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合成monobactam系 抗 生 物 質 で あ るAzthreonamの グ ラ ム陰 性 桿 菌 に 対 す る 抗 菌 機 構 を,E.

coliK12,P.aeruginosa KM338お よびS.marcescensIFO12648を 用 い,Cefazolinの それ と

対比 して検討 した 。 そ れ ぞ れ の菌 株 に対 す るAzthreonamの 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は0.1,

25,0.2μg/mlで あ っ た。AsthreonamがE.coliK12お よびS.marcescensIFO12648に 対 し

てCefazolinよ り優 れ た 抗菌 力 を 示 す の は.本 剤 の 外膜 透 過 性 が 良好 で,し か も β-:actamaseに 対

して安定 で あ るこ とに よ って お り.ま たP.deraginosa KM338に 対 してCefazolinよ り抗 菌 力 が

強いのは,本 剤 がCefa201inに 比 ベ 外 膜 透 過 性,β-lactamaseに 対 す る安 定 性 お よびpeptidoglycan

の架橋形成 にあず か る標 的 酵 素 に 対 して優 れ た 感受 性 を有 す る こ と に よ って い る と結 論 した 。

Azthreomam(SQ26,776)は 米国スクイプ社で開発さ

れた合成monobactam(単 環 β-lactam)系 抗生物質で

ある1)。本剤はグラム陰性の桿菌および球菌 に対 して

強い抗菌力を示すとされており,特 に従来の β-lactam

抗生物質に比ペセラチア菌に対しても,大 器菌に対する

のと同程度の強い抗菌活性 を示すことが 報告 されてい

る2)。

グラム喰性菌に対する β-lactam抗 生物質 の抗菌力

は,胞 表層を覆う外膜に対する薬剤の透過性
,(2)

ペリブラズムに局在する β-lactamaseに 対する薬剤の

安定性,(3)細胞質膜(内 膜)上 に存在する β-lactam抗

生物質の凛的酵素に対する薬剤の親和性
,に よって決定

されているti

本研究では大腸菌,緑 膿菌およびセラチア菌に対する

Azthreonamの抗菌機構を
,上 記の三つの要因について

Cefanolinのそれと対比して検討した
。

1・ 材 料 と 方 法

1.試 験薬剤

Azthroenamは[2S-[2α
,3β(Z)]]+[[(2-Ami.

no-4-thiazolyl)-[(1-carboxy-1methylethoxy) imino]

acetyl]amino]-2-methyl -4-oxo-1-azetidine-sulfonic

aci4で,951μg/mg力 価 の も の を エ ー ザ イ株 式 会 社(東

京)より得た。対照抗 生剤 と して 市 販 のCefazolin(CEZ
,

952μg/mg力価)を 用 いた
。 また 外 膜 透 過 性 の実 験 に は14

C-Azthreonam(7.54μCi/mg)を 用 い た
。

2.使 用菌株

E.coliK12,P.aeruginosaKM338お よ びS.mar-

cescenSIFO12648を 用 い,ま た 対 照 と してS.aureus

FDA209Pも 用 い た。

3.最 小 発 育 阻 止 濃 度 の測 定

最 小発 育 阻 止濃 度(MIC)は2倍 数 系 列 希 釈 の各 抗 生

剤 を 含 むTrypticase soy broth(BBL社,Microbio-

Iogy System,Cockeysville,Md.USA)に 約106cells/

ml濃 度 にな る よ うに菌 を接 種 し,18時 間,37℃ 静 置 培

養 して測 定 した 。

4.Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)存 在

下での抗菌力の測定

2価 陽イオンのキレーターであるEDTAは,薬 剤の

透過障害の担い手であるグラム陰性菌外膜に障害を与え

るa,ため,EDTA存 在下で各抗生剤のMICを 測定する

と,外 膜で透過障害を受けていた薬剤の抗菌力が高まる

ことが知 られている4,5)。そこでEDTA存 在下での各抗

生剤のMICと して,上 記培地に1/2MIC濃 度の(EDTA

を添 加 して3の 項 と同様 の方 法 で 調 べ た。 なおEDTA

単 独 で の被 験 菌E.coliK12,P.aeruginosa KM338,

S.marcescens IFO 12648お よびS. aureus FDA 209 Pに

対 す るMIcは1.9,1.9,3.8お よび0,9μmol/mlで

あ った 。

5.細 菌細胞外膜の薬剤透過性の測定

対数増殖期のE.coli K12,Peaeruginose KM338,

お よびSmarcescens IFO 12648洗 浄菌体の浮遊液に,

最終濃度が1Mに なるようにNaClを 加 えてPlasmo-
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lysisを お こ させ,そ れ ぞ れ の菌 浮 遊 液 に14C-Azthreo-

namを 加 え,10分 後 遠 心 して そ の上 清 の放 射 活性(A)

を 測定 した 。 上 清 を充 分 に除 い た の ち,0.05M緩 衝 液

に 菌体 を浮 遊 させ てplasmolysisを 解 除 させ,次 い で遠

心 して そ の上 清 の 放射 活 性(B)を 測 定 し,plasmolysis

の と きのそ れ と比較 した 。 な お外 膜 の透 過 障害 が 全 くな

い 対 照 薬剤 と して14C-sucrose(10μCi/μmel),ま た 全 く

外 膜 を透 過 しな い もの と して高 分子 量14c-glucanを 比

較 の た め用 いた 。14C-glucanは 上 記14c-sucroseか ら

StrePtococcus mutansFA-1の 培 養 上 清 よ り得 たgluco-

syltransferaseに よ り合 成 させ た も の6)を使 用 した。

6.β-Lactamase標 品 の調 整

そ れ ぞ れ の菌 株 の 一夜 培 養 液 を250mlのTrypticase

soy brothの 入 った各2本 の振 と うフ ラス コに5%に な

る よ うに 接種 し,37℃,2時 間,振 と う培 養 した のち,そ

の 一 方 にE.coliK12,Raemgincsa KM338お よび

S.marcescensIFO12648に つ い て,そ れ ぞれ10,1,600

お よび400μg/ml濃 度 に な る よ う にPenicillin G

(PCG)を 添 加 し,他 方 は未 添 加 の対 照 と して,両 者 を さ

らに1.5時 間 培 養 を続 け た 。培 養 後,各 菌 体 を遠 心 して

集 め,50mMリ ン酸 緩 衝 液(pH6.8)で 菌 体 を洗 浄,各

8m1の 上 記 緩 衝 液 に 浮 遊 させ た。 こ の浮 遊 液 をsuper

sonic vibrator(UR150,富 永 製 作 所,東 京)で5分

間処 理 し,未 破 砕 の菌 体 を除 い た の ち,そ の上 清 を β-

lactamase酵 素 標 品 と した7)。

7.β-Lactamase活 性 の測 定

β-lactamase活 性 はUV法 8)に よって 測定 した 。

8.Ether処 理 菌 の調整

被 験菌 株 を500mlのTrypticase soy brothで 振 と

う培 養 し,対 数増 殖 期 に 集 菌,そ れ ぞれ の 洗 浄 菌 体 を

VORSBERGとHoFFMANN-BERLINGの 方 法 9)に 従 って,80

mM KCl,40mMtris(hydroxymethyl)aminomethane-

hydrochloride(Tris-HCl)緩 衝 液(pH7.5),7mM

MgCl2,2mM Ethyleneglycoltetraacetic acid,0.4mM

spermidineお よび0.5Msucroseを 含 んだ8mlの 溶

液 に 浮遊 させ た 。次 に 同量 のetherを0℃ で加 え て,1

分 間 ゆ っ く りと 撹 は ん し,次 い でether層 を 除 い た の

ち,7,000×g,10分 間 遠 心 して,そ の沈 渣 の処理 菌 体 を

約2mlの 上記 溶 液 に 浮遊 させ(蛋 白質量 と して30～40

mg/ml濃 度),こ れ をpeptidoglycan合 成 の酵 素標 品 と

した 。

9.Peptidoglycan架 橋 形成 の測 定

Peptidoglycan合 成 は そ の前 駆 体 で あ るuridine-5′-

diphosphate-N-acetyl muramyl-L-alanyl-D-glutamyl-

meso-diaminopimelyl-D-alanyl-D-alanine (UDP-Mur-

NAc-L-Ala-D-Glu-meso-Dap-D-Ala-D-Ala) L uri-

dine-5•Œ-diphosphate-N-acetylglucosamine (UDP-Glc-

NAc)を 基 質 と し,Mm肌M甜 ら の 方 法 二〇,を一 部改変

して11-18)測定 した。 前 者 の基 質 はVancomxcin処 理 し

たBacillus megaterium KMの 菌 体 よ りLuotenberg

らの方 法14)に 従 っ て抽 出,精 製 し た 得 た 。 ま た 後者

の基 質 と し て,New England Nuclear社(Boston,

Mass.,USA)よ り購 入 したUDP-[14C]GlcNAc(290

mCi/mmol)を 用 い た。 そ し て10μlの1mM UDP-

MurNAc-L-Ala-D/Glu-meso-Dap/D-A4a-D-Ala,5μl

の34.4μMUDP-[14C]GlcNAc,10μlの1M Tris-

HCl緩 衝 液(pH7.5),10μlの1MNH4Cl,5μlの

1MMgCl2,5μlの20 mM 2-mercaptoethanol,85μl

の精 製 水,20μ1の0,0.01,0.1,1,10お よび100

μg/ml濃 度 の 各抗 生 剤 溶 液 お よび50μlのether処 理菌

体 浮 遊 液(約8mg/ml蛋 白 質量)を 加 え37℃,60分

間peptidoglxcan合 成 を 行 な った 。次 い で,1mlの4%

sodium dodecxl sulfate(SDS)を 加 え,そ の後30分

間,100℃ で 加 熱 して反 応 を 停 止 した。 こ の反応 液 を冷

却 後,SDS不 溶 性 画分 をmiUipore mter(0.45μm)上

に 集 め,さ ら に25mlの2%SDSで,次 い で15 ml

の 精製 水 で洗 った の ち,こ の 不 溶性peptidoglxcamを 含

むmterを 乾 燥 し,液 体 シ ンチ レー シ ョソカ ウ ンターで

そ の放 射 活 性 を測 定 した。 この とき β-lactam抗 生剤 に

よ って,架 橋 形 成 が 阻害 され て いれ ぱ 未架 橋 のpepti-

doglxcanが 生 成 され るが,そ れ が 可溶 性 で あ るため,上

記 操 作 の際 にfilterを 通 過 す る。

II.結 果

1.抗 菌 力

Table 1のNoneの 項 にE,colieK12,P.aerugino-

sa KM338,S.epvarcescensIFO12648お よびS.aureus

FDA209Pに 対す るAzthreonamのMICをCEZの

そ れ と対 して示 してい る。Azthreonamの それ ぞれ の菌

株 に対 す るMICは0.1,25,0)2お よび1.600μ9/ml

で,対 照 と して用 い た ℃EZで は1.56,51,200,6,400お

Table 1 Minimum inhibitory concentrations(MICs) and
effects of EDTA on the MICs of azthreonam
and cefazolin for E.coli,P.aeruginosa,
S.marcescens and S.aureus
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Table 2 Permeability of the outer membrane of E coli,P.neruginosa and S.mammon

to azthreonam

Table 3 Substrate specificities of fl-lactamases from E.coli K12,P.aeruginosa KM338 and S.marcescens

IFO12648

よぴ0.39μ9/mlで あ った 。AzthreonamはCEZに 比 べ

E.coliK12で は約16倍
,P.aemginosa KM338に

対しては2,048倍,S.mareescens IFO12648に 対 して

は32,000倍 感受 性が優 れ て い た。 一 方 グ ラム陽 性 菌 の

S.aureus FDA209Pに 対 して はAzthreonamの 抗 菌

力はCEZに 比ベて極 め て弱 か った 。

2.EDTA存 在 下 で の抗菌 力

1/2MIC濃 度のEDTA存 在 下 でAzthreonamの

MICを 未添加の場合 と比較 し
,外 膜 透 過 障 害 の 程 度 を

鮒 した結果 をTable1に 示 した。Azthreonamの 抗 菌

カはEDTA添 加 に よ りE .coliK12で は8倍,P.

aeruginosa KM338で は4倍
,S.marcescensIFO12648

では2倍高まった
。一 方CEZの 場 合 はEDTA添 加 に

め それぞれ2倍 ,16倍,お よび64倍 高 ま っ た。 こ

のことから,Azthreonamの 外 膜 透 過 性 は,E.coliK

12でCEZに 比べ や や 低 い以 外 に は 良好 で あ る こ とが わ

か った 。 な お 対 照菌 と して用 いた 外 膜 を も た な いS.

aums FDA209Pで は,EDTA添 加 に よって も抗 菌

力 に変 化 が 認 め られ な か った。

3.薬 剤 の 外 膜 透 過 性 の直 接 測 定 の 比較

外 膜 を 自由 に 透 過 す るsucroseと 全 く透 過 で き な い

glucanを 対 照 と し,14C-Azthreonamの 外 膜 透 過 性 を み

た 結 果 がTable2で あ る。Azthreonamはsucroseの

37.3～73.8%の 透 過 性 で あ り,sucroseと 比 ベ る と透 過

障 害 は あ るが,こ れ らの細 菌 外 膜 の透 過 性 は か な り良 好

で あ る こ とが わ か った。

4.β-lactamaseに 対 す る安 定性

Table3はE.coliK12,P.aerugincsa KM338お よ

びS.marcescensIFO12648の 構 成 的 に産 生 す る β-lae-

tamase活 性 を,PCGで 誘 導 させ た場 合 の そ れ と 比較
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Fig.1 Effects of azthreonam and cefazolin on cross-linking reaction of peptidoglycan

synthesis (87•Ž,60 min.)

し,同 時 に これ ら の β-lactamaseのAzthreonamとCEZ

の分 解 活 性 を対 比 して示 した もの で あ る。 い ずれ の菌株

も,わ ず か な が ら構 成 的 に β-lactamase活 性 をペ リプ

ラ ズム に もち,P.aemginosa KM338とS.marcescens

IFO12648はPCGに よ って そ の活 性 が誘 導 され た。ま

た これ らの β-lactamaseは い ずれ もPCGよ りもCEZ

を よ く分 解 す るcephalosporinase型 で あ った 。Azthreo-

namは これ らいず れ の β-lactamase活 性 に よっ て も分

解 を極 め て受 け に くか った。特 にP.aeruginosa KM338

とS.marcescensIFO12648の β-lactamaseに 対 し て

は,Azthreonamは 極 め て安 定 で あ った 。

5.架 橋peptidoglxcan合 成 に 及 ぼす 影 響

す でに 報告 した よ うに,被 験 菌 「 のether処 理 菌 体 と

peptidoglycan前 駆 体 であ るUDP-MurNAc-L-Ala-D-

Glu-meso-Dap-D-Ala-D-Alaお よびUDP-[14C]Glc-

NAcと を反 応 させ る と,い ず れ の菌 株 で もSDS-不 溶 性

画 分(架 橋peptidoglxcan)へ の[14C]GlcNAcの 取 り

込 み が認 め られ,ま た 少 な く とも1時 間 の反 応 まで はそ

の増 加 は経 時 的 で あ った11,12)。Fig.1は,こ の反応 系 に

種 々の濃 度 のAzthreonamお よびCEZを 添 加 して各 濃

度 での 架橋peptidoglxcan生 成 量 を未 添 加 のそ れ と比較

して そ れ ぞれ の阻 害度 を示 した もの であ る。E.coli K12,

P.aeruginosaKM338,お よびS.marcescensIFO12648

のether処 理 菌 体 に よ る架橋peptidoglycan合 成 はAz-

threonamお よびCEZの 添 加 に よ り 影 響 を 受 け た。

Azthreonamに よ る50%阻 害濃 度 は そ れ ぞ れ16,

4.1お よび>100μg/mlで あ った 。一 方,対 照 と して用

い たCEZの そ れ ぞ れ の50%阻 害濃 度 は3.7,32お

よび82μg/mlで,P.aeruginosa KM338を 除 けぱ

Azthreonamよ りCEZの 方が阻害濃度がやや低かった。

III. 考 按

Azthreonamは 本研究に用いたE.coli K12お よび

S.marcescensIFO12648に 優れた抗菌力をもち,ま た

RaemginosaKM338に 対 しても比較的強い抗菌力を

有 していた。この抗菌機構を前記の3要 因について検討

した。

一般に薬剤の外膜透過の程度は,菌 種によって,ま た

薬剤の種類によってもさまざまである。外膜はリボ多糖,

リン脂質,一 部がpeptidoglxcanrv結 合 しているリボ蛋

白質,低 分子物質の透過孔を形成しているporin蛋 白

質などからなり,そ れぞれの間を2価 陽イナンで結びつ

けられている3)。もし2価 陽イオンの キレーターである

EDTAを ここに作用させると,外 膜か ら リボ多糖-蛋

白質複合体が遊離され.外 膜に障害が与え られ て,透

過障害を受けていた物質がベリプラズム内に入る15)。こ

の現象を利用して,増 殖に影響 を与 え ない濃度(1/2

MIC)のEDTA存 在下と存在 しない場合での抗生剤の

感受性を比ベ,そ の抗生剤の外膜での透過障害の程度を

検討 した。ここで両者の薬剤感受性の差が大きいという

結果は,外 膜での薬剤の透過障害が大きいことを意味し

ている。

AzthreonamはP.aeruginosa KM338とS.mar-

cescens IFO12648で はEDTA添 加 と無添加における

抗菌力の差がCEZと 比ベ小さく,こ れらの外膜を透過

しやすいことがわかった。一方,E.coli K12で はCEZ

の方がその差が小さく,Azthreonamの 外 膜 透過性が
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CEZの それよりやや低いことを示唆していた。

また外膜透過性について直接 測 定 した 紬 果 で は,

Azthronamはsucroseの37.3～73.8%の 透過性であ

り,これらの3菌 種の外膜を比較的透過 しやすいことが

わかった。われわれの行なった外膜透過性の検討で,外

嗅透過性の比較的良い抗生物質,例 えばCefsulodinの

P.aeruginosa KM338の 外 膜 透過 性はsucroseの

33.4%で あり16),Asthreonamも ほぼ同等あるいはそれ

以上の透過性を示した。なおこの成積ではAsthreonam

はE.coliK12の 外膜を最もよく透過することになり,

EDTA存 在下の感受性の変化とは 一致 しなかった。 こ

の原因については現在のところ明らかでない。

上番目の要因であるPdactamaseに 関 しては,そ れが

耐性の大きな担い手であることが古くから知 られ て い

る。グラム陰性菌の β-lactamaseは 外膜 と細胞質膜(内

膜)との間のペリブラズムに 局在する。 したがって β-

lactam抗生剤が外膜を通過したとしても,こ の β-lac-

tamaseによって分解を受ければ抗菌力を発揮する こ と

ができない。被験菌株の β-lactamaseは いずれも構 成

的にはほとんど産生されないが,P.aeruginasaKM338

およびS.mareescensIFO12648で はPCGの ようなβ-

lactam抗生剤を対数増殖期に添加することに よ り,そ

の活性が著明に誘導された。

mareonamet P.aeruginosuKM338とSmams-

censIFO12648の β-lactamaseに 対 しては極めて安定

であった。またE.cokeK12の β-lactamaser一対 して

も,CEZと比較すればやや分解されやすかったが,別 に

測定した(lefaClorの分解の10.8%以 下 しか分解され

弘 やはり極めて安定であった。

β-lam抗 生剤が上記2つ のbarrier(外 膜 および

β-lactamase)を通過 して細胞膜(内 膜)上 に達しても,

そこに存在する標的酵素であるtranspeptidaseに 対 す

る感受性に差があれば,架 橋形成の程度は変ってくるた

め,当然抗菌力にも影響があるものと考えられる。この

標的酵素に対する感受性は薬剤の種類によって異なるこ

とが知られている。

今回の検討では,AzthreonamとCEZで よ く類 似 し

た成積が得られ た が,E.coliK12とS.marcescens

IFO12648で はCEZの50%阻 害 濃 度 の方 が 低 く
,一

方P.aerngtinosa KM338で はAzthreonamの50%

阻書濃度が低値 をとった
。

以上 の実験結果か らAzthreonamがE ,coliK12に

対しでCEZに よ り優れ た 抗菌 力 を示 す の は
,本 剤 の外

膜 過性が比較的 よ く,し か も β-lactamaseに 極 め て

安定であることに よ り
.ま たS.marcescensIFO.12648

に対して優れ燭 値 力 を示 す のは 外 膜 透 過 性 と β-lacta.

maseに 対する安定性が良いことによることが 示唆され

た。ただS.mareescensIFO12648のether処 理菌体に

よる架橋peptidoglycan合 成の阻害にはかなり高濃度の

Asthreonarnを 要 した。一方P,aenagt'nosaKM388に

対 してCEZと 比較すると強い抗菌力を示すのは,本 剤

が外膜透過性.β-lactamaseに 対する安 定性,お よび

peptidoglycanの 架橋形成にあずかる標的酵素に対 して

優れた感受性をもつ ことによると解された。

細胞膜(内 膜)上 には標的酵素が敬 種顕 存 在 してお

り17).これ ら はpenicillin binding protelns(PBPs)と

呼ばれている19)。これらPBPsは 機能や,β-lactam抗

生物質との 親和 性 も異 なっている。Azthreonamは

PBPs中 の3に 強い親和性を有 してお り19),一 方CEZ

は1A.1Bに 親和性を示すことが知られている20)。し

たがってこのような親和性の相違も,抗 菌力の差となっ

て現われている可能性を考慮に入れる必要があると考え

る。
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MODE OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF AZTHREONAM

(SQ26,776) ON GRAM-NEGATIVE ORGANISMS

MICHIO OGAWA, NAOKI TAKATA and TAKESADA MORI

Second Department of Surgery,Osaka University Medical School

KAZUFUMI MITSUI,TAKESHI KIRIYAMA and HIDEKAZU SUGINAKA

Department of Microbiology and Oral Bacteriology

Hiroshima University School of Dentistry

The mode of antibacterial action of azthreonam (SQ 26,776), a new synthetic monobactam,was
investigated using E.coli K 12, P.aeruginosa KM 338 and S.marcescens IFO 12648,and was compared
with that of cefazolin.

The potent antibacterial activity of azthreonam against E.coli K 12 and S.marcescens IFO 12648 is
concluded to be due to its high permeability of the outer membrane and the stability to hydrolysis
by p-lactarnase.Compared with cefazolin,azthreonam also showed a stronger antimicrobial activity
against P.aeruginosa KM 338, which is attributed to the higher permeability,the better stability to
hydrolysis by 13-lactamase and the higher sensitivity to the target enzymes of P.aeruginosa KM 338.


