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カルバペネ ム系抗菌薬,biapenemのinvitro抗 菌力 につ いて

生方公子 ・杉浦 睦 ・紺野昌俊

帝京大学医学部臨床病理*

新規 カルバペ ネム系抗 菌薬 で あ るbiapenem(BIPM)の in vitro 抗 菌 活 性 をimipenem(IPM)お

よびceftazidime(CAZ)の そ れ と比 較 した。BIPMの 抗 菌 力 は,methicillin感 性 の Staphylococcus

aureus に 対 し て は0.1μg/mlのMIC90でIPMよ り も2～4倍 劣 っ て い た 。methicillin耐 性 の S.

aureus に対 して は抗 菌 力 は 弱か っ た。 一 方,腸 内 細菌 科 の Escherichia coli, Klebsiella pneu-

moniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Morganella morganii に対 す る本 薬 のMICgoは0.1～

3.13μg/mlで,IPMと ほ ぼ 同 等 で あ っ た 。 Pseudomonas aeruginosa に 対 す るMIC90は3.13μg/ml

で,IPMの それ よ りも2倍 ほ ど優 れ て い た。

位相差顕微鏡下における観察では E. coli と P. aeruginosa で は,ビ ー ンズ状 の形 態変 化 か

ら溶菌 して い く像 が観 察 され た。BIPMの E. coli と P. aeruginosa に対する殺菌作用では,そ

れそれ のMIC以 上 の濃度 の0.05と0.39μg/mlで 殺 菌作 用 を示 した。 E. coli と P. aeruginosa の

ペ ニ シlfン 結 合 蛋 白で はPBP-2,-4,お よ び1Bsに, S. aureus はPBP-1とPBP-4へ それ ぞ

れ高 い親 和性 を示 した。
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Biapenem(BIPM)は 日本 レダ リー株式会社 研 究所 にお

いて合成 された新 しいカルバペネ ム系 抗生物質 で,4位

にmethy1基,3位 の側鎖 にtriazol基が導 入 され た化 学構

造 を有 して い る。 本 薬 の特 徴 は,dehydropepddase-I

(DHP-1)に 対 して既 存の カルバペ ネム系薬 よ りも安 定 で

あ る点 に あ る1)。

この論 文にお いては,BIPMの 各種細 菌 に対す る抗菌

力,殺 菌 力,お よびペ ニ シ リン結合 蛋 白に対 す る親 和

性,薬 剤作用後の経時 的な形 態変 化につ いて,imipenem

(IPM)お よびceftazidime(CAZ)の それ と比較 した成績につ

いて述 べ る。

1.材 料 と方法

使 用 抗菌薬

被 験薬 であ るBIPMは,日 本 レダ リー研 究所か ら分 与

をうけ た。IPMとCAZは,萬 有製 薬株 式会社 お よび 日

本 グラク ソ株 式会社 よ りそれぞれ分 与 を うけ た。BIPM

とCAZは,1/15Mphosphate buffer(pH7.2),IPMは1/10

M2-(N-morpholino)ethanesulfonicacid,monohydrate

(pH7.2)に て それ ぞれ溶解 して使用 した。

被 験菌株

実 験には,1988年 か ら1989年 の間 に,帝 京 大学医学

部付属病 院 ・中央検 査部細菌検 査室 で扱 った種 々の臨床

検 査材 料 か ら分 離 され た菌 株 を用 い た。

薬 剤感受性 の測定

薬 剤 感 受 性 の 測 定 に はmuellerhinton(MH)agar(Difco)

を用 い て,寒 天 平 板 希 釈 法2)に よ り測 定 し た。 菌 接 種

後 の 平 板 は35℃ で18時 間 培 養 し た。Medlicillin-fesistant

Staphylococcus aureus (MRSA)は32℃,48時 間培養後 に判

定 した。 また,感 受 性 測 定 時 に は, Escherichia coli の

NIHJJC1株, S. aureus のFDA209P株,お よ び Pseudo-

monas aerugrnosa のNCTC10490株 を標準株 として加 えた。

経 時 的殺菌作 用

BIPM,IPMお よびCAZの 経 時的 な殺菌 効果 は,臨 床

分 離株 のSmmTK477株,E.coliTK2241株,お よび

P. aeruginosaTK2306株 を用 いて比較 した。 なお,測 定開

始時 の菌数 は,106/mlの オー ダー に なる よ うに調整 し

た。 生菌数 の測定 は,薬 剤 を添加 してか ら1,2,4,6時

間

後 にそ れ ぞれ検 体 を採 取 し,MHbrothで 希 釈 した後,

MHagarに 塗布 した。 翌 日,発 育 して きた コロニー を測

定 した。

形態 変化 の観 察

形態変化 の観察 には,一 夜培養 した1mlの 菌液 を9ml

のMHbrothへ 植 え継 ぎ,37℃ で2時 間振盧 培養 した後,

brothで10倍 に希釈 して,そ の5μlを種 々の濃度のBIPM,

IPM,あ るいはCAZを 含有 す る薄層寒天平板 上へ接種 し

た。 この培地は,溶 解 したMHagarに 各薬剤 を加 えた後,

ガラス スライ ド上へ200μlず つ滴下 して固化 させ た。菌
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接 種 後 の ガ ラ ス ス ラ イ ドは,乾 燥 を 防 ぐた め に カバ ー

ガ ラ ス で 覆 っ た 後,37℃ に保 温 し て 経 時 的 に菌 の 形 態

変 化 を 観 察 し た 。

ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白(PBPs)に 対 す る 親 和 性

BIPM,IPMお よ びCAZのS.amus 209P株,Ecoli

JE1011株,お よ びPaeruginosaNCTC 10490株 の 各PBPs

に対 す る親 和 性 は,先 に 述 べ られ た 方 法3)に 従 っ た。

S.aureusの 膜 画 分 は,10mMのpotassium phosphate buffer

(pH7.0)に 浮 遊 させ た 細 胞 を あ らか じめ10μg/mlのlysos-

taphinで32℃,30min処 理 し た 後,sonicateし て 採 取 し

た。

PBPsに 対 す る親 和 性 を検 討 す る た め の 各 抗 生 物 質 は,

前 述 し たbufferで 段 階 的 に希 釈 し,そ れ ぞれ の5μlを50

μ1の 膜 画 分(10mg protein/ml)中 へ 加 え,30℃ で10分 間 保

温 した。 次 い で,1mMの[14C]-benzylpenicillinを5μl加

え,さ ら に10分 間 保 温 した。Benzylpenicillin(120mgfn1)

と20%sarkosy1を 各 々2.5μlず つ 加 え て 反 応 を停 止 させ た

後,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-

phoresis(SDS-PAGE)お よ びfluorographyを 行 っ た。 そ し

て,各PBPsへ の[14C]-benzylpenicminの 結 合 が50%阻

止 さ れ る抗 生 物 質 濃 度(ID50)を 算 出 し た 。

2. 結 果

薬 剤 感 受 性

BIPMとIPMお よ びCAZの 抗 菌 力 の 比 較 はTable1に

示 す 。BIPMは 全 体 的 に 優 れ たMIC90を 示 した 。Methi-

cillin(DMPPC)感 性 の3auだ 鰐 に 対 す る 本 薬 のMICgoは

Table 1. Comparative in vitro activities of biapenem and other antimicrobial agents
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0.1μg/mlで,IPMの0.02μg/mlの 値 に比べ る と4倍 程 劣

るものの,CAZの それ よ りも128倍 以上優 れてい た。 し

か しなが ら,MRSAに 対す る抗菌 力 はIPMと 同 じよ う

に劣 り,そ れ らのMICgoは それ ぞれ50μg/mlで あ った。

CAZの そ れ は さ らに劣 り,す べ て の株 のMICが100

μg/ml以上 で あ った。

E.coli, klebsiella pneumoniaeおよびklebsiella oxytocaに

対 す るBIPMのMIC90は,い ずれ も0.78μg/ml以 下 で あ

り,IPMやCAZと ほぼ 同等であった。Proteus mirabilisと

Proteus vulgarisに対 してのBIPMのMIC90は それぞれ3.13

μg/mlと1.56μg/mlで あって,IPMの それ よ りもそれぞれ

2倍 程優 れ ていた。 しか しなが ら,こ の2菌 種 に対 して

は,CAZのMIC90が それ ぞれ0.1μg/mlと0.2μg/mlと 優

れてい た。Morganella morganiiに 対 す るMIC90の 比較 で

は,BIPMの それが最 も優 れ,IPMよ りも4倍,CAZよ

りも8倍 優 れ た1.56μg/mlと い う成績 で あった。

P.aeruginosaに 対 す るBIPMのMIC90は3.13μg/ml,

IPMの それ よ りも2倍,CAZの それ よ りも4倍 優 れて い

た。特 に,CAZに 耐性 のP.aeruginosaに 対 して も優れ た

抗 菌力 を有 してい た。

経 時的殺菌 作 用

Fig.1に は臨床分離株 のE.coli TK2241株,Fig.2に はP

aeruginosa TK2306株 に対 す るBIPMの 経時 的殺菌効 果 を

IPMお よびCAZの それ と比較 した成績 を示す 。 これ ら

の3薬 剤 はE.coliに 対 してMIC以 上の濃度 で短 時間 の う

ちに殺菌 的に作 用 した。BIPMで は作用 後1時 間程 は静

菌的 であ ったが,そ の後急 速に殺菌効果 を発揮 し,6時

間後 には検 討 した いずれ の濃度 に お いて もIPMよ りも

優 れ た生菌 数 の減少 を認 め た。

P.aeruginosaに 対 して は,BIPMとIPMはCAZに 比べ

て 明 らか な殺菌 作用 を示 し,MIC以 上 の濃度 で短 時間

の うちに生菌数 を減少 させ た。 しか しなが ら,BIPMと

IPMと を比べ る と,薬 剤作 用6時 間後 では差 は なか った

が,1～2時 間で はIPMで の生菌数 の減 少が やや優 れ て

Fig. 1. Bacterial killing kinetics curves of biapenem(A), imipenem(B)and.

ceftazidime(C) at the MICs(●), 2×MICs(▲)and 4 ×MICs(■) against

Escherichia coli TK2241. Numbers in parentheses refer to the concentratlon

of antibiotics.

Fig. 2. Bacterial killing kinetics curves of biapenem(A), imipenem(B) and .

ceftazidime (C)at the MICs(●), 2×MICs(▲)and 4×MICs(■)agalnst

Pseudomonas aeruginosa TK2306. Numbers in parentheses refer to

the concentration of antibiotics.
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Fig. 3. Morphological changes of cells of E. coli TK2241(A through C) 

and P. aeruginosa TK2306 (D through F) when they exposed to the MIC 
of biapenem. Observation was performed by phase- contrast microscopy.

Table 2. Affinities of biapenem, imipenem and ceftazidime for PBPs from 

Escherichia coli JE 1011 and Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490

Table 3. Affinities of biapenem, imipenem and ceftazidime for PBPs from 

Staphylococcus aureus FDA 209P
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いた。

位相 差顕微 鏡 下 におけ る形 態変化 の観 察

Fig.3に は,E.coliTK2241株 とP.aeruginosaTK2306株

にBIPMを 作用 させ た際 の形 態変 化 を示 す。E.coliに

MIC(0.05μg/ml)のBIPMを 作 用 させ る と,菌 は分裂が 阻

害 され,ビ ー ンズ様 に大 き く膨化 した後,次 々 と溶菌

してい く像 が観 察 された。

P.aeruginosaにMIC(0.2μg/ml)のBIPMを 作 用 させ た場

合 に も同 様 の 形 態 変 化 が 観 察 され た 。 す な わ ち,菌 の

分 裂 が 停 止 す る と同 時 に 次 第 に 球 状 化 し,そ れ ら の 変

形 し た 細 胞 か ら 溶 菌 が 生 じ た。 こ の よ うな 形 態 変 化 は

IPMを 作 用 させ た 場 合 と同 じで あ り,CAZに よ る菌 の

filament化 とは 異 な っ て い た 。

ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白へ の 親 和 性

S.aureusFDA209P株,E.coliJE1011株 お よ びP.aeru-

ginosaNCTC10490株 のPBPsに 対 す るBIPM,IPMお よ び

CAZの 結 合 親 和 性 はTable2とTable3に 示 す 。

BIPMはS.aureusのPBP-1と-4と に 特 異 的 に 高 い親

和 性 を有 し,そ のID50は そ れ ぞ れ0.1μg/ml以 下 で あ っ

た。 しか しな が ら,PBP-2と-3に 対 す るID50はIPMの

1/10程 度 で あ っ た 。

E.coliのPBPsに 対 して は,BIPMはPBP-2とPBP-4

にID50が0.1μg/ml以 下 と極 め て 高 い親 和 性 を有 して お

り,特 にPBP-4に 対 し てIPMよ りも高 い 親 和 性 を有 し

て い た。 しか しな が ら,1Aと1Bsに 対 す るID50はIPM

よ りも1/3～1/10程 度 で あ っ た。CAZはPBP-3に のみ 高

い親 和 性 を有 し て い た。

P.aeruginosaのPBPsに 対 す るBIPMの 親 和 性 はPBP-

2と 一4に 高 く,ID50は い ず れ も0.1μg/ml以 下 で あ っ た。

ま た,PBP-IAに もID50が0.24μg/mlで,IPMよ り も高

い親 和 性 を有 して い た 。 しか し な が ら,PBP-lBsへ の

親 和 性 は わず か な が らIPMに 劣 っ て い た。CAZはPBP-

1AとPBP-3に 対 して の み 高 い 親 和 性 を有 して い た。

3.考 察

カ ル バ ペ ネ ム 系 抗 菌 薬 は 幅 広 い 抗 菌 域 を 有 し,殺 菌

的 に作 用 す る点 に 特 徴 を有 し て い る が,本 系 統 の 既 存

の カ ルバ ペ ネ ム 系 薬 は,ヒ トのdehydropeptidase-1に よ

り不 活化 され るとい う弱点がみ られ た。BIPMは この よ

うな不 活化 を され 難 くな って い る点 に特 徴 を有 す る新

規 の カルバペ ネ ム系抗 菌薬 で あ る4)。

In vitroにおけ る抗菌 力 は,結 果 の項 に示 したよ うに,

グ ラム陰性桿 菌 にはIPMと 同等,も し くは優れ た成績

を示 していた。S.aureusに 対 して は,MRSAに はほ とん

ど効 果は認め られ なか ったが,MSSAに はIPMに 比 して

はや や劣 るもの の優 れ た感 受性 を示 して いた。 特 に,

各菌種 に対す る経 時的 な殺菌 効 果が優 れ て い る と考 え

られ た。S.aureus,E.coli,お よびP.aeruginosaのPBPs

に対 す る親和 性 ではIPMに 比 してはPBP-1Bs等 に対す

るID50値 は必ず しも優れ てい なか ったが,膜 の肥厚化

に関係 して いるPBP-4に 対 しての親 和性 が優 れて いる

ため に,脆 弱化 した細 胞が溶 菌 しやす い もの と考 え ら

れた。 また,PBPの 中で はPBP-IBsや2に 対 して親和

性 が高 く,PBP-3に 対 して比較 的低 いため に,細 胞 は

伸 長化 せ ずに 溶菌す る像 が観 察 され た。 こ こには示 さ

な か った が,優 れ た抗 菌 力 を発 揮 す る要 因 と して,

BIPMの 外 膜透過性 の良 さ も起 因 して いる と考 え られ た

(未 発表 成績)。

以上の成績からBIPMは 臨床における有用性が期待さ

れる薬剤と考えられる。
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In vitro activity of biapenem, a new carbapenem antibiotic
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2-11-1, Kaga, Itabashi-ku, Tokyo 173 Japan

The in vitro activity of biapenem(BIPM), a new carbapenem, was compared with those of imi-

penem (IPM) and ceftazidime (CAZ). BIPM was two - to fourfold less active than IPM against
methicillin-susceptible Staphylococcus aureus at MIC90 of 0.1μg/ml. However, the activity of this

compound exhibited low activities against methicillin - resistant S. aureus. The MIC90 of this

compound for members of the family Enterobacteriaceae tested, including Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, and Morganella morganii, ranged from 0.1 to 3.13

μg/ml.BIPM also inhibited Pseudomonas aeruginosa at an MIC90 of 3.13μg/ml; it thus was twofold

more active than IPM.

Morphological changes of cells of E. coli and P. aeruginosa following exposure to BIPM were

observed under a phase-contrast microscopy from bacilli to large beans form and lysed easily .

Killing kinetics of this antibiotic for E. coli and P. aeruginosa showed that bactericidal action

occurred at concentrations above the MIC, 0.05 and 0.39μg/ml, respectively. BIPM had a high affinity

for PBP-2, -4, and lBs of E. coil and P. aeruginosa and PBP-1 and-4 of S. aureus .




