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TA-058の 大 腸 菌に 対 す る抗 菌作 用 機 作 に 関 す る研 究
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TA-058のEscherichia coli K-12に 対する抗菌作用機作についてPiperaoillin(PIPC)を 比較

薬として検討した。

増殖曲線に及ぼす影響ではTA-058は 特に菌量が多い場合に優れた殺菌作用を示した。位相差顕

微鏡による観察においてMICで はTA-058もPIPCも 菌を伸長化 させたが,10倍MICのTA-

058を 作用させると菌はあまり伸長化せずspheroplast様 あ るいはbulge様 構造を形成して 溶菌し

た。同濃度のPIPCを 作用させても菌は伸長化するだけであった。走査型電子顕微鏡による観察で

も同様な形態変化が観察された。

Penicillin binding proteins(PBPs)に 対する親和性について検討したところTA-058は2,1A,

3,1Bsに 親和性を示し,一 方PIPCは3に 対して強い親和性を示した。

TA-058は 田辺 製 薬 株 式 会 社 で 開発 され た 新 しい 半 合

成 ペ ニ シ リン系 抗 生 物 質 で あ り1),化 学 構 造 式 は 下 図 に

示 す とお りで あ る(Fig1)。 そ の 抗 菌 スペ ク トラ ムは

Piperacillinと 同 様 で,グ ラム陽 性 菌 群 お よび陰 性 菌 群

に 対 し幅 広 い抗 菌 力 を 有 す る2)。

TA-058の 作 用 は殺 菌 的 で あ りそ の殺 菌 力 お よび 溶 菌

作 用 は接 種 菌 量 が高 い場 合 他 の 同 系 の ペ ニ シ リン剤 に 比

べ て優 れ て い ると報 告 され て い る2)。

今 回,私 ど もはTA-058の 抗 菌 作 用 機 作 を 明 らか に

すべ くE.coliK-12の 形態 学 的 変化 お よびPenicillin

binding proteins(PBPs)と の親 和性 に つ い て検 討 を 行

な った 。

I.実 験 材 料 お よび 実験 方 法

1.使 用菌 株 お よび 使 用 薬

菌 株 はEscherichia coliK-12を 用 い,薬 と し て は

TA-058お よびPiperacillin(PIPC)の いず れ も 力価 の

Fig.1 Chemical structure of TA-058 and PIPC

明らかなものを用いた。なおTA-058お よびPIPCの

E.coliK-12に 対するMICは ともに1.56μg/mlで あ

った。

2.位 相差顕微鏡による観察

スライドグラス上に各薬剤を含む寒天を作り,対数期

途上の菌液(5～9×107cells/ml)を カパーグラスに塗抹

し,こ れをフィルム寒天上にかぶせ周囲をパラフィンで

封入 し,37℃ 恒温装置付倒立型位相差顕微鏡(日 本光

学)を 用いて経時的に菌の形態を観察した。

3.走 査型重子顕微鏡による観察

Trypto-Soya Broth(TSB:ニ ッスイ)を 用いて前

培養した 菌を 約1%の 割合でHeart Infusion Bmtわ

(HIB.ニ ッスイ)に 接種し,37℃ で振とう培養を行

なった。培養約3時 間後の 対数期途上に 薬剤を作月さ

せ,1,2,4時 間後に生菌数を測定すると同時に菌体を

集め,電 子顕微鏡用の試料とした。 集めた菌体は甥

glutar-aldehyde溶 液にて前固定し,KELLENBEBGERら3)

の方法に従って1%OsO4で 本固定後,ア ルコール系列

で脱水して酢酸イソアミールに置換し,臨 界点乾燥法4)

に より乾燥した。次いで,カ ーポンおよび金を蒸着し走

査型電子顕微鏡JSM-35(日 本電子)で 菌体の表面構造

を観察した。

4.Penicillin binding proteins(PBPs)に 対する親

和性

SPRATTの 方法5,6)に 従 って行なった。すなわちE.

coliK-12をHIBに よって37℃ で振とう培養し,対数

増殖期の 後半(O.D.at660nm≒0.8)に 遠心して集菌

した。これを0.01Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)に 懸濁
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し,超 音 波処 理後,超 遠 心に か け 約20～30mgprotein/

mlの 膜 画分 を得 た。 この 膜 画 分 にTA-058お よびPI

PCを 加え30℃10分 間 反 応 さ せ た 後,14C-Penicimn

G:(14C-PCG)を 加 え,さ らに10分 間30℃ 保 温 した 。

反応後直 ちにPCGとSarkosylを 加 え て,反 応 を停 止 さ

せるとと もに 細胞 質 膜 を可 溶 化 した 。 これ にSDS溶 液

とメルカプ トエ タ ノー ルを 加 え,沸 騰 水 浴 中 で2分 間 加

熱処理 して,SDSポ リア ク リル ア ミ ド ・ス ラ ブ ゲル電

気泳動7)に て分 離 した 後,フ ル オ ログ ラ フ ィー で 親 和性

の検討を 行な った 。

II. 実 験 結 果

E.coliの 増殖 曲 線に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 した と

ころ,前 報 です で に 報 告 した よ うに2).TA-058は106

cells/mlの 菌 に作 用 させ た 時 に と くに 優 れ た 殺 菌 作用 を

示 した。 この 特 後が い か な る 理 由に よ る もの か をE.

coli K-12を 用 い さ らに 詳 細 に 検 討 し,以 下の よ うな 結

果を得た。

1. 位相 差顕 微 鏡に よる 観 察

Ecoli K-12にTA-058お よびPIPCの1.56μg/

ml(MIC)を 作 用 させ た 時 の 形 態 変 化 をFig.2に,

15.6μg/mlを 作 用 させ た時 の そ れ をFig.3に 示 した 。

TA-058を 作用 させ た 場 合,1.56μg/mlで は 伸 長化 が

見 られたが,15.6μg/mlで は あ ま り伸 長 化 せず,bulge

様構造を示し溶菌が認められた。 一方,PIPCは15.6

μg/mlを 作用させても蔚は伸長化するのみで,わ ずかに

溶菌像が觀察 されるだけであった。

このような形態変化の差異をさらに詳細に観察するた

めに,次 に走査型電 子顕微鏡により検討した。

2.走 査型電子顕微鏡による観寮

走査型電子顕微鏡用試料作製時 の生 菌 数 の変 化 を

Fig.4に 示 した。TA-058お よびPIPCの1.56μg/

mlを 作用させた時には 両者間に差が 認められなかった

が,15.6μg/mlを 作用させると,2時 間および4時 間後

にTA-058はPIPCよ り明らかに優れた殺菌作用を示

した。 この菌数の変化に対応する形態変化をFig.5～

17に 示 した。

Fig.5は 正常なE.coli K-12の 走査電顕像で,表 面

の平滑な桿状形態を示している。

Fig,6,7,8はTA-058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,菌 体は伸長化し

4時 間後においてもfilament状 の形態を示すのみであ

った。

Fig.9,10,11はTA-058の15.6μg/mlを それぞ

れ1,2,4時 間作用させた時の変化で,伸 長化はあまり

せずに三やや膨化してspheroplast様,あ るいはbulge

様構造を形成 した後溶菌した像が観察された。

Fig. 2 Phase contrast micrograph of E. coli K-12 exposed
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Fig. 3 Phase contrast micrograph of E. coli K-12 exposed

Fig. 4 Effect of TA-058 and PIPC on the viability of E. coli K-12

PIPCを 作用 させ た 時 の形 態 変 化 はFig.12～17に 示

す とお り で あ る。 す な わ ちFig,12,13,14はPIPC

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,TA-058作 用 時 と同様 に4時 間後 に お い

て も伸 長 化 し て,filament状 の 形 態 を 示 した 。Fig.15,

16,17はPIPCの15.6μg/mlを そ れ ぞ れ1,2,4時

間作用させた時の形態変化であるが,作 用時間の経過と

ともに一層長 くなった6Lament状 の形態が見られ,同

濃度のTA-058を 作用させた時に見られたbulge様 構

造は観察できなかった。

TA-058とPIPCと の間に見られたような形態変化の

差異をさらに詳細に検討するために,Penicillin bind-
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Fig.17 Scanning electron micrograph of E. coli K-

12 exposed to 15. 6ƒÊg/ml of PIPC for 4 hours

ing proteinsに 対す る親 和 性 を 検 討 した 。

3. PBPsに 対 す る親 和 性

SPKATT5,6)の 方 法 に よ り14C-PCGに 対 し てTA-

058は,モ ル比 で0.2倍,1倍,5倍,25倍 に 加 え検

討を行な った結 果.Fig.18に 示 す よ うにTA-058は

PBP2,1Bsに 対 し強い 親和性を有していた。 一方,

PIPCは3に 対する親和性が強 く認められた。

III. 考 察

今回私どもは新しく合成されたペニシリン系抗生物質

であるTA-058のE.coli K-12に 対する抗菌作用機作

に興味を持ち,PIPCを 比較薬として検討を行なった。

TA-058は 接種菌量が高い場合にとくに優れた殺菌作用

を示し,そ の時の形態変化を位相差顕微鏡および走査型

電子顕微鏡で観察した ところ,TA-058の15.6μg/ml

(10倍MIC)を 作 用 させ る と菌 体 はあ ま り伸 長 化せ ず

にsphoroplast様 構 造 あ る い はbulge様 構造 を 形成 して

溶 菌 した が,PIPCの15.6μg/mlを 作 用 させ て も菌は

filament状 を呈 す る のみ で ,spheroplast様 構造 な どは

観 察 され なかっ た。

一般 的 に β-lactam抗 生 物 質の グラ ム陰 性 桿 菌に 対 す

る抗 菌 作 用 は,1)β-laclamaseに 対す る安 定 性,2)菌 体

外 膜 の 透 過 性,3)Penicinin binding proteins(PBPs)

に 対 す る 親 和性,こ れ ら3つ の 因 子が 相 互 に関 連 して い

る もの と ぢえ られ るが,TA-058の β-ladamascに 対 す

る安 定 性 はPIPCと.司 様 の 傾 向を 示 す と 報 告 され て お

り8),今 回.私 ど もが 行 な ったPBPsに 対 す る 親 和性 で

は,TA.058はPBPs2,1A,1Bsに 強 い 親和 性 を 有

して い た 。PBP2は 細 胞 形 態 の 維持,1A,1Bsは 殺 菌

力に 関 係が あ る と 考 え られ て お り,こ の 差がTA-058

の 優 れ た殺 菌 作 用 に 関 与 して い る もの と思 われ るが ,こ

れ 以 外 の 因 子 であ る外膜 透 過性 な どとの 関 連性 も注 目 さ

れ,さ らに 検 討 を行 な う必 要が あ る もの と思 われ る。
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A STUDY ON THE MECHANISM OF ANTIBACTERIAL

ACTION OF TA-058 AGAINST E. COLI

TAKESHI NISHINO, NAOMASA GOTO, NOBUO ISHII

and TERUO TANINO

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

Mechanism of antibacterial action was studied with TA-058 against Escherichia coli K-12 using

piperacillin(PIPC) as control drug. As to the effect on the growth curve of bacteria, bactericidal
action of TA-058 was strong even when the inoculum size was increased. In morphological obsenra-
tion by a phase-contrast microscope, exposure to the MIC of TA-058 or PIPC resulted in the forma-
tion of filamentous cells. However, at the 10 MIC of TA-058, bacteria were slightly elongated,
formed spheroplast-like or bulge-like structure and lyzed. As compared with TA-058, the 10 MIC
of PIPC caused only elongation of cells. The above described morphological changes caused by both
drugs were further ascertained by scanning electron micrography.TA-058 showed the  affinity for

penicillin binding protein (PBP)-2, -1 A, -3 and -1 Bs, and PIPC showed strong affinity to PBP-3.


