
VOL.33S-3 CHEMOTHERAPY 9

Bacmecillinam (KW-1100)のinvitro抗 菌 力 お よ び 作 用 機i作

佐藤 清 ・峯浦和幸 ・岡地 諒

協和醸酵工業株式会社医薬研究所

新 しい 経 口吸 収 性 プ ロ ドラ ッ グで あ る パ ク メシ リナ ム(KW-1100, BMPC)のin vitro抗 菌 力 を

活 性 体 で あ る メ シ リナ ム(MPC)と とも に各 種 標 準 株,臨 床 分離 株 を対 象 と して 検 討 した 。

1.KW-1100は そ れ 自体 で は グ ラム陽 性 菌,陰 性 菌 に 弱 い 抗菌 力 を示 し,そ の スペ ク トラ ムは

MFCに 類 以 して い た。

2.KW-1100の 活 性 体 で あ るMPCの 抗 菌 力 は 標準 株 の グ ラ ム陽 性 菌 に対 して はABPC, AM

PC, CBPC, CEXよ り劣 って い た がEcoli, Kpneumoniae, C. freundiiな ど の グ ラ ム陰 性

桿 菌 に 対 して は 上 記 抗 生 物 質 よ り優 れ てい た 。

3.MFCに 対 す る臨 床 分 離 株 の 感 受 性 分布 を検 討 した結 果,MPCはE, coli, K. pneumoniae,

Pmirabilis, E. cloacae, E. aerogenes, C. freundiiに 対 してABPC,CEXよ り低 い 濃度 で有

効 で あ った 。

4.臨 床 分離 株 に対 す るMPCとABPCと の 感受 性 相 関 につ い て 検 討 した 結 果Ecoli,K. pne-

umoniae, Ecloacae, E. aerogenesお よびC. freundiiで はABPCとMPCの 間 に 交叉 耐 性

を示 す 割 合 が少 な く,た とえ ばE. coliで はABPC耐 性 菌(MIC:>50μg/ml)の64.7%

がMPCに 感受 性(MIC:<3.12μg/ml)で あ っ た。

5.MPCの 作 用 機 作 に つ い て検 討 し,MPCは 無 細 胞 抽 出系 で 大 腸 菌 の ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白

PBP-2に 特 異 的 に 結 合 す る こ とを確 認 した 。

Bacmecillinam (BMPC, KW-1100)は1972年 に報 告 さ

れ た 半 合 成 ペ ニ シ リンで あ るmecillinam (MPC, amdi-

nocillin, FL-1060)1)の 経 口吸 収 性 を 改 善 す る こ とを 目

的 と し て合 成 され たpro-drugの1つ で あ り,Fig.1に

示 した よ うにMPCの3位 に1'-ethoxycarbonyloxye-

Fig. 1 Structures of bacmecillinam (KW-1100)
and mecillinam

Bacmecillinam(BMPC;KW-1100)

Mecillinam (MPC; Amdinocillin)

thylester基 を もつ新 しい経 口用 抗 生 物 質 で あ る。

MPCは 従 来 の 半 合 成 ペ ニ シ リン とは異 な り,グ ラム

陽 性 菌 よ りむ しろ グ ラ ム陰 性 菌 を中 心 と した 細菌 に強 い

抗 菌 力 を 示 す とい う特 徴 を も っ てい た が,経 口で投 与 さ

れ た 場 合 消 化 管 か らの 吸収 が 良 くな か った の で,経 口 吸

収 性 を改 善 す るた め に す で にpivaloyloxymethyl ester

を導 入 したpivmecillinam (PMPC, amdinocillin pivo-

xil)が 開 発 さ れ て い るが,BMPCは それ とは異 な り,

前 記 の 新 しい エ ス テ ル基 を導 入 す る こ とに よ りさ ら に経

口吸 収 性 な どの諸 性 質 が 改 良 され た もの で あ る2)。

BMPCは それ 自体 で は 抗 菌 力 を ほ とん ど示 さ ない が,

経 口で投 与 され る と消 化 管 壁 等 に 分 布 す る非 特 異 的 エ ス

テ ラー ゼ の作 用 に よ り速 や か に脱 エ ス テ ル反 応 を受 け,

活 性 体 のMPCと な って 抗 菌 活 性 を 発現 す る とい わ れ て

い る3)。

我 々 は今 回BMPCお よ びMPCのin vitro抗 菌 力

に つ い て各 種 標 準 株 お よび 臨床 分 離 株 を被 検 菌 と して 検

討 を行 ない,さ らに そ の 作用 機 作 の面 か ら大 腸 菌 の ペ ニ

シ リン結 合 蛋 白へ の 作 用 に つ い て検 討 を加 えた の で 報 告

す る。

1.実 験 材 料 お よ び実 験 方 法
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1.供 試 試 薬

BMPC(Bacmecillinam.・HC1;MPC換 算677μg/

mg)は ス ウ ェ ーデ ンのAstra社 で合 成 され た もの を使

用 した 。MPC(10t.43-780614,994%)は デ ンマ ー ク

Leo社 よ り供 与 され た もの を使 用 した 。 本 研 究 に お け る

BMPCは す べ てMPCと して の 力 価 で表 示 した0ま た

ampicillin(ABPC;ampicillin・Na920μg/mg)お よ

びamoxicillin(AMPC;amoxicillin830μg/mg)は 協

和 醸 酵 工 業(株),carbenicil1in(CBPC,グ リペ ニ ン注 射 用,

注射 用 カ ルベ ニ シ リンナ トリ ウム,1g力 価)は 藤 沢 薬

品工 業(株),cephalexin(CEX,ケ フ レ ッ クス カ プ セ ル,

250mg力 価)は 塩 野 義製 薬(株)のもの を 使 用 した。 また

〔14C〕benzylpenicillin.・potassiumsalt(14C-PCG;

Specificactivity54mCi/mmol)はAmersham社 の も

の を 使 用 した

2.供 試 菌 株

抗 菌 力 の測 定 に 用 い た標 準 株 な らび に 臨 床 分 離株 は協

和 醸 酵 工 業(株)医 薬 研 究 所 に 保存 して あ る もの を 使 用

し,ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白の 実 験)にはE.coliNIHJJC-2

株 を 用 い た。

3.試 験管 内抗 菌 力 の 測 定

被 検 菌 の 前培 養 に はMuELLERHINToNBroth(MHB)

培 地(DifcoLabs.)を 用 い た 。最 小 発育 阻 止 濃 度(MIC)

の測 定 に はMuELLERHIMoNAgar(MHA)培 地(Difco

Labs.)を 使 用 した。 日本 化 学 療 法 学 会 標準 法4)に 従 い,

各 薬 剤 の倍 数 希 釈液 を含 むMRA培 地 を調 製 し,そ の上

に あ らか じめ 一 夜 前 培 養 した被 検 菌 を所 定 の接 種 菌量 に

な る よ う調 製 した 菌 液 を 接 種 し,37℃ で18時 間培 養 後

MIC(μg/ml)を 測 定 した0接 種 菌 量 と して は標 準 株 に

対 す る 抗 菌 力 の 測 定 に106cells/mlを 用 い,臨 床分 離

株 の 感受 性 の測 定 に106お よび108cells/m1を 使 用 し

た 。

4.ペ ニ シ リン結 合蛋 白へ の作 用

4-1E.coliの ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(PBPs)の 調製 法

PBPsの 調 製 はSpratt5.6)お よび 松 橋7)の 方 法 に準 じ

て 行 な った 。EcoliNIHJJC-2をPENAssAYbroth

(AntibioticMedium3;DifcoLabs.)に 接 種 し,37℃ で

対 数 増 殖 後 期 に達 す るま で振 盤培 養 した 。 そ れ を 冷却 下

で遠 心 集菌 し,0.01Mphosphatebuffer(pH7.0)で1

回洗 浄 した。 菌 体 を0.14M2-mercaptoethano1含 有

0.05Mphosphatebuffer(pH7-0)に 再 浮 遊 し,氷 冷 下

で 超 音波 処 理 に よ り破 砕 し,8,000×9,20分 の遠 心上 清

を100,000×9,30分 の超 遠 心 に か け 細 胞 膜 画 分 を 得

た 。Folin法 で 蛋 白定 量 を行 ない,蛋 白含 量 が20mg/m1

に な る よ うに膜 浮 遊 液 を 調 製 しPBPs画 分 と して 使 用 し

た 。

4-2MPCと14C-PCGのcompetition反 応

上 記PBPs画 分100μlと 所 定 濃 度 のMPC希 釈 液

5μ1を 混 合 し,30℃10分 間pre-incubateし た後14C-

PCG(50μCi/ml)10μlを 加 え,30℃ で10分 間 保 温 し

た 。 つ い で,非 放 射 性PCG(約100mg/ml)5μlを 加

え,さ らにNa-lauroyl-sarcosinateの20%溶 液5μ1を 添

加 して 室 温 に20分 間 静置 後,15,000×g,30分 間遠 心 し

た 。 上 清100μ1にgelsamplebuEer(0.2MTris-HCl

pH6.8;3%-SDS;30%glycero1;0.002%bromophen-

01blue)50μl,2-mercaptoethano110μlを 加 え100℃

で3分 間加 熱 した 。

4-3Fluorogramの 作 成

上 記 反 応 液50μlを7.5%SDS-polyacrylamideslab

ge1にchargeし,約4時 間 電 気 泳 動 を 行 な った(25mA)0

泳 動 を 終 った ゲ ルは 固定,洗 浄 後dimethylsulphoxide

に 溶 解 した2,5-diphenyloxazoie(PPO)を しみ込 ませ

水 洗,乾 燥 後,X-rayfilm(LKBUltrafilm〔3H〕)に 密

着 し,-80℃ で30日 間 感 光 して 舳orogramを 作 成 し

た8)0各PBPに 対 す る14C-PCGの 結 合 を50%阻 害 す る

MPCの 量(150)はX-raymmの 黒 化 度 をDua1-Wav-

elengthTLCscannerCS-900(島 津 製 作 所)を 用 いて 測

定 した。

II.実 験 結 果 及 び 考 察

1.標 準 株 に 対 す る試 験)管内 抗菌 力

グ ラム陽 性 菌,陰 性 菌 を 含 む 各 種 標準 株 に 対 す る試 験

管 内 抗菌 力 を測 定 した 結 果 をTable1に 示 した 。BMPC

は そ の ま まで も弱 い な が ら グラ ム陽 性 菌,グ ラ ム陰 性 菌

に 広 範 囲 な 抗 菌 スペ ク トル を示 し,そ の スペ ク トル は 後

に 示 すMPCの そ れ と類 似 して い た。BMPCは 生 体 内

の非 特 異 的 エ ステ ラー ゼ の 関与 に よ り速 やか に活 性 体 で

あ るMPCに 転 換 し抗 菌 力 を 発 現 す る と と もに,非 酵 素

的 に も徐 々 に で は あ るがMPCに 転 換 す る こ とが知 られ

て お り,こ こで認 め られ たBMPCの 抗 菌 力 は寒 天 希 釈

法 に よ るassayの 操 作 中 あ る い は37℃,18時 間 の培 養

中 に 部 分 的 に エ ス テ ル残 基 が 加 水 分 解 を受 け,離 脱 して

生 成 した 活性 体 で あ るMPCに も とつ く抗 菌 力 で あ る と

考 え る こ とが で き る。 した が って,BMPC試 験 管 内 抗 菌

力 はMPCの 抗菌 力 を もって 論 ず るの が適 当 と思 われ る

の で 以 降 のinvitroの 実 験 には す べ てMPCを 用 い る

こ と と した 。

MPCの 抗 菌 力 に関 して は す で に 内 外 の 研 究者 に よ り

多 くの 報 告 が 見 られ る が1,9～11),本報 で もそ れ らの結 果 に

ほ ぼ 類 以 す る結 果 が 得 られ た。 す なわ ち,MPCは グ ラ

ム陽 性 菌 に 対 す る抗菌 力 はABPC,AMPC,CBPC,CEX

よ り弱 い が,そ れ に反 してEcoli,K,pneumoniae,s

marcescens,C.freundiiお よ び 一 部 のProteussp.な
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Table 1 In vitro antibacterial activity against standard strains

Inoculum size: 1 loopful of 106 cells/ml *>100ƒÊg/ml

どの グ ラム陰 性 桿 菌 には,い ず れ も これ らの 抗 生 物 質 よ

り強 い抗 菌 力 を示 した 。 これ らの 菌 株 の 中 でEcoliS

1112,KpneumoniaeY-60株 の よ うなABPC,AMPC,

CBPCに 対 して耐 性 を示 す 株 がMPCに 対 して は 高 い 感

受 性 を示 す こ とな どの 特 徴 が認 め られ た。 これ らは 後 に

述 べ る よ うにMPCの 作 用機 作 が 従 来 の β-ラ クタ ム抗

生 物 質 の作 用 点 とは 大 き く異 な りペ ニ シ リン 結 合 蛋 白

(PBPs)の2に 特 異 的 に結 合す る こ とも原 因 の一 つ に な

っ て い る と考 え られ る。

一 方 で ,MPCはPseudomomas aeruginosa,Eaem-

ophilus influenzaeに 対 して は ほ とん ど 抗 菌 力 を 示 さな

か った 。

2.臨 床 分 離 株 の 感 受 性分 布

臨 床 材 料 よ り分離 され た 各種 被 検 菌 に対 す るMPCの

感 受 性 分 布 をABPC,CEXを 対 照 薬 剤 と して 比較 した

結 果 をFig2に 示 した 。 図 か ら明 らか な よ うにE.coli

(77株)は106,108cells/mlと もにMPCに 対す る感 受

性 は 他 の2剤 と比較 す る と非 常 に高 く,106cells/mlの

接 種 菌量 でMIC50はMPCO.20,CEX,ABPCと も に

6.25μg/m1で あ り,108cells/mlで はMPC 0.39,CEX

6-25,ABPC 12.5μg/mlで あ った 。K.pneumoniae(62

株)は106cells/mlで はMPCに 対 して高 い感 受 性 を 示

しMIC50がMPC 0.39,CEX6.25,ABPC 50μg/ml

で あ った のに 反 し,108cells/mlで はMPC>100 ,CEX

3.12,ABPC>100μg/mlと な ってMPCはABPCと と

も に接 種 菌 量 の影 響 を受 け易 い傾 向 が 認 め られ た。R

mirabilisに 対 して はMPCはABPC ,CEX,と 比較 す

る と感 受 性菌 は よ り低 いMICを もつ も のの 感 受 性 分布

曲 線 はABPC,CEXよ り緩 や か な勾 配 を示 した 。 また

P.vulgaris,P.rettgeri,P.morgmiiの3菌 種 に 対 して

は 他 剤 と同 じ くあ ま り有 効 でな か った 。一 方,MPCは

Enterobacterお よびCitrobacterに 対 して は 強 い 抗 菌 力

を 示 しE. cloacae,E. aerogenesと もに106,108cells/

m1の 接 種 菌量 でABPC,CEXよ りか な り高 感 受 性側 に

寄 った 分 布 曲 線 を示 した 。 また,C.freundii(65株)も

108cells/mlの 条 件 下 ではEnterobacterの 場 合 と同 じ く

や や 耐 性 株 が 多 く 見 られ る も の のMIC50はABPC ,

CEXに 比較 す る と非 常 に低 い 値 が 得 られ た。 全 般 的 に

本 剤 はE.coli,K.pneumoniae,Elnterobacterお よび

Citrobacterに 対 しABPC,CEXよ り優 れ た 強 い抗 菌 力

を 有 し,そ の傾 向 は と くに低 菌量(106cells/ml)の 場 合

に顕 著 で あ る とい うこ とが で きる。

3.臨 床 分 離 株 の 感 受 性 相 関

前 記 の臨 床 か ら分 離 され た 各菌 株 に対 す るMIC値 を



12
CHEMOTHERAPY OCT1985

Fig. 2 Cumulative sensitivity distribution of MPC, ABPC and CEX against clinically

isolated Gram negative bacteria

E.coli(77strains)

K.pmumoniae(62strains)

P.mirabilis(53strains)
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P.vulgaris (36strains)

P.rettgeri (26strains)

P.morganii (27strains)
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E.cloacae (41 strains)

E.aerogcnes (36 strains)

C.freundii (65 strains)
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Fig 3 Correlogram of MICs of Mecillinam and ABPC against clinically isolated Gram negative bacteria

E. coli

K. pneumoniae

P. mirabilis
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P. mlgaris

P. rettgeri

P. morganii
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E.cLoacae

E.aerogems

C.freurldii
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も とにMPCとABPCの 感 受 性 相 関 をFig.3に 示 し

たO図 か ら 明 らか な よ うにMPCはE.coli(106cells/m1)

に対 してABPCよ り相対 的 に優 れ たMICを 示 し,

ABPC耐 性 菌(MIC:50μg/ml以 上)34株 の うち64,7

%に あ た る22株 に対 して3.12μg/ml以 下 の低 いMIC値

を 示 した。 またK.pneummiaeのABPC耐 性 菌(MIC:

50μg/mi以 上)41株 に 対 して も,そ の68.3%に 相 当す

る28株 にMPcは3.12μg/ml以 下 のMlcを 示 し,

交叉 耐 性 を 示 す 割 合 は 少 な か った0ほ ぼ 同 様 の 傾 向 が

Ecioacae,E.aerogems,C.fnmdiiに お い て も認 め ら

れ たが,P.mirabilisお よび そ の他 のProteus属 の菌 に

対 して は逆 の傾 向 が認 め られ,ABPCの 方 が 全体 的 に良

い 感受 性 を示 した 。

4.ペ ニ シ リン結 合 蛋 白(PBPs)へ の作 用

E.coliNIHJJC-2株 よ り調 製 したPBPsに 対 す る

MPCの 作 用 をPlate1に 示 した。 この写 真 か ら 明 らか

plate 1 Fluorogram of competition of MPC with
14C-PCG for binding to E. coli NIHJ JC-

2 PBPs
Concentration of mecillinam (fig/ml)

C;0 2;0.05 4;5
1; 0.005 3; 0.5 5; 50

な ご と く,MPCは0.05μg/mlの 濃 度 でPBP-2へ の

14C-PCGの 結 合 を選 択 的 に阻 害 した 。 また,TLC-scan-

nerで 走 査 した 結 果 をFi畠4に 示 した が,本 図 か ら も

PBP-2の ピー クがMPCO-05μg/ml添 加 の 条件 下 で ほ

ぼ 完 全 に消 失 して い る こ とが 認 め られ る。 一 方,Fig.5

に 示 した よ うに本 実 験 か ら 求 め られ たPBP-2に 対 す る

MPCの15。 値 は0,02μg/mlで あ る の に反 し,そ の 他 の

PBPsに 対 す る15。 値 は い ず れ も50μg/mlよ り大 きい

値 を示 し,こ の 結 果 か ら もMPCがPBPsの 中 で も と

く にPBP-2に 対 して非 常 に高 い 特 異 性 を も って 結 合す

る こ とが示 され,Spratt12,13)に よ り述 ぺ られ て い る事 実

が 改 め て確 認 され た。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND MODE OF ACTION

OF BACMECILLINAM (KW-1100)

KIYOSHI SATO, KAZUYUKI MINEURA and RYO OKACHI

Pharmaceuticals Research Laboratory, Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.

1188 Shimotogari, Nagaizumi, Sunto, Shizuoka, 411 JAPAN

In vitro antibacterial activities of new oral pro-drug bacmecillinam (BMPC, KW-1100) and its active form

mecillinam (MPC) were investigated against standard and clinically isolated pathogens.

1. BMPC, in itself, showed weak antibacterial activities, against Gram positive and negative bacteria

with the similar spectrum to MPC.

2. MPC, active form of BMPC, exhibited stronger antibacterial activities against standard strains of

Gram negative rods including E. coli, K. pneumoniae, C. freundii etc. than ABPC, AMPC, CBPC and

CEX, though it was less active against Gram positive strains than the latter antibiotics.

3. MPC exhibited stronger antibacterial activities against clinically isolated E. coli, K. pneumoniae, P.

mirabilis, E. cloacae, E. aerogenes and C.freundii than ABPC and CEX.

4. 64.7% of ABPC resistant (MIC:>50ƒÊg/ml) strains of E. coli was susceptible (MIC:<3. 12

ƒÊg/ml) to MPC. The rate of cross resistance between ABPC and MPC was relatively low in E. coli,

as well in K. pneumoniae, E. cloacae, E. aerogenes and C. freundii.

5. MPC bound specifically to penicillin-binding protein 2 of E. coli NIHJ JC-2 in cell free system.


