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HeLa細 胞 の形成 したmonolayerに 肺炎桿菌を含む培養液を重層 し,菌 の細胞吸着条件 を求め

た。 そ の結果,106CFU/ml以 下 の菌 を含む培養液では3時 間後の細胞吸着菌数が104～106CFU/

mlに 達 した。肺炎桿菌 を106CFU/ml含 む この条件下 で,AMKのin vitroのMIC濃 度の10

倍から100倍 濃度 を作用 させ,菌 のHI寒 天培地 に発育で きな くなる作用時間は10MICで18

時間,100MICで6時 間後 であった。 しか しなが ら,L-プ ロス中では100MIC18時 間作用後 も

なお48時 間後に菌の発育が認め られた。

5種 類 の抗生物質のin vitroで のMICの100倍 濃度を6時 間作用 させた結 果 で は,DOXY

がAMKと 同様の結果 を示 したが,β-lactam系 抗生物質 ではHI寒 天培 地 で102～103CFU/ml

発育 し,L-プ ロス中では10-4～10-6希 釈管 まで菌の発育が認め られた。

形態像 はAMK100MIC作 用後の光学顕微鏡的変化は認め られなか ったが,走 査電子顕 微鏡的

にはHeLa細 胞 と菌 の両方が障害を受け,AMK除 去後では細胞 と菌の両方 の回復 して き た 像 が

認め られた。 β-lactam系 抗生物質では菌 の伸長 と内容物の吐出が光学顕微鏡下 で認 られた。
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Compromised hostな どの重症感 染症 の患者 に 対 し

て,よ り殺菌的に作用する抗生 物質が要望 され,β-lac-

tam系 抗生物質の大量投与1.2),β-lactam系 抗 生 物 質

とaminoglycoside系 抗生物質3.4),β-lactam系 抗 生

物質とニューキ ノロン系抗生物質 との 併 用5)などが研究

あるいは試み られてい る。 しか しながら,重 症感染症の

場合大量投与 して も薬剤濃度が感染局所に充分量到達 し

えないことが ある｡

先に,肺 炎桿菌を感染 させた実験 重症 感染マウスに対

してAMKを 大量投 与 し,生 物学的ならびに病理学的

に検討した ところ,血 管内の菌は消失 したにもかかわ ら

ず臓器内に多数 の菌が認め られ,マ ウスを助 けられなか

った6)ことから培養細胞を用 い て,肺 炎桿菌 の吸着細胞

と抗生物質との関係を調ベた ところ興味 ある結果が得 ら

れたので報告す る。

I. 材 料 と 方 法

供試菌:臨 床材料 よ り分離 した肺炎桿菌K-9株 の18

時間培養菌 を島津分光光 度計430nmで0.5ODに 調整

した菌液の希釈菌 液を接種菌液 とした。

供試培地.細 胞 培 養 に はRPM-10(日 本製薬)に

calf serumを10%の 割合 に加え て使用 し,抗 生物質の

測定には さらに所定濃度の抗 生物質 を加えた培養液 で処

置 した。

菌吸着細胞 の生菌数測定にはハー トインフユージ ョン

寒天培地(以 下HI寒 天培地 と略す),ト リプ トソイブ ロ

ス(以 下TSプ ロスと略す)お よびL-form用 の プロス

(以下L-ブ ロスと略す)を 用 いた。

供試細胞:RPM-10培 養液に浮遊 させ たHeLa細 胞

を4.5cmシ ャー レに3mlを 分注 し,37℃ に5～7日

培養 してmonolayerを 形成 した細胞に 供試菌 を接種 し

た。

供試薬剤:ア ミカシ ン(AMK),ピ ペ ラシ リン(PIP

C),セ ファピリン(CEPR),セ フォチアム(CTM)お

よび ドキシサ イ ク リ ン(DOXY)な ど5薬 剤 を使用 し

た。

生菌数の測定.菌 接種後の培養上清 を リン酸緩衝食塩

水(PBS)で10-1～10-5に 連続10段 階希釈 した液 を ミ

ス ラー法 でHI寒 天培地上 に滴下 し,37℃ で培養 した。

細胞吸着菌 については培養上清 を除去 した細胞 をPBS

で3回 洗浄 した後,1mlのPBSに 浮遊 させて凍結融解

を2回 繰 り返 し,細 胞を破壊 した液中の菌を ミス ラ法お

よびTSプ ロス,L-プ ロス中の発育 の有無で判定 した。

*川 崎市宮前 区菅生2-16-1



780 CHEMOTHERAPY NOV.1988

〔形態的観察〕

光学的顕微鏡に よ る観察:先 に 記 載 した 方法に準

じ7),パ イロ ッ ト製図用 インクを用いた 陰性染色に よ り

観察 した。

走査電子顕微鏡に よる形態的観察:培 養上清液を除表

した後,菌 吸着細胞 をRPM-10培 地で静か に洗浄 した

後,2.5%グ ルタール アルデ ヒ ド加PBSを 重層 し,2

時間放置後 さらに同 じ濃度 のグ ル タ ー ルアルデ ヒ ド加

PBSに 取 り替え,20時 闇放置 した後1%オ ス ミウム酸

で2時 間放置 してか ら先 に記載 した 方 法に準 じ8),エ タ

ノール系列 で脱水,臨 界点乾燥を行ない,走 査型電子顕

微鏡(日 本電子JSM U-3)で 観察 した。

II. 成 績

1. 細胞吸着菌量 と経時的変化

106CFU/mlを 含む 培養液をHeLa細 胞 に 重層 した

後,細 胞 に吸着 した菌の経時的変化を観察 し,Fig.1に

その変動を示 した。

培養上清液 では接種菌量が30分 で減少 したが,90分

から上昇 し,6時 間後には108CFU/mlに 達 した。 しか し

なが ら,菌 吸着細胞 では菌接種後30分 後か ら経時的に

増加が認め られ,3時 間後 では106CFU/mlに 達 した。

2. 接種菌量 と菌の細胞吸着

Fig. 1. Viable cell count of K. pneumoniae strain

in supernatant of the medium and adherence

to HeLa cells

本 菌 のin vitroに お け るAMKのMICは3.12

μg/ml, MBCは6.25μg/mlを 示 した。 このAMKを

最 終 濃 度 が1/3MIC.1MIC.3MIC50MIC.30MIC.

100MIC含 まれ る よ うに 作 製 した培 養 液 を菌 接 種後90

分 後 の 菌 吸 着細 胞 上 清 に 重 層 し,2時 間 後 の 生 残菌 数を

測定 した 。

Table 1. Adherence of K. pneumoniae to HeLa cells in the presence of various amikacin concentrations

(incubation period 90 min)

Table 2. Relation between amount of K. pneurnoniae inoculated and adherence to HeLa

cells in amikacin containing medium (incubation period 180 min)
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Table1に 示 した ように培養上清液では3MICま で

生残菌が認め られたが,10MIC以 上 では認め られなか

った。 しか しなが ら,菌 細胞吸着100MIC濃 度で も生

残菌が認められた。

3. AMKと 接 種菌 量

AMKの 濃度 と接種菌量 との関係はTablc2に 示 した

ように,2.7×102～1.5×107 CFU/ml接 種 し3時 間後の

菌吸着細胞の上層に1MIC. 10MIC. 100MICを 含む

培養液を重層 した。 また,対 照 として抗生物質 を含まな

い培地を重層 し,2時 間後の生残菌数を求めた。

対照の培養上清液の菌量は1.5×107CFU/ml接 種以

外は接種菌量 とほぼ同 じ菌 量を示 したが,菌 吸着細胞 で

は接種菌量が少ないほ ど菌量が増 加 し,ほ ぼ105CFU/

mlに 達 した。1.5×107CFU/ml菌 量では上清中の菌量

が増加したのに対 し,細 胞吸 着では106CFU/mlに 留 ま

った。

AMK作 用 では接 種 菌 量が106CFU/ml以 下 では1

MIC群 が1log, 10MIC群 が2log, 100MIC群 が3

109以 下の 減 少 を み せ た。 しか しな が ら,1.5×107

CFU/ml菌 接種量では対照 に比較 して1MICで は0.5

log, 10MIC. 100MICと もに2logの 減少が認め られ

た。

4. AMKの 作用時 間 と生残菌

接種菌量を106CFU/mlと した以外は前述 と同様の条

件で菌吸着細胞 にAMK含 有培地 を重層 した後,90分

から18時 間まで作用 させ,経 時的にその生残菌 を測定

し,併せてTSプ ロス,L-プ ロスに培養 し,48時 間後

に混濁してきた試験管を陽性 とした。

Table3に 示 した ように,3時 間後 までは各濃度 とも

HI寒 天培地上に集落 の形成が認め られ,6時 間後では

100MIC,18時 間後 では10MIC以 上 の濃度でHI寒 天

培地上に菌の発育を認め るこ とが できなか った。 また,

TSプ ロス中で も同様の傾向を示 した。 しか しながら,

レ プロス培 養では 各濃度 とも18時 間作川後 において も

なお菌の発育が認められ,ま た,抗 生物質 との接触時間

が短 く,濃 度が低ければ対照に比較 して,菌 の減少率が

低い傾向 を示 したり

5. 供試抗生物質 の100MIC濃 度 と菌

前述 のよ うに,100MIC作 用後で も菌が発育 して くる

こ とか ら5種 類の抗生物質のin vitroに おけ るMICを

求め,そ の3時 間菌吸着細胞の 上清に100MIC濃 度 を

含む培 養液 を6時 間作用 させてか ら,前 述 に記載 した方

法で洗浄 したのち,HI寒 天,TSプ ロス,L-プ ロスに培

養 し,48時 間後の菌 の発育状態を比較 した。

Table4に 示 した ように,AMK, DOXYで はHI寒

天お よびTSプ ロスで も菌の発育が認め られなか った。

しか しなが ら,L-プ ロスでは10-2希 釈管 まで菌の発育

が認め られた。 そ れ に 対 し β-lactam系 抗生物 質では

HI寒 天培地上で2.4×102～103CFU/mlの 菌の発 育が

認められ,TSプ ロスで も同様 の結果を得たが,L-プ ロ

ス中では10-4～10-5希 釈管 まで菌の発育が認め られ た。

Fig.2はAMK作 用6時 間後 の細胞 を洗浄 したのち,

さらに,10段 階希釈 した菌の48時 間後 のL-プ ロス中

の発育状態を示 した。右のSW-1は1回 洗浄後の上清,

SW-2は2回 洗浄後 の上清を培養 した ものである。SW-1

はAMKが 残存 したためか菌 の発育が抑制 され たが,

SW-2で は菌の発育が認め られ た。 しか しなが ら,こ れ

らはHI寒 天培地 上では 集落の 形成が 認め られなか っ

た。

6. 形態的観察

供試抗生物 質の100MICを 作用 させ てか ら2時 間後

の菌 の形態を陰性染色法で観察 し,Fig.3に 示 した。対

照 の 肺炎桿菌像では 大 きな 葵膜 が 明瞭 に認め られ(3-

1),AMK処 理 では葵膜 の不明瞭 な 形態が 認め られた

Table3. Effect of K.pneumoniae in amikacin containing medium on adherence

to HeLa cells (incubation period 1.5h, 3h, 6h and 18h)
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Table Effect of K. pneumoniae. in a medium containing one of 5 different antibiotics

(100 MIC) on idherence to IleLa cells for 6 h (incubation LIS h)

Fig. 2. Growth of K. pneumoniae strain K-9 in

antibiotic-free L-form medium for 48 h, after

exposure to 100 MIC of amikacin

(3-2)。

β-lactam系 抗生物質の うち,CTM,CEPRで は葵膜

が認め られ ず,菌 の伸張 と 内容物の 吐出が 認め られた

(3-3,3-4)の に対 し,PIPCで は長 く伸張 した菌体の周

囲が大 きな葵膜に包 まれた像が認め られた(3-5)。

一方
,形 態的に 不明瞭 なAMKを 走査電子顕微鏡 に

よ り観察 し,Fig.4に 示 した。4-1はHeLa細 胞に吸着

した3時 間後 の未処理の 菌 の 形態像,4-2は100MIC

作用6時 間後 の細胞上の菌 の形態像 であるが,細 胞の繊

毛も菌も活性 を失 った ように見え る。 さらに,AMK含

有培養液を 除去 した後,抗 生物質 を含 ま な い培養液で

48時 間培養 し続けた細胞像を4-3に 示 した。細胞の繊

毛の立ち上が りと少数 の菌の回復像が認め られ だ,

III. 考 察

重症菌感染症に対す る抗生物質 の大量投与に よる治療

法が 行なわれているが,必 ず しも 殺菌す るとは 限 らな

い5,6,9)。一部の抗生物質は細菌に対す る作用が 一定濃度

で作用す るため,至 適投与量が必 要であるといわれてい

る10)。

培養細胞に対する抗生物質の試験 はsub-MIC濃 度 に

おけ る細菌の細胞吸着阻止に関す る研究が中心 に行なわ

れ ている11)。

生体に抗生物質 を投与 した場合,抗 生物質 の種類 によ

り異な るが,臓 器内 では比較的 早期に消退 するため,感

染局所の生残菌はかな り存在するもの と考えられる。

先に,重 症感 染マウスにAMKをsub-MIC濃 度か

ら1000MICま で投 与したが,大 量投 与した群に延命効

果が認め られ た6)。しか し,マ ウスは致 死 したので,今

回,培 養細胞 に対 して肺炎桿 菌を吸着,増 殖 させた後,

抗生物質 の抗菌力お よびその形態的 変化について検討を

加えた。

Monolayerを 形成 した 培養細胞は 電子顕微鏡的に 見

ると2～3層 か らな っている。 したが って,菌 を含む培

養液を重層 した場合,こ の層 の間に菌が侵入 し,集 落を

形成す るものと考え られる。
一方,肺 炎桿菌の凍結融解 に対す る菌 の安定性は2～

3回 の繰 り返 しでは 生菌数 に 影響を与え ない12)こ とか

ら菌吸着細胞 を凍結融解 して生菌数を求めた。

HeLa細 胞に吸着する肺炎桿菌の関係は接種菌量 と時

間が影響 し,106CFU/ml以 下 では吸着 した菌量が3時

間には104～105個 に達 した。 抗生物質 の感受性試験は

106・108個 で行 なわれてお り,106CFU/mlに ほぼ匹敵

す る条件 として106CFU/ml菌 を含む培養液を重層 し,

3時 間後 を用 いた。

菌吸着細胞 に対するAMKの 作用はin vitroで測定

したMICの10倍 あるいは100倍 量を6時 間以上作用

させなければ菌 の発育を阻止す ることができない。 しか

も,L-プ ロスを用いると18時 間連続作用 させても菌が

発育 して くることが 証明 され,β-lactam系 抗生物質に

おいては2～310g多 く増殖するこ とが認め られている。

このこ とは生体内において もこの ような現象が現われ,

抗生物質 の投与後,菌 がL-form化 し,菌 が生残するこ

とと考 えられ る。

抗生物質作用後の細菌 の形態的変化 は抗生物質の種類

に より異 なることが知 られてい る。 これ らの形態的変化

は多 くの場合,位 相差顕微鏡下で行なわれているが,葵

膜保有株 では陰性染色 で光学顕微鏡下 で充分に観察でき

る13)。
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1
3 1 untreated

2

3-2 exposed to 101) NIIC of amikacin
for 2 h

3

3-3 exposed to 100 MIC of cefotiam

for 2 h

4

3-4 exposed to 100 MIC of cephapirin

for 2 h

5

3-5 exposed to 100 MIC of piperacillin for 2 h

Fig. 3. Light microscopic photograph of K. pneumoniae strain K-9
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1

1 1 untreated2

4-2 exposed to 100 MIC of amikam

for 18 h

3

4-3 in antibiotic-free medium for 48 h after

exposure to 100 MIC of amikacin for 18 h

Fig. 4. Scanning electron micrographs of K. pneumoniae strain K-9 adsorbed to HeLa

cells

AMK作 用後 の菌の形態的変化は陰性 染色 では英膜の

形成が抑制され,形 態際が不規 則にみ られ,グ ラム染色

では染色 され に くい状態を 示 した。 それに 対 して,β-

lactam系 抗 生物質では菌 の伸張な らびにseptumの 膨

化あるいは内容物 の吐 出像が認め られ,100MICで は一

部の菌 に莢膜の消失 が認め られた。 しか し,10MICで

は明 らかな英膜保有像 と菌 の変形が認め られた。

これ らの菌 の形態的 変化 の相違は抗 生物質の作用 点が

異な るた め で あ る。 特 に,β-lactam系 抗生物質では

PBPに 作用 点が あ り,形 態的 に変化に 影響 を与えてい

る14)。

Aminoglycoside系 抗生物質では菌 の 蛋 白質 の合成阻

害 と細胞膜 に作用す るといわれ15).超 薄切片 による電子

顕微鏡的に観察 されてい る。 著者 らもAMKで 試みた

が,膜 の断裂は一部 の菌株に しか認め られず,多 くの菌

株 では不 明であ った4)。

今回は走査電子顕微鏡的 に観察 した。AMKを 高濃度

で作用させ た場合の形態的変化は,対 照 と比較 して活性

を失 った と思われ る菌 とHeLa細 胞 に変化が生 じた。し

か しなが ら,AMKを 除去す るとこれ らの細胞や一部の

菌 に回復像が認 められた。

これ らの点につ いてさらに詳 しく検討 している。
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EFFECTS OF ANTIBIOTICS ON THE ADSORPTION OF

KLEBSIELLA PNEUMONIAE TO CULTURED CELLS

MASAMI TAKAHASHI, YOSHITOSHI ICHIMAN, EIICHI YOSHIDA,

CHIZUKO SASAKI* and TOMOHIDE YONAHA*
Department of Microbiology and *Central Laboratory for

Electron Microscopy, St. Marianna University School
of Medicine

2-16-1 Sugao, Miyamae-ku, Kawasaki 213, Japan

A cell suspension of a Klebsiella pneuntoniae strain was given on a monolayer of HeLa cells, then
adsorption of the strain in the cells was tested. In these experiments, 104-105 CFU were adsorbed
within 3 hours if the cell suspension contained less than 105 CFU. When AMK was added at con-
centrations of 10 or 100 MIC, no multiplication of the organisms was noted after 18 and 6 hours,
respectively, when tested by solid medium. When tested by a broth medium, however, the organisms
were detected even 18 hours later in 100 MIC. Similar results were obtained with DOXY at 6 hours
in 100 MIC. With P-lactam antibiotics 102-105 CFU and 104-105 CFU of the organisms were observed
using solid and broth media, respectively.

Concerning the morphological features of the organisms, no change was observed at 100 MIC of
AMK when viewed under the light microscope. By scanning electron microscopy, cellular damage
was observed both in the bacterial and HeLa cells, and recovery of morphological alteration was shown
by the removal of AMK. Also, when treated with P-lactam antibiotics, elongation of cells and
discharge of intracellular substances were observed by light microscopy.


