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各種抗生剤の ヒ ト多形核好中球内への移 行に関す る研究
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われわれは10種 類の抗生剤に関 して,ヒ ト多形核好中球内への移行性を,高 速液体クロマトグ

ラフィ-(HPLC)を 用いて測定した。

ペニシリン系抗生剤のABPCとPIPC,そ れ にセフエム系抗生剤のCEZとCZXは 移行率(細

胞内濃度と細胞外濃度の比)が 低 く,65倍 以下であった。

抗結核剤のRFPとINHは それぞれ1.27倍,1.32倍 の移行率であった。

マクロライ ド系抗生剤のLCMは2.65倍 と良好な移行率を示 し,同 系統のCLDMは,10種 頬

の抗生剤のなかでは最も優れた10倍 以上の移行率であった。

新 しい抗生剤のAC-1370とOFLXは それぞれ1.18倍,8.10倍 の移行率を示した。

またCLDMとRFPに 関 しては,経 時的な移行率の変化を測定 した。CLDMは30分 以内の培

養時間では移行率は不変であったが,60分 か ら120分 にかけては低下がみられた。一方RFPの

ほ うは,全 経過を通 じて移行率は不変であった。

今回われわれが行なった,HPLCを 応用した抗生剤の食細胞内への移行の測定は,諸 家にみられ

る放射性同位元素(RI)を 用 いた報告と,そ の成績はよく一致したために有用な方法であることが

示唆された。

今日の化学療法のめざましい発達により,感 染症の治

療は大きく進歩しつつある。しかし一方では耐性菌の出

現や菌交代症,あ るいは複数菌感染症などの難治性感染

症の出現が問題となり,抗 生剤の発達だけでなく,菌 側

の要因や宿主側の要因も非常に重要でかつ無視できない

ものとなってきている。

多 くの微生物のなかには,食 細胞(マ クロフアージや

好中球)に 貪食されたあとも生存 し(細 胞内寄生性病原

体),食 細胞の殺菌作用から身を守ると同時に,あ る種

の抗生剤からもその攻撃をまぬがれて,感 染を遷延化さ

せた り,再 燃,再 発をおこしやすいものが知 られ てい

る1)。このような細胞内の微生物に対しては,た とえ試

験管内で優れた抗菌力をもつ抗生剤であっても,そ れが

細胞内へ移行できなければ臨床的な効果は期待できない

ことになる。

したがって各種抗生剤の食細胞内への移行性を知るこ

とは,細 胞内で生存 しうる微生物を治療する際には必須

のことである。

抗 生 剤 の 体 液 中濃 度 あ るい は 組織 内濃 度の測定には,

パ イ オ ア ッセ イ法 を は じめ と して多 くの方法があ るが,

細 胞 内 の 濃 度 測定 は検 体 量 が微 量 な こと もあって,諸 外

国 で の 放 射 性 同位 元 素(radioisotope,以 下RIと 略)

を 用 い た 測 定 法 の報 告 が 散 見 され るの みであ る 2～5)。

著 者 ら は,高 速 液 体 ク ロマ トグラ フィー(High Per-

formance Liquid Chromatography,以 下HPLCと 略)

の 手 技 を 応 用 し,各 瀬 抗 生剤 の 細 胞内移 行を,ヒ ト多形

核 好 中 球(polymorphonuclear leukocyte,以 下PMN

と略)を 用 い て測 定 した。 この よ うに ヒ ト食細胞内の抗

生 剤 濃 度 を,HPLCを 用 い て測定 した報告 はみ られ な

い。 本 法 は従 来 のRIを 用 い た 方法 に比べ て,取 り扱い

上 の 困難 さや人 体 へ の 影 響 な どが な く,操 作が簡単であ

る こ とを 明 らか に した の で,そ の具 体的手 技に関 して報

告 す る。

I.材 料 お よび 方 法

1-ヒ ト多 形 核 好 中球(PMN)の 採 集

健 康 成 人 よ り約30mlの 静 脈血 を ヘパ リン加 採 血 し
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(へパ リソ10～20u/ml),Mono-Poly Resolving Medi-

um(以 下M-PRMと 略,Flow Laboratories Ltd.)を

用いてPMNの み を分 離 した。

M-PRMを17×100mmの 滅 菌 プ ラ ス チ ックチ ユー

ブ(Falcon Labware)に3ml入 れ,そ の 上 に 新 鮮 ヘ パ

リン血を3.5回 重層後、300×gに て30分 間,室 温

(15～30℃)で 遠心 し た。PMNのfmctionを 取 り,

HANKS balanced salt soludon(以 下HBSSと 略)で 洗

浄後,も し赤血球の混入 が あれ ば0.2%NaClに て 溶血

させ(約20秒 間),た だ ち に1.6%a8Clを 同 量 加 え て

等張液とした。最終 的 に細胞 濃 度 が約2～5×10 6/mlに

なるようにHBSS液10mlに 再浮 遊 させ た 。

なおPMN fractionは95%以 上 のPMNを 含 有

し,trypan blue exdusionに よ るviabilityは99%以

上であった。

2.PMN内 へ の抗生 剤 の移 行

下記に示 した各 種抗生 剤 をHBSS液 に,農 度 が20あ

るいは100μg/mlに な る よ うに溶 解 させ た。

Ampicillin(ABPC),Pipomcillin(PIPC) ,Cefazolin

(CEZ),Ceftizoxime(CZX)-Uncomycin(LCM),

Clindamycin(CLDM),Rifampicin(RFP) ,Isoniazid

(INH),AC-1370,Onoxacin(OFLX)。

1.のPMN浮 遊 液(10ml)と,2,の 抗 生 剤 溶 液

(10ml)を 混 合 し(抗 生 剤 の最 終 濃 度 は10あ るい は50

μg/mlと な る),37℃ に て30分 間 振 温培 農 した 。PMN

のdebrisが あ れ ぱ そ れ を除 去 した後,250×gに て10

分 間,4℃ で遠 心 した 。 上 消 を1ml残 してPMNを 再

浮遊 させ た後,再 度 細 胞 数 を 測 定 した。

また,CLDMとRFPに つ い て はPMNと 抗 生 剤 の

培 養時 間 を15分,30分,60分,120分 と経 時的 に測

定 した。

3.PMNと 細 胞 外 液 との 分離

抗 生剤 が 移 行 したPMNと,細 胞 外 の抗 生剤 とを分 離

す る た め に,FEEDMANら 6)やJOHNSONら 2)が用 い たve-

locity gradient technique(速 度 勾 配遠 心 分 離 法)を 利

用 した。

Fig.1 Procedure for measurement of intracellular and extracellular

antibiotic concentrations
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microcentrifugation tuboに シ リコ ン油(Wmiam F.

Nye,Inc.,NewBedford,Mass,No.DC550:No.DC

556=6:5に 混 合)を0.5ml入 れ,そ の上 にPMN浮

遊 液 を0.5ml重 層 した後,12,000×gに て3分 間,4℃

で遠 心 した(微 量 高速 遠 心 機,MR-15A,TOMYSeiko

Co.,LTD,)。 こ の操 作 に よ り,PMNの み がtubeの 底

部 に集 積 した のを 確 認 した後,-80℃ に凍 結 保 存 した 。

Fig.1に 示 した よ うに,PMN層 と細 胞 外液 層 は シ リ

コ ン油 を挾 ん で分 離 して い るた め に,メ ス を用 い て両 者

を 切 断 した 。 細 胞 外 液 層 はそ の ま ま解 凍 した の ち抗 生 剤

の 濃 度 を測 定 した(細 胞 外抗 生 剤 濃 度)。PMN層 は1

mlの蒸 留 水 に 浮 遊 させ,凍 結 一解 凍 を2回 繰 り返 す こ と

に よ ってPMNを 完 全 に 破壊 した 。 そ の後0、22μmの

Millipore fliter(Millipore Co.)を 通 過 させ てdebrisの

除 去 を 行 な った の ち,抗 生 剤 の濃 度 を測 定 した(細 胞 内

抗 生 剤 濃 度)。

4.PMNの 体 積

流 血 中 のPMNの 直 径 は7.0～9.0μm(平 均8.0μm)

と され て お り28),PMNを 球 状 と仮定 して 直 径8.0μm

で計 算 す る と,107個 のPMNの 体 積 は 約27μ1と な っ

た 。 一 方,KLEMPNERら 7)の報告 に よる と,[3H]H20を

用 いたPMNの 体 積 測定 では,5×10 6PMNの 体 積 は

1,02±602μlで あ った と してお り,こ の 結果 は わ れ わ

れ が算 出 した 上記 のPMN仮 定体 積 とほ ぼ 一 致 し て い

た。 した が って本 稿 に お け るPMN内 抗 生 剤 濃 度 の計 算

に は,わ れ わ れ が 求め た 仮 定 体 積 の値 を使 用 した。

5.High-performance liquid chromatography

(HPLC)

Waters社 のALC/GPCmode1206を 使 用 し た

(Model 6000Apump,U6K injector,Model441de-

tector)。

Table1に 示 したように,カ ラムは μBondapak C18

を使用 し,検 出器の紫外線波長はそれぞれの抗生剤によ

り,214nmま たは254nmを 用いた。移動相はアセトニ

トリルまたはメタノールを,0.05モ ルの リン酸一カリ

ウム(pH6.0)と ・表に示 したような割合で混合して用

いた。抗生剤のピークが出現するまでの時間(rention

time)と 流速(ml/min)も 同時にTable1に 示した。

ここで具体的にCLDMを 例にとって,そ の標定方法

を示す。Fi82は50μg/mlの 濃度のCLDM溶 液を20

μl注入(CLDm1.0μgに 相当)し た時のクロマトグラ

ムを示した。CLDMの ピークは検体を注入後8.19分 後

(retentiontime,RT:8.19)に 現われ,そ のピーク面積

(peak area)は427260を 示 した。

このように外部標準にて,い くつかの既知の濃度の

CLDM溶 液を作 り,得 られたピーク面積とCLDMの

絶対量より標準曲線を作成 した。

Fig.3は4.18×10 7のPMNを,50μg/mlの 濃度の

CLDM溶 液 と30分 間振過培養し,そ の後前述したよう

な処理を施した検体で,こ れを200μ ｌ注入した時のク

ロマ トグラムを示した。注入後,細 胞成分の幅広いピー

クが現われたあと,CLDMの ピークが8.10分 後に出現

し(RT:8.10),こ の時のピーク面積は562239を 示し

た。

この結果と前もって作成 したCLDMの 標準曲線によ

り,PMN内 のCLDM濃 度 を計算した。

他の抗生剤に関 してもまったく同様の方法にて,

PMN内 抗生剤農度を測定した。

II. 成 績

各種抗生剤とヒトPMNを 培養したあとの,それぞれ

Table 1 High performance liquid chromatography(HPLC)apparatus and conditions

*0 .05 M KH2PO4 pH 6.0

**0 ,04 M KH2PO4 pH 2.0
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Fig.2 Standard curve of clindamycin by HPLC(1.0ƒÊg of clindamycin injec-

ted).The peak concentration(427,6)appears 8.19 minutes after injec-

tion and has an area of 427260.

Fig. 3 Sampling of intracellular concentration of clindamycin (200ƒÊl injection).The

peak concentration appeared 8.10 minutes after injection and had an area of 562239.

の細胞外濃度(extracellular concentration,E.conc .)

および細胞内濃度(cellular conceatration,C、conc)を

Table2に 示 した
。 また,細 胞 内 濃 度 と細 胞 外 濃 度 の 比

(細胞内移行率,celiular/extracellular ratio:C/Eratio)

も同時に示 した。

ペニシ リン系 抗生剤 はABPCとPIPCを
,セ フ ェ ム

系抗生剤はCEZとCZXを 用 いたが,い ずれもC/E

ratioは0.5以 下で,細 胞内濃度は細胞外濃度よりも低

く,PMNへ の移行は悪い結果であった。しかし,新 し

いセフェム系抗生剤であるAC-1370は1.18倍 の移行

率を示 し,こ の系統の抗生荊のなかでは比較的良好な移

行率であった。
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Table 2 Cellular and extracellular concentrations of antibiotics after 30 min.

incubation in human PMN

†:Mean

*:Number of experiments

Fig.4 The intracellular penetration of clindamycin

抗結核薬のRFPとINHは,い ずれも1倍 以上の移

行率を示 した。

マクロライド系抗生剤であるLCMは 移行率が良く
,

2.65倍 であった。同 じ系統のCLDMは,今 回の実験に

用いた10種 類の抗生剤のなかでは最も移行 率が 良 好

で,細 胞外濃度を50μg/mlと10μg/mlの2種 類で施行

したが,い ずれも10倍 以上の高い移行率であった。

キノリン系の新 しい抗生剤であるOFLXはCLDM

に次 ぐ,8.10倍 とい う高い移行率を示した。

Fi畠4にcLDMとRFPの 経時的(15分 か ら120

分)なPMN内 移行率を示した。CLDMは15分 お よ

び30分 間 の培養では,ほ ぼ同じ10倍 以上の移行率で

あったが,60分 か ら120分 間へと培養時間が長 くなる

につれて,そ れぞれ6.30倍 か ら4.07倍 へ と移行率が

低下した。これに対してRFPは,15分 培養で1.28倍

の移行率を示 したあと,120分 培者まではほぼ同じ1倍

前後の移行率で,大 きな変動はみられなかった。

III. 考 察

数多 くの病原微生物のなかでも,あ るものは食細胞

(マ クロファージやPM恥 に貪食されたあとも,細胞内

で生存することができる。そのために,こ れらの徴生物

は時として慢性の,あ るいは再発性の感染症をおこすこ

とが知られている 1)。

食細胞内で生存することができる細菌には,Myco-

bacterium tuberculosis 8,9),Listeria,Salmonella 10,11,

Brucella 12),Staphylococcus aureus13～15,Legionella

pneumophilia 16)な どがある 17～21)。これらの細菌にin

vutroで 有効な抗生剤を投与した場合,そ の抗生剤の細

胞内への移行性が低けれぱ,細 胞外に存在する細菌は死

減させても,細 胞内に存在する細菌に対しては抗菌作用

は発揮できないか,で きても不充分である22,23。

MANDELLとVEST 13)は,数 種の抗生剤の細胞内黄色ブ

ドウ球菌に対する効果について検討した。彼らはRFP

が細胞内に2.2倍 も移行し,そ のために唯一,細 胞内ブ

ドウ球菌に有効であったと報告している。同様なこと

は,細 胞内のE.coli 24)やSalmonella 10)に対する各種抗

生剤の有効性についても報告されている。このように各

種抗生剤がどの程度細胞内に移行するのかを知ること

は,食 細胞に貪食されてもその中で生存し,さ らには増

殖 し得るような細菌による感染症を治療する際には非常

に重要なことである。

抗生剤の体液中あるいは組織内濃度の測定には,パイ

ナアッセイ法をはじめとしていろいろな方法があるが,

細胞 レベルでの濃度測定は,検 体量が非常に微量である

ために,よ り高感度な測定法が必要となる。われわれは
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このような理由から,今 回の実論には高速液体 クロマ ト

ダラフィー(HPLC)を 応用 した。

諸外国では,放 射性同位元素(RI)を 薬剤に結 合 さ

せ,その放射線量を測定することによって細胞内移行性

をみた報告が散見される 2～5)。JOHNSONら 2)は14種 類 の

RIで ラペルした抗 生剤 の,ウ サ ギ 肺胞 マ ク ロツ ァー ジ

への移行性を報告 し,PROKESCHら 8)も同 様 に,13種 類

のRIで ラベルした抗生剤の,ヒ トPMNへ の移行性を

報告している。

このようなRIを 用いた方法に比べて,わ れわれが応

用したHPLCは,RIの ような取 り扱い上の困難さや人

体への影響,あ るいは廃棄物の処理などの問題がなく,

しかも操作が簡単であることが大きな利点である。さら

にin vitroの実論のみでなく,in vitroに 対 しても応用

できる可能性が示唆される。

また,細胞内に移行した薬剤の濃度を測定するために

は,細胞外に存在する薬剤を完全に分離 しなければなら

ない。この目的のためにわれわれは,FEEDMANら 6)や

JOHNSONら 2)が用いた,velocity gradient technique(速

度勾配遠心分離法)を 利用した。これはシリコン油の中

を細胞は通過するが,液 体成分(水 分)は 通過できない

ことを利用したもので,JOHNSONら 2)に より,[3H]イ ヌ

リンを用いた実験で,水 分は全体の62～63%し か通

過しないことが確かめられている。このようにシリコン

油を用いた方法は,細 胞と細胞外液とを非常に効率よく

分離するために,本 実験に充分利用できるものと思われ

た。

抗生剤の細胞内移行が,単 なる生体膜あるいは粒子へ

の非特異的付着であるかどうかは重要なこ とで あ る。

KLEMPNERら 7)はCLDMを 用 いて,赤 血球とSepha-

dex G-50 beadsに よる抗生剤の取 り込みを調べた。そ

の結果,CLDMはPMNへ は43.4倍 の移行を示した

のに対し,赤血球とSephadex beadsへ は,い ずれも培

養直後に1.44倍 の移行を示 した後,徐 々に低下して約

1倍程度の移行にとどまったとしている。このように微

量ではあるが,抗 生剤の生体膜への付着はCLDM以 外

の抗生剤でも充分考えられるために,今 回のわれわれの

実験における細胞内抗生剤の濃度測定は,細 胞膜に付着

した抗生剤も含んでいるものと考えた。

今回の実験に用いた10種 類の抗生剤のうち,PMN

内への移行が悪かったのは,ペ ニシリン系 抗 生 剤 の

ABPCとPIPC
,そ れにセフェム系抗 生剤 のCEZと

CZXで あった。いずれも移行率は0.5倍 以下であ り
,

この結果は諸家の報告 2,3)とも一致 している
。そしてこれ

らの抗生剤の細胞内移行が悪い理由として,彼 らはこれ

つ薬剤の脂溶性が低いために細胞膜を通過できないこと

を示唆している。

また逆に,脂 溶性の高い抗生剤として,RFP,LCM-

CP(Chloramphenlco1)な どがあるが,こ れらの薬剤は

容易に細胞膜に侵入し,細 胞内の細菌を殺すことが知ら

れている 23,25～27)。われわれの成績でもRFPが1.27倍,

LCMが2.65倍 と良好な移行率を示 した。

最も細胞内移行性が優れていたのはCLDMで,10倍

以上の移行率を認めた。CLDMが 細胞内へ高濃度に移

行するメカニズムについての報告はいくつか み られ る

が,JOHNSONら 8)やPROKESCHCHら 3)に よると,細 胞 の

viabilityや 周囲の温度環境,あ るいはpHの 影響が大き

いことを認めている。つまりCLDMの 細 胞 内 移 行に

は,少 なくとも能動的代謝を必要とし,と くに解糖系の

関与が大 きいことを示唆 している。

次にわれわれはCLDMとRFPの 細胞内移行を経時

的に観察した。RFPは15分 か ら120分 までの間で,

とくに大きな移行率の変化はみられなかった。それに対

してCLDMの ほ うは,15分 か ら30分 までは10倍 以

上の移行率であったが,60分 から120分 にかけて移行

率が漸減し-4倍 まで低下が認められた。JACOBBら 5)も

同様の観察を試みているが,や はりわれわれの成績 と同

じく,120分 後に最低値を示 している。このように培養

時間が長くなるとCLDMの 細胞内移行率が低下する原

因は不明であるが,前 述 したような食細胞内移行のメカ

ニズムから推定すると,お そらくPMNのviabilityや

培養液のpHな どが関与していると思われた。

このようにして細胞内へ移行 した抗生剤の生物活性が

保たれているかどうかは重要なことで あ るが,CLDM

の場合はパイオア ソセイ法により,そ の生物活性は保た

れたままであることが証明されている 7)。

このほかわれわれは新 しい 抗 生剤 である,AC-1370

とOFLXの 細胞内移行率を測定したが,両 者とも良好

な移行率を示 し,と くにOFLXで はCLDMに 次 く8

倍 とい う高い移行率であった。これらの薬剤の細胞内移

行のメカニズムについては今後の検討が必要であろう。

今回われわれが行なった,HPLCを 応 用して食細胞内

抗生剤の濃度を測定した成績は,従 来のRIを 用 いた成

績に非常によく一致 したために,今 後も広 く利用できる

ものと思われた。

抗生剤が食細胞内に侵入 した時の問題点として,食 細

胞の機能にどのような影響を与えるかも重要である。ま

た細胞内移行性を利用 して,炎 症部 位へ薬剤を運搬す

る,い わゆる広義のターゲティング療法に応用するのも

可能であろう。このように抗生剤の食細胞内への移行に

関しては,多 くの問題点や応用が考えられると同時に,

感染症の治療には,生 体側の防 御 因子としての食細胞
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と,そ れを補助する抗生剤の関係は必関かつ不可欠のも

のであ り,両 者の利点を生か しながら今後も検討を進め

ていく必要があろう。
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POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTE(PMN)

PENETRATION OF ANTIBIOTICS

HIRONOBU KOGA,HIROKO NAKAZATO,MASAO NAGASAWA,

KOICHI WATANABE,YOSHIAKI FUKUDA,HIKARU TANAKA,

AKIMITSU TOMONAGA,YOSHTERU SHIGENO,KIYO FUJITA,

YOJI SUZUYAMA,KEIZO YAMAGUCHI,ATSUSHI SAITO and

KOHEI HARA

The Second Department of Internal Medicine,
Nagasaki University School of Medicine

MASAYOSHI OGASAWARA

Departmem of Pharmacy,Nagasaki University Hospital

We have studies on the penetration of ten kinds of antibiotics into human polymorphonuclear
leukocytes(PMNs) by the method of High Performance Liquid Chromatography(HPLC).

The penetration into PMNs of some of the beta-lactam antibiotics,such as ampicillin,piperacillin,
cefazolin,and ceftizoxime was poor whereas the penetration of AC-1370,a new cephem antibiotic
was somewhat superior to cephems above mentioned(C/E=1.18).The intracellular concentrations
of these antibiotics remained much lower than the extracellular concentrations(C/E<0.5).

Rifampicin and isoniazid attained slightly higher intracellular antibiotic concentration(C/E=1.27
and 1.32,respectively).The intracellular concentration of lincomycin was approximately three times
higher than the extracellular concentration(C/E=2.65).

In contrast,the intracellular concentration of clindamycin was ten times higher than the extracellular
concentration(C/E=12.70).The C/E ratio,however,gradually decreased after reaching a maximum
value at 15 to 30 minutes,but that of rifampicin kept in almost same level in each time during
two hours.The intracellular concentration of ofloxacin was eight times greater than the extracellular
concentration(C/E=8.10).

The C/E ratios of antibiotics obtained in our study were very similar to the results reported by
the radioisotope technique.


