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Ritipenem(Ritipenemacoxi1の 活 性 体)に よ る

各 種 グ ラム 陰性 桿 菌 の形 態 変 化

西野武志 ・田中真 由美 ・長辻祥子 ・大槻雅子

京都薬科大単微生物学教室環

新 しい経 口用 ペ ネ ム系 抗 生 物 質ritipenem(RIPM)のEscherichia coli,Klebsiella pneumoniae.

Serratia marcescensお よ びAcinetobactercalcoaceticusに 対 す る抗 菌 作 用 を 位 相 差 顕 微 鏡 走 査

型 電 子 顕 微 鏡 お よ び透 過 型 電 子 顕 微 鏡 を用 い て,形 態 変 化 の 面 か ら検 討 した 。 さ らにE.coUの ペ ニ シ

リ ン結 合 蛋 白質(PBPs)に 対 す る親 和 性 に つ い て も検 討 を 行 った 。

E.coliお よ びS.marcescensにRIPMを 作 用 させ た と こ ろbulge状 の 細 胞 お よ び 球 形 細 胞 そ して

溶 菌 像 が 観 察 され た。 一 方,K.pneumoniaeお よ びA.calcoaceticusで はRIPMの 作 用 に よ り球 形

細 胞 と溶 菌 像 を 認 め た。 ま た,bulge状 に な っ たE.coliで は内 膜 の切 断 像 が,そ して 球 形 化 したA.

calcoacetocusで は隔 壁 形 成 部 位 に 膨 隆 像 が 観 察 され た 。EcoZ`のPBPに 対 して はRIPMはPBP2

に 対 して最 も良 好 な親 和 性 を 示 した 。 この 結 果 は形 態 変 化 の 観 察 結 果 と良 く一 致 して い た 。
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Ritipenem(RIPM)は1982年 に 合 成 さ れ た 新 しい

ペ ネ ム 系 抗 生 物 質 で,本 剤 は 各 種 β 一1actamaseに 安

定 で あ り,グ ラ ム 陽 性 菌 群 お よ び グ ラ ム 陰 性 菌 群 に対 し

て 広 範 囲 な抗 菌 スペ ク トル を 有 す るL2)。 今 回 私 ど も は

RIPMをEscherichia coli K-12.Klebsiella pneumoniae

NCTC 9632,Serratia marcescens T-55お よ びAcine-

tobacter calcoaceticus Ac-54に 作 用 さ せ た 時 の 形 態 変

化 につ いて 検 討 を 行 った の で 報 告 す る。

1.実 験 材 料 お よ び 方 法

1.使 用 菌 株 お よ び 薬 剤

使 用 菌 株 と して は グ ラ ム 陰 性 菌 のE.coliK-12,K.

pπeαmoπiαeNCTC9632,SmαrcesceπsT-55お よ び

A.cαZcoαce伽 αsAc-54を 用 い,薬 剤 と して はRIPM

(フ ァ ル ミタ リ ア カ ル ロ エ ル バ 社(現 フ ァ ル マ シ ア

社))の 力 価 の 明 ら か な も の を 用 い た 。 使 用 菌 株 に 対

す るRIPMのMICはEcoZiK-12に 対 し て は

0.78μg/ml,K.pneumoniaeNCTC9632に 対 し て は

1.56μg/ml,S.marcescmsT-55に 対 し て は1、56

μg/ml,A.calcoaceカicμ8Ac-54に 対 し て は0.39

μg/mlで あ っ た 。

2.位 相 差 顕 微 鏡 に よ る形 態 観 察

ス ラ イ ドグ ラ ス上 にRIPMを 含 ん だHeart infusion

agar(HIA,ニ ッ ス イ)フ ィ ル ム を 作 成 し,振 盈 培 養

を 行 っ た 対 数 増 殖 期 のHeart infusionbroth(HIB,

ニ ッ ス イ)各 菌 液 をHIAフ ィル ム 寒 天 に 塗 沫 し,パ ラ

フ ィ ンで 封 入 した 。 こ の 標 本 を37℃ 保 温 下,位 相 差 顕

微 鏡(日 本 光 学)に よ り経 時 的 に観 察 した。

3.電 子 顕 微 鏡 に よ る 形 態 観 察

Tryptosoyabroth(TSB,ニ ッス イ)で 前 培 養 した

菌 液 をHIBに 移 し,対 数 期 中 期 ま で 振 盤 培 養 後,

RIPMの 所 定 の 濃 度 を 添 加 した 。 以 後 経 時 的 に 菌 液 を

採 取 し,1.5%glutaraldehydeで 前 固 定 後,遠 心 集 菌

し,Kellenberger緩 衝 液3)で 洗 浄,1%osmiumacid

に よ り本 固 定 を 行 っ た 。 この 試 料 を ア ル コ ー ル 系 列 で 脱

水 し,走 査 型 電 子 顕 微 鏡 試 料 作 製 の 場 合,酢 酸 イ ソ ア ミ

ル に置 換 し,臨 界 点 乾 燥 法 の に よ り乾 燥 を 行 った 。 そ の

後 カ ー ボ ン,金 に て 蒸 着 し走 査 型 電 子 顕 微 鏡JSM-35

(日 本 電 子)で 菌 体 の 表 面 構 造 を 観 察 した。 透 過 型 電 子

顕 微 鏡 試 料 作 製 の 場 合,脱 水 後Luftら の 方 法5)に 準 じ

て エ ポ ン樹 脂 に包 埋 ・重 合 した 。 この 試 料 の 超 薄 切 片 を

作 製 し,酢 酸 ウ ラ ニ ル 飽 和 溶 液 お よ び ク エ ン酸 鉛 溶 液 を

用 い て 二 重 染 色6)し,透 過 型 電 子 顕 微 鏡(JEOL-1200

EX)に よ り観 察 を 行 った 。

4.Penicillinbindingproteins(PBPs)に 対 す る

親 和 性

PBPsに 対 す るRIPMの 親 和 性 の 検 討 は,Sprattの

方 法7)に 準 じてEcoZZK-12株 の 膜 画 分 を 調 製 し,

〔14C〕-penicillinGと の 競 合 に よ り行 っ た。 対 照 薬 に

はimipenem(IPM,萬 有 製 薬)を 用 い た 。

皿.実 験 結 果 お よ び 考 察

1.位 相 差 顕 微 鏡 に よ る観 察

EcoZZK-12に お け る観 察 結 果 をFig.1に 示 した 。

0.39μg/mlの 作 用 で は,controlと 同 様 の 増 殖 像 が 観

察 さ れ た が,0.78μg/ml(MIC)で はbulge状 の 細 胞

攣京都府京都市山科区御陵中内町5



56 日本化学療法学会雑誌 OCT.1995

が,さ らに1.56お よ び3.13μg/mlで は 多 くの 溶 菌 像 を

認 め た 。S.marcescmsT-55の 場 合 も,E.coli K-12

の 場 合 と 同 様,1.56μg/ml(MIC)以 上 の 濃 度 でbulge

状 の 細 胞 や 溶 菌 像 を 認 め た(Fig.2)。 一 方,K.pneu-

moniae NCTC 9632お よ びA.calcoaceticus Ac-54に

RIPMを 作 用 させ た 時 の 形 態 変 化 をFig.3.Fig.4に 示

した が,E. coliK-12やS.marcescensT-55の 場 合 と

異 な り,MIC作 用 時 に お い てbulge状 の 細 胞 は 観 察 さ

れ ず,球 形 細 胞 や 溶 菌 像 が 観 察 され た。

E.coli K-12,Smarcescms T-55とK.pneumoniae

NCTC9632,A.calcoaceticus Ac-54と の 間 にRIPM

に よ り形 態 変 化 に差 が 見 られ た の で,次 にEcoUK-12

お よ びA.calcoaceticus Ac-54を 用 い て,電 子 顕 微 鏡

に よ り さ らに 検 討 を 行 った 。

2.走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察

EcoUK-12にRIPMを 作 用 させ た 時 の 走 査 電 顕 像

をFig.5,(b),(c),(d).(e)に 示 した 。Fig.5(a)は 正 常

な 瓦couK-12で,Fig5(b),(c)はRIPMのo.78μg/

m1(MIC)作 用 後2時 聞 お よ び4時 間 の 像 で,菌 体 は

若 干 伸 び,中 央 部 が 膨 化 した 像 が 観 察 さ れ る。Fig.5

(d},(e)はRIPMの3.13μg/ml作 用 後2時 間 お よ び4時

間 の 像 で,(d)で は 典 型 的 なbulge状 の 細 胞 が,ま た(e}で

は 多 くの 溶 菌 像 が 観 察 され た。

A.caTcoaceticus Ac-54にRIPMを 作 用 さ せ た 時 の

走 査 電 顕 像 をFig,6(b),(c)に 示 した。Fig.6(a)は 正 常 な

像 で,表 面 構 造 は8moothで あ り,小 さ な桿 状 形 態 が 観

Control 0.39,rtg/ml 0. 78ƒÊg/ml

(MIC)

1.56/tg/ml 3. 13.g/ml

Fig. 1. Phase-contrast micrographs of E. coli K-12 exposed to ritipenem for 3 hours.

Control 0.78,zg/ml 1.56ttg/ml

(MIC)

3. 13ƒÊg/ml 6.25Etg/ml

Fig. 2. Phase-contrast micrographs of S. marcescens T-55 exposed to ritipenem for4 hours.

Control 0. 39gg/ml 0. 78gg/ml 1. 56itg/ml
(MIC)

6. 25ƒÊg/ml

Fig. 3. Phase-contrast micrographs of K. pneumoniae NCTC 9632 exposed to ritipenem for 3 hours.
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Control 0. lOug/ml 0.39ug/ml

(MIC)

0.78ug/m; 1.58ug/ml

Fig. 4. Phase-contrast micrographs of A. calcoaceticus Ac-54 exposed to ritipenemfor 4 hours.

(a) control

(b) 0.78ug/ml, 2h

(d) 3. 13ug/ml, 2h

(c) 0.78ug/ml, 4h

(e) 3. 13ug/ml, 4h

Fig. 5. Scannig electron micrographs of E. coli K-12 cells.

(a) Untreated E. coli cells.
Cells after 2h (b) and 4h (c) of exposure to 0.78 ug/ml of ritipenem.
Cells after 2h (d) and 4h (e) of exposure to 3.13 ug/ml of ritipenem.

察 され る。Fig.6(b),(c)は そ れ ぞ れ0.39μg/ml(MIC)

作 用 後4時 間 お よ び1.56μg/ml作 用 後2時 間 の 像 で,

球 形 細 胞 や 溶 菌 像 が 観 察 され た が,Ecol`K-12の 場

合 の よ うなbulge状 の 細 胞 は見 られ な か っ た 。

3.透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る観 察

Ecol`K-12にRIPMを 作 用 さ せ た 時 の 透 過 電 顕 像

をFig.7(b),(c),(d),(e)に 示 した 。Fig.7(a}は 正 常 な

像 で,Fig.7(b),(c)は い ず れ も0.78μg/ml(MIC)作

用 後4時 間 の 像 で,Fig.7(d),(e)は3.13μg/ml作 用 後

1時 間 お よ び2時 間 の像 で あ る。bulge状 に な っ た 内 部
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(a)control

(b)0.39μg/ml,4h (c)1.56μg/ml,2h

Fig. 6. Scannig electron micrographs of A. calcoaceticus Ac-54 cells.

(a) Untreated A. calcoaceticus cells.

(b) Cells after 4h of exposure to 0.39 ƒÊg/ml of ritipenem.

(c) Cells after 2h of exposure to 1.56 ƒÊg/ml of ritipenem.

(a)control

(b)0.78μg/ml,4h

(d)3.13μg/ml,1h

(c)0.78μg/ml,4h

(e)3.13μg/ml,2h

Fig. 7. Transmission electron micrographs of E. coil K-12 cells .

(a) Untreated E. coli cells.

(b),(c) Cells after 4h of exposure to 0.78 ƒÊg/ml of ritipenem.

Cells after 1h (d) and 2h (e) of exposure to 3.13 ƒÊg/ml of ritipenem .
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(a)control

(b)0.39μg/ml,2h

(d)1.56μg/ml,2h

(c)0.39μg/ml,4h

(e)1.56μg/ml,2h

Fig. 8. Transmission electron micrographs of A. calcoaceticus Ac-54 cells.

(a) Untreated A. calcoaceticus cells.

Cells after 2h (b) and 4h (c) of exposure to 0.39 ƒÊg/ml of ritipenem.

(d), (e) Cells after 2h of exposure to 1.56 ƒÊg/ml of ritipenem.

に は空 胞 様 構 造(b)や 内 膜 の 断 裂 像(e)が 観 察 さ れ,さ ら に

strechedconstriction(c)や 典 型 的 なbulge状 の 細 胞(d)

も観 察 さ れ た 。

A.calcoaceticus Ac-54にRIPMを 作 用 させ た 時 の

透 過 電 顕 像 をFig.8 (b),(c),(d),(e)に 示 した 。Fig.8(a)

は正 常 なA.calcoaceticus Ac-54で 外 膜 の 外 側 に 泰 膜

様 構 造 が 観 察 され る。Fig.8(b),(c)は そ れ ぞ れ0.39

μg/ml(MIC)作 用 後2時 間 お よ び4時 間 の 像 で,隔

壁 形 成 部 位 に 膨 隆 像(b)や 分 裂 異 常 像(c)が 見 ら れ る。

Fig.8(d),(e)は い ず れ も1-56μg/ml作 用 後2時 間 の 像

で 外 膜 が 剥 れ たspheroplast様 構 造(d)や 溶 菌 像(e)が 観 察

され る。

4.PBPsに 対 す る親 和 性

E.coliK-12のPBPsに 対 す るRIPMの 親 和 性 を

Fig.9に 示 し た 。 対 照 薬 と し て 用 い たIPMと 同 様

RIPMもPBP2に 対 して 強 い 親 和 性 を 有 して お り,次

い で1a,1bsの 順 で あ った 。PBP 1a, 1bs, 2,3,

4,5/6に 対 す るRIPMの50%阻 害 濃 度 は そ れ ぞ れ

0.025,0.030,0-016,0.500,0.069お よ び0.102μg/ml

で あ っ た 。

以 上 の 結 果 よ りRIPMはE.coliやS.marcescens

で はbulgeを 形 成 し,A.calcoaceticusで はbulgeを

形 成 しな い こ とが 判 った 。 同 様 な現 象 は カ ル バ ペ ネ ム 系

抗 生 物 質 のpanipenem (PAPM)をEcoliとPsudo-

monas aeruginosaに 作 用 させ た 時 に 観 察 され て お り,

E.coliで は 球 形 細 胞 が,そ してP.aeruginosaで は

bulge状 の 細 胞 が 観 察 され た と報 告 さ れ て い る8)。 この

様 な 形 態 変 化 の 差 は,両 菌 種 に 対 す るPAPMのPBPs

に対 す る親 和 性 の 差 に 由 来 して お り,RIPMもEcoli

とA.calcoaceticusのPBPsに 対 して 異 な っ た 親 和 性

を 有 す る た め に,形 態 変 化 で も差 が 見 られ た もの と推 察

さ れ る。 しか し,RIPMと 同 様 な 親 和 性 を 示 すIPMで

は,E.coliでbulge形 成 は 見 られ な い 。 こ の 差 は恐 ら

くPBPsに 対 す る 親 和 性 は,精 製 した 細 胞 質 膜 画 分 を
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ritipenem imipenem

Fig. 9. Fluorography showing competition of ritipenem for 14C-labeled PCG binding in E. coli K-12.

用 い てcell-free系 で 行 った もの で あ り,形 態 変 化 を 観

察 した条 件 と は 明 らか に異 な って い る こ と に 由 来 す る と

推 察 され る 。 従 って,今 後intactcellを 用 い たin vivo

系 で のPBPsに 対 す る 親 和 性 に つ いて も検 討 す る 必 要

が あ る と思 わ れ る。
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Morphological alterations of various gram-negative bacteria by ritipenem,

the active compound of ritipenem acoxil

Takeshi Nishino, Mayumi Tanaka, Shoko Nagatsuji and Masako  Otsuki

Department of Microbiology, Kyoto Pharmaceutical University

5 Nakauchi—cho, Misasagi, Yamashina-ku, Kyoto 607, Japan

The antibacterial effect of ritipenem (RIPM) against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Serratia marcescens and Acinetobacter calcoaceticus was examined by phase-contrast, scanning

electron and transmission electron microscopy from the viewpoint of morphological alteration.

Moreover, the affinity of RIPM for penicillin—binding proteins (PBPs) in E. coli was evaluated.

When E. coli and S. marcescens were exposed to RIPM, bulge cells, spherical cells and cell lysis

were observed.

Against K. pneumoniae and A. calcoaceticus, RIPM induced spherical cells and cell lysis.

An inner membrane defect was observed at the swollen site of bulge cells in E. coli and at

spherical cells with swollen septa in A. calcoaceticus.

RIPM showed excellent affinity for PBP2 in E. coli.

These results agree with the morphological changes in E. coli treated with RIPM.


