
VOL.32 S-8 CHEMOTHERAPY

Lenampicillin(KBT-1585)のin vitro抗 菌 活 性 の 検 討

中 村 和 則 ・井 上 松 久 ・三 橋 進

群馬大学医学部薬剤耐性菌実験施設

新 しいAmpicnlin(ABPC)の エ ス テル 誘 導 体 で あ るLenampicillin(KBT-1585,LAPC)に 関 す

る抗 菌 活性 評 価 をAmpicillin,Amoxicillin(AMPC)Bacampicillin(BAPC)を 対 照 薬 剤 と して 検 討

を行 な っ た ので 報 告 す る。

KBT-1585の 抗 菌 力 を表 わ す 部 分 は,ABPCで あ るの で,以 下 の 項 目は,ABPC,AMPCと ほ

ぼ 同等,し か し,BAPCよ り優 れ た 成 績 が得 られ た。

1)抗 菌 スペ ク トラ ム

2)臨 床 分 離株 に対 す る抗 菌 活 性

3)細 菌 の殺 菌 曲線

4)MICとMBCの 比較

ま た,KBT-1585は,β-1actamaseに 対 してABPCやAMPCよ り も安 定 で あ っ た。 誘 導 性 の

β-1actamase産 生 菌 に対 す る本 剤 の 誘 導 能 はABPC,AMPCに 比 べ て低 か っ た。

Lenampicillin(KBT-1585)は,鐘 紡 株 式 会 社 と鳥 居 薬

品株 式 会社 で共 同 開発 中 の,新 しい経 口Ampicillin誘 導

体 で,(5-methy1-2-oxo-1,3-dioxolen-4-y1)mefhy1-(2S,

5R,6R)6-[(R)-2-amino-2-phenybcetamido]-3,3-di.

methy1-7-oxo.4-thia-1-azabi(7clo[3.2.0]heptane-2-

carboxylate hydrochlorideと い う構 造 式 の化 合 物 で あ る1)。

この 化 合物 の特 徴 は,腸 管 で 水 解 され た 時,従 来 のエ ス

テル 体 の よ うに ア ルデ ヒ ド体 を形 成 せ ず,速 や か にAB

PCと ア セ トイ ンに 代謝 さ れ る こ とに あ る。 今 回 わ れ わ

れ は,ABPC,AMPC,BAPCな どを対 照 薬 剤 と して,

in vitroの 抗 菌 活 性,β-lactamase産 生 株 に対 す る作 用

につ い て検 討 した ので 報 告 す る。

1.実 験 材 料 お よ び方 法

1.使 用 薬 剤

KBT-1585,Bacampicillin(BAPC)は 鐘 紡 株 式 会 社,

Ampidllin(ABPC),Amoxicillin(AMPC)は ビー チ ャム

薬 品株 式 会 社,Benzylpenidlhn(PCG)は 明治 製 菓株 式

会 社,Cephaloddine(CER)は 鳥 居 薬 品株 式 会 社 か らそ

れ ぞ れ 分 与 を 受 け た。 な お,KBT-1585とBAPCは

ABPC換 算 で 実 験 に使 用 した 。

2.使 用 菌 株

抗 菌 ス ペ ク トラム測 定 に は,日 本 化学 療 法 学 会 に て推

奨 され たMIC測 定用 標 準 菌 株 を 使 用 した2)。 各 種 病 巣

由 来細 菌 は,群 馬 大 学 医 学 部 薬 剤 耐 性 菌 実 験 施 設 の保 存

株 を用 い た。

3.使 用 培 地

感受 性 測 定 に は,主 と してSensidvity Test Broth(STB,

ニ ッス イ)Sensitivity Disc Agar(SDA,ニ ッ ス イ)を

用 い た。H.influenzaeは,heminお よびNADを 各 々

10μ9/m1,2μ9/m1含 有 す るSTB,SDA培 地 で,N.

gonorrhoeaeは,Proteose Pepton No.3寒 天 培 地(Dif-

co)に ヘ モ グ ロビ ン1%,Supplement(gluoose 40g,L-

glutamine 1g,oocarboxylase-Na 2mg,ferric nitrate 50

mg,100ml蒸 留 水)1%を 加 えた 培 地 で,5.pyogenes

は,Brain Heart Infusion Broth(BHI,Difoo)。 に1.5%

寒 天(栄 研)を 加 え た 培地 を 用 い た。 ま た,菌 あ 希 釈 に

は,Buffered Sahne Geladn(BSG)溶 液 を使 用 した 。

4.最 小 発育 阻 止 濃 度(MIC)測 定

日本 化 学 療 法 学 会標 準法3)に 準 じて,寒 天 平 板 希 釈 法

に 従 った 。 す な わ ち,STB培 地 で37℃18時 間培 養 し

た 菌 液 を106cells/mlに な る よ うにBSG溶 液 で 希 釈 し,

そ の 約5μlを ミク ロ プ ラ ン タ ー(佐 久 間 製 作 所,東 京)

を 用 い て 薬 剤 含 有 寒 天 平 板 に 接 種 し,37℃18時 間 培 養

後 そ の 最小 発育 阻止 濃度(MIC)を 判 定 した。 各 被 検 菌

の 薬 剤 濃度 に対 す るMIC累 積 百 分 率 を片 対 数 グ ラ フ に

プ ロ ヅ トして,50%お よ び90%のMIC値 をMIC5。.

MICgoと して表 わ した4}。

5.殺 菌 力測 定

(1}増 殖 曲 線 に 及 ぼ す影 響

37℃18時 間STB培 地 で 培 養 した菌 液 を新 しい 同一

培 地 に5×104cells/m1に な る よ うに接 種 し,2時 間振

盈 培 養 後,薬 剤 を1/2MIC,MIC,2MIC,4MIC加

え2,4,6,8,24時 間後 に生 菌 数 を測 定 した。

(2)最 小 殺 菌 濃 度(MBC)の 測 定
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臨 床 分 離 のS.aureus,S.epidermidis,E.coli,P.

mirabilis各25株 を 用 い て,STB培 地 で37℃18時 間 培

養 菌 液 を希 釈 し,2倍 系 列 の 薬 剤 を 含む 同培 地 に 接 種 し

た。37℃16時 間培 養後,濁 度 が 観 察 され な い 濃度 を も

っ てMICと した。 そ れ ぞれ の希 釈 系 列 の培 地 の10μ1

を ミク ロ プ ラ ンタ ー に て薬 剤 無 添 加 のSTA培 地 に 接種

し,37℃18時 間 培 養後 菌 の成 育 の認 め られ な い最 小

阻 止 濃 度 をMBCと した。

6.β-lactamaseに 対 す る挙 動

(1)β-lactamaseに 対 す る安 定 性:各 種 β-lactamase

は,当 教 室 に保 存 して あ る精 製 酵 素 を 用 い た5)。 各 薬 剤

の 加 水 分 解 速 度 は,Direct Spectrophotometric Method6,7)

を用 い,KBT-1585,BAPCは239nmで の吸 光 度 の変

化 に よ って求 め た。 基 質 特 異 性 は,PeniCi11inase(PC

ase)はPCGを,Cephalosporinase(CSase),Cefuroxi-

mase(CXase)はCERの 加 水 分解 速 度 を100と した 時

の 相 対 値 で表 わ した 。 な お 基 質 は,リ ン 酸 緩 衝 液(50

mM,pH7-0)で,CERは100μM他 の 薬 剤 は300μM

に 調 整 した。

(2)β-1actamase誘 導 能 の検 討:P.vulgarisGN79,

E.cloacae GN 5797,P.rettgeri GN 4430を 用 いた 。

BHI培 地 で37℃18時 間培 養 の被 検 菌5mlを,新 鮮

な95mlの 同 培 地 に 接 種 し37℃2時 間 振 塑 培 養 後 細

菌 の 増殖 に影 響 の な い種 々 の 濃度 の 薬剤 を加 え,45分,

90分,180分 と経 時 的 に10m1集 菌 し,0.1Mリ ン酸

緩衝 液(pH7.0)で 洗 浄後,同 緩 衝 液 に懸 濁 し,超 音 波

破 砕 した。 さ ら に,4℃ で13,000rpm×30分 遠 心 後,

そ の上 清 を粗 酵 素 液 と した 。酵 素 活 性 の測 定 は,Difect

Spectro Photometric法 に よ り行 な った。 基 質 は,CER,

CETを 用 い て50mMリ ン酸緩 衝 液(pH7.0)30℃ で

行 な っ た。 な お 蛋 白 定 量 はLOWRY8)法 で 測 定 した。

IL実 験 結 果

1.抗 菌 スペ ク トラム

KBT-1585の 抗 菌 ス ペ ク トラム を,ABPC,AMPC,

BAPCを 対 照 薬 剤 と して 比 較 検 討 し た 成 績 をTable1

に示 した。KBT-1585の 抗 菌 力 は グ ラム陽 性 菌,グ ラ ム

陰 性 菌 の各 菌 種 に対 して,ABPCと ほ ぼ 同等 のMIC値

を示 した。 したが ってPvulgaris,S.marcescens,R

aeruginosa,E.cloacaeな どに は無 効 で あ っ た。

2.臨 床 分 離株 に対 す る感 受 性 分 布

臨 床 分 離 の15菌 種,939株 につ い て,106ceHs/ml菌

液 の1白 金 耳接 種 時 にお け る各 菌 種 の 薬 剤 感 受 性 分 布 を

Fig.1～15に 累積 百 分率 で示 した。Table2に 各 菌 種 に

対 す る各 薬 剤 のMIC50お よびMICgoを ま とめ た。

S.aureus:KBT-1585は,ABPC,AMPCと ほ ぼ 同

等 で あ り(Fig.1),KBT-1585,ABPC,AMPC,BAPCの

Fig. 1 Antibacterial activity of KBT-1585

S.aureus (100  strains)

Fig. 2 Antibacterial activity of KBT-1585

S.epidermidis (60 strains)

Fig. 3 Antibacterial activity of KBT-1585

S.pyogenes (89 strains)

MIC90は それ ぞれ,0.96,0.78,0.78,3.13μ9/m1で

あ った 。 晦

εepidermidis:4薬 剤 とも明 確 な ピー ク が つ か ず

(Fi&2),MIC90は 各8-30,6.25,9.0,36.0μg/mlで

あ っ た 。

S.pyogenes:4薬 剤 と も 一 峰 性 で(Fig.3),MIC90は

各,0.016,0.011,0.01,0.044μg/mlで あ っ た 。 仁
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Table 1 Antibacterial spectrum of KBT-1585

Inoculum size: 10' cells/all

Fig. 4 Antibacterial activity of KBT-1585

S.faecalis (54 strains)

Fig. 5 Antibacterial activity of KBT-1585

E.coli ( 97 strains)
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S. faecalis: 本剤は,ABPCと 同等でAMPCよ り劣

っ て い た(Fig.4)。MICg。 は,1.38,1.45,0.55,3.05

μ9/mlで あ っ た 。

E. coli: 本剤は,ABPC,AMPCと 同等で4薬 剤とも

約30%の 耐 性 菌 が あ っ た(Fig.5)。MIC50は4.45,

3.95,3。55,9.7μg/mlで あ っ た。

K.  pneumoniae : 本剤は,ABPCと 同等で,AMPC

よ りや や 優 れ て い た(Fig.6)。MIC50は20.9,17.7,

40。5,62.0μg/m1で あ っ た 。

K. oxytoca: 本剤は,AMPCよ りやや優れていたが,

ABPCよ りは や や 劣 って い た(Fig.7)。MIC50は,

40.0,23.8,81.0,>100μg/mlで あ った。

P. mirabilis : 本剤は,ABPCと 同等であるがAMPC

よ りや や 劣 っ て い た(Fi&8)。MICgoは1.53,1.60,

0.72,4.15μg/m1で あ っ た 。

P. rettgeri: 本剤は,AMPCよ り優れていたがABPC

よ り は 劣 っ て い た(Fig.9)。MIC50は15.8,8.9,37.5,

22.0μg/m1で あ っ た 。

H. influenzae: 本剤は,ABPCと 同等でAMPCよ

り や や 優 れ て い た(Fig。10)。MICgoは,2.55,1.68,

3.40,5.10μg/mlで あ っ た 。

Salmonella spp.: 本剤は,ABPCと ほぼ同等でAM

PCよ り劣 っ て い た(Fig.11)。MICgoは5.80,3.o,

1.5,16μg/mlで あ っ た 。

N. gonorrhoeae: 本剤は,ABPC,AMPCと 同等であ

っ た(Fig12)oMICg。 は,0.21,0.21,0.21,0.67

μg/m1で あ っ た 。

C. jejuni :本剤は,ABPC,AMPCと ほぼ同等であっ

た(Fig.13)。M工C90は,5.50,6.0,4.95,11μg/ml

で あ っ た 。

P. vulgaris, M morganii: 4薬 剤 ともその効果が認

め られ な か った(Fig.14,15)。

3.増 殖 曲線 に及 ぼす 影 響

S. aureus FDA 209 PJC-1, E.coli NIHJ JC-2,

P. mirabilis  IFO3849の 増殖曲線に及ぼす本 剤1の影響

をABPC,AMPC,BAPCと 比較した。S.aureusで は,

4薬 剤 とも8時 間まで殺菌的に作用 したが,24時 間後で

は,4MICで も再増殖が認められた(Fig.16)。

E.coliで は,本 剤はABPC,AMPCと 異 なり1/2

MICで は,2時 間 目まで増殖がみられたが,BAPCは,

6時 間 目まで静菌的であった。またMIC以 上の濃度で

は,8時 間目までは殺菌的に働 くが,や はり24時間後に

は再増殖が認められた(Fig.17)。

Pmirabilisで は,本 剤 とBAPCはE.coliの 時 と同

様に1/2MICで2時 間目まで増殖がみられた。MIC以

上では,8時 間 目までは殺菌的に働き,2,4MICで は

Fig. 6 Antibacterial activity of KBT-1585

K.pneumoniae (92 strains)

Fig. 7 Antibacterial activity of KBT-1585

K.oxytoca (49 strains)

Fig. 8 Antibacterial activity of KBT-1585

P.mimbilis (57 strains)

24時 間後でも再増殖が見られなかった(Fi&18)。

4)MICとMBC

標準菌株3菌 種のMICとMBCを,接 種菌量を変え

て検討した(Table3)。 本剤はABPCと 同様な傾向を示

し,S.aureusで は,接 種菌量が増えるに従って,MIC
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Fig. 9 Antibacterial activity of KBT-1585

P.rettgeri (40 strains)

Fig. 10  Antbacterial activity of KBT-1585

H. influenzae (19 strains)

Fig. 11 Antibacterial activity of KBT-1585

Salmonella spp. (120 strains)

とMBCの 差が大きくなって い た。 また 瓦coZilR

mirabiZisで は,接 種菌量105cells/m1以 下ではMIC値

とMBC値 が一致 し殺菌的に働い て い た が,接 種菌量

106ceUs/mlで は,MIC値 とMBC値 に差が認められ

た。

Fig. 12 Antibacterial activity of KBT-1585

N. gonorrhoeae (27 strains)

Fig. 13 Antibacterial activity of KBT-1585

C. jejuni (17 strains)

Fig. 14 Antibacterial activity of KBT-1585

P. vulgaris (52 strains)

次 に,Saureus,Sepidermidis,. E.coli, p. mira.

bilis, Sanonella sPP.各 々25株 に対 す るMIC, MBC

をKBT-1585とABPC,AMPC,BAPCに つ い て 検 討

し た(Fig.19～23)。S.aureusに 対 して本 剤 は,MIC,

MBCの 差 がABPCと ほ ぼ 同 じで あ った 。Sepidermi-
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Fig. 15 Antibacterial activity of KBT-1585

M

. morganii (58 strains)

Fig. 16 Bactericidal effect against S. aureus FDA 209 P JC-1

KBT- 1585
(MIC,0.2/2 eml)

ABPC

(MIC,0.1μg/ml≧)

AMPC
(MIC, 0.112g/m1)

BAPC
(MIC,0.39μg/m1),

Fig. 17 Bactericidal effect against E. coli NIHJ JC-2

KBT-1585
(MIC. 6. 25ug/ml)

ABPC

(MIC, 6. 25ƒÊg/m1) .

AMPC
(MIC, 6. 25yg/ml)

BAPC(MIC
, 25pg/m1)
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Fig. 18 Bactericidal effect against P. mirabilis IFO 3849

KBT-1585

(MIC,3.13μg/m)

ABPC

(MIC, 1.56 ƒÊg/m1)
AMPC

(MIC, 1.56 pg/m1)
BAPC

(MIC, 12.5pg/m1)

Fig. 19 Bactericidal activity against S. aureus (25 strains , 5 x 104 cells/nil)

Fig. 20 Bactericidal activity against S. epidermidis (25 strains, 1 x 104 cells/ml)
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Fig. 21 Bactericidal activity against E. coli (25 strains, 1 •~  104 cells/ml)

Fig. 22 Bactericidal activity against P. mirabilis (25 strains, 1 •~ 105 cells/m1)

Fig. 23 BactericidalTactivity against Salmonella app. (25 strains, 1 •~ 104 cells/ml)
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Fig. 24 Induction of ƒÀ-lactamase in P. vulgaris

GN 76

(50μg/ml)

Fig. 25 Induction of ƒÀ-lactamase in E. cloacae

GN 5797

(100μg/ml)

Fig. 26 Induction of ƒÀ-lactamase in P. rettgeri

GN 4430

(25μg/ml)

disで は,本 剤よりABPCの ほ うがMICとMBCの 差

が少なく殺菌的に働いていた。E.coliで は,本 剤,ABPC

ともにMIC,MBCの 差があまりなく殺菌的に働いてい

た。Pmiramsで は,本 剤に比べてABPCのMIC,

MBCに 差がみられた。Salmonellaで は本剤とABPC

のMICとMBCの 差はほぼ同じであった。

5.β-lactamaseに 対する挙動

(1)β-lactamaseに 対する安定性:PCaseに 対 する本

剤の相対加水分解速度は,PCGを100に した時に1型

からIV型 まではく1と 低 くV型 により,わ ずかに水解さ

れた。CSaseに 対 してもCERを100と した時にく1

と安定であった。また,CX aseのP.cepaciaの 酵素に

は1割 程度水解された(Table 4)。

(2)β-lactamaseの 誘導能:誘 導性のCSaseを 産生

する3菌 株の中で,P.vulgarisに ついて,本 剤の45分

値 の蛋白当 りの誘導酵素活性は,ABPCの 約1/4で,

AMPCの 約1/7で あった(Fig.24)。B.cloacaeに つい

ては,45分 値でABPCの 約1/4で,AMPCの 約1/3

で あった(Fig.25)。P.rettgeriで は,同 様に,ABPC

の約1/3で,AMPCの 約2/5で あった(Fig.26)。 また

BAPCは,本 剤よりも誘導能はやや低めであった。

III.考 察

KBT-1585の 特徴としては,ABPCの 経 口吸 収を高

め,そ のエステル水解物がアルデヒド体でないことにあ

る。 したがって,抗 菌スペク トラムおよび,臨 床分離株

の感受性分布のMIC値 はABPCと ほぼ同じであった。

しか し,こ のことは,同 様なABPCの エ ステル体であ

るBAPCのMIC値 が,ABPCに 比べて1管 から2管

劣ることと異なっていた。 また,殺 菌曲線で1/2MIC

添加時に,本 剤とBAPCは,2時 間 目まで菌がやや増殖

するが,ABPCやAMPCは す ぐに減少 してくる。この

ことは,本 剤とBAPCで は添加薬剤濃度が異なること

から,本 剤の方がBAPCよ り細菌のエステラーゼに水

解され易い可能性を示していると考えられる。

大槻らは,BAPCが1型PCaseに 安定であることを

報告している9)。 今回われわれは,本 剤 の各 種精 製

β-lactamaseに 対 する安定性を検討 したところ,ABPC

やAMPCよ り安定であることが認められた。また,南

らや,四 辻 らは,ABPCが 染色体性誘 導酵 素 で あ る

CSase,CX ase産 生株に対する誘導能が高いことを報告

している10,mml。本 剤の β-lactamase誘 導能は,ABPC,

AMPCよ りも低いことが認められた。

本剤が抗菌活性を発揮するのは,水 解されてABPC

とな ってからであるので,ABPC耐 性株には,抗 菌力を

示さなかった。 しかし,本 剤が,腸 管内で吸収水解され

ABPCに なるまでの間,腸 内細菌の β-lactamaseに 安
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定で,し かも,グ ラム陰性桿菌に広 く分布する染色体性

誘導酵素であるCS aseの 産生誘導能が,ABPC,AMPC

に比べて低いことは,本 剤の一つの特徴であると思われ

る。

文 献

1) 第31回 日本 化 学療 法 学会 西 日本支 部 総 会, 新 薬 シ

ン ポ ジ ウ ムI, KBT-1585。 佐 賀, 1983

2) 三橋 進 ・井 上 松 久: MIC測 定 用標 準 菌 株。

Chemotherapy 27: 561, 1979

3) MIC測 定 法 改 訂 委 員 会: 最 小 発育 濃度 (MIC) 測

定法 改 訂 に つ い て。

Chemotherapy 29: 76～79, 1981

4) 小 柏 美 恵子, 井 上 松 久, 三 橋 進: Ceftazidime

(SN 401) に 関 す る細 菌 学 的 検 討。Chemotherapy

31 (Suppl. 3): 1～16, 1983

5) MITSUHASHI, S. & M. INOUE.: 1981 Mechani-

sms of resistance to ƒÀ-lactam antibiotics, p.31•`

56. In S. MITSUHASHI (ed.), Beta-lactam antibi-

otics. Japan Scientific Societies Press, Tokyo

6) Ross, G. W.; K. V. CHANTER, M. HARRIS, S.

M. KIRBY, M. J. MARSHALL & C. H. O' CHA-

LLAGHAM: Comparison of assay technique for beta-

lactamase activity. Anal. biochem. 54: 9•`16,

1973

7) WALEY, S. G.: A spectro photometric assay of ƒÀ-

lactamase action on penicillins. Biochem. J. 139:

780•`789, 1974

8) LOWRY. O. H.; J. ROSEBROUGHT, A. L. FARR &

R. T. RANDALL: Protein measurement with the

folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265•`

275, 1951

9) 大 槻 雅 子, 西 野 武 志, 故. 中 沢昭 三, 飯 盛 勝 義,

池 田敬 史: Bacampicillinに 関 す る細 菌 学 的 評 価 。

Chemotherapy 27 (Suppl. 4): 7•`16, 1979

10) MINAMI, S. A. YOTSUJI, M. INOUE & S. MITSU-

PLASM: Induction of ƒÀ-lactamase by Various ƒÀ-

Lactam Antibiotics in Enterobacter cloacae. An-

timicrob. Agents & Chemother. 18: 382•`385,

1980

11) YOTSUJI, A. S. MINAMI, Y. ARAKI, M. INOUE

& S. MITSUHASHI: Inducer activity of il-lactam

antibiotics for the p-lactamase of Proteus rettgeri

and Proteus vulgaris. J. Antibiotics 35: 1590•`

1593, 1982

IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF LENAMPICILLIN (KBT-1585)

KAZUNORI NAKAMURA, MATSUHISA INOUE and SUSUMU MITSUHASHI

Department of Microbiology, Laboratory of Drug resistance in Bacteria, School of Medicine, Gunma University

Lenampicillin (KBT-1585) is a new orally active ester derivative of ampicillin (ABPC). Antibacterial

activity of KBT-1585 were compared with those of ampicillin, amoxicillin (AMPC) and bacampicillin (BA

PC). The results are summarized as follows.

Antibacterial activity of KBT-1585 is ABPC. Then, on the next items, KBT-1585 was almost as active

as ABPC and AMPC, and more active than that of BAPC.

1) antibacterial spectrum

2) antibacterial activity against clinical isolates

3) bactericidal activity

4) MIC and MBC

But KBT-1585 differed from ABPC and AMPC in more stability and low inducer activity of jS-lactamase.


