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Carumonamの ペニ シリン結合蛋白への

親和性,殺 菌 ・溶菌作用な らびに

形態変化誘発作用について

中尾雅文 ・幸重浩一 ・長谷暁子

近藤正煕 ・今田 哲

武田薬品工業株式会社中央研究所

Carumonamの 各種細菌のペニシリン結合蛋白(PBP)へ の 親和性,殺 菌 ・溶菌作用な

らびに形態変化誘発作用 を,同 じ単環性N-sulfoβ-1actam剤 のaztreonamお よび第三世

代cephem剤 の それらと比較検討 した。

Carumonamはaztreonamと 同様,腸 内細菌のPBP3に 対 して高い親和性を示 し,そ の

15。値 はEnterobactercloacaeを 除 く大部分 の菌でMIC値 に近 似 した。Pseud0monas

aeruginosaのPBP3に も高い親和性を示 したが,抗 菌力 とは相関しなか った。一方,抗 菌

力を示さないStaphylococcus aureusやBacteroidesfragilisのPBPへ の親和性は低かった。

Carumonamはaztreonamと 同様,腸 内細菌に対 してはMICな い しそれ以下の濃度で強

い殺菌作用 を,Paeruginosaに 対 して はMIC以 上 で弱 い殺菌作 用 を示 した。Caru-

monamお よびaztreonamは,EScheric乃iacoliな ど一部の菌に溶菌作用 を示 した。

Carumonam処 理 菌の形態変化 は伸長 化が主体で あ り,ス フ ェロプ ラス ト形成 能 は

cephem剤 よ りも弱かったが,EcoliやSermtiamrcescensで は薬剤 との接触時間が長

び くにつれて細胞の扁平化や細胞質の希薄化が認められた。

緒 言

Carumonam(CRMN)は 武 田 薬品 中央 研 究所 で合 成

さ れ た 新 規 単 環 性 のN-sulfoβ-1actam剤 で あ る1,2)

(Fig.1)。CRMNはAeu40monasaeruginoεaを 含 む各

種 の グラ ム陰性 菌 に強 い抗 菌 活性 を有 して い るが,グ ラ

ム陽 性 菌 お よび嫌 気 性 菌 に 対 す る抗 菌 力 は 弱 い3)。 本研

究 で はCRMNの 抗菌 活 性 評価 の一 環 と して,同 剤 の 各

種 細 菌 のペ ニ シ リン結合 蛋 白(PBP)へ の親 和性,殺 菌 ・

溶 菌 作 用,な らび に形 態 変 化 誘 発 作 用 を 同 じ単 環 性N-

sulfoβ-lactam剤 であ るaztreonam(AZT)4),お よび

cefoperazone(CPZ)5),cefmenoxime(CMX)6),

cefsulodin(CFS)7)な どのcephem剤 の そ れ ら と比 較検

Fig. 1 Chemical structure of carumonam

討した。

実験材料 および実験方法

1.使 用薬剤

CRMNお よ びCMXは 武 田薬品中央研究所で,

AZTはHoffmann-LaRoche社 で それぞれ合成し

た ものを,CPZ(富 山化学)お よびCFS(武 田薬

品)は 市販品 を用いた。

2.使 用菌株お よび培養条件

実験室保存好気性細菌はTrypticasesoyagar

(TSA:BBL)あ る い はMueller-Hintonagar

(MHA:BBL)で,ま たBacteroidesfragilisは

GAM半 流動高層培地(GAMA:日 水製薬)で 継代

保存 した。8fragilisはGAMbroth(GAMB:日

水製薬)で,そ の他の菌はTrypticase soy broth

(TSB:BBL)を 用 いて37℃ 一夜培養後,実 験に供

した。

3.最 小発育阻止濃度(MIC)の 測定

MICはTSBあ るいはGAMBを 用 いた液体希釈

法で測定 した。それぞれの培地 で約106CFU/m1に
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調製 した菌液4.5m1に2倍 希 釈 濃度 系列 の薬 剤

0.5mlを 添加 して37℃ 一夜培養後,肉 眼的 に培地

の混濁が認められないか,あ るいは薬剤を含 まない

培地におけるよりも著 しく菌の発育が阻害された最

小薬剤濃度 をMICと した。

4.PBPへ の親和性測定

PBPに 対 する被験薬剤の親和性 は,対 数増殖期の

菌を破砕 して膜画分 を得,以 下NOZAKIら8)の 方法

に準じて測定 し,各PBPへ の ［14C］benzylpenicillin

の結 合を50%阻 害 する薬剤濃度(15。)と して表 し

た。

5.殺 菌作用

TSBを 用 いて約106CFU/mlに 調 製 した被験菌

液を Biophotometer (Bio-Log II, Jouan-Quentin,

S.A.)内 のセルに接種 し,こ れに2倍 希釈濃度系列の

薬剤を添加 して37℃ で振盗培養 した。0,1,2,4,

6お よび8時 間後 に培養液の一部を採取 し,適 宜希

釈を行ってTSAを 用 いて混釈培養 した。37℃ 一夜

培養後,発 育 したコロニー数 より各検体1ml中 の生

菌数(CFU)を 求 めた。

6.溶 菌作用

TSBを 用 いて約106CFU/mlに 調 製 した被験菌

液をBiophotometer内 の セルに接種 して37℃ で振

盈培養し,増 殖がtransmittance90%に 達 した時点

で,4倍 希釈濃度系列の薬剤を添加 して以後の濁度

の変化を自動的に記録 した。

7.光 学顕微鏡による形態観察

TSBを 用 い て37℃ 一 夜 培 養 した菌 をTSBで

100倍 希釈 し,37℃1時 間静置培養 した。この菌液9

mlと2倍 希釈濃度系列 の薬剤1mlと をT字 形試験

管に分注 し,モ ノー式振盟培養装置 を用いて37℃ で

培養した。2お よび4時 間後に培養液 を1白 金耳採

取 してスライ ドグラスに塗抹 し,常 法に従 って固定

を行い,メ チレンブルーで染色後鏡検 した。形態変

化の判定はTSUCHIYAら6)の 方 法に準 じて行 った。

またマラカイ トグ リー ンーフクシン染色法9}に より

菌の生死 を判定 した。

8.電 子顕微鏡による形態観察

薬剤処理 した菌は0.05Mカ コ ジル酸 ナ トリウム

緩衝液(pH7.4)に 溶 解 した2.5%グ ル タールアルデ

ヒドで3時 間前固定 し,同 緩衝液に溶解 した1%オ

スミウム酸で2時 間後固定 した。エタ ノールの濃度

上昇系列で脱水後,走 査電子顕微鏡(SEM)用 の試

料は臨界点乾燥 を行い,金 蒸着を施 してISI-DS130

型 走 査電 子顕 微鏡 で観 察 した。透過 電子 顕微 鏡

(TEM)用 の試料はEpon812に 包 埋 し,超 薄切 片を

作製後電 子染色 を施 してJEM1200EX型 透 過電子

顕微鏡で観察 した。

成 績

1.PBPへ の親和性

各種細菌のPBPの パ ターンお よび各種薬剤の こ

れ らPBPへ の親和性 をTable1に 示 す。CRMNは

同 薬剤に高い感受性 を示す各種好気性 グラム陰性菌

のPBP3に 高 い 親 和 性 を 示 し,そ の15。 値 は

Enterobacter cloacaeIFO12937お よ びPaem-

ginosa P9を 除 く大部分の菌でMIC値 に近かった。

E.cloacae IFO 12937お よびP.aeruginosa P9の

PBP3で のI50値 はMIC値 よ りも著 しく低か った。

またPBP1が フ ルオログラム上で複数のバ ン ドに

分離 した場合,そ の一部にもある程度の親和性を示

したが,PBP2,4お よび5/6に は ほとんど結合 しな

か った。一方,CRMNが 抗 菌 力 を示 さな いSta-

P勿lococcusameusお よびB.fragrilisのPBPへ の

親和性 は低か った。AZTのPBPへ の親和性パター

ンはCRMNと ほ ぼ同様 であったが,CPZお よ び

CMXはPBP3の ほか1お よび2に も高い親和性 を

示 した。

2.殺 菌作用

CRMNはE-coliNIHJ JC-2に 対 して0.2μg/

m1(1MIC)以 上 で明 らかな殺菌作用を示 し,8時

間後 まで生菌数が減少 した。AZTお よびCMXで

は6時 間以降 わずか な菌数 の増加 が認 め られた。

cpzの 殺 菌作用 は他剤 よ りも弱か った(Fig.2)。

Klebsiella pneumoniae DT-Sに 対 してCRMNは

0.05μg/m1(1/2MIC)以 上 の濃度で殺菌作用を示

した。AZTはCRMNと ほ ぼ同程度の殺菌効果 を

示し,CMXの 殺 菌作用は被験薬剤の中で最 も強か

った(Fig.3)。Sermtia marcescens IFO 12648お よ

びProteus mirabilis IFO 3849に 対 してCRMNは

1/4～4MICの 濃度範囲で同程度の強 い殺菌作用を

示 し,8時 間後 まで生菌 数が減 少 した。CMXは

CRMNと ほぼ同様の傾 向 を示 した。AZTお よ び

CPZで はMIC以 下 の濃 度 で再 増 殖 が み られ た

(Fig.4,5)。CRMNのP.aeruginosaP9に 対 する

殺菌作用はさきのEntmbaderiaceaeの 各菌種に対

するよりも弱 く,1.56μg/m1(1MIC)以 上 の濃度

で生菌数の減少がみられた。CRMNの 殺菌効果は
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CPZやCFSと 同程度であ り,AZTよ り もやや強か

った(Fig.6)。

3.溶 菌作用

CRMNお よびAZTの 各 種 グラム陰性菌 に対 す

る溶菌作用をFig.7に 示 す。E. coli NIHJ JG-2で

はCRMN添 加 後約1.5時 間 まで培養液の濁度が上

昇 したが,そ れ 以 降0.05～0.78μg/ml(1/4～4

MIC)の 濃度範囲で同程度の溶菌作用 を示した。K.

pneumoniae DT-Sに 対 してCRMNは わ ずかに増

殖抑制効果を示 したが,6.25μg/ml(64MIC)に お

いて も明 らか な溶 菌作用 はみ られ なか った。S.

mrcescens IFO 12648で はCRMN添 加後の時間経

過 とともに培養液 の濁度 の低 下が み られ た。P

mirabilis IFO 3849に 対 してCRMNは わ ずかな増

殖抑制効果を示 したが,3.13μg/ml(64MIC)に お

いても溶菌作用はみ られなか った。P.aeruginosa

P9に 対 してCRMNは 培 養液の濁度 の増加 をわず

かに阻害 したのみで,溶 菌作 用は示 さなか った。

AZTの 溶 菌作用はCRMNと 同程度であった。

4.光 学顕微鏡 による形態観察

E.coli NIHJ JC-2で はCRMNで2時 間処理 す

る と,0.1μg/ml(1/2MIC)以 上 の濃度で細胞の伸

長化 とともに溶菌がみ られた〇4時 間処理後の主 な

形態変化は溶菌であった。CPZは2時 間処理後で他

Fig. 2 Bactericidal activity of carumonam and reference antibiotics against

E. coil NIHJ JC-2.•œ, control; •›, 1/4 MIC; •£, 1/2 MIC; ƒ¢, 1

MIC; •¡, 2 MIC; • , 4 MIC

Carumonam
(MIC: 02ƒÊg/ml)

Aztreonam
(MIC: 0.39ƒÊg/ml)

Cefoperazone
(MIC: 0.39ƒÊg/ml)

Cefrnenoxime
(MIC: 0.39ƒÊg/ml)

Fig. 3 Bactericidal activity of carumonam and reference antibiotics

against K. pneumoniae DT-S. •œ, control; •›, 1/4 MIC; •£,

1/2 MIC; ƒ¢, 1 MIC; •¡, 2 MIC; • , 4 MIC

Carumonam
(MIC: 0.1ug/ml)

Aztreonam
(MIC: 0.1ug/ml)

Cefoperazone

(MIC: 0.1ƒÊg/ml)
Cefmenoxime
(MIC:0.025ƒÊg/ml)
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Fig. 4 Bactericidal activity of carumonam and reference antibiotics

against S. marcescens IFO 12648. •œ, control; •›, 1/4 MIC; •£,

1/2 MIC; ƒ¢, 1 MIC; •¡, 2 MIC; • , 4 MIC

Carumonam

(MIC: 0.1μg/ml)

Aztreonam

(MIC: 0.1μg/ml)

Cefoperazone

(MIC: 1.56μg/ml)

Cefmenoxime
(MIC: 0.2μg/ml)

Fig. 5 Bactericidal activity of carumonam and reference antibiotics

against P. mirabilis IFO 3849. •œ, control; •›, 1/4 MIC; •£, 1/2

MIC; ƒ¢, 1 MIC; •¡, 2 MIC;• , 4 MIC

Carumonam
(MIC: 0.05μg/ml)

Aztreonam

(MIC: 0.05μg/ml)

Cdoperazone

(MlC: 1.56μg/ml)

Cefmenoxime
(MIC:0.2μg/ml)

Fig. 6 Bactericidal activity of carumonam and reference antibiotics

against P. aeruginosa P9. •œ, control; •›, 1/4 MIC; •£, 1/2

MIC; ƒ¢, 1 MIC ;•¡, 2 MIC;• , 4 MIC

Carumonam
(MIC: L56μg/ml)

Aztreonam

(MIC: 1.56μg/ml)

Cefoperazone

(MIC: 3.13μg/ml)

Cefsulodin

(MIC:1.56μg/ml)
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Fig. 7 Bacteriolytic activity of carumonam and aztreonam against (A) E.

coli NIHJ JC-2, (B) K. pneumoniae DT-S, (C) S. marcescens IFO

12648, (D) P. mirabilis IFO 3849 and (E) P. aeruginosa P9. Arrows

indicate drug addition. -, control;•c, 1/4 MIC; 1 MIC ;
-•E-

, 4 MIC; 16 MIC;-•E•E-, 64 MIC

A

B

C

D

E

Carumonam Aztreonam

剤よりも強いスフェロプラス ト形成能および溶菌誘

発能を示した(Fig.8)。K.pneumoniae DT-Sで は

CRMNで2時 間処理すると0.025～50μg/ml(1/4

～512MIC)の 広 い濃度範囲で大部分の菌が伸長化

し,100μg/ml以 上 では溶菌 した。4時 間処理後の形

態変化 もほぼ同様 であった。AZTはCRMNと 同

様の作用を示 したが,対 照のcephem剤 はスフェロ

プラス ト形成および溶菌誘発作用が強か った(Fig.

9)。S.marcescens IFO 12648で はCRMNで2時 間

処理すると,0.025μg/ml(1/4MIC)で すべての細

胞が伸長化 し,0.1μg/ml以 上 では一部溶菌 した。4

時間処理後 にはよ り低濃度域 か ら溶 菌 した(Fig.

10)。P.mirabilis IFO 3849で はCRMNで2時 間処

理すると,0.025～6.25μg/ml(1/2～128MIC)の

濃度範囲でほぼすべての細胞が伸長化 し,12.5～200

μg/mlで は一部溶菌 し,400μg/ml以 上 では溶菌が

顕著 であった。4時 間処理後の形態変化 もほぼ同様

で あった。AZTの 溶 菌作用 はCRMNよ り も強 く,

4時 間後 にはその差が明 らか となった(Fig.11)。P.

aeruginosa P9で はCRMNの2時 間処理により,

0.2～800μg/ml(1/8～512MIC)の 広 い濃度範囲で

主 として細胞の伸長化がおこった。4時 間処理では

400μg/ml以 上 で溶菌が顕著 となったが,そ れ以下

の濃度では伸長化が主な変化であった(Fig.12)。

CRMN無 処 理お よび処理菌についてマラカイ ト

グリーンーフクシンな らびにメチ レンブルーによる

染色性を比較 した。正常なE.coli NIHJ JC-2お よ

びS.mrcescens IFO 12648は マ ラカイ トグリーン

により青緑色に染 まったが,薬 剤処理 により伸長化

した菌 はフクシンでピンクに染 まり,viabilityを 失

っていると判定 された。一方,P.aemginosa P9で

は薬剤処理の有無にかかわらず,ほ ぼすべての細胞
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Fig. 8 Morphological response profiles of E. coli NIHJ JC-2 exposed to

carumonam and reference antibiotics. Arrows indicate the MIC.•¡

, normal cells; • , filaments; • , spheroplasts and lysed cell

debris

Fig. 9 Morphological response profiles of K. pneumoniae DT-S exposed

to carumonam and reference antibiotics. Arrows indicate the

MIC. •¡, normal cells; • , filaments; • , spheroplasts and lysed

cell debris

Fig. 10 Morphological response profiles of S. marcescens IFO 12648

exposed to carumonam and reference antibiotics. Arrows indicate

the MIC. •¡, normal cells; • , filaments; • , spheroplasts and

lysed cell debris
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Fig. 11 Morphological response profiles of P. mirabilis IFO 3849 exposed to

carumonam and reference antibiotics. Arrows indicate the MIC.•¡

, normal cells; • , filaments; • , spheroplasts and lysed cell

debris

Fig. 12 Morphological response profiles of P. aeruginosa P9 exposed to

carumonam and reference antibiotics. Arrows indicate the MIC.

•¡, normal cells; • , filaments; • , spheroplasts and lysed cell

debris

がマラカイ トグ リー ンに よ り青緑 色 に染 ま り,

viabilityを 有 していると判定された。 また,メ チレ

ンブルーによる染色で,腸 内細菌はCRMNと の 接

触時間が長 び くにつれて染 色性 を失 ったが,P.

aeruginosa P9の 染色性 は変化 しなかった。

5.電 子顕微鏡による形態観察

E.coli NIHJ JC-2,S.marcescens IFO 12648お

よびP.aeruginosa P9に つ いて1 MICのCRMN

で4時 間処理後 の電子顕微鏡像 をFig.13に 示 す。

すべての被験菌で細胞の伸長化が主な形態変化 とし

て認められた。E.coli NIHJ JC-2で は細胞が扁平

化するとともにバルジやスフェロプラス ト形成がみ

られ,断 裂 した細胞質膜や外膜 を残 して溶菌 した像

が認められた。S.marce5cens IFO 12648で は細胞

表面には目だった変化が現れなかったが,培 養時間

が長 び くにつれて細胞質内が希薄化 した。P.aer-

uginosa P9で は伸長化 した菌の一部がやや膨隆 し

たが,細 胞質内の変化はほとんど認め られなか った。

考 察

CRMNはAZT10)と 同 様 に隔壁形成 時のペ プチ

ドグ リカ ン合成 に関与 してい るPBP311)に 特 異的

に高い親和性を示 したが,こ の特性は本剤が広い濃

度範囲で腸内細菌およびP.aeruginosaの 細 胞伸長

化 を惹起することに反映されていた。SPRATT12)は

PBP3の 失 活 が菌 の 死 に つな が る こと をE,coli

K12の 温 度感受性変異株 を用いて明 らかにした。今

回の実験では大部分の腸内細 菌でPBP3のI50値 と
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Fig. 13 Electron micrographs of (A) E. coli NIHJ JC-2, (B) S. marcescens IFO 12648 and (C) P. aer- 
uginosa P9 exposed to carumonam at concentrations of the respective MICs for 4h. Bars 
represent 1 gm
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MIC値 とが相関 してお り,さ らにMIC値 で殺菌作

用がみられたことか ら,CRMNはPBP3へ 結合す

ることによ り菌 を致 死 させ る もの と思 われ る。

HAYEsとORR13)もceftazidimeのE.coliやP.

aeruginosaに 対 する優れた抗菌作用が,PBP3へ の

高い親和性に基づ くことを報告 している。一方,E

cloacae IFO 12937やP.aeruginosa P9で は,い ず

れの薬剤 もPBP3に 対 す るI50値 がMIC値 よ りも

はるかに小 さく,こ れらの菌では外膜が薬剤透過の

障壁 として作 用 して い る こ とが 推 察 され る。

CRMNのS.aureusやB.fragilisに 対 する抗菌力

は弱いが,こ れは本剤の これ らの菌のPBPへ の親

和性が低いことに因 るもの と思われる。

CRMNは 各 種の腸 内細菌 に対 してMICな い し

それ以下の濃度で明 らかな殺菌作用を示 したが,さ

らに高濃度で作用 させた場合 にも殺菌力の増強 はみ

られなかった。P.aeruginosa P9に 対 してはMIC

以上 の濃度で殺菌作用を示 したが,そ の作用は腸内

細菌におけるよりも弱かった。これ らの特性はAZT

につ いて報告 された もの とほぼ同 じであ った14)。

CRMNはE.coli NIHJ JC-2に 対 しては明 らかな

溶菌作用を示 したが,そ の他の被験菌では培養時間

の経過 とともにわずかに培養液の濁度が低下 したの

みであり,P.aeruginosa P9で は濁度の増加 がやや

阻害されたが,低 下 は認 め られなか った。一方,

CRMNはP.aeruginosa P9以 外 の被験菌 に対 して

一様 に殺菌作用 を示 したことから
,CRMNの 作 用

を受け表菌は見かけ上溶菌することな くコロニー形

成能を失うか,あ るいは液体培地 中で増殖 を阻害 さ

れた菌が寒天培地に移 される ことによる環境の変化

に対応できずにコロニー形成能 を失 うことが考えら

れた。この点を明 らかにするために,CRMN無 処 理

および処理菌についてマラカイ トグリーンーフクシ

ンによる分別染色を行った結果,CRMNの 作 用 を

受けた腸 内細菌 の多 くはviabilityを 失 ってい ると

判定 され,こ れ らの菌に対 してCRMNが 殺菌的に

作用することが示 された。

本実験 は昭和57年7月 より昭和60年10月 まで

に行われた。
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BACTERIOLOGICAL EVALUATION OF CARUMONAM:

AFFINITIES FOR PENICILLIN-BINDING

PROTEINS, BACTERICIDAL AND BACTERIOLYTIC

ACTIVITIES AND EFFECT ON BACTERIAL MORPHOLOGY

MASAFUMI NAKAO, KOICHI YUKISHIGE, AKIKO HASE,

MASAHIRO KONDO and AKIRA IMADA

Central Research Division, Takeda Chemical Industries, Ltd., Osaka

The in vitro antibacterial activity of carumonam, a new N-sulfonated monocyclic ƒÀƒÀ-lactam

antibiotic, was evaluated by comparing its affinities for penicillin-binding proteins (PBPs), bacter-

icidal and bacteriolytic activities, and effect on bacterial morphology with those of aztreonam and

cephalosporins such as cefoperazone, cefmenoxime and cefsulodin.

Carumonam showed high affinities specifically for PBP 3 of Enterobacteriaceae and Pseudomonas

aeruginosa, but affinities for PBPs of Staphylococcus aureus and Bacteroides fragilis were low.

Carumonam and aztreonam, at their MIC levels, were strongly bactericidal against Enterobacteriaceae,

but weakly bactericidal against P. aeruginosa. The bacteriolytic activity of carumonam as well as of

aztreonam was limited to enteric bacterial species like Escherichia coli. Filamentation was the major

morphological change in Gram-negative bacilli after exposure to carumonam. E. coli and Serratia

marcescens were converted to ghosts after prolonged incubation with carumonam but P. aeruginosa

was not.


