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Sultamicillinの 抗菌 力及びペニ シ リン結合蛋 白に対す る親和性
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Sultamicillin tosilateの 基礎 的 な抗 菌 力 の検 討 を行 った。TEM型 β-lactamaseを 産 生 す るE.

coliを 使 い,ト シル酸 はABPCの 抗 菌 力 に も,sulbactamの β-lactamase不 活化 力 に も影 響 を与 え

な い と考 え られ る成 績 が 得 られ た。SultamicillinはpH7以 上 の 溶 液状 態 では 自然解 離 が 速 い の で、

そ の ままMIC測 定 が 可能 であ った。

Sultamicillinはcephem耐 性 S. aureus, ABPC耐 性 H. influenzae, B. fragilis 等にABPG

CCLCEXよ り優れた抗菌力を示した。Rplasmid保 有 E. coli, Klebsiella 等には,ABPCよ り

抗菌力は強かったが,CCLやCEXよ り劣っていた。 P. vulgaris, P. morganii, P. rettgeri,E.

cloacae, C. freundii, Serratia 等にも抗菌域はABPCよ り拡大し,そ のMIC値 はABPGCCL

CEXよ り小さかったが,そ の抗菌力が中等度にとどまるので 尿路感染等のように高濃度の薬剤移行

が考えられる時以外は治療的な期待が少ない。

Sultamicillinは β-lactamase産 生菌 も比較的低濃度で形態変化をきたしたが,そ れはSBTの

β-lactamase不 活化作用によるものと考えられる。また菌のPBPに 対 しては,ABPCよ り高い親和

性を持つという結果は得られなかった。

Sultamicillinはampicillin(ABPC)とsulbactam

(SBT)を エ ステ ル結 合 で一 分 子 化 した もの の トシ ル塩

で あ る。 こ れ を経 口投 与す る と,腸 管 で吸 収 され る時,

粘 膜 上 皮細 胞のesteraseで 分 解 され,当 量 のABPCと

SBTに わか れ る。各 々 単独 で経 口投 与 した時 よ り高 い血

中濃 度 が 得 られ,mutual pro-drugと しての 新 しい価 値

を持 つ ほ か,遊 離 したSBTがABPC耐 性 菌 の 作 る 各種

の β-lactamaseを 不 活 化 す るの で,ABPC非 感 受性 菌 に

ま で 抗 菌 域 が 拡 大 さ れ る。 す な わ ち,sultamicillinは

ABPCのmutualpro-drugと β-lactamase inhibitorの

併 用 効 果 の 二つ の 面 を持 つ こ とに な る。 本 報 告 はsulta-

micillinの 抗 菌 力 を他 の 内服 用 β一lactam薬 剤 と比 較 す

る と と もに,各 種 細 菌 のペ ニ シ リン結 合 蛋 白(PBP)に

対 す る親 和性 を検 討 した もの で あ る。

1.材 料 及 び 方 法

1.Sultamicillin tosilateの 抗菌 力 にお け る トシル

酸 の 影響

ABPCとSBTを1:1モ ル 比 で混 合 した 標 品 を 蒸

留 水 に 溶 か し125μg/mlに な る よ うにL-broth1)に 加 え

た。こ れ を5倍 段 階希 釈 を行 い,更 に 各 種 濃度 のsodium

p-toluenesulfonateを 添加 してE.coli CS 2(RK20)

を1×105/mlに な る よ うに 接 種 した.37℃1夜 振 盛 培

養 後,増 殖 の有 無 を 肉眼 で 判 定 し てchecker board法

で トシル塩 のABPC-SBTの 抗 菌 力に 対 す る影 響 を調

べ た。

2.各 種 臨 床 分 馳 細 菌23～59株 に 対 す るsultamicil-

linの 抗 菌 力

抗菌 力の 測 定 方法 は,日 本 化 学療 法 学 会 標 準 法2)で 行

った。 す な わ ち,臨 床 材料 か ら得 られ た23～59株 の 各種

細 菌 をL-brothで37℃1夜 振 盧 培 養1麦,M9-buffer3)で

グ ラム陽1生菌 は100倍,グ ラム陰1生菌 は1000倍 に希 釈 し,

これ を106CFU/mlの 菌 浮 遊 液 と して,sultamicillin

(台糖 フ ァ イザー),ABPC(万 有 製 薬),cefaclor(CCL)

(塩野 義 製 薬)又 はcefalexin(CEX)(塩 野義 製薬)の

種 々 の 濃度 を含 むMueller-Hintonagar(Difco)に ミ

ク ロプ ラ ン ター を用 い て スポ ッ トし,37℃24時 間 培養i後

の 増殖 の有 無 か ら判定 した。た だ し,S.pneumon毎e及

び β 型Streptococciで は 感 受 性 試 験 にHeart-infu-

sionagar(HI)(栄 研)に5%一 ヒツ ジ脱 線 維 血 液 を加

えた もの を,H.injluemaeに はHI寒 天 にFildes ex-

tract(Oxoid)2>を5%に 加 え た もの を,B0fragilisに

はGAM寒 天(日 水)を 使 用 した。 な お,B.fragilisの

嫌 気培 養 に は ガ スパ ッ ク法(BBL)を 用 い た。なおsulta-

micillinは 酸1生 では安 定 で あ るがpH7以 上 で は 比 較

的 速や か にABPCとSBTに 自然 解 離 す るの で、 そ の

抗 菌 力 は 特 にesteraseで 処理.し な く と も測定 可能 で あ
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る。

3.Sultamicillinに よるE.coliとP.vulgar鉛 の細

胞形態変化の検討

E.coli CS 2(RE28)及 びP.vulgar痔51を,5ml

のL-broth中 で37℃1夜 振邊培養 した。その0.2mlを

37℃ に加温した種々の濃度のsultamicillinを 含む95

mlのL-brothに 接種し,37℃ で振盛培養を続け,4時 間

目に菌をスライドガラス上に塗抹 し,クリスタル紫-シ ュ

ウ酸溶液で染色して光顕像 を見た。また,走 査電顕の検

討には,4時 間後の培養液10mlを4℃ で遠心集菌し,

0.1 M phosphate buffer(pH7.0)で 洗浄後2%グ

ルタールアルデヒド溶液中で4℃2時 間固定 し,エ タノ

ールで脱水後 酢酸 イソア ミルで置換を行い
,臨 界点で

乾燥 し白金パラジウムを蒸着 させてHITACHI450で

観察した。

4.Sultamicillinの 各種細菌PBPに 対する結合親

和性の検討

E. coli NIHJ JC-2,Serratia marcescens 13及 び

Acinetobacter  5の 膜 画分 の 調 製 はSPRATTの 方法41に

準 じて 行 った5)。膜 画分 浮遊 液(15 mg protein/ml)に

0.2～25μg/mlのABPC又 はsultamicillinを 加 え30

℃10分 間反 応 させ た後,0.1mM14C-benzyl penicillin

(50μci/μmole):Amershamを 加 え 更 に30℃10分 間

反 応 させ た。PBPのacrylamide平 板 電 気 泳 動 及 び そ

のfluorographyは 前 報の とお りに行 っ た6)。

5.Sultamicillin tosilateとABPCの 大 腸 菌 外 膜

通 過1生の 比 較検 討

E.coli NIHJ JC-2の 全 菌 体 に1μg/mlのABPC

又 はsultamicilIinを30℃10分 間作 用 させ た 後,膜 画 分

を調 製 し,こ れ に 対す る14C-PCGの 競 合 結 合 をみ た。こ

れ と薬 剤 未処理 の 菌 か ら得 た 膜 画 分 をABPC又 はsul-

tamicillinで 前 処 理 し,更 に14C-PCGを 反 応 させ た も

の とを比較 す る実 験 も行 った 。

II.成 績

1.ト シ ル塩 のABPC+SBT抗 菌 力に 対 す る影 響

Ecoli CS 2(RK20)は,Fig.1の とお りABPC単

独 では200μ9/mlのMICを 示 す が,当 量 のSBTを 加

え る とRK20の 支配 す る β-lactamaseが 不 活 化 され る

た め,ABPC+SBTのMICは12.5μg/mlに 低 下 す

る。Sodium p-toluenesulfonateが0.1～250μg/ml共

存 して も,ABPC+SBTの 抗 菌 力に は 全 く影 響 を与 え

なか った。 す な わ ち トシ ル塩 はABPCの 抗 菌 力 に も

SBTの β-lactamase不 活 化 力 に も全 く影 響 を与 え な

い こ とが 明 らか に な った.

2.臨 床 分 離 株 に対 す るsultamicillinの 抗 菌 力

Sultamicillinは そ の 中 に 約2/3のABPCを 含 む の

でS.aureusに 対 す るMIC累 積 百分 率 をみ る と,Fig.

2の とお り感 受1生株 では 含 まれ るABPCの 量 に相 当 し,

若干ABPC単 独 よ りもMICが 大 き くな るが 耐 性 株 で

は解 離 したSBTが この菌 のpenicillinase(PCase)を

不 活化 す るの でMICが 小 さ くな る。CCLやCEXよ り

はsultamicillinのS.aureusに 対 す る抗 菌 力 は,は る

か に強 い。 近 年 臨 床 的 に 重 要 視 され つ つ あ るmethicil-

lin-cephem-resistant S.aureus(MRSA)(Fig。3)に

対 して もCCLやABPCよ り強 い抗 菌 力 を示 す が この

種 の菌 株 は作 用 点 の変 化に よ る耐 性 株 が 多 いの で,suL

tamicillinの 抗 菌 力 も中 等度 に と ど ま る。S-epidem誤

dお29株 に対 して は,Saureus同 様 感 受性 株 でABPC

単独 よ り若 干 劣 り,耐 性 株 で はABPCよ り抗 菌 力 が 強

い(Fig .4)。Spneumonmで はFig.5の とお り,β-

lactamase産 生 に よ る耐 性 株 は な い の で,sultamiciL

linに 含 まれ るABPCの 量 的 な関 係 か ら,sultamiciIlin

の 抗菌 力 はABPC単 独 よ りも若 干 悪 くな る。しか し,全

株0.1μg/ml以 下 で増 殖 が 抑 え られ,CCLやCEXよ

りもは るか に 抗 菌 力 は 強 い。B群 連 鎖球 菌 を 含 む β 型

Streptococciで も同様 で、ABPCと 共 に 強 い抗 菌 力 を

示 した(Fig.6)。

50株 の 臨 床分 離E.coliに 対 して は,CEXよ りは 劣 る

もの のABPC単 独 よ りも明 らか に 高 い抗 菌 力 を示 した

(Fig.7)。 また,Fig.8の とお りE.coli CS 2に51種 類

のR plasmidを 伝 達 した もの に つ い て も,ABPCが ほ

とん ど高 度 耐性 を示 す の に 対 し,sultamicillinは あ る程

度 の増 殖 阻止 力 を示 したが,CCLやCEXに は 劣 っ た。

Fig.9の と お り47株 のK.pneumonmに 対 し て も,

CCLCEXに 劣 り,ABPCに 優 る力 を示 した。IP.vulga.

万sの 産 生 す るIc型 β-lactamaseはSBTで よ く不 活

化 され るの でsultamicillinはFig.10の とお り,他 の

3剤 よ り も強 い抗 菌 力 を示 す 。P.morganiiに 対 して も

同様 であ る が,Fig.11の とお りそ の 力 は 中等 度 に と どま

る。P.ret老geriに つ い て もFig.12の とお り同様 であ る。

P.mirabilisは 例 外 的 に β-laclamase産 生 株 が 少 な

く,Fig.13の とお り半数 以 上ABPC感 受姓 であ るが

耐 性 株 で はsultamicillinのABPCよ り抗 菌 力 が

強 い。E.cloacae,C.freundii Serrat毎 に はSBT

が これ らの 菌 の 作 るla型 β-lactamaseを 弱 い な が ら

不 活 化 す るの で、Fig.14,15及 び16に 示 す とお り,他 の

3剤 よ り抗 菌 力が 強 い 。 しか し,そ の 範 囲 は6.25μg/ml

か ら100μg/m1に わ た り,中 等 度 の 抗菌 力 で あ る。
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P. aeruginosa に はFig.17の と お り他 の3剤 よ り

sultamicillinは や や 強 い抗 菌 力が み られ るがMIC 100

μg/ml以 上 とな り臨 床 的 に は期 待 で き な い。Sultami-

cillin中 のSBTは,AcinetobacterやNeisseriaに は

例 外 的 に そ れ 自身 で強 い抗 菌 力 を示す 。Fig.18の とお り

49株 のAcinetobacterの90%が6.25μg/m1以 下 の

sultamicillinで 増 殖 か阻 止 され た。

H. influenzae には,近 年ABPC耐1生 株が見られ,臨

床分離株の10～20%に 達するという。ABPC耐 性H.

influenzae に 対 し て もsultamicillinはCCLやCEX

より強い抗菌力を持つことがFig.19か ら明らかである。

嫌気性菌のB. fraglisは,cephem系 抗生物質に耐性

株が多い。Sultamicillinは それに含まれるSBTが こ

の菌の β-lactamaseを 強 く不活化するため,CCLや

Fig. 1 Influence of sodium p-toluenesulfonate on

the antibacterial activity of sultamicillin

E. coli CSH2 (RK20): MIC, ABPC 200pg/m1

Fig. 3 Sensitivity distribution of 59 clinical isolates

of methicillin -and cephem-resistant

Staphylococcus aurcus (M RSA)

CEXよ りは もち ろん,ABPCよ りは は るか に抗 菌 力 が

強 い(Fig.20)。

3.Sultamicillinに よるP.vulgaris及 びE.coliの

細 胞 形態 の 変 化

Fig.21の とお り,P.vulgaris51はIc型 β-lactamase

を作 り,ABPC単 独 に 対 す るMICは200μg/mlで 、そ

の 存在 下 で培 養 した菌 も若 干 フ ィ ラ メン ト化 す るにす ぎ

な い。SBTは 単 独 で この 菌 に 対 し100μg/mlのMIC

を示 し,そ の 存在 下 で獄 菌 の フ ィ ラ メン ト化 と溶菌 が 認

め られ る。両 者 を含 むsultamicillinは,SBTが β-lac-

tamaseを 不 活 化 す る ため に,MICが6.25μg/mlと な

りその 存 在 下 で明 らか な溶菌 が 認 め られ た。 電顕 像 で調

べ る とFig .22の とお り,す で に1.56μg/ml(1/4MIC)

で も細 胞壁 が 疎 とな り一部 バ ル ジ形 成 が認 め られ る。

Fig. 2 Sensitivity distribution of 48 clinical isolates

of Staphylococcus  aurcus

Fig. 4 Sensitivity distribution of 29 clinical isolates
of Staphylococcus epidermidis
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Fig. 5 Sensitivity distribution of 23 clinical isolates of Streptococcus pneumoniae

Fig. 6 Sensitivity distribution of 24 clinical isolates of 13-haemolytic streptococci

Fig. 7 Sensitivity distribution of 50 clinical isolates

of Escherichia

Fig. 8 Sensitivity distribution of 51 substrains carrying
various R(bla) plasmids of Escherichia coli CS2
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Fig. 9 Sensitivity distribution of 47 clinical isolates

of Klebsiella pneuinoniae

Fig. 11 Sensitivity distribution of 54 clinical isolates

of Proteus morganii

Fig. 13 Sensitivity distribution of 50 clinical isolates

of Proteus mirabilis

Fig. 10 Sensitivity distridution of 42 clinical isolates

of Proteus vulgaris

Fig. 12 Sensitivity distribution of 29 clinical isolates

of Proteus rettgeri

Fig. 14 Sensitivity distribution of 43 clinical isolates

of Enterobacter cloacae
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Fig. 15 Sensitivity distribution of 48 clinical isolates
of Citrobacter freundii

Fig. 17 Sensitivity distribution of 49 clinical isolates

of Pseudomonas aeruginosa

Fig. 19 Sensitivity distribution of 24 ampicillin-resistant

clinical isolates of Haemophilus influenzae

Fig. 16 Sensitivity distribution of 48 clinical isolates

of Serratia marcescens

Fig. 18 Sensitivity distribution of 49 clinical isolates

of Acinetobacter calcoaceticus

Fig. 20 Sensitivity distribution of 54 clinical isolates
of Bacteroides fragilis
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Fig. 21 Light-microscopy or cells of Proteus vulgaris 51 grown in 

L-broth containing and not containing various amounts of 

sultamicillin, ABPC or SBT at 37•Ž for 4 hrs
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Fig. 22 Scanning electronmicroscopy of cells of Proteus vulgaris 51 grown 

in L-broth containing and not containing various amounts of sultamicillin, 

ABPC or SBT
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Fig. 23 Light-microscopy of cells of Escherichia coli carrying RE28 (bla) 

plasmid and grown in L-broth containing and not containing 

various amounts of sultamicillin, ABPC or SBT at 37•Ž for 4 hrs
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Fig. 24 Scanning electronmicroscopy of cells of Escherichia coli carrying 
RE28 (bla) plasmid and grown in L-broth containing and not 
containing various amounts of sultamicillin, ABPC or SBT
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TEM型 β-lactamaseを 支 配 す るRE28保 有 のE

coli CS2(RE28)は,Fig.23の とお り,ABPC単 独

で は6400μg/mlのMICで あ るが,SBT単 独 で は50

μg/mlのMICを 示 す。 両 者 を 含 むsultamicillinは

MIC12.5μg/mlと な り50μg/ml(4MIC)で は著 明 な

溶 菌像 が 見 られ るの はFig.24の とお りであ る。これ らの

詳 細 な変 化 を グ ラフ化 したの がFig.25で あ る。

4.各 種 細 菌PBPに 対 す るsultamicillinの 影響

Fig.26,27,28の とお り,E.coliで もS.marcescens

で も ４cinetobacterで も,単 離 した 膜 画分 で 未 処 理 の

sultamicillinとi4C-PCGの 競 合結 合 を行 う と,ABPC

単独 よ りも結 合 親 和性 が低 い こ とが わ か る。Sultamicil-

lin中 に 含 ま れ るABPCの 絶 対 量 の 少 な い こ と を考 慮

して もな お結 合 親和 性 力抵 いの で 反 応液 中 でのsulta-

micillinのABPCとSBTへ の 自然 解 離 が 不 十 分 な た

め で あ ろ う。Fig.29で み る と全 菌 体 ではsultamicillin

で もABPCで も,ほ ぼ 同 程 度 のPBPへ の 親 和 性 が 認

め られ た。 この場 合 に は実 験 操 作 中 に あ る程 度 以 上 の時

間 を要 す るの で 解離 が 十 分 行 わ れ た ため と考 え られ る。

III.考 察

実験 の結 果 か ら,ABPCとSBTが エ ス テ ル結 合 で一

分 子 化 したsultamicillin tosilateは,ト シ ル酸 がAB

PCの 抗菌 力にもSBTの β-lactamase不 活 化 力 に も全

く影響 しない の でmutual pro-drugと して経 口後腸 管

か ら吸 収 され,ABPCとSBTに 遊 離 後 はABPCの 抗

菌 力 にSBTの β-lactamase不 活 化 効 果 を反 映 した 抗

菌 力 を示 す こ とが 明 らか に な っ た。SBTはPCase型 と

Ic型 β-lactamaseを 強 く,そ の 他 のcephalospori-

nase(CEPase)型 β-lactamaseを 弱 い なが ら不 活化 す

るの で7、sultamicillinはABPC耐 性S.aureusや,

Fig. 25 Representative diagram of morphological changes in cells of

Proteus vulgaris 51 and Escherichia coli CSH2 carrying RE28 (bla)

plasmid, which were grown in the presence or absence of various
amounts of sultamicillin, ABPC or SBT

1. Proteus vulkaris 51

2. E. coli CSH2 (RE28)
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Fig. 26 Competition of sultamicillin and ABPC for 

penicillin-binding proteins of Escherichia 
coli NIHJ JC-2

Fig. 27 Competition of sultamicillin and ABPC for 

penicillin-binding proteins of Serratia 
marcescens 13

Fig. 28 Competition of sultamicillin and ABPC for 

penicillin-binding proteins of Acinetobacter 
calcoaceticus 5

Fig. 29 Competition of sultamicillin and ABPC for 

penicillin-binding proteins in the whole cells 

(in vivo) of Escherichia coli NIHJ JC-2

R(bla)plasmid保 有E.coli等 にABPCの 抗菌力か期

待できるようになるほか,CEPase産 生弱毒グラム陰性

桿菌まである程度抗菌域が拡大する。後者の効果はそれ

ほど強いものではないので 組織濃度の低いところでは

臨床効果の期待が少ないであろうが,高 い尿中濃度が得

られる尿路感染等では弱毒菌に対する効果も考えられる

かもしれない。これらの基礎的研究結果が 実際の臨床

にどのように影響するか興味深い。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF SULTAMICILLIN AND

ITS AFFINITY TO PENICILLIN-BINDING PROTEINS

OF VARIOUS BACTERIA

TAKESHI YOKOTA, EIKO SUZUKI, and REIKO YOSHIDA
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Basic studies were carried out on the antibacterial activity of sultamicillin tosilate. It was revealed that sodiurr

p-toluenesulfonate did not influence on both antibacterial activity of ampicillin (ABPC) and a-lactamase in

activation activity of sulbactam (SBT). Since sultamicillin was rather unstable and split into ABPC and SBT ir

solutions with pH higher than 7.0, its antibacterial activity could be measured without treatment by esterase.

Sultamicillin manifested higher antibacterial activity against ABPC resistant Staphylococcus aureus includinf

MRSA, ABPC-resistent Haemophilus influenzae, and Bacteroides fragilis than ABPC, cefaclor (CCL), and cepha

lexin (CEX), although it was inferior to CCL and CEX against Escherichia coli carrying R (bla) plasmids and

Klebsiella spp. The antibacterial spectrum of sultamicillin was confirmed to expand to Proteus vulgaris, P

morganii, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii and Serratia marcescens to which ABPC, CCL, and CE)

could not work, the MICs of sultamicillin to those bacteria, however, were rather high.

Sultamicillin induced morphological changes of cells of ƒÀ-lactamase producing P. vulgaris and E. coli at lom

concentrations because SBT in the drug could inactivate the p-lactamases. No evidences were obtained showinf

that sultamicillin possessed higher binding affinities to bacterial penicillin-binding proteins (PBPs) than ABPC


