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新ア ミノ配糖体系抗生物質HBKに 関す る細菌学的評価
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新 しいアミノ配糖体抗生物質であるHBKのin vitroお よびin,vipta抗 菌作用について細菌学

的検討を行ない,次 のような成績を得た。

(1)HBKは グラム陽性菌およびグラム陰性菌に優れた抗菌力を示 した。また,HBKはGen.

tamicin耐 性 のE,coli,P、inconstans,P、aeruginosaに 対 して強い抗菌力を示した。

(2)HBKの 各種臨床分離株に対する抗菌力はGentamicinと 同等あるいはやや劣るものの,

AmikaciftやDibekaeinよ りも優れてい た。また,Gentamicin耐 性 ブ ドウ球菌に対しては,HBK

は優れた抗菌力を示 し零。

(3)HBKは 殺 菌 的 に 作 用 した。,

(4)マ ウス実 験 的 感 染 症 に 対 してHBKはGentamicinお よびDibekaein耐 性 菌 に よる 感 染症 に 対 し

て も優 れ た効 果 を示 した 。;1

(5)HBKはAPH(3t)-1,APH(3,)-II,AAC(211),AAC(3),AAD(2〃),AAD(4')等 の ア ミノ配 糖

体不 活 性 化酵 素 を産 生 す 硝 株 に有 効 で あ っ た。Table1Antibacterlal activity of HBK
,GM,AMK and DKB

HBKは,梅 沢浜 夫 博 士 ら1),に よ っ て 合 成 さ れ た

Dibekacinの 誘 導 体 で あ る.構 造 式 お よが 化 学 名 を

Fig1に 示 した 。1

今 回 はHBKのin vitro,in vivoに1け る細 菌 学 的 評

価 につ 野 て,GentamicinAmikacinお よびDibekacin

を 対 照 薬 剤 と して検 討 を 行 な った の で報 告 す る.

I.実 験材料および実験方法

1.使 用菌株

当研究所保存の標準株および臨床分離株を使用 した。

2.使 用薬剤

HBK,Gentamicin(GM)Amikacin(AMK)お よび

Dibekacin(DKB) .はいずれも明治製菓(株)の 製品で

力価の明らかなものを用込た。

Fig,1Structure of HBK
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3.感 受 性 測 定

最 小発 育 阻 止濃 度(MIC)は,日 本 化 学療 法 学会 標 準

法2)に 従 い,増 菌 用 培 地 と してSensitivity Test Broth

(栄 研),測 定 用 培 地 と してSensit Pvity Disc Agar(ニ ッ

ス イ)を 用 いた 寒 天 平 板 希釈 法 に よ り求 め た。

4.増 殖 曲線 に お よぼ す影 響

Mueller-Himton Bmth (BBL)で 前 培 養 したS. aureus

209P JC-1,E. coli NIHJ JC-2,K. pneumonide PCI

602お よびP. aeruginosa E-2を 同Brothで 希 釈 し,さ

らに37℃ で2～3時 間振 邊培 養 を 行 な った。 こ の菌 液

を106CFU/mlと な るように鯛製し,こ れに所定濃度の

各薬剤を添加し,経 時的に生菌数を測定した。

5.抗 菌力におよぼす諸因子の影響

抗菌力におよぼす接種菌量,培 地pHお よびヒト血清

添加の影響をS. aurus SMITH,E. coli NIHJ JC-2,K

pneumoniae PCI 602, P. vulgaris OX-19, S. marcescens

1AM1223お よびP. aeruginosa E-2を 用 いて検討した。

Mueller-Hinton Agar (BBL)を 測定培地とした寒天平

板希釈法により,各 薬剤におけるMIC値 の変動を測定

して諸因子の影響を稠ベた。

Table 2 Antibacterial activity of HBK, GM, AMK and DKB against clinical isolates

Fig 2 Sensitiviay distribution of clinical isolates Fig. 3 Sensitivity distribution of clinical isolates
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6.マ ウス実験的感染症に対する感染防禦効果

ICR系 雄 マウス(4週 齢,体 重20±1g)を 用 いた。

被検菌 としてS. aureus,E. coli, K. pneumoniae,S.

marcescensお よびP. aeruginosaを 用い,腹 腔内感染後

2時 間目に薬剤を皮下投与した。感染7日 後の生存率か

Fig. 4 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 5 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 6 Sensitivity distribution of clinical isolates

らED50値 をLitchfield-Wilcoxon法 により算出した。

11.輿 験 結 果

1)抗 菌 スペクトル

グヲム陽性菌,グ ラム陰性菌に射するHBKの 抗菌ス

ペクトルを検討 した結果をTable 1に 示 した。HBKは

Fig. 7 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 8 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 9 Sensitivity distribution of clinical isolates
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グラ ム陽 性 菌,グ ラム陰 性 菌 に対 し広 領 域 の抗 菌 スベ ク

トル を有 して い た。HBKの 抗 薗 力 は塗 体 的 にGMよ り

劣 る もの のAMKやDKBよ り も優 れ て いた 。HBKは

ア ミノ配 糖 体 不 活 性化 酵 素 産 生 のS. aureus AAD (4'),

S. epidermidis AAD(4'),E, coli APH (3')-I P. aorugi-

nosa APH (3')-1, APH (3')-II,の ほか,GM耐 性 菌

Fig. 10 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 11 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 12 Sensitivity distribution of clinical isolates

E.coli AAD (2") P, inconstans AAC (2'). P. aeruginosa

AAC(3)に 対 しても有効であった。 しか し,E. coli

AAC(6')に 対 し,GMに 比べ その抗菌力は 劣っていた

が,DKBよ り優れていた0

2)臨 床分離株に対する感受性

臨床分離株15菌 種に対するHBKの 感受性を検討 し

Fig. 13 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 14 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 15 Sensitivity distribution of clinical isolates
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た 。そ の結 果 は,累 積 百 分 率 と してFig.2～Fig.16に 示

し,ま た 菌 種 ご とに50%,90%の 菌株 の発 育 を阻 止す

る 薬 剤濃 度MIC50,MIC90を それ ぞれFig.か ら 求 め

Table2に 示 した 。 さら にGMに 対 す るMICが12.5

μg/ml以 上 のS.aureusお よびCoagulase(-)Staphylo-

cocciの 累 積百 分 率をFig.17お よびFig.18に 示 した 。

S.aureus:MIC50はHBK,GM,DKBと もに0,39

μg/ml,AMKで1.56μg/mlで あ っ た が,HBKの

MIC90は0.78μg/mlで あ り,GM,AMKお よびDKB

よ り優れ た 抗 菌 力 で あ った 。S.aureusの 中 にはGM,

AMK,DKB6.25μg/ml以 上 の 耐 性 菌 が 使 用 菌 株 の

10%強 に 認め られ た(Fig.2).

Coagulase(-)Staphylococci:HBKのMIC90は0.39

μg/mlでAMKお よびDKBよ り優 れ,GMと 同等 の

抗菌 力を 示 した 。 ま た,GMとDKBで は12.5μg/ml

以 上 の耐 性 菌 が み られ たが,HBKとAMKに は耐 性 菌

は み られ なか った(Fig.3)。

S.pyogenes:HBKのMIC90は12.5μg/mlで あ り,

AMKとDKBよ り1管 以 上 優 れ た抗 菌 力 を示 した

(Fig.4)。

E.coli:HBKのMIC90は1.56μg/mlで あ り,GM

よ りやや 劣 る もの のAMKよ り1管 程 度優 れ た 抗 菌 力

を 示 した(Fig.5)。

E.cloacae:HBKのMICg0は6.25μg/mlで あ り,

そ の 抗菌 力はAMKと 同程 度 で あ った が,GMのMIC90

1.56μg/mlに 比 べ て 劣 って いた(Fig.6)。

C.freundii:HBKとDKBのMIC90は1.56μg/ml

で あ り,GMよ り劣 るも の の,AMKよ り優 れ た 抗 菌 力

を示 した(Fig.7)。

K.pneumoniae:HBKのMIC90は3.13μg/mlで あ

り,GM,AMKと ほ ぼ 同 程 度 の抗 菌 力 を 示 した(Fig.

8)。

K.oxytoca:HBKのMIC90は3.13μg/mlで あ り,

Fig. 17 Sensitivity distribution of clinical isolates

AMKと 同 等 でGMお よびDKBよ り優 れ た 抗 菌 力 を

示 した。GMとDKBに つ い ては,MIC50とMIC90の

間 に は 著 しい 差 が 認 め られ,そ の7%に25μg/ml以 上

の 耐 性菌 が認 め られ た(Fig.9)。

P.mirabilis:HBKのMIC90は6.25μg/mlで あ り,

AMKのMIC903.13μg/mlに 比 べや や 劣 った 。GMの

MIC90は0.78μg/mlでHBK,AMKに 比べ 強 い抗 菌

力 を 示 した(Fig。10)。

P.vulgaris:HBKのMIC90は3.13μg/mlでAMK

よ り劣 る も の のGMよ り1管 程 度 強 い 抗菌 力 を示 した 。

GMとDKBに 対 す る耐性 菌 も認 め られ た(Fig.11)。

P.morganii:HBKのMIC90は1.56μg/mlで あ り,

GM,AMKの そ れ は それ ぞ れ1.56,3.13μg/mlで あ っ

た 。DKBに12.5μg/ml以 上 の耐 性 菌 が5%に 認 め ら

れ た(Fig.12)。

S.marcescens:HBKのMIC90は100μg/mlで あ り,

GM,AMKよ り劣 る抗菌 力 を示 した(Fig.13)。

P.aeruginosa:HBKのMIC90は100μg/mlで あ り,

GM,AMKと 同 等 の抗 菌 力 を 示 した(Fig.14)。

A.calcoaceticus:MIC50の 値 はGM,HBK=DKB,

Fig. 16 Sensitivity distribution of clinical isolates

Fig. 18 Sensitivity distribution of clinical isolates
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AMKの 順 に優 れ て いた が,MIC90で はHBKはGM,

AMK, DKBよ り優 れ 此値 を示 した(Fig.15)。

H. influenzae: HBKのMIC90は8.13μg/m1で あ り,

GMとDKBよ り劣 る もの のAMKよ り優 れ た抗 菌 力

を 示 した(Fig.16)。

GM耐 性S. aureus: HBKのMIC90は3.13μg/ml

で あ り,GM, AMK, DKBよ り明 らか に優 れ た 抗 菌 力

を 示 した(Fig.17)。

GM耐 性Coagulase (-) Staphylococcl; HBKの

MIC90は0.78μg/m1で あ り.GM耐 性S.aureusと 同

様GM, AMK, DKBよ り明 らか に 優 れた 抗 菌 力 を示 し

た(Fig.18)。

3.増 殖 曲 線 に お よぼ す 影 響

S. aureus 209P JC-1, E. coli NIHJ JC-2, K. pneu-

Fig.19 Bactericidal activity of HBK, GM And AMK against S. aureus 209P JC-1

HBK

MIC: 0,05μg/m1

GM

MIC: 0.05μg/m1

AMK

MIC: 0,10μg/m1

Fig. 20 Bactericidal activity of HBK, GM and AMK against E. coli NIHJ JC-2

HBK

MIC: 3.13μg/m1

GM

MIC: 3.13μg/ml

AMK
MIC: 6.25μg/m1
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Fig. 21 Bactericidal sactivity of HI3K, GM and AMK against K. pnommoniae PCI 802

HBK

MIC:0.39μg/ml

GM

MIC:0.39μg/ml

AMK

MIC:1.56μg/ml

Fig. 22 Bactericidal activity of HBK, GM and AMK against P. aeruginosa E-2

HBK

MIC:1.56μg/ml

GM

MIC:0.78μg/ml

AMK

MIC:3.13μg/ml

mo毎aePCI602お よびRaeruginosa E-2を 用 いて,

増殖曲線におよぼす影響についてGM,AMKを 対照薬

剤 として検討した。

S.aureusで は,HBKは1/2MICで も殺菌的に作

用 したが,GMで はその作用に弱 く,AMKの1/2MIC

では殺菌作用がみられなかった。3薬 剤 ども4MICで

24時 間後に再増殖がみ られた(Fig.19)。

E,coliで は,3薬 剤 とも低い濃度でも殺菌的な作用が

みられた。HBKで はAMKと 同様に4MICで 再 増

殖示みられなかったが,GMで は再増殖が認 め られ た

(Fig.20)。

K.pneumoniaeで は,3薬 剤 ともほぼ同様の曲線バタ

ーンがみられ,2MIC,4MICで 殺菌作用がみ られ た

(Fig.21)。
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P.aeruginosaで は,3薬 剤 ともに再増殖がみられ,

比較的弱い殺菌作用が認められた(Fig.22)。

4.抗 菌力におよぼす諸因子の影響

1)接 種菌量の影響

3薬 剤とも,使 用菌株すぺてに対して接種菌量の増加

にともないMIC値 は大きくな り,菌 量による1～3管

程度の抗菌力の変動が認められた。 しか し,HBKは

AMK,DKBに 比べて変動は比較的少なかうた(Table

3)。

2)培 地pHに よる影響

HBK,AMK,DKBと もに使用菌株に対する抗菌力

は酸性側で弱く,ア ルカリ側で強 くなる傾向を示 した

(Table 4)。

3)ヒ ト血 清 添 加 に よる影 響

Table 3 Effect of  inoculum size on antibactetial
activity of HBK,AMK and DKB

3薬 剤 ともS.aureus,E.coli,K.pneumoniaeお よび

P.vulearisに 対 して,ヒ ト血 清 を50%添 加 して もMIC

値 は ほ とん ど変 動 しな か っ たが,S.marcescens,P.aeru-

ginosaに 対 して は血 清 濃 度 を上 げ る こ とに よ って 抗 菌

力 の低 下 が認 め られ た(Table5)。

5,マ ウス実 験 的 感 染 症 に おけ る防 禦幼 果

感 染 防 禦 効 果 の成 績 をTable6に 示 した 。 まず,S.

aureus SMITH(I)に 対 しては,HBKはGM,DKBと

同等 のED50値 を示 し,AMKよ り優 れ た 効 果 を 示 し

た。GMお よびDKB耐 性 のS.aureus T-308に お い て

は,HBKは 他 の3薬 剤 に比 ぺMIC値 と同 様 に 小 さい

ED50値 を 示 し,優 れ た防 禦効 果 が 認 め られ た。

E.coli No.29に 対 して は,HBKはAMK,DKBよ

り優 れた 効 果 を 示 した。

K.pneumoniae PCI 602に お い て は,HBKはAMK

よ り優 れGM,DKBと ほ ぼ 同 等 の 防 禦 効 果 を示 した。

GMお よびDKB耐 性 のS.marcescens MB-3848に

対 してHBKはAMKよ り劣 る も の の,S.marcescens

I-0176に 対 してAMKと 同等 の効 果 を 示 した 。 また,

Table 4 Effect of medium pH on antibacterial
activity of HBK,AMK and DKB
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Table 5 Effect of human serum on antibacterial
activity of HBK, AMK and DKB

GM,DKB耐 性菌を用いたにもかかわらずED50はGM

(3.05),DKB(4.70)で この値はHBK,AMKの2～

3倍 であった。

P.aeruginosa E-2に 対 しては,HBKはGM,DKB

とほぼ同等の効果を示して,AMKよ り優れた効果を示

した。GM毎 およびDKB耐 性のP.aeruginosa T-440に

おいてばHBKが もっと も小 さいED50値 を 示 し,

AMKと ほぼ同等の効果を示 した。

III.考 察

新しいアミノ配糖体抗生物質HBKの 細菌学的評価を

GM,AMKお よびDKBを 対照薬剤 として比較検討し

た。HBKは グラム陽性およびグラム陰性菌に広領域の

抗菌スペ クトルを有し,そ の抗菌力はGMよ り劣るも

ののAMKお よびDKBよ り優れていた。そして臨床分

離株に対する感受性をみたところ,S.aureus,Coagulase

(-)StaPhylococci,K.oxytocaの 中にはGMお よ び

AMK耐 性菌が認められたが,HBKは これらの耐性菌

にも有効であった。

HBKはPKBの1位 の ア ミノ基 を(S)-4-amino-2-

hydroxybutyric Acid(AHB)で ア シル 化 した誘 導 体 で

あ る。 これ に よ り ア ミノ配 糖 体 不 活 性 化酵 素8),4),5),6)を

産 生 す る 耐性 菌 に も抵 抗性 を示 す こ とが 推 察 さ れ た 。

HBKがS.aureus AAD(4'),E.coli AFH(3')-I,P.

aeruginosa APH(3')-I,APH(3')-IIな らびにGM

耐性菌E.coli AAD(2"),P.inconstans AAC(2'),P.

aeruginosa AAC(3)に 対 して有効であったことは,こ

のことを裏付けている。

Loitnerら7)は,HBKがAAC(6')-IV,AAc(2')産 生

菌に対して無効であると報告した。今回のE.coli AAC

(6')に 対するHBKのMICが 示すようにGMのMIC

に 比 べ て その値は大きかったが,HBKのMIC値 が

6.25μg/mlで あることからHBKはAAC(6')-IV酵 素

を産隼する菌に対してかなり抵抗性を示すことが推察さ

れた。また,GMのMIC値12.5μg/mlに 比べ,前 述

のP.inconstans AAC(2')に 対するHBKのMICが

0.78μg/mlと 小さい 値を示したことが挙げられる。 こ

れらのことから,こ の2つ の不活化性酵素に対する親和

性がHBKに あ ったとしても,AHBが ついたことによ

る構造上の変化が,HBKの 不活化を抑制していること

が考えられる。マウス感染防禦実験でグラム陰性菌のみ

ならず,S.aureusに 対 して優れた効果を示 したことは

HBKの 臨床上その効果が示 されることが期待される。

ア ミノ配糖体抗生物質は一般的に β-ラクタムあるい

はテ トラサイクリン系抗生物質などに比べて,強 い殺菌

力を 有している。 増殖曲線におよぼす影響の成績から

も,HBKがGM,AMKと 同様,薬 剤添加後速やかに

殺菌することが認められた。このことはin vitroの みな

らず,in vivoに おける優れた抗菌力を反映 しているも

のであり,HBKは 臨床上の有用性が期待できる薬剤と

考えられる。,
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BACTERIOLOGICAL EVALUATION OF A NEW AMINOGLYCOSIDE

ANTIBIOTIC, HBK

YUZO KAZUNO, SANAE TSUNETA, ATSUSHI TAMURA, SHINO SHIRAISHI, HIROMI TAKADA

TAKAO K4SAI, MICHIKO JINZAKI, TETSUO HARA and TAKASHI YOSHIDA

Pharmacology & Toxicology Laboratories, Meiji seika Kaisha, Ltd.

HBK, a new aminoglycoside antibiotic, was synthesized from dibekacin (DKB). The antibacterial
activity of HBK was compared with gentamicin (GM); amikacin (AMK) and DKB, in vitro and in
vivo. The results are summarized as follows.

1) HBK showed broa4 spectrum of antibacterial activity against gram-posiaive and gram-nega-
tive bacteria. HBK had superior activity against GM-resistant E. coil, P. inconstans and P. aeruginosa.

2) HBK was more effective than AMK and DKB against clinical isolates, although HBK was
slightly less active than GM. HBK had Superior activity against GM-resistaat staphylococci.

3) HBK had potent bactericidal activity against S. aureus, E. coli, K. pneurnoniae and P. aeruginosa.
4) In vivo, the protective effect was shown by injection of HBK on mouse systemic infections

with gram-positive and grain-negative jaacteria including GM- and DKB-resistant ones.
5) HBK was active against resistant the strains expressing aminoglycoside inactivating enzymes

such as APH(3')-I, APH(*)=II, AAC (2'), AAC (3'), AAD (2") and AAD (4).


