrographs of E. coli NIHJ JC-2 expose to CPM for 2. 5 hours at 37•Ž
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そ れ ぞ れ,0.01, 0.04, 0.06, 0.60μg/mlで あ った が,

PBP-2に 対 す る 親 和 性 は 弱 く,PBP-5に は ほ とん ど結

合 しな か った 。CPZは,PBP-3に 最 も強 い親 和 性 を 示

し,続 い てPBP-4,1A,1Bの 順 で あ りPBP-2,5に

はCPMと 同 様 に ほ と ん ど 結 合 しな か った 。CEZは

PBP-4に 対 して 最 も強 い親 和 性 を 示 し,続 い てPBP-

1B,1A,3の 順 で あ りPBP-2,5に は ほ とん ど結 合 し

なか った 。

2.形 態 変化 の観 察

薬 剤 の4倍 希釈 系 列 濃 度 を含 む フ ィル ム 寒 天 上 にE.

col'NIHJJC-2お よ びP. mruginosa PAO2142を 塗

抹 し,そ の 形 態 変 化 を 位 相 差 顕 微 鏡 に よ り観 察 し た 。

Fig2,3,4,5,6に 示 した 形 態 変化 の特 徴 よ り,丘lament

形成 濃 度spheroplast形 成 濃 度,溶 菌 像 を認 め る濃 度

の3種 に 分 類 し,薬 剤濃 度 と形 態 変化 との 関 係 をFig7

の グ ラフに 示 した 。

a)大 腸 菌

CPMに よ る 形 態 変 化 はFig.2に 示 す よ う に0.1

μg/mlの 低 濃 度 で始 ま りmamentお よ び 中 央 が 膨 化

したbulge formが 観察 され る。 濃 度 が,1,56μg/mI

に な る と溶 菌 像 が 観 察 さ れ 始 め,25μg/mlで は 完 全 に

溶 菌 した 残 津 のみ が 観 察 され る 。cpzはFig.3に 示 す

よ うにCPMと 同様 の 変 化 を 示 す 。CEZは,Fig.4

に 示 す が,CPMでfiamentが 観 察 さ れ る0.1μg/ml

の 濃 度 で は 形 態 変 化 は 認 め ら れ ず 正 常 細 胞 の み が 観 察

され る。0.39μg/mlの 濃 度 に な る とmamentが 観 察

され 始 め,MIC濃 度 で あ る1.56μg/mlで はfilament

お よ びbulgeformが 観 察 され るが6.25μg/mlに な る

とfi1amentは 認 め られ ず 溶 菌 像 のみ が 観察 され た 。

b)緑 膿 菌

Fig. 3 Phase-contrast micrographs of E. coli NIHJ JC-2 exposed to CPZ for 2.5 hours at 37•Ž
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Fig. 4 Phase-contrast micrographs of E. coli NIHJ JC-2 exposed to CEZ for 2. 5 hours at 37•Ž

CPMに よ る形 態 変 化 はFig.5に 示 さ れ る よ う に

0.39μg/mlの 低 濃 度 で 丘lamentが 観 察 さ れ 始 め るが

spheroPlastが 観察 さ れ る の は,100μg/ml以 上 の 濃 度

で あ り,田amentの 形 態 を 示 す 濃 度 幅 が 極 め て 大 き

い 。1,600μg/mlの 高 濃 度 に お い て も 溶 菌 しな いfila-

mentが 残 っ て お り,ま た,球 形 化 した細 胞 も観 察 され

た 。CPZに よる 形 態 変化 はFig.6に 示 す が,CPMと

ほ ぼ 同様 の変 化 を 示 した 。

III-考 察

Penicillin binding protein(PBP)は β-lactam抗

生 物 質 の 標的 酵 素 で あ り,細 菌 の 細 胞 膜 に 存 在 し て,

peptidoglycanの 生 合 成 に 関 与 し て い る 。PBPに 関す

る 研究 は 主に,大 腸 菌 を 用 い て 行 な わ れ,各 々 のPBP

の 役 割が 明 らか に な っ て きた 。 大 腸 菌 に お い てCPMが

最 も強 い 親 和 性 を 示 すPBP-3(ID50:0.04μg/ml)は

transglycosylaseとtranspeptidaseの 活 性 を もつbi-

functiona正enzyme8)で あ り,隔 壁 合 成 に 関 与 す る。

PBP-3のtranspeptidase活 性 が 阻 害 され る と細 胞は分

裂 で きず 丘lament cellを 形 成 す る と考 え られ る が4),

MIC以 下 の低 濃 度 のCPMの 存 在 で,や は りfilament

cellの 形成 が 観 察 さ れ た 。CPMはPBP-1A,1Bsに

も強 い 親 和 性 を 示 し,ID50は そ れ ぞ れ0.12,0.65μg/

mlで あ っ た 。PBP-1BsはPBP-3と 同 様 のbifunc-

tionalenzyme9)で,β-lactam抗 生 物 質 の 溶菌 作 用の

主 要 な 標 的 で あ り,PBP-1Aは1Bsのdetourenzy-

me1。 〉と考 え ら れ る。 この 両 者 を1μg/ml以 下 で同時

に 阻 害 す る こ と がCPMの 強 い 溶 菌 作 用 の 要 因 であろ

う。 また,CPMは 細 胞 の形 態 維 持 に 関 与 す る と考え ら

れ るPBP-24)に も強 い 親 和 性 を 示 した 。 この よ うに,

CPMは 大 腸 菌 の 生 育 に 必 須 で あ る と考 え られ るPBP-
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Fig. 5 Phase-contrast micrographs of P. aeruginosa PAO 2142 exposed to CPM for 2. 5 hours at 37•Ž
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Fig. 6 Phase-contrast micrographs of P. aeruginosa PAO 2142 exposed to CPZ for 2. 5 hours at 37•Ž

1A,1Bs,2,3に 強 い 親 和 性 を 示す が,一 方,PBP-4,

5/6に は ほ とん ど結 合 し な か っ た 。PBP-4,5/6は そ

れ ぞ れD-alanine carboxypeptidase 1B,1A11)で あ

り生 育 に は必 須 で ない と考 え られ て い る12.13)が,こ の 変

異 株 が β-lactam抗 生 物 質 に対 して 高感 受 性 を 示 す との

報 告14)も あ り,こ れ らのPBPに 親 和性 を 示 さな い こ と

が 抗 菌 力 に どの よ うな影 響 を及 ぼす か は 明 らか で な い 。

CPZのPBPに 対 す る親 和 性 はCPMに 極 め て 類 似 し

て お り,形 態 変化 に お い て も同 様 の こ とが 観 察 され た 。

これ に対 しCEZはPBP-1AにID50が0。05μ9/mlと

強 い親 和 性 を 示 す が,PBP-1Bs,2,3に はID50が そ れ

ぞれ4,3,3.1,2.3μg/mlと 中程 度 の親 和 性 し か 示 さ

な い。 しか し,PBP-1Bsと3が 同 程 度 の 濃 度 で 阻 害

され る こ とが,CEZの 形 態 変 化 に お いてfilament形 成

の 濃 度 幅 が 狭 い こ と と関 連 して い る と考 え られ,PBPに

対 す る親 和 性 と形 態 変化 の間 の 密接 な 関 係 が 示 唆 され

る。

緑 膿 菌 に 関 して も,CPMは 大 腸 菌 と同様PBP-3に 最

も強 い親 和 性 を 示 した 。 緑 膿 菌 のPBP-1A,1B,2,3,

4,5は そ れ ぞ れ 大 腸 菌 のPBP-1Bs,1A,2,3,4,5/6

に対 応す る と考 え られ15),PBP-3に 対 す る 強 い 親和

性 は,低 濃 度か ら 丘lament cellが 観 察 さ れ る こと と一

致 して い る 。 緑 膿菌 に お い て 大 腸 菌 と異 な りfilament

化 の 濃 度 幅 が 大 き い の は,PBP-1A,1Bに 対 す るID5ひ

が そ れ ぞ れ0.04,0.60μg/mlと15倍 も 異 な って いる

こ とや,PBP-2に 対 す るID50が50μg/mlと 大 きい

こ とが 影 響 して い る と も考 え られ る が,詳 細 は 明 らかで

は な い 。

以 上,述 べ た よ う に β-lactam抗 生 物 質 のletha}

tragetで あ るPBPに 強 い親 和 性 を示 す こ とが ,CPM
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Fig.7 Morphological change of E. coli and P.

aeruginosa

の大腸菌および緑膿菌に対する強い抗菌力の一つの要因

であろう。特にPBP-3に 対する親和性の強 さは,fila-

ment形 成 とい う形態変化によっても裏付けられた。
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CEFPIRAMIDE (SM-1652), A NEW BROAD-SPECTRUM

CEPHALOSPORIN : AFFINITY TO PENICILLIN-

BINDING PROTEINS AND MORPHOLOGICAL

ALTERATION

MASATOMO FUKASAWA, MASUHIRO KATO,

TAKAO OKUDA and TOSHIAKI KOMATSU
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Cefpiramide (CPM, SM-1652) is a new broad-spectrum cephalosporin with marked antipseudomonal
activity. Effect of cefpiramide on penicillin binding proteins (PBPs) and morphological alteration in
E. coli and P. aeruginosa was studied. Cefpiramide possessed the highest affinity for PBP-3 in both
bacteria. It also had high affinities for PBP-1 A, -1Bs, and -2 in E. coli and PBP-1 A, -1 B, and
-4 in P . aeruginosa, and low affinities for PBP-4, -5, and -6 in E. coli and PBP-2 and -5 in P.
aeruginosa. These results are compatible with morphological observations that at lower concentrations
than its minimal inhibitory concentration, this antibiotic induced the formation of filamentous cells
of E. coli and P. aeruginosa. At higher concentrations, it induced lysis of the cells. In P.
aeruginosa, the range of concentration at which the formation of filamentous cells would be induced
was wider than that in E. coli.


