
1104  CHEMOTHERAPY  DEC.1991

各種抗生物質の好 中球 に対 す る細胞傷害性

安 生 紗 枝 子 ・近 藤 由 利 子

東邦大学医学部付属大森病院薬剤部*

(平成3年7月16日 受付 ・平成3年8月28日 受理)

代 表 的 抗 生物 質 の 多形 核 白血 球(PMN)に 対 す る直 接 の 細 胞 傷 害性 を51Cr標 識 マ ウ ス

PMNを 用 いて定量 的 に比 較検 討 した。β-ラ クタム系 のampicillin,carbenicillin,piperacil-

lin,cephalexinお よ びlatamoxef,ア ミ ノグ リ コシ ド系 のgentamicin,マ ク ロ ラ イ ド系 の

erythromycin,リ ン コマ イ シ ン系 のclindamycin,お よび ク ロ ラム フ ェニ コー ル 系 のchlor-

amphenicolは,い ずれ も常 用血 中濃 度 の範 囲 で は傷 害性 を示 さず,そ の100～1,000倍 の濃

度 で初 めて傷害性 を現 わす ことが 分 った。 テ トラサイ ク リン系 のminocycline,ポ リペ プタイ

ド系のcolistin,polymyxin Bお よび ポ リエ ン系のamphotericin Bは 濃 度依 存的 に細 胞傷 害

性 を現 わ す傾 向が見 られ たが,そ のPMN細 胞 傷 害性 を現 わす 濃 度 は,抗 菌 抗 生物 質 で は常

用血 中濃 度の50倍 以上 で あ り,抗 真菌 抗生物 質 のAMPHで も10倍 以 上で あ っ た。細 胞傷 害

性 発現 が 高濃度 で 出現 す る もの と濃 度依 存性 に出現 す る もの で はPMN傷 害 惹 起機 構 が異 な

る こ と が 示 唆 さ れ た。 ま た,抗 腫 瘍 抗 生 物 質 で は,mitomycin,bleomycinお よ びpe-

pleomycinの 直 接 のPMN細 胞 傷害 性 は低 か った。Daunorubicin(DNR),actinomycin D,

doxorubicinお よびaclarubicinの 傷 害性 は か な り高 く,特 にDNRのPMNに50%のCr遊

離 を起 こす濃度,PMN50値 は常用血 中濃 度 に近 い こ とが分 った。 これ らのin vitroの 成 績 を

直 接in vivoに 当 てはめ る こ とに は問題 が あ るが,報 告 され て いる これ らの薬 剤 のLD50値 が

PMN50値 に平行 す る こ とか ら,PMN50値 が これ ら薬剤 の毒 性 評価 の基 準 とな りうる こ とが

示唆 され た。
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感染症では,多 形核 白血球(PMN)が 細 菌感染抵 抗の

初期生体防御機構 として重要な働 きを担 っている。 したが

って,抗 生物 質 は単 にそれ 自体 の殺菌効 果 のみ な らず,

PMNと 協力的 に働 くことが望 ましい1,2)。しか し,こ の よ

うな協力作用についてはまだ不明な ことが多 く,む しろ,

その毒性 によると思われる免疫抑制作用 を有する薬剤の報

告が多い3～6)。このPMN機 能 の抑制 は,近 年問題 視 され

ているimmunocompromised hostで の弱毒菌感染症 の薬

剤選択に重要であると考えられる。

PMNは 長時間 にわた る培養が困難であるために,薬 剤

の直接の細胞傷害性 を調べた報告は少 ない。そこで,代 表

的抗生物質のPMN傷 害性を定量的に比較検討す ることを

試みることにした。本報では,薬 剤のPMNに 対す る直接

の細胞傷害性 を,51Cr標 識マウスPMNか らの薬剤処理 に

よるCrの 遊離 によってin vitroで測定 した結果 を報告す

る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

Ampicillin(ABPC,明 治 製 菓),carbenicillin

(CBPC,フ ァ イ ザ ー),piperacillin(PIPC,富 山 化

学)ceftizoxime(CZX,藤 沢),cefotiam(CTM,

チ バ ガ イ ギ ー),latamoxef(LMOX,塩 野 義),

gentamicin(GM,塩 野 義),minocycline(MINO,

日 本 レ ダ リ ー),chloramphenicol(CP,三 共),

erythromycin(EM,大 日 本 製 薬),clindamycin

(CLDM,日 本 ア ツ プ ジ ョ ン),fosfomycin(FOM,

明 治 製 菓),colistin(CL,科 研 製 薬),polymyxin B

(PL-B,フ ア イ ザ ー),amphotericin B(AMPH,

日 本 ス ク イ ブ),mitomycin(MMC,協 和 発 酵),

actinomycin D(ACT-D,万 有 製 薬),daunorubicin

(DNR,明 治 製 菓),aclarubicin(ACR,山 之 内 製

薬),doxorubicin(DXR,協 和 発 酵),bleomycin

(BLM,日 本 化 薬),pepleomycin(PEP,協 和 発酵)
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を用いた。な お,各 薬剤 は市販 の注 射剤 を使 用直 前 に

RPMI1640培 地(日 水 製 薬)ま た は注 射 用 蒸 留 水 で

溶解 し,10倍 系列 に希 釈 して 用 い た。CL,PL-Bは

国際単位 によって表示 され てい るが,重 量 に換算 して

用いた。

また,薬 剤 に よって は,溶 解 の た めに最初 アル カ リ

性あるいは酸性溶 液 にす る必 要が あ った。 そ こで,薬

剤添加 時 の培地 のpHを 測 定 した。薬 剤 無 添 加 時 の

RPMI1640培 地 のpHは7.4で あ っ た。ABPCと

MINOを 除 いた薬 剤 で は,実 験 に用 いた最 高濃 度 で,

pHは7.0～7.4の 範 囲 内 に入 り,そ の多 くは7.2～

7.6以 内であ った。ABPCで は,50mg/mlで8.2,5

mg/mlで7.9,0.5mg/mlで7.7で あ っ た。MINO

では,10mg/mlで5.0,1mg/mlで7.2で あ った。

2.PMNの 採取

生理的食塩水 中に懸濁 した8%カ ゼ イ ンナ トリウム

2mlを3～6週 齢 のC3H/He雄 マ ウス の 腹 腔 内 に

投与 し,PMNが 増加 す る6時 間 後 に等 張 リン酸 緩衝

液(PBS(一))5mlを 腹 腔 内 に注 入 して 腹 腔 浸 出液

をRPMI培 地 中に無菌 的 に採 取 した7)。この腹腔 細胞

(約95%PMN)を4℃,1,100rpm,5分 間遠心 分離

によっ て3回 洗 浄 後,RPMI培 地 に 再 浮 遊 させ た。

次いでturk染 色 を行 い,Burker-turk血 算板 を用 い

て細胞数をカ ウン トした。

3.PMNの51Cr標 識

PMN(最 終 濃 度2×105cells/ml)をNa51CrO4

(100μCi/ml)を 含 む10%牛 胎 児 血 清(FCS)添 加

RPMI培 地 に加 え,37℃,5%CO2存 在 下 で2時 間

培養 して標識 した。

4.細 胞傷害性 の測定8)

51Cr-PMNは4℃
,1,500rpm,5分 間 遠 心 に よ っ

て4回 洗浄 後,最 終FCS濃 度 が5%に な る よ うに調

整 したRPMI培 地 に再 浮 遊 させ た。 このPMN浮 遊

液180μlと 希釈薬 剤添加 培地 液20μlを 平底 マ イ クロ

プ レー ト(Nunc)のwell(直 径7mm)に 分 注 し,

37℃,5%CO2存 在 下 で培 養 した。14時 間 後 に,マ

イクロプ レー トの ま ま4℃ で1,500rpm,5分 間 遠 心

し,上 清液100μlを 取 り,遊 離 した51Crを シ ンチ レ

ーションカウ ンター(Packard Japan Co .Ltd)で 測

定 した。一 回の 実験 はduplicateで 行 い,3回 の実 験

の平均値 を求 め た。 薬 剤 を含 まな い培 地20μlを 加 え

た試料の値 を対 照値 とした。 また,51Cr-PMN液180

μlを遠 沈管 に と り,凍 結 融 解 後3%H2O2を 加 え細

胞 を完全 に破壊 し,同 様 に遊 離 した51Crを シ ンチ レ

ーシ ヨンカ ウンターで測 定 して最 大遊 離量 と した
。

PMN細 胞傷害 率 は次式 に よっ て求 めた。

%PMN Cytolysis= 測定値一対照値
最大遊離値一対照値

×100

な お,5℃rの 標 識 量 は実 験 ご とに ば ら つ い た が,

薬 剤 無 添 加 検 体 で の14時 間 培 養 後 のPMNか ら の
51Cr遊 離 量(対 照 値)は 最 大 遊離 量 の15

.5～22.2%

で あ った。

5.PMN毒 性 の評 価

50%のPMNがCrの 遊 離 を お こす 濃度 をPMN50

値 として求 め,こ れ を一 般 に毒性評価 の指標 とされ る

急性 毒 性 試 験 の50%致 死 量LD50値 と比 較 した。 こ

れ によ ってPMN傷 害 率 の毒 性 評 価 に お け る位 置 づ

け を検 討 した。LD5。 値 はで きるだ け医 薬 品 集9)に 記

載 され て いる静脈 投与 時 の雄 マ ウス での値 を用 い た。

ただ し,静 脈 投与 が不可能 な もの はそれ ぞれの方 法で

得 られて い る値 を用 いた。

II.結 果

1.抗 菌抗 生物 質のPMN傷 害性

各種 抗 菌 抗 生物 質 のPMN傷 害 性 をFig.1お よび

2に 示 した。β-ラ クタ ム抗 生物 質 お よびCP,CLDM

お よ びEMは0.05mg/mlま でPMNに 傷 害 を起 こ

Drug concentration (mg/ml)

Fig. 1. Cytolysis of polymorphonuclear leu-

kocytes (PMN) by ƒÀ-lactam antibiotics.

51Cr release from prelabelled murine PMN

cultured in RPMI medium with various

concentrations of the test drugs for 14 h

was counted. Percent PMN cytolysis was

calculated as the percentage of 51Cr

release by the test drug out of the release

from mechanically lysed PMN. See

details in the test. The test drugs-ampicil-

lin (ABPC) , carbenicillin (CBPC) ,

piperacillin (PIPC) , ceftizoxime (CZX) ,

cefotiam (CTM) and latamoxef

(LMOX)-are abbreviated as ABPC,

CBPC, PIPC, CZX, CTM and LMOX.
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Drug concentration (mg/ml)

Fig.2. Cytolysis of polymorphonuclear leuko-
cytes (PMN) by other antibacterial and
antifungal antibiotics.
Method: as in Fig.1. The test drugs-genta-
micin (GM) , minocycline (MINO) ,chlor-

amphenicol (CP) ,erythromycin (EM) ,
clindamycin (CLDM) , fosfomycin (FOM),

polymyxin B (PL-B) , colistin (CL) meth-
anesulfonate and amphotericin B-(AMPH)-
are abbreviated as GM, MINO, CP, EM,

CLDM, FOM, PL-B, CL and AMPH.

Drug concentration (ƒÊg/ml)

Fig. 3. Cytolysis of polymorphonuclear leuko-
cytes (PMN) by anti-neoplasmic antibiotics.

Method: as in Fig. 1. The test drugs-mito-
mycin C (MMC) , daunorubicin (DNR),
doxorubicin (DXR) , aclarubicin (ACR),
bleomycin (BLM) , pepleomycin (PEP) and
actinomycin D (ACT-D) -are abbreviated as
MMC, DNR, DXR, ACR, BLM, PEP and

ACT-D.

さ ず,そ れ 以 上 の 濃 度 で 急 激 に 傷 害 が 出 現 し た。

MINOお よ びFOMで は,そ れ ぞ れ0.01お よ び0.5

mg/ml以 上 の濃度 で濃度 依存 性 に傷 害 の増加 す る傾

向 が 見 られ た。 また,PL-B, CLで も0.005 mg/ml

以 上 の濃 度 で濃 度 依 存性 にPMN傷 害 性 の増 加 が 見

られた。

2.抗 真菌抗 生物 質のPMN傷 害性

代 表 的 抗 真 菌 剤 で あ るAMPHのPMN傷 害 性 を

Fig.2に 示 した。0.005 mg/ml以 上 の濃 度 で 濃 度 依

存性 にPMN傷 害性 の増 加が 見 られた。

3.抗 腫 瘍剤 のPMN傷 害性

代 表的抗 腫瘍 剤 のPMN傷 害性 をFig.3に 示 した。

MMC,BLM,PEPは10μg/mlま で, DXMは0.1

μg/mlま で, DNR, ACRは0.02μg/mlま で,

ACT-Dは0.01μg/mlま でPMN傷 害 性 を 現 わ さ

ず,そ れ以 上 の濃度 で濃度依 存性 の傷害 性が増 加 す る

傾 向が見 られ た。

4.PMN毒 性 とその評価

50%のPMNにCr遊 離 を起 こ さ せ る 薬 剤 濃 度 を

PMN50値 と し てFigs.1～3の 結 果 か ら計 算 し た

(Table 1)。 そ こで,こ の値 と医薬 品集 に公 示 され て

い るLD50値 との相 関 を調べ た(Fig.4)。 すべ ての薬

剤 で一 般毒 性 の指標 であ るLD50値 とPMN 50値 にか

な り良 い相 関 のあ る ことが 明 らか になっ た。

PMN50, (mg/ml)
o Antibacterials

,*Antifungal, and• Antineoplasmics.

ABPC, ampicillin; CBPC, carbenicillin; PIPC, piperacillin;

CZX, ceftizoxime; LMOX, latamoxef; GM, gentamicin;

MINO, minocycline; CP, chloramphenicol; EM, erythromycin;

CLDM, clindamycin; FOM, fosfomycin; CL, colistin; PL-B,

polymyxin B; AMPH, amphotericin B; MMC, mitomycin;

DNR, daunorubicin; DXR, doxorubicin; ACR, aclarubicin;

BLM, bleomycin; PEP, pepleomycin; ACT-D, actinomycin D.

Fig. 4. Correlation between the 50 % lethal

dose in mice and 50 % cytolysis of polymor-

phonuclear leukocytes (PMN).

The 50 % lethal dose (LD50) in mice of the

test drug and 50 % cytolysis of murine PMN

(PMN50) by the test drug were plotted, and

their correlation for test drugs was

examined. The abbreviations for the test

drugs are as in Figs. 1•`3.
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Table I. Concentrations of antibacterial, antifungal

and anti-neoplasmic antibiotics necessary

for 50% cytolysis of polymorphonuclear

leukocytes (PMN50)

ABPC, ampicillin; CBPC, carbenicillin; PIPC,

piperacillin; CZX, ceftizoxime; CTM, cefotiam;

LMOX, latamoxef; GM, gentamicin; MINO,

minocycline; CP, chloramphenicol; EM, eryth-

romycin; CLDM, clindamycin; FOM, fosfomycin;

CL, colistin; PL-B, polymyxin B; AMPH, am-

photericin B; MMC, mitomycin; DNR, daunorubicin;

DXR, doxorubicin; ACR, aclarubicin; BLM,

bleomycin; PEP, pepleomycin; ACT-D, actinomycin

D.

III.考 察

PMN機 能 にお よぼ す抗 生 物 質 の影 響 につ い て は,

粘着能,走 化能,貧 食 能 な どに対 す る報 告10～17は 多

いが,特 にPMNに 対 す る直 接 の細 胞 傷 害 性 を検 討

した報告 はない。

本実験に用いた抗生 物質 には,当 然 の こ とで はあ る

が,い ずれ も血 中 濃度 の範 囲 内 で はPMN傷 害性 は

認 め られ な か っ た。 しか し,高 濃 度 で の細 胞 傷 害 に

は,薬 剤 の濃度 に依存 して増加 す る もの と,一 定 の濃

度以上 で生 じる もの に分 けられ,薬 剤 の化学 構造 に よ

っ て違 うこ とが分 った。す なわ ち,PMN傷 害 を現 わ

す それぞれ の薬剤 の濃度 は,β-ラ クタム剤 のABPC,

CBPC,PIPC,CZX,CTM,LMOX,ク ロ ラ ム フ

ェ ニ コ ー ル 系 のCP,お よ び リ ン コ マ イ シ ン系 の

CLDMで いず れ も血 中濃 度 の1,000倍 以 上 で あ り,

それ以上 の濃度 で強 い傷害 が出現 した。 マ クロ ライ ド

系 のEMで は細胞 傷 害 を現 わ す濃 度 は血 中濃 度 の約

100倍 で あ った。

一 方
,細 胞 傷害 を現 わす濃度 には相 違 があ るが,テ

トラ サ イ ク リン系 のMINO,フ ォス ホマ イ シン系 の

FOM,ペ プタイ ド抗生 物質 のPL-B,CLは 濃 度依 存

的 にPMN傷 害 を現 わ す こ とが 分 っ た。 それ ぞれ の

薬剤 の細 胞 傷 害 を現 わ す濃 度 と血 中濃 度 との比 は,

MINO,PL-B,CLで 約50倍,FOMで100倍 で あ

っ た。抗 真 菌 剤 のAMPHで は さ らに この傾 向 が強

く,血 中濃 度 の10倍 です で にPMN傷 害 を現 わ す こ

とも分 っ た。

抗腫瘍 抗生 物質 で は,BLMお よび その誘 導体 で あ

るPEPは 骨 髄 抑制作 用 が無 く,白 血球 減 少 もほ とん

ど起 こさな い ことが知 られ てい るが18),こ の実験 の結

果 で もPMN傷 害 が少 な く,2μg/mlま で細 胞傷 害 を

まった く起 こさない ことが確認 され た。 また,MMC

も2μg/mlま で まっ た く細 胞 傷害 性 の無 い こ と も分

った。 これ らはmasked compoundで あ るた め と も

考 え られ る。

本 実験 に用い た抗 腫瘍抗 生物 質中,血 中濃 度 の範 囲

で50%のPMN傷 害 を示 した薬 剤 はDNRの み で あ

った。In vitroで の成績 を その ままin vivoに 当 て は

め る ことには問題 があ るが,血 中濃度範 囲 での影響 を

み る とDNRのPMN 50%細 胞 傷 害 濃 度 の0.1μg/

mlは 血 中 濃度 の 範 囲 内 に あ り,治 療 濃 度 範 囲 で の

PMN傷 害 の可能性 が 予測 され る。

本実験 は市販 製剤 を用 いて影響 を検討 した もので あ

り,純 品 その もの の他 に添加 剤 の影響 も考 え られ る。

事実,EMは 溶解補 助剤 としてベ ンジル アル コール が

含 まれ るが,こ れがPMNの 走化 性 を阻害 す る報告16)

もあ る。 また,AMPHに はデオ キ シ コー ル酸 ナ トリ

ウムが含 まれ てお り,こ れ がAMPHの 成 績 で細胞 傷

害性 を高 め るの に関 与 して い る可能 性 は否定 で きな

い。 さ らに,薬 剤 に よって は溶 解 のため にアル カ リ性

あ る い は酸 性 の溶 液 にな っ て い る もの もあ る。 しか

し,こ れ らは他 の同系薬 剤の成績 との比 較 あ るい は各

濃 度で の細胞傷 害 の傾 向か ら大 きな影 響 は無 いよ うに
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思 われ る。

また,PMN傷 害性 の指標 と して計 算 したPMN50

を公示 され て い る一 般毒 性 の指標 であ るLD50と 比 較

す る と,こ れ らが か な り良 く相 関 す る こ とが 分 った。

これ も,添 加 剤の 影響 はそれ ほ ど大 き くはない こ とを

示 唆す る。 また,mg/mlとmg/kgと デ ィメン ジ ョン

の異 な るフ ァクターの比較 で は あるが,こ れ らが相 関

す る こ とは,PMN60が 毒性 の指標 と して使 え る こ と

を示 唆 す る。 しか も,PMN50はmg/mlと 血 中濃 度

と対比 して考 えられ るので有 用で あ ろう。

抗腫瘍 剤 の多 くは骨髄抑 制作 用 があ る ことは知 られ

て いる18)。この実験 で も抗腫 瘍抗 生物 質 は抗 生物 質 の

中 で もPMN傷 害性 が強 い こ とが 示 され た。 これ ら

のPMNの 傷 害 は不 可逆 的 で あ るか ら,生 体 の 受 け

る傷害 因子 として重要 であ る と考 え られ る。

抗生 物 質 のPMN内 移行 性 は β-ラ ク タム系 薬 剤 は

低 く,RFP,CP,EM,CLDMは 高 い ことが報 告 さ

れ て い る19～22)。我 々の 実 験 で も,こ れ らのPMN内

移 行 性 の 良 い薬 剤 は比 較 的 低 濃度 でPMN傷 害性 を

示 した。本報 で は,PMN傷 害 の機構 につ いて は明 ら

か に しな か ったが,PMN傷 害性 の程 度 が薬 剤 の種類

に依存 す る こ とか ら,薬 剤 の細 胞 内移 行性 の関与 も考

え られ る。 さ ら に,他 のPMN機 能 の影 響 と合 わせ

て評価 す る必 要 があ る と考 え られ る。
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CYTOLYSIS OF POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES BY

VARIOUS ANTIBIOTICS

Saeko Anjo and Yuriko Kondo
Department of Pharmacy, Toho University Omori Hospital, 6-11-1

Omori-nishi, Ota-ku, Tokyo 143, Japan

We quantitatively determined direct cytolysis of murine polymorphonuclear leukocytes (PMN)

by various antibiotics measuring their release of prelabelled 51 Cr in vitro . The ƒÀ-lactam antibiotics

ampicillin, carbenicillin, piperacillin, ceftizoxime, cefotiam and latamoxef, , the aminoglycoside

gentamicin, the macrolide erythromycin, the lincomycin clindamycin, and the chloramphenicol

chloramphenicol, were found to cause no cytolysis of PMN within the range of their usual blood

concentrations. But the cytolytic concentrations of these drugs were 100 to 1,000 times higher.

Moreover, their cytolytic effects appeared suddenly at certain concentrations. In contrast, the

cytolytic effects of the tetracycline minocycline, fosfomycin (fosfomycin) , peptides (colistin,

polymyxin B) , and the polyene amphotericin B on PMN appeared gradually in a dose-dependent

manner, and their cytolytic concentrations were over 50 times higher than their usual blood concen-

trations for antibacterial antibiotics and over 10 times higher for the antifungal antibiotic .The

cytotoxic mechanisms of the above two groups also seemed to be different. Anti-neoplasmic

antibiotics could be divided into two groups by their cytotoxic effects on PMN . The cytolytic effects

of mitomycin, bleomycin and pepleomycin were found to be low. In contrast, those of daunorubicin,

actinomycin D, doxorubicin and aclarubicin were markedly high and especially the 50 % cytolytic

concentration of DNR on PMN (PMN50) was close to the usual blood cocentration. The PMN5O

was in good correlation with the LD50 , one of the general toxicity indices. These results suggest that

our PMN50 is a possible index of toxicity for these drugs.


