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(2) 側 鎖 の 影 響
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各種抗菌薬の免疫系への影響を調ベる目的で,ヒ ツジ赤血球で免疫したマウス脾臓の抗体産生細

胞数の増減を指標として検討した。β-lactam系抗菌薬のうちでペニシリン系に属するTicarcillinは

投与量によってマウス抗体産生能を増強する作用が認められ,そ の原因は側鎖のthiophenの 構造

に由来することが明らかとなった。しかしTicarcillinには直接Bcellを 分化させる作用はなく,

Tcellを 介した間接的な作用であることが示唆された。
ー方,抗 体産生細胞数の抑制が明確に認められるセフェム系のCefsulodinで は,3位 と7位の

側鎖の構造に由来する現象であることが確認された。

前 報1)に お い て 抗 菌 薬 の 免 疫 系 に 対す る 影 響 を 調 べ る

た め,ヒ ツジ 赤 血 球 で 免疫 した マ ウス 脾 臓 の 抗 体 産 生 細

胞 に 対 す る 阻 害 作 用 を カ ニ ン ガ ム法 を 用 い て 検 討 し た 。

β-lactam系 抗 菌 薬(20mg/mouse)の うち で,ベ ニ

シ リ ン系 薬 剤 は 一 般 に マ ウ スの 抗 体 産 生 細 胞 を 阻 害 す る

作 用 は 弱 か っ た。

ベ ー シ リ ン 剤 の 母 核 で あ る6-aminopenicillanic

acid,セ フ ェ ム 剤 の 基 本 骨 格 で あ る7-aminocephalo-

sporanic acidの 阻 害 作 用 は と もに 弱 か っ た が,セ フェ

ム系 抗 菌 薬 は 概 し て ベ ニ シ リ ン系 抗 菌 薬 よ り阻 害 作 用 が

強 く,特 にCefsulodin,Cefmenoxime,Cefotiamお

よびCeftazidimeな ど で 顕 著 で あ った 。

この こ とか ら,β-lactam剤 の阻 害 的 影 響 は 側 鎖 の 構

造 に起 因 す る と 考 え,今 回 は,先 の 報 告 に ひ きつ づ き 他

の抗 菌 薬 に つ い て 検 討 を 行 な う と と もに,β-lactam剤

の側 鎖 の 影 響 に つ い て検 討 した 。

I. 材 料 お よび 方 法

1. 使 用 薬 剤

Cefminox(CMNX,744μg/mg,明 治 製 菓)

Aztreonam(AZT,947μg/mg,B本 ス クイ ブ)

Imipenem(IPM,990μg/mg,日 本 メル ク萬 有)

Micronomicin(MCR,571μg/mg,協 和 醗酵)

Habekacin(HBK,700μg/mg,明 治 製 菓)

HAPA-B(710μg/mg,東 洋 醸 造)

Cinoxacin(CINX,1,000μg/mg,塩 野義 製 薬)

Enoxacin(ENX,1,000μg/mg,大 日本製薬)

Ofloxacin(OFLX,1,000μg/mg,第 一製薬)

Clindamycin(CLDM,915.5μg/mg,UP Jobn)

Metronidazole(MNZ,1,000μg/mg,

日本ローディア)

Fosfomycin(FOM,741μg/mg,明 治製藥)

Chloramphenicol(CP,1,000μg/mg,三 共)

Colistin(CL,12,500unit/mg,萬 有製薬)

Polymyxin(PL,7,800unit/mg,台 糖ファイザー)

Vanco鵬yci轟(VCM,931μg/mg,塩 野義製薬)

Rifampicin(RFP,1,000μg/mg,第 一製薬)

2. 抗体産生能の測定法

1群3匹 のICR系,雄 マウスをヒツジ赤血球で免疫

し,脾臓内に出現する抗体産生細胞数をカニンガムの方

法2)(直接法)で測定した。すなわち1×108cells/mouse

のヒツジ赤血球をマウス腹腔内に接種し,同時に薬剤を

投与した。4日 後に摘出した脾膝から得た細胞浮遊液

0.4mlにMEM液0.4ml,10%ヒ ッジ赤血球浮遊液

0.1mlお よびモルモット補体0.1mlを 加え,撹 伴後,

カニンガムチェンバーに入れ,両端をバラフィンで封入

した。溶血班の数を37℃,1.5時 間放置後測定し,抗体

産生細胞数とした。

3. 胸腺細胞数および脾臓内リンパ球数の測定

マウス胸腺および脾臓を採取後,MEM培 養液にて洗

浄後,シ ャーレ上(MEM培 養液5ml添 加)に て細切
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後,ピ ンセットでほぐし,胸腺細胞,脾臓細胞をそれぞ

れ採取した。脾臓細胞は赤血球除去用のトリス緩衝溶液

で赤血球を除いて浮遊液とした。この細胞浮遊液中の細

胞数を血球計算盤に,て測定した。

4. In vitro抗体産生細胞数の測定

マウス脾臓から,脾 臓細胞を採取,10%牛 胎児血清

(FCS)を 含むMEM培 養液にて,細 胞数を1×106

cells/mlに調整した。これにLPS(E.coli O127:B8,

Difco)およびTicarcillinを 添加,168時 間,5%

CO2,37℃ の条件下にて培養した。遠心後,上 清を除

去,細胞を無蛍光スライドグラス上に直接塗抹した。

4℃ のアセトンで10分 間固定 した後緩衝生理食塩水

(PBS)で洗浄後,抗 マウスイムノグロブリンFITC結

合抗体(カ ベル社)にて1時間染色し,PBSで1回 洗浄

後,蛍光顕微鏡で抗体産生細胞数を測定した3)。
5.側 鎖の抗体産生細胞数に対する影響

Benzyl sulfanic acid,aminothiazoleお よびpyridine

を0.85%生 理食塩水に溶解し,マウスの皮下に投与し

た。Thiophenはdimethyl sulfoxideに溶解し,マウス

の皮下に投与した。

薬剤は,1×108cells/mlのヒツジ赤血球をマウス腹腔

内に接種した直後,皮 下に投与した。4日 後にマウス脾

臓の抗体産生細胞数を測定した。

II. 成 績

1. 各種抗菌剤の抗体産生細胞数に対する影響

ヒッジ赤血球(1×108cells/mouse)と薬剤を同時に投

与した後、マウス脾臓におけるヒツジ赤血球に対する抗

体産生細胞数の変化を測定した。各種薬剤17剤 を投与

した結果をTable1に 示した。

前報において報告した成績と岡様に,β-lactam系 の

Cefminox,Aztronam,Imipenemで はcontrolに

比べ,抗 体産生細胞数は減少し,ア ミノ配糖体では,

Habekacinお よびHAPA-Bに 抗体産生細胞数の減少

力がみられた。

ピリドンカルボン酸系抗菌薬では,Enoxacin,Cino-

xacinに抗体産生細胞数の減少がみられたが,Ofloxacin

では影響が認められなかった。

またFosfomycin,Colistin,Polymyxin,Vancomy-

cin,Rifampicinもcontrolに 比べ抗体産生細胞数は減

少した。

2. マウス脾臓の抗体産生細胞と脾臓内リンパ球数に

対するTicarcillinの影響

前報においてTicarcillinは試験薬剤中,抗 体産生細

胞数が対照群に比べて増加した唯一の薬剤であった。そ

こでTicarcillinの量的検討を試み,40mg/mouse,20

mg/mouse,5mg/mouse投 与時における抗体産生細胞

Tablel The effect of antibiotics on the antibody produchog cells in spleen of immunized mice

Mouse: ICR, 4 weeks, male, 19•}1g, 3 animals/group

Drugs and sheep blood red cells are simultaneously administered to the
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Table 2 Comparison between the antibody producing cells and lymphocytes
in spleen of mice after administration of ticarcillin

Mouse: ICR, 4weeks, male, 19•}1g, 3 animals/groop

数およびリンパ球数を測定しTable2に 示した。

Ticarcillin40mg/mouse投 与では,抗体産生細胞数が

減少したが,20mg/mouse投 与では増加,5mg/mouse

では影響がみられなかった。抗体産生細胞数の変化に対

しては,Ticarcillinの投与量の影響が確認された。

マウス脾臓のリンパ球数はTicarcillin40mg/mouse

投与ではcontrolに 比べ,明 らかに減少していたが,

20mg/mouseお よび5mg/mouse投 与では大きな変化は

みられなかった。

3. In vitroに おける抗体産生細胞数

B cellに対し直接作用し,これを活性化するLPSの

抗体産生細胞に対する影響をTicarcillinと比較した成

績をFig.1に 示した。
LPSは 直接B cellに作用するために,5μg/ml ,10

μg/mlを作用させた場合に,doseresponseが 認めら

れ,controlに 比べて抗体産生細胞数が増加した。しか

しTicarcillinではcontrolと 同値であり,B cellへの

直接作用は認められなかった。
4. In vivoに おけるLPSの 抗体産生細胞に対する

影響

マウス脾臓における抗体産生細胞に対するLPSの 影

響を検討した成績をTable3に 示した。

LPSを10～40μg/mouse投 与することにより,con-

trolに比べ各投与量とも抗体産生細胞数は減少した。

Fig.1 Effect of ticarcillin and LPS on the
antibody forming cells in the mouse
spleen lymphocytes in vitro

Lymphocyms: 1•~106 cells/ml. LPS: E.coli 0127: B3(Difco)
Mouse: •@•@ICR, 4 weeks, male. 19•}1g, 10 amimals/group

5. 胸腺細胞に対する影響

20mg/mouse投 与で抗体産生細胞数が増加するTi-

carcillinと減少するCefsulodinを 用いて,胸 腺に対す

る影響を検討した成績をTable4に 示した。

Controlに比べ,Ticarcillinは胸腺細胞が増加し,胸

Table 3 Effect of LPS on the antibody producing cells of the mouse spleen

Mouse: ICR, 4 weeks, male, 19•}1g, 3 animals/group
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Table 4 Comparison between weight of thymus and number of thymus cells

after administration of ticarcillin and cefsulodin

Mouse : ICR, 4 weeks, male,  19•}1g, 3 animals/group

腺の重量も増加した。一方Cefsulodinは 胸腺の鼠量,

細胞数とも減少した。

6. β-lactam剤の側鎖の影響

β-lactam剤の化学的修飾に用いられている3種 の側

鎖について,抗体産生細胞数に対する影響をTable 5,6

に示した。

Benzyl sulfonic acidやaminothlazole, pyridlneを 側

鎖 に もつ 抗 菌 剤 のCefsulodin,Cefmenoxime,Cefo-

tiam,Ceftazidime,Cefotaxime,Ceftriaxone,Ceftizo-

ximeな ど の 投 与 に よ り,マ ウ ス脾 臓 の抗 体 産 生 細 胞 数

の減 少 が 認 め られ た が,そ れ ら の側 鎖 部 分 の 化 合 物 の投

与 に よ っ て抗 体 産 生 細 胞 数 の著 明な 減 少 傾 向 が 認 め られ

Table 5 .uence of various side chain of  ƒÀ-lactam antibiotics on the antibody

producing cells of the mouse spleen

Mouse : JCR, 4  weeks, male, 19•}1g, 3  animals/group
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Table 6 Effect of side chain on the antibody producing cells of the mouse spleen

Mouse: ICR, 4 weeks, male, 19•}1g, 3 animals/group

た(Table5)。
一方Ticarcillinの6位の側鎖,thiophenはcontrolよ

りも抗体産生細胞数が軽度ではあるが増加した(Table

6)。

III. 考 察

前報1)においてTicarcillinは20mg/mouse投 与時に

抗体産生細胞数が増加することが認められていたが,今

回の実験で40mg/mouseで は減少,5mg/mouseで は全

く影響がみられなかったことからTicarcillinれの抗体産

生細胞の増加作用には,投与量が影響することが確認さ

れ,他 剤においても投与量の影響を無視し得ないことが

示唆された。しかし脾臓内リンパ球数については,変化

が認められなかった。そこでin vitroでTicarcillinを

B cellに作用させ,抗体産生細胞にどのような影響を与

えるかを検討したところ,対照としたLPSに は報告4)の

とおり,directに抗体産生細胞の増加作用が認められた

が,Tlcarcillinにはこのような作用が認められなかった

(Fig.1)。

In vivoにおいては,LPSの 作用はin vitroとは異な

り,マ ウス脾臓の抗体産生細胞数が減少し,この点につ

いてもTicarcillinの場合と異なる挙動を示した(Table

3)。

ペニシリン系抗菌薬のなかで,20mg/mouse投 与で抗

体産生能の増強を示すTicarcillinに は脾臓内リンパ球

数に対しては影響が認められなかったが(Table2),胸

腺細胞数については増加傾向が認められた(Table4),
Ticarcillinの増強作用には,T cellの分化,成熟過程
にTicarcillinの適量がなんらかの影響を及ぼすためと

考えられる。

Ticarcillinの6位 の側 鎖 のthiophenは そ の もの 自体

に抗 体産 生 細 胞 を増 加 させ る 作 用 を 有 して い るた め,こ

れ がTicarcillinの 抗 体 産 生 細 胞 数 を増 加 させ るこ とに

関 与 し て い る可 能 性 も考 え ら れ る 。

Benzyl sulfonylとaminothiazole,pyridineな どを 側

鎖 に も つ β-lactam剤 は,抗 体 産 生細 胞 数 が 減 少す る

傾 向が 認 め られ,一 方,七 フ ェム 剤 で は7位 にbenzyl

sulfonyl基,3位 にpyridineを も つCefsulodinが 最 も

影 響 が 大 き く,側 鎖 構 造 と の 関 連 性が 明 らか で あ った。

以 上 の 結 果 に よ り,β-lactam織 剤 の 抗 体 産 生 能 に薄す

る影 響 に は 化 学 的 修 飾 に よ る 側鎖 の 重 要 性 が 示唆 され

た 。

抗 菌 物 質 の 免 疫 学 へ の 関 与 は,ま だ充 分 に 解 析 され て

いな いが,以 上 の 成 績 か ら 長 期投 与や 宿 主 の 基 礎疾 患 に

よ っ ては,薬 剤 の 選 択 に 重 要 な 問 題 と な り得 る こ とが考

え られ る。
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EFFECT OF VARIOUS ANTIBIOTICS ON ANTIBODY

PRODUCING CELLS OF MOUSE SPLEEN

(II) INFLUENCE OF SIDE CHAINS
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The influence of antibiotics on antibody production in the spleen was evaluated in mice immunized
with sheep red blood cells.

In penicillins, enhancing effect on antibody production was observed, when 20 mg/mouse of ticarcillin
was given in the immunized mice and considered due to the activity of thiophen radical of the
antibiotic.

Ticarcillin did not act to B cells directly., a marked decrease in antibody producing cells was
observed when cefsulodin was injected, effect of side structure of cephem antibiotic including cefsulodin
on the antibody production of mouse spleen was investigated. It was suggested that the side structure
of those antibiotics played an important role for the antibody production.


