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研究成果の概要（和文）：最近、βラクタム系抗生物質がシステインなどのチオール化合物の存在下で抗菌活性
を失うことを見出した。質量分析器と核磁気共鳴を用いた解析から、システインとβラクタム系抗生物質は、１
：１付加体を形成していることが明らかとなった。また、大腸菌のシステイン輸送関連遺伝子であるfliY欠損株
ではβラクタム感受性が高くなり、さらに付加体形成が減少していることが分かった。これらのことから、ペリ
プラズムのシステインがβラクタム系抗生物質と反応し、不活化することで、細菌の抗菌剤耐性に寄与している
こと示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently we found that beta-lactam antibiotics is inactivated by reaction 
with thiol compounds such as cysteine.  On the basis of LC-MSMS and NMR analysis, it was shown that 
beta-lactam antibiotics and cysteine formed one to one adduct.  E.coli fliY mutant, which is loss of
 cysteine/cystien shuttle system, showed high-sensitive to beta-lactam antibiotics and produced less
 cysteine-beta lactic antibiotics adduct compared with wild type strain.    These results suggest 
that bacterial cysteine might contribute to antibiotics resistance via formation of 
cysteine-beta-lactam antibiotics adduct in periplasmic space.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 抗生物質はその分子標的の違いに依らず、
共通して細菌の活性酸素生成を高めること
により、特異的な抗菌作用と協調して働い
ていることが報告された（Cell 130: 
797-810, 2007; Nature Biotechnol. 31: 
120-121; 2013）。このことから、細菌の活
性酸素消去系は、抗生物質感受性に大きな
影響を与えていると考えられている。 
 一方、システインやグルタチオンなどの
チオール化合物は抗酸化の主要役割を担っ
ていることが知られている。そこで、チオ
ール化合物の抗生物質感受性に与える影響
を解析したところ、システインがβラクラム
系抗生物質を不活性化することを見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、システインとβラクラム系抗生
物質の不活性化機序を明らかにするととも
に、本反応の抗生物質耐性に与える影響やそ
の生物学的意義の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）チオール化合物とラクタム系抗生物
質の反応産物は高速液体クロマトグラフィ
ー（HPLC）を用いて単離、精製した。 
 
（２）チオール化合物とラクタム系抗生物
質の反応産物の定量には質量分析計 
（LC-MS/MS）を用いて定量した。 
 
（３）チオール化合物とラクタム系抗生物
質の反応産物の構造解析には核磁気共鳴機
（NMR）を用いた。 
 
（４）チオール化合物とラクタム系抗生物
質の反応産物の抗菌活性評価には、ディス
ク法を用いた。 
 
（５）大腸菌変異株の抗生物質感受性試験に
は段階希釈法を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）システインは生理的条件下でラクタ
ム系抗生物質を不活性化することが分かっ
た。また、チオール基を持たないアミノ酸
である、セリン、メチオニン、グリシンで
はラクタム系抗生物質の不活性化は起こ
らないことから、システインのチオール基
が重要であることが示唆された。 
 システイン以外のチオール化合物である、
グルタチオン（GSH）や N-アセチルシステイ
ン（NAC）では、高 pH 条件においてラクタ
ム系抗生物質との付加体形成が見られるも
のの、生理的条件では見られない。このこと
から、チオール化合物とラクタム系抗生物
質との反応はチオール基の pKa に依存し
ていることが考えられる。 
 
（２）ラクタム系抗生物質であるアンピシ

リン、メロペネムとシステインの反応産物
を単離、精製に成功した。単離、精製した
反応産物の抗菌活性を調べたところ、いず
れの反応産物も抗菌活性を失っていた。 
 
（３）ラクタム系抗生物質とシステインの
反応産物の質量分析計と核磁気共鳴による
解析から、反応産物はラクタム系抗生物
質のラクタム環とシステインのアミノ基
が１：１で結合した構造であることが分か
った。 
 
（４）ラクタム系抗生物質を処理した大
腸菌、黄色ブドウ球菌からは、システイン
-ラクタム系抗生物質付加体が検出される
ことから、本反応は菌体内で起こっている
ものと考えられる。 
 
（５）ラクタム系抗生物質は細胞膜を透
過できないことが知られている。このこと
から、ラクタム系抗生物質とシステイン
の反応は細胞膜外空間であるペリプラズム
で起こっていると考えられた。大腸菌はペ
リプラズムにシステインを積極的に輸送す
ると同時に、システインの酸化体であるシ
スチンを細胞質内に取り込むことで、外環
境からの酸化ストレスからの防御システム
の存在が知られている（JBC 2010: 285, 
17479-）。このシステイン/シスチンシャト
ルシステムの構成因子であるYdeDとFliY
の大腸菌変異株を用いて、ラクタム系抗
生物質感受性を調べたところ、FliY変異株
で有意にラクタム系抗生物質感受性が上
がることが分かった。 
 以上のことから、ペリプラズムに輸送さ
れたシステインがラクタム系抗生物質と
付加帯を形成することでラクタム系抗生
物質を不活性化し、抗生物質に対する耐性
を上昇させていることが示唆された。 
 本研究より、システイン/シスチンシャト
ルシステムの阻害剤は抗生物質の効果を高
めることが考えられ、新しい抗菌剤開発に
つながるものと期待される。 
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