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Compromised hostの 対 象 と して 高齢 者 を取 り上 げ,そ の血 清 中 で の β-1actam系 抗 生 剤 のsub-

minimum inhibitory concentration(sub-MIC)シ こお け る抗 菌 作用 を 調 べ た。 各 血 清60μ に 薬液

10μlを 加 え,そ れ に菌 懸 濁 液10μlを 接 種 し37℃4時 間 培 養 後,生 菌 数 の増 減 を 測 定 した 。高 齢 者

の血 清殺 菌 力 は健 常 者 に 比 べEscherichia coliお よびKlebsiella pneumoniaeに 対 しては 弱 まっ て

い る例 が 多か った 。Proteus mirabilis T-277株 に対 しては 約 半 数 例 で高 齢 者 の血 清殺 菌 力は 強 ま っ

て いた が,T-250株 に対 しては 強 ま っ て い る例 は なか った。 またProteus vulgaris. Pseudomonas

aeruginosaお よびStaphylococcus aureusに 対 しては 健 常 者 と同等 の 殺 菌 力 で あ っ た。 こ の殺菌

因 子 と して非 働 化 で 弱 め られ る易 熱 性物 質や ペ ン トナ イ ト処 理 で 除 か れ る リゾチ ー ム の関 与 が 推 定

され た 。 次 に高 齢 者 血 清 中 で の β-lactam系 抗 生 剤 のsub-MICで の 殺 菌 作 用 をみ る と,pipera-

cillin,cefoperazoneお よびcefbuperazoneはnutrient bmth(NB)中 で も 高 齢 者血 清 中 で も

殺 菌 的 また は 静菌 的 に作 用 した。 一 方carbenicillin,cefazolinお よびcefmetazoleはNB中 で は

菌 の増 殖 を 阻 止 した が 高 齢 者血 清 中 で は ほ とん ど抗 菌 作 用 を示 さ なか っ た。
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我 々 は,先 に β-lactam系 抗 生剤 のsub-minimum

inhibitory concentration(sub-MIC)に お け る 抗 菌 作

用 を 各種 動 物 血 清,健 常 者 血 清 お よび糖 尿 病 患 者 血清 中

で 調 べ,piperacillin,cefoperazoneお よ びcefbupe-

razoneが 各 種血 清 中に お い て静 菌 的 また は 殺 菌 的 に作

用 す る こ と,carbenicillin,cefazolinお よびcefmeta-

zoleが 各 種 血 清 中 に おい てsub-MICで ほ と ん ど 抗 菌

作 用 を 示 さ な い こ とを報 告 した1,2)。

今 回,compromised hostの 対 象 と して 先 に報 告 した

糖 尿 病 息 者 に 引 き続 き高 齢者 を 取 り上 げ,そ の血 清 中 で

の β-lactam系 抗 生 剤 のsub-MICに お け る抗 菌 作 用 に

つ い て 検 討 を加 えた の で報 告 す る。

I. 実 験 材料 お よび 方法

1. 使 用 薬 剤

Piperacillin(PIPC:富 山化 学 工 業),carbenicillin

(CBPC:塩 野 義 製 薬),cefoperazone(CPZ:富 山化 学

工 業),cefazolin(CEZ;藤 沢 薬 品工 業),cefbuperazone

(CBPZ:富 山化 学 工 業),お よびcefmetazole(CMZ:三

共)を 用 い た 。

2. 使用 菌 株

富 山化 学 工 業(株)綜 合 研 究 所 保 有 の臨 床分 離 株 で健常

者血 清 中 で も死 滅 しな いEscherichia coli TK-16-1,

TK-355, Proteus mirabilis T-250, T-277, Proteus 

vulgaris T-330, Pseudomonas aeruginosa S-51, Kleb-

siella pneumoniae Y-41, Staphylococcus aureus FDA

209Pを 用いた。

3. 最小発 育阻 止濃度(MIC)の 測定

薬剤の被験菌 に対す るMICは 液体希釈法によって測

定 した。すなわち培地 としてはnutrient broth(NB)

を用 い,各 種薬剤濃度は200μg/mlを 基点 とし,倍々希

釈 で添加 し,こ れに最終菌濃度 が106cells/mlに なるよ

うに菌を接種 して37℃,18時 間培養後,肉 眼判定によ

* 富山市下奥井2-4-1



VOL. 36 NO. 4 高齢者血清中でのsub-MIC抗 菌作用 295

り菌による混濁 が認め られない濃度をMICと した。

4. 使用血 清

高齢者(74歳 ～96歳)ま たは健康成人男子(28歳 ～

37歳)よ り採血 し,室 温1時 間放置後3,000rpm10

min遠 心分離 して新鮮血清を得,使 用時 まで-70℃ に

て保存 した。血 清の一部は56℃30min加 熱 し,非 働化

血清 として用いた。 また血清の一部 はベン トナイ ト処理

血清 として用 いた。す なわち血清1mlに10%ベ ン ト

ナイ ト懸濁液(1%KC1水 溶液)150μ1を 加え,室 温 で

3min強 く撹伴後,3,000rpm 10min遠 心分離 してベソ

トナイ ト処理血清を得た。

5. 血清の殺菌力および薬剤 の血清中での殺菌作用

被験菌はNB中 で37℃ 一夜静置培養 し,こ の培養液

を滅菌生理食塩液で希釈 して菌懸濁液 とした。各血清 ま

たはNB60μlに 最終薬剤濃度が114MICに なるよ う

に薬液10μlを 加え,そ れに最終菌濃度が106cel1s/ml

となるよ うに菌懸濁液10μlを 接 種 し,37℃ で静置培養

した。生菌数は4時 間後 に滅菌生理食塩液720μ1を 加

えて10倍 希釈後,平 板趣抹法で測定した。

殺菌作用の強さを比較する手段として4時 間後の生菌

* log CFU (4h)-log CFU (Oh)
**

log CFU (elderly serum)-log CFU (normal serum)

Fig. 1. Bactericidal activity of serum against 

P. mirabilis T-277

Table 1-1. Laboratory data of the elderly

*

ADL: activities of daily living 1: confined to bed 

2: ambulatory in hospital ward 

3: freely ambulatory
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数 の 対 数値 を指 標 と した 。 す なわ ちFig.1に 示 した よ

うに0時 間 よ り生 菌 数 が増 加 した 場 合 を+,減 少 した場

合 を 一で表 示 した 。 例 え ばFig,1に お いてNBで は

+2.6,nomal serumで は+0.5,elderly serumで は

-1.9と な る。 なおTable2に は 高 齢 者血 清 の殺 菌 力 と

健 常 者 血 清 の殺 菌 力 の差 を 示 した 。 例 え ばFig.1の 場

合 は[elderly serum(-1.9)]-[normal serum(0.5)]

=-2 .4と な る。

6. 免 疫 学的 検 査

免 疫 グ ロ ブ リンIgG,IgMお よ びIgAの 測 定 は

TIAテ ス ト-G「 ニ ッ ス イ」(参 考 値917～1,986mg/

dl),TIAテ ス ト-M「 ニ ッ ス イ」(参 考 値38～261mg/

dl)お よびTIAテ ス ト-A「 ニ ッス イ」(参 考値48～

409mg/dl)(日 水製 薬)を 用 い る免 疫 比 濁 法 で 行 な っ た。

また 補 体 価(CH50)の 測 定 はCH50生 研(デ ンカ生

研)(参 考 値30～45)を 用 い る溶 血 法 で 行 な っ た。

7. リゾチ ーム の定 量

血 清 中 の リゾチ ー ム の定 量 はSMOLELIS & HARTSELL

の方 法3)に 準 じて行 な った 。Micrococcus lysodeikticus

ATCC 4698の 乾燥 菌 体(シ グ マ社)をSφrensenの リ

ン酸 緩 衝 液(pH6.2)に 浮遊 し,分 光 光 度計(波 長540

nm)で 透過度が10%を 示す よ うに調整す る。酵素液

と して結 晶 リゾチーム(シ グマ社)の 各種濃度 の溶液を

調整 し,菌 浮遊液 に加えて37℃ に放 置 し,経 時的 な透

過度の憂化 と酵 素量 で標準曲線を作製 した。 同様の方法

で血清を処理 し,標 準曲線 よ り血清中の リゾチーム量を

算 出 した。

8. 電子顕 微鏡観察

高齢者血清,健 常者血 清またはNB中 に菌を接種後

37℃2時 間静置培養 した菌体を電 子顕微鏡試料 とした。

す なわち培養液に1%OsO4を 培養液に対 して10%に

な るように添 加 して前固定 し,数 回洗浄後1%OsO4-

夜室温で本固定 してエ タノール系列 にて脱水 した。脱水

後エポ ン包埋 し,ウ ル トラ ミクロ トームにて超薄切片を

作製 した。酢酸 ウラニル と硝酸 鉛の二重染色後,透 過型

電子顕 微鏡 にて菌体構造を観察 した。観子顕微鏡は日本

電子JEM-100S型 を用いた。

II. 実 験 結 果

1. 高齢者血清 の殺菌力

今回検討 を加えた高齢者 の一覧 をTable1に 示 した。

3施 設25人 の年齢 分 布 は74歳 ～96歳,平 均83歳

で,男 女比 はほぼ半 々であ った。臨 床検査値 では血液検

Table 1-2. Laboratory data of the elderly
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Table 2. Bactericidal activity in elderly seruna)

a) log CFU (elderly)-log CFU (normal)

査値,肝 機能検査値,腎 機能検査値お よび免疫学的検査

値に軽度異常値が散見された。主な疾患 としては高血圧

症5例,腎 機能障害3例,脳 卒中後遺症3例 脳動脈硬化

症2例 お よび老人性痴呆2例 で活動性 の感染症について

は除外 した。Activities of daily living(ADL)を 見 ると,

寝たきり2人,ベ ッ ド周辺歩行可能3人 以外の20人 は

自由歩行可能 で比較的元気 な高齢者で 占め られ ていた。

次に高齢者血清の殺菌力 を健常者 と比 較 しTable2に

示 した。

高齢者の血清殺菌 力は健常者 に比べE.coli,K.pneu-

moniaeに 対 しては弱まってい る例 が多か った。P.mi-

rabilis T-277株 に対 しては約半数例 で高齢者 の血清殺菌

力は強まっていたが,T-250株 に対 しては強 まってい る

例はなか った。 なおデータは示 さなか ったが,T-277株

やT-250株 以外 のP.mirabilis6株 中4株 でT-277株

のように,高 齢者の血 清殺菌 力は強 まっていた。P.vul-

garis, P.aeruginosaお よびs.aureusに 対 しては健常

者 と同等の殺菌力であ った。

ところで,今 回E.coliに 対す る殺菌力が弱ま ってい

て,P.mirabilisに 対す る殺菌 力は強 まっている3人 に

ついてその経過 を追 ってみた(Table3)。3人 の高齢者

の血清殺菌力は昭和61年5月14日 か ら昭和62年7

月29日 まで多少の強弱 はあ るもののE.coliに 対 して

は弱 ま り,P.mirabilisに 対 しては強 まってお り,殺 菌力

は一過性 ではな く持続的 であ ることがわかった。臨床検

査値を見 ると多少の変動はあ り軽度異常値 は散見 され る

ものの,血 清殺菌力 との関連 を うか がわせ るデータは見

出せなか った。

2. 高齢者血清の殺菌増 強因子

高齢者血清 を非働化またはペ ン トナイ ト処理 した場合

の各種菌株 に対す る殺菌力を調べFig.2に 示 した。

S.aureus FDA 209P株 を除 く菌株 で高齢者血清の殺

菌 力は非働化 またはベ ン トナイ ト処理 で弱め られ,そ の

程度 はE.coli TK-16-1株 やP.mirabilis T-277株 で顕

著 であ った。非働化に よって弱められ る因子 と して補体

を考え,高 齢者25人 の血 清のEcoliTK-16-1株 または

P,mirabilisT-277株 に対す る 殺菌力 と補 体量 の相関 を

調べFi替3に 示 した。 補体量 と血清殺菌力の間に相関
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関係は認め られ なか った。

次にペ ン トナイ ト処理 によって除か れ る因子と して リ

ゾチームを考え,高 齢者血清の殺菌力 とリゾチーム量の

相関を調べFig.4に 示 した。 リゾチーム量 と血 清殺菌

力 の間に も相関関係 は認め られ なか った。

電子顕微鏡を用 いて細菌 の形態学的 観察 を行なった。

高齢者血清中ではP.mirabilis T-277株 の菌体のまわ り

に血清成分 の付着 した像 に加え,細 胞 質が溶 出 し細胞壁

のみ とな った像 が観察 され た(Fig.5)。 しか し,こ れ ら

の像は健常者血 清中 にお いても観察 され,高 齢者血清中

で特 異的 な細胞膜 などの変化は認め られ なか った。なお

NB中 では この ような 付着物 の 存在は 認め られなか っ

た。

3. 高齢者血清中におけ る β-lactam系 抗生剤のsub-

MICで の殺菌作用

a) P.mirabilis T-277株 の場合

高齢者血 清中におけ る β-lactam系 抗生剤 の殺菌作用

を健常者血 清中お よびNB中 と比較 しTable4に 示 し

た。

NB中 でのcontrolが2.6に 増殖 したのに対 し,

PIPC-0.4.CBPC0.6,CPZ0.6お よびCBPZ-1.4と

いずれ もcontrolに 比 べ菌 の増殖 を阻止 した。 しか し

CEZお よびCMZの 増殖阻止作用は弱か った。次に健

常者血清中のcontrolは0.6に 増殖 したのに 対 し,

PIPC-0.5お よびCPZ-0.7と 菌の増殖 を阻止 した。

またCBPZは-0.1と やや増殖を阻止 したのに対 し,

CBPC,CEZお よびCMZは ほ とん ど抗菌作用を示さな

か った。一方,高 齢者血清中のcontrolは0.6に 増殖 した

のに対 し,PIPC-1.8お よびCPZ-1.5と 菌 の増殖

を阻止 し,CBPZも-1.3と やや増殖を阻止 したのに対

し,CBPC,CEZお よびCMZの 抗菌作用 は弱か った。

b)　E.coli TK-16-1株 の場合

被験菌 と し てE.coli TK-16-1株 を 用いた場合を

Table5に 示 した。

NB中 でcontro1は2.7に 増殖 したのに対L.PIPC

-1 .5,CBPC 1.5,CPZ-1.4お よびCBPZ-0.4と

菌の増 殖を阻 止 したが,CEZお よびCMZの 増殖阻止作

用は弱かった。次に健 常者血 清中お よび高齢者血清中の

contrdは-1.1お よび-0.4と やや増殖 を阻止されたの

に加え,PIPC-1.5お よび-0.9,CPZ-1.6お よび

-0 .8と やや生菌 数を減少 させた。 しか しCBPC,CEZ,

CBPZお よびCMZの 増殖 阻止作用 は弱か った。

c) E.coli TK-355株 の場合

被験菌 と し てE.coli TK-355株 を用い た 場合 を

Table6に 示 した。

NB中 のcontrolは2.3に 増殖 し た の に 対 し,
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E.coli TK～16 1 E.coli TK 355 P.mirabilis T 277 P.mirabilis T 250

P.vulgaris T 330 P.acruginosa S 51 K.pncmmoniac Y 41 S.auras FDA 2o9P

Fig. 2. Bactericidal activity of elderly fresh serum, hcatcd serum and bentonite-treated 

serum (•› fresh,•¢ heated,•  bentonite)

E.coli TK-16l P.mirabilis T 277

Fig. 3. Bactericidal activity and CH 50 values of elderly serum

PIPC-1.5,CPZ-1.4お よびCBPZ-1.2と 菌 の増

殖 を阻 止 した が,CBPC,CEZお よびCMZの 増 殖 阻 止

作 用は 弱か っ た。 次 に健 常 者 血 清 中 のcontrolは-0.4

とやや増 殖 を 阻 止 され た のに 加 え,PIPC-1.1と 生菌 数

を減 少 させ た 。 しか しCBPC,CPZ,CEZ,CBPZお よ

びCMZは ほ とん ど影 響 がみ られ なか った 。ま た高 齢 者

血 清 中 のcontrolは-0.3と や や 増 殖 を 阻 止 され た の に

加 え,PIPC-1.0,CPZ-0.5お よびCBPZ-0.5と

生 菌 数 を減 少 させ た。 しか しCBPC,CEZお よびCMZ

はほ とん ど影 響 が み られ なか っ た。
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Fig. 4. Bactericidal and lysozyme activities of elderly serum

Fig. 5. Electron micrographs of bacterial cells

Table 4. Mean values of bactericidal activity at 1/4 MIC of antibioticsa)

(strain, P. mirabilis T-277)

a) log CFU (4h)-log CFU (Oh)

*p<0.05 vs. control by t test
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Table 5. Mean values of bactericidal activity at 1/4 MIC of antibiotics8) 
(strain, E. coli TK-16-1)

a) log CFU (4h)-log CFU (Oh)
*

 p<0.05 vs. control by t-test

Table 6. Mean values of bactericidal activity at 1/4 MIC of antibiotics') 
(strain, E. coli TK-355)

a)log CFU (4h)-log CFU (Oh)
*

 p<0.05 vs. control by t-test

III. 考 察

近年,後 天性免疫不全症候群(acquired immunodefi-

ciency syndrome,AIDS)の 出現によってcompromi-

sed hostに おける易感染性が 注 目を集め てきて いる。

いわゆ るcompromised hostの 背景因子 と しては,

AIDS,癌,白 血病,重 症糖尿病,重 症肝疾患 などの疾

患,副 腎皮質 ステ ロイ ド剤,免 疫抑制剤な どの使用,ま

た新生児,高 齢者な どがあげ られている4,5,6)。上 田 ら7)は

わが国感染症患者の高齢化推移 の状況について約3万 症

例につ いて16年 間にわ たる実態 を調査 した。そ して,

(i)内 科系,泌 尿器科系感染症患 者の年齢 は,1969～

1971年 に比べて1982～1984年 では確実に高年齢へ移行

している。(ii)内 科系全感染症患者に対す る 呼吸器感

染症患者の占め る比率が1969～1971年 の1/4～1/3か

ら1982～1984年 の2/3に 著増 してい る。(iii)高 齢患

者ほ ど化学療法剤の反応 に不良傾向が認め られ,高 齢者

呼吸器感染症がいわゆる難治感染症の カテ ゴ リーに入 る

ことを示唆 した ことを報告 している。 また第34回 日本

化学療法学会総会(昭 和61年6月,倉 敷)に お いて

「老人の感染症 とその対策」 が シソポ ジウム として 組織

されこの問題に対す る感心 の高 さが うかがえ る。

ところ で高齢者の感 染症 は諸臓器機能の低下や基礎疾

患 などのため慢性複雑性 の病型 をとることが多 い。臓器

機能 の低下 と しては呼吸器系 では気管支拡張や肺気腫,

喀痰 の喀出障害な どであ り,尿 路系では前立腺肥大や神

経 因性膀胱 による尿流障害 などであ る。基礎疾患 として

は癌,白 血病,糖 尿病 な どであ る。特に脳血管障害や大

腿骨頸部骨折 に伴 うADLの 低下 による寝たき り高齢者

では,全 身状態の悪化に よる続発性免疫不全の進行 とと

もにさ らに難治化 ・重症化す る といわれて いる8～12)。そ

こで,今 回 はcompromised hostの 対象 として先に報告

した糖尿病患者 に引 き続 き高齢者 をと りあげた。

高齢 者の血清殺菌力は健常 者に比べE.coli,K,pneu-

moniaeに 対 しては弱まってい る例が多か った。Pmi-

rabili 3T-277株 に対 しては約半数例 で高齢者の血 清殺

菌 力は強 まっていたが,T-250株 に対 しては強まってい

る例はなか った。 またP.vulgaris,P.aeruginosaお よ

びS,aireusに 対 しては 健常 者 と同等 の 殺菌力であっ

た。これ を先 に報告 した糖 尿病患者 の血清殺菌力 と比 較

す ると,相 違点 としては高齢 者の方 がe.coliに 対す る

殺菌 力減 弱例 が多 いこと,P.mirabilisに 対す る殺菌 力

増強例 が少 ないことがあげ られ る。一方類似点 としては
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P.vulgaris,P.aeruginosaお よびS.aureusに 対す る殺

菌力が健常 者 と変わ らない ことがあげ られ る。高齢者お

よび糖尿病患者 の血清殺菌力がP.mirabilisに 射 しては

増強 されていたことは易感染性 であ るとい う点か ら考 え

ると興味あ る事象 であ る。この殺菌因子 と して非働化 で

弱め られ る易熱性物質やペ ン トナイ ト処理で除かれ る リ

ゾチームの関与 が推定 されたが,殺 菌力の強弱 と補体量

や リゾチーム量 に相関関係は認め られ なかった。

次 に 高齢者血 清中 での β-lactam系 抗生剤 のsub-

MICで の抗菌作用をみ ると,PIPC,CPZお よびCBPZ

はNB中 でも高齢者血 清中 でも殺菌的 ない しは静菌的

に作用 した。 しか しCBPC,CEZお よびCMZはNB

中 では菌の増殖 を阻止 した が,高 齢 者血清中 で は ほ と

んど抗菌作用 を 示 さ なか っ た。PIPC,CPZお よび

CBPZは 化学構造上共通のmoietyと して2-3-dioxo-

piperazine基 を保有 してお り,対 照薬剤に比べて血清中

で殺菌力が優れ た成績が得 られ たことは興味深 い。 この

原因 を明確にす るデータはないが,横 田 らはE.coliに

対す るヒ ト血 清お よびモルモ ット補体 と抗生剤の協力作

用 を調べ,CEZやCMZで はその協力作用 はほ とん ど認

め られなかったが,CBPZで は強 く認あられた ことを報

告 してい る18)。ヒト血清中の補体や リゾチームと抗生剤

の協力作用に薬剤間 で差のあることが推定 され るが今後

検討す る必要 があろ う。

加齢に伴 う感染防御因子の変動 の うち,排 尿,痰 の喀

出,上 皮の脱落 と再生など物理化学的 防壁 は一般に徐々

に機能が低下す る。また補体 などの非特異的液性因子や

好中球機能 マ クロファージ機能な どの非特異的細胞性

因子は一般的 に低下は認め られずむ しろ充進す る。さ ら

に免疫 グロブリンIgG,IgAな ど の体液性免疫はやや

亢進 し,遅延型皮膚反応,イ ンターフェロン産生な どの細

胞性免疫は低下す るといわれ ている14,15,16)。我々のデー

タでは非特異的液性因子や体液性因子 に大 きな変動は認

め られ なか った。非特異的細胞性 因子や細胞性免疫につ

いてのデータはないが,高 齢者の血清殺菌力が増強 して

い るこ とは細胞性免疫 の低下を補 うための生体防禦反応

とも考え られ,そ の殺菌増強因子の解明 とともに高齢者

の易感染性を考える うえ で今後ぜ ひ検討すべ き課題であ

る と思われ る。

稿 を終わ るにあ た り電子顕微鏡観察に御助力下 さった

大懸直子 さんに謝意 を表 します。

なお,本 論文 の要 旨は第35回 日本化学療法学会総会

にて 発 表 した。
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We studied the activity of ƒÀ-lactam antibiotics at a sub-minimum inhibitory concentration (sub-MIC) 

in elderly serum. Mixtures containing serum (60 ƒÊl), antibiotic solution (10 ƒÊl) and bacterial suspen-

sion (10 ƒÊl) were incubated for 4 h at 37•Ž. The colony forming unit (CFU) was determined to 

evaluate bactericidal activity. Bactericidal activity in elderly serum was similar to that in normal 

serum against Proteus mirabilis T-250, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. However, 

stronger bactericidal activity against P. mirabilis T-277 and weaker against Escherichia coli and Kleb- 

siella pneumoniae were observed in elderly serum. Bactericidal activity in elderly serum was heat-

labile, and lysozyme was thought to play some role in its augmentation. 

Piperacillin, cefoperazone and cefbuperazone showed bactericidal or bacteriostatic activity in nutrient 

broth, normal serum and elderly serum atconcentration of 1/4 MIC. While carbenicillin, cefazolin 

and cefmetazole slightly inhibit ed the growth of bacteria in nutrient broth, they showed hardly any 

bactericidal activity in normal and elderly serum.


