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主な略号

BSA： Bovine serum albumin 

CAMHB： Cation-adjusted Mueller-Hinton broth 

CFU： Colony forming unit 

CLSI： Clinical and Laboratory Standards Institute 

DMSO： Dimethyl sulfoxide 

HEPES： 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid 

IC50： 50% inhibitiotory concentration 

IPTG：  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

MHA：  Mueller-Hinton agar 

MIC： Minimum inhibitory concentration 

PCR： Polymerase chain reaction 



第１章 序論

（１）β-ラクタム系薬と β-ラクタマーゼ 

1928 年のペニシリン発見から、細菌感染症を治療する為の重要な薬剤として β-ラクタ

ム系抗菌薬が発見・開発されてきた(1)。β-ラクタム系薬は、その標的タンパク質である

penicillin-binding protein（PBP）の酵素活性を阻害する。PBP は細胞壁の主構成成分であ

るペプチドグリカンのペプチド鎖を架橋し結合させるトランスペプチダーゼと、グリカ

ン鎖を伸長させるトランスグリコシラーゼの 2 種類の酵素からなり、細胞壁の維持や、

細菌の分裂の際に新たな細胞壁の構築を行っている。PBP のトランスペプチダーゼは、

ペプチド鎖中の D-Ala-D-Ala 側鎖を基質として認識する（Fig. 1）。β-ラクタム系薬は

D-Ala-D-Ala 側鎖構造に似ている為、PBP に認識される。すると β-ラクタム系薬構造内の

β-ラクラム環が PBP による加水分解により開裂され、PBP の活性部位であるセリン残基

に不可逆的に結合する（Fig. 2）。そして、PBP が阻害されることで、細菌は細胞壁を維

持・構築することが出来なくなり溶菌する(2)。PBP はヒトに存在しないことから、β-ラ

クタム系薬は細菌への選択性が高く安全な抗菌薬として広く利用されてきた。一方、細

菌は β-ラクタム系薬に対抗する為に進化し、β-ラクタム系薬を加水分解する β-ラクタ

マーゼを発現するようになった。β-ラクタマーゼは、PBP から派生したセリン-β-ラクタ

マーゼと、亜鉛金属を活性中心にもつメタロ-プロテアーゼから派生したメタロ-β-ラク

タマーゼに分類される(3), (4)。一方、人類もこれら β-ラクマーゼ産生菌による薬剤耐性

に対抗する為に、新たな抗菌薬を開発してきた。特に、β-ラクタマーゼに安定な新たな

β-ラクタム系構造であるセファロスポリン系、カルバペネム系、モノバクタム系等の新

たな β-ラクタム系薬や、β-ラクタマーゼを阻害する clavulanic acid、sulbactam、tazobactam

等の β-ラクタム系 β-ラクタマーゼ阻害薬を見出してきた（Fig. 3, Fig. 4）(5)。 

（２）β-ラクタマーゼの分類 

近年、抗菌薬耐性グラム陰性菌は世界的に増加しており、これらの病原菌による感染

症に対して有効な抗菌薬が存在しないという重大な問題が生じている。多くの場合、そ

の耐性機構には β-ラクタマーゼの産生が含まれている。2012 年の時点で、1300 種を超

える β-ラクタマーゼが同定されており、いくつかの方法によって分類することができる
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(6)。代表的な方法としては、アミノ酸配列を基にした Ambler の分類が挙げられる。こ

の分類では、セリン-β-ラクタマーゼである TEM 型、SHV 型、CTX-M 型、KPC 型など

をクラス A、AmpC 型、CMY 型、DHA 型などをクラス C、OXA 型をクラス D とし、メ

タロ-β-ラクタマーゼである IMP 型、VIM 型、NDM 型などをクラス B としている(7)。

また、β-ラクタマーゼは同クラスであっても加水分解できる β-ラクタム系薬が異なるこ

とから、基質特異性を基にした Bush-Jacoby の分類も挙げられる(8)-(10)。この二つの分

類を用いることで、clavulanic acid や tazobactam では阻害することが出来ず、かつ、β-

ラクタマーゼに安定とされてきたカルバペネムでさえも加水分解することが出来るβ-ラ

クタマーゼであるカルバペネマーゼを分類することができる（Table 1）。 

（３）問題となる β-ラクタマーゼ及びその産生菌 

TEM 型、SHV 型、CTX-M 型等の基質特異性拡張型 β-ラクタマーゼ（Extended-spectrum 

beta-lactamase：ESBL）は、セファロスポリン等を主に加水分解し、カルバペネムは加水

分解できない。現在、これらの ESBL 産生菌は世界的に拡散しており、特に、北米、南

米、中国、欧州で流行している。その大多数は Enterobacteriaceae、特に、Eschericha coli

である。通常、ESBL 産生 Enterobacteriaceae による感染症はカルバペネムにて治療可能

である(11), (12)。しかし、ESBL 産生菌の拡散は、カルバペネムの使用機会を増大させ

てしまい、カルバペネムへの耐性化、特に、カルバペネマーゼ産生 Enterobacteriaceae が

急速に増えてきている。カルバペネマーゼは地域的に異なっており、KPC 型はアメリカ、

中国、イスラエル及び一部の南ヨーロッパ、OXA-48 はイスラエルを除く中東、NDM 型

は南アジアで流行している(13)。これらのカルバペネマーゼを有する細菌は重症感染症

を引き起こし、特にカルバペネマーゼ産生 Klebsiella pneumoniae による血流感染症の致

死率は高いことが報告されている(14)。 

（４）Pseudomonas aeruginosa の問題と現状 

P. aeruginosa は肺炎、血流感染症、尿路感染症、手術部位感染症等の医療関連感染症

において共通の病原菌であり(15)、piperacillin、ceftazidime、cefepime、imipenem、meropenem

等の抗緑膿菌 β-ラクタム系薬が臨床現場で使用されている。しかし、P. aeruginosa はこ

れらの β-ラクタム系薬に対し、染色体性セファロスポリナーゼ（AmpC）の構成型発現、
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排出システムの高発現、外膜透過孔の欠損等の内因性耐性機構により耐性化してきた

(16)-(18)。この場合、抗緑膿菌 β-ラクタム系薬が影響される耐性機構の解析が重要とな

り、β-ラクタマーゼ以外の耐性化機構により耐性化している株に対しては β-ラクタマー

ゼ阻害薬は意味をなさない。具体的には piperacillin、ceftazidime、cefepime は AmpC の

構成型発現と排出システムの高発現、imipenem は外膜透過孔の欠損、meropenem は排出

システムの高発現と外膜透過孔の欠損の両方が原因となる。しかし、日本では

P. aeruginosa に対する各種抗菌薬の薬剤感受性は 2008 年から 2013 年を通し、経年的に

回復してきている。これは、2007 年に Infectious Diseases Society of America（IDSA）と

the Society for Healthcare Epidemiology of America（SHEA）により Antimicrobial stewardship 

guideline が提唱され、「抗菌薬の採用（使用）制限」と「介入とフィードバック」が推

進されつつあり、病院機能評価 ver.6、平成 24 年度診療報酬改定においては、感染防止

対策加算が新設されたことにより、「抗菌薬適正使用」による抗菌薬使用量の減少と「標

準予防策＋感染経路別予防策」よる二次感染予防の徹底が行われ、耐性菌の減少・感受

性率の回復に繋がったと考えられている(19)。以上の様に、内因性耐性機構は制御可能

となったかもしれず、かつ、外因性耐性機構も日本ではまだ問題となっていないが、今

後、外因性の ESBL やカルバペネマーゼを獲得した P. aeruginosa が広がる可能性は残っ

ている。 

 

（５）問題を解決する為の新たな β-ラクタマーゼ阻害薬 

 結論として、新しく有効な β-ラクタマーゼ阻害薬は早急に望まれており、avibactam と

relebactam（MK-7655）の diazabicyclooctane 系 β-ラクタマーゼ阻害薬や、vaborbactam

（RPX7009）のボロン酸系 β-ラクタマーゼ阻害薬が上市・開発されている（Fig. 5）(20)-(22)。

これらの新たな β-ラクタマーゼ阻害薬はともに非 β-ラクタム系薬の新規クラスであり、

KPC 型を含むクラス A β-ラクタマーゼや、AmpC 型を含むクラス C β-ラクタマーゼに対

して強い阻害活性を示す。Avibactam は ceftazidime、relebactam は imipenem、vaborbactam

は meropenem を最初の併用 β-ラクタムとして開発しており、それぞれ、セリン-β-ラク

タマーゼ産生菌に対する抗菌活性を回復させている(23)-(26)。つまり、クラス A、C、D 

β-ラクタマーゼ阻害薬は新たな母核による新薬パイプラインが上市し始めているが、ク

ラス B β-ラクタマーゼ阻害薬はまだ上市に至った薬剤は無い。今後、これらの新たな母
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核からの合成展開、または、基質とならない β-ラクタム系薬との配合により、全てのク

ラスの β-ラクタマーゼ産生菌に対して有効な治療薬・治療手段が期待される。更に、既

に上市されている avibactam-ceftazidime（Avycaz）に耐性変異した β-ラクタマーゼの報

告も有り、新たな β-ラクタマーゼ阻害薬の創薬開発研究が必要となっている(27)。 

 

（６）新たな β-ラクタマーゼ阻害薬の臨床開発の課題 

新たな β-ラクタマーゼ阻害薬の創薬は、既存母核や新規母核を研究することにより見

出されることが期待されるが、新たな β-ラクタマーゼ阻害薬の臨床開発には、倫理面等

の課題が生じる。これは、問題となる β-ラクタマーゼ産生菌による感染症患者を臨床試

験に組み入れる必要がある為である。一般的に、これらの β-ラクタマーゼ産生菌による

感染症は急性に増悪する為、患者の命を助ける為には確実な治療を行う必要がある。つ

まり、薬剤耐性の為に限られた治療選択肢しかない患者の生命を守る為の確実な治療を、

これらの患者に対する臨床試験データをもとに創出する必要があるため、このリスクと

ベネフィットのバランスが議論されてきている。近年、このバランスを解決する為に日

米欧三極の規制当局では、少ない人数での臨床試験から確実な有効性を見出すこと議論

しており、その方法として、ヒトの薬物動態（PK）を用いて、フラスコ内でヒトの薬剤

血中濃度推移を再現し、β-ラクタマーゼ産生菌への有効性を予測する in vitro PK/PD

（Pharmacokinetics/Pharmacodynamics：薬物動態学/薬力学）試験や、マウスの PK を用い

て、マウス内でマウスの薬剤血中濃度推移を再現させ、β-ラクタマーゼ産生菌への有効

性を予測する in vivo PK/PD 試験が検討されてきている(28)。三極当局がこれらの情報を

新薬の承認申請のデータとして用いることで、ヒトでの臨床試験の数が減るとともに、

承認申請の為の情報を得る期間が短縮化されると考える。 

 

（７）新たな β-ラクタマーゼ阻害薬としての OP0595 の発見 

 Meiji Seika ファルマ株式会社は、新たな β-ラクタマーゼ阻害薬の創薬研究として、新

たな diazabicyclooctane 系 β-ラクタマーゼ阻害薬の合成展開を行った。この際、先行競合

品からの進歩性・新規性を目標とし、クラス A、C β-ラクタマーゼに対する阻害活性だ

けでなく、近年問題となっている ESBL 陽性 Enterobacteriaceae、KPC 陽性肺炎桿菌、AmpC

構成型発現P. aeruginosa等の複数の菌に対する単独抗菌活性と β-ラクタム系薬との併用
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抗菌活性を測定した。したがって、β-ラクタマーゼ阻害活性だけでなく、細菌の薬剤排

出システム・外膜透過の影響、抗菌スペクトル等の複数の情報を同時に評価し、新規化

合物の構造活性相関情報を収集した。その結果、先行競合品より進歩性・新規性を持つ

OP0595 を見出した（Fig. 5 (c)）(29)。具体的には、先行競合品である avibactam、relebactam

とは異なり、OP0595 は、β-ラクタマーゼ阻害薬としてだけでなく、Enterobacteriaceae に

対する抗菌薬として、Enterobacteriaceae に対して幾つかの β-ラクタム系薬の増強薬とし

て作用することが明らかになった。 

一方、OP0595 は、Fedora Pharmaceuticals が同時期に独立して見出したことが判明した

(30), (31)。そこで両社は協力して海外パートナーの探索を行い、その結果、F. Hoffmann-La 

Roche Ltd.とライセンス契約を締結し、日本は Meiji Seika ファルマ株式会社、日本を除

く全世界はF. Hoffmann-La Roche Ltd.にて、OP0595の臨床開発を行うこととなった(32)。

F. Hoffmann-La Roche Ltd.との共同研究、及び、日本での臨床開発の為に、引き続き、

OP0595 の各種研究は継続している。 

本研究の目的は、新たな diazabicyclooctane 系 β-ラクタマーゼ阻害薬 OP0595 の特徴的

な作用である①β-ラクタマーゼ阻害薬、②Enterobacteriaceae に対する抗菌薬、③

Enterobacteriaceae に対して幾つかの β-ラクタム系薬の増強薬としての作用機序を明らか

にし、更に、OP0595 の抗菌活性の性質や、PK/PD 試験を実施する為の基礎情報として

OP0595 と β-ラクタム系薬の単独・併用による in vitro 殺菌試験及び in vivo マウス大腿感

染モデルを用いて β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae 及び AmpC 構成型発現

P. aeruginosa に対する有効性を評価することである。 
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Fig. 1 Structure of peptidoglycan. 
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(a) Acyl-D-Ala-D-Ala (cell wall precusor)  (b) Penicillins 
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Fig. 2 Mode of action of β-lactams. 
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Fig. 3 Structures of β-lactam antibiotics. 
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(a) Clavulanic acid      (b) Sulbactam       (c) Tazobactam 
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Fig. 4 Structures of β-lactamase inhibitors. 
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Table 1 Classification schemes for bacterial β-lactamases, expanded from Bush et al. 
(10) 

Bush-Jacoby
分類 
(2009) 

Bush-Jacoby- 
Medeiros 
分類(1995) 

Ambler の 
クラス分類 
 

代表的な基質 CA または TZBa

での阻害 
代表的な酵素 

セリン-β-ラクタマーゼ 
1 1 C セファロスポリン 不可 E. coli AmpC、P99、

ACT-1、CMY-2、
FOX-1、MIR-1 

1e NIb C セファロスポリン 不可 GC1、CMY-37 
2a 2a A ペニシリン 可 PC1 
2b 2b A ペニシリン、初期

世代セファロスポ

リン 

可 TEM-1、TEM-2、
SHV-1 

2be 2be A 広域セファロスポ

リン、モノバクタ

ム 

可 TEM-3、SHV-2、
CTX-M-15、PER-1、
VEB-1 

2br 2br A ペニシリン 不可 TEM-30、SHV-10 
2ber NI A 広域セファロスポ

リン、モノバクタ

ム 

不可 TEM-50 

2c 2c A Carbenicillin 可 PSE-1、CARB-3 
2ce NI A Carbenicillin、

cefepime 
可 RTG-4 

2d 2d D Cloxacillin 酵素による OXA-1、OXA-10 
2de NI D 広域セファロスポ

リン 
酵素による OXA-11、OXA-15 

2df NI D カルバペネム 酵素による OXA-23、OXA-48 
2e 2e A 広域セファロスポ

リン 
可 CepA 

2f 2f A カルバペネム 酵素による KPC-2、IMI-1、
SME-1 

メタロ-β-ラクタマーゼ 
3a 3 B (B1) カルバペネム 不可 IMP-1、VIM-1、

CcrA、IND-1 
  B (B3)  不可 L1、CAU-1、GOB-1、

FEZ-1 
3b 3 B (B2) カルバペネム 不可 CphA、Sfh-1 
NI 4 Unknown    

a CA, clavulanic acid; TZB, tazobactam. 
b NI, not included. 

10



 

 

 

(a) Avibactam       (b) Relebactam       (c) OP0595 
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Fig. 5 Structures of non-β-lactam type β-lactamase inhibitors.
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第２章 試験材料と方法 

２－１ 試験材料 

（１）試験薬剤 

OP0595 及び avibactam は Meiji Seika ファルマ株式会社（東京）にて合成されたものを

用いた(29)。OP0595 は 1 水和物として試験に用いた。Tazobactam 及び sulbactam は LKT 

Laboratories（St. Paul, MN, USA）、mecillinam は Toronto Research Chemicals（Toront, Ontario, 

Canada）より、clavulanic acid、piperacillin、ceftazidime、aztreonam は Sigma- Aldrich（St. 

Louis, MO, USA）より、cefepime は United States Pharmacopeial Convention（Rockville, MO, 

USA）及びグラクソ・スミスクライン株式会社（東京）より、meropenem は United States 

Pharmacopeial Convention より購入した。 

 

（２）試験菌株 

ATCC コードが付与されている菌は American Type Culture Collection（Manassas, VA, 

USA）より購入した。E. coli K12 W3110（NBRC12713）株は National Bio Resource Project 

（東京）より購入した。「MSC」が付与されている株は日本の医療移設で分離され、

Meiji Seika ファルマ株式会社 横浜研究所にて保存されている臨床分離株である。 

5 株の CTX-M-15 陽性 E. coli は MSC20613、MSC20627、MSC20653、MSC20662、

MSC20670 を用いた（それぞれ尿、尿、咽頭、尿、喀痰より分離された）。CTX-M 型 β-

ラクタマーゼを検出する為の菌株スクリーニングは、Yagi らの方法を用いて行った(33)。

具体的には、Meiji Seika ファルマ株式会社にて設計したプライマーである CTXM15-1

（5'-GTTACAATGTGTGAGAAGCA）及び CTXM15-2

（5'-GGAACCACGGAGCTTATGGC）を用い、熱変性した菌株から PCR にて増幅した。

PCR 増幅物は CTXM15-1、CTXM15-2、CTXM15-3（5'-TACAGCGGCACACTTCCTAA）

を用いて遺伝子配列を解析した。それぞれプライマーによる PCR 増幅物を MultiScreen

（Merck, Darmstadt, Germany）で精製し、3730 DNA Analyzer（Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA, USA）を用いて配列同定を行い、blaCTX-M-15（Genbank accession number AY044436）

陽性と診断された株を使用した。 
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5株のKPC陽性K. pneumoniaeはATCC BAA-1705、ATCC BAA-1898、ATCC BAA-1899、

ATCC BAA-1900、ATCC BAA-1904 を用いた。 

3 株の AmpC 構成型発現 P. aeruginosa は薬剤感受性サーベイランス研究会（大阪）か

ら入手し、Meiji Seika ファルマ株式会社での管理番号 MSC17689、MSC17715、MSC17716

（ぞれぞれ胆汁、呼吸器、呼吸器より分離された）を付与した。非誘導下での AmpC の

発現量は既報の定量 RT-PCR により測定した(34)。全ての株は野生型 AmpC 発現である

P. aerugnosa ATCC 27853 よりも 1.5 倍以上発現量が多いことから AmpC 構成型発現株と

見なした(35)。 

 

（３）β-ラクタマーゼの調製 

各 β-ラクタマーゼ酵素は Meiji Seika ファルマ株式会社 横浜研究所保存酵素を用いた。

具体的には、β-ラクタマーゼ遺伝子として、OXA-23 は Acinetobacter baumannii 由来

blaoxa-23（EF016357）、Enterobacter cloacae 由来 AmpC は染色体性 ampC（AB016611）、

TEM-1 は E. coli 由来 blaTEM-1（AY458016）、TEM-10 は E. coli 由来 blaTEM-10（U09188）、

CTX-M-44 は E. coli 由来 blaCTX-M-44（D37830）、OXA-1 は E. coli 由来 blaOXA-1（J02967）、

CTX-M-14 は E. coli 由来 blaCTX-M-14（AF25622）、CTX-M-15 は E. coli 由来 blaCTX-M-15

（AY044436）、CMY-2 は E. coli 由来 blaCMY-2（AM779748）、KPC-2 は K. pneumoniae

由来 blaKPC-2（DQ989639）、OXA-2 は P. aeruginosa 由来 blaOXA-2（AB188812）、P. aeruginosa

由来 AmpC は染色体性 ampC（AE004091）を用いた。これらの β-ラクタマーゼ遺伝子を

有するプラスミド又はゲノムより、シグナルペプチドを排除した β-ラクタマーゼ遺伝子

の PCR 増幅物を pET-28(+)ベクター（Merck）に組換え、その遺伝子配列を確認した。

これらのプラスミドを E. coli BL21 (DE3)（Merck）に形質転換した。これらの形質転換

体を 1 mM の IPTG を添加後、20°C で一晩培養して β-ラクタマーゼタンパク質を発現さ

せた。これらの培養菌体を集菌後、超音波破砕し、各 β-ラクタマーゼタンパク質をカラ

ムクロマトグラフィーにより精製した。IMP-1 は既報で精製された酵素を用いた(36)。 

 

（４）Penicillin-binding protein（PBP）の調製 

PBP 含有膜画分は Iida らの方法に従って調製した(37)。凍結保存した E. coli K12 W3110

株を MHA（Becton, Dickinson and company, Franklin Lakes, NJ, USA）平板に塗抹し、35C
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で一夜培養した。発育した平板上の菌を CAMHB（Becton, Dickinson and company）に植

え継ぎ、35C で一夜培養した。更に、一夜培養液を CAMHB に植え継ぎ、35C、140 rpm

の振盪培養にて約 5 時間培養した。培養液の OD595 が約 0.8 となった後、4C、6,100×g

にて 15 分間遠心した。上清を除去し、菌塊のペレットに氷冷した 50 mM のリン酸緩衝

液（pH 7.0）を加えて再懸濁した。この再懸濁液を 4C、6,100×g にて 15 分間遠心した。

上清を除去し、菌塊のペレットに氷冷した 50 mM のリン酸緩衝液（pH 7.0）を加えて再

懸濁し、4C、2,150×gにて 30分間遠心し、上清を除いた菌塊のペレットに氷冷した 50 mM

のリン酸緩衝液（pH 7.0）を加えて懸濁し、懸濁液と同体積量の 0.1 mm ガラスビーズ（安

井器械株式会社、大阪）を加え、4C、2,500 rpm、240 秒の条件でビーズショッカー（安

井器械株式会社）を用いて菌体を破砕した。菌体破砕液を氷上で静置し、上清を 4C、

8,000×g にて 10 分間遠心した。更に上清を 4C、20,400×g にて 90 分間遠心し、上清を除

いたペレットを得た。200 mL 培養液から得たペレットあたり、氷冷した 50 mM リン酸

緩衝液（pH 7.0）を 50 L 加えて懸濁した。Protein Assay 用 Quick Start Bradford Dye Reagent

（Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA）を使用し、タンパク質を定量した。タンパク

質濃度は 50 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）にて 4.0 µg/µL に調製し、膜画分懸濁液とした。 

 

（５）OP0595 抗菌活性耐性株の作成 

凍結保存した E. coli K12 W3110 株を MHA 平板に塗抹し、35°C で一夜培養した。発育

した平板上の菌をMHA平板に塗抹し、35°Cで一夜培養した。平板上の菌を 0.5 McFarland 

standard の濁度となるように生理食塩液を用いて懸濁し、接種菌液とした。複数の接種

菌量を 16 µg/mL OP0595 含有 MHA に塗抹し、35°C で一夜培養した際に出現したコロ

ニーを保存した。これらの株のうち、OP0595 の MIC が 64 µg/mL 以上かつ amikacin 及

び ciprofloxacin の MIC が親株の MIC と比較して 2 倍以上変化していない株を OP0595

抗菌活性耐性株とした。 
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２－２ 方法 

（１）β-ラクタマーゼ阻害活性の測定 

各化合物の β-ラクタマーゼ阻害活性は、nitrocefin（Oxoid Ltd., Basingstoke, UK）を基

質として分光光度計を用いて測定した。それぞれ化合物を含まない条件で複数の β-ラク

タマーゼ濃度を設定し、nitrocefin の分解反応が 20 分間、線形性を保つ濃度を試験に用

いた。96-wellマイクロプレートに各化合物の2倍の希釈系列とβ-ラクタマーゼを添加し、

30°C で 10 分間反応させ、nitrocefin を添加して 30°C で 20 分間反応させた。これらの反

応は 1条件あたり 2回実施した。反応の前後の 492 nmの吸光度をMultiskan Ascent（Termo 

Fisher Scientific、横浜）を用いて測定し、吸光度の変化量から SAS System version 9.1（SAS 

Institute、東京）により Sigmoid 曲線への回帰を行い、各 IC50 値を算出した。IMP-1 以外

の β-ラクタマーゼを用いた各反応液の組成は終濃度 50 mM のリン酸緩衝液（pH 7.0）、

終濃度 2.5%の DMSO、終濃度 10 µg/mL の BSA、終濃度 100 µM の nitrocefin であり、IMP-1

を用いた反応液の組成は終濃度50 mMのHEPES緩衝液（pH 7.5）、終濃度2.5%のDMSO、

終濃度 0.1 mM の ZnSO4、終濃度 20 µg/mL の BSA、終濃度 100 µM の nitrocefin とした。 

 

（２）X 線結晶構造解析 

P. aerugionsa 由来の AmpC と E. coli 由来の CTX-M-44 を用い、蒸気拡散法にて、それ

ぞれ OP0595 との複合体結晶を調製した(38)。本結晶の X 線回折データをビームライン

BL41XU（SPring-8、公益財団法人 高輝度光科学研究センター、兵庫）または AR-NW12A

（大学共同利用機関法人 高エネルギー加速器研究機構、つくば）を用いて振動法にて

収集した。それぞれの複合体結晶の構造は MOLREP プログラムを用いた分子置換法に

よって決定した(39)。モデル構築及び結晶学的精密化は、Coot プログラム及び Refmac5

プログラムを用いた(40), (41)。原子座標及び構造因子は Protein Data Bank へ登録し、公

開した（accession code：4X68（P. aeruginosa 由来 AmpC）及び 4X69（CTX-M-44））。 

 

（３）薬剤感受性の測定 

CLSI に準じた寒天平板希釈法及び微量液体希釈法によって各化合物の MIC を測定し

た(42), (43)。凍結保存した試験菌を MHA 平板に塗抹し、35°C で一夜培養した。発育し
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た平板上の菌を MHA 平板に塗抹し、35°C で一夜培養した。平板上の菌を 0.5 McFarland 

standard の濁度となるように生理食塩液を用いて懸濁し、この懸濁液を約 1×104 CFU/ス

ポットまたは約 5×104 CFU/wellとなるようにCAMHBにて希釈したものを接種菌液とし

て用いた。接種菌液は寒天平板希釈法では、ミクロプランター（佐久間製作所、東京）

を用いて薬物含有 MHA に接種し、微量液体希釈法ではマイクロピペットマンを用いて

薬物含有 96-well マイクロプレートに接種した。菌液を接種した MHA 平板または 96-well

マイクロプレートを 35°C にて 18~20 時間培養し、菌の発育を観察した。CLSI に従って

菌の発育が阻止されたと判断した濃度を測定し、この時の最小薬物濃度を試験菌に対す

る MIC とした。 

 

（４）PBP 結合親和性の測定 

各薬剤を溶解後、4 倍希釈系列を作製した。これらの溶液を膜画分懸濁液と等量混和

し、35C にて 20 分間反応させた。25 µM となるように Bocillin FL penicillin（Termo Fisher 

Scientific）を加え、35°C にて 10 分間反応させた。反応液に Sample Buffer Solution（Sample 

Buffer Solution with Reducing Reagent (6×) for SDS-PAGE；ナカライテスク株式会社、京都）

を加え、100°C にて 5 分間加熱後、氷上で 1 分間冷却した。当該反応液を XV PANTERA 

GEL（5~12.5%、12 well；ディー・アール・シー株式会社、東京）にアプライし、300 V

で 12 分間電気泳動した。泳動したゲルを脱イオン水で 5 分ずつ 3 回振盪洗浄した。泳

動したゲルは Image Quant LAS 4000（GE Healthcare）を用い、460 nm の励起波長、515 nm

の検出波長で PBP に結合した Bocillin FL penicillin を励起させ、測定されたシグナルを

PBP として検出した。Image Quant TL（GE Healthcare）を用い、Bocillin FL penicillin 結

合量から各 PBP を定量した。PBP の種類は分子量マーカー（Full-Range Rainbow Molecular 

Weight Markers；GE Healthcare）により決定し、PBP1a/b、PBP2、PBP3、PBP4、PBP5/6

に分け、薬物濃度あたりの Bocillin FL penicillin 結合量を定量し、薬物による結合阻害活

性を算出した。結合阻害活性から SAS System version 9.1 により Sigmoid 曲線への回帰を

行い、各 IC50 値を算出した。 
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（５）形態変化の観察 

凍結保存した E. coli K12 W3110 株を MHA 平板に塗抹し、35°C で一夜培養した。発育

した平板上の菌をMHA平板に塗抹し、35°Cで一夜培養した。平板上の菌を 0.5 McFarland 

standard の濁度となるように生理食塩液を用いて懸濁し、接種菌液とした。Dalhoff らの

報告に準じ、様々な薬剤濃度を含有する MHA の薄層を、乾熱滅菌したスライドガラス

に乗せた(44)。接種菌液を薬物含有 MHA 薄層の表面上に広げ、乾熱滅菌したプレパラー

トを被せ、融解したパラフィンで密封した。当該スライドガラスを 37°C で培養し、4.5

時間後に位相差顕微鏡（HS オールインワン蛍光顕微鏡 BZ-9000； KEYENCE、大阪）

を用いて菌の形態を観察し、写真を撮影した。 

 

（６）殺菌試験 

CLSI に準じて殺菌力を測定した(45)。各薬物は CAMHB を用いて溶解し、それぞれの

薬液を所定の組み合わせになる様に試験管に分注した。この時の薬液は 100 µL とした。

なお、薬物非添加群には薬液の代わりに CAMHB を分注した。凍結保存した菌液を MHA

平板上に塗抹し、35°C で 6~18 時間培養した。発育した平板上の菌を CAMHB に接種し、

35°C で一夜培養する。この菌液を CAMHB で 105~6 CFU/mL となるように希釈し、35°C、

振盪条件下（100 rpm）で 2 時間前培養した。この培養した菌液を 4.9 mL ずつ試験管に

加え、この混合液を 35°C、振盪条件下（100 rpm）で培養した。 

薬物作用から-2、0、2、4、6 及び 24 時間後に、各培養液から菌液をサンプリングし、

直ちに氷冷した。このサンプリング原液を、生理食塩液を用いて 10 倍希釈系列を作製

し、MHA 平板に 50 µL ずつ塗抹し、35°C で 24 時間培養した。培養後、発育したコロニー

数を計測した。コロニー数は、20~200 CFU の範囲内の値を採用した。この範囲に該当

するコロニー数が 2種あった場合、あるいは 20~200 CFUの範囲内の値がない場合には、

計測可能な希釈度数の低い方を採用した。なお、検出限界を 20 CFU/mL（すなわち、原

液塗抹平板でコロニー数 1 個）とした。コロニー数、希釈度及び塗抹菌液量より、サン

プル 1 mL あたりの生菌数（CFU/mL）及びその常用対数値（log10 CFU/mL）を算出した。

薬物作用開始時の生菌数（log10 CFU/mL）を 0 としたときの生菌数変化（Δlog10 CFU/mL）

を算出した。 
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（７）好中球減少マウスによる大腿部感染モデル 

すべての動物試験は Meiji Seika ファルマ株式会社 横浜研究所「動物実験管理に関す

る指針」に基づき、横浜研究所 動物実験管理委員会の承認を得た試験計画に従った

（C2013-144-0、C2014-027-0）。入荷時 18~22g の 4 週齢、SPF グレード、オスの Crlj:CD1

（ICR）マウス（日本チャールス・リバー株式会社、神奈川）をすべての試験に用いた。

本種のマウスは E. coli、K. pneumoniae 及び P. aeruginosa による大腿感染モデルが確立さ

れている(46)。マウスは、温度 2125C、湿度 5070%、照明時間 7:0019:00、飼料（CRF-1；

オリエンタル酵母工業株式会社、東京）及び水道水を自由摂取で 1 週間馴化飼育し、試

験に用いた。試験中も同条件で飼育した。感染の 4 日前及び感染前日にそれぞれ 150 

mg/kg 及び 100 mg/kg の cyclophosphamide（Sigma-Aldrich）を腹腔内投与し、マウスの好

中球を減少させた。 

感染前日に凍結保存した菌を MHA 平板に塗抹し、35C で 6~8 時間培養した。平板上

の菌を MHA 平板に継代し、35C で一夜培養した。感染当日、平板に発育した菌を

CAMHB に懸濁して、分光光度計（UV-2910；株式会社日立ハイテクノロジーズ、東京）

を用いて濁度を測定し、580 nm での濁度が約 0.5（0.48~0.53）となるように CAMHB を

用いて希釈調製した。更に、CAMHB を用いて 105~6 CFU/mL となるように希釈し、それ

ぞれ接種菌液とした。 

マウスは薬剤投与 1 条件あたり 6 匹に群分けし、それぞれ接種菌液を左大腿部筋肉内

に 100 L 接種して大腿感染を惹起した。大腿感染から 1、3、5 時間後に薬剤を皮下投与

し、24 時間後に頸部脱臼によって安楽死させ、無菌的に左大腿部を摘出した。左大腿部

は生理食塩液 7 mL とともに、マルチビーズショッカー（安井器械、大阪）を用い、メ

タルコーン（安井器械）、1,800 rpm、120 秒、18C の条件でホモジナイズし、7 mL の

ホモジネート液とした。各ホモジネートを原液として、生理食塩液を用いて 10 倍希釈

系列を作製し、MHA 平板に 50 µL ずつ塗抹し、35C で約 22 時間培養した。培養後、発

育したコロニー数を計測した。コロニー数は、20~200 CFU の範囲内の値を採用した。

この範囲に該当するコロニー数が 2 種あった場合、あるいは 20~200 CFU の範囲内の値

がない場合には、計測可能な希釈度数の低い方を採用した。なお、検出限界を 140 

CFU/thigh（すなわち、大腿部を 7 mL としたホモジネート原液の塗抹平板でコロニー数
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1 個）とした。コロニー数、希釈度及び塗抹菌液量より、大腿部あたりの生菌数（CFU/thigh）

及びその常用対数値（log10 CFU/thigh）を算出した。 

各群の平均値、標準偏差を算出し、各投与群の大腿内生菌数を vehicle 群及び薬物投与

群とともにグラフ化した。Vehicle 群に対する各薬物投与群の大腿内生菌数の差は、

EXSUS Version 8.0（株式会社 CAC クロア、東京）を用い、Dunnett 型多重比較（Steel

検定）により検定した。 
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第３章 セリン-β-ラクタマーゼ阻害薬、抗菌薬、β-ラクタム系薬増強剤としての新規

diazabicyclooctane 化合物 OP0595 の作用機序の解析 

 

ESBL やカルバペネマーゼを含む強力な β-ラクタマーゼの世界的な拡散は、新しい β-

ラクタマーゼ阻害薬の必要性を意味している。本章では、新規の diazabicyclooctane 化合

物である OP0595 が、3 つの作用、つまり、①クラス A 及び C セリン-β-ラクタマーゼ阻

害薬として、②Enterobacteriaceae の PBP 2 を標的とした抗菌薬として、③PBP 3 を第一

の標的とするいくつかの β-ラクタム系薬の抗菌活性の増強薬として、働くことを明らか

にした。 

 

３－１ 実験結果 

（１）β-ラクタマーゼ阻害活性 

基質として nitrocefin を用い、代表的なクラス A、B、C、D β-ラクタマーゼについて、

OP0595 及びその他の β-ラクタマーゼ阻害薬の IC50 値を測定した（Table 2）。その結果、

その値は avibactam と同等かやや高かったものの、クラス A、C セリン-β-ラクタマーゼ

に対しては全て 1 µM 以下であった。OXA-23 等のクラス D セリン-β-ラクタマーゼに対

する OP0595 の IC50 値は 1 µM 以上であった。また、OP0595 は avibactam と同様にクラ

ス B メタロ-β-ラクタマーゼを阻害せず、その IC50 値は 300 µM より大きかった。 

 

（２）X 線結晶構造解析 

P. aeruginosa 由来 AmpC または CTX-M-44 の OP0595 との複合体結晶構造は、それぞ

れ 1.68 Å 及び 1.42 Å 分解能で決定した。両方の構造において、OP0595 はその 5 員環の

カルボニル-窒素結合を開裂し、β-ラクタマーゼの活性中心に存在するセリン残基と共有

結合していることが明らかとなり、これは avibactam と同様であった（Fig. 6）(47), (48)。 

AmpC との複合体においては、OP0595 のカルボキシアミド基は Gln146 及び Asn179

の側鎖、そして Ser345 のカルボニル酸素と水素結合していた。CTX-M-44 との複合体に

おいては、OP0595 のカルボキシアミド基は Asn104 及び Asn132 の側鎖、そして水分子
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と水素結合していた。これらの水素結合ネットワークは avibactam における AmpC また

は CTX-M-15 との複合体中で見られたものと同様であった。CTX-M-44 と OP0595 の複

合体では、OP0595 の末端アミンの電子密度は観察されなかったことから、側鎖末端は

自由度の高いコンフォメーションを有しており、水素結合の形成に関与していないこと

が示唆された。 

 

（３）抗菌活性とその作用機序 

寒天平板希釈法により MIC を測定した結果、OP0595 は多くの Enterobacteriaceae の菌

に対し 1~8 µg/mL で抗菌活性を示したが、ブドウ糖非発酵菌、プロテウス属、セラチア

属、そして、グラム陽性菌に対してはほぼ抗菌活性を示さなかった（Table 3）。また、

OP0595 は avibactam より約 8 倍強い抗菌活性を示した。 

KPC、ESBL、または、AmpC を発現する Enterobacteriaceae を含む代表的なグラム陽性

菌及びグラム陰性菌に対し、OP0595 を併用した際の piperacillin、cefepime、meropenem

の抗菌活性を測定した結果、多くの場合、OP0595 の併用濃度である 4 µg/mL が OP0595

単独の抗菌活性を超えていた為、併用抗菌活性は最低設定濃度以下となった。一方、

SHV-18 型 ESBL を産生する K. pneumoniae ATCC 700603、AmpC 構成型発現の

P. aeruginosa である MSC17715 及び MSC17716、Burkholderia cepacia ATCC 25416 等の

OP0595が抗菌活性を示さない株に対してはOP0595のβ-ラクタマーゼ阻害活性等により、

各 β-ラクタム薬の抗菌活性を高め、相乗効果が認められた。 

OP0595 の抗菌活性の作用機序を解明する為に、E. coli K-12 W3110 株の PBP に対する

OP0595 の阻害活性を、薬剤非添加時の Bocillin FL penicillin 結合量から IC50 として測定

し、avibactam、mecillinam、aztreonam、piperacillin、cefepime、meropenem の阻害活性と

比較した（Table 4）。その結果、OP0595 は PBP 2 のみを阻害することが明らかとなり、

その阻害活性は avibactam より強く、mecillinam より弱かった。 

更に、E. coli K-12 W3110 株を用いて、OP0595、mecillinam、cefepime による形態変化

を観察した（Fig. 7）。その結果、OP0595 と mecillinam はともに 1×MIC の濃度で E. coli

を球形化させた。したがって、OP0595 が、mecillinam の様に PBP 2 阻害により抗菌活性

を示すことが示唆された。一方、cefepime は 1×MIC の濃度で E. coli をフィラメント化
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させた。これは PBP 3 阻害による Enterobacteriaceae のフィラメント化に特徴的な形態変

化である(49)。 

 

（４）OP0595 の増強効果 

Enterobacteriaceae のいくつかの菌に対しては mecillinam の様な PBP 2 阻害薬は抗菌活

性を示さない(50), (51)。しかし、この様な状態であっても、mecillinam は他の β-ラクタ

ム系薬の抗菌活性を増強させる効果を持つことが知られている(52), (53)。そこで、

OP0595 の抗菌活性に耐性化し、かつ、β-ラクタマーゼを保有しない E. coli K-12 W3110

株の変異株を用いて、OP0595も同様な増強効果を有するかどうかを試験した（Table 5）。

OP0595 は β-ラクタマーゼ阻害活性と抗菌活性を有するため、その耐性化が抗菌活性に

対するものであるときは「抗菌活性に耐性化」と表現することにする。なお、この変異

株は mecillinam に交叉耐性していたが、他の β-ラクタム系薬に対しては交叉耐性をして

いなかった。その結果、4 µg/mL の OP0595 を併用することで、mecillinam と同じように

piperacillin、cefepime、aztreonam の抗菌活性を 4~32 倍以上増強させた。更に、OP0595

の増強効果は OP0595 の併用濃度が上がることで増加した（Fig. 8）。一方、OP0595 の

増強効果は meropenem と mecillinam との併用では見られなかった。 

 

３－２ 考察 

OP0595 は、クラス A、C セリン-β-ラクタマーゼに対して、avibactam と同等かやや弱

い阻害活性を示したが、OXA-23 等のクラス D セリン-β-ラクタマーゼに対する阻害活性

は弱く、クラス B メタロ-β-ラクタマーゼは阻害しなかった。この結果を詳細に解析す

る為に、P. aeruginosa 由来 AmpC または CTX-M-44 との結晶構造解析を行った結果、

OP0595 は avibactamと同様に β-ラクタマーゼの活性部位に存在するセリン残基と共有結

合し、そのカルボキシアミド側鎖が活性部位のポケットにおいて水素結合を形成してい

ることが明らかになった。更に、OP0595 のアルキルアミン側鎖の末端アミンは、これ

らの酵素の活性部位への相互作用にあまり貢献していないことが示唆された。具体的に

は、このアルキルアミン側鎖は水素結合の形成に関与しておらず、むしろ、活性部位ポ

ケットの底部との弱い疎水性相互作用が示唆されるに留まった。これは avibactam より

伸長された OP0595 の側鎖が β-ラクタマーゼ阻害活性を増強していない結果と一致して
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いる(47), (48)。しかしながら、OP0595 と avibactam の β-ラクタマーゼ阻害活性を厳密に

比較する為には、アシル化や脱アシル化の反応速度パラメータの算出を含む更なる試験

が必要である(54)。 

 OP0595は多くのEnterobacteriaceaeに対して 1~8 µg/mLで抗菌活性を示した為、OP0595

の併用濃度である 4 µg/mL で OP0595 が抗菌活性を示し、併用された β-ラクタム系薬の

併用抗菌活性は最低設定濃度以下となった。しかし、K. pneumoniae ATCC 700603 及び

AmpC 構成型発現 P. aeruginosa の様な OP0595 の抗菌活性に耐性化した株については

OP0595 の相乗効果が見られ、クラス A、C セリン-β-ラクタマーゼを阻害していること

が示された。 

 OP0595 の抗菌活性の作用機序は PBP 結合親和性測定により、PBP 2 阻害によるもの

であることが示され、これは mecillinam 及び avibactam と同様であった。更に、OP0595

は、PBP 2 阻害により典型的にみられる E. coli の球形化を引き起こした(55), (56)。1980

年代及び 1990 年代には、mecillinam は β-ラクタム系薬の抗菌活性を増強することが幾度

も報告されていたが、その作用機序は解明されていない(52), (53), (55), (56)。OP0595 も、

OP0595 の抗菌活性に耐性化し、かつ、β-ラクタマーゼを保有しない E. coli に対して

piperacillin、cefepime、aztreonam の抗菌活性を増強した。一方、本菌に対して、meropenem

または mecillinam は相乗効果を示さなかった。これは meropenem 及び mecillinam は

OP0595 と同様に PBP 2 への結合が最も強く、piperacillin、cefepime、aztreonam は PBP 3

に対する結合が最も強いことから説明することができる。これは、Livermore らによって

も示されており、クラス A 及び C セリン-β-ラクタマーゼだけでなく、OP0595 が阻害活

性を示さないクラス B メタロ-β-ラクタマーゼを保有する Enterobacteriaceae に対しても

OP0595 が PBP 2 を第一の標的としない β-ラクタム系薬の抗菌活性を増強した(57)。した

がって、PBP 2 を第一の標的としない β-ラクタム系薬に PBP 2 阻害活性を付与すること

で増強作用が示されることが示唆された。なお、avibactam も PBP 2 への結合が最も強い

が、4 µg/mL の併用濃度では ceftazidime の抗菌活性を増強しなかった。つまり、avibactam

の増強効果は、臨床現場では到達不可能な程、高い濃度にてみられる可能性がある。ま

た、Doumith らにより、OP0595 の抗菌活性に耐性化した E. coli の遺伝子変異解析から、

PBP 2 の遺伝子変異ではなく、緊縮応答を促す二成分制御経路である RpoS 経路の遺伝

子変異が見つかっている(58)。これは、mecillinam に対する耐性株の遺伝子変異としても
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報告されており、更に、同じく mecilinam に対する耐性株の遺伝子変異として報告され

ている RcsBC 経路と同様に、呼吸鎖、リボソーム、システイン生合成、tRNA 合成、ピ

ロリン酸代謝に影響を与え、緊縮応答を活性化し、グアノシン 4 リン酸（ppGpp）の細

胞内量を増やし、FtsZ を過剰発現させることで、PBP 2 阻害によって誘導された球形形

態での安定した成長を可能にさせている(59), (60)。OP0595 と mecillinam の PBP 結合親

和性から、これら耐性機序は類似していると予想され、更には、OP0595 と同様に

mecillinam も OP0595 耐性菌に対して β-ラクタム系薬の抗菌活性を増強させることが示

されている(52), (53)。 

 

３－３ 小括 

OP0595 は以下の 3 つの作用機序、①クラス A 及び C セリン-β-ラクタマーゼ活性部位

への共有結合を介した β-ラクタマーゼ阻害作用、②Enterobacteriaceae の PBP 2 を標的と

した抗菌作用、③Enterobacteriaceae に対して mecillinam と同様に PBP 2 以外の PBP を第

一の標的とする β-ラクタム系薬へ PBP 2 阻害作用の付与による抗菌活性の増強作用、を

有することが示された。したがって、OP0595 と β-ラクタム系薬との併用により、薬剤

耐性を克服する可能性が見出された。本研究で使用された β-ラクタム系薬はすべて

OP0595 の併用相手となる可能性を有しており、特に piperacillin、cefepime、aztreonam と

OP0595 の併用は OP0595 の 3 つの特徴を全て発揮できる組み合わせであった。 
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(a) Co-crystal of OP0595 with AmpC 

 
 

(b) Co-crystal of OP0595 with CTX-M-44 

 

 

(c) Frame format of OP0595 with serine residue of β-lactamase 

 

Fig. 6 X-ray crystallographic analyses of co-crystal of OP0595 with AmpC or CTX-M-44 
β-lactamases.  

OP0595 and neighbouring amino acids within 5 Å are shown as stick models, with their carbon atoms 

coloured green and yellow, respectively. Water molecules and active-site pockets are displayed by ball and 

surface models, respectively. Hydrogen bonds are represented by thin green lines. The terminal amine of 

OP0595 has a flexible conformation in the CTX-M-44 complex. 
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Table 4 PBP binding activity of OP0595 against E. coli K-12 strain W3110 

E. coli PBP 
IC50 (µg/mL) a 

OP0595 Avibactam Mecillinam Aztreonam Piperacillin Cefepime Meropenem

1a/1b >8    >8   >8   >8   1.1  2.3  0.73 

2 0.12 0.49 <0.008 >8   0.44 0.24 <0.008

3 >8    >8   >8   0.011 <0.008 0.012 0.082

4 >8    >8   >8   >8   6.9  6.6  0.011

5/6 >8    >8   >8   >8   6.3  >8   0.28 
a Concentration of β-lactam that inhibits 50% of Bocillin FL penicillin binding to that PBP compared to a 

no-drug control. 
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Fig. 7 Phase-contrast micrographs of E. coli K-12 strain W3110 after exposure to OP0595 or 
β-lactam agents at 1×MIC taken at 4.5 hours after the addition of each compound.  

The concentrations of compounds were as follows: (a) antibiotic-free control; (b) 0.03 µg/mL of cefepime; 

(c) 2 µg/mL of OP0595; (d) 0.5 µg/mL of mecillinam. 
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Fig. 8 Activity of OP0595 as an enhancer of the antibiotic activity of various β-lactam agents 
against a β-lactamase-negative and OP0595-resistant mutant of E. coli K-12 W3110. 

Symbols: ●, mecillinam/OP0595; ▲, piperacillin/OP0595; ■, aztreonam/OP0595; ○, meropenem/OP0595; 

△, cefepime/OP0595; □, ceftazidime/avibactam. 
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第４章 CTX-M-15 陽性の E. coli 及び KPC 陽性の K. pneumoniae に対する新規

diazabicyclooctane 化合物 OP0595 の in vitro 及び in vivo 活性 

 

第３章では、OP0595 は、Enterobacteriaceae に対して抗菌薬として作用し、さらに、β-

ラクタム系薬増強剤としても作用する β-ラクタマーゼ阻害薬であることから、OP0595

を併用した際の β-ラクタム系薬の抗菌活性を正確に評価できないこととが分かった。そ

こで、OP0595 の抗菌活性の性質や、OP0595 併用時の β-ラクタム系薬の有効性の情報を

集める為に、β-ラクタマーゼ陽性の Enterobacteriaceae を用いた in vitro 殺菌試験及び in 

vivo マウス大腿感染モデルの評価を行った。 

 

４－１ 実験結果 

（１）In vitro での併用濃度測定試験 

 β-ラクタム系薬と併用する際に最適な OP0595 の濃度を評価する為に、様々な濃度の

OP0595 を併用した時の piperacillin、cefepime、meropenem の MIC を微量液体希釈法によ

り測定した。CTX-M-15 陽性の E. coli 5 株と、KPC 陽性の K. pneumoniae 5 株について、

それぞれの株に対する MIC の幾何平均値を算出し、OP0595 の併用濃度とともにプロッ

トした（Fig. 9）。その結果、全ての β-ラクタム系薬について、細菌の種類に因らず、

OP0595 の併用濃度の増加にしたがって MIC の幾何平均値が減少し、2 µg/mL の併用濃

度で全ての β-ラクタム系薬の MIC が CLSI ガイドラインにおいて Enterobacteriaceae に対

して感受性となる濃度に達した(42)。 

 

（２）β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae に対する OP0595 の単独または cefepime

併用による殺菌効果 

これまでの結果から、OP0595 の併用濃度である 4 µg/mL が OP0595 単独の抗菌活性を

超えている場合が多い為、OP0595 を併用した際の β-ラクタム系薬の MIC は最低設定濃

度以下となることが分かった。そこで、cefepime と OP0595 の併用抗菌活性を明らかに

する為に、5 株の CTX-M-15 陽性の E. coli と、5 株の KPC 陽性の K. pneumoniae に対し
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て、cefepime と OP0595 の組み合わせによる殺菌効果を測定した。まず、殺菌試験での

参照抗菌活性を測定する為に、それぞれの株に対する cefepime 及び OP0595 の単独また

は併用時の MIC を微量液体希釈法により測定した（Table 6）。その結果、K. pneumoninae 

ATCC BAA-1899 を除いた 9 株の Enterobacteriaceae に対して OP0595 の MIC は≤4 µg/mL

であり、かつ、全てのEnterobacteriaceaeに対してOP0595を4 µg/mL併用した時の cefepime

の MIC は≤0.004 µg/mL となった。したがって、OP0595 単独の抗菌活性と cefepime と

OP0595 の併用抗菌活性を分けることが難しいことが明らかとなった。そこで、CLSI ガ

イドラインにおいて cefepime が Enterobacteriaceae に対して感受性となる濃度である 2 

µg/mL を基準とし、1/8 倍及び 1/2 倍、つまり、0.25 µg/mL 及び 1 µg/mL の cefepime の濃

度を用いて殺菌試験を行った(42)。この時、OP0595 の濃度は 1 µg/mL 及び 4 µg/mL とし

た。Enterobacteriaceae のうち、CTX-M-15 陽性 E. coli MSC20653 と KPC 陽性 K. pneumoniae 

ATCC BAA-1904 に対する殺菌曲線をそれぞれ Fig. 10 に示し、全ての株に対する殺菌効

果を Table 7 と Table 8 にまとめた。 

 OP0595 単独については、K. pneumoninae ATCC BAA-1899 を除いた 9 株の

Enterobacteriaceae に対する MIC は≤4 µg/mL であったが、殺菌試験では、4 µg/mL の

OP0595 において、薬剤作用開始から 4 または 6 時間後に複数の株の生菌数を減少させ

たものの、その後に再増殖が起こり、いずれの株に対しても薬剤作用開始から 24 時間

後の生菌数は減少させなかった。 

Cefepime 単独については、1 µg/mL の濃度において試験に用いた株の生菌数は減少し

なかったが、OP0595 を cefepime に併用することで殺菌効果が生じた。特に 4 µg/mL の

OP0595 の併用は 0.25 µg/mL 及び 1 µg/mL の cefepime 両方の条件について殺菌効果を示

し、5 株全ての CTX-M-15 陽性 E. coli 及び 4 株の KPC 陽性 K. pneumoniae に対して、薬

剤作用開始時から 24時間後の生菌数を 3 log 10 CFU/mL減少させた。K. pneumoniae ATCC 

BAA-1900 では薬剤作用開始時から 24 時間後に再増殖が見られたが、その生菌数は薬剤

作用開始時の生菌数よりも 10 倍少なかった。Cefepime の殺菌力は OP0595 の併用濃度に

より異なり、薬剤作用開始時から 24 時間後の生菌数を 3 log 10 CFU/mL 減少させた株数

は 1 µg/mL よりも 4 µg/mL の併用濃度の方が多かった。 
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（３）好中球減少マウスを用いた大腿部感染モデル 

好中球減少マウスを用いた大腿部感染モデルにより、OP0595 単独及び cefepime との

併用による in vivo 試験での有効性を明らかにした。好中球が減少した Crlj:CD1（ICR）

マウスの大腿部で増殖することが確認された CTX-M-15 陽性 E. coli MSC20662 及び

MSC20653、KPC 陽性 K. pneumoniae ATCC BAA-1705 及び ATCC BAA-1904 の 4 株を試

験株として用い、感染から 24 時間後の生菌数を Fig. 11 に示した。その結果、CTX-M-15

陽性 E. coli に対しては、10 mg/kg の cefepime 単独または 2.5 mg/kg の OP0595 単独で治

療したマウスの大腿部生菌数は、vehicle 群とほぼ同等であり、生菌数を減らさなかった。

一方、cefepime と OP0595 の併用群（それぞれ 5 mg/kg の cefepime と 1.25 mg/kg の OP0595

の併用群と、10 mg/kg の cefepime と 2.5 mg/kg の OP0595 の併用群）では、vehicle 群よ

りも有意に生菌数を減らした（p < 0.05）。 

次に、KPC 陽性 K. pneumoniae に対しては、10 mg/kg の cefepime 単独または 2.5 mg/kg

の OP0595 単独で治療したマウスの大腿部生菌数は、vehicle 群とほぼ同等であり、生菌

数を減らさなかった。一方、cefepime と OP0595 の併用群（それぞれ 5 mg/kg の cefepime

と 1.25 mg/kg の OP0595 の併用群と、10 mg/kg の cefepime と 2.5 mg/kg の OP0595 の併用

群）では、vehicle 群よりも有意に生菌数を減らした（p < 0.05）。以上の結果から、好中

球減少マウスの大腿部感染モデルにおいて、cefepime と OP0595 はそれぞれ単独投与で

はなく、併用投与することで、マウスの大腿部生菌数を減らすことが明らかとなった。 

 

４－２ 考察 

近年、ceftazidime-avibactam、imipenem-relebactam、ceftrolozane-tazobactam などの β-ラ

クタム系薬と β-ラクタマーゼ阻害薬の合剤に於いて、β-ラクタマーゼ阻害薬の併用濃度

は 4 µg/mL にて試験されている(20), (24), (61)。そこで、まず OP0595 の最適な併用濃度

を確認する為に、様々な濃度の OP0595 を piperacillin、cefepime、meropenem に併用させ、

Enterobacteriaceae である CTX-M-15 陽性の E. coli や KPC 陽性の K. pneumoniae に対する

MIC を測定したところ、OP0595 の併用濃度の増加にしたがって MIC の幾何平均値が減

少し、2 µg/mL の併用濃度で全ての β-ラクタム系薬の MIC が CLSI ガイドラインにおい

て Enterobacteriaceae に対して感受性となる濃度に達した。これは Livermore らの OP0595

を用いた試験と同様であった(62)。つまり、他の β-ラクタム系薬と β-ラクタマーゼ阻害
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薬の合剤と同じように、in vitro 試験では OP0595 は 4 µg/mL の併用濃度で充分であるこ

とが示唆された。次に、OP0595 の単独、及び、cefepime と併用した際の殺菌試験を行っ

た。Cefepime は、OP0595 と併用することで CTX-M-15 陽性の E. coli や KPC 陽性の

K. pneumoniae に対して強い併用抗菌活性を示した為、OP0595 の最も良い組み合わせ β-

ラクタム系薬の一つと考えられる。殺菌試験は、通常、試験薬の MIC を基準としてその

倍数の濃度を用いるが、OP0595 は自身が抗菌活性を有している為、4 µg/mL の OP0595

を併用した時の MIC をベースとした濃度を用いることが出来ない。そこで、CLSI ガイ

ドラインでの cefepime の Enterobacteriaceae に対する感受性濃度は 2 µg/mL であることを

利用し(42)、本濃度より低濃度で cefepime の殺菌作用が生じれば cefepime-OP0595 併用

の有効性が確認できると考えた。したがって、本試験では cefepime の感受性濃度を基準

として試験濃度を設定した。その結果、cefepime 単独に対して耐性化している CTX-M-15

陽性の E. coli や KPC 陽性の K. pneumoniae に対して、OP0595 を併用した cefepime は殺

菌効果を示した。これらの結果は、OP0595 が自身の抗菌活性、β-ラクタマーゼ阻害活性、

β-ラクタム系薬増強作用によって、cefepime の殺菌活性を回復させたことが示唆された。

一方、OP0595 は一部の β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae に対しては 4 µg/mL で抗

菌活性を示したが、OP0595 単独による殺菌試験では、生菌数の変化は殺菌的では無く、

かつ、全ての菌が再増殖した。これらの所見は、幾つかの Enterobacteriaceae が OP0595

の PBP 2 阻害活性による抗菌活性に耐性化し、これらの耐性株が主のポピュレーション

になったことを示唆している。この PBP 2 阻害薬への耐性化は容易に起こり、他の PBP 2

阻害薬である mecillinam においても報告されており、かつ、Doumith らにより、これら

の耐性クローンのフィットネスコストが高いことが報告されている(58), (60)。更に、前

述の通り、OP0595 耐性 Enterobacteriaceae は、OP0595 の抗菌活性に影響されることなく、

OP0595 の β-ラクタマーゼ阻害活性と β-ラクタム系薬増強作用により、β-ラクタム系薬

と OP0595 の併用抗菌活性に対して高い感受性を示している。これらの結果をまとめる

と、OP0595 の抗菌活性は単独では不十分であるが、cefepime の殺菌作用に貢献している

ことが示された。更に、β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae に対する殺菌試験に於い

て、OP0595 の β-ラクタマーゼ阻害活性と β-ラクタム系薬増強作用も cefepime の殺菌効

果に強く貢献していることが示された。 
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 本章では、CTX-M-15 陽性の E. coli や KPC 陽性の K. pneumoniae を用い、cefepime を

併用相手薬とした試験による OP0595 の in vivo データを報告している。OP0595 及び

cefepime のそれぞれ単独での治療ではマウス大腿部の生菌数を減少させないが、両者を

併用して治療することで、vehicle 群より有意に生菌数を減少させた。この結果から、

OP0595 の抗菌活性は単独では不十分であるが、OP0595 の β-ラクタマーゼ阻害活性と β-

ラクタム系薬増強作用は cefepimeと併用させることで発揮されることが in vivo試験に於

いても示唆された。OP0595 の特徴を in vivo 試験で明らかにする為には、ヒトでの薬物

動態（PK）を再現する用量設定と、PK/PD 試験が必要である。しかし、PK/PD パラメー

タを測定する為の OP0595 併用時の β-ラクタム系薬の MIC を測定することは、多くの

Enterobacteriaceae に対する OP0595 の抗菌活性が併用濃度と同じ 4 µg/mL であることか

ら困難となる(62)。最近では、ceftaloline-avibactam、aztreonam-avibactam、

ceftolozane-tazobactam の様な β-ラクタム系薬と β-ラクタマーゼ阻害薬の併用による

PK/PD 試験が in vitro 試験や in vivo 試験にて行われている(46), (63)-(65)。これらの試験

の中には in vitro hollow-fiber モデルを用い、一定の濃度の β-ラクタマーゼ阻害薬に、ヒ

トの PK の β-ラクタム系薬を作用させ、β-ラクタマーゼ阻害薬の影響を明らかにしてい

るものがある。しかし、この試験系に OP0595 を用いた場合、β-ラクタマーゼ阻害活性

だけでなく、抗菌活性と β-ラクタム系薬増強作用が上乗せされることから、試験結果の

解釈が難しいことが予想される。これらの課題の解決には更なる研究が必要である。 

 

４－３ 小括 

 In vitro の殺菌試験及び in vivo のマウス大腿感染モデルの両方に於いて、OP0595 の単

独の抗菌活性は不十分であるが、cefepime と併用することで cefepime 単独よりも強い有

効性を示すことが明らかとなった。これらのデータから、OP0595 と β-ラクタム系薬を

併用して使用することは、OP0595 の抗菌活性を発揮させるのに重要であることが示唆

された。 
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Fig. 9 Antimicrobial activity of β-lactam agents in combination with various concentrations of 
OP0595 against five strains of CTX-M-15-positive E. coli and five strains of 
KPC-positive K. pneumoniae.  

A MIC of >128 µg/mL was counted as 256 µg/ml when calculating the geometric mean, and a MIC of 

≤0.008 as 0.008 µg/mL. 
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Table 6 In vitro antibacterial activity of cefepime and OP0595 against CTX-M-15-positive E. coli 
and KPC-positive K. pneumoniae 

Organism β-Lactamase MIC (μg/mL) 

  OP0595 Cefepime Cefepime-OP0595 a 

E. coli MSC20613 CTX-M-15 2  >64  ≤0.004   

E. coli MSC20627 CTX-M-15 2  >64  ≤0.004   

E. coli MSC20653 
CTX-M-15, 
OXA-1 

2  >64  ≤0.004   

E. coli MSC20662 CTX-M-15 2  >64  ≤0.004   

E. coli MSC20670 
CTX-M-15, 
OXA-1 

1  >64  ≤0.004   

K. pneumoniae ATCC BAA-1705 KPC-2 2  >64  ≤0.004   

K. pneumoniae ATCC BAA-1898 KPC-2 2  64  ≤0.004   

K. pneumoniae ATCC BAA-1899 KPC-2 16  >64  ≤0.004   

K. pneumoniae ATCC BAA-1900 KPC-3 2  64  ≤0.004   

K. pneumoniae ATCC BAA-1904 KPC-3 4  >64  ≤0.004   
a The combined concentration of OP0595 was fixed at 4 μg/mL. 
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(a) CTX-M-15-positive E. coli MSC20653 
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(b) KPC-positive K. pneumoniae ATCC BAA-1904 
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Fig. 10 Time–kill curve of a combination of OP0595 and cefepime against CTX-M-15-positive 
E. coli MSC20653 and KPC-positive K. pneumoniae ATCC BAA-1904. 

Abbreviations: FEP, cefepime; CAZ, ceftazidime; AVI, avibactam. The detection limit was 1.30 log10 

CFU/mL. 
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Table 7 Effect of OP0595 on the bactericidal activity of cefepime against CTX-M-15-positive E. coli 
 
 
 
 
 
 

Concentration 
of cefepime 

(µg/mL) 

Concentration 
of OP0595 
(µg/mL) 

No. of strains reaching the indicated decrease 
in CFU/mL after the period shown 

2 h 4 h 6 h  24 h 
90% 99% 99.9% 90% 99% 99.9% 90% 99% 99.9%  90% 99% 99.9%

Growth control 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 

   0.25 4 3 3 1 5 5 5 5 5 5  5 5 5 
1 1 4 2 1 5 5 4 5 5 5  4 4 4 
1 4 4 2 1 5 5 5 5 5 5  5 5 5 

1 0 0 0 0 0 0 1 1 0  0 0 0 
4 1 0 0 2 0 0 4 2 0  0 0 0 
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Table 8 Effect of OP0595 on the bactericidal activity of cefepime against KPC-positive 
K. pneumoniae 

Concentration 
of cefepime 

(µg/mL) 

Concentration 
of OP0595 
(µg/mL) 

No. of strains reaching the indicated decrease 
in CFU/mL after the period shown 

2 h 4 h 6 h  24 h 
90% 99% 99.9% 90% 99% 99.9% 90% 99% 99.9%  90% 99% 99.9%

Growth control 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 

   0.25 4 5 5 2 5 5 5 5 5 5  5 5 4 
1 1 5 5 3 5 5 4 5 5 5  3 3 2 
1 4 4 4 3 5 5 5 5 5 5  5 4 4 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 
4 1 0 0 5 2 1 3 1 0  0 0 0 
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Fig. 11 Comparison of the efficacy between sole and combined administration of -lactam agents in a 
neutropenic murine model of thigh infection with CTX-M-15-positive E. coli and 
KPC-positive K. pneumoniae.  

Abbreviations: FEP, cefepime; CAZ, ceftazidime; AVI, avibactam. Six mice per group were rendered 

neutropenic, and 6.28 log10 CFU/mouse of E. coli MSC20653, 6.10 log10 CFU/mouse of E. coli MSC20662, 

5.60 log10 CFU/mouse of K. pneumoniae ATCC BAA-1705 or 5.49 log10 CFU/mouse of K. pneumoniae 

ATCC BAA-1904 was injected into the thigh, followed by subcutaneous administration of the test compounds 

at 1, 3 and 5 h after infection. The mean log10 CFU per thigh recovered from the infected thigh after 24 h is 

shown; error bars represent the SD. A P value of <0.05 indicates significance relative to the untreated control 

(vehicle) and is indicated by an asterisk (*) or a hash (#).
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第５章 AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対する新規 diazabicyclooctane 化合物

OP0595 の in vitro 及び in vivo 活性 

 

第３章では、OP0595 は Enterobacteriaceae に対して抗菌活性を有し、さらに、β-ラクタ

ム系薬増強剤としても作用するセリン-β-ラクタマーゼ阻害薬であることが分かったが、

P. aeruginosa の様なブドウ糖非発酵菌に対しては、抗菌活性を示さないことが分かった。

そこで本章では、AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対し、cefepime と OP0595 の併用に

関する可能性を in vitro 殺菌試験と in vivo 感染症モデルにより証明した。 

 

５－１ 実験結果 

（１）In vitro での併用濃度測定試験 

 β-ラクタム系薬と併用する際に最適な OP0595 の濃度を評価する為に、様々な濃度の

OP0595 を併用した時の piperacillin、cefepime、meropenem の MIC を微量液体希釈法によ

り測定した。AmpC 構成型発現 P. aeruginosa 3 株について、それぞれの株に対する MIC

の幾何平均値を算出し、OP0595 の併用濃度とともにプロットした（Fig. 12）。その結果、

全ての β-ラクタム系薬について、OP0595 の併用濃度の増加にしたがって MIC の幾何平

均値が減少した。また、いずれの場合も 4 µg/mL の併用濃度で β-ラクタム系薬の MIC

はプラトーに達した。試験に用いた β-ラクタム系薬の中では cefepime で最も MIC の低

下が見られた。これらの結果から、in vitro 試験での MIC 減少に十分な OP0595 の併用濃

度は 4 µg/mL であり、かつ、cefepime は最適な併用相手薬の一つであることが示唆され

た。一方、AmpC の発現量が野生型レベルである P. aeruginosa ATCC 27853 に対する

piperacillin、cefepime、meropenem の抗菌活性には OP0595 は影響を与えなかったことか

ら、OP0595 は AmpC 阻害薬として作用したことが示唆された（data not shown）。 
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（２）AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対する OP0595 の単独または cefepime 併用に

よる殺菌効果 

Cefepime の抗菌活性に対する OP0595 の併用効果を詳細に評価する為に、3 株の AmpC

構成型発現 P. aeruginosa に対する殺菌効果を測定した。まず、殺菌試験での参照抗菌活

性を測定する為に、それぞれの株に対する cefepime 及び OP0595 の単独または併用時の

MIC を微量液体希釈法により測定した結果、全ての株に対し OP0595 は 16 µg/mL では抗

菌活性を示さず、cefepime は弱い抗菌活性を示した（Table 9）。一方、cefepime と OP0595

の併用はこれらの株に対して強い抗菌活性を示し、CLSI ガイドラインでの感受性となっ

た(42)。殺菌試験では OP0595 の β-ラクタマーゼ阻害活性の強さを評価する為に 2 つの

OP0595 併用濃度を設定した。Fig. 12 より、適切な OP0595 の併用濃度は 4 µg/mL である

為、不十分な併用濃度と適切な併用濃度を比較する為に OP0595 の併用濃度は 1 または

4 µg/mL とした。Cefepime の濃度は CLSI ガイドラインにて緑膿菌に対して感受性と中

等度となる 8 または 16 µg/mL とした。それぞれの AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対

する殺菌曲線を Fig. 13 に示し、全ての株に対する殺菌効果を Table 10 にまとめた。 

16 µg/mL の cefepime は全ての株に対して生菌数を減少させなかった。一方、OP0595

を併用した場合の 16 µg/mL の cefepime は全ての株にて生菌数を減少させた。特に、4 

µg/mL の OP0595 の併用により強い殺菌作用が見られた。全ての株に対して薬剤作用開

始時と比較し、24 時間目には 3 log10 CFU/ml の生菌数の減少が見られた。対照的に、

cefepime 単独、OP0595 単独、1 µg/mL の OP0595 と 16 µg/mL の cefepime の併用はどの

株に対しても殺菌作用は見られなかった。これらの結果は、OP0595 が AmpC 阻害薬と

して cefepime の殺菌作用を回復させたことが示唆された。 

 

（３）好中球減少マウスを用いた大腿部感染モデル 

好中球減少マウスを用いた大腿部感染モデルにより、OP0595 単独及び cefepime との

併用による in vivo 試験での有効性を明らかにした（Fig. 14）。好中球が減少した Crlj:CD1

（ICR）マウスの大腿部で増殖することが確認された AmpC 構成型発現 P. aeruginosa 

MSC17715 を試験株として用いた。20 mg/kg の cefepime 単独または 5 mg/kg の OP0595

単独で治療したマウスの大腿部生菌数は、vehicle 群とほぼ同等であり、生菌数を減らさ

なかった。一方、cefepime と OP0595 の併用群（それぞれ 10 mg/kg の cefepime と 2.5 mg/kg
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の OP0595 の併用群と、20 mg/kg の cefepime と 5 mg/kg の OP0595 の併用群）では、vehicle

群よりも有意に生菌数を減らした（p < 0.05）。 

これらの結果から、OP0595 は AmpC 阻害薬として働き、かつ、OP0595 単独は in vivo

試験に於いて抗菌活性を示さないことが示唆された。 

 

５－２ 考察 

 近年、ceftazidime-avibactam、imipenem-relebactam、ceftrolozane-tazobactam などの β-ラ

クタム系薬と β-ラクタマーゼ阻害薬の合剤に於いて、β-ラクタマーゼ阻害薬の併用濃度

は 4 µg/mL にて試験されている(20), (24), (61)。第４章の結果から、CTX-M-15 陽性の

E. coli や KPC 陽性の K. pneumoniae に対する piperacillin、cefepime、meropenem と併用し

た OP0595 の最適濃度も 4 µg/mL であった。本章に於いても同様な結果が得られ、AmpC

構成型発現 P. aeruginosa に対し、OP0595 が AmpC 阻害薬として十分に作用する併用濃

度も 4 µg/mL であることが明らかとなった。 

 OP0595 は piperacillin 及び cefepime の MIC を下げたが、meropenem の MIC を下げる

効果は弱かった。Piperacillin 及び cefepime は AmpC により容易に加水分解されるが、

meropenem は AmpC に対して安定であり(66)、これは Fig. 12 に示された結果と一致して

いた。OP0595 は KPC の様なセリン-カルバペネマーゼを阻害する為、meropenem と

OP0595 の併用は KPC 陽性の P. aeruginosa 株に対して強い抗菌活性を示すことが期待さ

れる。 

 ヒトに於ける OP0595 の有効性を予測する為には、ヒトの PK を用いた in vitro 

hollow-fiber 殺菌モデルや、マウスの PK を用いたマウス大腿部感染モデルの様な in vitro

及び in vivo での PK/PD 試験が必要となる。Enterobacteriaceae に対しては、OP0595 は β-

ラクタマーゼ阻害薬だけでなく、抗菌薬及び β-ラクタム系薬増強薬として作用してしま

う。しかし、本章の結果から、AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対しては β-ラクタマー

ゼ阻害薬としてのみ作用することが in vitro の殺菌試験及び in vivo のマウス大腿感染モ

デルの両方の試験に於いて示された。したがって、AmpC 構成型発現 P. aeruginosa を試

験菌として用いることで OP0595 併用時の β-ラクタム系薬の MIC が確定し、PK/PD パラ

メータが AUC/MIC、Cmax/MIC、Time above MIC のどれに相関するかを測定できると考

えられる。最近では、ceftaloline-avibactam、aztreonam-avibactam、ceftolozane-tazobactam
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の様な β-ラクタム系薬と β-ラクタマーゼ阻害薬の併用による PK/PD 試験が in vitro 試験

や in vivo 試験にて行われている(46), (63)-(65)。例えば in vitro hollow-fiber 殺菌モデルは、

β-ラクタマーゼ阻害活性の効果を検討する為に用いられており、これは一定の濃度の β-

ラクタマーゼ阻害薬に、ヒトの PK の β-ラクタム系薬を作用させている。OP0595 の効果

も AmpC 構成型発現 P. aeruginosa を用いることで複雑にせずに明らかにでき、臨床試験

の為の詳細な情報を得ることができると考えられる。 

 

５－３ 小括 

 OP0595 は P. aeruginosaに対しては β-ラクタマーゼ阻害薬として働くことが示された。

そして、in vitro の殺菌試験及び in vivo のマウス大腿感染モデルの両方に於いて、OP0595

は cefepime の抗菌活性を増加させることが明らかとなった。これらの情報は OP0595 が

P. aeruginosa 感染症を治療する為の新たな β-ラクタマーゼ阻害薬としての可能性を有し

ていることを示している。 
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Fig. 12 Antimicrobial activity of β-lactam agents in combination with various concentrations of 
OP0595 against three strains of AmpC-derepressed P. aeruginosa.  

A MIC of >128 µg/mL was counted as 256 µg/mL when calculating the geometric mean. 
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Table 9 In vitro antibacterial activity of cefepime and OP0595 against AmpC-derepressed 
P. aeruginosa 

Organism MIC (μg/mL) 

 OP0595 Cefepime Cefepime-OP0595 a 

P. aeruginosa MSC17689 >16 >64 2 

P. aeruginosa MSC17715 >16 32 2 

P. aeruginosa MSC17716 >16 16 2 
a The combined concentration of OP0595 was fixed at 4 μg/mL. 
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(a) P. aeruginosa MSC17689 
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(b) P. aeruginosa MSC17715 
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(c) P. aeruginosa MSC17716 
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Fig. 13 Time–kill curve of a combination of OP0595 and cefepime against AmpC-derepressed 
P. aeruginosa.  

Abbreviation: FEP, cefepime. The detection limit was 1.30 log10 CFU/mL. 
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Table 10 Effect of OP0595 on the bactericidal activity of cefepime against AmpC-derepressed 
P. aeruginosa 

 
 
 
 
 
 

Concentration 
of cefepime 

(µg/mL) 

Concentration 
of OP0595 
(µg/mL) 

No. of strains reaching the indicated decrease 
in CFU/mL after the period shown 

2 h 4 h 6 h  24 h 
90% 99% 99.9% 90% 99% 99.9% 90% 99% 99.9%  90% 99% 99.9%

Growth control 0 0 0 0 0 0 0 0   0 0 0 
16 1 1 0 3 1 0 3 1   1 0 0 
8 1 1 0 0 3 3 0 3 3   3 0 0 
8 4 3 1 0 3 3 1 3 3   3 3 2 

16 1 2 0 0 3 3 0 3 3   2 2 0 
16 4 2 2 0 3 1 1 3 3   3 3 3 

4 0 0 0 0 0 0 0 0   0 0 0 
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Fig. 14 Comparison of the efficacy between sole and combined administration of -lactam agents in a 
neutropenic murine model of thigh infection with AmpC-derepressed P. aeruginosa 
MSC17715. 

Six mice per group were rendered neutropenic, and 5.36 log10 CFU/mouse of P. aeruginosa MSC17715 was 

injected into the thigh, followed by subcutaneous administration of the test compounds at 1, 3 and 5 h after 

infection. The mean log10 CFU/thigh recovered from the infected thigh after 24 h is shown; error bars represent 

the SD. A P value of <0.05 indicates significance relative to the untreated control (vehicle) and is indicated by 

a hash (#). Abbreviation: FEP, cefepime. 
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第６章 総括 

1. 背景・目的 

近年、抗菌薬耐性グラム陰性菌は世界的に増加しており、これらの病原菌による感染

症に対して有効な抗菌薬が存在しないという問題が生じている。多くの場合、その耐性

機構には β-ラクタマーゼの産生が含まれており、既存の β-ラクタマーゼ阻害薬で阻害で

きず、かつ、β-ラクタマーゼに安定とされてきたセファロスポリン系 β-ラクタム、カル

バペネム系 β-ラクタムさえも加水分解するセファロスポリナーゼ（ESBL、AmpC 等）、

カルバペネマーゼ（KPC 等）が出現している。 

Meiji Seika ファルマ株式会社及び Fedora Pharmaceuticals は同時期に独立して新たな

diazabicyclooctane 系 β-ラクタマーゼ阻害薬 OP0595 を見出し、臨床開発を行っている。

OP0595 は同系統の先行品である avibactam とは異なり、抗菌薬及び β-ラクタム系薬増強

薬としても作用するセリン-β-ラクタマーゼ阻害薬である。そこで、本研究の目的は、

OP0595 の特徴的な作用である①β-ラクタマーゼ阻害薬、②Enterobacteriaceae に対する抗

菌薬、③Enterobacteriaceae に対して幾つかの β-ラクタム系薬の増強薬としての作用機序

を明らかにし、更に、OP0595 の抗菌活性の性質や、PK/PD 試験を実施する為の基礎情

報として OP0595 と β-ラクタム系薬の単独・併用による in vitro 殺菌試験及び in vivo マ

ウス大腿感染モデルを用いて β-ラクタマーゼ陽性Enterobacteriaceae及びAmpC構成型発

現 P. aeruginosa に対する有効性を評価することとした。 

 

2. 結果 

2.1. β-ラクタマーゼ阻害活性及びその阻害方法の解析 

OP0595 の β-ラクタマーゼ阻害活性を測定した結果、KPC 及び ESBL を含むクラス A、

C セリン-β-ラクタマーゼに対する IC50 値は全て 1 µM 以下であったが、OXA-23 等のク

ラス D セリン-β-ラクタマーゼに対する阻害活性は弱く、クラス B メタロ-β-ラクタマー

ゼは阻害しなかった。この阻害活性を更に解析する為に AmpC または CTX-M-44 の

OP0595 との複合体結晶構造を解析した結果、OP0595 は 5 員環のカルボニル-窒素結合を

開裂し、β-ラクタマーゼの活性部位に存在するセリン残基と共有結合していることが明

らかとなった。 
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2.2. OP0595 の単独抗菌活性と β-ラクタム系薬増強作用の解析 

OP0595 はブドウ糖非発酵菌、プロテウス属、セラチア属、グラム陽性菌に対して抗菌

活性を示さなかったが、多くの Enterobacteriaceae に対し、1~8 µg/mL で抗菌活性を示し

た。その為、ESBL、KPC を発現する Enterobacteriaceae に対し、4 µg/mL の OP0595 を併

用した際の piperacillin、cefepime、meropenem の抗菌活性を測定した結果、多くの場合、

OP0595 単独で抗菌活性を示した為、併用抗菌活性は最低設定濃度以下となった。OP0595

は E. coli K-12 W3110 株の PBP 2 へ特異的に結合し、更に、同株の OP0595 による形態変

化が mecillinam と同じく球形であったことから、OP0595 の抗菌活性は mecillinam と同

様に PBP 2 阻害によるものであることが示唆された。そこで、OP0595 の抗菌活性に耐

性化し、かつ、β-ラクタマーゼを保有しない E. coli K-12 W3110 株の変異株を用いて併用

抗菌活性を測定した結果、OP0595 は 4 µg/mL の併用により、piperacillin、cefepime、

aztreonam の抗菌活性を 4~32 倍以上増強させたが、meropenem 及び mecillinam とは相乗

効果を示さなかった。これは piperacillin、cefepime、aztreonam は PBP 3 に対する結合が

最も強く、meropenem 及び mecillinam は OP0595 と同様に PBP 2 への結合が最も強いと

考えられ、Enterobacteriaceae に対し、OP0595 は PBP 3 を標的とする β-ラクタム系薬の

抗菌活性を増強することが明らかとなった。 

 

2.3. β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae に対する OP0595 の in vitro 及び in vivo 活性 

OP0595 自体の抗菌活性の性質を解析する為に β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae

を用いて検証した。5 株の CTX-M-15（ESBL）陽性 E. coli 及び 5 株の KPC 陽性

K. pneumoniae を用いて殺菌試験を行った結果、OP0595 単独はいずれの株に対しても薬

剤作用開始から 24 時間後の生菌数を減少させなかった。1 µg/mL の cefepime 単独も全て

の株に対して生菌数を減少させなかったが、4 µg/mL の OP0595 を併用することで、0.25

及び 1 µg/mL の cefepime は、5 株全ての CTX-M-15 陽性 E. coli 及び 4 株の KPC 陽性

K. pneumoniae に対して生菌数を 3 log 10 CFU/mL 以上減少させた。 

次に、マウス大腿部感染モデルにより、OP0595 単独及び cefepime との併用による有

効性を明らかにした。CTX-M-15 陽性 E. coli 2 株、KPC 陽性 K. pneumoniae 2 株試験株と

して用い、感染から 24 時間後の生菌数を測定した結果、4 株全てについて、OP0595 単

53



 

 

独または cefepime 単独の生菌数は vehicle 群と同等であったが、OP0595 と cefepime の併

用群では 3~4 log10 CFU/thigh の生菌数を減少させ、vehicle 群よりも有意に生菌数を減ら

した。 

以上の結果から、β-ラクタマーゼ陽性 Enterobacteriaceae に対して OP0595 は、単独の

抗菌活性は不十分であるが、cefepime と併用することで cefepime 単独よりも強い抗菌活

性を示すことが明らかとなった。 

 

2.4. AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対する OP0595 の in vitro 及び in vivo 活性 

OP0595 は、P. aeruginosa に対して抗菌活性を示さないことから、β-ラクタマーゼ阻害

薬として働くかどうかを、AmpC 構成型発現 P. aeruginosa を用いて検証した。3 株の

AmpC 構成型発現 P. aeruginosa を用いて殺菌試験を行った結果、OP0595 単独はいずれ

の株に対しても薬剤作用開始から 24 時間後の生菌数を減少させなかった。16 µg/mL の

cefepime も全ての株に対して生菌数を減少させなかったが、4 µg/mL の OP0595 と併用す

ることで、3 株全ての株に対して生菌数を 3 log10 CFU/mL 以上減少させた。 

次に、マウス大腿部感染モデルにより、OP0595 単独及び cefepime との併用による有

効性を明らかにした。AmpC 構成型発現 P. aeruginosa MSC17715 を試験株として用い、

感染から 24 時間後の生菌数を測定した結果、OP0595 単独または cefepime 単独の生菌数

は vehicle 群と同等であったが、OP0595 と cefepime の併用群では 2~4 log10 CFU/thigh の

生菌数を減少させ、vehicle 群よりも有意に生菌数を減らした。 

以上の結果から、AmpC 構成型発現 P. aeruginosa に対して OP0595 は、単独での抗菌

活性を示さず、cefepime と併用することで cefepime 単独よりも強い抗菌活性を示し、β-

ラクタマーゼ阻害薬として働くことが示唆された。 

 

3．考察・結論 

OP0595 は以下の 3 つの作用機序、①クラス A 及び C セリン-β-ラクタマーゼ活性部位

への共有結合を介した β-ラクタマーゼ阻害作用、②Enterobacteriaceae の PBP 2 を標的と

した抗菌作用、③Enterobacteriaceae に対して mecillinam と同様に PBP 2 以外の PBP を第

一の標的とする β-ラクタム系薬へ PBP 2 阻害作用の付与による抗菌活性の増強作用、を

有することが示された。 
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 β-ラクタマーゼ陽性の Enterobacteriaceae に対する in vitro の殺菌試験及び in vivo のマ

ウス大腿感染モデルの両方に於いて、OP0595 の単独の抗菌活性は不十分であるが、

cefepime と併用することで cefepime 単独よりも強い有効性を示すことが明らかとなった。

これらのデータから、OP0595 と β-ラクタム系薬を併用して使用することは、OP0595 の

抗菌活性を発揮させるのに重要であることが示唆された。また、AmpC 構成型発現の

P. aeruginosaに対する in vitroの殺菌試験及び in vivoのマウス大腿感染モデルの両方に於

いて、OP0595 は単独の抗菌活性を示さずに cefepime の抗菌活性を増加させることが明

らかとなり、OP0595 は P. aeruginosa に対しては β-ラクタマーゼ阻害薬として働くこと

が示された。したがって、AmpC 構成型発現 P. aeruginosa を試験菌として用いることで

OP0595 併用時の β-ラクタム系薬の MIC が確定し、PK/PD パラメータが AUC/MIC、

Cmax/MIC、Time above MIC のどれに相関するかを測定できると考えられる。以上の研究

結果が、これらの臨床試験や上市後の臨床現場における有効性の解釈に貢献できるもの

と期待される。 
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掲載論文 

 

本論文は以下の論文を中心にまとめた。 

 

（１）OP0595, a new diazabicyclooctane: mode of action as a serine β-lactamase inhibitor, 

antibiotic and β-lactam 'enhancer'. 

Morinaka A, Tsutsumi Y, Yamada M, Suzuki K, Watanabe T, Abe T, Furuuchi T, Inamura S, 

Sakamaki Y, Mitsuhashi N, Ida T, Livermore DM. J Antimicrob Chemother. 2015 

Oct;70(10):2779-86. 

 

（２）In vitro and In vivo Activities of OP0595, a New Diazabicyclooctane, against 

CTX-M-15-Positive Escherichia coli and KPC-Positive Klebsiella pneumoniae. 

Morinaka A, Tsutsumi Y, Yamada K, Takayama Y, Sakakibara S, Takata T, Abe T, Furuuchi 

T, Inamura S, Sakamaki Y, Tsujii N, Ida T. Antimicrob Agents Chemother. 2016 Apr 

22;60(5):3001-6. 

 

（３）In vitro and in vivo activities of the diazabicyclooctane OP0595 against 

AmpC-derepressed Pseudomonas aeruginosa. 

Morinaka A, Tsutsumi Y, Yamada K, Takayama Y, Sakakibara S, Takata T, Abe T, Furuuchi T, 

Inamura S, Sakamaki Y, Tsujii N, Ida T. J Antibiot (Tokyo). 2017 Mar;70(3):246-250. 
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