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新 規 カ ル バ ペ ネ ム 系 抗 生 物 質biapenemの 細 菌 学 的 評 価

吉 田益 史 ・渡 邊 正 人 ・三 橋 進

エ ピゾー ム研究所*

Biapenem(BIPM)のin vitroに お け る抗 菌 活性 をimipenem(IPM)とceftazidime(CAZ)を 対 照

薬 と して比 較検 討 した。BIPMは グ ラム陽 性 菌 か らPseudomonas aeruginosaを 含 む グラム 陰

性菌 及 び嫌気 性 菌 まで幅 広 い抗 菌 ス ペ ク トル を示 した。

グ ラム 陰性菌 に対 して はIPMよ りも優 れ た抗 菌 力 を示 し,1.56μg/ml以 下 の 濃度 で12%

のProteus mirabilis, 7%のProteus vulgaris, 8%のMorganell morganii及 び50%のSerratia

marcescensを 除 く供 試 した全 てのEnterpbacteriaceaeの 生育 を阻止 した。 また ,CAZ耐 性Cittro-

bacter freumdii及びEnterobacter cloacaeに 対 して も優 れ た抗 菌 力 を示 し,0,39μg/ml以 下 の濃

度 でそれ らの菌 の発 育 を阻 止 した。 さ らに,P.aeruginosaに 対 してBIPMは,IPMの2倍 強

の抗 菌活 性を示 した。 グラム陽 性菌に対す るBIPMの 抗 菌力はIPMと 比べ て1/2～1/4で あった。

メチシ リン耐性Staphylococci, Enterococcus faecium及 びXanthoomonas maltophiliaに 対 してはIPM

と同様 に本 剤 の抗 菌 力は 弱 い もの で あ った。

標 準菌 株 に対 す るBIPMの 最 小 発 育 阻止 濃 度(MIC)と 最小 殺 菌 濃度(MBC)と の 差 がほ と

ん どない こ と,及 び,BIPMの 増 殖 曲線 に及 ぼす 影響 か らBIPMの 強 い殺 菌 力が示 され た。

BIPMは, X.maltophiliaの産 生 す るL-1酵 素 に はIPMの 約1/2の 速度 で加水 分解 を受 け る

もの の,そ の他 の各 種 β-lactamaseに 対 して極 め て安 定 で あ っ た。

ZimmermannとRosseletの 方法 で,P. aeruginosa PAO4141株 に お け る外 膜透 過 性 の測 定 を

行 った結 果,基 質 濃度50μMに お け るBIPMの 透過 速度 係 数 は(2.04±0.45)×10-6cm/s,

100μMに お け るそ れ は(1.32± α18)×10-6cm/sと な り(平 均 ±標 準偏 差) ,IPMと 同様,

meropenem及 びpanipenemと 比較 して2倍 ～3倍 高 い外 膜透 過 性 を示 した。
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Biapenem (BIPM)は 日本 レダ リー株 式会社 で開発 され

た新 規 カルバ ペ ネ ム系抗 生剤 であ り,そ の構 造 上 の特

徴 は4位 にmethyl基,3位 にtriazolium基 を有 してい るこ

とであ る(Fig. 1)。BIPMは,グ ラム陽 性菌,グ ラム 陰性

菌及 び嫌 気性菌 に まで広域 な抗 菌 スペ ク トル を有 し,

特にPseudomonas aeruginosaに 対 して強い抗菌 力 を示 し,

さ らに,ブ タ及 び ヒ ト由来 のdehydropepddase-1に 高 い

安定 性を有 してい るこ とがす で に報 告 され てい る1～4)。

今 回,BIPMの 有効性 を評価 す る 目的 で,日 本 化学 療

法学会 標 準菌株,臨 床 よ り分 離 され た各種 菌 株 な らび

にβ-lactamase産 生菌 株 に対 す る抗菌 力,殺 菌 力,精 製

した各 種β-lactamaSeに 対 す る安 定性,β-lacmmase誘

導 産 生 能 及 びZimmermannとRosseletの 方 法 に よ る

P.aeruginosaの 外 膜透過 性の測定 を行 ったの で報 告 す る
。

I. 実 験材 料 お よび方 法

1. 使 用薬 剤

BIPMは 日本 レ ダ リー 株 式 会 社 よ り提 供 さ れ た 原 末 を

用 い た 。IPMは 萬 有 製 薬,CAZは 日本 グ ラ ク ソ, mero-

penem (MEPM)は 住 友 製 薬,panipenem (PAPM)は 三 共 よ り

分 与 さ れ た もの を使 用 し た。Penicillin G (PCG)及 びampi-

cillin (ABPC)は 明 治 製 菓,cephaloridine (CER)は 塩 野 義 製

薬,methicillin (DMPPC)は 萬 有 製 薬 よ り分 与 を受 け た い

ず れ も 力 価 の 明 らか な も の を 使 用 した 。

各 薬 剤 は 実 験 ご とに 調 製 して 使 用 し た 。

Fig. 1. Chemical structure of biapenem
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Table 1. Media used for preculture and MIC determination

Abbreviations: BHIB, Brain heart infusion broth (Difco); TM A, Thayer-Martin Agar Base (Nissui);

GCA, GC agar (Difco); GAMB, GAM broth (Nissui); STB, Sensitivity test broth (Nissui);
SDA-N, Sensitivity disk agar-N (Nissui); GAMA, GAM agar (Nissui).

2. 使 用 菌株

当研 究所 に保 存 されて い る 日本化 学療 法 学会 設 定の

標 準菌株5),β-lactamase産 生菌 株,及 び各種 臨床 材料

よ り分離 され た菌株(主 に1985年 以 降 に分 離 され た株)

を用 いた。

P. aeruginosaの 外 膜透 過 性 の 測定 には,P. aeruginosa

PAO4141を 用 い た。

3. 最 小発 育 阻止濃 度 の測 定

最小 発育阻止 濃度(MIC)の 測定 は,日 本化 学療法 学会

制定 の感受性 測 定法6)及 び同 学会 の嫌気性 菌感 受 性測

定法7)に 準拠 して行 っ た。Table 1に そ の使 用培 地 及び

培養 法 を示 した。37℃,18～20時 間静 置培養 した培養

菌 をゼ ラチ ン加緩 衝 生理 食塩水(BSG)を 用 い て希 釈 し,

約106CFU/mlの 濃度の接種菌液 を調製 した。 なお,偏 性

嫌 気 性菌の希釈 はGAM broth(ニ ッスイ)を 用 い調整 を行

った。調整 した菌液 を ミクロプ ランター(佐 久 間製作所)

を用 いて薬 剤含 有 寒天平 板上 に接種 し,37℃,18～20

時 間培 養後,肉 眼的 に発育 の 認め られ ない最小 薬 剤 濃

度 をMICと した。

な お,Neisseria gonorrhoeae及 びHaemophilus influenzae

の培 養 は ロー ソ ン培養 とし,偏 性嫌 気 性菌 の 培養 は嫌

気 条件下 で行 った。

4. 抗 菌 力 に及 ぼす 諸 因子 の影 響

BIPMの 抗菌 力 に及ぼす 諸 因子 として培地 の種類,培

地 のpH,ウ マ 血 清添 加 及 び接 種 菌 量 の 影響 に つ い て,

グラム陽性菌2株,グ ラム陰性菌5株 を被験 菌 として調

べ た。

培 地 の違 い に よ る抗 菌 力 の変 動 には,感 受 性 デ ィス

ク用培 地-N (SDA-N:ニ ッス イ),普 通 寒 天培 地(NA:

ニ ッスイ),heart infusion寒 天培 地(HIA:ニ ッス イ)及 び

brain heart infusion寒天 培地(BHIA:ニ ッス イ)の4種 類 を

使 用 した。培地pHに よる影響 はpH5.4,6.4,7.4及 び8.4

に調整 したSDA-Nを 用 い,血 清 添加 に よる影響 は馬血

清 をSDA-Nに10,20,40%を 添加 して抗 菌 力の測定 を

行 った。接 種菌 量の 影響 につ い ては,約105,106,107

及 び108CFU/mlの 菌 を接 種 した ときの抗 菌 力 の測 定 を

行 った。

5. 殺 菌効 果

1) 最 小 殺 菌濃 度 の測 定

被験 菌 を感 受性 測定 用 プ ロス(STB:ニ ッスイ)を 用 い

て対数 増殖 期 中期 まで37℃ で振盪 培 養 した。 薬 剤 を含

むSTBに 最 終5～10×105CFU/mlに な るよ うに菌液 を接

種 し,37℃,18～20時 間静 置培養 後 肉眼 で濁 度 の認 め

られ ない最小 濃度 をMICと した。 さ らに培養 液10μlを
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SDA-N 10mlに 混釈 し37℃,48時 間培 養 後,初 期接 種

菌 量 を99.9%ま で減 少 させ る最 小 濃 度 を最 小殺 菌 濃度

(MBC)と した。

2) 増 殖 曲線 に 及ぼ す 影響

STBで37℃,18～20時 間振盪 培 養 した被験 菌 を新 鮮

な同液 体培 地 に希 釈 し,37℃ で対 数 増殖期 まで振盪 培

養 を行 った。 薬 剤添 加後 さ らに37℃ で振盪 培養 し,経

時 的に培 養 液 中の 生菌数 測 定 を行 っ た。

6. β-Lactamaseに 対 す る作 用

1) β-Lactamaseに 対 す る安 定 性

全てのβ-lactamaseは 当研 究所 に保 存 して あ る精 製標

品 を使 用 し た。 各薬 剤 の加 水 分 解 速 度 は,spectropho-

tometric assay8)に よ り測 定 し た 。

Penicillinase (PCase)に 対 し て はPCG, cephalosporinase

(CSase)及 びoxyiminocephalosporinase (CXase)に 対 し て は

CERの 加 水 分 解 速 度 を100と した 時 の 相 対 加 水 分 解 速 度

で,β-lactamaseに 対 す る安 定 性 を示 した 。

2) β-Lactamase誘 導 能 の 測 定

方 法 は 以 前 に 報 告 され て い る 方 法9)に 準 拠 して 行 っ

た 。 酵 素 活 性 量 は 基 質 と し て100μMの 濃 度 のCERを 用

い てspectrophotometric assay法8)で 測 定 した 。 酵 素 液 の

蛋 白定 量 はLowryら の 方 法10)で 実 施 し た。 各 薬 剤 のβ

-lactamase誘 導 能 は ,単 位 蛋 白量 当 りの 活 性(units/mg of

protein)で 表 し た。

Table 2. Antibacterial spectrum of biapenem

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with 1 Ioopful of 106 CFU/ml suspension of test bacteria.
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7. 外膜透 過 性 の測 定

渡 邊 らが報告 した11)P. aeruginosa由 来のpMS345プ ラ

ス ミ ドを導 入 したP. aeruginosa PAO4141株 を使用 した。

Luria broth (LB)に て一 夜培養 した菌 液2.5mlを 新 たに作

成 した50mlのLBに 接種 し,37℃ で2時 間振盪 培養 を行

っ た。 室 温 で遠 心 に よ り菌 体 を集 菌 した後,5mMの

MgCl2を 添加 した50mM 3-(N-morpholino) propanesulfonic

acid (MOPS)緩 衝 液(pH7.0)で 一 回遠心 洗浄 を行 な った。

同緩衝液 に懸濁 した後,610nmの 濁 度 を0.9に 調整 した。

調 整 した菌液10mlを 乾燥 後,乾 燥菌体 重 量の 測定 を行

なっ た。菌 体 の超音 波破砕 液 のβ-lactamase活 性 を測定

し,Vmax値 を算 出 した。P. aeruginosaの 外 膜 透過 係 数

(Pz)は,Zimmermannら12)ま たはNikaidoら13)の 方 法

に よ り算 出 した。

II. 結 果

1. 抗 菌 スペ ク トル

BIPMの 標 準菌株 に対 す る抗 菌 力 をTable 2に 示 した。

グラム陽性菌 に対 す るBIPMの 抗 菌力 はIPMの1/2～1/8

Table 3-1. Antibacterial activities of biapenem against clinical isolates

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with 1 loopful of 106 CFU/ml suspension of test bacteria.
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Table 3-2. Antibacterial activities of biapenem against clinical isolates
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であ ったが,CAZよ り8～128倍 優れ た抗菌 力 を有 して

いた。 しか し,グ ラム陰 性菌 に対 してはIPMの2倍 か ら

4倍 優 れ た抗 菌 力 を有 し,ま た,P. aeruginosaに 対 して

はCAZと 同 等,IPMと 比較 す る と2倍 優 れた抗 菌 力 を

有 してい た。 以上 の ように,BIPMは グラム陽性菌 及 び

陰性 菌 に対 して幅 広 い抗菌 活 性 を有 して いた。

2. 臨床 分離 株 に対 す る抗菌 力

臨床 材 料 よ り分 離 され た菌 株(グ ラム陽性 菌6菌 種,

グラム陰性菌20菌 種,偏 性 嫌気性 菌3菌 種,計2400株

以上)に 対す るBIPMの 抗菌 力の結 果 をTable 3に示 した。

BIPM, IPMに 対 しStaphylococcus aureus, Staphy-

lococcus epidermidis は0.025～100μg/mlま での広 い感受 性

分 布 を 示 し,BIPMのMIC50値 は そ れ ぞ れ0.20μg/ml,

1.56μg/mlで あ りIPMの それ と比 較 して4～8倍 高 い値 を

示 した が,MIC90値 はIPMと 同 じ値 を 示 し,そ れ ぞれ50

μg/ml,25μg/mlで あ っ た。

また,メ チ シ リン耐 性S. aureus, S. epidermidisに 対 して

は,BIPM, IPMと も抗 菌 力 は 弱 か っ た 。

Streptococcus pneumoniae及びStreptococcus pyogenesに 対

してBIPMは,0.025μg/mlの 濃 度 で 全 て の 供 試 菌 株 の 発

育 を阻 止 し,IPMと 共 に 強 い 抗 菌 力 を有 し て い た 。

Enterococcus faecalisに 対 す るBIPMの 抗 菌 力 はIPMの

約1/4で あ っ た 。BIPMはEnterococcus faeciumに 対 して

IPM, CAZと 共 に 抗 菌 活 性 を示 さ な か っ た 。

Table 3-3. Antibacterial activities of biapenem against clinical isolates
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Enterobacteriaceaeの ほ とん どの 菌 種 に 対 してBIPMに

MIC分 布 は 非 常 に 狭 く,抗 菌 力 はIPMと 比 較 して2～4

倍 優 れ て い た 。12%のProteus mirabilis,7%のProteus vul-

garis,8%のMorganella morganii及 び50%のSerratia mar-

cescensを 除 く と,BIPMは,0.78μg/mlの 濃 度 で90%以

上,1.56μg/mlの 濃 度 で 全 菌 株 の 発 育 を 阻 止 した 。

Escherichia coli, Shigella属,Satmonella属,Klebsiella

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, citrobacter freundii, Entm-

bacter cloacae及 びEnterobacter aerogenesに 対 してBIPMは

IPMの2倍 優 れ た抗 菌 力 を示 し,そ の 感 受 性 分 布 は 鋭 い

一 峰 性 を 示 し た
。

ま た,CAZのMIC値 が25μg/ml以 上 を示 したC. freundii

(31株)及 びE. cleacae(28株)に 対 して,BIPMは0,78μg/ml

の 濃 度 で そ れ ら全 て の 供 試 菌 の 発 育 を 阻 止 し た 。

P. mirabilis, P. vulgaris及 びM. morganiiに 対 す るBIPM

のMIC 90値 は そ れ ぞ れ3.13μg/mｌ,1.56μg/ml,1.56μg/ml

とな り,IPMと 比 較 し て2～4倍 優 れ た 抗 菌 力 を示 し た

が,CAZの 抗 菌 力 の 約1/4で あ っ た 。

Table 3-4. Antibacterial activities of biapenem against clinical isolates
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S. marcescensに 対 す るBIPMのMIC 50及 びMIC 90値

は,そ れ ぞれ3.13μ/ml,25μg/mlと な り,IPMと 同 様 広

いMIC分 布 を 示 した もの の 一 部 の 菌 株 を 除 き 良 好 な 抗

菌 力 を有 して い た。 一 方,CAZのMIC 50値 は156μg/ml

で あ っ た が,MIC 90値 は>100μg/mlと な りBIPMよ りも

弱 い抗 菌 力 を示 し た 。

P. aeruginosaに 対 してBIPMは,IPMと 同様 に極 め て 強

い 抗 菌 力 を 示 し た 。 両 薬 剤 のMIC 90値 は12.5μg/mlで

あ っ た が.MIC 50値 は そ れ ぞ れ0.78μg/ml,1.56μg/mlと

な り,BIPMに 感 受 性 を示 す 株 が 多 く存 在 して い た 。 ま

た,117株 のCAZ耐 性P.aeruginosaに 対 す るBIPMの 抗 菌

力 はIPMと 同様 に 非常 に優 れ,BIPMのMIC 50及 びMIC 90

値 は,そ れ ぞ れ3.13μg/ml,12.5μg/mlと な っ た 。 しか し,

供 試 菌 の 中 に はIPMとCAZ両 薬 剤 に 耐 性 を示 す 株 が41

Table 4. Influence of several media on antibacterial activity

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with 1 loopful of 106 CFU/ml suspension
of test bacteria.

Abbreviations : SDA-N, Sensitivity disk agar-N (Nissui); NA, nutrient agar (Nissui); HIA, Heart
infusion agar (Nissui); BHIA, Brain heart infusion agar (Nissui).
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株(約35%)存 在 して い た 。67株 のIPM耐 性P. aeruginosa

に 対 して はIPMと 同 じ く抗 菌 力 は 弱 く,MIC 90値 は25

μg/mlを 示 した が,BIPMに 感 受 性 を示 す株 が9株(約13%)

存 在 して い た 。

Pseudomonas cepaciaに 対 し てBIPMはCAZと 同 等,

IPMよ り2倍 優 れ た 抗 菌 力 を 示 し た 。

Xanthomonas maltophiliaに 対 し て は,BIPM, IPM及 び

CAZ共 に ほ と ん ど抗 菌 力 を 示 さ な か っ た 。

Acinetobacter ealcoaceticusに 対 し てBIPMはIPMと 同

等,CAZよ り64倍 優 れ た 抗 菌 力 を 有 し て い た 。

Ampicillin感 受性 及 ひ耐 性H. influenzaeに 対 す るBIPMの

MIC 90値 は3.13μg/ml, N. gonorrhoeaeに 対 す るMIC 90値

は25μg/mlと な りい ず れ もIPMと 同 等 の 抗 菌 力 を 示 した

が,CAZの 抗 菌 力 と比 較 す る と約1/8で あ っ た 。

Table 5. Influence of medium pH on antibacterial activity

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with 1 loopful of 106 CFU /ml suspension of test bacteria
*

No growth
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β-Lactamase産 生 及 び 非 産 生 のBranhamella catarrhalis

に 対 しBIPMは,IPM, CAZと 同 等 の 抗 菌 力 を 示 し,

MIC 90値 は0.10μg/mlで あ っ た 。

グラ ム 陽 性嫌 気性 菌Clostridium difficile 22株 及 び グ ラム

陰 性 嫌 気 性 菌Bacteroides fragilis 27株 に 対 してBIPMは,

IPMと ほ ぼ 同 等 の 抗 菌 力 を示 し た 。CAZに 耐 性 を 示 す

C.difficile及 びB. fragilisに 対 して もIPMと 同 様 優 れ た 抗

菌 活 性 を 有 して い た 。

3. 抗 菌 力 に及 ぼす 諸 因子 の影 響

BIPMの 抗菌 力 に及ぼす培 地,培 地pH,馬 血 清添加 及

び接 種菌量の影響 について検討 した結果 をTable 4～Table 7

に示 した。

培地 の影響 として,SDA-N, NA, HIA, BHIAを 用 い

た場合 に,ほ とん ど影響 を受 け なか った。培 地 のpHを

5.4～8.4ま で 変 化 させ た 時 の 抗 菌 力 を測 定 し た結 果

S. aureusに お い て,pH 6.4で最 も低 いMIC値 を示 したの

Table 6. Influence of addition with horse serum on antibacterial activity

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with 1 loopful of 106 CFU/ml suspension of test bacteria .
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に対 して,E.coli及 びP. amginosaで は,pH5.4で 高 い

MIC値 を示 した が,MIC値 の変動 は2管 以 内 であ っ た。

ウマ血清 濃度 を10,20,40%添 加 した ときの抗 菌 力 を測

定 した結果,40%の 割合 に添加 して もMICの 変動 は2管

以内であった。接種 菌量105,106,107及 び108CFU/mlに

おけ る抗 菌 力 を測定 した結 果,BIPMは,105CFU/mlか

ら108CFU/mlに す るこ とに よ り抗菌 力 が約1/4に 低 下 し

たが,IPM及 びCAZよ りは 菌 量の影 響 を受 けに くか っ

た。

4. 殺 菌 効果

Table 8にBIPM, IPM及 びCAZの 日本化 学療 法学 会標

準菌 株23株 に対 す るMICとMBCを 示 した。供 試 菌23

株 中10株 に対 す るBIPMのMBC値 はMIC値 と同値 を示

し,残 りの13株 に対 してはMBC値 とMIC値 との差 はわ

ずか に1管 以 内で あ り,BIPMは 強 い殺菌作 用 を示 した。

5. 増 殖 曲線 に 及ほす 影 響

S. aureus FDA 209P JC-1, E. coli K 12 C600及 びP. aeru-

ginosa IFO 3445の 増殖 に及 ぼすBIPMの 影響 をIPM及 び

Table 7. Influence of inoculum size on antibacterial activity

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method .
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CAZと 比較 した。 なお,各 薬剤 のMIC値 は液体 法 で測

定 した値 を用 い た。

S.aureusFDA209PJC-1に 対 して 、BIPMは1/2MIC以

上の濃度 で4時 間 まで速や か な殺菌 作用 を示 し,長 時間

(10時 間)に わた り殺菌 作用 を保 って いた。 そ の後菌 の

再 増殖 が み られ たが.MIC以 上 の濃度 では24時 間 後 で

も薬剤添加 時の生菌数 以下 に増 殖が抑 え られて いた 。一

方IPMに お いて は,1/2MIC濃 度以 上 で4時 間 まで速 や

か な殺 菌作 用がみ られ たが.添 加濃 度 に よ り4～6時 間

です でに再 増殖 が 認め られ た。CAZで はM1C以 上 の濃

度 で10時 間 まて毅 菌 作 用が み られたが.そ の 殺菌 作用

はBIPMと 比較 する と著 し く弱か った(Fig.2),E.coliK12

C600で は,BIPMは,IPMと 同様 に薬 剤濃度依存 的に生

菌 数 の 減 少 が 認 め られ た。 また,BIPMで は2MIC以

上,IPMで はMIC以 上 の濃度 に おいて10時 間 以 内に生

菌数 は検 出 限界 以下 に なった。CAZに お いてはMIC以

上 の濃度 で4時 間 まで速や か な殺菌作 用 がみ られたが,

6時 間 以 降,MIC濃 度 では再 増殖 が み られ,1/2MIC以

下 の濃度 では殺 菌作 用 は認め られ なか った。4MIC及 び

8MIC濃 度 では,24時 間後 には検 出限 界以下 に減少 して

いた(Fig.3)。

P.aeruginosaIFO3445に 対 しBIPMは 最 も強 い殺菌 作用

を示 し,生 菌数 は2MIC以 上 の濃度 で菌の再 増殖 が認 め

られず,24時 間後 には 検 出限 界以下 とな っ た。IPM及

びCAZで は,10時 間以 降に再 増殖 が認め られ た(Fig.4)。

6.β-Lactamase産 生 菌 に対 す る抗 菌 力

Table 8. Bactericidal activity (MBC/MIC)a) of biapenem

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with STB, and the MBC was determined by loop transfer

method onto drug-free agar plate.
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biapenem(MIC: 0.10ƒÊg/ml) imipenem(MIC: 0.025ƒÊg/ml) ceftazidime(MIC: 12.5ƒÊg/ml)

Fig. 2 Bactericidal activity of biapenem against Staphylococcus aureus FDA209P JC- 1

biapenem (MIC: 0.39ƒÊ/ml) imipenem (MIC: 0.78ƒÊ/ml) ceftazidime (MIC: 0.20ƒÊg/ml)

Fig. 3 Bactericidal activity of biapenem against Escherichia coli K 12 C600

biapenem (MIC: 1.56ƒÊg/ml) imipenem (MIC: 0.78ƒÊg/ml) ceftazidime (MIC: 3.13ƒÊg/ml)

Fig. 4 Bactericidal activity of biapenem against Pseudomonas aeruginosa IF03445
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BIPMの 各種 β-lactamase産 生 株 に 対 す る抗 菌 力 をTable

9に 示 した 。

BIPMは X. maltophilia を 除 く全 て の β-lactamase産 生 株

に対 して0.013～3.13μg/mlの 濃 度 で菌 株 の発 育 を阻 止 した 。

E. coli ML4901株 を宿 主 と しOXAd,OXA-2プ ラス ミ

ドを導 入 した株,及 び S. aureus MS15009株 に プ ラ ス ミ ド

pI258を 導 入 した株 に対 して,CAZは それぞれ の親株 と

比較 し著 しい抗菌 力の低 下が み られ たが.BIPMで は,

ほ とん どMIC値 の変 動 はみ られ なか った。 また,CAZ

が抗菌力を有しない C. freundii GN7391に 対 して もBIPM

は 強 い 抗 菌 力 を 示 し た 。

7.β-Lactamase安 定 性

BIPMの 各 β-lactamaseに 対 す る安 定 性 をTable10に 示

し た。BIPMは X. maltophilia の産 生す るL-1酵 素 を除 く

4種 のPCase,4種 のCSase及 び4種 のCXase計12種 類 の

い ず れ の β-lactamaseに 対 し て も極 め て 安 定 で あ っ た 。

Ld酵 素 に よ りBIPM,IPMは と もに 加 水 分 解 を受 け た

が.BIPMの 加 水 分 解 速 度 は,IPMの 約1/2で あ っ た 。

8.β-Lactamase誘 導 能

E. cloacae GN5797, P. vulgaris GN4413及 び P. aeruginosa

GN918を 用 いて,BIPM,IPM及 びCAZに よ り誘導 的 に

産生 され るβ-lactamase活 性 量 をFig.5か らFig.7に 示 し

た。BIPM及 びIPMで は,い ず れの菌株 にお いて もMIC

以下の薬剤濃度 を作用 させ た ときに最 も高 いβ-lactamase

誘 導能 が 認 め られ,そ れ 以 上 の薬 剤 を作 用 させ る と,

β-1actamase誘 導能の低 下が認め られた。 さ らに,BIPM

Table 9- 1. Antibacterial activity of biapenem against ƒÀ -lactamase-producing strains

a) M IC was determined by two-fold serial agar dilution method with 1 loopful of 106 CFU/ml suspension of test bacteria.
b) Penicillinase non-producing host strain.



VOL.42 S-4

Biapenemの 細 菌 学 的 評 価
15

Table 9-2. Antibacterial activity of biapenem against ƒÀ-lactamase-producing strains

Table 10. Stability of biapenem against various ƒÀ-lactamases

a) Relative rate of hydrolysis is expressed as the percentage of PCG (100pM) hydrolysis.
b) Relative rate of hydrolysis is expressed as the percentage of CER (100pM) hydrolysis.

に よ っ て誘 導 産 生 され るβ-lactamase活 性 量 は,供 試 し

た3菌 株 共 にIPMの 約1/2で あ っ た 。 上 記3菌 株 に 対 し

てCAZの β-lactamase誘 導 産 生 能 は 低 か っ た 。

9. β-lactamase誘 導 産 生 株 に 対 す る 抗 菌 力

臨 床 分 離CAZ感 受 性E. cloacae及 びC. freundii各3株 を

用 い,各 菌 株 の1/2MIC濃 度 のIPMで β-lactamase誘 導

後 の 株 及 びIPM誘 導 前 の 株 に 対 す る各 薬 剤 のMIC値 及

び 各 々 の β-lactamase活 性 をTable 11に 示 した 。BIPM及

びIPMに お い て β-lactamaseを 誘 導 後 の 株 のMIC値 と誘

導 前 のMIC値 との 間 に 差 は 認 め られ な か っ た が,CAZで

は誘 導 後 の 株 に 対 す る抗 菌 力 が1/2～1/4に 減 少 して い た 。

10. P. aerugimsoの 外 膜 透 過 性

Table 12に,pMS354を 導 入 したPAO4141株 に お け る各

薬 剤 の 濃 度50μMと100PtMの 時 の 外 膜 透 過 係 数(Pz)を

示 した。 基 質濃 度50μMに お け るBIPMの 透 過 係 数 は(2.04

±0.45)×10-6cm/s,IPMは(2.19±0.14)×10-6cm/sと
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Fig. 5. Induction of ƒÀ- lactamase production

by biapenem in Enterobacter cloacae GN5797

Fig. 7. Induction of ƒÀ- lactamase production

by biapenem in Pseudomonas aeruginosa

GN918

Fig. 6. Induction of ƒÀ- lactamase production

by biapenem in Proteus vulgaris GN4413

な った(平 均 ±標 準偏差)。 また,基 質濃度100μMで は,

BIPMは(1.32±0.18)×10-6cm/s,IPMは(1.97±0.57)

×10-6cm/sと な り,い ず れ の 測 定 濃 度 に お い て も,

MEPM及 びPAPMと 比 較 して2倍 ～3倍 高い外 膜透過 係

数 を示 した。

III.考 察

BIPMは グラム陽性菌,グ ラム 陰性菌 及び嫌 気性菌 に

対 して幅 広 い抗菌 スペ ク トル を有 してい た。 このBIPM

の抗 菌力の強 さは メチ シ リン耐性staphylococci,E. faecium,

S.marcescensお よびX.maltophiliaな ど一 部 の菌 種 を除 き,

臨床分 離株 に対す るMIC値 が狭 い範 囲 に収 束 され て い

ることによって示 された。BIPMの 抗菌力 は,Enterobac-

teriacea,Pseudomonas属 に対 してはIPMと 同等 ない し4倍

の優 れ た抗菌 力 を有 し,グ ラム 陽性菌 及 ひ嫌 気 性菌 に

対 して は1/2～1/4の 抗菌 活性 を示 した。 さ らに,CAZ

に耐性 を示すC.freundii,E.cloacae及 びP.aeruginosaな ど

の臨床分離 株 に対 す るBIPMの 抗菌 力は,CAZ感 受性 株

に対 す る抗菌 力 と同 じで あっ た。

BIPMはIPMと ともにP.aeruginosaに 対 して強 い抗 菌

力 と殺菌 力 を有 してい た ものの,MIC90値 は125μg/ml

とな り,Neuら の報告14)と ほぼ一致 したが,Catchpole

ら15)の 報告 と比 して低 い感 受 性を示 した。 この相違 は,

供 試菌395株 の うちIPM耐 性 菌 が67株,す なわ ち全 体

の約17%を 占めて い るこ とに起 因す る もの と思 われ る。



VOL.42 S-4
Biapenemの 細菌 学 的 評 価

17

Table 11. Antibacterial activity of biapenem against 13 -lactamase induced strains

a) MIC was determined by two-fold serial agar dilution method with I loopful of 106 CFU/ml suspension of test bacteria .

b)fi - Lactamase activity was determined by the spectrophotometric assay at 30•Ž with 100ƒÊM

of cephaloridine as the substrate.

c)ƒÀ-Lactamase not induced strain.

d)ƒÀ-Lactamase induced strain.

Table 12. Permeation rate of biapenem through outer membrane of

Pseudornonas aeruginosa PAO 4141 harboring pMS 354

a) The molecular weight of compounds with free form.

b) Permeability coefficients of antibiotics measured at 50pM or 100pM of the substrates were calculated from

formula (1) of reference 13, and the mean•}standard deviations of the coefficients of independent.

そこで,IPM耐 性P,amgino5aに 対 す る感受 性の相 関 を

検討 した ところ,BIPMに 対す る感受 性分 布 とIPMに 対

す る感受 性分 布 との間 に は強 い相 関 が認 め られ た。 こ

れ は,Catchpoleら が推察12)し て い るよ うに,BIPMが

IPMと 同 じ外膜 蛋 白(D2蛋 白)を 介 して菌体 に透 過 して

いるために,D2蛋 白の欠損 したIPM耐 性P 。8mgiη05aに

対 しBIPMはIPMと 同 じ感受 性パ ター ン を示 す と考 え ら

れ る。

また,ZimmemannとRosseletの 方法 で測定 したBIPM

のEamgimsaに お け る外 膜透過 係数 は,IPMと 同等の

値 を示 し,PAPM及 びMEPMと 比較 す る と2倍 ～3倍 高

い値 を示 した。 この優 れ た外膜 透過 性 と ,染 色体 性β-

lactamaseに対 す る高 い安 定性 に よ り,β-lactamase産 生

のP.amginosaに 対 して もBIPMは 強 い抗菌 活性 を示 す

と考 え られ る。SasmsFDA209PJC-1を 用 いた殺菌 曲

線 の結果 で,BIPMは 薬剤 を添加 してか ら菌 の再 増 殖が

起 こ る までの 時 間がIPMの 場合 よ りも1～2時 間 長 く,

1/2MIC以 上 の濃度で最 も菌 数が減少 した時 点では,IPM

を作 用 した場 合 の 生 菌 数 の 約2/3以 下 で あ っ た こ と,

Eamgim5aIFO3445を 用い た殺菌 曲線 の結果 で,菌 の再

増殖 が認め られ なか った こ と,さ らに,MIC/MBCの 結

果 か ら,BIPMは 強 い殺 菌 作用 を有 してい るこ とが 判明

した。

BIPMは)X.maltophilia GN12873の 産 生 す るL-1酵 素 に

加水分 解 された以外は今 回供試 した11種 類 のβ-1actamase

に対 して極 め て安 定 であ った。

BIPMはIPMと 同様 にβ-lactamase誘 導 産生 能 がCAZ

と比較 して高 か った が,調 べ た3株 では,β-lactamase
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を最 大 に誘 導す る薬 剤濃 度 はBIPM,IPMと もにMIC以

下 の濃度 であ った。 また,そ の時 のBIPMに よって誘 導

され たβ-lactamase活 性 量 はIPMで 誘 導 した ときのβ-

lactamase活 性 量 の約1/2と 低 か った。

臨床分離E.cloacae及 びC.freundiiを 用 い,IPMに よる

β-lactamase誘 導時 と非誘導 時 とで薬剤 のMIC値 に変 動

が み られ るか否 か を検討 した ところ,CAZで は その抗

菌 力が約1/2に 低 下 したが,BIPMに お いてはMIC値 の

変動 が認め られ なか った。CAZの 抗菌力 の低 下は,IPM

に よ り誘導産 生 された 多量 のβ-lactamaseに よ りCAZが

加 水分解 等 の影響 を うけた もの と考 え られ る。 しか し,

BIPMで は,多 量 のβ-lactamase存 在 下 で も極 めて安 定

であ り,ま た,β-lactamase阻 害活性が 高 いこ とか らそ

の抗 菌 力 に は影 響 が な か っ た と考 え られ る。 さ らに,

BIPMで はIPMよ りもβ-lactamase誘 導能が約1/2と 低 い

ことか ら,CAZな どの他 の薬 剤 の抗菌 力 に与 え る影響

もIPMの 場合 よ りも少 ない と考 え られ る。

この よ うに,BIPMにin vitroで の優れ た抗菌 力 と強 い

殺菌 力,そ れに加 え ヒ ト由来 のdehydropeptidase-Iに 極

め て安 定 であ る とい う特 徴か ら,臨 床 に おい て,BIPM

はIPMの よ うなcilastatin sodium等 のdehydropeptidase-I阻

害剤 との配 合剤 としてで は な く単 剤 で臨 床効 果 が十分

期待 で きる薬剤 であ ると考 え られ る。
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In vitro antibacterial activity of biapenem, a new carbapenem antibiotic
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The in vitro activity of new carbapanem, biapenem(BIPM) was studied in comparison with impe-

nem (IPM) and ceftazidime (CAZ). BIPM showed good activity against a broad antibacterial spectrum

of gram-positive, gram-negative clinical isolates including Pseudomonas aeruginosa, and anaerobes.

BIPM was two- to fourfold less active than IPM against gram-positive cocci. BIPM was more active

than IPM against gram-negative bacteria, inhibiting all Enterobacteriaceae, except for 12% of Proteus

mirabilis, 7% of Proteus vulgaris, 8% of Morganella morganii, and 50% of Serratia marcescens

isolates, at a concentration of•…1.56 gg/rnl. BIPM inhibited CAZ-resistant the genera Citrobacter and

Enterobacter at•…0.39 gg/rnl. BIPM also showed a high activity against Pseudomonas aeruginosa, its

activity was two-hold higher than that of IPM. BIPM did not inhibit most methicillin-resistant

staphylococci, Enterococcus faecium, and Xanthomonas maltophilia strains, as did not IPM and CAZ.

Bactericidal activity of BIPMagainst gram-positive and gram-negative bacteria was confirmed though

counting viable cells and determining the minimum bactericidal concentrations.

BIPM was not hydrolyzed by various types of 8 -lactamase. Xanthomonas maltophilia L-1 type  β
-lactamase hydrolyzed BIPM , albeit at approximately one half the rate than IPM was hydrolyzed.

Outer membrane permeability of Pseudomonas aeruginosa to BIPM was determined by Zimmer-

mann and Rosselet method. The permeability coefficients of BIPM at 50μM and 100μM, were 2.04×

10-6 and 1.32•~10-6 cm/s, respectively.




