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抗生物 質の 止血 機構 に及ぼ す影 響
I.基 礎 的 検 討

飯 田 夕

関西医科大学内科学第一講座(指導:安永幸二郎教授)

(昭和62年4月7日 愛付)

抗生物質の血小板凝集能の抑制は古くから報告されており,血 小板の膜への影響が推定されてい

た。抗生物質の血小板凝集能,血小板表面陰性荷電,血小板粘着能に及ぼす影響をin vitroおよび

in vivoに おいて検討した。

in vitroではヒト血小板におけるLatamoxef(LMOX)(終 濃度200～1,000μg/ml),Tobramycin

(TOB)(終 濃度5～50μg/ml)お よびこれらの併用の血小板凝集能,血 小板表面陰性荷電に及ぼす

影響を測定した。LMOXは1,000μg/mlで はじめてadenosine-diphosphate(ADP)凝 集を抑制

し,特に一次凝集の抑制が強く認められた。collagen凝集にはすべての濃度において影響を認めな

かった。LMOX(1,000μg/ml)は 血小板表面陰性荷電を増大させADP凝 集の抑制と相関した。

BAUMGARTNER法 による血小板粘着能の測定では,LMOX(1,000μg/ml)+TOB(50μg/ml)で

わずかに"Thrombus"(血 栓形成)の 抑制を認めた。in vivoに おいては雄の家兎にLMOXあ

るいはTicarcillin(TIPC)400mg/kg/dayを1日1回7日 間連統投与した。いずれもADP凝 集

の有意な抑制とcoIlagen凝集にわずかな抑制を認め,血 小板表面陰性荷電は有意に増大した。β-ラ

クタム剤は血小板の膜表面に非特異的に結合して,特 にADP凝 集を抑制すると考えられた。

抗生物質の出血傾向に関する研究は古くから報告され

ており,1947年 すでにFLEM:NG 1)はペニシリンの血液

凝固能への影響を報告している。血小板については1970

年MCCLURE 2)がCarbenicillin(CBPC)に よる出血傾

向の症例を報告し,ADP凝 集の低下を初めて指摘 し

た。その後,ペ ニシリン製剤による血小板凝集能に関す

る研究があいついで報告されたが3～7),その作用機序は

明確ではなかった。1983年NEU 8)はLMOX,CBPC,

TIPCな ど構造式中にカルポキシル基をもつ抗生物質

(Fig.1)は,血 小板の膜に結合して凝集能を抑制するの

ではないかと述べた。著者は今回,抗生物質の血小板凝

集能,血小板表面陰性荷電,血 小板粘着能に及ぼす影響

をin vitroおよびin vivoで 検討したのでその成績の

概要を報告する。

I.　材料および方法

A.in vitroの実験

1)血 小板凝集能

正常人男子10名 から21G針 を用いプラスチック注

射器にて採血 した。3.8%ク エン酸ナトリウム1/10

容量加血液を700gに て8分 遠沈 し,多 血小板血漿

(platelet rich plasma:PRP)を 作製した。 さらにそ

の沈渣を2,000gに て10分 間遠沈して乏血小板血漿

(plateletPoor Plasma:PPP)を 作製した。PRP 18Gμl

に生理食塩水で溶解した抗生物質20μl,あるいは対照の

Fig. 1 Antibiotics with a carboxyl group
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Fig. 2 Analysis of platelet aggregation

Table 1 Effects of antibiotics on human-platelet aggregation (in vitro)

Data represent mean•}SD. n=10
*  0,01<P≦0.05, **  P≦0.01

場合には生理食塩水20μlを 添加し終濃度が,LMOX

は50～1,000μg/ml,TOBは5～50μg/mlに.な るように

調整した。そして37℃15分 あるいは60分incubateし

たのち,血小板凝集能を測定した。測定はHEMATRA1

CER 1(二 光バイオサイエンス社)を 用いBORNの 方

法9)にて測定した。ADPはSigma社 製を,collagenは

Holm社 製を用いた。ADP凝 集は8,4,2,1μM,co1-

lagen凝 集は8,4,2,1μg/mlの 各4濃 度で行ない.5

分間の最大凝集(maximal aggregation:MA)お よび最

大傾斜(maximal slope:MS)で 検討した(Fig.2)。

2)血 小板表面陰性荷電

PRPを1%EDTAを 含む生理食塩水にて2回洗浄

し,洗浄血小板を作製した。杉浦研究所社製の細胞電気

泳動度測定顕微鏡装置を用いて,1検 体につき25℃ に
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Fig. 3 Effects of antibiotics on human- platelet aggregation (in vitro)

C.: Control

* 0,01<P•…0.05. ** P≦0.01

mean±SD

て25個 の血小板の泳動時間を測定し,その平均値より

血小板表面陰性荷電(dectrophoretic mobility:E.P.

M.)を 下記の式より計算した。

E.P.M.=M/T× πa2/IR μ/sec/V/cm

M:泳 動距離,T:泳 動時間,I:泳 動電流,

a:泳 動管の半径,R:メ ジウムの泳動度。

3)血 小板粘着能

血小板粘着能はBAUMGARTNER法10)を 一部改変11)し

て測定した。家兎の腹部動脈内にSwan-Ganzcatheter

を挿入しバルーンにて血管内皮細胞を剥離したのち3～

5mm大 の血管片を作製した。 この血管片を反転して,

perfuslon chamberに 装着し,3.8%ク エン酸ナトリウ

ム1/10容 量加血液を150ml/分,37℃,10分 間灌流

した。次にこの血管片を透過電顕用に固定,包 埋して約

1mmの 切片に切り,ト ルイジンブルーで染色したのち

光学顕微鏡にて観察した。micrometerを 用い,10μm

間隔に区分し,"Naked"(血 小板の全く付着していない

内皮下組織面),"Contact"(接 触血小板),"Adhesion"

(粘着血小板),"Thrombus"(血 栓形成:高 さ5μm以

上の血小板凝集塊)に 分類し,計1,000区 画におけるそ

れらの百分率を計算した。

B.in vivoの 実験

体重2.5～3.5kgの 雄の家兎を用いた。LMOXあ る

いはTIPCの40mg/kg/day(n=4)ま たは400mg/kg

/day(n=10)を1目1回 経静脈的に7日間投与したのち,

家兎のcarotid arteryよ り採血し血小板凝集能および
E.P.M.を 測定した。ADP凝 集 は10,5,2,1μM,

collagen凝集は10,5,2,1μg/mlの 各4濃 度にて検討

した。E.P.M.は ヒト血小板と同様に洗浄血小板を作製

し測定した。血中濃度は検定菌としてLMOXの 場合は

E.coli ATCC-7437を,TIPCの 場合はP.aeruginosa

NCTC 10490を 用いたband culture bioassay 12)にて測

定した。抗生物質1gを5ccの 生理食塩水にて溶解し

5分 間で注入しヘパリン処理した注射器にて経時的(5

分,10分,30分,60分,180分)に 採血した。血中濃

度は7日 目(投与終了日)に 測定し,血 小板凝集能と
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Fig, 4 Effecte of antibiotics on human- platelet E. P. M. (in vitro)

Table 2 Effects of antibiotics on human- platelet
E.P.M. (in vitro)

(- ƒÊ/ sec/ V/ cm)

Data represent mean•}SD, n= 100

25 platelets/person•~4 persons

E.P.M.は8日 目(投与終了翌日)に測定した。検定は

E.P.M.はWILCOXONの 検定を用い,他 はt検定を用

いた。

II.　結 果

A.in vitroの 実験

1)血 小板凝集能

抗生物質の単独では,ADP凝 集に対してLMOXは

200～800μg/mlでは対照と差がなく.1,000μg/mlにて

はじめて抑制を示した(Table 1,Fi8.3)。TOBは50

μg/mlでADP,collagen凝 集ともに抑制を認めなかっ

た。抗生物質の併用ではADP凝 集に対してLMOX

(200μg/ml)+TOB(50μg/ml)で は抑制がなく,LMOX

(1,000μg/ml)+TOB(50μg/ml)で 抑制を示 した。

ADP凝 集における抗生物質のincubation時 間への影

響をみると,incubation 15分 では二次凝集より一次凝

集でより強い抑制が認められた。60分 のincubationで

は一次凝集しか認められなかったが.ほ ぼ同様の抑制が

認められた。collagen凝集では,LMOX,TOBの 単独,

併用のいずれについてもすべての濃度で抑制が認められ

なかった。Table 1,Fig.3に は代表的な濃度を示した
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Table 3 Effects of antibiotics on human- platelet adhemion to the
subendothelium by Bsonmsrmots method in NW

Data represent mean- is till

Fig.5 Effects of antibiotics on homan- platelet adhesion to the subendothelium by
BAUMGARTNERRs method (in vitrn)

C: Conlml L: LMOX 1.00μg/ ml

T: TOB 50μg/ ml L+T:LMOX(1.000μg/ ml)+ TOB(50μg/ ml)

(the bars in each figure indicate 5μm)
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Table 4 Effects of antibiotics on platelet aggregation in rabbit. (in vivo)

Data represent meant.)

LMOX 40: LMOX 4mg/kg/day, iv•~7 days, LMOX 400: LMOX 400mg/kg/day, iv•~7 days

TIPC 40: TIPC 40mg/kg/day, iv•~7 days, TIPC 400: TIPC 400mg/kg/day, iv•~7 days
・0
.01<P≦0,05.・・P≦0.01

Fig. 6 Effects of antibiotics on platelet aggregation in rabbits (in vivo)

LMOX 40: LMOX 40mg kg day iv×7 days

LMOX 400 LMOX 400mg kg day iv×7 days

TIPC 40: TIPC 400mg kg day iv×7 days

TIPC 400: TIPC 400mg kg day iv×7 days

* 0.01< P≦0.05. ** P<0.01

が,他 の 濃 度 で もほ ぼ 同 様 の傾 向 を示 し た。

2)血 小 板 表 面 陰 性 荷 電

LMOXは200～800μg/mlの 濃 度 で は15分 ,60分

のincubationの いず れ で もE.P.M.に 影 響 を 認 め なか

っ たが,1,000μg/mlで は15分,60分 のincubation

と もに 有 意 にE.P.M.を 増 大 させ た(P<0.05)(Table

2,Fig.4)。TOBは50μg/mlの 濃 度 で15分.60分 の

incubationの いず れ もE.P .M.に 影 響 を 与 え な か っ

た。

3)血 小 板 粘 着 能

BAUMGARTNER法 に よ る ウ サ ギ 大 動 脈 血 管 に対 す る

血 小板 粘 着 能 の検 討 では,LMOX 1,000μg/ml,TOB 50
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μg/mlのそれぞれの単独では影響が認められなかった。

LMOX(1,000μg/ml)+TOB(50μg/ml)の 併用では
"Adhesion"(粘着血小板)に は影響を認めず,"Throm-

bus"(血栓形成)を わずか に抑制したのみであった

(Table 3,Fig.5)。

B.in vivoの 実験

LMOXあ るいはTIPCを40mg/kg/dayま たは400

mg/kg/dayを1日1回7日 間投与した。40mg/kg/day

Fig. 7 Effects of antibiotics on platelet E. P. M.
in rabbits (in vivo)

7日間投与群ではADP凝 集,collagen凝集ともに影響

を認めなかった。400mg/kg/day 7日間投与ではLMOX

群。TIPC群 いずれもADP凝 集のいずれの濃度におい

ても有意な抑制が認められた(P<0,05)。collagen凝 集

ではmaximal aggregationに は変化が認められなかっ

たが,maximal slopeで検討すると抑制が認められた。

Table 4,Fig.6に は代表的な濃度を示したが,他の濃度

でも同様の傾向を示した。

LMOX 400mg/kg/day 7日間投与群,TIPC投 与

400mg/kg/day 7日間投与群それぞれでE.P.M.の 有

意な増大を認めた(P<0.05)(Fig,7)。

血中濃度は5分 にてピークを示し,特にLMOX400

mg/kg/day投 与時には1,257土527μg/mlと 高値を示し

た(Table 5)。

III.　考 案

MCCLUREの 研究以来,抗生物質による血小板凝集能

の抑制は,in vitro,in vivoで 数多く報告されてい

る8～7),18～17)。

動物実験では犬に750～1,000mg/kg/24hrのCBPC

あるいはTIPCを 投与したところADP凝 集は有意に

抑制を認め,collagen凝集はわずかに抑制を認めたと報

告されている5)。またBANGら14)はnormal volunteerに

LMOX 12g/dayを7日 間投与したところ,3日 目より

ADP凝 集の抑制を認め中止3日 目に回復がみられたと

報告している。

1983年NEU 8)は抗生物質による血小板凝集の抑制は

ある種の合成ペニシリンとLMOXに 報告例が多いこと

から2,5,7,14),6位もしくは7位にカルポキシル基をもつ

抗生物質は血小板の膜に結合して凝集能を抑制するので

はないかと述べた。β-ラクタム剤の血小板凝集能の抑制

を比較すると、in vitro 18,16),in vivo 15,17),いずれにおい

Table 5 Plasma concentration of antibiotics in rabbits(

μg/ml)

LMO×40: LMOX 40mg/ kg/ day, iv×7days

LMO×400: LMOX 400mg/ kg/ day, iv×7dayg

TIPC 40: TIPC 40mg/ kg/ day, iv×7days

TIPC 400: TIPC 400mg / kg/ day, ivx7days
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Fig. 8 Diagram of ADP-induced platelet
aggregation

GP II: glycoprotein II, GP III: glycoprotein III

てもLMOXの 血小板凝集能の抑制が強いと報告されて

いる。しか し,カルボキシル基をもたない抗生物質に.も

血小板凝集能の抑制は認められ,カ ルポキシル基の存在

が血小板にいかに作用しているかについてはまだ結論が

得られていない。

本研究ではin vitroにおいてはLMOXは1,000μg/
mlの 濃度ではじめてADP凝 集を抑制し,特 に一次凝

集の抑制が強く認められたが,collagen凝集の抑制は認

められなかった。家兎にLMOXま たはTIPCを40

mg/kg/dayあ るいは400mg/kg/day 7日間投与したと

ころ,40mg/kg/day投 与群では凝集能には抑制は認め

られなかった。家兎はADPの 一次凝集しかもたないが

400mg/kg/day投 与群ではADP凝 集の抑制を認め,

conagen凝 集ではmaximal aggregationよ り鋭敏にそ

の変化が表わされるmaximal slopeで抑制を認めた。

なお400mg/kg/dayは 合成ペニシリンとしては常用量

の上限である。

本研究の結果を含め,現 在までの報告例を合わせて考

えると,in vivoで はin vitroより低濃度で凝集を抑制

することから,抗生物質そのものではなく代謝産物が凝

集能を抑制するのではないかという意見もある7)。

ADPに よる血小板凝集はFig.8の ように考えられて

いる18)。血小板表面は陰性荷電をもっており互いに反発

し合っている。田上19)は,E,P.M.の 増大とADPの
一次凝集は相関するがADPの 二次凝集やcollagen凝

集とは相関しなかったと報告している。本研究でも

ADP凝 集の抑制が認められたin vitroで のLMOX

1,000μg/mlの濃度,in vivoで の400mg/kg/day 7日

間の投与でそれぞれE.P.M.の 増大が認められた。

aminoglycosideは 細胞膜表面のリン脂質と結合し細

胞膜のリン脂質の組成の変化をおこすという報告がある

ため20).血小板の膜への影響を考えてTOBを 用いて凝

集能を検討したが,50μg/mlの濃度でも影響を認めなか

った。

in vitroの実験で125 I-fibrinogenを用いて,CBPCが

血小板とfibrinogenの 結合を抑制することが報告され

ている21)。また血小板の膜のリン脂質に作用する6-(p-
toluidino)-2-naphthalene-sulfonic acidを用いて,β-ラ

クタム剤が血小板の膜のリン脂質を障害することも報告

されている22)。これらの銀告からもβ-ラクタム剤は血

小板の膿を障害して血小板凝集能を抑制すると考えられ
た。

血小板粘着能の検査法は数種あるが23),家兎の血管を

用いたBAUMGARTNER法 が最も生体に近い検査法とさ

れている。BAUMGARTNER法 においてLMOX 1,000

μg/ml,TOB 50μg/mlのそれぞれの単独では"Adhesion-

(粘着血小板),"Thrombu"(血 栓形成)に はともに影

響を認め なかったoLMOX(1,000μg/mL)+TOB(50

μg/ml)の併用 でわずかに"Thrombus"(血 栓形成)が

抑制された。CAZENAVE 8)もin vitroで血小板凝集を抑

制する高濃度でも,Penlcillin Gは コラーゲン粘着には

影響しなかったと報告している。

血小板の陰性荷電は表面のシアル酸によると考えられ

ている19)。血小板にNeuramninidaseを 作用させ,シ ア

ル酸を除去してもコラーゲン粘着には影響しなかったと

いう報告があり23,24),陰性荷電は血小板粘着には影響し

ないと考えられている。

本研究ではIin vitroにおいてはLMOXはcollagen

凝集への影響は認められず,ADP凝 集の抑制が強く認

められた。家兎においてもLMOXあ るいはTIPCの 投

与でADP凝 集の抑制は著明に認められたが,collagen

凝集の抑制はわずかしか認められなかった゜現在までの

文献においても,β-ラクタム剤はcollagen凝 集への影

響は少なく,ADP凝 集の抑制が強いという報告が多

く2～5),14～16),本研究の結果もこれらの報告と一致するも

のであった。そして,ADP凝 集の抑制の機序としては

陰性荷電を増大させることから血小板の膜に非特異的に

結台していると考えられた。また血小板粘着への影響は

少なく,これは陰性荷電と血小板粘着は関係しないこと

とよく一致する。

実際に出血傾向が発現した症例で血小板数,プ ロトロ

ンビン時間(prothrombin time:PT),活 性化部分トロ

ンポプラスチン時間(activated partial thromboplastin

time:APTT)は どの施設でも測定されているが,血 小

板凝集能は一般の施設ではルーチンの検査として行なわ

れていない。しかしLMOX投 与中に出血傾向を示し,

血小板数,PT,APTTは 正常で出血時間の延長より

血小板凝集能の抑制と判断される症例も報告されてい

る25,26)。
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さらに血小板系と凝固系は通常は独立しているが,最

終的には互いに影響して作用しビタミンK依 存性の凝固

因子は血小板の膜のリン脂質上で活性化されるといわれ

ている27)。このため血小板の膜を障害する抗生物質は二

次的にビタミンKを介した凝固止血機構に影響を与える

可能性も考えられ,抗 生物質使用時には血小板系,凝 固

系のいずれの出血傾向にも注意する必要があると思われ

た。

本論文の要旨は第32回 日本化学療法学会総会(1984

年),第33回 日本化学療法学会総会(1985年),第34

回日本化学療法学会西日本支部総会(1986年),14th

International Congress of Chemotherapy(1985年)

において発表した。

稿を終えるにあたりご指導を賜わりました恩師安永幸

二郎教授,故 岡本緩子助教授に深甚なる謝意を表する

とともに,本研究に際してご協力いただきました前原敬
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EFFECTS OF ANTIBIOTICS ON HEMOSTATIC MECHANISMS
I. FUNDAMENTAL STUDIES

YUBE IIDA

First Department of Internal Medicine, Kansai Medical University

There have been numerous reports that penicillin compounds in large doses inhibit platelet aggre-
gation. It has been suggested that antibiotics with a carboxyl group, such as carbenicillin (CBPC),
ticarcillin (TIPC) and latamoxef (LMOX), inhibit platelet aggregation by coating the platelet mem-
brane. The platelet surface carries a negative charge, and the platelets there by repel each other.
We studied the effects of antibiotics on platelet aggregation, electrophoretic mobility (E. P.M.), and

platelet adhesiveness, both in vitro and in vivo.
1) in vitro study
The effects of the antibiotics, LMOX (200•`1, 000ƒÊg/ml) and tobramycin (TOB) (5•`50ƒÊg/ml) and

their combination on platelet function was studied. LMOX suppressed ADP- induced human platelet

aggregation, especially primary aggregation, at 1,000ƒÊg/ml, but not et lower doses. However, TOB

(50ƒÊg/ml) did not suppress platelet aggregation. Even at high doses, both these antibiotics did not

suppress collagen- induced platelet aggregation. LMOX (1, 000ƒÊg/ml) raised E. P.M. compared with

the control, while ADP- induced primary aggregation had a negative correlation with E. P.M.
These antibiotics were found to have no effect on platelet adherence to the subendothelium of rabbit

aorta when examined by BAUMGARTNER's method. Thrombus formation was also slightly reduced by

the combination of LMOX+ TOB (1,000+50ƒÊg/ml).

2) in vivo study
LMOX or TIPC (intravenously, 400mg/kg/day for 7 days)  significantly suppressed ADP- induced

platelet aggregation, and slightly suppressed collagen- induced platelet aggregation. These antibiotics
raised E. P.M. compared with the controls.

The platelet aggregation system and the coagulation system  may possibly influence each other.

Since vitamin K- dependent clotting factors (II, VII,IX, X) activate the platelet surface, ƒÀ- lactams

which inhibit ADP- induced platelet aggregation by nonspecific coating of platelet membranes may
affect the vitamin K- dependent clotting system.


