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Panipenem, imipenemな どのカルバペネム系薬はセフェム系薬,ペ ニシリン系薬と比べると緑膿菌

に対 してMICに 比べてマウスでの感染治療効果が優れていた。この理由を検討 した結果,postantibi-

oticef色ctや 短時間殺菌力などが優れていることのほか,カ ルバペネム系薬の緑膿菌外膜透過に関する

問題が重要と思われた。カルバペネム系薬の抗菌力 を低栄養培地中で測定す ると,通 常MIC測 定に用

いられているMueller-Hinton培 地中で測定 した値より8～16倍 優れた抗菌力を示 した。最少培地に各

種培地成分を添加 して検討 したところ,L-リ ジン,L-ヒ スチジン,L-ア ルギニンなどの塩基性ア ミノ

酸が カルバペネム系薬の抗緑膿菌活性を低下させていることが明らかになった。その他のア ミノ酸には

この作用はなかった。塩基性ア ミノ酸によるカルバペネム系薬の抗緑膿菌活性の低下は濃度依存的であ

った。imipenem耐 性を指標にPseudomonas aeruginosa PAO1株 か ら分離 したOprD欠 損変異株で

は塩基性 アミノ酸の影響 はまった く見 られなかったので,こ の現象はOprD透 過孔からのカルバペネム

系薬 と塩基性 アミノ酸の拮抗により起こるものと考えられた。このような抗緑膿菌活性におよぼす塩基

性ア ミノ酸の影響はセフェム系薬,ペ ニシリン系薬,ニ ューキノロン系薬,ア ミノグリコシド系薬など

の抗菌剤では見 られず,カ ルバペネム系薬に特有の現象であった。14C-panipenemを 用いて菌体への取

り込みを検討 したところ,panipenemの 取 り込みはL-リ ジンにより柳制 された。OprD欠 損変異株で

はL-リ ジンの取 り込みは親株 より著 しく低 く,ま たL-リ ジンによる取 り込み阻害 も見 られなかった。

ヒ ト血漿中の遊離塩基性ア ミノ酸濃度はMueller-Hinton培 地中よりかなり低い(1/40程 度)の で,カ

ルバペ ネム系薬はMueller-Hinton培 地中で測定したMICよ り生体内でより優れた抗緑膿菌活性を示

すと考えられる。
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緑膿菌は重症あるいは難治性感染症の原因菌 としてしばし

ば検出され,臨 床上きわめて重要な菌種 と考えられる。 また,

緑 膿菌は多 くの抗菌剤に 自然耐性を示 し,治 療上選択できる

薬剤の種類が少 ない。近年開発 されたニューキ ノロン系薬や

カルバペネム系薬は緑膿菌に対する抗菌力が改善 され,緑 膿

菌による感染症の治療 に優れた効果を上げるようになった。

しかし,こ れ らの薬剤の使用増加に伴って耐性株が出現する

ようになってきた。 カルバペ ネム系薬耐性株は以前は少なか

ったが,Quinnら1)が 報 告 して以来外膜蛋白質OprD (D2

protein)を 欠損するカルバペ ネム系薬耐性株が報告 される

ようになって きた。 また,カ ルバペ ネマーゼ(metallo-β

-lactamase)産 生 に よる耐性株 の報告 も見られるようにな

った2)。Trias3,4)ら に よればOprD蛋 白質は塩基性ア ミノ酸

および類似化学構造 を有する物質の透過孔 を形成 してお り,

塩 基性ア ミノ酸と類似の化学構造 を有するカルバペ ネム系薬

はこの透過孔を選択的に透過す ると考え られる。 したがって,

OprD蛋 白質欠損株 はカルバペ ネム系薬 に対 して耐性化する

ことが明 らかになっている5～8)。

一 方
,我 々は緑膿菌に対するカルバペネム系薬のin uiu0

効果 がカルバペネム系薬のMICか ら期待されるより優れて

いることをすでに報告 した9,10)。マ ウス全身感染系でのカル

バペネム系薬の優 れた治療効果はその殺菌力の強さ,セ ブ亠

ム系薬では見 られないpostantibiotic effectを 有することな

どが一因であることはすでに明らかになっている11)。これら

の特徴は緑膿菌のペニシリン結合蛋白質に対するカルバペネ

ム系薬親和性の特異性によってある程度説明で きる剛。我 々

はこれら以外の理由を種々検討した結果,生 体内におけるカ

ルバペ ネム系薬の緑膿菌外膜透過性はMIC測 定培地中よ り

はるかに高いと考えられ,OprD透 過孔はカルバペネム系薬

耐性 だけでな くin uiuoに お けるカルバペネム系薬の優 れた

抗菌力に大 きく寄与していることを明 らかにしたので報告す

る。

I. 材 料 と 方 法

1. 使用薬剤及び菌株

Panipenem (PAPM), imipenem (IPM), cefpirome

(CPR), meropenem (MEPM)は 三 共株式会社研 究所
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で 合 成 した検 体 を使 用 した。 以 下 に記す 検体 は市 販 品

を使 用 した。cephaloridine (CER,日 本 グ ラク ソ),

cefsulodin (CFS,武 田 薬 品 工 業),cefoperazone

(CPZ,富 山化学),ceftazidime (CAZ,日 本 グ ラクソ),

aztreonam (AZT,エ ー ザ イ),piperacillin (PIPC,

三 共),norfloxacin (NFLX,杏 林 製 薬), ofloxacin

(OFLX,第 一 製薬),ciprofloxacin (CPFX,バ イエ ル

薬品),gentamicin(GM,エ セ ックス 日本)。 市販製剤

の力価 は,表 示 されて い る含 有 量 を製剤 の全 重量 で 除

した値 を用 いた。 菌株 は標 準株Pseudomonas aerugi-

nosa PAO1お よ び本 株か らIPM耐 性 を指標 に分離 し

たOprD欠 損 変異株2株 の ほか,三 共研究所 保有株 中

か ら無作為 に選択 した緑 膿箘臨床 分離株18株 を使用 し

た。 マ ウ ス全身 感染 治療 実験 に対 して は,こ の 目的 に

適 した臨床 分離株P.aeruginosa 1008, 1872, 2093

の3株 を使 用 した。

2. MICの 測 定

日本化 学療 法学 会標 準法131に よ るMueller-Hinton

agar (MHA;BBL)を 用 いた寒 天平板法 のほか,以 下

に述べ る様 に寒 天平 板 を作 製 して 同様 に測 定 した。接

種 菌量 は106CFU/mlに 調 整 した菌液1ス ポ ッ ト(5μl)

と した。使 用 した最 少培地(MM)は 液 体培 地11iter

中 に10.5gK2HPO4, 4.5gKH2PO4, 1.0g (NH4)2

SO4,0.1g MgSO4・7H20, 4.36g sodium gluconateを

含 有 し,ア ミノ酸 の影響 を調べ る場 合 にはMMに50

mMの ア ミノ酸 を添加 し,1.5% agar (Difbo)で 固化

した寒天培地(MMA)を 使 用 した。

液体培 地 に よる方法 はMHBの ほ か非 働化(56℃,

45分 処 理)し たマ ウスお よび ヒ トの100%血 清 を培地

と して用 い て微 量 液体 希 釈法 に よ り測 定 した。非 働化

血清 を用 い た場合 には,血 清 自身の濁 度 の影響 に よ り

被検 菌の生育 の有無が不 明瞭でMICの 判 定が困難 な場

合 があ った。 その 場合 にはマ イク ロプ レー トの 各 ウェ

ル 内の 生菌 数 を普 通寒 天培 地(栄 研)を 用 いた寒 天平

板 希釈 法に よ り測 定 し,肉 眼的検 出限界(107CFU/ml)

以 下 の 時 に菌 の生 育 な し と判 定 した。 寒 天平板 法 との

整 合性 を考慮 し,液 体法 でのMIC測 定 において も100

μg/mlを 基 準 と した2倍 段 階希釈の薬剤 濃度 を用 いた。

接種 菌量 は104CFU/mlと した。

3. 高 速 液体 ク ロマ トグラフ ィー(HPLC)に よ る培

地 中のPAPMの 定 量

既 報14)に し たが って測 定 した。

4. OprD蛋 白質 欠損株 の分離

L-broth中 で 一夜振 盪培 養 したP.aeruginosa PAO

1を10μg/mlのIPMを 含 むL-agarに 接 種 し, 37℃

で24時 間培 養 した。生育 した コロニー を再 び同培 地で

純 培 養 して 耐 性 株 を得 た 。 これ らの 株 の 外 膜 蛋 白 を

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel電 気 泳動

(SDS-PAGE)に よ り分離 し,OprD蛋 白質欠損株 を選

択 した。

5. 外 膜 の調製 とSDS-PAGEに よ る分析

L-brothま た は最少 培地 中 で菌 を振 盪培 養 し,対 数

増 殖 後 期 に 集 菌 した(5,000×g,20分)。 菌 体 を

N-2-hydroxyethylpiperazine-N' -2-ethanesulfonic

acid (HEPES; pH8)で 洗 浄後,同 緩衝液 に浮遊 して

超 音波(超 音波 工業UV-40/12RN10-3B,10kHz,

150W,3分)で 破 砕 した 。 未 破 砕 の 菌 体 を 遠 心

(5,000×g,20分)に よ り 除 去 し た 後,上 清 を

100,000×9で1時 間遠心 分離 して膜画分 を得た。 この

膜画 分をHEPES緩 衝 液 に懸濁 し,最 終 濃度1% (w/v)

にsodiumN-lauroyl sarcosinateを 添 加 して30℃,30

分 間 静置 して細胞 質膜 を可溶化 した。18,000×9で40

分 間 遠心 分離 し,沈 渣 をHEPES緩 衝 液 に懸濁 して外

膜 画分 と した。外膜 画分 はLaemmli15)の 方 法 に従 って

SDS-PAGEを 行 った。蛋 白質の定量 はbovine serum

albumin (Sigma)を 標 準 として,Lowryら16)の 方 法

で行 った。

6. β-ラ ク タマ ーゼ活性 の測 定

被 検菌 の一夜培 養 液 を同 じ培 地で1/10に 希 釈 し,2

時 間振盪培 養 した後,PAPM,IPMま た はCAZを0.2

μg/ml(最 終 濃 度)添 加 し,さ らに2時 間振 盪培養iを

続 けた。集 菌(8,000xg,10分)後,菌 体 を50mM

リ ン酸緩衝 液(pH7.5)に 浮 遊 して超音 波破 砕 し,こ

の 遠心 上清 を粗 酵 素液 と した。 β-lactamase活 性 は

PAPMま た はcephaloridineを 基質 としてUV法17)で

測 定 した。

7. 14C-PAPMの 菌体 内へ の取 り込み

MHBで 前 培 養 したP.aeruginosa PAO1お よ び

DD-11の 菌 液 を同培 地 で100倍 に 希釈 し,37℃ で振

盪培 養 して対数増 殖期 の菌液(550nmの 吸 光度:0.6

～0 .7)を 得 た。 この菌液 を50mM 2-(N-morpholino)

ethanesulfbnic acid (MES)緩 衝 液(pH7.0)で 洗 浄

し(1,000×g,15分),同 緩 衝 液 に浮遊 した(550nm

の 吸 光 度:0.5)。200μ1の 菌 浮遊液(3.3×107CFU)

に等 量 の14C-PAPM溶 液(140μg/m1)を 添 加 し,37

℃ で 振盪 した。1,10お よ び30分 後 に反応 液100μl

を サ ンプ リング し,メ ンブ ラ ンフ ィル ター(Millipore

HA,0.45μm)で 濾 過 した。 フ ィル ター は1mlMES

緩 衝 液 で10回 洗 浄 し,乾 燥 後10mlの シ ンチ レー レー

ター(Pico-Fluor 40;Packard Instrument Co.)中 で

放射 活性 を測 定 した(Aloka scintillation counter)。

L-リ ジ ンの影 響 を見 る と きは反 応 液 に最 終 濃 度100

mML-リ ジ ンを添加 して同様 に行 った。

8. マ ウ ス全 身感染モ デル

ddY系 雄 性 マ ウス4週 齢(20±2g;日 本SLC)に

Trypticase soy broth (BBL)で 前 培養 し毒力 に応 じ適

宜希釈 した緑膿 菌液0.2mlを 腹 腔内 に接種 した。 感染

直後お よび4時 間後 の2回 被検薬剤液0.2mlを 皮 下投
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与 し(1群7匹)治 療 した。感染5日 後のマウスの生

存率からProbit法 により50%有 効濃度(ED50)お よ

び95%信 頼 限界 を 求 め,1回 当 た りの投 与 量

(mg/kg/dose)で 示した。

II.結 果

1.緑 膿菌に対するカルバペネム系薬の抗菌力 と感染

治療効果

Table1に はPAPM,IPMの カルバペネム系薬2剤

と対照薬CAZ,CFS,CPZ,AZTの 緑膿菌株に対する

MICと マウス全身感染系での治療効果(ED50)を 示す。

Mueller-Hinton broth(MHB)中 で測定 したMIC値

は,CPZを 除けばカルバペネム系薬2剤 と対照薬 との

聞には大きな違 いはなかった。CPZは2株 に対する

MICが12.5μg/ml以 上であ り,や や抗菌力が弱かっ

たが,そ れ以外の対照薬はカルバペ ネム薬2剤 と比べ

るとMICは4倍 以内の違いであった。一方,こ れらの

緑膿菌3株 による感染に対 してPAPM,IPMは0.4～

1.3mg/kg/doseのED50を 示 したが,対 照薬のED50は

いずれもその10倍 以上の値であった。表中にはマウス

非働化血清 を液体培地 として測定 したMIC値 も示 し

た。この場合には,カ ルバペネム系薬2剤 のMICは

MHBで 求めた値の1/4～1/16の 値となったが,対 照薬

はほとんどの場合MHBで 求めた値より大 きくなった。

2.カ ルバペネム系薬のin vitro抗 緑膿菌活性におよ

ぼす各種アミノ酸の影響

P.aeruginosa PAO1よ りIPM耐 性株を選択するこ

とにより,外 膜蛋白質OprDの 欠損変異株 を分離 した。

Fig.1は 親株およびOprD欠 損変異株の外膜蛋白質の

電気泳 動パ ター ンを示 す。変 異株DD-13お よび

DD-62は 親株には見 られる分子量約43kDaのOprD

蛋白質のバ ン ドが欠損 してお り,外 膜蛋 白質を過剰 に

用いてSDSポ リアクリルアミドゲル電気泳動を行 った

場合にも,OprDに 相当するバ ンドは検出されなかった。

また,P.aeruginosa PAOは,L-broth中 で培養 した

場合にも,ア ミノ酸 を含 まない最少培地で培養 した場

合にもOprD蛋 白質の量的な変化は見 られなかった。

Table2に はカルバペネム系薬の抗緑膿菌活性におよ

ぼす各種 アミノ酸の影響 を検討する目的で,親 株お よ

びこれ らのOprD欠 損変異株に対するPAPMのMIC

を各種寒天培地を用いて測定した結果を示す。MHA中

Fig. 1. SDS-PAGE showing the outer membrane pro-
teins of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 (A&D) and
its OprD-deficient mutants, DD-62 (B &E) and
DD-13 (C&F), grown in L-broth (A. B&C) and in
minimal medium (D, E&F).

Table 1. Therapeutic effects of various antibiotics against murine systemic infection

caused by Pseudomonas aeruginosa clinical isolates and their sensitivity in

Mueller-Hinton broth (MHB) and heat-inactivated mouse serum
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Table 2. Sensitivity of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 and its 

OprD-deficient mutants to panipenem in various media

ではPAPMのMICは 親株に対 しては3.13μg/mlで あ

ったが,OprD欠 損変異株2株 に対 してはいずれも25

μglmlで あり,OprDの 欠損による耐性化が見 られた。

Trypticase soy agar (TSA)お よびHeart infhsion

agar (HIA)に おいて も同様の傾向が見 られた。最少

必須培地(MMA)を 用いた場合 には,MHA,TSA,

HIAな どの栄養豊富な培地に比べPAPMの 親株に対す

るMICは1/8～1/16と なった。MHAの1成 分であ り,

各種ア ミノ酸を含有 しているカザ ミノ酸をMMAに 添

加 した培地 中では親株 に対す るPAPMのMICは

MHA中 と等 しい値 を示 した。

MMAに50mMの 各種アミノ酸を添加 した培地中で

は,親 株 に対するPAPMのMICは 添加したア ミノ酸

の種類により異なっていた。塩基性ア ミノ酸であるL-

リジン,L-ヒ スチジンまたはL-ア ルギニンを添加 した

ときには,親 株に対するPAPMのMICはMMAの み

の培地に比べ8～16倍 大きな値を示 し,MHAで 測定

したMICと 等 しい値 となった。一方,塩 基性以外のア

ミノ酸の添加では,PAPMの 親株に対するMICは ほと

ん ど影響を受けなかった。これに対して,OprD欠 損変

異株に対す るPAPMのMICは 添加 したア ミノ酸の種

類にかかわ らず影響を受けなかった。

Fig.2に はMMA中 のL一 リジンの濃度を変化 させた

場 合のPAPMのMICを 親株 とOprD欠 損変異株

DD-13に ついて示す。親株の場合は,培 地中のL-リ ジ

ン濃度が低下するにつれPAPMの 抗菌力の増強が見 ら

れた。一方,OprD欠 損変異株に対 しては培地中のL-

リジンの濃度が変化 して もPAPMのMICに 影響をお

よぼさなかった。

Table3に は抗緑膿菌活性にお よぼすL-リ ジンの影

Fig. 2. Effect of L-lysine concentration in MM on the 

sensitivities of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 (•Z) 

and its OprD-deficient mutant DD-13 (•œ) to 

panipenem.

Table 3. Sensitivity of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 and its 

OprD-deficient mutant to various antibiotics

響をカルバペネム系薬3剤 お よびその他の抗菌剤につ

いて検討した結果を示す。IPM,MEPMの カルバペネ

ム系薬ではPAPMで 見 られたの と同様に,親 株ではL-

リジン添加に よりMICの 上昇が見 られた。 しか し,

OprD欠 損変異株では親株よりMICは 上昇 していたが

L一リジン添加の影響 は見 られなかった。一方,セ フェ

ム系薬(CFS, CAZ, CPR),ペ ニシリン系薬 くPIPC),

ニューキノロン系薬(NFLX, OFLX , CPFX),ア ミノ

グリコシ ド系薬(GM)で はいずれもL-リ ジン添加に

よるMICの 影響 は見 られず,OprD欠 損 変異での

MICの 上昇も見 られなかった。

3. 14C-PAPMの 菌体内への取 り込み

Fig.3に は 王4C標識PAPMの 緑膿菌菌体内への取 り

込みを親株およびOprD欠 損変異株 について検討 した

結果を示す。親株に対する14C-PAPMの 取 り込み量は

L-リ ジン非存在下では時間の経過にしたが って増加 し

た。この14C-PAPMの 取 り込みは100mM L-リ ジンを

培地中に添加することによって著 しく抑制 された。一

a)Mueller -Hinton agar ,b)minimal medium agar
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Fig. 3. Uptake of 14C-panipenem in Pseudomonas aerug-

inosa PAO 1 (•œ, •Z) and its OprD pro-tein-deficient 

mutant, DD-11, (•£, •¢) in the presence (•Z, •¢) or 

absence (•œ, •£) of 100 mM L-lysine. The experi- 

ment was run in triplicate and the results are shown 

as means •} standard errors.

方,OprD欠 損変異株では,L-リ ジン非存在下におい

て も14C-PAPMの 菌体 内取 り込み はわずかであ り,

100mM L-リ ジン存在下において14C-PAPMの 取 り込

みはほとんど影響を受 けなかった。

4.非 働化 ヒト血清中でのカルバペネム系薬の抗菌力

Fig.4は 非働化 ヒ ト血清を培地 として緑膿菌臨床分離

株に対するPAPMとIPMのMICを 測定し,MHBで

測定した値 と比較 した結果を示す。検討した12株 いず

れに対してもPAPM, IPMはM且Bよ り非働化血清中

で優れた抗緑膿菌活性 を示 し,MICはPAPMで32～

250倍,IPMで8～62倍 優れていた。

5. OprD産 生,β-ラ クタマーゼ産生などにおよぼ

すL-リ ジンの影響

培地中にL-リ ジンが存在 しないとき,OprDの 産生

量が増加 してカルバペ ネム系薬の外膜透過が捉進 され

たためにカルバペネム系薬の抗緑膿菌活性が増強 され

た可能性を検討する目的で,L-brothお よびMMで 培

養 したPAO1株 のOprD量 に変化が見 られるか否かを

検討 した。Fig.1(1aneD)に 示す通 り,P.aerugi-

nosa PAO1のOprD産 生量 は,L-リ ジンを含 まない

MM培 地で培養 した場合にもL-brothで 培養 した場合

(laneA)と 比べて著明な変化 は見 られなかった｡

また,β-ラ クタマーゼおよびペニシリン結合蛋白質

産生にお よぼすL-リ ジンの影響を検討 したが,い ずれ

も顕著 な影響は見 られなか った。培地中のL-リ ジンが

カルバペネム系薬の安定性に影響をお よぼすか否かを

高速液体 クロマ トグラフ ィーを用いて検討 したが,大

きな影響は見 られなかった(い ずれもデータ省略)。

III. 考 察

緑膿菌外膜のOprD蛋 白質の欠損がカルバペネム系

Fig. 4. Sensitivity of Pseudomonas aeruginosa clinical 

isolates to panipenem and imipenem in 

Mueller-Hinton broth and inactivated human serum.

Table 4. Sensitivity of Pseudomonas aeruginosa clini-

cal isolates to panipenem in MMA and MMA 

containing 50 mM L-Lysine

薬の耐性化に関与 していることは以前か ら指摘 されて

いた1)。一方,我 々はカルバペネム系薬の抗緑膿菌活性

を検討する過程でOprDの 重要性を示すことができた。

培地中の塩基性 アミノ酸濃度を低下 させることにより,

カルバペ ネム系薬の抗緑膿菌活性が増強 し,こ の現象

にOprD蛋 白質が関与 していることが明 らかになった。

IPM耐 性緑膿菌臨床分離株ではOprD蛋 白質の産生量

低下が しばしば観察され,OprDがIPMの 透過孔であ

ろうと推定されていた。Triasら3}は 精製OprDを 組み

込んだリボソームのswelling assayに より,OprD透

過孔を透過できるのはIPMな どのカルバペネム系薬の

ほか カルバペネム系薬 と構造的に類似す るペネム系薬
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Table 5. Sensitivity of Pseudomonas aeruginosa PAO 1 and its OprD protein-defi-

cient mutant DD-11 to panipenem, imipenem, and ceftazidime in MHB and 

biological fluids

な どで塩基性 側鎖 を持つ化合物であることを示 した。

また,こ れらの化合物のOprDか らの透過はL-リ ジン,

L-ヒ スチジン,L-ア ルギニ ンなどの塩基性 アミノ酸に

よって阻害されることか ら,OprDは 塩基性 アミノ酸の

透過孔 であ り,塩 基性ア ミノ酸 と類似構造を有す るカ

ルバペネム系薬やペネム系薬がこの透過孔を選択的に

利用するものと推定 した。また,OprD透 過孔の欠損に

よ り緑膿菌はこれ らの薬剤 に耐性化することを示 した。

我々が得た結論もOprD透 過孔が塩基性ア ミノ酸 とカ

ルバペ ネム系薬の選択的透過孔であることを示 してい

る。我々はまた,培 地中の塩基性ア ミノ酸がカルバペ

ネム系薬の抗緑膿菌活性を低下させてお り,塩 基性 ア

ミノ酸濃度 を低下 させ ることによ りカルバペネム系薬

の抗緑膿菌活性 を増強 させ ることがで きることを示 し

た。 このことが重要 な意味 を持つのは,感 受性測定培

地 として標準的に用いられているMueller-Hinton培 地

にはカザ ミノ酸 として高濃度の塩基性ア ミノ酸が含 ま

れているが,生 体内ではこのような高濃度の遊離ア ミ

ノ酸は存在せず18),こ のため カルバペネム系薬はMHA

で測定 したMICか ら予測される以上に優れた生体内効

果を示す もの と結論 される。実際,非 働化マ ウスお よ

びヒ ト血清 を液体培地 としてMICを 測定 した場合,塩

、基性 ア ミノ酸非含有培地同様に良好な結果が得 られた

こともこのことを支持 している。

カルバペネム系薬がMICか ら期待 される以上に優れ

た抗緑膿菌活性 を示す理 由にはいくつかの機構が考え

られる。通常 β-ラ クタム系薬は緑膿菌などのグラム陰

性菌にはpostantibiotic e登bctを 示 さないが,カ ルバペ

ネム系薬が示す点はカルバペ ネム系薬の優れた抗緑膿

菌活性の一因 と考え られる。 これはおそ らくカルバペ

ネム系薬が緑膿菌のPBP-3よ りもPBP-2に 高い親和

性を示す12)ことに由来 しているものと思われる。また,

一般的にβ-ラ クタム系薬は活発な増殖期にある菌に対

しては強い殺菌力を示すが,定 常期に近づ き増殖速度

の遅い菌に対 しては殺菌力は弱 い。カルバペネム系薬

は他の β-ラクタム系薬に比べ定常期に近づいた菌に対

しても優 れた殺菌力 を示す12)ことが明らかにされてい

る。生体 内の感染部位では試験管内の ような急速な菌

の増殖 はそれほど長い時 間続いているとは思われず,

多 くは定常期に近いような遅 い速度で増殖 していると

考え られる。この点 もカルバペ ネム系薬が生体内で優

れた効果を示す一因となっているものと思われる。

以上,カ ルバペネム系薬の抗緑膿菌活性は,OprD透

過孔か らの外膜透過において塩基性ア ミノ酸との競合

があるため影響を受けやすいことを示 した。 したがっ

て,カ ルバペ ネム系薬の治療効果を予測する場合,塩

基性 アミノ酸を含む測定培地で求めたMIC値 のみから

の評価では時 として過小評価 して しまう可能性がある

ので十分に注意しなければならない。

本論文は第6回 上田記念感染症 ・化学療法研究奨励

賞受賞者論文 として,既 報に新たなデータを追加 して
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Outer membrane permeability and effect of basic amino acids on antipseudomonal 

activity of carbapenems 
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Shinagawa-ku, Tokyo 140, Japan

Carbapenems, such as panipenem and imipenem, showed better therapeutic efficacy against 
murine systemic infections caused by Pseudomonas aeruginosa than the activity expected from 
their MICs determined by using Mueller-Hinton medium. The mechanism was investigated and 
concluded that outer membrane permeability of P. aeruginosa played important role on carbapen-
em's antipseudomonal activity as well as existence of postantibiotic effect and strong bactericidal 
activity of carbapenem. Carbapenems showed 8 to 16 times lower MICs in low-nutritional media 
than those determined in Mueller-Hinton medium. Basic amino acids, such as L-lysine, L-histi-
dine, and L-arginine, were responsible for the decreased antipseudomonal activity of carbapenems 
in Mueller-Hinton medium. Other amino acids had little effect on antipseudomonal activity. The 

effect of basic amino acids on antipseudomonal activity of carbapenem was concentration depen-
dent. OprD-deficient mutants were isolated from P. aeruginosa PAO 1 and examined for their 
susceptibility to carbapenems with or without presence of basic amino acids. It is concluded that 
the decreased antipseudomonal activity of carbapenems was caused by competing permeation of 
carbapenems and basic amino acids through OprD channel of P. aeruginosa. Such influence by 
basic amino .acids was specific for carbapenems and it was not observed for cephems, penicillin, 
new quinolones, and aminoglycoside. Uptake of 14C-panipenem into P. aeruginosa PAO 1 was 
almost suppressed by 100 mM L-lysine, and the inhibition of 14C-panipenem uptake was not 
observed in the OprD-deficient mutant. Concentrations of free basic amino acids are much lower 
in human serum than in Mueller-Hinton medium (less than 1/40). This is probably one main 
reason for carbapenem's stronger antipseudomonal activity than that expected from their MICs 
determined in Mueller-Hinton medium.


