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新 カルバペ ネム系抗生物質panipenemの 嫌気性菌 に対す る抗菌作用

渡辺邦友 ・武藤吉徳 ・加藤直樹 ・板東香お里 ・田中保知 ・上野一恵

岐阜大学医学部付属嫌気性菌実験施設*

新 しいカルバペネム系薬剤 であるpanipenem(PAPM)の 嫌気性菌(411株 以上)に 対す る抗

菌作用を寒天平板希釈法により検討 した。また,Bacteroides fragilis由 来 の β-lactamaseに 対

す る 本 薬 剤 の 安 定 性 を 検 討 した。 さ らにPAPMとN-benzoyl-β-alanineの 配 合 剤

(panipenem/betamipron (PAPM/BP))投 与 のマウス盲腸内Clostridium difficile異常増殖誘

起能 をも検討 した。

PAPMは,寒 天平板希釈法 で測定 した場合,106CFU/mlの 接 種菌量でC.difficileを 除 くすべ

ての菌種 を0.78μg<mlで 発育阻止 した。Cdifficileの 発 育阻止には6.25μg<mlを 必要 とした。本

薬剤は,特 にBacteroides,Prevotellaの β-lactamase産 生株に強い抗菌作用 を示 した。

PAPMは β-lactam薬 剤 に耐性傾 向が強 く,薬 剤感受性パターンが異なるB.fragilis(GAI-

10150, 0558お よび7955)由 来 の β-lactamaseに 対 し,す こぶる安定 で全 く加水分解 を受けなか

った。しか し,imipenem高 度 耐性株 であるGAI-30144の 産生するmetallo-β-lactamaseに 対 し

ては容易に分解 された。

PAPM<BPの1日1回5日 間の100mg/100mg皮 下投与は,投 薬中止7日 目の盲腸内容物 中に

約102～103 CFU/gの 軽 度のCdifficileの 増 殖 を引 き起こした。
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Panipenem/betamipron(PAPM/BP)は,三 共株

式会社 で開発 された注射用化学療法剤である。カルバ

ペネム系抗生物質であるpanipenem(PAPM)とN-

benzoyl-β-alanine (betamipron (BP))の1:1の 合

剤である。広 い抗菌スペ クトラムを示す薬剤 として知

られている1)。

私共はPAPMの 嫌 気性菌に対す るin vitro抗 菌 力

およびBacteroides fragilis由 来 の β-lactamaseに 対

する安定性について検討 した。 また,マ ウスを用いて

本薬剤投与 とマ ウス盲腸尿 内におけ るClostridium

difficile増殖 との関連性についても検討 した。

I.材 料 および方法

1.供 試菌株

Table 1に 示 す研 究室保 存の代表供試菌株 お よび

American Type Culture Collection (ATCC)由 来株

およびNCTC由 来 株 とTable 3に 示 す 当研究室で臨

床材料か ら分 離 した嫌気性菌 を用 いた。B.fragilis

groupは,最 近2年 以内に分離 された ものを,そ の他の

菌種は最近5年 以内に分離されたもの を用いた。臨床

分離株 は原 則 と してRap ID ANA system (In-

novative Diagnostic Systems, Inc.)を 用 いた数値 同

定 とガスクロマ トグラフィーによる代謝産物 中の低級

脂肪酸の分析結果か ら同定 した。一部につ いては,

PRAS II media (Scott Laboratories, Inc.)を 用 いた

生化学的性状 とガスクロマ トグラフィーに よる代謝産

物中の低級脂肪酸の分析結果により,VPI manua1第

4版 を参考 にして同定 した21。これ らは20%ス キム ミ

ル クを保護剤 として-80℃ で保存されていた。

2.供 試験薬剤

PAPMを 用 い た。対 照 薬 剤 と してimipenem

(IPM), flomoxef (FMOX), cefuzonam (CZON),

ceftazidime (CAZ)お よびcefotaxime (CTX)を 用

いた。いずれも力価の明 らかなものを用いた。

3.薬 剤の最小発育阻止濃度(MIC)の 測定

寒天希釈法によって測定 した。寒天希釈法は 日本化

学療法学会の推奨す る方法に準 じて行 った3)。抗菌ス

ペ ク トラムを検討す るためには感受性測定用培地 とし

て5%ウ サ ギ溶血血液添加Brucella HK寒 天(極 東製

薬)を 用 いた・臨床分離株に対するMIC測 定 は,黒 色

色素 生産 菌 に つ いて は5%ウ サ ギ溶 血 血 液 添加

Brucella HK寒 天培地を,そ の他の菌種ではGAM寒

天培地(日 水製薬)を 用いて測定 した。嫌気性培養は,

*〒500岐 阜市司町40
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anaerobic glove box(Foma社)(N2 80%, CO2 10

%,H2 10%)で48時 間 行 っ た 。

4.臨 床 分 離 株 に 対 す る抗 菌 作 用

最 近 数 年 間 に,当 研 究 室 で 扱 っ た 次 の 菌 株 を実 験 に

供 した 。B.fragilis 91株, Bacteroides vulgatus 12株,

Bacteroides distasonis 8株, Bacteroides thetaiotaomi-

cron 19株, Bacteroides ovatus 23株, Bacteroides

unifbrmis 23株, Prevotella intermedia 23株,

Prevotella bivia 28株, Porphyromonas gingivalis 20

株,Peptostreptococcus magnus 41株, Peptostreptococ-

cus asaccharolyticus 30株, Peptostreptococms anaer-

obius 19株,Clostridium perfringens 14株 お よ びC

difficile 25株 を用 い た 。ま たIPM耐 性(MIC;100μg/

ml)のB.fraagilis GAI-30144お よ びGAI-30079も 用 い

た。

5.B.fragilis産 生 の β-lactamaseに 対 す る安 定 性

B.fragilis GAI-0558, GAI-7955, GAI-10150お よ び

GAI-30144の4株 を用 い,本 薬 剤 の 安 定 性 をcephalor-

idine(CER),IPMを 比 較 薬 剤 と し て検 討 し た 。GAI-

0558は,抗 菌 ス ペ ク トラ ム の 使 用 菌 株 か ら選 ん だ 。 ま

た,GAI-7955は,cefoxitin(CFX)を 不 活 性 化 す る 株

と して4),ま たGAI-10150はampicillinに 高 度 耐 性 の

株 と し て5),そ してGAI-30144はIPM耐 性 株 と し て選

択 し た6)。粗 酵 素 の 調 製 は 以 下 の よ う に 実 施 した 。被 験

菌 株 をGAMブ イ ヨ ン に て35℃,6時 間 嫌 気 性 培 養 し

た。4℃ に て 遠 心 分 離(10,000rpm,10分)し て 集 菌

後,10mMリ ン 酸 緩 衝 液(pH7)で2回 洗 浄 し た 。 同

緩 衝 液 に 浮 遊 させ,一 旦-80℃ で 凍 結 保 存 した 。 適 当

量 の100mMリ ン 酸 緩 衝 液(pH7)に 懸 濁 後,超 音 波

処 理 に て 菌 体 を破 壊 した 後,遠 心(4℃,10,000rpm,

10分)し た。 こ の 上 清 を粗 酵 素 液 と し て 用 い た 。 β-

lactamase活 性 は 基 質 濃 度 を100μMと し て,spectro-

photometric assayに て 測 定 し た。CERの 分 解 活 性 を

100と す る相 対 加 水 分 解 率 で 表 現 した 。

6.薬 剤 投 与 マ ウ ス 盲 腸 内 容 物 中 に お け るCdが

ficileの 出 現

ICI系 マ ウ ス 雄,5週 齢(20±1g),1群5匹 を用

い た 。PAPM/BPの100mg/100mg/kgを1日1回
,5日

間 マ ウ ス 皮 下 に 注 射 し,投 薬 中 止1日 目 お よ び7日 目

に,盲 腸 内 容 物 中 のC.difficileの 菌 数 を定 量 培 養 に よ

っ て 求 め た 。対 照 薬 と し てimipenem/cilastain(IPM/

CS),CTX, cefotetan(CTT)を 用 い,投 与 量,投 与

方 法 はPAPM/BPと 同 一 に した 。 マ ウ ス を エ ー テ ル

麻 酔 下 に 屠 殺 後,開 腹,盲 腸 を切 り出 した 。 そ れ を 滅

菌 シ ャ ー レ に 移 し,速 や か にanaerobic glove box内

に 搬 入 し た。Glove box内 で 内容 物 を試 験 管 に 移 し,

10倍 量 の0.05%滅 菌 酵母エキス水を加え,十 分混合 し

たものを原液 とした。 同酵母エ キス水で10倍 希釈系列

を作製 し,各 希釈系列の0.1m1をCCMA生 培 地(ニ ッ

スイ)に 塗布 し,2日 培養 した。

II.成 績

1.PAPMの 抗菌 スペ ク トラム

PAPMのATCC由 来 の標準菌株 を含む主要 な嫌気

性 菌に対す る106CFU/mlお よ び108CFU/ml接 種 での

MIC値 をTable 1とTable 2に 示 した。106 CFU/mlの

接 種菌液 を使用 した場合 の成績 でみる と,PAPMは

C.difficileの2株 を除 く試験 したすべ ての菌種に対 し

0.78μg/mlのMICを 示 し,強 い抗菌作用を示 した。そ

の抗菌力はIPMと 同等 でFMOXよ り優 れ,CZON,

CAZ,CTXよ りはるかに優れる成績 であった。なお,

Cdifficileに 対 するMICは6.25μg/mlと や や高か っ

たが,IPM,FMOXと 同 等で,CZON,CAZ ,CTXよ

りはかな り低 いものであった。特 にβ-lactamase産 生

菌に対する抗菌作用が優れ,β-lactamase産 生性 でそ

の産 生 量の 異 な るB.fragilis 2菌 株(GM-7000と

GAI-0588)の 中で,CZON,CAZ,CTXな どの薬剤に

100μg/ml以 上 のMICを 示 す β-lactamase産 生 量 の

高いB.fraagilis GAI-0558に 対 して0.78μg/mlと 著 し く

低いMICを 示 した。また,CZON, CAZ, CTX, FMOX

に対 して12.5μg/ml以 上 のMICを 示 す β-lactamase

産 生性 のB.thetaiotaomicron, B.ovatusに 対 して も

0.39μg/mlと 低 いMICを 示 した。さらにFMOX ,CAZ

な ど に50μg/mlと 高 いMICを 示 すP.bivia

ATCC29303に 対 し0.78μg/mlと 低 いMICを 示 した。

また,β-lactamase産 生性は確認 されていないが,各

種 β-lactam薬 剤 に比較的耐性傾向の強い菌種 として

知 られるBacteroides gmcilis GAI-10428, Eubacter.

ium lentum ATCC25559に 対 して も低いMICを 示 し

た。

2.IPM耐 性 株に対す るPAPMの 抗菌作用

IPM耐 性 でIPM分 解 性 のmetallo-β-lactamase

を産 生することが知 られているB .fragilisの臨床分離

株2株GAI-30079とGAI-30144を 用 いて,PAPMの 抗

菌作用 を検討 した。PAPMは106 CFU/ml接 種 でこれ ら

IPM耐 性株(MIC:100μg/ml)に 対 し,い ずれ も200

μg/mlのMICを 示 し,全 く抗菌作用 を示 さなか った。

3.臨 床分離株に対す る抗菌作用

PAPMと 対照薬剤の各菌種に対するMIC range
,

MIC50値 ・MIC90値,をTable 3,Table 4に 示 した
。

B.fragilisに 対 して,MIC50値 とMIC90値 は それ ぞ

れ0.20,1.56μg<mlで あ った。これ らの値 はIPMと 全

く同等で,対 照薬剤のFMOX, CZON, CTX , CAZよ
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Table 1. Antibacterial spectrum of panipenem against anaerobic bacterial species compared with other agents

a) MICs were determined with serial twofold dilutions of the agents in sensitivity test agar . Bacteria cultured

for 2days were inoculated onto agar plates at 105 CFU per spot and incubated for 48 hours at 35•Ž .
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Table 2. Antibacterial spectrum of panipenem against anaerobic bacterial species compared with other agents

a) Bacteria cultured for 2 days were inoculated onto agar plates at 107 CFU per spot .
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Table 3. MIC distribution of panipenem against clinical isolates of Bacteroides fragilis group
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Table 4. MIC distribution of panipenem against clinical isolates of other selected anaerobic bacterial species
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り優 れ た 抗 菌 作 用 を 示 した 、 こ の91株 をア シ ドメ ト リ

ー 法 とニ トロ セ フ ィ ン法 の 結 果 よ り
,両 方 が 陽 性 の 菌

株21株 とニ トロ セ フ ィ ン 法 の み 陽 性 の 菌 株70株 とに 分

け て み る と,前 者 で はMIC50値 が0.78μg/mlで あ っ た

が,後 者 で はMIC50値 が0.20μg/mlで あ っ た 。

B.fragilis以 外 のB.frogilis groupで あ る8

ovatus (23株), B.uniformis(23株), B. thetaiotaomi-

cron (19株),B.mlgatus (12株),B.distasonis (8株)

に 対 し て も,PAPMはMIC50値 が0.39～0.78μg/m1,

MICg。 値 が0.78～3.13μg/血 と優 れ た 抗 菌 作 用 を 示 し

た.こ れ らの 抗 菌 作 用 はrPMと 同 等 で,FMOXよ り

優 れ,他 の 対 照 薬 剤 よ り相 当 優 れ た。

Prevotella, Porphyromonas属 のP.bivia (28株),P.

intermedia (23株), P.ginigivalis (20株)に 対 し て も,

PAPMはMIC50値 が0.05～0.10μg/ml,MIC90値 が

0.05～3.13μg/mlと 優 れ た抗 菌 作 用 を 示 した 。IPMと

ほ ほ 同 等 で,他 の 対 照 薬 剤 よ り優 れ て い た 。

Peptostreptococcus属 のP.magnus(41株),Pasac-

charolyticus (30株),P.amobius(19株)に 対 し て,

PAPMはMIC50値 が0.05μg/mI以 下,MIC90値 が

0.05～0.20μg/mlとIPM,FMOX,CZON,CTXな ど

とほ ぼ 同 等 の優 れ た 抗 菌 作 用 を 示 した.

4.PAPMのB.fragilis由 来 β-lactamaseに 対 す

る安 定 性(Table 5)

PAPMは,B.fragilis GAI-0558, GAI-7955お よ び

GAI-10150由 来 の β-lactamaseに 対 し,cefazolinを

100と し た 時 の 相 対 加 水 分 解 率.は,い ず れ も0%で 全 く

加 水 分 解 を受 け な か っ た.し か し,IPM耐 性 菌 で あ る

GAI-30144由 来 の β-lactamaseに 対 し て は,CERを

100と した場合131%と か な り強い加水分解 を受けた。

Table 5. Stability of panipenem against fl-lactamases

derived from four representative isolates

of Bacteraides fragilis

*Units/mg of protein

5.薬 剤 投与マ ウス盲腸内容物 におけ るCdl朔 陀

の出現(Table 6)

PAPM/BP100mg/100mg/kg1日1回,5日 間投与

翌 日の盲腸内容物か らはC.difficileは 分 離 され なか

った。中止後7日 目の盲腸内容物か らは102～103CFU/

gのCd顔 δ々が分 離 された。本薬剤 の盲 腸内C.

diifficile増殖 誘起 パ ター ンはIPM/CSの 場 合 と類似

していた。PAPMはIPM/CSよ り7日 目のCdが

ficileの 増殖誘起能がやや強いとい う成績が得 られた。

III.考 察

PAPMは,新 しく開発 された注射用 カルバペネムで

ある。著者らは,PAPMの 嫌気性菌に対す るinvitro

抗 菌 作用 を同系統のIPMを 中心 に,FMOX,CZON,

CTXを 対照薬剤 として選び,in vitro抗 菌 作用および

B.fragils由 来 β-lactamaseに 対 す る安 定性 を検討

した。

Table 6. Appearance of Clostridium difficile in murine caecum contents after the 5days dosing of panipenem/

betamipron, imipenem cilastatin, cefotaxime, and cefotetan

*: All of mice (20±2g) received antimicrobials at a dose of 100mg/kgonce a day for 5 days
.

**: Number of mice
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PAPMの 嫌気性菌に対す る抗菌 スペ ク トラムは臨

床細菌 学的に 重要 なBzcteroides属,Prevotella属,

Peptostreptococcus属 な どの嫌気性菌の幅広 い菌種 に

わたってお り,そ れ らに対す る抗菌作用は非常に強力

であった。す なわち,自 然耐性 を示すC.difficileとB

fragilisの ご く少数にみられるIPM耐 性株 を除 く,試

験 したすべての菌株の発育を抑制するに必要な濃度は,

106 CFU/ml接 種 で12.5μg<mlで あ った。そのほ とんど

は,1μg/mlで 発 育が阻止された。

臨床材料か ら分離 されるB.frogilisは そのほとんど

がoxyimino cephalosporinaseを 産 生 し,各 種 β-

lactam薬 剤 に耐性 を示す。この酵素には,セ ファマ イ

シンやカルバペネムを加水分解す る作用はないのが普

通である。PAPMは これらのoxyimino cephalospor-

inaseを 代 表す ると考えられるB.fragilis GAI-0558や

GAI-10150の 酵 素に極めて安定であ り,こ れ らの酵素

に対する安定性がPAPMのB.fragilisに 対 する強い

抗菌作用を説明す る重要な原因の一つ と考えられてい

た。

しかし,最 近のB.fragilis臨 床 分離株の1～2%に,

IPMに12.5μg/mlあ るいはそれ以上 のMICを 示 す株

が存在す ることが知 られている7)。これ らの株が産生

する酵素はセファマイシンや カルバペネムを含めた β

-lactam薬 剤 を加水分解す る新 しい型のEDTAに 感

受性 のoxyimino cephalosporinaseで あ る8)。板 東 ら

はB.fragilis GAI-30144か ら,こ の酵素 を精製 してい

る6)。PAPMは,IPM同 様 に こ のmetallo-β-

lactamaseに は容易に加水分解 され,そ のような酵素

を産生する菌株には高度耐性 を示すことが明 らか とな

った。今後,こ のような酵素 を産生す る菌株 の出現頻

度のモニタリングが必要であ る。

化学療 法剤投 与 と関連 して起 こる下痢症 お よび

Pseudomembranous colitisに は,C.difficileが 関 連

している。青木 らはマウスの盲腸内でのCdifficileの

異常増殖を指標に して,各 種化学療法剤 を評価 し,C

difficile腸炎 および下痢症の治療薬 として推奨 されて

いるvancomycin,metronidazole以 外 は,程 度の差は

あれすべ てC.difficileの 異常増殖 を起 こす ことを報

告 した9)。青木が試みたマウスを用いるモデルは,そ の

薬剤 とC.difficileと その拮抗微生物 との関連 をみる

モデル として受け入れられている鋤。今回の結果か ら

PAPM/BPはCTXやCTTな ど と比較 して盲腸内で

のC.difficileの 増殖 を起 こ しに くい薬剤 と考 えてよ

い と思われる。

以上の ことか ら,PAPMは 嫌 気性菌に対 し幅広い抗

菌 スペ クトラムを有 し,特 にBlcteroides, Prevotella,

Porphyromonasな ど の グ ラム 陰性 桿 菌やPeptostre-

ptococcusな どのグラム陽性球菌に強 い抗菌作用 を示

す薬剤 であ ることが明 らか となった。PAPMは β-

lactamase産 生菌 であるB.fragilisを 含 めた嫌気性菌

の関与する複数菌感染症に優 れた力を発揮す ると考え

られる。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF A NEW CARBAPENEM,

PANIPENEM, AGAINST ANAEROBIC BACTERIA

Kunitomo Watanabe, Yoshinori Muto, Naoki Katoh, Kaori Bandoh,

Yasunori Tanaka, and Kazue Ueno

Institute of Anaerobic Bacteriology, Gifu University, School of Medicine

40 Tsukasa-cho, Gifu 500, Japan

Antibacterial activity of panipenem (PAPM), a new carbapenem, against more than 411 anaer-
obic bacteria of reference and clinical isolates was determined by agar dilution method. The stability
of this compound against representative f3-lactamases derived from 4 strains of Bacteroides fragilis
was also determined using a spectrophotometric assay.

PAPM inhibited the growth of almost all anaerobic bacterial spesies tested with the concentration
of 0.78pg/ml, except Clostridium difficile. Especially, it was very active to the g-lactamase produc-
ing strains of Bacteroides, Prevotella. This compound was not hydrolyzed by the P-lactamases from
3 strains of B. fragilis, but readily hydrolized by a metallo-g-lactamase from GAI-30144.

When panipenem/betamipron was given subcutaneously to mice at a dose of 100mg/100mg/kg for
5 days, growth of C. difficile was observed on 7 days after withdrawal of the drug with a concentra-
tion of 102-103CFU/g.


