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Carumonamの グラム陰性桿菌に対する抗菌機序

杉中秀寿 ・三井一史 ・三宅洋一郎

広島大学歯学部口腔細菌学講座

Carumonamは 新 しく開発された合成モノバクタム系抗生剤の一つで,広 範囲のグラム

陰性菌 に対 して,他 の β-ラクタム系抗生剤 よりも強い抗菌力を有 している。

この抗生剤の抗菌機序について,Aen40monas aerugiuosa KM338, Esoherichia coli

K12お よびSerratia marcescensIFO12648を 用 いて,sulfazecinの 作 用 と比較 し,検 討 を

加えた。

それぞれの被検菌株に対す るcarumonamの 最小発育阻止濃度(MIC)は,12.5,0.05

お よび0.1μg/mlで,一 方sulfazecinのMICは それ ぞれ3,200,12。5お よび100μg/ml

であ った。

Carumonamがsulfazecinに 比 べて,い ずれの被検菌株 に対 しても優れた抗菌力 を示す

のは,外 膜透過性に優れ,β-lactamaseに 安 定で,し かも標的酵素に対 して高い感受性を

示すためであろうと考えられる。

緒 言

Carumonam(CRMN,AMA-1080)は 新 し く開発 さ

れ た合 成 単環 性 β-ラ ク タム 系抗 生剤 の 一 つ で あ る。従 来

の β-ラ ク タム系 抗 生剤 には 主 と して β-ラ クタ ム環 の 隣

に5員 環(チ ア ゾ リジ ン環)を 有 す るペ ニ シ リ ン系 抗 生

剤 と6員 環(ジ ヒ ドロチ ア ジ ン環)を 持 つセ フ ェム系 抗

生 剤 とが 知 られ て い る。この 単環 性 β-ラ ク タム 系抗 生 剤

はモ ノバ ク タム と呼 ばれ,単 一 の β-ラ クタ ム環 を母 核(3

ア ミノモ ノバ ク タ ミン酸)と す る新 しい β-ラ クタ ム系 抗

生 剤1)で あ る。

CRMNはPseudomonas aeruginosaを は じ め とす る

広範 囲 の グ ラム 陰性 菌 に対 して優 れ た抗 菌 力 を示 す こ と

が報 告2)さ れ てい る。 そ こで この抗 生 剤 の抗 菌機 序 をP

aeruginosa,Escheriohia coliお よびSemtia marces-

msの 標 準 株 を 用 い て,同 じ骨 格 を も つ 天 然 型sulf-

azecin3)の それ と対比 して検 討 した。

1.材 料 と 方 法

1.抗 生 剤

Carumonam (CRMN, AMA-1080)  1ft disodium

(+)- (Z)-[[ [1- (2-amino-4-thiazolyl) -2- [[(2S,
3S) -2- (carbamoyloxymethyl) -4-oxo-1-sul-

fonato-3-azetidinyl] amino] -2-oxoethylidene]

amino]oxy〕acetate1)(900μg/mg)で,武 田 薬 品 工

業 株 式 会 社 よ り得 た。 ま た 対 照 と して 同 系 の 抗 生剤

の 天 然 モ ノ バ ク タ ム の 一 つ で あ るsulfazecin3)(906

μg/mg,武 田 薬 品)を 用 い た 。 そ の 他,市 販 の

benzylpenicillin(PCG)(1,600unit/mg,明 治 製 菓)

お よ びcefazolin(CEZ)(935μg/mg,藤 沢 薬 品)

を 対 照 薬 剤 と し て使 用 した 。

2.使 用 菌 株

Psendomonas aemginosaKM338,&6he万6h盛a

601iK12お よ びSerralia marcescensIFO12648を

被 検 菌 に,Staphyzococcns auzeus209Pを 対 照 菌株

と して 用 い た 。

3.ペ プ チ ドグ リカ ンの 合 成 基 質

ペ プ チ ドグ リカ ン の 前 駆 体 で あ るuridine5'-di-

phosphate-N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-

glutamyl- meso -diaminopimelyl-D-alanyl-D-

alanine (UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-meso-Dap
-D-Ala-D-Ala)はBacillus megateriumKMの 対 数

増 殖 中 期 に 最 終 濃 度 が20mg/mlに な る よ う に

vancomycinを 添 加 し,1時 間 培 養 後,そ の 洗 浄 菌体

を10%trichloroacetic acid(TCA)に 浮 遊 させ,

0℃ で,30分 間 撹 拌 し,そ の 上 清 か ら得 た4)。 この 操

作 を3回 く り返 した 後,そ れ ぞ れ の 上 清 を 集 め て エ

ー テ ル 抽 出 を行 い,そ の 抽 出 液 を 濃 縮 後,Sephadex

G-10お よ びDowexAG1を 用 い て 分 画 精 製 した。

一 方 も う 一 つ の 前 駆 体 で あ るuridine5'-diphos-
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phate-N-acetylglucosamine(UDP-GlcNAc)はN

-acetylglucosamineが14Cで ラ ベ ル さ れ た も の を

使 用 し た 。 こ のUDP-[14C}GlcNAc(290mCi/

mmol)はNewEnglandNuclear社(Boston,Mass.

USA)よ り購 入 した 。

4.エ ー テ ル 処 理 菌 体

そ れ ぞ れ の 被 検 菌 株 をTrypticasesoybroth

(BBL社,Cockeysville,Md.USA)で 振 盈 培 養 し,

対数 増 殖 期 に 集 菌,そ れ ぞ れ の 洗 浄 菌 体 をVORBERG

とHoFFMANN-BERLINGの 方 法5)に 従 っ て2mM

ethyleneglycoltetraaceticacid(EGTA)存 在 下 で

1分 間,0℃ で エ ー テ ル 処 理 し た 。この エ ー テ ル 処 理

菌体 を ペ プ チ ドグ リ カ ン 合 成 の 酵 素 標 品4・6)と し た。

5.抗 菌 力 の 測 定7)

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は2倍 数 系 列 希 釈 の 被

検 抗 生 剤 を 含 むTrypticasesoybroth(BBL社)

に 終 末 濃 度 が 約106cell/mlに な る よ う に 被 検 菌 を

接 種 し,37℃,18時 間 培 養 後 に 測 定 し た 。

6.Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)

存 在 下 で の 抗 菌 力 の 測 定8)

EDTA存 在 下 で の そ れ ぞ れ の 抗 生 剤 のMICの 測

定 は 上 記5項 に 記 載 し た 系 に1/2MIC濃 度 の

EDTAを 添 加 し,未 添 加 の そ れ ぞ れ の 抗 生 剤 の

MICと 比 較 し た。 な おEDTA単 独 で のPaer.

uginosaKM338,EcoliK12,S.mrcescens

IFO12648お よ びS.aureus209Pに 対 す るMICは,

そ れ ぞ れ3.8,3.8,7.6お よ び1.9μg/mlで あ っ

た。

7.ペ プ チ ドグ リカ ンの 架 橋 形 成 の 測 定4.6)

ペ プ チ ドグ リ カ ン の 前 駆 体 で あ る1μMUDP-

MurNAc-L-Ala-D-Glu-meso-Dap-D-Ala-D-Ala

と0。172μMUDP-〔14C〕GlcNAcを 基 質 と し,10

mMtris(hydroxymethy1)aminomethanehy-

drochloride緩 衝 液(pH7.2),5mMMgC12お よび

0.1mM2-mercaptoethanol存 在 下,総 量200μ1

の 反 応 液 中 に 約10mgの 蛋 白 質 相 当 の 上 記 工 一 テ

ル 処 理 菌 体 を 酵 素 源 と し て 加 え,37℃,30分 間 反 応

させ た。反 応 後,4%sodiumdodecylsulfate(SDS)

を加 え,さ ら に100℃,30分 間 加 熱 して 反 応 を 止 め

た。次 い でSDSに 不 溶 性 で あ る 架 橋 ペ プ チ ドグ リカ

ン を メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー 上 に 集 め,こ の フ ィ ル タ

ー を 直 接 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で そ の放

射 能 を 測 定 し た 。

II.実 験 結 果

1.抗 菌 力

Table1のNoneの 項 にそれぞれの被検菌株 に対

するCRMN,sulfazecin,PCGお よ びCEZのMIC

を 示 す。種々の抗 生 剤 に高 度耐 性 を示 すPae処

uginosaKM338に 対 す る各 抗生 剤のMICは12.5,

3,200,12,800お よ び51,200μg/mlで あ り,

CRMNは 他 の3剤 よ りもはるかに優れた抗菌力 を

示 した。EcoliK12に 対 す る各抗 生剤のMICは

0.05,12.5,12.5お よび1.56μg/mlで,CRMNは

sulfazecinよ りも250倍 優 れた抗菌活性 を持 ってい

た。S.marcescensIFO12648に 対 する各抗生剤の

MICは それぞれ0.1,100,1,600お よび6,400μg/

m1で,Paeruginosaに 対 して の 場 合 と同 様,

CRMNは 他 の3剤 に比べ てきわめて高い抗菌力を

有 した。一方 グラム陽性菌の代表であるS.aurens

に対 す る各抗生剤のMICは,そ れぞれ6,400,1,600,

0.0125お よ び0。39μg/mlで,CRMNお よ びsul-

fazecinは ほ とん どS.aureusに 抗 菌力 を示 さなか

った。

2.外 膜透過性

グラム陰性菌の外膜 は リン脂質,リ ボ多糖,蛋 白

質および リボ蛋白質か らな り,そ こに2価 陽イオン

が挿入 されて細菌細胞表層をおお っている。2価 陽

イオ ンの キレーターであるEDTAは この薬剤透過

障害の荷 ない手である外膜 に障害 を与 え,薬 剤の透

過性 をよくすることが知 られ ている9)。そ こで菌の

発 育 に影 響 を お よぼ さ な い濃 度(1/2MIC)の

EDTAを 添 加 して各抗生剤のMICを 調 べ,未 添加

のそれぞれのMICと 比 較 して抗生剤の外膜透過障

害 の程 度 を検 討 した(Table1)。 そ の 結 果,P

aeruginosaKM338,E.coliK12お よびS.mar-

cescensIFO12648に 対 して,EDTA添 加 によって

CRMNの 抗菌力は4,2お よび2倍 しか上昇 しなか

ったが,sulfazecinの 抗 菌力 は16,4お よび8倍 上

昇 した。 この ことはCRMNがsulfazecinに 比 べて,

グラム陰性菌の外膜透過性にす ぐれていることを示

唆 している。また対照 として用いたPCGやCEZの

抗菌力は,と くにPaemginosaやS.mrcescensに

対 してEDTA添 加 によって著 明に高 まった。なお

外膜 をもたないグラム陽性 菌の一つであるS.au処

eusに 対 しては,い ずれの抗生剤 もEDTA添 加 によ

ってMICは 変 らなか った。
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3.ペ プチ ドグリカンの架橋形成阻害

一般 にβ-ラ クタム系抗生剤であるペニ シリン系

お よびセフ ェム系抗 生剤 はその標 的酵素 であ る

transpeptidaseお よ びD-alanine carboxypep-

tidaseに 働 き,ペ プチ ドグ リカ ンの架橋形成 を阻

害して抗菌力を発揮する10)。同様の β-ラ クタム環 を

有するモノバクタム系抗生剤も上記の架橋形成反応

を同じように阻害するか どうかについて検討 した。

被検菌株の対数増殖期のエーテル処理菌体 を酵素源

とし,ペ プチ ドグ リカ ンの前駆 体 で あ るUDP-

MurNAc-D-Ala-D-Glu-meso-Dap-D一Ala-D-Ala

とUDP-ひC3GlcNAcを 基 質 として全菌 レベルで

反応 させると,い ずれの菌株で もSDS一 不 溶性画分

に[14C]GlcNAcが と り込 まれ,架 橋ペプチ ドグリ

カ ンが合成 される樹。 この反応系 に種々の濃度 の

CRMNお よびsulfazecinを 添加 して架橋形成阻害

の程度 を未添加の場合 と比較 して調べた(Fig.1)

CRMNに よるP.aeruginosa KM338,E.coliK12

およびS.marcescensIFO12648の 架橋ペプチ ドグ リ

カン合成の50%阻 害 濃度は,そ れぞれ約6.7,28お

よび110μg/mlで,一 方sulfazecinに よるそれぞれ

は150,48お よび>800μg/mlで あ った。いずれの

被検菌に対 して も,CRMNはsulfazecinに 比べて,

その阻 害濃度 は低 か った。 この事 実 はCRMNが

sulfazecinに 比 べて優れた抗菌力を示す一つの要因

であろうと考 えられる。

III.考 察

このたび新 しく開発 されたモノバ クタム系抗生剤

の一つであ るCRMNは β-ラ クタム環のみを母核

(3ア ミノモノバクタ ミン酸)と する単環性 β-ラク

タム抗生剤である1)。

この抗生剤 は種々の抗生剤に高度耐性 を示すP

aeruginosaやS.mrcescmsな ど をはじめとしてグ

ラム陰性菌に対 して優れた抗菌力を示 し,一 方グラ

ム陽性菌の代表であるS.amusに 対 してはほとん

ど感受性 を示 さず,Streptococcus pyogenesに 対 し

ては中程度の感受性を示す ことが報告 されている2)

今 回 の 実 験 で 対 照 と し て 用 い たsulfazecinは

P3eudomomsspp.の あ る種の株が産生する天然の

Table 1 MICs and effect of EDTA on the MICs of carumonam, sulfazecin,

benzylpenicillin and cefazolin for P. aeruginosa KM 338, E. coli K 12,

S. marcescens IFO 12648 and S. aureus 209P
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Fig. 1 Effects of carumonam and sulfazecin on cross-linking reaction of peptidoglycan synthesis by

ether-treated cells of P. aeruginosa KM338, E. coil K12 and S. marcescens IFO 12648

Antibiotic concentration (pg/m1)

モノバクタム系抗生剤で,CRMNと 同様の母核 を

有 し,CRMNの 開発の元 になった薬剤である3)。こ

の抗生剤はグラム陽性菌にはほ とんど抗菌力を示 さ

ず,グ ラム陰性菌の中でE-coli,Salmonellaspp.,

Proteus spp.な どに中程度の抗菌力 を示す ことが報

告3)さ れている。

一般にグラム陰性菌 に対する β-ラ タタム系抗生

剤の感受性 は,細 菌細胞表層に存在す る外膜 に対す

る透過性,外 膜 と細胞質膜(内 膜)と の間のペ リプ

ラズムに局在 する β-1actamaseに 対 する安定性 お

よ び 細 胞 膜 上 に 存 在 す る 架 橋 形 成 酵 素

(transpeptidase, D-alanine carboxypeptidase) に

対する感受性によって決定される。

グラム陰性菌の場合,β-ラ クタム系抗生剤がその

標的酵素に作用するためには,ま ず外膜を通過 しな

ければならない。PaeruginosaやS.mrcescensな

どの種々の抗生剤に高度耐性のグラム陰性菌では,

その細胞の最外層 に存 在す る外膜 が抗生剤のbar-

rierに な ってお り,耐 性の荷ない手の大 きな要因で

ある6,11,12)。この外膜にEDTAを 作 用させる と外膜

か らリボ多糖一蛋白質複合体が遊離され8),外 膜 に障

害が与えられて透過障害 を受けていた物質がペ リプ

ラズム内に入る ことが知 られている8,9)。そ こで この

現象 を利用 して,増 殖 に影響をお よぼ さない濃度の

EDTA存 在 下 と存在 しない場合でのMICを 比 較す

る とその抗生剤の外膜 での透過障害の程度がわか

る8)。すなわち,両 者でのMICの 差 が大 きい程,外

膜での透過障害 が大 きい ことを意味 してい る。P

aeruginosa KM338, E.coli K12お よびS.mar-

cescens IFO 12648に 対 してCRMNで はsulfazecin

に比 べてEDTA添 加 によるそれぞれの感受性の上

昇が少 なかった。 この事実 はCRMNがsulfazecin

よ り も上記菌株の外膜 に対する透過性 に優れている

ことを示 している。 また上記菌株 に対 してCEZや

PCGの 感 受性 はEDTA添 加 によって著明 に高 まっ

た。 すなわちCRMNやsulfazecinはCEZやPCG

に比 べてはるかに外膜透過性 に優れていることを示

している。なおデータには示 していないが,CRMN

と同 系の抗生剤の一つであるaztreonamで も同様

の結果を得ている12)。

次 にβ-ラ クタム系抗生剤 の耐性因子 として重要

視 されている β-1actamaseに 対 す る安定性 につい

て は,penicillinase型 お よびcephalosporinase型

い ずれの β-lactamaseに 対 して もCRMNは きわ

めて安定であることが報告され ている2)。被検菌株

であるPaeruginosaKM338,ElcoliK12お よ び

S.mrcescensIFO12648の もつcephalosporinase

型 の β-lactamaseに 対 して もCRMNお よびsulf-

azecinはCEZに 比 べて きわめて安定 であった(未

発表)。
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β-ラ クタム系抗生剤が外膜 を通過 し,さ らにペ リ

プラズムに存在 するβ-lactamaseに よ る不活化を

まぬがれ,細 胞質膜上 に存在する標的部位 にまで到

達 しても,標 的酵素に対する感受性がなければ,抗

菌力が発揮できない。β-ラ クタム抗生剤であるペニ

シリン系およびセフェム系抗生剤はいずれ もペプチ

ドグリカンの架橋形成 にあずかる標的酵素に阻害作

用を示す10)。P.aeruginosaKM338,E.60hK12

お よびS.marcescensIFOl2648を 用 いたペプチ ド

グ リカンの架橋形成阻害実験で,モ ノバ クタム系抗

生剤であるCRMNお よびsulfazecinは ペ ニシ リン

系やセフェム系抗生剤 と同様,架 橋形成反応を阻害

した。またCRMNはsulfazecinに 比べて,い ずれの

被検菌株のペプチ ドグ リカン架橋形成反応 にも優 れ

た阻害効果 を示 した。 この結果 はCRMNがsu猛

azecinよ りも優 れた抗菌力を有す る一つの要因 で

あると考えられ る。なおモノバ クタム系の抗生剤の

一 つ で あ るaztreonamに よ る架 橋 形 成 阻 害 も

CRMNの それ と同程度であった13)。

この ように β-ラ クタム系抗生剤 に感受性を示す

標的酵素はその薬剤に親和性 をもつ14)。この親和性

を もつ 標 的 酵 素 をpenicillin binding protein

(PBP)と 呼 び,グ ラム陰性菌 では数種類存在 す

る14)。それぞれのPBPは 機 能 も異なり,ま た抗生剤

の種類 によって その親和性 も異 な ってい る14)。

CRMNお よ びsulfazecinは と くに細胞の隔壁形成

にあずかるPBP3に 強 い親和性 を示す ことが報

告2,3)されている。我々の被検菌を用いた実験で も同

様 の結果 を得 て いる。 この こ とはCRMNをsub

MIC濃 度添加 して培養 した時に細胞が伸長化す る

事実 と一致 している。

以上の実験結果か らCRMNがsulfazecinよ りも

被検菌株 に優れた抗菌力を発揮するのは,こ の薬剤

が外膜透過性 に優れ,β-1actamaseに 安定で,し か

もペプチ ドグ リカンの架橋形成 にあずかる標的酵素

に対 して優れた感受性をもつためであろうと考えら

れる。
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ANTIBACTERIAL MECHANISMS OF CARUMONAM AGAINST

GRAM-NEGATIVE BACILLI

HIDEKAZU SUGINAKA, KAZUFUMI MITSUI

and YOICHIRO MIYAKE

Department of Microbiology and Oral Bacteriology,

Hiroshima University School of Dentistry, Hiroshima

Carumonam, a new synthetic monobactam, has more potent antibacterial activity than other 13-

lactam antibiotic against a wide variety of Gram-negative organisms.

The antibacterial mechanisms of carumonam were investigated, comparing with those of sulfazecin

against Pseudomonas aeruginosa KM338, Escherichia coli K12 and Serratia marcescens IFO 12648.

The minimum inhibitory concentrations (MIC's) of carumonam for these organisms were 12.5, 0.05

and 0.1pg/ml, whereas those of sulfazecin were 3,200, 12.5 and 100ƒÊg/ml, respectively.

The potent antibacterial activity of carumonam, compared with that of sulfazecin, is considered to

be due to its higher permeability of the outer membrane, the stability to hydrolysis by ƒÀ-lactamase

and the higher sensitivity of the target enzymes of these organisms.


