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研究成果の概要（和文）：本研究では立体構造の報告が少ない抗菌薬とヒト血清アルブミン（HSA）複合体のX線
結晶構造解析を試みた。その結果、７種類の抗菌薬について結晶化に成功し、うち３種類については構造を決
定、詳細な相互作用様式を解明することができた。また、薬剤感受性試験により、HSAとの結合部位について競
合する薬物が存在すると最小発育阻止濃度が変化し、薬効に影響することを実験的に確認した。

研究成果の概要（英文）：Plasma protein binding is an essential factor in drug activity. Some 
antibiotics interact with human serum albumin (HSA), an abundant protein in human plasma. When the 
binding fraction was reduced, active drug concentrations are reflected in enhanced antimicrobial 
activity. However, the knowledge of the detail binding scheme of antibiotics with HSA is limited. In
 this study, we examined the biding scheme of antibiotics containing typical molecular skeletons to 
HSA using X-ray crystallography. As a result, we succeed to crystalize seven complexes of HSA and 
antibiotics and determined four crystal structures. Based on the structure, we selected the 
competitive drug for binding to HSA and experimentally confirmed that the susceptibility of 
antibiotics was changed when the competitive drug was present.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 構造生物学　ヒト血清アルブミン　薬剤感受性　抗菌薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HSAは抗菌薬だけでなく抗がん剤や抗炎症薬など多くの薬と相互作用し、その結合変化によって薬効が左右され
る。特に救命的な重要性を有する抗菌薬は静脈内に直接投与されるものが多く、血中HSA濃度と同等になること
から、併用薬とHSAの結合部位を取り合えば薬効変化が懸念される。本研究で得られた抗菌薬とHSAの詳細な相互
作用様式は、併用注意の薬物リスト作成に役に立ち、効果的な薬物療法の設計に応用されることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細菌感染症治療に必須である抗菌薬の薬効を最適化するためには、それぞれの薬物の特性を
理解し、血中濃度を適切に設定、維持する投与設計が重要となる。投与設計で考慮すべき項目の
中でも、血清タンパク結合率は薬効の発現やその効果時間を左右する重要な因子である。実際、
肝疾患、慢性消耗性疾患、重症感染症などにより血清アルブミン値が低下した患者では、血清タ
ンパク質への結合能が高いセフトリアキソン、ダプトマイシン、クリンダマイシンなどは体内か
らの消失が早くなり、治療効果が低下してしまう。これは血液中でタンパク質に結合した抗菌薬
の量が減った結果、クリアランスや分布容積の値が変化したためと考えられている。このような
場合、血清アルブミン値の変化に応じた投与設計の変更が必要で、通常 1 日 1 回投与が行われ
るセフトリアキソンでは、投与時間を 3~6 時間へと延長する、また、1 日分の量を 3 分割して
投与するなどの対応例が報告されているが、知見が不足しているため一般臨床ではほとんど行
われていない。 
ヒト血清中に含まれるタンパク質の約 60％はヒト血清アルブミン（HSA） である。このHSA
には抗菌薬に限らず NSAIDs や抗がん剤など非常に多くの種類の薬物が結合する。それぞれの
薬物のHSAに対する結合能が変化すると、薬効の減弱、または増大による副作用の発現など大
きな影響を及ぼす。そのため、HSA と薬物の相互作用に関する知見は薬物の体内動態や薬効の
発現を考える上で重要な情報と考えられている。 
申請者はこの「血清アルブミン値の変化で抗菌薬のクリアランスや分布容積の値が変動する」
こと、「HSAには抗菌薬以外の薬物も結合する」ことから、実際の治療で一般的な多剤併用時に
は、併用した薬物がHSAとの結合にあたり競合することで、血清アルブミン値が低下した時と
同じ状況になるのではと考えた。つまり、「HSAとの結合に競合する併用薬物が存在すると、抗
菌薬の消失速度や体内分布などの薬物動態パラメータ、最小発育阻止濃度（MIC）といった薬物
動力学パラメータに変動が起きるため、その変化に応じた抗菌薬の投与設計が必要になるので
はないか？」と考えた。これを検証するには、HSA との相互作用が抗菌薬に類似する薬物のリ
ストが必要である。HSAには代表的な薬物の結合部位が 3 ヶ所、マイナーな部位が 2 ヶ所確認
されていて、個々の薬物で結合する場所が異なっている（図 1）。そこで、HSAと薬物の詳細な
相互作用の情報を得るため、タンパク質の立体構造データベースである Protein Data Bankの
情報を精査した。結果、これまでにHSAと化合物複合体の立体構造は約 100 データが登録され
ているが、含まれる化合物は脂肪酸やチロキシンなどの内因性物質、NSAIDs、抗がん剤、麻酔
薬などの薬物に集中していて、抗菌薬ではわずか１例（フシジン酸ナトリウム）のみであった。 

 
２．研究の目的 
詳細な抗菌薬とHSAの相互作用様式を明らかにするため、X 線結晶構造解析法を用いてHSA
と分子骨格の異なる抗菌薬（表 1）について複合体構造を解明する。得られた構造から各抗菌薬
と相互作用が競合する薬物を選定する。そして、これら選定した薬物とHSAを添加した培地を
用いて抗菌薬のMIC値を測定することで、薬物併用時の抗菌薬の薬物動力学パラメータの変動
について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）結晶化と X 線結晶構造解析 
 酵母発現系を用いて調製されたHSAを用いて抗菌薬（表 1）との複合体の共結晶化を試みた。
結晶化はハンギングドロップ蒸気拡散法を用いて、HSA に対してモル比で 3–10 倍量の抗菌薬
を加えた複数条件で行った。また、結晶性の改善を目的にさらにミリスチン酸を加えた条件でも
結晶化を試みた。得られた結晶は大型放射光実験施設 Photon Factoryや SPring-8のビームラ
インを共同利用により X 線回折実験を行い、回折データが収集できればプログラム XDSで処理
した。構造解析はプログラム Molrepまたは Phaserを用いた分子置換法で行った。構造精密化
はプログラム phenix.refineを用いて行い、分子構造の構築はプログラムCootを用いて行った。 

表１ 対象とする抗菌薬 
種類 抗菌薬名 
セフェム系 セファゾリン 

セフトリアキソン 
ペネム系 ファロペネム 
ポリペプチド系 ダプトマイシン 
フルオロキノロン系 シタフロキサシン 
マクロライド系 ロキシスロマイシン 
リンコマイシン系 クリンダマイシン 
グリシルサイクリン系 チゲサイクリン 
テトラサイクリン系 ドキシサイクリン 
リファンピシン リファンピシン 図 1 HSAに結合する薬物の位置 



 
（２）薬剤感受性試験 
薬剤感受性試験は国際的な基準である CLSIに準拠した微量液体希釈法で行った。培地は凍結

乾燥させたヒト血清由来 HSA（Sigma-Aldrich）をミューラーヒントン培地で溶解した後、フィ
ルター滅菌にて調製した。HSA 添加の影響を調べるため、まずは HSA の有無が異なる培地で
薬剤感受性試験を行い、MIC 値が変化することを確認した。次に抗菌薬と競合する薬物のみを
加えた条件で薬剤感受性試験を行い、競合薬物に抗菌活性を有していないことを確認した。抗菌
薬と競合薬物を用いた薬剤感受性試験は、培地に競合薬物を一定量加え、各抗菌薬の終濃度が
0.12–8 µg/mLとなるように調製し、マイクロプレートに 100 µLずつ分注した。菌株は精度管
理株に指定された E. coli ATCC 25922 株を使用した。菌株はミューラーヒントン寒天培地上で
一晩生育させ、滅菌生理食塩水で McFarland 0.5となるように懸濁し、さらにミューラーヒン
トン培地で 20 倍希釈した菌液を調製した。この菌液を抗菌薬の入った培地に 10 µLずつ加え、
37℃で 24時間培養した後、プレートリーダを用いて OD600の濁度を測定し、培地のみのウェル
を対照に濁度が 0.1以上のウェルを発育したと判定した。 
 
４．研究成果 
（１）HSA–抗菌薬複合体の結晶化と X 線回折実験 
  HSA と抗菌薬の結晶化を行ったところ、ダプトマイシンを除く抗菌薬で結晶が得られる条件
を見出すことはできた。しかし、全ての結晶において図 2に示すようなクラスター状であった。
単結晶が得るためシーディグ法を繰り返すなど検討を行ったが、安定して単結晶が得られる条
件を見出すことはできなかった。そこで、結晶化ドロップの数を増やし、これらの中から単結晶
のようなもの、また、局所的に X 線を照射すれば単結晶部分で回折実験が行えそうな結晶を選
び、液体窒素中で急速凍結した。この結晶を、Photon Factoryや SPring-8へと輸送し、X 線回
折実験を行った。その結果、セフェム系（セファゾリンとセフトリアキソン）及び、クリンダマ
イシンの結晶構造をそれぞれ、2.7 Å、2.2 Å、 2.9 Å分解能で決定することができた。それ以外
の抗菌薬については、回折点は観察されるが分解能が低い、異方性が強い、複数の結晶由来の回
折点が観察されるなど（図 3）、構造解析が可能な回折データを収集することはできなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）X 線結晶構造 
 構造解析に成功したセファゾリン、セフトリアキソンおよびクリンダマイシンはそれぞれ１

分子がHSAに結合していることが明らかになった（図 4）。特にセファゾリンとセフトリアキソ

ンの相互作用には共通性が観察され、アルギニン残基でセファロスポリン環を水素結合で認識

していることが明らかになった。このことから各種セファロスポリンのHSAに対する結合親和

性を計算化学的に予測できるのではないかと考え、現在ドッキングシミュレーションを用いた

検討を進めている。また、クリンダマイシンも糖の水酸基とカルボキシアミドのカルボニル酸素

も水素結合を介したアルギニン残基で認識していることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 HSA–抗菌薬複合体の結晶 
（左）抗菌薬のみ（右）ミリスチン酸添加 

図 3 HSA–抗菌薬複合体の結晶の回折像 

図 4 HSAと抗菌薬の複合体構造 



（３）薬剤感受性試験 
 結晶構造から結合位置が明らかになったセファゾリン、セフトリアキソンについて、薬剤感受

性試験を行った。培地中への HSA 添加でセフトリアキソンの MIC値は 8 倍、4 倍上昇するこ

とを確認した。この結果は既報論文の結果と一致していた（Antimicrob. Agents Chemother., 52, 
3994–4000, 2008）。そこで、抗菌薬に他の薬物を混ぜ、MIC値を測定したところ、結合部位の競

合が予想される薬物でその量異存的なMIC値の低下を観察した。また、その量はアルブミン濃

度と等量から影響が観察されることも確認できた。実臨床を想定すると、抗菌薬と競合薬物の血

中濃度は逆転していることが想定されるため、平衡透析法を用いてセファゾリンおよびセフト

リアキソンを HSAを結合させた状態から競合薬物を添加していくことで、抗菌薬が HSAから
解離することも確認している。 
 
 以上、本研究では特に実臨床で頻用されるセフェム系抗菌薬のHSAへの結合、薬剤感受性の

変化について解明することに成功した。これらの基礎知見をもとに抗がん剤治療中などの感染

症治療時に投与設計の最適化が必要な薬物の選定につながることが期待できる。また、多くの抗

菌薬で結晶化には成功している。近年、多数の結晶を用いた X 線回折実験法が確立されていて

実績を上げている。今後、今回得られた結晶もこの方法を試し構造解析可能なデータを収集した

い。 
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