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感 染 を 含 む種 々 の侵 襲 に対 し て複 雑 な 生 体 の 防 御 機 能

が 多 様 に反 応 す る こ とは よ く知 られ て い る。 喰 細 胞,と

くに 多 形 核 好 中球,マ ク ロ フ ァー ジな どは 防 御 機 能 に 関

与 す る因 子 とし て重 要 な役 割 を演 じて い るが,感 染治 療

に お け る抗 生 物 質 と どの よ うな か か わ りあ い を も っ か と

い う問 題 に つ い て は充 分 な 検 討 が ない1～6)。本 邦 に お い

て は藤 井 お よび紺 野 ら,中 沢 らが 映 画 お よび電 顕像 で 白

血 球 また は マ ク ロ フ ァ ー ジ と菌 お よび 抗 生 剤 との 相 互 作

用 を観 察 して い る7～9)。

筆 者 らは 喰 細 胞 と して,ま ず 多 形 核 好 中球 を と り あ

げ,そ のPseudomonas aeruginosaに 対 す る 貧 食 殺 菌

効 果 を 定 量 的 に 検 討 し,2,3の 抗 生 物 質 の 影 響 を 検 討

した の で 報 告 す る。

実 験 材 料 お よび 方法

1.　 使 用 菌 株

Pseudomonas aeru8inosa 705,721,724,792,7005

NCTC-10490株 を 使 用 した。 各 菌 株 の前 培 養 液 を3,500

rpmで20分 遠 心 し,HANKSの 塩 類 溶 液(HANKS' BSS)

で 洗 浄 後,実 験 に供 した 。

2.　 使 用 抗 生 物 質

抗 生 物 質 は つ ぎ の もの を使 用 した 。

Carbenicillin(CB-PC),Gentamicin(GM),Polymyxin

B(PL-B)｡

3.　 多 形 核 好 中 球(PMN)の 採 取

PMNは 正 常 家 兎 の 腹 腔 内に,50単 位 ヘ パ リ ン含 有 の

0.1%glycogenを200ml投 与 し,4時 間 後 に 開 腹 し

てPMNを シ リコ ン処 理 遠 心 管 に 無 菌 的 に 採 集 し た。

な お 混 在 す る赤 血 球 を除 去 す るた め沈 澱 した 細 胞 を 蒸 留

水 で20秒 処 理 後 直 ち に 食 塩 水 で 等 張 に し,HANKS'BSS

で 洗 浄 した 。 この よ うに して 得 られ た 細 胞 の約98%は

PMNで あつ た 。 な お一 定 の活 性 を もつPMNを 得 る た

め 少 な くと も3羽 の ウサ ギ か ら得 たPMNを 混 合 して実

験 に使 用 した 。

4.　 PMNのPs.aeruginosaに 対 す る 貪 食 殺 菌 作 用

PMNのHANKS'BSS浮 遊 液(8×106/ml)を,シ リ

コン処 理 遠 心 管(3×7cm)に5mlず つ 分 注 し た。 こ

れ にHANKS'BSSで 洗 浄 し たPs.aeru8inosaを 接 種

し,振 盪 しなが ら37℃,4時 間 反 応 後,3,500rpm20

分遠心 し,PMNとPs.aeru8inosaを 沈 澱 させた。 こ

の沈澱 した細胞に滅菌蒸留水を加えPMNを 破壊後,通

常のコロニー形成法で残存総生菌数を測定 した。

5.　 抗生物質共存下のPMNの 貧食殺菌作用

PMNのHANKS,BSS浮 遊液(8×106/ml)と 種 々の濃

度の抗生物質溶液(MIC,1/4・MIC,1/16・MIC)お よび

Ps.aeruginosa(106/ml)の3者 からなる系,そ の対照とし

て抗生物質とPs.aeruginosaの 系,PMNとPs.aerugi-

nosaの 系 お よびPs.aeruginosaをHANKS'BSSに 加

えた系を調製 した。それを37℃ で4時 間振盪 し,3,500

rpm20分 間遠心 して菌およびPMNを 沈澱させた。な

おこの時点で抗生物質を完全に除去するた め,HANKS'

BSSで2回 洗浄した。沈渣 のPMNお よび菌に滅菌蒸

留水を加え,PMNを 破壊 した後,残 存総生菌数を測定

した。

抗生物質存在下におけるPMNの 貪食殺菌活性は次式

によつてKrel.値 と して表示 し,K値 が大きいほど貧

食殺菌活性の大きいことを示す。

ρ:菌+PMNの4時 間後の残存生菌数

a:菌+抗 生剤の4時 間後の残存生菌数

b:菌+抗 生剤+PMNの4時 間後の残存生菌数

c:菌 だけの4時 間後の生菌数

K:抗 生剤共存下におけるPMNの 貪食殺菌活性の相

対的増強係数

ただ し,上 記の式が成立するのは,a,pの 残存生菌数

が極端に減少 しな い場 合,例 えば106接 種 でa,pが

104以 下にならない場合である。菌数が極端に減少すれ

ば抗生剤の作用が強すぎるか,PMNの 活性が強す ぎる
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のでこのような場合は,い ず れ か の反応物質濃度を下

げ,上 記の条件に適合するようにする。またこの式を導

び く背景は生菌数の指数的な減少,例 えば好中球の作用

で106の 菌が104に 殺菌された場 合 お よび104の 菌が

102に なる場合,こ れらの食食殺菌活性を相対値で表わ

す と,い ずれも指数2と 表現する。

6. 抗生物質によるPs.aeruginosaの 前処理

Ps.aeruginosaをHeart infusion brothに106/ml

浮 遊 させ,種 々の濃度の抗生物質を添 加 後,37℃ で3

時間振盈 した。反応後抗生物質を除去するため,す みや

かにHANKS'BSSで3回 洗浄し,再 びHANKS'BSSを

加 えてもとの液量 とした。PMNを 加え37℃ で さらに

4時 間反応 し,同 様の方法で残存生菌数を測定した。

抗生物質で前処理したPs.aeruginosaに 対するPMN

の貧食殺菌活性,KreL値 を前記の式に準じて次 の よ

うに求めた。

P:抗 生物質無処理菌+PMNの4時 間後の残存生菌

数

A:抗 生物質処理菌+PMNの4時 間後の残存生菌数

B:抗 生物質処理菌の4時 間後の生菌数

C:抗 生物質処理菌の4時 間後の生菌数

実 験 結 果

1.　 多形核好中球のPs。aeruginosaに 対 す る貧食殺

菌効果

CB-PCに 対 する感受性の異なるPs.aeruginosa6株

のPMNに よる貧食殺菌のうけ方を比較 した。Fig.1

の とお り,反 応系中のPMNを8×106/mlと 一 定にし,

Ps.aeruginosaの 接種量を103/mlか ら106/mlと 変え

た。NCTC-10490株 はPMNに よつて極めて貧食殺菌

を うけ易 く,い ずれの接種菌量 とも103/ml以 上貧食殺

菌された。しか し他の株はいずれも106ま た は105/ml

の接種では充分な貧食殺菌をうけなかつた。ただ接種菌

量を104～103/mlと 少な くすると,PMNに よつて貧食

殺菌され易い株と比較的抵抗する株に分けられた。しか

しCB-PC感 受性とPMNに よる貧食殺菌 との間には相

関が認められなかつた。

2.　 抗生物質の共存下にお け る多形核好中球のPs.

Fig. 1 Phagocytosis of Ps. aeruginosa by PMN
―Relation to CB-PC-susceptibility and/or
inoculum size•\

Table 1 Phagocytosis of Ps. aerugizzosa by PMN in presence of CB- PC , GM and PL- B
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aeruginosaに 対 する貧食殺菌作用

抗Pseudomoms性 抗生物質,CB-PC,GM,PL-Bが

PMNのPs.aeruginosaに 対する貧食殺菌作用 に どの

ような影響を与えるかについて検討した。

PMNお よびPs.aeruginosaをHANKS'BSS中 で各

抗生物質(最 終 濃度1/16・MIC,1/4・MICお よびMIC)

と37℃ で4時 間incubateし,抗 生物質の効果 をK

rel.値 で比較した。結果はTable1お よびFig.2に

示 した。GMの 存在下ではいずれの 濃 度 に お い て も

PMNの 貧食殺菌活性は増強されなかつた。つぎにPL-

Bの 存在下では1/16・MICお よび1/4・MICの 低濃度で

はPMNの 貧食殺菌活性は全く影響を うけないが,MIC

濃度では両株に対する貧食殺菌作用は著明に増 強 さ れ

た。いつぼ う,CB-PC存 在下では貧食殺菌活性の増 強

は著明である。すな わ ちPs.aeruginosaNCTC-10490

株では,CB-PCが 殺菌作用を発現しない低濃度,1/16・

MICの 存在でPMNの 活性は増強 され る。また7005

株に対 しても1/4・MICの 存在でPMNの 活性が増強さ

れた。

3.　 抗生物質前処理Ps.aeruginosaに 対 する多形核

好中球の貧食殺菌作用

種々の濃度の抗生物質でPs.aeruginosaを あ らかじ

め前処理し,damageを うけた菌がPMNの 貧 食殺 菌

作用にどのような挙動を示すかを検討 した。Table2お

よびFig.3に その結果を示す。いずれの抗生物質で前

処理 した場合 も1/4・MICあ るいはMICで 若 干貧食殺

菌作用を受け易くなる傾向がみられた。 しか しCB-PC

の共存時に観察されたほど,著 明な増強は認められなか

つた。

4. CB-PCに よるPs.aeruginosaの 形態変化と貧食

殺菌作用

適当な濃度のCB-PCでPs.aemginosaを 処 理する

と,filament化 した菌が得られる10,11)。菌 の この よう

な形態変化とPMNに よる貧食殺菌作用との関連性を検

討 した。HI-broth中 でCB-PCのMIC濃 度 とPs.

aemginosa792を 接触させ,30分,1時 間,3時 間 目

にSamplingし た。Fig.4に 明らかなように,30分 処

理では伸長した菌が一部観察されたが全体 としてほぼ正

Fig. 2 Phagocytosis of Ps. aeruginosa pretreated 

with CB-PC, GM, and PL-B by PMN

Fig. 3 Phagocytosis of Ps. aeruginosa by PMN 

in presence of CB-PC, GM, and PL-B

Table 2 Phagocytosis of Ps. aeruginosa pretreated with GB-PC, GM and PL-B by PMN
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常に近い形態を保つ。反応時間の経過 とともにfilament

化が進み,3時 間では全ての菌が完全 にfilament化 し

た。このような変化は供試株の全てに認められた。

貪食殺菌活性については30分 前処理ではPMNと の

反応後,4時 間 目の残存総生菌数が6×104/mlで あるの

に対 し,1時 間前処理では5×104/ml,3時 間前処理で

は3×104/mlで あつた。これらの形態変化 とPMNに

よる貪食残菌作用の相関性をみた場合,い ずれの株につ

いてもfilament化 している菌が強い貪食殺菌作用を受

ける傾向は認められなかつた。

考 察

CRAIGら は,さ ぎにStaphlococcus aureusとSta-

phylococcus epidermidisで は喰細胞による食菌の うけ

方に相違のある こ とを12),ま たROGERSら はStaph.

aure粥 の病原株 と非病原株との間にも食菌に対す る抵

抗性に差があることを報告 している13)。さきにわれわれ

は,Ps.aemgimsaのCB-PC耐 性株の細胞表層部の脂

質構成が感受性株 と異なること,そ して前者は後者より

Tris-EDTA-Lysozymeの 溶菌作用に抵抗することを報

告 した14)。Ps.aeruginosaの このような性 状 が,PMN

に よる貪食殺菌 と関連性をもつかどうかを検討 したが,

Tris-EDTA-Lysozyme感 受性 とPMNの 貪 食殺菌効

果との間には全 く相関性はなかつた。とくに指摘したい

ことは,反 応系に接種した菌量に よつて食菌効果は大き

く影響され,接 種菌量が少ないほ ど効果は強 くあらわれ

る。 これは過剰の菌またはその分泌物による食菌作用の

抑制に起因するのかもしれない。

1968年,ALExANDERら はPenicillin存 在下で,い

つたん白血球にとり込 まれ たStaph.aureusは,Peni-

cillinの 作用から防御 され る こと,お よびPenicillin

Streptomycin処 理 によつて傷害 を うけた菌 は,白 血

球によつて食菌を うけ易いと報告 している15)。われわれ

が行なつたPs.aeruginosaに 対 するPMNの 貧食殺菌

作用は,抗 生物質の前処理によつてある程度増強される

が,む しろ食菌反応系で喰細胞,菌 および抗生物質の3

者 の共存下で貧食殺菌作用が著明に増強された。このこ

とは,食 菌および殺菌の過程において抗生物質の連続的

な作用,換 言すれば菌に対する連続 的なdamageが 必

要なのかもしれない。

生体内の防御因子はPMN以 外にも多 くの要 因 が あ

る16～18)。従 がつてPMNと 特定の抗生物質 との相乗的

な殺菌効果だけで,生 体側の感染防御系 との関係を速断

することはできない。われわれは大腸菌に対する血清の

殺菌因子の活性と,PMNの 貪食殺菌活性との問に相関

性があることを報告 しているが14),こ れ らの因子などを

含めて総合的な評価をすべきものと考えている。

以上の成績から,抗 生物質のin vitroの 抗 菌力は明

らかに有力な1つ の評価基準ではあるが,も つと生体因

子の関与を加味した条件で抗生物質の抗菌力を評価すべ

きものと考える。

要 約

1)　PseudomonasのCB-PC感 受性 と多形核 好中球

の貪食殺菌に対する感受性との問には相関性はみとめら

れない。

2)　 抗生物質共存下における多形核好中球のPseudo-

monasに 対する貪食殺菌作用は,CB-PCの1/16・MIC

とい う低濃度においても貪食殺菌作用の増強がみられ,

抗生物質無添加では貪食殺菌作用を うけに くい株でも著

明に貪食殺菌作用をうける。 しか しGMに はほとんど

このような作用は認められず,た ほ うPL-Bに お いて

はMIC濃 度においてだけ増強が認められた。

3)　 抗生物質によつて前処理された.Pseudomonasに

つ いては,共 存下に くらべPMNの 貪食殺菌作用の著明

な増強は認められなかつた。

4)　 CB-PCに よ る.Pseudomonasのfilarnent形 成

と貪食殺菌作用の うけ方との間には相関性が認められな

かつた。
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意を表します。
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EFFECTS OF ANTIBIOTICS ON PHAGOCYTOSIS OF 

POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES 

TO PS. AERUGINOSA

YASUHIRO MINE, SHIGEO NONOYAMA and MINORU NISHIDA 

Research Laboratories, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd., 

Osaka, Japan

The effect of antibiotics on phagocytosis of Polymorphonuclear leukocytes (PMN) was studied by 
use of Ps. aeruginosa as the test organism. The authors reported in previous papers that strains of 
Ps. aeruginosa resistant to CB-PC differ from the strains sensitive to this antibiotic in the ratio of lipid 
contained in the cell surface layer, and that these two groups of strains differ in the sensitivity to 
Tris-EDTA-Lysozyme. 

The present study clarified that these two groups of Ps. aeruginosa strains do not differ in resistance 
to phagocytosis of PMN. CB-PC, when added to a culture medium, increases phagocytosis of PMN on 
Ps. aeruginosa at a concentration as low as the 1/16 MIC. Meanwhile, GM gave no influence on the 
phagocytosis, and PL-B enhanced it only at concentrations as high as its MIC. Phagocytosis of PMN 
was not facilitated even when the cells of Ps. aeruginosa had been pretreated with any of these anti-
biotics. No relation was found out between phagocytosis and filament formation of the organism.


