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研究成果の概要（和文）：　研究代表者は、平成22～24年度の科研費研究（課題番号22591114）で、ヒト肺胞上
皮細胞株A549の培養上清が、カルバペネム系抗菌薬（Cps）の抗菌活性を低下させる効果（CIE）を持つことを明
らかにした。
　本研究で、この培養上清中の代謝産物を質量分析し、L-cysteine (L-cys)が強いCIEを示すことが判った。さ
らに上清中のL-cysの濃度は経時的に増加し、その濃度に従ったCIEが観られた。この現象は培養液中にアミノ酸
が無ければ起こらず、血清を添加すれば減弱する。L-cysによるCPsの不活化が生体内で起きるかは不明である
が、CPsの体内動態を考える上で考慮すべきである。

研究成果の概要（英文）： At the study supported by JSPS KAKENHI Grant Number 22591114 from 2012 to 
2014, we reported that antimicrobial activities of several carbapenems (Cps) decreased in the 
supernatants of human alveolar epithelial cell line A549.  
 In this study, the metabolomics analysis by mass spectrometry of the culture supernatants revealed 
that they contained L-cysteine (L-cys). We investigated how L-cys derived from A549 cells causes Cps
 inactivation by examining the correlation between the IPM-inactivating effects (CIE) of the A549 
supernatants and the concentration of L-cys. The A549 culture supernatants exhibited CIE according 
to their L-cys concentrations and FCS inhibited the production of L-cys and CIE. The amino acids in 
the medium were necessary for the effects, so it is speculated that L-cys derived from the cells was
 a major potent contributor to the effects. Further studies were necessary to reveal the same 
inactivation occurs among the cells in the human body.

研究分野：臨床微生物学、感染症学、感染制御学、特に宿主・微生物・抗菌薬の関係性の実験的な評価を専門とする
。
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１．研究開始当初の背景 
	
 メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）、
多剤耐性緑膿菌（MDRP）、多剤耐性アシネト
バクター菌（MDRA）などの薬剤耐性菌によ
る感染症は、様々な疾患の予後に直接的に影

響を及ぼす大きな問題である。MDRP や
MDRA の中には従来の薬剤感受性試験で評
価する限り、現在わが国で使用可能なすべて

の抗菌薬に対して耐性を示すスーパー耐性

菌とも呼べる菌も少なくない。一方、医療経

済的な理由、動物実験や臨床治験の実施の困

難性などから、これらのスーパー耐性菌に対

する新薬の開発は遅れ、実際に臨床の現場で

使用可能になるまでには長い年月と膨大な

費用が必要である。その結果、現在臨床の現

場で使用可能な抗菌薬の体内動態を考慮し

て、その投与量や投与間隔を工夫し、より良

い治療効果を得ることが注目されるように

なった。このような観点から最近、いわゆる

PK/PD (Pharmacokinetics/Pharmacodynamics) 
理論に基づいた投与法に関する研究や、好中

球、単球/マクロファージ、気道上皮細胞など
の様々な培養細胞を用いた試験管内感染実

験モデルを用いた研究でより実際の感染巣

に近い評価が多く行われるようになった。 
	
 研究代表者は、平成 22〜24年度交付の文部
科学研究費の基盤(C)の研究である「細菌感染
症の抗菌化学療法に対する宿主細胞の影響の

解析（課題番号 22591114）」で、ヒトマクロ
ファージ様細胞株 THP-1 細胞を用いた
Staphylococcus aureus（SA）感染実験モデルを
用いて、細胞に感染あるいは付着した菌に対

する抗菌薬の効果を評価した。この評価系で

様々な SA 菌株の各種抗菌薬に対する細胞を
伴った SAに対する MIC (CAMIC)を検討して
いたところ、カルバペネム薬では MICに比べ
CAMICが極端に高く、細胞が無い場合よりも
数 100 倍にも及ぶ値を示すことが判った。	
 
この現象は、必ずしも培養細胞と抗菌薬の直

接的な相互作用というわけではなく、細胞を

無血清の細胞培養用培地中で培養した後に上

清を回収し、この上清（無細胞）にカルバペ

ネム薬を添加しても起こることが判った。す

なわちヒト肺胞上皮細胞 A549 の培養系にお
ける培養上清が、カルバペネム薬であるイミ

ペネムの抗菌活性を 60 分で 10%以下に低下
させることを明らかにした（図１）。この成果

を抗微生物化学療法の分野で最も権威がある

国際学会である 52nd Interscience Conference 
on Antimicrobial Agents and Chemotherapy 
(2012 Sep., USA San Francisco CA)で発表した。	
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は、上述の成果をさらに発展させて、

この培養細胞のカルバペネム不活化活性

（CIE）について、より安定した活性の評価
法を確立し、細胞種や薬剤によるCIEの違い、
カルバペネム系以外の抗菌薬が細胞から受

ける影響、細胞の CIE に影響を与える因子、
不活化のメカニズム、などを明らかにするこ

とを目的とし、引いては細胞による不活化を

受けにくい条件や投与法の究明をめざす｡ 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究で用いた基本的な実験 
	
 本研究における様々な実験で用いた共通

の手順を以下に記載する。 
① 培養細胞上清検体の採取 
	
 濃度を 5×105/wellに調整した細胞を、24穴
のマイクロプレートを用いて、RPMI1640 培
地（以後 RPMI）＋10％FCS中で、37℃、5％
CO2、18 時間培養後、培養上清を無血清の
RPMIに置換して、5％CO2, 37℃で 0.5〜12時
間程度（多くの実験では 3時間）培養し回収
する（前培養）。 
② カルバペネム薬失活活性（CIE）の 
	
 ①で回収した培養上清をRPMIで×1/2、×1/4
倍に希釈後別のマイクロチューブに移し、そ

こに IPM などのカルバペネム薬等を添加し、
37℃、5％CO2、2-3 時間反応させる。反応を
停止させるために、再び RPMIで 10倍に希釈
した反応液を-80℃で凍結保存する。後日反応
液中の抗菌薬の抗菌活性、Micrococcus luteus  
(ATCC9341)を用いた microbiological bioassay
法で測定する。 
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(2) 様々な培養細胞の培養上清の CIE の比較
検討 
	
 研究の方法(1)で示した実験系で、5 種類の
異なった由来の培養細胞の上清のCIEを比較
検討した。前培養時間は 3時間で、抗菌薬は
代表的なカルバペネム薬であるイミペネム

（IPM）を使用し、IPM との反応時間は 2 時
間。細胞は、ヒト肺胞上皮細胞 A549、ヒト
単球細胞 THP-1、ヒト喉頭上皮細胞 HEp-2、
ヒト子宮頸部上皮細胞 HeLa229、マウス繊維
芽細胞 L929 を使用した。THP-1 については
浮遊細胞と 16 nM の  phorbol 12 myristate 
13-acetate (PMA) で刺激してマクロファージ
様に分化させ、24穴のプラスチック製マイク
ロプレートに付着させた細胞を用い、両者の

上清の CIEの違いについて検討した。 
 
(3) 培養上清中の CIEの原因物質の探索 
	
 培養上清のCIEのメカニズムを究明するた
めに、手始めに培養上清中の代謝産物をキャ

ピラリー電気泳動－飛行時間型質量分析計

（CE-TOFMS）、液体クロマトグラフィ－飛
行時間型質量分析計（LC-TOFMS）で分析し
た。これらの検査は外注で、(1)-①で示した
方法に準じ無血清の RPMI中で 6時間培養し
た A549細胞上清を 20−40mL集め、凍結乾燥
することで 10 倍程度に濃縮した検体をヒュ
ーマン・メタボローム・テクノロジーズ株式

会社に送付した。対象と比較して、CIE を有
した細胞上清検体中に有意に多く存在する

物質を絞り込み、その中でも 17 種類の候補
物質を選択して、その中で CIEを持った化合
物をスクリーニングするための検査を行っ

た。このスクリーニング検査は、検体にカル

バペネム薬（IPM）を添加して 96穴のマイク
ロプレート上で M. luteus の発育の有無を観
て IPMの失活を確認する実験系で、今回新た
に確立した方法である。すなわち各々の検体

の 1/2希釈系列に対して、MICの 2倍濃度の
IPMを添加し、その後に M. luteusを接種、24
時間培養後に菌の発育を目視で判定する。菌

の発育があるウェルの検体は、IPMを不活化
した可能性があると判断する。 
 
(4) L-cysteineの定量 
	
 研究の方法(3)で示した実験により A549細
胞培養上清の CIE の原因物質の 1 つが
L-cysteine（L-cys）であることが明らかにな

った。そこで研究の方法(1)-①で示した実験
系における培養上清中の L-cys を、Ellman試
薬：5,5′-Dithiobis-2-nitrobenzoic acid（DTNB）
を用いた比色定量法（Ellman法）で定量した。
RPMI はフェノールレッド不含の製品
（SIGMA R7509）を使用した。Ellman 法 96
穴マイクロプレート上で行い、判定は

OD420nmの自動吸光度測定装置を用いた。 
	
 

４．研究成果	
 

(1) 様々な培養細胞の培養上清の CIE の比較
検討 
	
 研究の方法（1）−①で示した方法で、抗菌
薬としては IPM（32 mg/L）を使用し、5種類
の細胞の培養上清を回収後 1/2 倍に希釈した
検体の CIEを比較した。それぞれの細胞の細
胞上清は異なった程度の CIEを示し、ヒト肺
胞上皮細胞である A549 細胞が最も強い CIE
（12.8±3.7%, n=12）を示した。それぞれの CIE
は Studentの t 検定で p<0.05で有意差があり、
マウス由来の細胞である L929 が最も弱い
CIE （88.5±7.4%, n=6）を示した（図２）。L929
のCIEは他のヒト由来の細胞よりも明らかに
CIE 活性が弱く、上清の原液で実験しても
70.5±10.0%（n=6）という結果であった。この
違いが動物種によるものなのかは判らない

が、興味深い知見である。またヒト単球細胞

である THP-1 では、PMA 処理をしてマクロ
ファージ様の付着細胞に分化した細胞の方

が強い CIE を示した（図３）。この現象は炎
症に起因した様々な刺激によって、細胞由来

のCIEが影響を受ける可能性を示唆している
と思われた。また浮遊細胞と付着細胞による

CIE という可能性もあり、いずれにしろ今後
の研究の進展に寄与する興味深い知見であ

ると思われた。 
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(2) 培養上清中の CIEの原因物質の探索 
	
 CIE のメカニズムを究明するために、手始
めに培養上清中の代謝産物を CE-TOFMS、
LC-TOFMSで分析し、コントロールの RPMI
培地と比較して含有量が明らかに増加した

化合物をリストアップした。その中で試薬と

して入手可能な化合物を 17 種類選別し、研
究の方法(3)で記載した方法で、カルバペネム
を失活させる物質をスクリーニングしたと

ころ、L-cysを 12.5µg/mL（71µM ）以上含む
ウェルで M. luteusの発育を認め、A549細胞
培養上清が示す CIE の原因の一つが、L-cys
であることが示唆された。L-cys は非必須ア
ミノ酸であるが、食品や医薬品に含まれてお

り、生体内にも普通に存在しているが、RPMI
中には含まれていない。その後 Ellman 法で
A549細胞の培養上清中のL-cysを経時的に計
測したところ、培養開始後 1時間以内に上清
中に L-cysが検出され、L-cysを含んだ上清は
CIE を示すことが判った。さらに L-cys とカ
ルバペネムについて文献検索したところ、

L-cys が IPM を加水分解することを示した論
文（Yoshida M et al. Prediction of the stability of 
Imipenem in intravenous mixtures. Chem. Pharm. 
Bull. 61(1) 1–7, 2013）が見つかった。また市
販試薬の L-cys を RPMI に溶解し、本実験系
に適応すると培養上清と同様にCIEを示すこ
とも確認した。 
 
(3) A549 細胞培養上清中の L-cys 濃度と CIE
の関係の解析 
	
 研究の成果(2)の結果より細胞によって新
生される L-cys がカルバペネム薬を失活して
いるという仮説を立て、それを証明するため

に以下のような実験を行った。すなわち研究

の方法（1）−①で示した方法に準じて、A549
細胞の培養上清中の L-cys の濃度を経時的に

Ellman 法で計測するとともに、その上清の
CIEを測定した。抗菌薬としては IPM （100 
mg/L）を使用し、採取後の反応の影響を少な
くするために上清検体を採取直後に 1/10 倍
に希釈した（図４）。L-cys新生に対するアミ
ノ酸や血清の影響を観る目的で、培養液とし

て①RPMI、②10%FCS 添加 RPMI、③Earle
緩衝液（EBSS）、④アミノ酸添加 EBSS を用
い、各々の L-cys濃度、CIEを比較検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
  
	
 A549細胞を①−④の培養液中で 1、3、6、8、
12 時間培養し上清を回収し、L-cys の濃度を
計測したところ、RPMI（①）中で最も顕著な
L-cysの濃度上昇が観られ、1-8時間で経時的
に濃度が上がったが、12時間では 8時間と同
程度であった（図５）。一方アミノ酸を含ん

でいない EBSS（③）では 12 時間培養後も、
まったく L-cys は検出されず、RPMI と同成
分のアミノ酸を添加した EBSS（④）では立
ち上がりは少し遅いものの、12 時間後には
RPMIと同程度 L-cysが検出された。また 10％
FCSを添加したRPMI（②）では各時間でL-cys
の濃度が低く、3時間以降は RPMI（①）の約
50%程度の濃度であった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
	
  
 
 
	
  
 
	
 ①−④の培養液で培養した上清の CIE を計
測したところ、RPMI 培養液（①）が最も顕
著な CIEを示した。CIEは 1時間後から観ら
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れ、3時間、6時間と経時的に強くなり、8時
間、12時間では 6時間とあまり変化が無かっ
た。この CIEの挙動は培養上清中の L-cysの
濃度とほぼ一致しているものと考えられた

（図６）。10％FCSを添加した RPMI（②）上
清では、前述のように RPMI（①）と比べて
L-cys濃度が低かったが、それに一致して CIE
も弱かった。また CIE は、RPMI（①）と同
様に 1、3、6時間で経時的に増強するものの、
8、12 時間では増強を認めなかった（図７）。
一方アミノ酸を含まない EBSS（③）中では
前述のように培養上清中に L-cys は検出され
ず、CIE も認めなかった（図８）。EBSS に
RPMI と同じアミノ酸を加えた培養液（④）
では、3 時間、6 時間の CIE は RPMI と比べ
て弱かったが、8 時間、12 時間では RPMII
と同程度の CIEを認めた（図９）。これらの 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結果から、すべての培養液で矛盾することな

く、CIEと L-cys濃度の挙動が一致していた。	
  
	
 以上をまとめると、1、3、8 時間の培養上
清のCIEの培養液による違いを比較したとこ
ろ、すべての時間で有意差をもって 10％FCS
を添加した培地では CIEが弱く、アミノ酸非
添加の培地では CIEが観察されないが、アミ
ノ酸を添加すると CIEを示した（図 10）。ま
た 1、3、8 時間の培養上清中の L-cys 濃度に
合わせて、市販の試薬から調整した L-cys 溶
液で CIEを測定したところ、同時間の培養上
清と比較して若干強いものの同程度のCIEを
示した（図 11）。 
 
	
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 これらの結果より、A549 細胞上清による
カルバペネム薬の失活は、上清中に遊離した
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図9. A549-0G�;�' (EBSS + _a`6)�G !
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細胞由来の L-cysによって起こることが示唆
された。L-cys によるカルバペネム薬の不活
化が生体内でも起こっているか否かは尚不

明ではあるが、細胞由来の L-cysによる CIE
はカルバペネム薬の体内動態を考える上で

考慮すべき興味深い現象であると思われる。 
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