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略語・略号表  

   

本論文においては以下の略語および略号を用いた．（アルファベット順）  

   

ABK アルベカシン  arbekacin 

ALT アラニンアミノトランスフェラ

ーゼ  

alanine aminotransferase 

AMR 薬剤耐性  antimicrobial resistance 

AS 抗菌薬適正使用支援  antimicrobial stewardship 

ASP 抗菌薬適正使用支援プログラム  antimicrobial stewardship 

program 

AST アスパラギン酸アミノトランス

フェラーゼ  

aspartate aminotransferase 

ATC 解剖治療化学  anatomical therapeutic 

chemical 

ATP アデノシン三リン酸  adenosine triphosphate 

AUC 薬物濃度時間曲線下面積  area under the curve 

AUD 抗菌薬使用密度  antimicrobial usage density 

bcl-2 B 細胞白血病 /リンパ腫 2 タンパ

ク質  

B-cell leukemia/lymphoma 2 

protein 

CAZ セフタジジム  ceftazidime 

CCCP カルボニルシアニド -m-クロロフ

ェニルヒドラゾン  

carbonyl cyanide 

m-chlorophenyl hydrazone 

CEZ セファゾリン  cefazolin 

CI 信頼区間  confidence interval 

CKD 慢性腎臓病  chronic kidney disease  

CLDM クリンダマイシン  clindamycin 

CLSI 臨床・検査標準協会  clinical and laboratory 

standards institute 

CTM セフォチアム  cefotiam 
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CYP シトクロム P450 cytochrome P450 

DDD 1 日投与量  defined daily dose 

DNA デオキシリボ核酸  deoxyribonucleic acid 

DPC 包括評価制度  diagnosis procedure complex 

eGFR 推算糸球体濾過量  estimated glomerular filtration 

rate 

Em 蛍光  emission 

Ex 励起  excitation 

FADH2 還元型フラビンアデニンジヌク

レオチド  

flavin adenine dinucleotide 

reduced 

FBS ウシ胎児血清  fetal bovine serum 

FOM ホスホマイシン  fosfomycin 

GAPDH グリセルアルデヒド -3-リン酸デ

ヒドロゲナーゼ   

glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

GM ゲンタマイシン  gentamicin 

HEPES 4-（2-ヒドロキシエチル）-1-ピペ

ラジンエタンスルホン酸  

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin

eethanesulfonic acid 

IPM/CS イミペネム／シラスタチン  imipenem/cilastatin  

LVFX レボフロキサシン  levofloxacin 

LZD リネゾリド  linezolid 

MINO ミノサイクリン  minocycline 

mRNA 伝令 RNA messenger RNA 

MRSA メチシリン耐性黄色ブドウ球菌  methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus 

MSSA メチシリン感性黄色ブドウ球菌  methicillin sensitive 

Staphylococcus aureus 

MTT 3-(4,5-. ジメチルチアゾール -2-

イル )-2,5-ジフェニルテトラゾリ

ウムブロミド  

 

3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,

5-diphenyltetrazolium bromide 
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O2
－・  スーパーオキサイドアニオ

ンラジカル  

superoxide anion radical 

PBS リン酸緩衝生理食塩水  phosphate buffered saline 

PIPC ピペラシリン  piperacillin 

PZFX パズフロキサシン  pazufloxacin 

RNA リボ核酸  ribonucleic acid 

ROC 受信者操作特性  receiver operatorating 

characteristic 

ROS 活性酸素種  reactive oxygen species 

RPMI ロズウェルパーク記念研究所  Roswell park memorial institute 

SBT/ABPC スルバクタム／アンピシリン  sulbactam/ampicillin  

SBT/CPZ スルバクタム／セフォペラゾン  sulbactam/cefoperazone  

siRNA 低分子干渉 RNA small interfering RNA 

SOD スーパーオキシドジスムターゼ  superoxide dismutase 

TDM 治療薬物モニタリング  therapeutic drug monitoring 

VCM バンコマイシン  vancomycin 

WHO 世界保健機関  World health organization 
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緒言  

 

抗菌薬は感染症治療において根治治療の中心的役割を果たしている．抗菌薬

の歴史は，1910 年 Paul Ehrlich が秦  佐八郎とともに砒素化合物のサルバルサ

ンが梅毒に対し効果を示すことを発見したことに始まる．しかし，サルバルサ

ンは副作用が多数発生したことと，梅毒の菌種によっては効果がなかったこと

から，現在は使用されていない．1929 年には Alexander Fleming が青かびの分

泌物によりブドウ球菌の発育が阻止されることを発見し，その物質をペニシリ

ンと名付けた．1940 年に Howard Walter Florey と Ernst Boris Chain がペニシリ

ンの抽出と実用化に成功し，これが感染症薬物療法の始まりとなる．しかし，

ペニシリンが実用化された数年後には，臨床現場においてもペニシリンの β-

ラクタム環を開裂させるペニシリナーゼを産生するペニシリン耐性ブドウ球

菌が分離されはじめた．その後，ストレプトマイシンやクロラムフェニコール

など，次々と新しい抗菌薬が開発され医療の現場で頻用することとなり，1960

年には半合成ペニシリンのメチシリンが使用され始めた．メチシリンは当時の

グラム陽性球菌およびグラム陰性菌もカバーできる抗菌薬であったが，1962

年にはメチシリン耐性ブドウ球菌が出現する．なかでもメチシリン耐性黄色ブ

ドウ球菌（MRSA）はペニシリン・セフェム系などの βーラクタム抗菌薬のほ

とんどに耐性を示す黄色ブドウ球菌である． 1980 年頃には日本においても

MRSA が各地の医療施設で問題となり始め，その後も様々な耐性菌が発現，拡

散して世界的な脅威となっている 1,2)．このように耐性菌が世界的に増加する

一方，新しく開発される抗菌薬は年々減少傾向にあり 3)，国際的にも大きな課

題となっている（図 1）．有害事象を発現させることなく，現存の抗菌薬を有

効に使用することが，感染症の早期治療と耐性菌発現の抑制につながる．2013

年の耐性菌に起因する死亡者数は少なくとも全世界で約 70 万人と推算され，

このまま耐性菌が現在のペースで増加した場合，2050 年には 1000 万人の死亡

が想定され，これは現在のがんによる死亡者数を超える試算になる 4)．  
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図 1 抗菌薬の使用と耐性菌出現の歴史  

1950 テトラサイクリン

1953 エリスロマイシン

1960 メチシリン

1967 ゲンタマイシン

1972 バンコマイシン

1985 イミペネム，
セフタジジム

1996 レボフロキサシン

2000 リネゾリド

2003 ダプトマイシン

2010 セフタロリン

抗菌薬の使用開始

1959 テトラサイクリン耐性赤痢菌

1962 メチシリン耐性ブドウ球菌

1965 ペニシリン耐性肺炎球菌

1968 エリスロマイシン耐性ブドウ球菌

1979 ゲンタマイシン耐性腸球菌

1987 セフタジジム耐性腸内細菌科

1996 レボフロキサシン耐性肺炎球菌

1998 イミペネム耐性腸内細菌科

2002 バンコマイシン耐性ブドウ球菌

1988 バンコマイシン耐性腸球菌

2001 リネゾリド耐性ブドウ球菌

2004 汎耐性アシネトバクター，緑膿菌

2009 セフトリアキソン耐性淋菌

2011 汎耐性腸内細菌科，
セフタロリン耐性ブドウ球菌

1940年代 ペニシリン耐性ブドウ球菌

耐性菌の出現

1940 ペニシリン
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世界保健機関（WHO）が初めて耐性菌蔓延の状況を  “Antimicrobial Resistance 

Global Report on Surveillance”としてまとめ 5) ， AMR（Antimicrobial Resistance）

グローバルアクションプランの策定を各国に求めている．この報告書には，全

世界的に多くの細菌の耐性化が起きていることを警鐘し，敗血症，下痢，肺炎，

尿路感染症や淋病などの一般的で深刻な病気の原因となる大腸菌，肺炎桿菌，

黄色ブドウ球菌，肺炎球菌，非チフス性サルモネラ，シゲラ属，淋菌の 7 種細

菌における抗菌薬耐性に焦点を当て調査した．その結果は非常に深刻な状態で

あり，世界のあらゆる地域でこれらの細菌の抗菌薬に対する耐性化が進んでい

る．日本においては 2015 年に厚生労働省医政局地域医療計画課から「薬剤耐

性菌対策に関する提言（院内感染対策中央会議策定）」が発出され，2016 年に

AMR 対策に関する行動計画を策定する方針が決められた．その行動計画の 1

つに抗微生物薬の適正使用が掲げられており，医療機関における AMR 対策へ

の一層の取組みが求められている．そして，“国際的に脅威となる感染症対策

関係閣僚会議”において，我が国として初めてのアクションプランが決定され

た 6)．アクションプランでは，「普及啓発・教育」，「動向調査・監視」「感染予

防・管理」「抗微生物剤の適正使用」「研究開発・創薬」，「国際協力」の６つの

分野に関する目標や，その目標ごとに戦略および具体的な取組等が盛り込まれ

ており，特に臨床現場では耐性菌の発現を抑制するための「抗微生物剤の適正

使用」が重要な課題となる．  

医療関連感染を起こす代表的な耐性菌の一つに MRSA がある．近年，日本

における入院患者から分離されている黄色ブドウ球菌の MRSA が占めている

割合は減少傾向にあるが，MRSA の分離率（MRSA 分離患者数 /検体提出患者

数×100）は中央値として 6.5%を示し，MRSA は病院内で分離される耐性菌と

しては最も分離頻度が高い 7)．MRSA 感染症治療で使用される抗 MRSA 薬は，

アルベカシン（ABK），ダプトマイシン，リネゾリド（LZD），テイコプラニン

（TEIC），バンコマイシン（VCM）があり，「MRSA 感染症の治療ガイドライ

ン」にて抗 MRSA 薬の適正使用が推進されている 8)．特に，有効性と副作用発

現防止のために血中濃度測定が必要とされている VCM，ABK，TEIC において

は「抗菌薬 TDM ガイドライン」において適正な投与方法が推奨されている 9)．  

薬剤師は抗菌薬の使用について，専門性に特化した役割を果たさなければな
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らない．抗菌薬を適正に使用するためには感染症治療における的確な抗菌薬の

選択，有害事象の発現および重症化の防止，耐性菌発現の抑制などに尽力し，

薬剤師が抗菌薬の適正使用の中心とならなければならない 10)．抗菌薬を適正

に使用するにあたり，地域における抗菌薬の使用状況と分離菌の薬剤感受性，

抗菌薬の有効性および安全性を考慮し，抗菌薬の有害事象とその発症機構を明

らかにする必要がある．抗菌薬の使用状況と分離菌の感受性情報を共有化する

ことは，各々の施設における抗菌薬使用方法を見直すことが可能となる．本研

究では，脳神経外科を主診療とする病院における注射用抗菌薬の使用量と院内

分離菌薬剤感受性について調査し，施設間での相違と特徴について検討した．

また，各地域で耐性菌が拡大している現在，耐性菌感染症の治療を有効かつ安

全に行うことが重要であり，薬剤師が抗菌薬使用についての支援をしなければ

ならない．さらに，抗 MRSA 薬である LZD および VCM（図 2）投与患者の代

表的な有害事象である腎機能障害と血小板減少について検討した．特に有害事

象である血小板減少の発生頻度が高い LZD について血小板減少の発症機序を

解明するため，ヒト単球系細胞株 U937 を用いてミトコンドリア障害とアポト

ーシスの誘導について検討した．  
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Linezolid 

化学名  

(-)-N-［［(S)-3-(3-fluoro-4-morpholinophenyl)-2-oxo-5-oxazolidinyl］methyl］acetamide 

 

Vancomycin 
化学名  

(1S, 2R, 18R, 19R, 22S, 25R, 28R, 40S )-50-[3-Amino-2, 3, 6-trideoxy-3-C-methyl-α-L-lyxo 

-hexopyranosyl-(1→2)-β-D-glucopyranosyloxy]-22-carbamoylmethyl-5, 15-dichloro-2, 18, 32, 

35, 37-pentahydroxy-19-[(2R)-4-methyl-2-(methylamino) pentanoylamino]-20, 23, 26, 42, 44 

-pentaoxo-7, 13-dioxa-21, 24, 27, 41, 43-pentaazaoctacyclo [26. 14. 2. 23, 6. 214, 17. 18, 12. 

129, 33. 010, 25. 034, 39] pentaconta-3, 5, 8, 10, 12 (50), 14, 16, 29, 31, 33 (49), 34, 36, 38, 45, 

47-pentadecaene-40-carboxylic acid monohydrochloride 

 

図 2 LZD および VCM の構造式と化学名  
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第 1 章 抗菌薬使用状況と院内分離菌薬剤感受性  

 

第 1 節 序論  

 

AMR 対策行動計画の一つに抗微生物薬の適正使用が掲げられており，医療

機関における AMR 対策への一層の取組みが求められている．  2016 年に日本

化学療法学会が中心となり感染症関連の 7 学会が共同で作成した抗菌薬の適

正使用に向けた 8 学会提言「抗菌薬適正使用支援（Antimicrobial Stewardship ; 

AS）プログラム推進のために」を発表した 11)．さらに，2017 年に 8 学会合同

抗微生物薬適正使用推進検討委員会から， AS の実践がどのような形で取り組

まれるべきかのガイダンスである「抗菌薬適正使用支援プログラム実践のため

のガイダンス」が公表された 12)．AS プログラム（ASP）のプロセス評価の一

部に，抗菌薬使用量調査と自施設分離菌感受性調査が挙げられる 13)．このよ

うに院内分離菌の薬剤感受性情報は，有効な抗菌薬の選択と耐性菌増加の抑制

に必要不可欠である．近年，病院の平均在院日数の短縮や治療の専門化等によ

って施設間での患者の移動が増加している．患者の抗菌薬使用情報を含む治療

情報は自施設内だけではなく病院間の情報の共有が重要になる 14)．山田らが

構築した病院の分離菌培養結果と感受性結果の入力作業を簡略化し，他施設で

も使用可能な薬剤感受性結果データベース 15)を使用し，第 1 章では札幌市の

脳神経外科を主診療とする同規模の病院 2 施設における抗菌薬の使用状況と

分離菌の感受性について検討した．   
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第 2 節 方法  

 

1．対象施設  

禎心会病院（札幌市）は，脳神経外科，循環器科，整形外科，形成外科，リ

ウマチ科を診療科目とする医師数 15 名，病床数 142 床である．中村記念南病

院（札幌市）は脳神経外科，神経内科，リハビリテーション科を診療科目とす

る医師数 9 名，病床数 160 床である．両施設とも脳神経外科を主診療とし，急

性期から慢性期の患者を治療対象とする病院である（2006 年 1 月時点）．  

 

2．調査方法  

2004 年 1 月から 2005 年 12 月までの禎心会病院と中村記念南病院における

注射用抗菌薬の使用量と院内分離菌の薬剤感受性について調査した．注射用抗

菌薬は抗菌薬の系統別で表記し，使用量は払い出し本数単位で集計した．患者

から採取された生体試料について調査し，分離された細菌のうち，グラム陽性

球菌のメチシリン感性黄色ブドウ球菌（MSSA），MRSA，肺炎球菌，グラム陰

性桿菌の緑膿菌，肺炎桿菌，大腸菌の耐性率を調査した．薬剤感受性試験は，

両施設とも外部委託で行い，希釈法およびディスク拡散法による薬剤感受性測

定と CLSI（clinical and laboratory standards institute）法に基づいて判定した．

判定基準は「S（感性）」「 I（中間）」，「R（耐性）」に分類し，「 I」「R」の判定

を耐性として，山田らが構築した薬剤感受性結果データベース 15)を用いて，

耐性率を算出した．また，抗菌薬は一般名で表記した  

感受性試験結果は，両施設共通の抗菌薬であるスルバクタム／アンピシリン

（SBT/ABPC），ピペラシリン（PIPC），セファゾリン（CEZ），セフォチアム

（CTM），スルバクタム／セフォペラゾン（SBT/CPZ），セフタジジム（CAZ），

イミペネム／シラスタチン（ IPM/CS），ゲンタマイシン（GM）， ABK，VCM，

ホスホマイシン（FOM），レボフロキサシン（LVFX），パズフロキサシン（PZFX），

クリンダマイシン（CLDM），ミノサイクリン（MINO）について検討した．ま

た，各施設 2004 年と 2005 年の分離菌種の感受性試験件数がそれぞれ 10 件未

満の場合，2004 年と 2005 年の合計した結果で解析した．  
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第 3 節 結果  

 

1．注射用抗菌薬の使用量推移  

図 3 には 2004 年および 2005 年の禎心会病院および中村記念南病院における

注射用抗菌薬使用状況を示した．禎心会病院における 2004 年の注射用抗菌薬

総使用量は 6882 本，2005 年は 6116 本，中村記念南病院における 2004 年の注

射用抗菌薬総使用量は 3105 本，2005 年は 4156 本であった．注射抗菌薬注射

用抗菌薬の 2005 年における使用量は，禎心会病院での 2005 年の注射用抗菌薬

総使用量は 2004 年と比較して約 10%減少した．両年ともペニシリン系抗菌薬

が全体の約 50%を占め，第 3，4 世代セフェム系抗菌薬は 725 本から 590 本と

減少傾向であったが，カルバペネム系抗菌薬は 675 本から 760 本，抗 MRSA

薬は 130 本から 220 本と増加傾向が認められた．中村記念南病院での 2005 年

の注射用抗菌薬総使用量は 2004 年と比較して約 35%の増加を認めた．両年と

もペニシリン系抗菌薬が全体の約 25%を占め，第 3，4 世代セフェム系は大き

な変化は認められなかったが，第 1 世代セフェム系抗菌薬は 340 本から 695 本

と 2004 年の約 2 倍，カルバペネム系薬剤が 125 本から 406 本と約 3 倍の増加

が認められた．  
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図 3 年別注射用抗菌薬の使用状況  

 

禎心会病院および中村記念南病院における 2004 年と 2005 年の注射用抗菌薬使

用状況を抗菌薬の系統別に示した． 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

2004年 2005年 2004年 2005年

禎心会病院 中村記念南病院

ニューキノロン系

ホスホマイシン

抗MRSA薬

テトラサイクリン系

アミノグリコシド系

リンコマイシン系

カルバペネム系

第3，4世代セフェム系

第2世代セフェム系

第1世代セフェム系

ペニシリン系

注
射
用
抗
菌
薬
（本
）



 

13 
 

2．生体試料の比較  

図 4 には 2004，2005 年の検査対象とした 2 年間の生体試料の割合を示した．

禎心会病院における生体試料の件数は 752 件であり，呼吸器関連試料（喀痰，

咽頭ぬぐい液，気管内採痰）が 437 件，全体の 58%を占め，泌尿器関連試料（カ

テーテル尿，自然尿）が 115 件，全体の 21%であった．なお，慢性期の患者に

対して定期的に鼻汁の監視培養検査を実施していたため，鼻汁の件数が 100 件，

全体の 13%と多い結果となった．  

中村記念南病院において，生体試料の件数は 1,706 件であり，呼吸器関連試

料（喀痰，気管内採痰）が 1,142 件，全体の 67%を占め，泌尿器関連試料（カ

テーテル尿，自然尿）が 446 件，全体の 26%であった．  

 

図 4 生体試料の割合  

 

禎心会病院および中村記念病院における 2004 年と 2005 年の 2 年間の分離菌

検査の生体試料の割合（%）で示した．  
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3．薬剤感受性試験  

3‐1 グラム陽性菌に対する耐性率  

表 1 には 2004，2005 年の 2 施設から得られた生体試料から分離されたグラ

ム陽性球菌の分離件数と種々抗菌薬の耐性率を示した．MSSA に対する耐性化

は，PIPC が禎心会病院において 67-74%と高率であったのに対し，中村記念南

病院においては 14-36%と低値を示した．一方，FOM は，禎心会病院において

3-9%と低率であったのに対し，中村記念南病院においては 17-22%，LVFX と

PZFX のニューキノロン系抗菌薬は，禎心会病院において 0-6%と低率であった

のに対し，中村記念南病院においては 17-28%であった．その他の抗菌薬の

MSSA に対する耐性率に大きな差は認められなかった．MRSA に対する耐性化

は，GM が禎心会病院において 25-30%であったのに対し，中村記念南病院に

おいては 73-87%と高率を示した．一方 MINO は，禎心会病院において 73-83%

と高率であったが，中村記念南病院においては 23-32%と低率であった．この

ように GM，MINO の耐性率に両施設間で逆転現象がみられた．その他の抗菌

薬の MRSA に対する耐性率に大きな差は認められなかった．肺炎球菌に対す

る耐性化は，両施設とも分離件数は少ないが SBT/ABPC は，禎心会病院におい

て 46%であったのに対し，中村記念南病院においては 82%であった．一方，禎

心会病院において IPM/CS 36%，CLDM 54.5%と高率であったのに対し，中村

記念南病院においては両薬剤共に 0%であった．肺炎球菌は感染症において重

要な菌種であるが分離培養が困難な菌種のため，本研究において両施設ともに

分離件数が少なく，比較が困難な結果となった．  
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表 1 グラム陽性菌に対する抗菌薬耐性率

 
 

禎心会病院および中村記念南病院における分離菌検査の生体試料を対象とした．グラ

ム陽性球菌である MSSA，MRSA，肺炎球菌の分離件数と種々抗菌薬の耐性率を示し

た． 

菌種

病院

集計年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年

件数 33 34 17 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 0 0 100 100 100 100
件数 33 34 14 11 148 90 76 80 2 9 6 3
耐性率（%) 66.7 73.5 14.3 36.4 100 100 100 100
件数 33 34 17 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 5.9 0 100 100 100 100
件数 33 34 17 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 0 0 100 100 100 100
件数 33 34 18 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 0 0 100 100 100 100
件数 33 34 17 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 3.0 0 0 0 100 100 100 100
件数 33 34 18 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 0 0 100 100 100 100
件数 33 34 3 1 148 90 60 15 2 9 18 1
耐性率（%) 0 27.6 29.8 25.6 86.7 73.3
件数 33 34 18 12 148 90 135 94.0 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 0 0 8.8 3.3 0 1.1
件数 33 34 18 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 0 0 0 0 0 0 0
件数 33 34 18 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 3.0 8.8 22.2 16.7 97.3 96.7 95.6 98.9
件数 33 34 18 12 148 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 3.0 5.8 27.8 16.7 98.7 97.8 98.5 96.8
件数 29 34 18 12 145 90 135 94 2 9 24 4
耐性率（%) 0 5.8 16.7 16.7 99.3 97.8 97.8 100
件数 33 34 15 11 148 90 76 80 2 9 6 3
耐性率（%) 9.1 8.8 13.3 0 99.3 95.6 84.2 91.3
件数 33 34 15 11 148 90 76 80 2 9 6 3
耐性率（%) 0 0 0 0 82.4 73.3 31.6 22.6

MINO
54.5 44.4

PZFX
27.3 14.3

CLDM
54.5 0

FOM
100 10.7

LVFX
45.5 14.3

ABK
100 100

VCM
0 0

IPM/CS
36.4 0

GM
50.0 100 100

SBT/CPZ
18.2 0

CAZ
28.3 0

CEZ
45.5 64.3

CTM
36.6 64.3

SBT/ABPC
45.5 82.1

PIPC
45.5 0

抗菌薬

MSSA MRSA 肺炎球菌

禎心会 中村記念南 禎心会 中村記念南 禎心会 中村記念南
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3‐2 グラム陰性菌に対する耐性率  

表 2 には 2004，2005 年の 2 施設から得られた生体試料から分離されたグラ

ム陰性桿菌の分離件数と種々抗菌薬の耐性率を示した．緑膿菌に対する耐性化

は，PIPC が禎心会病院において 1-2%と低率であったのに対し，中村記念南病

院においては 10-12%であった．第 3 世代セフェム系抗菌薬の CAZ は両施設と

も 10%以下と低い耐性率を維持していた． IPM/CS は禎心会病院において

20-27%，中村記念南病院においては 18-36%であった．ニューキノロン系抗菌

薬の LVFX，PZFX は禎心会病院において 61-79%，中村記念南病院においては

57-73%と両施設とも特に高い耐性率を示していた．その他の抗菌薬の緑膿菌に

対する耐性率に大きな差は認められなかった．肺炎桿菌の耐性化は，禎心会病

院において 2004 年の ABK に対する分離件数が 10 件と少なかったが，耐性率

は 90%と高率であった．しかし，この高い耐性率は，2005 年には 17%と大幅

に減少したが，中村記念南病院の耐性率 5.3%を上回る耐性率であった．ニュ

ーキノロン系抗菌薬に対する耐性率は禎心会病院において 0%であったが，中

村記念南病院では 5-14%であった．その他の抗菌薬の肺炎桿菌に対する耐性率

に大きな差は認められなかった．禎心会病院において 2004 年の大腸菌の分離

件数が 1 件であったため，2005 年との合計 37 件で耐性率を算出した．大腸菌

の耐性化は，禎心会病院において SBT/ABPC に対しては 5%，PIPC は 22%，

CEZ は 8%，ニューキノロン系抗菌薬は 14%と低率であったのに対し，中村記

念南病院において SBT/ABPC は 24-40%，PIPC は 49-56%，CEZ は 20-27%，ニ

ューキノロン系抗菌薬は 46-59%と高率であった．大腸菌のその他の抗菌薬に

対する耐性率に大きな差は認められなかった  
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 表 2 グラム陰性菌に対する抗菌薬耐性率  

 
 

禎心会病院および中村記念南病院における分離菌検査の生体試料を対象とした．グラム

陰性桿菌である緑膿菌，肺炎桿菌，大腸菌の分離件数と種々抗菌薬の耐性率を示した． 

 

菌種

病院

集計年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年 2004年 2005年

件数 95 49 233 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 100 100 100 100 0 10.0 0.0 0.0 24.4 39.7
件数 95 49 77 72 10 30 11 18 1 36 16 59
耐性率（%) 1.1 2.0 11.7 9.7 0 26.7 18.2 16.7 56.3 49.2
件数 95 49 233 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 100 100 100 100 0 10.0 17.9 10.5 20.0 27.0
件数 95 49 233 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 100 100 100 100 0 10.0 14.3 5.3 6.7 6.3
件数 95 49 233 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 2.2 4.0 27.9 21.2 0 10.0 3.6 3.6 4.4 3.2
件数 95 49 233 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 4.3 8.2 6.4 2.4 0 10.0 0 0 0 0
件数 95 49 234 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 20.0 26.5 17.9 36.4 0 0 0 0 0 0
件数 95 49 157 13 10 30 17 1 1 36 29 4
耐性率（%) 11.6 26.5 28.7 23.1 0 0
件数 95 49 234 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 100 32.7 20.5 38.4 90.0 16.7 0 5.3 4.4 12.7
件数 - - - - - - - - - - - -
耐性率（%)

件数 95 49 234 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 100 100 93.6 95.3 100 100 100 100 54.3 57.1
件数 95 49 234 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 78.9 61.3 57.3 57.0 0 0 14.3 10.6 58.7 46.0
件数 88 49 234 86 10 30 28 19 1 36 46 63
耐性率（%) 78.4 61.3 66.2 73.3 0 0 10.7 5.3 56.5 49.2
件数 95 49 78 73 10 30 11 18 1 36 17 59
耐性率（%) 100 100 97.4 100 100 100 100 100 100 100
件数 95 49 78 73 10 30 11 18 1 36 17 59
耐性率（%) 100 98.0 93.6 94.5 10.0 10.0 0 22.3 17.6 20.4

MINO
5.4

PZFX
13.5

CLDM
100

FOM
2.7

LVFX
13.5

36.3

ABK
10.8

VCM
- - - -

IPM/CS
0

GM
0 10.8

SBT/CPZ
2.7

CAZ
2.7

- -

PIPC
21.6

CEZ
8.1

CTM
2.8

禎心会 中村記念南 禎心会 中村記念南

SBT/ABPC
5.4

抗菌薬

緑膿菌 肺炎桿菌 大腸菌

禎心会 中村記念南
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第 4 節 考察  

 

本研究当時は，一定期間の抗菌薬使用量の指標として総バイアル数や総グラ

ム数で算出することが多く用いられていた．現在は，Anatomical Therapeutic 

Chemical/Defined Daily Dose（ATC/DDD）システムを用いた抗菌薬使用密度

（antimicrobial usage density：AUD）も利用されている 16-20)．AUD は，入院患

者 100 人もしくは 1,000 人あたりの 1 日に使用する人数で表わされ，抗菌薬

グラム当たりの抗菌薬使用量を DDD と患者延べ入院日数で補正することで，

異なる抗菌薬や他施設間との比較が可能となる．本研究は抗菌薬使用量を総バ

イアル数で評価したが，同規模，同主診療の施設での検討であり，総バイアル

数の評価は AUD の評価と比べ相違は少ないことが推察できる．禎心会病院と

中村記念南病院ともに脳神経外科を主診療とする同規模の病院であるが，両施

設における注射用抗菌薬使用量に約 2 倍の差が認められた．これは，禎心会病

院における脳神経外科以外の診療科目および急性期の患者が増加したこと，中

村記念南病院における回復期リハビリ病棟の患者が多いため，急性期の疾患に

関連する感染症に罹患する患者が少ないことが要因として考えられた．一方，

禎心会病院における注射用抗菌薬使用量は，院内感染対策委員会が 2004 年よ

り推進した周術期感染予防における抗菌薬使用日数の短縮と厚生労働省が

2003 年に導入した包括評価制度（DPC：diagnosis– procedure- complex）の影響

で減少した．また，中村記念南病院における注射用抗菌薬は，大腸菌のニュー

キノロン系抗菌薬の耐性率が高値であったことを考慮し，2005 年より尿路感

染症治療に使用する抗菌薬を経口ニューキノロン系抗菌薬からペニシリン系

もしくは第 1 世代セフェム系注射薬へ変更したことにより増加した 15)．この

ように，耐性菌発現を抑制する目的で行った対策により禎心会病院では注射用

抗菌薬使用量の減少，一方，中村記念南病院では増加という結果となった．こ

のことは，抗菌薬使用量の増減だけでは耐性菌対策の評価が不可能であること

を示している．  

感染症の起因菌を同定することは抗菌薬の適正な選択に重要であり，感染部

位の微生物分離培養検査と薬剤感受性検査が必要不可欠である．分離菌の生体

試料において，中村記念南病院の検体件数が禎心会病院と比較し約 2 倍であっ



 

19 
 

た．中村記念南病院では抗菌薬使用時の感受性試験の必要性が理解されている

ことから，微生物分離培養検査を実施していたことが示唆された．禎心会病院

も追従し，院内で感受性試験の必要性を啓発することで微生物分離培養検査の

件数が 2006 年には増加した．両施設とも呼吸器関連試料（喀痰，咽頭ぬぐい

液，気管内採痰）が半数以上を占めていた．このことは，入院時において脳神

経疾患による呼吸器感染症を疑う感染症の頻度が高いことが推察された．また，

泌尿器関連試料（カテーテル尿，自然尿）が約 20%を占めており，呼吸器感染

症に次いで泌尿器感染症の頻度も高いことが推察された．中村記念南病院にお

いてカテーテル尿が泌尿器関連試料の約 90%を占めていたことは，回復期リハ

ビリ病棟，特に脳疾患慢性期の患者の多くが尿道カテーテルを使用しているた

めである．病院薬剤師は抗菌薬を適正に使用するために，抗菌薬投与開始前の

感染部位の微生物分離培養検査オーダーを積極的に医師に推奨する必要があ

る．  

両施設のグラム陽性球菌およびグラム陰性桿菌の薬剤耐性率にばらつきが

認められた．MRSA の GM と MINO に対する耐性率に両施設で相違が認められ

た．両施設ともに GM と MINO の注射抗菌薬使用量は少ないことから，抗菌薬

使用量に依存しない施設間の院内感染対策の遵守等の相違が，施設固有 MRSA

株の発現と拡大に寄与していることを示唆するものであった．緑膿菌において

は全国的にカルバペネム系抗菌薬の耐性率の上昇が報告されており 21)，両施

設とも全国調査と同様に IPM/CS 耐性率の上昇が認められた．カルバペネム系

抗菌薬の使用量増加に伴う緑膿菌の薬剤感受性の低下が報告されている 22-25)．

一方で，カルバペネム系抗菌薬の使用量は必ずしもカルバペネム系抗菌薬耐性

緑膿菌の増加と一致しない報告もある 26)．本研究結果の知見は，両施設とも

に増加しているカルバペネム系抗菌薬の使用量が耐性菌の発現を誘導してい

る可能性が示唆された．さらに，ニューキノロン系抗菌薬の緑膿菌耐性率が両

施設とも非常に高率であり，このことは緑膿菌感染症におけるニューキノロン

系抗菌薬の使用が困難であることを示していた．中村記念南病院において尿路

感染症の代表的な起因菌である大腸菌も緑膿菌同様，耐性率が高値であること

から，尿路感染症における第一選択薬としては不適であると考えられた．また，

禎心会病院では大腸菌におけるニューキノロン系抗菌薬の耐性率は高値では
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ないが，今後の耐性化の誘導を考慮し，中村記念南病院と同様に尿路感染症治

療には，経口ニューキノロン系抗菌薬からペニシリン系もしくは第 1 世代セフ

ェム系注射薬への変更を考慮する必要性が示唆された．全国調査 27-29)と本研究

を比較して，分離菌の耐性率に違いが認められ，耐性菌発現の原因には様々な

要因があり，各施設における耐性率の評価と情報の共有化が重要である．  

本研究結果より，同規模，同主診療の施設間での抗菌薬の使用と耐性菌の発

現についてその相違が明らかとなった．感受性試験結果の相違は，各施設の抗

菌薬の使用状況や感染防止対策の相違によるものと考えられた．特に，脳神経

外科などの慢性期の患者が多く入院している施設は，入院が長期間になること

で耐性菌に暴露される機会が増加し，院内感染の影響を受けやすい．現在，多

くの研究グループが臨床検査材料を使用した分離菌に対する薬剤感受性につ

いて検討しており，地域により耐性率が異なり，緑膿菌のカルバペネム系抗菌

薬の耐性率の上昇について報告している 27-29)．本研究において地域だけではな

く同じ地域内の同規模，同主診療の施設間で耐性率が異なることが判明した．

これらの情報は，抗菌薬の適正使用に重要な役割を果たしている．   

近年，院内感染対策における薬剤師の役割が大きくなってきており 30)，薬

剤師として抗菌薬の使用状況や分離菌の同定，感受性試験結果について情報提

供を行うことは感染症治療および耐性菌発現抑制に必要不可欠である．感染症

を専門とする薬剤師の感染対策情報を共有できる地域ネットワークが，耐性菌

の拡散の抑制に有効であることが示唆されている 31)．さらに，医療機関にお

ける AMR 対策へ一層の取組みが求められている今，薬剤師が有効かつ安全に

抗菌薬を使用するための支援を積極的に行い，感染症の早期治療および耐性菌

拡大の抑制に努めなければならない．  

本研究結果より，医療施設間で感受性サーベイランスや抗菌薬使用状況と分

離菌情報などを共有することは，地域における耐性菌拡大の抑制に有効な手段

である．  
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第 2 章 日本人における抗 MRSA 抗菌薬による治療と有害事象発現  

 

第 1 節 序論  

 

日本において MRSA は病院内で分離される耐性菌としては最も分離頻度が

高い 7)．MRSA 感染症治療で使用される抗 MRSA 薬は，ABK，ダプトマイシン，  

LZD，テイコプラニン，VCM がある．特に VCM および LZD は，ともに MRSA

および他剤が無効なグラム陽性球菌感染症治療に使用される代表的な抗菌薬

である．札幌医科大学附属病院において VCM および LZD の使用については届

出制を導入しているが，両薬剤ともに特別に使用制限は設けていない．両薬剤

の多くが Methicillin-resistant Staphylococci 感染症治療を想定して使用されてい

る．これら抗菌薬の代表的な有害事象として VCM は腎機能障害 32,33)，LZD は

血小板減少 34-36)を発現する．医薬品の多くは主に腎臓で排泄され，腎機能障害

により血漿中薬物濃度が高値となり 37)，有害事象が発現しやすくなる．VCM

は腎排泄型の薬剤で中毒域が狭く，有効性と安全性の指標となる Therapeutic 

Drug Monitoring（TDM）が必要である 38-40)． LZD は腎機能により血漿中濃度

推移は大きく変化せず，腎機能障害時の投与量の調節や TDM は必要ないとさ

れている 41)．一方で，LZD は腎機能障害患者において血小板減少が高頻度に

発現するとの報告もあるが 42-44)，LZD による血小板減少の明確な危険因子は

未だに明らかにされていない．近年，海外において院内 MRSA 肺炎患者にお

ける VCM と LZD の有効性と安全性が報告 45-48)されているが，日本人におけ

る VCM と LZD の有害事象について比較検討した報告はない．  

第 2 章では札幌医科大学附属病院における VCM および LZD 投与患者の血小

板減少と腎機能障害について後方視的に調査し，有害事象の観点から抗菌薬の

適正使用について検討した．  
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第 2 節 方法  

 

1. 対象患者  

2011 年 1 月から 2011 年 12 月までの期間に，札幌医科大学附属病院におい

て LZD 注射薬が投与された患者 178 例および，VCM 注射薬が投与された患者

235 例を対象とし，腎機能低下調査および血小板減少調査を行った．腎機能低

下調査においては，対象薬剤投与前の推算糸球体濾過量（ eGFR）が末期腎不

全群である（＜15mL/min/1.73m2）患者および血液透析施行患者，投与日数が 3

日間未満の患者，調査項目について一部確認できなかった患者，18 歳未満の

患者および投与中に死亡した患者を対象から除外した．腎機能低下調査は

VCM 投与患者 149 例および LZD 投与患者 121 例を対象とした．血小板減少調

査においては，対象薬剤投与中に播種性血管内凝固症候群（DIC）発症と診断

された患者，血小板輸血を施行した患者，投与日数が 3 日間未満の患者，調査

項目について一部確認できなかった患者，18 歳未満の患者，および投与中に

死亡した患者を対象から除外した．対象は VCM 投与患者 160 例および LZD 投

与患者 91 例であった．  

 

2．調査方法  

患者背景として，性別，年齢，体重，血清クレアチニン，血小板数，血清ア

ルブミン , Aspartate aminotransferase（AST），Alanine aminotransferase（ALT），

総ビリルビン，および治療期間について調査した．eGFR は Matsuo ら 49)によ

って報告された日本の患者において決定した係数で補正された換算式に基づ

いて算出した．eGFR は，”K/DOQI clinical practice guidelines for chronic kidney 

disease: evaluation, classification, and stratification” 50)を参考にし，chronic kidney 

disease (CKD) 病 期 ス テ ー ジ は eGFR ≧ 90mL/min/1.73m2 を ス テ ー ジ 1 ，

90mL/min/1.73m2＞eGFR≧60mL/min/1.73m2 をステージ 2，60mL/min/1.73m2＞

eGFR ≧ 30mL/min/1.73m2 を ス テ ー ジ 3 ， 30mL/min/1.73m2 ＞ eGFR ≧

15mL/min/1.73m2 をステージ 4，eGFR＜15mL/min/1.73m2 をステージ 5 と分類

した．腎機能低下は対象薬剤投与前後の eGFR より CKD 病期ステージが悪化

した群を腎機能低下群と定義した．さらに，対象薬剤投与前後の eGFR を調査
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し，対象薬剤の腎機能に対する影響についても評価した．また， VCM 血中濃

度と腎機能低下についての関係を調査するため，VCM の血中トラフ濃度と腎

機能低下について調査した．血中トラフ濃度は投与開始から 3 日目以降のトラ

フ値を用い，投与期間中に複数回測定されていた場合は，最高値を採用した． 

 血小板減少は，Takahashi らの報告 44)を参考にし，対象薬剤投与前後で血小

板数が 30%以上減少した群を血小板減少群と定義した．血小板数のレベルは

CTCAE v.3.0 (Common Terminology Criteria for Adverse Effects, version 3.0) 51)を

参考にし，>125×103/µL をグレード 0，125-75×103/µL をグレード 1，74-50×103/µL

をグレード 2，49-25×103/µL をグレード 3，<25×103/µL をグレード 4 に分類し

た．  

 有害事象の回復について，腎機能は薬剤投与終了後から CKD 病期ステージ

が投与前のステージに回復した症例，血小板数は血小板数レベルがグレード 0

に回復した症例とし，症例数と回復に要した期間を調査した．  

 本研究は，平成 24 年 1 月 12 日，受付番号 23-113 として札幌医科大学附属

病院臨床研究審査委員会で承認された．  

 

3．統計処理  

パラメトリック検定は，t 検定を用い，ノンパラメトリック検定は，χ2 検定，  

Mann-Whitney U 検定を用いて分析した．危険率 5%未満（ｐ  < 0.05）をもって

統計学的有意な差とした．
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第 3 節 結果  

 

1．患者背景と血清検査値  

対象患者の性別において腎機能低下調査の LZD 投与群は 121 例（男性 88 例，

女性 33 例），VCM 投与群は 149 例（男性 84 例，女性 65 例）であった．血小

板減少調査の LZD 投与群は 91 例（男性 71 例，女性 20 例），VCM 投与群は 160

例（男性 90 例，女性 70 例）であった．両調査ともに LZD 投与群において有

意に男性患者が多い結果であった．投与期間においては腎機能低下調査の LZD

投与群は 7.0±6.4 日，VCM 投与群は 11.0±11.4 日，血小板減少調査の LZD 投与

群は 7.0±5.8 日，VCM 投与群は 10.0±11.4 日であった．両調査ともに LZD 投与

群において有意に投与期間が短い結果となった（表 3）．また，両調査ともに

年齢および体重については有意な差はなかった．  

投与開始前の血清クレアチニン値において血小板減少調査の LZD 投与群は

1.2±1.4mg/dL，VCM 投与群は 0.8±0.84mg/dL であり，LZD 投与群において有意

に血清クレアチニン値が高値であった．血清 AST 値において血小板減少調査

の LZD 投与群は 30.0±39.4IU/L，VCM 投与群は 24.0±64.1IU/L であり，LZD 投

与群において有意に AST 値が高値であった（表 3）．また，腎機能低下調査の

クレアチニン値および AST 値，両調査のアルブミン値，ALT 値，総ビリルビ

ン値および血小板数については有意な差はなかった．  

 

2．有害事象  

2‐1 腎機能低下  

薬剤投与前後の病期ステージ悪化（腎機能低下）は，VCM 投与群で 35 例

（24%），LZD 投与群で 16 例（13%）に認められ，VCM 投与群において有意

に腎機能低下症例が多く認められた（p=0.032，オッズ比：2.01，95%CI：1.05- 

3.85）（表 3）．  

 

2‐2 血小板減少  

薬剤投与前後で血小板数  30%以上の減少（血小板減少）は，VCM 投与群で

27 例（17%），LZD 投与群で 37 例（41%）に認められ，LZD 投与群において有
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意に血小板減少症例が多く認められた（p<0.001，オッズ比： 3.38，95%CI：

1.87-6.08）（表 3）．  

 

2‐3 eGFR と血小板数の変化  

薬剤投与前後の eGFR は，VCM 投与群で 100 ± 56.9 mL/min/1.73 m 2 から  91 

± 55.7 mL/min/1.73 m 2 へ有意に減少した  (p =0.002) ．一方，血小板数は 204 ± 

136×10 3 /µL から 235 ± 149 × 10 3 /µL へ有意に増加した  (p=0.001) ．（表 4）

LZD 投与群では有意な差は認められなかったものの血小板数は減少傾向を示

した．  
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表 3  VCM および LZD 投与による腎機能低下と血小板減少  

 
 

腎機能低下調査および血小板減少調査における患者背景および投与開始前の血清検査値，

有害事象発現例数を示した． 

  

患者背景

LZD   n = 121 VCM   n = 149 p LZD   n = 91 VCM   n = 160 p

患者背景

    性別 (男/女) 88/33 84/65 0.005 71/20 90/70 <0.001

    年齢
64.0 ± 17.4

(21-86)
64.0 ± 14.2

(21-88)
0.582 68.0 ± 15.4

(21-86)
64.0 ± 14.1

(21-88)
0.153

    体重(kg)
56.6 ± 10.0
(37.0-84.5)

55.2 ± 11.6
(32.1-87.0)

0.576 57.0 ± 9.8
(37.0-84.5)

56.2 ± 11.8
(32.1-87.0)

0.805

    投与期間 (日)
7.0 ± 6.4

(3-34)
11.0 ± 11.4

(3-67)
<0.001 7.0 ± 5.8

(3-34)
10.0 ± 11.4

(3-67)
0.014

投与開始前血清検査値

    アルブミン (g/dL)
3.0 ± 0.6
(1.8-4.6)

3.0 ± 0.6
(1.3-4.7)

0.784 2.9 ± 0.6
(1.8-4.6)

3.0 ± 0.6
(1.3-4.7)

0.079

    クレアチニン (mg/dL)
0.7 ± 0.6
(0.1-3.9)

0.6 ± 0.4
(0.2-2.3)

0.085 1.2 ± 1.4
(0.1-11.1)

0.8 ± 0.8
(0.2-6.1)

0.008

    ALT (IU/L)
29.0 ± 63.9

(6-469)
23.0 ± 104.4

(4-903)
0.085 28.0 ± 68.5

(2-469)
22.5 ± 75.2

(4-540)
0.117

    AST (IU/L)
27.0 ± 44.4

(7-265)
23.0 ± 77.7

(7-544)
0.064 30.0 ± 39.4

(9-221)
24.0 ± 64.1

(7-404)
0.035

    総ビリルビン (mg/dL)
0.5 ± 1.1
(0.1-7.4)

0.5 ± 1.3
(0.1-10.4)

0.384 0.5 ± 1.5
(0.1-13.0)

0.5 ± 1.1
(0.1-10.4)

0.675

    血小板数 (×103/μL) - - - 206 ± 153
(50-788)

186 ± 136
(11-719)

0.059

治療終了後
  腎機能低下例数

16 (13%) 35 (24%) 0.032 - - -

治療終了後
  血小板減少例数

- - - 37 (41%) 27 (17%) <0.001

腎機能低下調査 血小板減少調査

Values represent medians ± SD (range), except where indicated otherwise. LZD = linezolid; VCM = vancomycin; ALT = alanine
aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase.
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表 4 eGFR と血小板数の変化  

 

 

eGFR 値および血小板数は，VCM または LZD 投与前（Initial）と投与後（Terminal）に測定

した血液検査値を用いた． 

 

 

Initial Terminal p

VCM (n=149) 100 ± 56.9 91 ± 55.7 0.002

LZD (n=121) 98 ± 112 100 ± 93.9 0.714

Initial Terminal p

VCM (n=160) 204 ± 136 235 ± 149 0.001

LZD (n=91) 242 ± 153 216 ± 146 0.094

eGFR (mL/min/1.73 m2)

血小板数 (×103/μL)

  Values represent means ± SD.  LZD = linezolid; VCM = vancomycin.



 

28 
 

3. 有害事象の危険因子  

3‐1 患者背景と血清検査値  

VCM 投与患者において腎機能低下患者および非腎機能低下患者，LZD 投与

患者において血小板減少症患者と非血小板減少症患者に分け，患者背景と投与

開始前の血清検査値を比較検討した．LZD 投与患者の血小板減少患者において

有意に投与期間が長いことが判明した（7.0±5.8 vs. 10.0±5.6 日，p=0.043）（表

5）．この結果は，LZD 投与における血小板減少は投与期間に影響されることを

示している．他の患者背景および投与開始前の血清検査値について有意な差は

認められなかった．   

 

3‐2 腎機能低下  

VCM 投与患者において腎機能低下患者および非腎機能低下患者に分け，

VCM 血中トラフ濃度を比較検討した．腎機能低下患者は非腎機能低下患者よ

り有意に高い血中トラフ濃度を示した（20.2±7.1 vs. 13.7±8.3μg/mL，p<0.001）

（表 5）．この結果は，VCM 治療中における腎機能は VCM 血中濃度に影響を

受けることを示している．VCM の血中トラフ濃度に依存して腎機能低下発現

率は上昇したが，20μg/mL 以上でほぼ一定となり 30μg/mL で約 45%であった（図

5）．さらに，血中トラフ濃度 10-20µg/mL と比較して，トラフ濃度>20μg/mL の

患者は，治療中に腎機能低下を発症する可能性が有意に高いことが示された（p 

= 0.014）．VCM 血中トラフ濃度における連続変数のカットオフ値を Receiver 

Operatorating Characteristic curve（ROC）によって求めた結果，ROC 曲線下面

積は 0.732，カットオフ値は 18.0μg/mL（感度  71.4%，特異度  70.2%）であっ

た．VCM 投与群における血中トラフ濃度 18.0μg/mL 以上の群は有意に腎機能

低下の発現が高いことが明らかとなった（p<0.001，オッズ比：5.88，95%CI：

2.55-13.57）．  

 

 3‐3 血小板減少  

 LZD 投与患者において血小板減少症患者と非血小板減少症患者について比

較検討した．血小板減少症患者は非血小板減少症患者よりも LZD による治療

期間が有意に長かった（10.0±5.6 vs. 7.0±5.8 日，p=0.043）（表 5）．eGFR<60mL/min 
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/1.73m2 の患者を中等度腎機能障害発症，eGFR<30mL/min/1.73m2 の患者を重篤

な腎機能障害発症と定義し，LZD 投与時の腎機能障害重症度と血小板減少発現

について検討した．非血小板減少群および血小板減少群において CKD 病期ス

テージによる血小板減少発現に有意な差は認められず，さらに，重篤な腎機能

障害であるステージ 4，5 の患者による血小板減少発現に有意な差は認められ

なかった（表 6）．これらの結果は，LZD 投与による血小板減少の発現に腎機

能は関与しないことを示唆した．LZD 投与期間における連続変数のカットオフ

値を ROC によって求めた．ROC 下面積は 0.625，カットオフ値は 7.5 日（感度  

64.9%，特異度  63.0%）であった．また，LZD 投与群における投与期間  7.5 日

以上の群で有意に血小板減少の発現が認められた（p=0.017，オッズ比：3.14，

95%CI：1.31- 7.51）．  
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表 5 VCM 関連腎機能低下および LZD 関連血小板減少の危険因子  

 

 

VCM 関連腎機能低下および LZD 関連血小板減少の患者背景と投与開始前の血清検

査値，VCM 投与患者の VCM 血中トラフ濃度を示した． 

  

非腎機能低下群 腎機能低下群 p 非血小板減少群 血小板減少群 p

性別 (男/女) 63/51 21/14 0.621 44/10 27/10 0.48

年齢
63.5±14.5

(21-88)
64.0±13.1

(39-87) 0.410
67.5±16.6

(21-86)
68.0±13.8

(28-84) 0.987

体重 (kg)
54.9±11.3
(32.1-87.0)

57.3±12.6
(40.4-84.5) 0.506

56.4±8.6
(37.1-79.2)

57.0±11.4
(37.0-84.5) 0.840

投与期間 (日)
12.0±9.7

(3-56)
11.0±15.7

(3-67) 0.594
7.0±5.8
(3-34)

10.0±5.6
(3-28) 0.04

投与開始前血清検査値

　血清アルブミン (g/dL)
3.0±0.5
(1.6-4.4)

3.0±0.6
(1.3-4.7) 0.387

2.9± 0.6
(1.8-4.6)

3.0±0.5
(1.9-4.3) 0.62

　血清クレアチニン (mg/dL)
0.6±0.4
(0.2-2.3)

0.7±0.4
(0.3-1.9) 0.263

0.7±0.94
(0.1-4.2)

0.9±1.8
(0.1-11.1) 0.76

　ALT (IU/L)
24.5±111.8

(4-903)
19.0±76.2

(5-407) 0.094
28.5±76.6

(7-469)
38.5±55.2

(2-290) 0.65

　AST (IU/L)
23.5±80.3

(8-544)
21.0±69.7

(7-391) 0.621
29.5±40.9
(11-216)

30.0±37.3
(9-221) 0.69

　総ビリルビン (mg/dL)
0.5±1.5

(0.1-10.4)
0.4±0.5
(0.2-2.0) 0.618

0.6±1.8
(0.2-13.0)

0.4±0.7
(0.1-3.5) 0.19

　血小板数(×103/μL) - - -
205±123
(50-651)

274±185.4
(59-788) 0.29

VCM血中トラフ濃度 (μg/mL) 13.7±8.3
(1.7-53.6)

20.2±7.1
(7.6-37.7)

<0.001 - - -

VCM   n=149 LZD   n=91

Values represent medians ± SD (range), except where indicated otherwise.
LZD=linezolid; VCM=vancomycin; ALT=alanine aminotransferase; AST=aspartate aminotransferase.
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図 5  VCM 血中濃度と腎機能低下発現率の関係  

 

血中トラフ濃度は投与開始から 3 日目以降のトラフ値を用いた．バンコマイシン投与

期間中に複数回測定されていた場合は，最高値を採用した．腎機能低下発現率は，

各血中濃度の CKD 病期ステージが悪化した症例数／N×100（％）で算出した． 

 

表 6 LZD 投与患者における腎機能障害と血小板減少発現頻度  

 

 

LZD 投与患者における投与開始前 eGFR をステージ分類し，血小板減少発現頻度を示した. 

ステージ
eGFR

mL/min/1.73m2 非血小板減少群 血小板減少群

1   ≥90 21 13
2 60-89 13 5
3 30-59 10 13
4 15-29 8 4
5 <15 2 2

1, 2 ≥60 34 18

3, 4, 5 <60 20 19

1, 2, 3 ≥30 44 31

4, 5 <30 10 6

      Values represent numbers of patients, except where indicated otherwise.
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3‐4 有害事象の回復  

VCM 投与患者における腎機能低下発現患者（n = 35）の CKD ステージは，

ステージ 5 が 1 例，ステージ 4 が 8 例，ステージ 3 が 13 例，ステージ 2 が 13

例であった．このうち  9 例の患者については治療後の血清クレアチニン値が

確認できないため除外とし，26 例の患者の治療後有害事象の腎機能回復につ

いて調査した． 投与終了後 4 週間以内に 23 例の患者（88%）のステージ回復

が認められ，平均回復期間は 13.7±9.4 日であった．   

LZD 投与患者における血小板減少発現患者（n = 37）の血小板数レベルは，

グレード 4 が 1 例，グレード 3 が 5 例，グレード 2 が 7 例，グレード 1 が 10

例，グレード 0 が 14 例であった． 14 例の患者はグレード 0 のため，3 例の患

者について治療後の血小板数が確認できないため，3 例は治療後の血小板輸血

が施行されたために除外とし，治療後有害事象の血小板数回復について 17 例

の患者を調査した．  13 例の患者（76%）が 4 週間以内にグレード 0 の血小板

数に回復し，平均回復時間は 11.4±4.8 日であった．  

これらの結果は，VCM による腎機能低下および LZD による血小板減少は可

逆的に回復することを示唆した．  



 

33 
 

第 4 節 考察  

  

本研究で示したように LZD 投与の日本人患者における腎機能低下発現は

13.2%，VCM 投与における発現は 23.5%であり，日本人において VCM は LZD

に比べ，有意に腎機能低下を引き起こすことを示した．Wunderink ら 48)は，

MRSA 感染症患者において血清クレアチニン濃度を指標とした判定で，LZD 投

与患者の 8.4%，VCM 投与患者の 18.2%で腎機能低下が認められることを報告

した．このことは VCM が腎機能低下を誘導することを示唆している．さらに

VCM は血中トラフ濃度 18.0µg/mL（カットオフ値）を超えない濃度では腎機

能低下の発現は低いが，20µg/mL 以上の患者では有意に腎機能低下を高率に発

症することが観察された．この結果は， VCM の血中トラフ濃度 20µg/mL 以上

で腎機能低下の発現が有意に増加した海外の報告 48,52-56)と類似するものであ

り，この報告を参考にしている日本の「抗菌薬 TDM ガイドライン」 9)の推奨

血中トラフ濃度を支持する結果となった．また，血小板減少症および腎機能低

下は感染症の合併症であり，一般的に感染症が改善するにつれ回復することが

多い．本研究では，VCM による治療において感染症の改善に伴って有意に血

小板数は回復し，eGFR の減少が観察され，LZD による治療においては治療前

後の eGFR に変化は見られず，感染症は改善しているにもかかわらず，血小板

数が減少する傾向が認められた．これらの現象は，VCM が腎機能障害発現と

関連することを示唆した．一方，LZD 治療は腎機能に影響を与えないが，血小

板減少の発現と関連していること示した．これらの結果は Colomo ら 57)が報告

した，VCM と比べ LZD による治療は血清クレアチニン値または eGFR に影響

しないという報告と一致するものであった．  

本研究において VCM 投与による血小板減少の発現は 16.9%，LZD 投与によ

る発現は 40.6%であり，LZD による治療において有意に血小板減少が多く発現

することが認められた．さらに，本研究において LZD 投与による血小板減少

は投与期間が危険因子であることが示唆され，投与期間  7.5 日以上（カットオ

フ値）の群で有意に血小板減少が発現する傾向が認められ，日本人患者では 1

週間以上の LZD 治療で血小板減少が発現しやすいことを示した．Wunderink ら
48)は，血小板減少は VCM 治療で 13.2%，LZD 治療で 16.3%発現したと報告し
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ている．Takahashi ら 44)は，日本人患者において血小板減少は  LZD 治療で

38.7%発現し，危険因子として投与期間と腎機能低下を報告した．Gerson ら 58)

は 2 週間以上の LZD 治療で血小板減少が発現しやすいと報告した． 本研究に

おける患者の平均体重は 57.1kg であったが，米国における研究では，対象患

者の平均体重は 73.3kg45)または 78.1kg46)であった．Niwa ら 59)は 55kg 未満の体

重を血小板減少の危険因子として報告した．米国人の体重は日本人よりも明ら

かに大きく，日本人において LZD の体重当たりの投与量が過量となることが

血小板減少発現頻度の増加と発現時期が早期となった要因の一つと考えられ

る．本研究において腎機能障害と血小板減少との間に有意な関連性は認められ

なかった．  Lin ら 42)や Takahashi ら 44)は，腎機能低下患者において LZD が血

小板減少を高率で発現させることを報告した．また，Matsumoto ら 60,61)は腎機

能が低下した患者において LZD 投与による血小板減少発現に注意が必要であ

ることを提唱した．さらに，Matsumoto ら 60)と Tsuji ら 62) は腎機能低下が LZD

血中トラフ濃度と Area Under the Curve（AUC）を増加させ，血小板減少症を

誘発することを報告した．一方で，Brier ら 41)は，腎機能低下患者において，

血中濃度や全身クリアランスに大きな変化が認められなかったため，LZD の用

量調節の必要がないことを報告している．本研究は Brier らの報告を支持する

結果となり，腎機能障害は LZD 関連血小板減少の絶対的な危険因子ではない

ことを提唱する．これらの報告から，LZD の血中濃度を上昇させる因子は腎機

能障害だけではない可能性があり，血中濃度とその上昇因子，および血小板減

少発現について，さらには LZD の分布・代謝経路は複雑であることから，LZD

やその代謝物の蓄積と血小板減少についての更なる研究が必要である．本研究

結果より VCM および LZD によって誘発された有害事象の多くは可逆的であり，

2 週間程度で改善する例が多かったことから，薬物誘発性有害事象の危険性と

抗菌薬の有益性を把握し，抗菌薬の適正使用に基づいた治療を提供する必要が

ある． MRSA による院内肺炎を対象とした VCM と LZD との比較試験におい

て，LZD は試験終了時の臨床効果で統計学的な有意差を示している 48)．さら

に，MRSA による皮膚・軟部組織感染症を対象としたメタアナリシスの結果，

臨床効果，細菌学的効果ともに，LZD の効果は VCM と比較して有意に高かっ

た 63)．このように臨床効果において，LZD は VCM と同等以上であることが示
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唆される．  

本研究結果より，日本人における VCM による治療は腎機能障害を回避する

ために VCM 血中トラフ濃度を 20µg/mL 以下にコントロールする必要があり，

海外の報告を参考にしている日本の「抗菌薬 TDM ガイドライン」 9)の推奨血

中トラフ濃度を支持する．また，LZD は VCM と比べ，クレアチニン排泄と糸

球体濾過量の維持に優れていたことから，腎機能のコントロールが困難な患者，

腎機能の保護が必要な患者における重症 MRSA 感染症治療には LZD を推奨す

る．一方，日本人における LZD 治療は血小板減少の早期発現が懸念されるこ

とから，早期からの血小板数モニタリングが必要不可欠である．また，LZD

による治療が長期間になる場合には，血小板減少発現を回避するために適宜，

他の抗菌薬への変更を考慮する必要がある．  
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第 3 章 LZD による培養ヒト単球系細胞への毒性機構  

 

第 1 節 序論  

 

LZD は，グラム陽性球菌感染症治療に有効なオキサゾリジノン系合成抗菌剤

である．ペプチド鎖の伸長過程もしくは終結過程を阻害する従来の細菌のタン

パク質合成阻害作用を有する抗菌剤とは大きく異なり，LZD はリボゾーム 50S

サブユニットに結合し，70S 開始複合体の形成を阻害することによりタンパク

質合成過程を阻害して抗菌作用を発現する 64,65)．LZD の代表的な有害事象に

血小板減少や貧血などの骨髄抑制 34-36,66)や視神経障害 67)が報告されている．

しかしながら，LZD による真核細胞障害機構の詳細は不明である．細菌のリボ

ソームを標的とする抗菌薬は，真核細胞のミトコンドリア機能障害を惹起し，

副作用を発現させる可能性が示唆されている 68,69)．ヒトミトコンドリア内のタ

ンパク質合成は基本的に原核細胞と同様な機構で行われることから，LZD は

50S リボソームに結合してミトコンドリアにおけるタンパク質合成を阻害す

ることが推定される．  

ミトコンドリアは物質の酸化エネルギーを用いて ATP を合成する細胞内小

器官である．呼吸鎖に共役するリン酸化反応を介して ATP が生成し，分子状

酸素（O2）は電子を受け取り水分子が生成する．生体内に取り込まれた O2 の

ほとんどがミトコンドリアで消費され，呼吸鎖の機能不全により活性酸素種

（ reactive oxygen species; ROS）の生成は著しく上昇する．近年，FADH2 によ

り複合体Ⅱに渡された電子が複合体 Ⅰへ逆流し，多量のスーパーオキサイドアニ

オンラジカル  (O2
－・ )が形成されることも報告された 70)．心筋細胞において，

虚血 /再かん流により過量の ROS が生成し，生成した ROS に起因して細胞傷害

が惹起される 71)．これらの知見は，LZD がミトコンドリアにおけるタンパク

質合成阻害を介して機能不全を惹起し，ROS の生成が増大することによる細胞

傷害を引き起こす可能性を示唆する．  

ミトコンドリア機能障害はアポトーシス細胞死誘導の一つの原因である．多

くのアポトーシス誘導シグナルはミトコンドリアに機能変化を誘導し，ミトコ

ンドリア膜の透過性亢進に集約する 72,73)．ミトコンドリアの膜間腔には数種類
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のアポトーシス誘導タンパク質が存在しており，膜透過性亢進に伴ってシトク

ロム C が細胞質に漏出し，システインプロテアーゼである一連のカスパーゼが

活性化し，DNA 鎖切断酵素の活性化を誘導してプログラム細胞死が執行され

る 74,75)．Bcl-2 ファミリーメンバーのいくつかはミトコンドリア透過性の亢進

を阻害してアポトーシスを抑制し，他のメンバーは透過性亢進を促進してアポ

トーシスを誘導する 76,77)．LZD がミトコンドリア機能を障害した場合，アポ

トーシス性細胞死が誘導される可能性が推定されるが，そのことについて検討

はされていない．  

LZD がミトコンドリアにおけるタンパク質合成阻害を介して真核細胞傷害

を誘導することを明らかにするため，ヒト骨髄性白血病細胞株 U937 を実験に

用いた．近年 ,細胞死の分子レベルの研究はアポトーシスを中心に行われてき

たが，アポトーシス以外にもプログラム化された細胞死が哺乳類細胞で認めら

れている 78,79)．オートファジーは，酵母から哺乳類に至るまで進化的に保存さ

れた機構であり生体の恒常性維持に必要であるが，オートファジー介在の細胞

死の分子機構も解明されつつある 80,81)．オートファジーは外部から侵入してき

た病原体を直接捕らえて分解することもできることから，病原体に対する免疫

応答にも係っている 82,83)．また ,オートファジーがミトコンドリア機能に影響

を与え ROS 産生を制限することも報告されている 84)．本研究で ,免疫機構に関

与する細胞に対する LZD の影響を検討するために，マクロファージの前駆細

胞で CD14 陽性であり，活性酸素産生能は有さない U937 細胞株を用いて細胞

毒性作用を検討した．  

生体内において LZD は不安定なヘミアセタール化合物 PNU-143011 を経て酸

化体ヒドロキシ LZD に代謝される 85)．In vitro における肝ミクロゾームの代謝

実験において，このヒドロキシ LZD への代謝反応に薬物代謝酵素 CYP はほと

んど関与せず，非酵素的に進行する酸化反応であることが示され，この代謝反

応は内在性の ROS 濃度に依存し，O2 の一電子還元物質である O2
－・が重要な役

割を果たすことが示唆された 86)．一方，LZD によるミトコンドリア機能障害

により漏出する O2
－・を介した細胞傷害が生じる場合は，細胞内スーパーオキ

サイドジスムターゼ  (superoxide dismutase; SOD) 1 は防御作用を示す可能性も

考えられる．これらの知見は，細胞内 O2
－・濃度を調節する酵素 SOD 1 が LZD
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による細胞障害に影響を及ぼす可能性を示唆する．それゆえ，第 3 章では LZD

のヒト単球系細胞株 U937 に対する細胞傷害過程におけるミトコンドリア機能

障害とアポトーシス死の関与について，さらに，この現象への細胞内 SOD 1

の役割について検討する．
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第 2 節 方法  

 

1．試薬  

LZD は Pfizer Inc.（Groton, CT, U.S.A.）より寄与された．RPMI Medium 1640 

with L-glutamine and HEPES，Penicillin/Streptomycin，Alexa Fluor® 488，Donkey 

Anti-Mouse IgG，MitoTracker® Green FM, MitoSOX® Red，SOD1 Silencer Select 

Pre-designed siRNA は Life Technologies（Carlsbad，CA，U.S.A.）より，fetal bovine 

serum（FBS）は MP Biomedicals（Santa Ana，CA，U.S.A.）より，Cell proliferation 

assay キットは  Promega Co. （Madison，WI，U.S.A.）より，ウシ血清由来 albumin

は Sigma-Aldrich Co.（St. Louis，MO，U.S.A.）より，Phosphate Buffered Salts

（PBS）Tablets はタカラバイオ（株）（Kusatsu， Japan）より，GFP-Certified 

Apoptosis/Necrosis Detection Kit for microscopy and flow cytometry は Enzo Life 

Sciences, Inc.（Farmingdale，NY，U.S.A.）より，Hoechst 33258 および Hoechst 

33342 は同仁化学研究所（株）（Kumamoto，Japan）より，anti GAPDH 抗体（6C5）

は Santa Cruz Biotechnology Inc.（Sant Cruz，CA，U.S.A.）より，Mito PT JC1 (5, 

5′, 6, 6′-tetrachloro-1, 1′, 3, 3′- tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide) assay 

kit は Immuno Chemistry Technologies, LLC（Bloomington， IN，U.S.A.）より，

anti-SOD 1 抗体は Gene Tex（Los Angeles，CA，U.S.A.）より，anti-Rabbit IgG 抗

体 H&L Antibody Dylight 488 conjugated は，ROCKLAND Inc.（Limerick，PA，

U.S.A.）より， INTERFERin siRNA Transfection Reagent はフナコシ株式会社

（Tokyo, Japan）よりそれぞれ購入した．その他の試薬は市販特級品を用いた．

実験に用いた全ての溶液の調製は， Milli-Q 超純水製造装置 Academic-A10

（Merck Millipore Co., Darmstadt，Germany）によって精製した超純水を用いた． 
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2．実験手順  

2‐1 細胞実験  

 ヒト単球系細胞株 U937 は American Type Culture Collection（Manassas，VA，

U.S.A.）より購入し，RPMI Medium 1640 with 25mM HEPES and L-glutamine，

1% Penicillin/Streptomycin，熱非働化（56℃，30 分）した 10% FBS から構成さ

れる培養液を用い，CO2 インキュベーター  MCO-175（SANYO Electric Co. Ltd, 

Osaka， Japan）内で 37℃，5%CO2，95%空気，加湿下で培養した．  

細胞障害は，96well マイクロプレートの各 well に細胞（1.0×105cells/well）

を播種し，細胞培養液に溶解した各濃度 LZD を添加し，CO2 インキュベータ

ー内で 37℃， 24 時間インキュベートして誘導した．細胞生存率は， Cell 

proliferation assay キットを用いた MTT 還元法によって評価した．簡単に記述

すると，種々の条件下で処理した細胞を PBS で遠心洗浄（200×g，5 分間）し，

1 well あたりに Dye solution 7.5µL と PBS 50µL の混合溶液を添加して 37℃，2

時間インキュベーションを行った後，Solubilization Solution/Stop Mix 50µL を

加えて一晩インキュベーションした．サンプルをマイクロプレートリーダー  

model 680（Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules）を用いて 570nm の吸光度を測

定した．細胞生存率（%）は，コントロール細胞の MTT 還元能に対する LZD

処理群の還元能で表した．また，同様な条件で細胞を LZD 処理した後，1μg/mL 

Hoechst 33342 を含む細胞培養液 30μL で 30 分インキュベートして核を染色し

た後 PBS で洗浄し， Cytell Cell Imaging System（ GE Healthcare UK Ltd., 

Buckinghamshire）を用いて細胞数の変化を測定した．   

アポトーシス様細胞死は，核の形態学的変化，ホスファチジルセリンの細胞

膜表面への露出，glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の核へ

の局在性，および GFP-Certified Apoptosis/Necrosis Detection Kit による染色を

指標とした．細胞内 GAPDH の局在性は免疫蛍光染色法により確認した．簡単

に記述すると，種々条件で処理した細胞を PBS で遠心洗浄後（5 分間，1000rpm），

室温で 30 分間  4%パラホルムアルデヒドで固定化を行い，さらに遠心洗浄後

メタノール中 -20℃で 10 分間インキュベートした．細胞を室温で 30 分間 3% 

FBS 液でブロッキングした後，1% アルブミンで 1：400 に希釈したマウスモ

ノクローナル IgG GAPDH Antibody 溶液と 1 時間インキュベートし，遠心洗浄
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後 1：500 に希釈した Alexa fluor® 488 donkey anti-mouse IgG と Hoechst 33258

の混合液で室温，暗所で 30 分間インキュベートした．遠心洗浄後 (5 分間，

1000rpm), PBS に懸濁したサンプルを 35mm Glass Base Dish 上に付着させ，直

ちに共焦点レーザースキャン顕微鏡  LSM 700（Carl Zeiss, Baden-Württemberg，

Germany）で観察した．  

 

2‐2 ミトコンドリア内膜電位，ミトコンドリア数，O2
－・の生成  

ミトコンドリア膜電位（ΔΨm）は，蛍光カチオン性色素である JC-1 を用い

て 測 定 し た ． 簡 単 に 記 述 す る と ， 96well プ レ ー ト に 播 種 し た 細 胞

（1.0×106cells/mL）を LZD で処理した後，PBS で遠心洗浄（5 分間，1000rpm）

し，ペレットを JC-1 溶液 500µL に懸濁して 37℃で 15 分間インキュベーショ

ンした．Mito PT JC1 assay buffer で遠心洗浄（5 分間，1000rpm）し，  PBS に

懸濁した後，35mm Glass Base Dish 上に付着させ，直ちに共焦点レーザースキ

ャン顕微鏡で観察した．ミトコンドリア数は，MitoTracker® Green FM を用い，

ミトコンドリア内の O2
－・の生成は MitoSOX® Red を用いた蛍光染色法で測定し

た．簡単に記述すると，96 well プレートに播種した細胞  （1.0×106 cells/mL） 

を LZD で処理した後，PBS で遠心洗浄（5 分間，1000rpm）し上清を除去した．

そのペレットに 1μg/mL Hoechst 33342 と共に 200nM MitoTracker® Green FM ま

たは 5.0μM MitoSOX® Red を含む細胞培養液 30µL を添加して懸濁後，室温で

30 分間または 10 分間インキュベーションした．再び PBS で遠心洗浄した後，

100μL PBS に懸濁し，それぞれ Cytell Cell Imaging System を用いて測定して解

析した．  

 

2‐3 SOD 1 ノックダウン  

無血清培養液で siRNA を終濃度 40nM に希釈した調製液に INTERFERin を 5μ

Ｌ添加したのち室温で 10 分間インキュベートを行い INTERFERin/siRNA 複合

体を形成させた．オーバーナイトでプレインキュベートした U937 細胞

（1.0×106cells/2mL/well）に INTERFERin/siRNA 複合体を添加し，72 時間イン

キュベーションし SOD 1 mRNA をノックダウンした．細胞内 SOD 1 含量は，

上述した免疫蛍光染色法を用いて確認した．SOD 1 の一次抗体および二次抗体
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Anti-RABBIT IgG (H&L) (GOAT) antibody Dylight 488 Conjugated は 1：250 に希

釈して用いた．  サンプルに含まれる SOD 1 タンパク質量に関連する二次抗体

の蛍光強度は Cytell Cell Imaging System を用いて測定し，同時に行った核染色

Hoechst33258 の蛍光強度を用いて標準化して解析した．細胞生存率は，上述し

た MTT 還元法により評価した．  

 

2‐4 オートファジーの検出  

 オートファジーは Cyto-ID®Autophagy detection Kit を用いて染色した後，

Cytell Cell Imaging System を用いて評価した．染色方法は，U937 細胞を種々条

件下で処理した後， 200µL の Assay Buffer で 2 回遠心洗浄後（5 分間，1000rpm），

培養液に 0.2% Cyto-ID®Green Detection Reagent と 0.1% Hoechst 33342 Nuclear 

Stain を混合した染色液 200µL を入れ，30 分間室温でインキュベーションした．

その後，再度 200µL Assay Buffer で 1 回洗浄し，  Assay Buffer（500µL/well）

に懸濁した後，35mm Glass Base Dish 上に付着させ，直ちに共焦点レーザース

キャン顕微鏡で観察した．Hoechst 33342 Nuclear Stain による核の蛍光検出に

は，Ex 390nm / Em 430nm，Cyto-ID®Green Detection Reagent によるオートファ

ジー発現の検出は，Ex 473nm / Em 512.5nm の波長を用いた．   

 

2‐5 統計処理  

測定値は，少なくとも 3 回行った実験の平均値±標準偏差で表した．F 検定

で分散検定後，Student-t 検定または Welch の t 検定，3 群以上の検定には多重

比較検定（William 法）を用い，p＜0.05 を統計的有意とした．  
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第 3 節 結 果  

 

1．LZD 誘導細胞毒性  

LZD による真核細胞への傷害の有無についてヒト単球系細胞 U937 を用いて

検討した．U937 細胞を 1-4mM LZD で 24 時間処理すると，濃度依存的に生存

率は 83-59%へと低下した（図 6 A）．また，細胞を 4mM LZD で処理すると，

1-24 時間の処理時間に依存して生存率は 97-57%に低下した（図 6 B）．同条件

下における LZD の細胞毒性作用を Hoechst 33342 による蛍光核染色による計数

法で観察した場合，LZD 濃度とインキュベート時間に依存して細胞数の減少が

観察され（データに示さず），MTT assay による生存率の減少とほぼ同じ結果

が得られた．これらの結果から，LZD がヒト単球系細胞 U937 に細胞傷害を惹

起することが明らかとなった．  
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図 6 U937 細胞における LZD 誘導細胞毒性  

 

（A）U937 細胞を 1，2，3，4mM LZD で 24 時間処理，（B）4mM LZD で 1，3，6，12，24 時間

処理した．細胞生存率は MTT 環元法で測定した．データは 4 回の実験結果の mean±S.D.

で示している．*p＜0.05:リネゾリドを添加しない細胞と比較した． 

A 

B 
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LZD による U937 細胞の細胞死に伴う変化を共焦点レーザースキャン顕微鏡

像により観察した（図 7）．細胞質局在性酵素 GAPDH は，LZD 処理 12，24 時

間で核への部分的な移行が認められた．Hoechst 33258 による核の染色により，

時間の経過とともに多核化細胞の増加と核小体の生成とみられる DNA の断片

化が認められた．細胞膜統合性変化の指標である Annexin V-EnzoGold による

膜成分ホスファチジルセリンの染色により，LZD 添加から 6 時間でわずかに，

12 時間で明らかな蛍光強度の増加が確認された．一方，細胞膜非透過性物質

7-AAD-Red による核染色は，LZD 処理 6 時間後では認められず，12 時間でわ

ずかに赤色の染色が観察された．これらの結果は，LZD で処理した U937 細胞

は 6 時間以降にアポトーシス様細胞死が生じることを示唆した．  
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図 7  U937 細胞における LZD によるアポトーシスの誘導  

 

U937 細胞に 4mM LZD を添加後，6，12，24 時間処理し，共焦点レーザースキャン顕微鏡

（倍率 630 倍）で観察した．細胞内 GAPDH を GAPDH Antibody と Alexa Fluor 488（緑色），

核 を Hoechst 33258 （ 青 色 ） ，細 胞 膜 を Annexin V-EnzoGold （ 黄 色 ） ，膜 透 過 性 を

7-AAD-Red（赤色）で染色した．同条件下における 4 回の実験の代表的画像を示す．核内

の GAPDH は矢印で示す． 
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図 8 には LZD によるオートファジーの誘導について検討した結果を示した．

U937 細胞を LZD 4mM で 24 時間処理した場合，オートファジーの検出を示す

緑色蛍光強度の変化は観察されず，オートファジーの発現は認められなかった

（図 8 A）．一方，ポジティブコントロールであるラパマイシン処理により明

らかなオートファジーの誘導が認められた（図 8 B）．また，オートファジー

阻害剤 spautin-1 は LZD による細胞生存率の低下に対して有意な影響を及ぼさ

なかった（図 8 C）．これらの結果は，LZD による細胞障害にオートファジー

は関与しないことを示唆した．  
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図 8 LZD によるオートファジーの誘導  

 

U937 細胞に 4mM LZD を添加 24 時間後（A），または 0.1µM ラパマイシンを添加 18 時間

後（B），共焦点レーザースキャン顕微鏡（倍率 630 倍）で観察した．Hoechst 33342（青色）

処理により核を，Cyto-ID® Autophagy detection Kit（緑色）を用いて染色した．オートファジ

ーの発現のポジティブコントロールとしてラパマイシン処理細胞を用いた．同条件下における

実験を 4 回行い，代表的画像を示す．（C）オートファジー阻害剤 10µM spautin-1 存在下，

細胞を 1，2，3，4mM LZD で 24 時間処理し，生存率を測定した．  

■: control cells, □: + spautin-1. 
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2．ミトコンドリア機能障害  

アポトーシスの誘導機構にミトコンドリア機能障害が関与する経路が存在す

ることから 87)，LZD による U937 細胞のアポトーシス誘導にミトコンドリア機

能障害が関与する可能性について検討した（図 9 A）．コントロール細胞にお

いて，ミトコンドリア膜電位の構築を示す JC-1 の強い強度の赤色蛍光とその

凝集が観察された．LZD 4mM で 3 または 6 時間処理した細胞において，赤色

蛍光強度の時間依存的な減少がみられ，LZD がミトコンドリア内膜電位の崩壊

を 3 時間以内の短時間で引き起こすことが明らかとなった．ポジティブコント

ロールである脱共役剤 CCCP は直ちにミトコンドリア膜電位を低下させ，赤色

蛍光の顕著な減少が観察された．一方，種々濃度 LZD で 3 または 6 時間処理

した場合，ミトコンドリア数の減少は認められなかった（図 9 B）．これらの

結果は，LZD がミトコンドリア内膜電位を容易に短時間で崩壊させるが，ミト

コンドリア数には影響を及ぼさないことを示唆した．  
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図 9 LZD のミトコンドリア機能への影響  

 

（A）U937 細胞を 4mM LZD で 3，6 時間処理後，ミトコンドリア膜電位を Mito PT JC1 assay 

kit 用いて染色した．ミトコンドリア膜電位は膜間空に集積した色素の J-aggregates（赤色）

および細胞内に透過した Monomeric JC-1（緑色）を共焦点レーザースキャン顕微鏡（倍率

200 倍）で観察し評価した．（B）U937 細胞を 1-5mM LZD で 3，6 時間処理後，ミトコンドリ

ア数は MitoTracker® Green FM を用いて，方法に記載されているように検出した． データ

は 4 回の実験結果の mean±S.D.で示している． 
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3．LZD 誘導 O2
－・の生成と細胞毒性作用に対する SOD 1 の影響  

LZD で処理した U937 細胞における O2
－・生成についての実験結果を図 10 A

に示した．U937 細胞を LZD で処理すると，濃度とインキュベーション時間に

依存してミトコンドリアにおける O2
－・生成量が増加し，  3 または 5mM LZD

でインキュベーション 6 時間と，1mM 以上  LZD でインキュベーション 24 時

間において O2
－・生成量の増加に有意な差が認められた．LZD の細胞毒性作用

に対する SOD 1 の関与について SOD 1 ノックダウン法を用いて検討した結果

（図 10 B），U937 細胞への SOD 1 の siRNA 導入は，細胞生存率に有意な影響

は及ぼさなかった．LZD 0-3mM で 24 時間処理した場合，コントロール細胞と

同様に，SOD 1 ノックダウン細胞において LZD 濃度に依存して細胞生存率の

低下が観察された． LZD 4mM で処理した場合，SOD 1 ノックダウン細胞にお

いてわずかではあるが，コントロール細胞と比べて有意な生存率の上昇が認め

られた．なお，細胞内 SOD 1 含量は，ノックダウン処理により 53.9%へ低下し

たが，細胞生存率に有意な影響は及ぼさなかった（データに示さず）．これら

の結果は，細胞内 SOD 1 が LZD の細胞毒性効果に部分的に関与することを示

唆した．  
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図 10 LZD 処理 U937 細胞における O2
－・の生成および SOD 1 ノックダウンの細胞毒

性への影響  

 

 (A) U937 細胞を 1-5mM LZD で 3，6，24 時間処理後， ミトコンドリアにおける O2
－・の生

成を MitoSOX® Red を用いて，方法に記載されているように測定した．データは 3 回の実験

結果の mean±S.D.で示している．*p < 0.05: LZD 未処理 6 時間の細胞，**p < 0.05:LZD

未処理 24 時 間の細胞 と比較 した．（B ）U937 細胞を 5.0×105cells/mL に播種し，

INTERFERin 5μL と 40nM siRNA で 72 時間処理して SOD 1 をノックダウンした．SOD 1 ノ

ックダウン細胞に 0，1，2，3，4mM LZD を添加し，24 時間処理後，MTT assay により細胞

生存率を測定した．*p＜0.05: 4mM LZD で処理したコントロール細胞の生存率と比較した． 

■: control cells, □: SOD  1-knockdown cells 
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第 4 節 考察  

 

LZD はリボゾーム 50S サブユニットに結合し，70S 開始複合体の形成を阻止

し，タンパク質合成を抑制する 64,65)．本研究で，ヒト単球系細胞株 U937 を LZD

で処理するとミトコンドリアの内膜電位の崩壊，それに引き続いてアポトーシ

ス様細胞死の誘導が確認された．ミトコンドリアへのストレス負荷により，膜

電位崩壊と内膜透過性亢進が惹起された場合，シトクロム C が細胞質へ漏出し，

引き続きシトクロム C，Apaf-1 とカスパーゼ -9 によるアポトソーム（apoptosome）

集合体が細胞質で形成される 74,88,89).この現象により活性化されたカスパーゼ

-9 が下流の実行酵素カスパーゼ -3 を活性化し，細胞はアポトーシス様細胞死

に至る．真核細胞における核 DNA の遺伝情報の翻訳に 80S リボソームが関与

するが，ミトコンドリア DNA の翻訳にはミトコンドリア内に存在する 70S リ

ボソームが用いられる．これらの知見は，LZD による U937 細胞へのアポトー

シス様細胞死がミトコンドリア機能障害を介して誘導されることを示唆して

いる．通常の生体内血中 LZD 濃度は平均 0.046mM，組織への移行率（組織 /血

漿濃度）は，肺胞被覆液は約 415%90)，髄液は 160%91)，皮膚（炎症性水泡）は

104%92)で組織移行性が良好である．本実験結果は 1-4mM 高濃度 LZD，24 時間

における結果であったが，過量投与や長期間の投与等により LZD の組織への

蓄積および組織濃度が上昇すると高濃度の LZD が細胞内に局在することで，

免疫細胞の傷害を含む血液毒性や神経障害などの有害事象の発現に関与する

可能性が推察される．  

本実験で示したように，LZD が U937 細胞にオートファジーを誘導しなかっ

たことより，LZD 誘導アポトーシス様細胞死にオートファジーが関与しないこ

とが示唆された．近年，オートファジーが細胞内で細菌の分解を含む殺菌過程

に関与することから，免疫防御機構としても機能していることが報告された

93,94)．本研究において LZD の細胞毒性作用にオートファジーの影響が観察さ

れなかったことより，免疫機構におけるオートファジーの発現に対して LZD

は影響を及ぼさない可能性が考えられる．  

LZD は，ミトコンドリアにおける O2
－・生成を促進させ，24 時間後に O2

－・量

の顕著な増大が認められた．ミトコンドリアの酸化的リン酸化反応は，副産物
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として ROS を生成させ，過剰な ROS 生成はミトコンドリア機能障害を増大さ

せる 95,96)．細胞質局在性酵素 SOD 1 をノックアウトしたマウスより分離した

ミトコンドリアにおいて，ROS 生成量は増大してミトコンドリア機能障害が増

大することが報告されている 97,98)．本実験で示したように，4 mM LZD 処理に

よる細胞死は，SOD 1 ノックダウン U937 細胞において，部分的に軽減された．

これらの知見は，LZD 処理により生成する O2
－・は細胞障害を惹起すること，

また細胞質に多量に O2
－・が存在した場合には LZD による細胞障害に対してむ

しろ防御的に作用する可能性を示唆した．LZD の未変化体は体内において活性

化合物であり，肝ミクロゾームにおいて不活性体モルホリン環開裂カルボン酸

化合物へと代謝され，尿中へ排泄される．代謝研究において，LZD の酸化的代

謝物の生成に ROS が関与する非酵素的反応で進行することが提唱された 86). 

本研究において，SOD 1 をノックダウンすると，LZD による細胞死誘導が有意

に防御された．これらの知見を考え合わせると，SOD 1 による細胞内 O2
－・濃

度の低下は，未変化体 LZD の酸化的代謝を阻害して毒性作用を増大させる可

能性が推定される．  

本研究において，LZD が単球系細胞株 U937 のミトコンドリア機能障害を介

してアポトーシスを誘導することを示した．細菌感染時において活性化マクロ

ファージは異物の貪食に伴い形質膜形態変化と NADPH oxidase の活性化が生

じ，非ミトコンドリア性シアン耐性酸素吸収が増加する 99)．LZD は O2
－・によ

り酸化的に代謝されることから 86)，活性化マクロファージにおいて LZD の代

謝が促進され，LZD の細胞毒性作用は軽減されることが推定される．一方，本

研究では，LZD がミトコンドリアからの活性酸素生成を増加させることを示し

た．この酸化ストレスに対してミトコンドリア局在性の SOD 2 が防御的に関

与することが推定される．免疫細胞の貪食過程における LZD 代謝と O2
－・の相

互作用における SOD 1 の役割について，また LZD によるミトコンドリア内の

O2
－・生成と機能障害に対する SOD 2 の役割について，さらに詳細に検討する

必要がある．臨床的観点から，LZD の他の作用として LZD 誘導体が前立腺が

ん株 DU145 にアポトーシス様細胞死を介して抗腫瘍作用を示すことが実証さ

れた 100)．また，モノアミン酸化酵素阻害作用を有すること 101), LZD がサイト

カインの産生抑制作用を有すること 102)，抗炎症作用を有することが提唱され
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ている 1 0 2 - 1 0 6 )．今後，LZD の薬理作用発現におけるミトコンドリア機能と  

SOD 1 の役割を明らかにすることは，LZD の有害事象の発生の抑制やいくつか

の疾患の治療法の開発に有用となる可能性がある．
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総括  

 

 本研究において医療施設間で感受性サーベイランスや抗菌薬使用状況と分

離菌情報等を共有することは，地域における耐性菌拡大の抑制に有効であるこ

とが示唆された．抗菌薬関連の有害事象は入院患者において共通して発現しや

すく，抗菌薬を適正に使用することで有害事象を回避することができる 107)．

VCM および LZD の有害事象について調査した結果，日本人患者において腎機

能障害を回避するために VCM トラフ濃度を 20µg/mL 以下にコントロールする

必要があり，「抗菌薬 TDM ガイドライン」9)の推奨血中トラフ濃度を支持する．

LZD は VCM と比べ，クレアチニン排泄と糸球体濾過量の維持に優れていたこ

と，臨床効果も同等以上である 48,63)こと，抗炎症作用を有する 102-106)ことから，

腎機能のコントロールが困難な患者，感染症治療に腎機能の保護が必要な患者

における重症 MRSA 感染症治療には，LZD による治療を推奨する．一方，日

本人における LZD 治療は血小板減少の早期発現が懸念されることから，早期

からの血小板数モニタリングが必要不可欠である．また，LZD による治療が長

期間になる場合や出血傾向のある患者には，血小板減少発現を回避するために

適宜，他の抗菌薬への変更を考慮する必要がある．培養細胞を用いた実験にお

いて，LZD は，アポトーシス性細胞死を誘導すること，さらに LZD によるミ

トコンドリア機能障害が細胞死の誘導に関与することを明らかにした．LZD

の抗菌作用のターゲットとなる 50S リボソームは，ヒトミトコンドリアのタン

パク質合成に用いられることから，LZD による治療において機能障害を生じな

い投与法や対策について，更なる検討が必要である．  

本研究で，抗菌薬の使用情報と分離菌情報の共有が地域における薬剤耐性菌

の発生と拡散の抑制に有益であること，抗 MRSA 抗菌薬の有効性と安全性の

確保に有効な指標を提唱し，さらに LZD がヒト細胞のミトコンドリア機能障

害を介して細胞毒性を誘導することを明らかにした．本研究により，病院薬剤

師が従来の薬剤業務に加え，抗菌薬の有効性と安全性の情報を活用すること，

抗菌薬の作用機序等について基礎研究を通して検討することは，抗菌薬の適正

使用に貢献し，薬剤耐性菌発現の遅延が期待できる．  
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