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Klbsiella pnelnniae気 道 感 染 マ ウ スに おけ るsizofiran (SPG)投 与 の 効果
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抗腫瘍 多糖体sizofiran(SPG)の 生体防御能に与・える効果をKlbslella pneumonineに よ る

マウス気道感染モデルを用いて検計した。Cyclophosphamide(CY)前 処 置マ ウス,お よび非

処置マウスの気道感染においてSPG投 与群の生存率は 上昇 した。感染時,お よび感染3H後 の

末梢 白血球数はSPG前 投 与群で有意に増加 した。さらにCY前 処理群においてもSPG前 投 与

により末梢 白血球数の増加が示された。非感染マ ウスの 羊赤血球に対する脾抗体産生細胞数は.

CY前 処理により低下したが,SPG前 投与によりその回復が認められた 感染4日 後の脾抗体

産生細胞数についても,CY前 処理および非処理,い ずれにおいても,SPG前 処 理によりその

回復 お よび増加 が認め られ た。一 方,2×104 cells/lung感 染3日 後の 血 清中Klebsiella

Pneumoniae菌 体 凝集抗体価は,感 染対照群のみが高い値 を示 し,他 群は同程度の低値 であ っ

た。以上,総 じてKlebsiella pneumoniae気 道感染実験におけるSPGの 生体防御能賦活作用

は,白 血球数の増加 と抗体産生能の増強に より,生 存率上昇効果が発揮されたもの と考えられ

た。 ただし,血 清中凝集抗体価については,防 御能だけによるのではな く,感 染の進展の度合

いにも影響 された と考えられた。
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Sizofiran(SPG)は 宿 主介 在 性 の抗 腫 瘍作 用 を示す 多糖

体 であ り1,2),現在,臨 床 で放射 線 との併 用 で優 れ た効 果 が 認

め られ,特 に婦 人科 領 域 で使 用 され て い る抗 腫 瘍 剤 で あ る。

本剤 の 作 用機 序 につ いて は,マ クロフ ァー ジ,好 中球 機 能 の

活性 化,補 体 の 活性 化,抗 体 産 生能 の増 強 等3～6),ま たLAK

細 胞の 活性 化7),NK細 胞 の活 性化 等8)の 様 々 な生 体 防 御 能

賦 活作 用 が知 られ て い る。一 方,抗 腫瘍 作 用 のみ な らず,大

腸 菌,緑 膿 菌や 結 核 菌,Candida等 に よる実験 感 染 症 に対 し

て も,防 御作 用 を示す こ とが 知 られ てい る9～12)。しか しそれ

らの感 染 症 に対 す る生 体 防御 能 と して は好 中球,マ クロ フ

ァー ジに よる 食作 用,あ るい は細 胞性 免 疫 が 主役 で あ るが,

現 在 までに体 液 性 免疫 が 重 きを なす感 染 症 につ い ては い ま

だ 検 討 され て い ない。

莢 膜 多糖体 を有 す る細 菌 に よ る感染 症 に 対 す る防御 因子

と して は,そ の葵 膜 多糖 体 に対 す る特 異 抗 体 の 存 在 が不 可

欠 で あ る13)。特 異抗 体 が オプ ソニ ン とし て働 く こ とに よ っ

て始 め て好 中球 や マ クロ フ ァー ジに よる食 作 用 が 可能 とな

る。 こ の よ うな特 性 を有 す る と思 わ れ る肺 炎 桿 菌 の 強毒 株,

B-54株 を用 い.臨 床 の感 染 に近 似 した気 道 感染 モデ ル14)で

SPG投 与の効果 につ き検討 した.さ ちに,cycloph偽

phamide(CY)前 投与の影響,お よび,SPGの 併用による

効果について検討した。

I. 実験 材料および方法

1. 実験動物

5週 齢のJcl/ICR雄 性 マウス(体 重20～24g)を1群

5～10匹 と して用いた。

2. 実験 気道感染

長崎大学熱帯医学研究所内科松本慶蔵教授 より分与

を受けたKlebsiella pneumoniae B-54株 を用いた.マ

ウスを松本教授が考案 した密閉容器14)に入 れ,マ ウス

肺 あた り2×104個,お よび2×103個 の 生菌 を噴霧感染

させ,以 後9日 間マ ウスの生存を観察 した。

3. 血 清 中の抗体価の測定

感染菌株B-54株 を0,5%ホ ルマ リンで37℃1日 処

理 した菌体 を抗原 とし,マ ウスの血清 と混和後37℃,

2時 間,次 に,4℃24時 間放置 し,凝 集の認められる

最大希釈倍数 を抗体価 とした。

4. 白血球数の算定

*京都府 京都 市山科区 四ノ宮 南河 原町14
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血 液 中の白血球数 を自動血球計算装置(東 亜医用電

子)に て測定 した。

5. 抗体 産生能の測定

10%ヒ ツ ジ赤血球液0.1mlを 抗 原として,マ ウス腹

腔内に移入 し,移 入後4日 自にカニンガム法で脾細胞

の溶血斑 を数 え,IgM産 生PFC (Plaque forming

cellを 算定 した。

6. 薬剤 の投与

Cyclophosphamide(CY,塩 野義製薬)は 生真理食塩

水に溶解 し,感 染4日 前に200mg/kg量 を1回 腹腔内

に投与 した。Sizofiran(SPG,科 研 製薬)は 生理食塩

水にて適宜希釈 し,感 染3日 前 と1日 前,あ るいは感

染1日 後と3日 後の各2回,5mg/kg量 をマウス大腿

部筋肉内に投与 した。

II. 実 験 結 果

1. Klebsiella pmeumoniae気 道 感染に対するSPG

の効果

SPG感 染前2回 投与群,お よび感染後2回 投与群に

ついて生存率の推移 を検討 した結果をFig.1に 示 し

た。感染前投与群の生存率は明 らかに対照群に比し高

く推移 した。そこでSPG前 投与による防御効果 をCY

前投与,お よび非投与マウスで検討 した。2×104cells

/lungの 菌数 を感染 させ た場合をFig.2に 示 した。CY

単独投与群は,対 照群 と比較 して明 らかな生存率この低

下が認められた。CYを 前投与 した うえに,SPGを 感

染前3日 お よび1日 前の2回 筋肉内投与 した群は,CY

単独投与群 と比較 して生存率が高い傾向が認め られた。

感染菌量2×103cells/lungの 場合 をFig.3に 示 した。

2×104cells/lungの 感 染菌量の場合に比較 し, SPG投

Fig.1. Effect of sizofiran on survival rate of

mice infected with 2•~104 cells/lung

-:control, -:sizofiran(pre-

treated),…:sizofiran (post-treated)

与群 と非投 与群 との生存率の差は さらに大 きく,CY

前投 与群での検討においても,同 様の傾向が示された,

2. 気道感染マウス血清重の凝集抗体価

Table1に 示 したごとく感染菌量こが,2×103 cells/

lung)の 場合,血 清重の凝集抗体価は4日 後において

も発現が低 く,CY,お よびSPG投 方による影響はほ

とんど認め られなかった。2×104cells/lungの 菌数を

感染後,3日 日のマウス血清重の凝集抗体価 をTable2

Fig.2. Effect of cyclophosphamide and

sizofiran on survival of mice infected with

2•~104 cells/lung

-:control,-:sizofiran,

… …:cyclophosphamide
,

……:cyclophosphamide+sizofiran

Fig.3. Effect of cyclophosphamide and

sizofiran on survival rate of mice infected

with 2•~103 cellsilunw

-:control,-;sizofiran,

……:cyclophosphamide,

……:cyclophosphamide+sizofiran

*p<0
.05(generalized Kruskal-Wallis)
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Table1 Agglutination renaclionofinm 1WIC('WI,Oil with2/10-scells/lung

4 daysotterinfection.

CY. cyclophosphainide; SIG sizofiran

Table2. Agglutination reaction of serum of miceinfnctcd with2•~1041k lung

3 days after infection.

CY, cyclophosphamide; SPG, sizofiran

Table3. Effect on number of peripheral leukocytes in mice

Challenge dose: 2•~10 cells/lung,n5,*) Days after infection,p<0.05,**•p<0.01 t test

CY,cyclophosphamide; SPG, sizofiran

に示 した。感染対照群は凝集力価が高 く,4か ら64倍

の希釈倍数 を示 した。他群の凝集力価はそれに比べ低

く,2か ら16倍 を示 した。しか し3日 目の生存マ ウス

数 を比較す るとCY, SPGお よびCYとSPG併 用 群

の凝集反応の力価は変わらないが,生 存率はCY群 で

36%,SPG群 で71%,CYとSPG併 用 群で57%と 異

なった生存率 を示 した。

3. 気道 感染マウス血液中の 白血球数

Table3に 示 したように,感 染時の白血球数は,SPG

前投 与に より有意 な増加を示 した。 しか し,SPGに

は,CY前 投 与による白血球数減少 を抑制 しなかった。

一方
,感 染3日 目の 白血球数では,正 常対照群に比べ,

感染対照群は減少の傾 向が認め られ,感 染マウスの

SPG投 与群に,有 意な増加が認められた。さらに,CY

前投 与感染群に比較 し,SPG併 用感染群の3日 目の白

血球数は,有 意に増加 し,CYに よる白血球減少の回復
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Table4. Effect ofcyclophosphannde andsirofiran on antibodyproducing ability

*

 p<0.05,
 **

 p<0.01 (t-test)

CY, cyclophosphamide;SPG, sizofiran

をSPG前 投与は,促 進 していることが判明 した。

4. 気道 感染後の抗体産生能に与えるCYお よび

SPGの 効 果

Table4に 示 したごとく,非 感染マウスではCY投

与により強い脾抗体産生細胞数の抑制効果が認められ

た。一方,SPG投 与群は25%の 促進効果 を示 し,CY

とSPGの 併 用群 ではCY単 独投与群の免疫抑制作用

の軽減 を示 した。

2×103cells/lung感 染 マウスでは,SPG投 与群の

抗体産生能は正常マ ウスの対照群に比較す ると30%

の抑制 を示 しているが,全 匹数生存 した。CY前 処理群

では,生 存率60%で 抗 体産生能は正常対照群の79%

の抑制であった。一方CYとSPGの 併用群 は50%の

抑制率で生存率は90%ま で 回復 した。

2×104cells/lung感 染 マウスでは,SPG投 与群の抗

体産生能は正常マウスの対照に比較す ると41%の 抑

制を示 しているが,感 染対照群およびCY前 処理群は

いずれ も前例が測定時に死亡 していた。一方,CYと

SPGの 併 用群は2例 生存 し,そ の抗体産生能は,非 感

染マウス対照群の10%を 維 持 していた。

III. 考 察

小松らは大腸菌9),緑 膿菌10),結 核 菌11),Candida12)

等の急性,慢 性の実験的感染症に対す るSPGの 感 染

防御効果について報告 し,肥 山らは,SPGの 抗 ウイル

ス感染効果15)につ いて報告 した。 これらの感染症に対

する生体防御能は好中球,マ クロファー ジによる食作

用が主役である。今 回は,体 液性免疫が生体防御能に

不可 欠であ る鋤肺 炎桿 菌の 強毒株 の感染 に対す る

SPGの 防御効果について検討 した。一方,癌 患者にお

いては,抗 癌化学療法剤の投与による宿主防御能の低

下か ら,日 和見感染の危険が増大 している16)。担癌や放

射線照射,化 学療法による宿主の免疫能低下に伴 う微

生物の感染に対 して も,SPGの 防 御効果が期待 され

る。そこで,CY前 投与マウスについても,SPGの 防

御効果について検討 した。

Fig。1に 示 したようにSPGの 感染前投与に より延

命効果が観察され,そ の効果は,CYで 生体防御能 を抑

制 したマ ウスにも認められ,さ らに感染菌量(2×103

cells/lung)を 低下 させてSPGを 感染前に投与 した場

合,有 意(P<0,01)な 延 命効果が認め られた。

そこで上述のように抗体がSPGの 感 染防御作用の

要因であるのかを調べ る目的で,ま ず凝集抗体価を測

定 した。低感染菌量(2×103cells/lung),感 染4日 後

に測定 した結果では,凝 集抗体価は低 く,CY,お よび

SPG投 与 による影響はほ とんど認め られなかった。こ

の時点での生存匹数はいずれ も多く,感 染の進展がい

a) mean±SD

b) (PFC of control without infection-PFC)÷(PFC of control without infection)
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まだに軽度であったため と考えられた。 方,高 感染

菌量(2×104cells/lung),感 染13日 後に測定 した結 果

では,感 染対照群のみに高い凝集価が観察 され,他 群

はすべて低い凝集価 を小 した。以上のように,凝 集抗

体価は,感 染の進展の度合い と抗体産生能 自体の要紫

の両者が関 与した結果の現象であることが推察された、,

そこでよ り明確に解析する日的で,血 中白血球数 と

抗体産生能の2点 か ら検討した.感 染時では,SPG前

投 与の白血球数が正常群 より有意に多く,CY前 投 与

群およびCYとSPG併 用群では正常群に くらく 有意

な低下を示 した、 方,感 染3日 日の白 血球数では,

正常対照群に比べ,感 染対照群は少ない傾向が認め ら

れ,感 染マウスのSPG投 与群に,有 意な増加が認め ら

れた。さらに,CY前 投与感染群に比較 し,SPG併 用

感染群の3日 目の白血球数は,有 意に多く,CYに よる

白血球減少の回復 をSPG前 投 与は,促 進 してい るこ

とが判明 した。 このことが生存匹数におけ るSPGの

効 果の一つの理由であることが推察 された。

各群の抗体産生能 を比較 した結果,正 常マウスでは,

SPG投 与により,抗 体産生能が増強されること,CY

投 与 による抑制を緩和することが判明 した。また,感

染 自体により抗体産生能が抑制 され る傾向が認められ

たが,SPG投 与によりその緩和が認め られた。 また,

CY投 与に よる抑制の緩和 も認められることか らも,

感染マウスにおいてもSPGに は 抗体産生能 を増強す

る作用があることが,明 らか となった。 さらにこの

SPGの 抗 体産生能増強作用 も生存率 を上昇 させ る一

つの因子であると考 えられた。

これらのことから,凝 集抗体価の結果について考察

すると,SPG投 与群 は白血球増加 と感染初期の抗体産

生能増強により感染がそれほど進展せず,結 果的に凝

集抗体価が低 く,CY投 与群は,感 染は進展 している

が,抗 体産生能の抑制により凝集抗体価が低 くあ り,

併 用群ではその両者の中間であったと考 えられ,正 常

群のみ,感 染の進展 と抗体産生能の共存により凝集抗

体価が上昇 していた もの と説明され うる。

いずれにせ よ,抗 体が存在することにより白血球に

よる食殺菌がおきるとい う本感染菌における生体防御

の特質において,SPGは その両者 を増強することによ

り,感 染防御効果を示 していると考えられた。また,

SPGに はCY投 与群 において も同様の感染防御効果

が認 られることから,癌 患者におけるような宿主防御

機構の破綻による日和見感染 の防御において もSPG

の有 用性が示唆 された。
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PROTECTIVE EFFECT OF SIZOFIRAN IN EXPERIMENTAL RESPIRATORY

TRACT INFECTION WITH KLEBSIELLAPNEUMONIAE IN MICE
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We examined the protective effect of sizofiran in experimental respiratory tract infection with

Klebsiellapneumoniae in mice. Pre-injection of sizofiran increased the survival rate of infected mice

with and without administration of cyclophosphamide. Sizofiran proved to increase the number of

peripheral leukocytes in mice at the time of infection and 3 days afterwards. In uninfected mice, the

drug restored the number of spleen cells producing antibody that were decreased by cyclophos-

phamide. It also increased or restored the number of spleen cells producing antibody 4 days after

infection, in mice with or without cyclophosphamide. On the other hand, the titer of agglutination

reaction increased only in controls infected with 2•~104 cells/lung. These results show that the

protective effect of sizofiran against the infection was caused by an increase in the leucocyte count

and in antibody-producing ability. It would appear that the titer of the agglutination reaction was

influenced not only by antibody-producing ability but also by the progress of the infection.


