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食細胞 のNBT還 元 能に及ぼす2,3の 抗生 剤,ハ イ ドロコーチ ゾン

な らびにTuftsinのin vitroに おけ る影響

井 口 博 史 ・中 沢 昭 三

京都薬科大学微生物学教室

(昭和51年1月5日 受付)

緒 言

食 細 胞 の主 要 な 機 能 の1つ に,負 食 した細 菌 の殺 菌 作

用 が あ る。 こ の殺 菌 作 用 の 機 構 に つ い て は,未 だ解 決 さ

れ るに は到 っ て い な い が,食 細 胞 が 殺 菌 能 を発 揮 す る た

め に は,H2O2と ハ ロ ゲ ン(I2)お よびMPO (Myelopero-

xidase)が 必 要 で あ る と言 わ れ てい る。2,3)このH2O2の 産

生 は そ の 大 半 がNADH oxidaseに よ る もの と考 え られ

て お り4),実 際,殺 菌 能 が 著 し く低 下 し て い る慢 性 肉芽

腫 症 患 者 の好 中球 に お い て,こ の 酵 素 の 賦 活 障 害 が あ る

と言 わ れ て い る1)。 このNADH oxidaseの 活 性 は,食

細 胞 に よ るNitroblue tetrazolium (NBT)の 還 元 に よ

っ て も知 る こ とが で き,従 っ て 食 細 胞 の 殺 菌 能 は こ の

NBTの 還 元 能 の 測 定 に よ っ て,あ る程 度 は 知 る こ とが

可 能 で あ る と考 え られ て い る。 最近,食 細 胞 に よ る この

NBTの 還 元 は,NADH oxidaseに よ っ て 生 じ るH2O2

へ の 中 間 産 物 で あ るSuperoxide (O2-)に 依 存 して い る

とい う報 告15)や こ のO2-が 殺 菌 作 用(in vitro)に 寄 与

して い る とい う報 告16)が あ る。

ヒ トの 白血 球 のNBT還 元 に つ い て は,NBTテ ス ト

と して臨 床 検 査 上 に も応 用 され て い るが5),制 癌 剤 や 化

学 療 法 剤 の大 量 の 使 用 に よ っ て生 体 の感 染 防 御 能 が 少 な

か らず 影 響 を受 け て い る と言 わ れ る今 日,生 体 の食 細 胞

の機 能 状 態 を 知 る上 で,こ の よ うなNBTの 還 元 試験 は

意 義 深 い も の が あ る と思 わ れ る。 抗 生 物 質 が 食細 胞 の 機

能 に 及 ぼ す 影 響 につ い て は,す で に い くつ か の研 究 が な

さ れ て い る6～9)。

今 回,我 々の 実 験 で は各 種 化学 療 法 剤 お よびTuftsin

の幅 広 い 濃 度 に つ い て,モ ル モ ッ トの マ ク ロ フ ァ ー ジお

よび 好 中球 のNBT還 元 能 に 及 ぼ すin vitroで の 影 響

を 測 定 し,こ れ ら薬 剤 が 食 細 胞 の機 能 に 及 ぼ す 効 果 を 考

察 した。

実 験 材 料 お よ び 方 法

各 種 薬 剤 な ら び に化 学 療 法 剤

本 実 験 に 供 した 化 学 療 法 剤 は,Sulbe難icillin (SBPC),

Chloramphenicol (CP), Cephalothin (CET), Tetra-

cycline (TC), Colistin (COL)で あ り,貧 食 促 進 物 質

のTuftsinお よび 副 腎 皮 質 ホル モ ンのHydrocortisone

(Hydrocortisone-2,1-sodiumsuccinate,Sigma製)を

使 用 した 。 また,Nitrobluetetrazolium (NBT)はSigma

製 の,NADHはBoehringer Mmnheim製 の そ れ ぞ れ

市 販 品 を使 用,子 牛 血 清 は 阪大 微 研供 給 の もの を 使用 し

た 。 モ ル モ ッ ト血 清 は 教 室 で 採 血 して 調 整 した 。 ま た

56℃ に30分 保 って 非 動 化 血 清 と した 。

食 細 胞 の採 取

モ ル モ ッ ト(300g,♂)腹 腔 内 に 生 理 食 塩 水12.5ml

を 注 射 後,マ ク ロ フ ァー ジ の場 合 は4日 目に,好 中球 の

場 合 は10時 間 後 に そ れ ぞ れEAGLE's MEM(ヘ パ リン

約15IU/mlを 含 む)で 腹 腔 内 洗 浄 に よ り食 細 胞 液,約

15ml/匹 を採 取 す る(な おEAGLE's MEMはGIBCO製

でPC,SMを 含 ん で な い)。 これ に よ りマ ク ロ フ ァー ジ:

1～2×105cells/ml,好 中 球:8～10×105cells/mlの 食 細

胞 液 を得 る 。 さ らにEAGLE's MEM(ヘ パ リンを 含 まず)

を 用 い て2回 の遠 心 洗浄 の 後,細 胞 数 を 適 当 に調 整 し,

以 下 の実 験 に 供 した 。

食 細 胞 のPreincubation

NBT反 応 定 量 的 方 法 に お い て は,洗 浄 食細 胞 液(2×

106cells/ml)の0.4mlを 小 試 験 管 に 分 取 し,所 定 濃 度

の5倍 濃 度 の 各 種 化 学 療 法剤,0.15Mリ ン酸 緩 衝 液0.1

mlを 加 え,CO2 incubatorに て37℃ で1時 間 静 置す

る。

NBT反 応 定 性 的 方 法 に お い ては,洗 浄 食 細 胞 液(2×

105cells/ml)の0.5mlを テ ィ シュ ー カ ル チ ャー チ ェ

ンパ ー ス ライ ド(R)(ラブ テ ック製)に 分 注 し,CO2 incu-

batorに て37℃ で20分 間 静 置 す る。 こ れ に よ り,こ

の ス ライ ドグ ラ ス の上 に マ ク ロフ ァー ジを 着 床 させ る。

そ の 後 チ ェ ン パ ー 内 を軽 くEAGLE's MEMで 洗 浄 後,

所 定 濃 度 の 各 種 化 学 療 法 剤 のEAGLE's MEM溶 液0.5

mlを 加 え,CO2 incubatorに て37℃ で1時 間 静置 す

る 。

NBT反 応

定 量 的 方 法:BAEHNER等 の 方 法10)に 準 じ て 行 な っ

た 。 小 試 験 管 内 で 各 種 化 学 療 法 剤 と1時 間Preincubate

した 食 細 胞 液 を パ ス ツー ル キ ャピ ラ リー管 にて 静か に よ

く攪拌 し た 後,0.01M KCN0.1mlお よびEAGLE's
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MEM0.1mlを 加え,最 後 にNBT溶 液0.5mlを 加

えて37℃,30分 間静置してNBT反 応を行なう。好中

球の場合は 反 応 時 間 を20分 とした。またEAGLE's

MEM0.1mlの 代わ りに,E. coli NIHJC-2の 加熱死菌

体(EAGLE's MEMで 洗浄,4×100cells/ml)の0.1ml

を加 えることにより貫食時のNBT反 応 を 行な う。次

に,0.75N塩 酸5mlを 加 え,NBT反 応 停止後,遠 心

分離(1,000g, 10分)を 行なって上清を捨てて 次いで

ピリジソ2.5mlを 加え,沸 騰水浴中15～20分 間加熱

する。これにより細胞内に生じたFormazanを 完 全 に

抽出し,次 いで冷却後,遠 心分離(1,000g,10分)を

行なって上清の吸光度を515nmに て測定する。

定性的方法:チ ェンパースライ ドにて,各 種化学療法

剤 と1時 間preincubateし た マクロファージをEAGLE's

MEMで2回 洗浄 した後,EAGLE's MEM0.24ml,0.01

M KCN0.06mlお よびNBT溶 液0.3mlを 加 え,

パスツールキャピラリー管で静かに攪拌後CO2 incuba-

torに て37℃,15分 間静置してNBT反 応 を行なう。

また,EAGLE's MEMを0.19mlと し,E. coliの 加 熱

死菌体の0.05mlを 加 えることにより,貧 食時のNBT

反応 を行なう。次にチェンパースライ ド内の溶液を3滴

余り残す程度に取り除き,ま たチェンパーの仕切 りを取

りはずして,直 ちにホルマリンを充満させた容器内(37

℃)に て10分 間,固 定を行なう。水洗後乾燥 させ,ギ

ムザ染色をほどこす。顕微鏡観察により200個 のマクロ

ファージのうち,細 胞内 にformazanの 沈着顆粗の認

められるNBT反 応 陽性の細胞数をカウソトしNBT反

応陽性細胞の割合を算出する。

好中球無細胞抽出液のNBT反 応

NATHAN等 の方法 に準 じて 行 なった11)。EAGLE's

MEM洗 浄好 中球,約5×107cellsに0.34M sucrose

のPBS(PH7.2)溶 液10mlを 加 え超音波破砕 した無

細胞抽出液の1mlに 各種化学療法剤(所 定濃度の5倍

濃度)0.2mlあ るいは子牛およびモルモットの そ れぞ

れ非動化した血清と,し ない血清の0.2mlを 加え,さ

らに0.01MKCN 0.2ml, 10mM NADH0.1ml, 0.1

%NBT溶 液0.5mlを 順次加 え,37℃ で15分 間 静

置 し,NBT反 応 を行な う。次に0,75N塩 酸 を2ml,

次いでピリジンを2ml加 え 充分攪拌後515nmに て

O.D.を 測定する。いっぽうBlankと して 無細胞抽出

液の代わりに0.34M sucrose PBS溶 液1mlを 加え,

その他まった く同様にNBT反 応 を行ない,515nmの

O.D.を 測定する。

Preincubateし た好中球の無細胞抽出液のNBT反 応

EAGLE's MEM洗 浄好中球(5×106cells/ml)の0.8ml

を小試験管に分取し,各 種 化学療 法剤(所 定濃度の5

倍濃度)0.2ml,あ るいは子牛およびヒルモ ットのそれ

ぞれ非動化 した血清と,し ない血清の0.2mlを 加 え,

CO2 incubatorに て37℃ で1時 間 静 置 す る。 こ の

Preincubateし た好中球をEAGLE's MEMで 遠 心洗浄

し,0.34M sucroseのPBS(pH7.2)溶 液2mlを 加

え,超 音波破砕する。この無細胞抽出液全量 に つ い て

NBT反 応を行な う。すな わ ち0.01MKCN 0.3ml,

10mM NADH 0.1mlお よび0.1%NBT 0.5mlを 順

次加え,37℃ で15分 間静置 す る。次に0.75N塩 酸

2mlお よびピリジン2mkを 加 え充分攪拌後,515nm

にてO.D.を 測定する。

NBT溶 液の調整

NBT50mgを0.15MPBS(pH7.2) 25mlに 溶 解

し(約45℃ に加温溶解),さ らに生理食塩水25mlを

加 え,充 分溶解 させ た 後,ミ リポアフィルター(pore

size 0.45μ)に て炉過 し,0.1%溶 液 とする。

食細胞中のマクロファージ,好 中球,リ ンパ球の割合

今回の実験に供した食細胞中のマクロファージ,好 中

球,お よび リンパ球の割合の大略を示すと,生 食注射後

10時 間後の細胞は90～95%が 好 中球で,残 りは大部分

が リンパ球であ り,ま た生食注射後4日 後の細胞は,マ

クロファージと思われる巨大単核球は80～85%を 占め,

残 りは単球少 しを含む リンパ球であった。

実 験 結 果

I.　 マクロファージについて

化学療法剤のSBPC,CP,CET,TC,COLお よびTuft-

sin, Hydrocortisoneの マ クロファージNBT還 元能に

及ぼす影響を,定 性的方法によって測定 した結果をFig.

1,Fig2に 示 した。縦軸にNBT反 応陽性細胞数の割

合を示 している。非食食時のNBT還 元 能 は,Hydro-

cortisoneお よびCPの 高 濃 度 を除 い て,い ず れも

controlに 比 してほとんど差が無く,ま た一定の 傾向を

Fig. 1 Effect of SBPC, CP and hydrocortisone on 

NBT reduction in peritoneal macrophage of 

guinea pig
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持った影響は受けていないと思われる。いっぽ う,貧 食

時のNBT還 元 能はSBPC,CP,お よびCETの いずれ

も2～20μg/mlの 濃 度域において,ま たCOLの0.2

μg/ml,Tufisinの2～20μg/mlで 若干ではある が還

元能を増大させる影響のあることが窺われる。しかし,

CP,COL,TCの 高濃度においては,明 らかに還元能を低

下させる影響のあることがわかる。

次に定量的方法によって測定した結果を示す。予め貧

食時,非 貧食時のNBT還 元 能の経時変化を測定 した結

果をFig.3に 示 した。この結 果か ら,NBT反 応時間

として30分 を採用 した。Fig.4は,各 種化学療法剤

およびTuftsinに よる影響を測定 した 結 果 で あ る。

SBPCとCPの2～20μg/mlお よびCETの0.2μg/

mlに お いて ΔO.D.値 す なわち非貧食時 と貧食時 と

の還元能の差の増大が見られる。しかしCP200μg/ml

では ΔO.D.値 の減少が見られる。またTuftsinに つ

いてはほとんど影響は認められない。

II.　 好 中球について

各種化学療化剤お よびTuftsin, Hydrocortisoneが

好中球のNBT還 元 能に及ぼす影響を定量的方 法 に よ

って測定した結果をFi藍.5,Fig.6に 示 した。マクロ

ファージの場合と同様,SBPCの20μg/mlに お い て

Fig. 2 Effect of CET, TC, COL and tuftsin on NBT 

reduction in peritoneal macrophage of guinea

pig

Fig. 3 Time course of NBT reduction in phagocytes

Fig. 4 Effect of SBPC, CP, CET and tuftsin on NBT 

reduction in peritoneal macrophage of guinea 

pig

Fig. 5 Effect of SBPC, CP and hydrocortisone on 

NBT reduction in peritoneal PMN of guinea 

pig

Fig. 6 Effect of CET, TC, COL and tuftsin on NBT 

reduction in peritoneal PMN of guinea pig
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ΔO.D.値 の若干の増大が認められ る。またCPの400

μg/ml以 上およびTCの200μg/ml,COLの200μg/

mlの 高濃度においては,NBT還 元能の減少が明瞭 に

認められる。とくに貧食時の還元能の低下が明らかであ

る。しかし,Hydrocortisoneを 除 けば,こ れらの薬剤の

他の濃度,お よび他の薬剤につ いては,い ずれ もcont-

rolに 比べて明らかな差は認めら れ な い。Hydrocorti-

soneに ついては,周 知のとおり顕著な抑制効果が 見 ら

れるが,0.25mM以 下の濃度では影響はかな り小 さ い

ようである。

III.　食 細胞のNBT還 元に及ぼす血清の影響

NBT反 応,定 量的方法による測定において子牛血清

およびモルモット血清をそれぞれ20%に 添加 した場合

の,血 清による影響を測定した 結 果 をFig.7,Fig.8

に示 した。図のように好中球においては,子 牛,モ ルモ

ットいずれの血清によっても非貧食時には影響は認めら

れないが,貧 食時のNBT還 元 能は顕著な抑制が見 られ

る。マクロファージにおいては,子 牛血清による影響は

貧食時,非 貧食時 ともに,顕 著であるが,モ ルモット血

清による影響はあまり認められない。血清はすべて非動

化 し,pH7に 調整したものを使用 した。なお,好 中球

については,非 動化 しない血清についても同じ測定を行

なったが,こ れとほぼ同一の結果を得ている。

IV.　 好 中球,無 細胞抽出液のNBT還 元 に及ぼす,

各種化学療法剤および血清の影響

予め無細胞抽出液についてNBT反 応のTimecourse

を測定 した結果をFig.9に 示 した。反応時間約30分 ま

ではほぼ直線的であることがわかる。次に,好 中球を予

め各種化学療法剤または血 清 とpreincubateし,そ の

後薬剤,血 清を洗浄 し,無細胞抽出液 としたもののNBT

還元 能を測定 した結果をTable1に 示 した。この表の

とお り,い ずれの薬剤または血清につ い て も,control

に比 してほとんど差が認められない。すなわち,薬 剤ま

たは血清 とのpreincubateに よって好中球 のNBT還

元 に関与する酵素は影響を受けなかった ことを示す。

次に,正 常な好中球の無細胞抽出液 につ い て,そ の

NBT反 応に及ぼす各種化学療法剤または血清の 影響を

測定した結果をTable2に 示 した。無細胞抽出液 につ

いての測定値からBlankを 差 し引いた値を ΔO.D.値

としてNBT還 元 能を示 した。Hydrocortisoneに つ い

Fig. 7 Effect of serum on NBT reduction in perito-

neal PMN of guinea pig

Fig. 8 Effect of serum on NBT reduction in perito-

neal macrophage of guinea pig

Fig. 9 Time course of NBT reduction with cell free 

extract of PMN of guinea pig

Table 1 Effects of several drugs and sera on NBT 

reduction with cell free extract from PMN 

of guinea pig 

PMN: washed after preincubation with drugs 

for 60 min. at 37•Ž

ΔO. D. at 515nm
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ては2mMお よび1mMで それ ぞれcontrolの 約50

%,75%と 明 らかな還元能の低下が認められ る。 しか

しCPを はじめ他の薬剤については,い ずれ もcontrol

に比 してほとんど差が認められず,NBT還 元 能に 及ぼ

すこれら薬剤の影響は無いことがわかる。血清について

もほとんど影響は認められないが,若 干,非 動化しない

血清について活性が高い。

考 察

マクロファージや好中球等,食 細胞のNBT還 元 能は

緒言でも述べたように,捕 食 したものの処理能力に関係

が深いと考えられ,細 菌の場合には,殺 菌能力の程度を

知る1手 段 とも考えられている。もっともNBT還 元能

即殺菌能とは言えないまでも,NBT還 元 能の 低下 した

状態では少 くとも充分な細菌処理能力を有しているとは

考えられないと言えよう。

今回の我々の実験では,す でに広 く使用 されている化

学療法剤のいくつかを選んで,モ ルモットのマクロファ

ージおよび好中球のNBT還 元 能がin vitroに おいて

どのように影響を受けるものかを検討 した。今回の実験

においてはすべて1mMのKCNを 添 加しているが,

すでに,貧 食中の食細胞においてはKCNにinsensitive

なNADH oxidaseの 活 性 が増大していることが知 ら

れ12),こ れがH2O2産 生 に大 きく寄与していると考えら

れている。そこで このKCNにinsensitiveなNADH

oxidaseが 貧食時にいかに増大するかを測定 す る こ と

が,よ り殺菌能を推測するのに適当と考えられている。

我々の実験結果に おける非貧 食時 と貧食時 とのNBT

還 元能の差,い わゆる ΔO.D.値 と して示 した値がそれ

を意味している。この点から見て,今 回の我々の結果で

はマクロファージにおけるSBPC,CPお よびCETの そ

れぞれある濃 度域 においてcontrolに 比 して ΔO.D.

値 の増大が見られたことは,そ の程度においては僅かな

ものではあるが,殺 菌能を増大させる影響のあることが

窺われる。Tuftsinに ついては最近,細 菌のendotoxin

と同程度にΔO.D.値 を増大 させ る という報告がある

が13),KCNを 添加していないようなのです ぐには比較で

きない。また,我 々の実験での被貧食物は大腸菌の加熱

死菌体を使用 しているので,EAGLE'sMEMで 洗 浄 し

て使用してはいるものの,endotoxi轟 の影響 も少なから

ず含まれているものと考えられる。

ところで,TCお よびCOLの200μg/mlそ してCP

の1,600μg/mlさ ら にHydrocortisoneの1mM,2

mMで は この ΔO.D.値 は 明らかな減少が見られ,殺 菌

能がかなり低下 していることが予想 される。 しかし,こ

れらの薬剤で同様にpreincubateし た好中球の無 細胞

抽出液は正常なNBT還 元 能を有 していることがTable

1に 示 されている。すなわちpreincubate中 に食細胞内

にこれらの薬剤が取 り込まれなかったのかどうかは別 と

しても,少 くとも食細胞内のNBT還 元 酵素はこれらの

薬剤による影響は受けていなかった訳で,こ のNBT還 元

能の低下は,NBT反 応時の加熱死菌体およびNBT試 薬

のphagocytosis (pinocytosis)が 低下 したことによるの

ではないかと考えられる。すなわち,当 然のことながら,

食細胞の示すNBT還 元能はNBT試 薬 自体の取り込み

と,NBT還 元酵素の活性 との 総合的な結果 として現わ

れるものであることが,こ の結果からも窺われる。 しか

し,い ずれにしてもこれらの抗生剤の通常の血中および

組織内濃度の範囲内においては,食 細胞のNBT還 元能

は若干増大こそすれ,減 少することは無いと思われる。

ところでまた,こ のNBT還 元酵素はほ とんどNADH

oxidaseで あろうと思われるが,こ の酵素活性に及ぼす

各種化学療法剤の影響としては,Table2に 示 したよう

にHydrocortisoneに おいて明瞭な阻害が認められる以

外には,ほ とんど影響は見 られ な い。Hydrocortisone

によるNADH oxidase活 性 の阻害は,す でにMANDELL

等14)によっても報告されている。

仔牛およびモルモット血清添加により,と くに貧食時

のNBT還 元 能の低下が認められたが,こ れ に ついて

は,強 いて言えばlysosome膜 の安定 化 に よ るlyso-

somoal enzymeの 放 出抑制に血清が寄与 して いるとも

考えられるが,今 のところ明らかな原因が考 え られ な

い。またあるいは,血 清中の自然抗体による菌体凝集が

生じ,菌 体が貧食され難 くなったとも考えられるが,被

貧食物 としてラテックス粒子を使用 した場合もほぼ同様

Table 2 Effects of several drugs and sera on NBT 

reduction with cell free extract from PMN 

of guinea pig 

PMN: without preincubation

Δ O.D.at 515nm



VOL.24 NO.6 CHEMOTHERAPY 1441

の結果を得ている。なお,血 清は予め0.05N酢 酸 でpH

7に 調整して使用 している。

食細胞の殺菌能力を知るには,実 際に生菌 を 食 菌 さ

せ,残 存生菌数を測定 して行な うのが最も適当であり,

また確実な訳であるが,食 細胞 自体の機能状態の異常を

探るには,NBT還 元能測定による方法は,操 作も簡単

で便利な方法だ と思われる。

結 語

モルモ ット腹腔内のマクロファージおよび好中球を用

いて,こ れら食細胞のNBT還 元能に及ぼす2,3の 抗

生物質ならびにTuftsinのin vitroに おける影響を測

定 した。

1. マ クロファージに つい て,SBPCとCPと の2

～20μg/mlお よびCETの0.2μg/mlに おいて1時 間

preincubateす ることによりNBT還 元 能の 増 大 が僅

かながら認められた。

2. TCとCOLと の200μg/ml以 上 お よびCPの

400μg/ml以 上 の高濃度,お よびHydrocortisoneの1

mM以 上の濃度においてNBT還 元能の低下が見 られ

たが,食 細胞内のNBT還 元 酵素に対する影響は認めら

れなかった。

3. TuftsinのNBT還 元 能に対する影響は認められ

なかった。

4. 子 牛血清およびモルモット血清は,と くに加熱死

菌体貧食時のNBT還 元 能を顕著に低下させることが観

察された。
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THE EFFECTS OF SOME ANTIBIOTICS AND TUFTSIN 

ON THE NBT REDUCTION BY PHAGOCYTES

HIROSHI IGUCHI and SHOZO NAKAZAWA 

Department of Microbiology, Kyoto College of Pharmacy

Influences of some antibiotics, hydrocortisone and tuftsin on the NBT reduction activities of phago-

cytes, macrophages and polymorphonucleocytes (PMN), which were isolated from an peritoneal cavity 

of a guinea pig have been studied in vitro. 

1. The preincubation of the macrophage with sulbenicillin (SBPC), chloramphenicol (CP) and cephalo-

thin (CET) for one hour showed slight increases of the NET reduction. These increases were observed 

at the concentrations of 2•`20ƒÊg/ml of SBPC and CP, and 0.2ƒÊg/ml of CET, respectively. 

2. The NBT reduction activity of the macrophage and the PMN was decreased by the preincubation 

for one hour with tetracycline (TC) and colistin (COL) at the concentrations of more than 200ƒÊg/ml, 

CP, more than 400ƒÊg/ml, and hydrocortisone, more than 1mM, respectively. Nevertheless, there 

were no influences of these antibiotics on the activity of NBT reducing enzyme from the phagocytes. 

3. Tuftsin did not give any influence on the NBT reduction activity of the phagocytes. 

4. The sera of calf and guinea pig decreased the NBT reduction by the phagocytes. This effect 

was observed especially in phagocytizing the heat-killed bacterial cells.


