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マクロライド系抗生剤のヒト好中球内への移行に関する研究
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マクロライド系抗生剤であるEM,JM,TE-031,RKM ,Ru-28965の5架 剤について,ヒ ト多
形核白血球内への移行性をradioisotope 14Cをラベルした薬剤を用いて測定した。37℃ 培養下で

の移行率(細 胞内/外濃度比)は,EM;6.6倍,JM;15.5倍,TE-031;16.4倍 ,RKM;
30.5倍.Ru-28965;21.9倍 と.いずれも高値を示した。ホルマリン処理好中球および低温培養

下での移行率は5薬 剤ともに著明に低下した。また,pHが 酸性になるほど移行率は低下し,pH

依存性が示唆された。細胞のエネルギー代謝阻害剤であるフッ化カリウムおよびシアン化ナトリウ

ムを添加すると,それぞれ2～47%,4～38%程 度の移行率の低下が認められた。またヌクレオシ

ドの一種であるアデノシンの添加ではEM以 外の4薬剤で8～17%の 移行率の低下がみられた。

細胞内へ移行した5薬 剤は,細 胞外の薬剤を除去するといずれも急速に細胞外へ流出し,5分 後

には30%以 下に低下した。

今回我々が用いた5種 類のマクロライド系抗生物質は,い ずれも良好な細胞内移行性を示し,こ

れらの細胞内への移行には能動輸送が関与していることが示唆された。

多くの微生物の中には,食 細胞に貪食されたあとも生

存しうる細胞内寄生性病原体といわれるものが存在す

る。結核菌1,2),リステリア,サ ルモネラ菌3,4)黄 色ブ

ドウ球菌5～7).レジオネラ8)などが該当するが,こ れら

のいわゆる細胞内増殖菌と呼ばれるものによる感染症の

治療には,抗生剤の抗菌力に加えて,そ の細胞内への良

好な移行性が要求される。

今回我 は々,放 射性同位元素(radioisotope,以下RI

と略)で 標識したErythromycin(EM),Josamycin

(JM),Rokitamydn(RKM),TE-031,Ru-28965の

5つのマクロライド系抗生物質の,ヒ ト好中球内への移

行性と細胞内移行に関するメカニズムについて検討した

ので,その成績を報告する。

I.　実験材料および方法

1.ヒ ト多形核好中球(PMN)の 分離

健康成人より約60mlの 静脈血をヘパリン加採血し

(ヘバリン10～20U/ml),Mono-Poly Resolving Me-

dium(以 下M-PRMと 略,Flow Laboratories Ltd.,

Australia)を用いてPMNの みを分離した。すなわち,

M-PRMを17×100mmの 減菌プラスチックチェーブ

(Falcou Labware,USA)に4.0ml入 れ,そ の上に新鮮

ヘパリン血を5.0ml重 層後,300gに て30分 間室温で

遠沈した。PMNのfractionを 取り,Hank's balanced
salt solution(以下,HBSSと 略)で洗浄後,赤血球の混

入があれば,0.2%生 食水にて約20秒 間溶血させた

後,1.6%生 食水を等量加えて等張液とした。HBSSに

て2回 洗浄後,細 胞数が1.0x107/mlに なるように再浮

遊させた。なお,PMN fractionは95%以 上のPMN

を含有し,trypan blue excluslonに よるviabllityは

99%以 上であった。

2.PMN内 への抗生剤の移行

次の放射性同位元素標識抗生剤を使用 した。[14C]

Erythromycin(3.68 mCi/mmol),[14C]Josamycln(4.55

mCi/mmol)(い ずれも第一化学薬品株式会社),[14C]

Rokitamycin(4,32 mCi/mmol)(東 洋醸造株式会社),

[14C]TE-031(55.1 mCi/mmol)(大 正製薬株式会社),

[14C]Ru-28965(54,5 mCi/mmol)(日 本ルセル株 式会

社)。各抗生剤の濃度は10μg/mlに なるようにHBSS

に溶解した。

前述のPMN浮 遊液1.0mlと 上記の抗生剤溶液1.0

mlを 混合し(抗生剤の最終濃度は5μg/mlと なる),37

℃ で培養した後,一 定時間ごとに培養液を取り出し,以

下に示したシリコン油を用いた速度勾配遠心分離法9,10)

によって細胞外液とPMNを 分離した。Microcentri-
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fuge tubeの 底に88%ギ 酸を20μl入 れ,そ の上にシ

リコン油(ト ーレ・シリコン株式会社,SH 550:SH

556=6:5に 混合)を0.5ml加 え,さ らにそ の上に

PMN培 養液0.5mlを 重層した後,12,000gに て3分

間遠心した(日立微量高速遠心器,SCT 15B)。

3.放 射活性の測定

PMN層 と細胞外液層はシリコン油をはさんで分離し

ているため,細胞外液200μlを10mlの シンチレーシ

ロン溶媒(ACS-II,Amersham,Ltd.)中 へ移し,PMN

層はmicrocentrifuge tubeを はさみで切断することに

よって取り出し,別のACS-II10ml中 へ移した。それ

ぞれの検体の放射活性を液体シンチレーシュンカウンタ
ー(ア ロカLSC 903)を 用いて測定した。

4.PMNの 体積

細胞内容積を[8H]H20お よび[14C]Poiyethyleae

glycol(PEG)(New England Nudear Corp.)を 用いて

測定した。両者をそれぞれPMNと2分 間反応させた

後,前 述の速度勾配遠心分離法を用いて細胞と細胞外液

とを分離し,トリチウム水により沈下した全水分量を,

PEGに より細胞とともに沈下した細胞外液量(trapped

water)を 測定した9,11,12)。

5.PMNに よる抗生剤取り込みの機構

マクロライド系抗生剤のPMN内 への移行のメカニ

ズムを調べるために,培養条件の変化や,代謝阻害剤,

ヌクレオシドの影響について検討した。

抗生剤とPMNを4℃ にて培養し,低温環境下にお

ける移行率の変化を調べた。また,PMNを10%ホ ル
マリンにて30分 間処理することにより死減させた後,

HBSSに て2回洗浄後各抗生剤の移行率を測定した。

PMNの 代謝エネルギー阻害剤としてのフッ化カリウ

ム(以下,KFと 略)と シアン化ナトリウム(以下,

NaCNと 略,いずれも和光純薬工業株式会社)をそれぞ

れ1,0お よび5.0mMの 濃度でPMNと ともに37℃,

30分 間前培養し,その後各抗生剤を加えて移行率を測

定した。また,ヌ クレオシドのーつであるアデノシン

(東京化成工業株式会社)に よる競合的阻害の程度につ
いても検討した。

培養液のpHを5.0か ら7.5ま で変化させて,

PMNと 抗生剤を15分 間培養し,酸性域での取り込み

の特徴を調べた。

6.抗 生剤の細胞外への流出

抗生剤の細胞内から細胞外への流出についての検討

は,PMNと 各抗生剤を37℃ にて15分 間培養した

後,抗生剤を含まないHBSSに 再浮遊させ,一 定時間ご

とに細胞内抗生剤の濃度を測定することによって求め

Fig. 1 Uptake of macrolides by human PMN

Fig. 2 Effect of pH on macrolide uptakes by
human PMN

た。

II.　実 験 成 績

PMNの 体積はトリチウム水とPEGに より測定した

が,1.0×107のPMNsの 体積は2.15μl(trapped

waterを 引いた値)で あった。以後はこの値を用いて細

胞内の薬剤濃度を算出した。

1.37℃ 培養下での移行率

5種のマクロライド系抗生物質に関する37℃ 培養下

での移行率をFig.1に 示した。 移行率のピーク値は

EMが6.6倍,JMが15.5倍,TE-031が16.4倍,
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Table 1 Influence of cell viability and environmental
temperature on macrolide uptake by human PMN

Table 2 Influence of inhibitors of cellular metabolism and adenosine

After pretreatment with inhibitors (at 37•Ž, 30 min) PMNs were incubated at

37•Ž for 15 min.

Ru-28965が21.9倍,RKMが30.5倍 といずれの薬

剤も高い値を示した。

2.低 温およびホルマリン処理好中球への移行率

各抗生剤に関して4℃ の低温培養およびホルマリン

処理好中球への移行性を検討したがいずれの抗生剤にお

いても移行率は著明に低下した(Table 1)。すなわち,

4℃の培養条件下ではコントロールの8.6～43.3%に 低

下,死 好中球内へは12.1～26.7%に 移行率が低下し

た。

3.pHの 違いによる移行率の変化

pHの 違いによる好中球内への各抗生剤の移行率の変

化は(Fig.2),pH7.4を100%と すると,pHが 酸性

になるほど移行率は低下した。

4.代 謝阻害剤による影響

解糖系の代謝阻害剤であるKF,ミ トコンドリアの呼

吸鎖の阻害剤であるNaCN,お よびアデノシンを作用さ

せた時の移行率の変化をTable 2に 示した。KFに より

移行率は2～47%減 少し,特 にJMは コントロールの

5ag%と 著明な低下が認められた。また,NaCNの 影

響はEMお よびJMに おいて強くみられ,そ れぞれ

64.5%,61.8%に 低下した。アデノシンではEM以 外

の薬剤に関して8～17%の 移行率の低下がみられた。

5.好 中球からの抗生剤の流出

細胞外抗生剤除去後の好中球からの抗生剤の流出は極

めて速く,5分 後には30%以 下となった(Fig.3)。

Fig. 3 Efflux of intracellular macrolides from
human PMN

III.　考 察

抗生剤の細胞内濃度の測定には,検 体が微量であるた

め高感度の測定法が必要である。我々はRIを 用いて,

マクロライド系抗生剤のヒト好中球内への移行率を測定

した。

我々はすでにHPLCを 用いて各種抗生剤の好中球内
への移行率を測定し報告した18)が,マクロライド系抗生

剤に関してはHPLCで の感度は低いため測定が困難で

あった。そこで,今 回はRIを ラベルした薬剤を用いる



712 CHEMOTHERAPY SEPT. 1987

ことによって,そ の移行事を測定したが,こ の方汝自体

は諸外国において多くの報告がなされている。9,11.12)。

JOHNSONら9)はRIで ラペルした14種類の抗生剤のウ

サギ肺胞マクロファージ内への移行性を報告し,PRO-

KESCHら12)も同様に13種 類の抗生剤のヒト好中球内へ

の移行性を報告している。これらによると,ベ ニシリン

系やセフェム系抗生剤の細胞内移行率は極めて低く,

CLDMやEMの 移行率は高いと述べている。

今回の私連の実験でも,EMを 含む5種類のマクロラ

イド系抗生剤はいずれも極めて高い細胞内移行率を示

し,EMお よびJMの 移行率は諸外国の報告とほぼ同様

の結果であった9,12,14)。また,その他のRKM,TE-031,

Ru-28965に 関しては未だ報告はなされていないが,今

回の成績ではEM,JMを 上回る良好な移行率が得られ

た。

好中球内への抗生剤移行の特徴を検討したが,4℃ の

低温や,10%ホ ルマリン処理した死細胞では,いずれの

抗生剤でも移行率は著明に低下した。すなわち,こ れら

の薬剤の好中球内への移行には,細胞のviabilityと生

理的環境温度が必要であると思われた。また,これらの

抗生剤は,培養液のpHが 酸性になるほど移行率は低下

しており,pH依 存性があることも明らかにした。先に

述べた変化と考え合わせると,これら薬剤の細胞内移行

には,媒介透過のメカニズムが強く関与していることが

示唆される。

さらに,これらの抗生剤の能動輸送機構を検討するた

めに,解糖系の代謝阻害剤であるKF,ミ トコンドリア

の呼吸鎖の阻害剤であるNaCN,お よびヌクレオシドの
一つであるアデノシンを作用させてみた。その結果,程

度の差は様々であったが,少 なくとも部分的にはエネル

ギー代謝に依存していることが明らかとなり,能動輸送

の関与が示唆される結果が得られた。KFを 作用させる

と,特 にJMに おいて移行率は約半分にまで低下し,解

糖系からのエネルギー要求性が大きいことを示唆する結

果と考えられた。また,NaCNの 影響はEMとJMに

おいて強く現われ,ミ トコンドリアからのエネルギーの

関与も大きいことが示唆された。しかし,PROKESCH

ら12)は,PMNに はミトコンドリアは少なく,エ ネルギ
ーは主に解糖系に依存すると述べており,我 々の結果と

は若干の相違がみられた。また,ア デノシンの存在下で

の競合的阻害をみると,EM以 外でその移行率は8～17

%低 下しており,能 動輸送の中でもヌクレオシド輸送

系が関与していると考えられる結果であった。

DETTEら14)も種々の代謝阻害剤を用いてEMの 好中

球内への移行に与える影響を調べているが,NaFで21

%,NaCNで23%,ア デノシンで43%の 減少がみられ

たとし,やはり能動輸送の関与,な かでも解糖系とミト
コンドリアの両方のエネルギー代謝が必要であると報告

している。さらにアデノシンおよびウワパインで移行率
の低下がみられたことから,EMもCLDMと 岡様にヌ

クレオシド輸送系を介していると述べている。しかし,

我々の成績ではアデノシンによるEMの 有意な移行率

の低下はみられなかった。

また,細 胞外の薬剤を除表すると,細胞内の抗生荊は

速やかに細胞外へ流出する現象がみられたことより,細

胞内の薬剤は細胞成分と強く結合しているわけではな

く,細胞内外への移動は可逆性であることが明らかにな

った。

食細胞と抗生剤の相互作用は感染症治療において極め

て重要なことであり,細胞内寄生菌に対しては,抗生剤

が食細胞内へ移行しなければ微生物に作用することがで

きない。今回検討した5種 のマクロライド系抗生剤は

これまで報告されている成績と比較すると.ペニシリン

系やセフェム系抗生剤に比べ 高い細胞内移行性を有

し,細胞内細菌に対 して優れた臨床効果が期待できるも

のと思われた。
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POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTE (PMN)

PENETRATION OF MACROLIDES

MIYAKO MASAKI, YASUMASA DOHTSU, YASUHARU MASUYAMA, KYOKO YAMASHITA,

HIRONOBU KOGA, NAOFUMI SUYAMA, SHIGERU KOHNO, KEIZO YAMAGUCHI,

MASAKI HIROTA, ATSUSHI SAITO and KOHEI HARA

Second Department of Internal Medicine, Nagasaki University

School of Medicine, Nagasaki

A radioisotopic method was used to determine the penetration of five macrolide antibiotics into human

polymorphonuclear leukocytes (PMN). The penetration ratios (that is, of the cellular concentration
to the extracellular concentration) of erythromycin, josamycin, rokitamycin, TE- 031, and Ru- 28965,
all macrolides,werevery high. Macrolide uptake by PMN was dependent onenvironmental tem-

perature and cell viability. Also, the accumulation of these antimicrobials was inhibited by sodium
cyanide, potassium fluoride, and adenosine. Based on our findings, we consider that macrolide uptake
by human PMN is mediated by an active transport system, and more specifically a nucleoside trans-

port system.


