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好中球走化性におよぼす抗生物質の影響
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ヒ ト好中球走化性 におよぼす12種 類の抗生物質の影響について検討 した
。Boydenチ ャ ン

バー法によ り,ヒ ト好中球走化性 を調 べた結果
,ciprofloxacin(CPFX)は,常 用血中濃度

(1μg/m1)で ザ イモサ ン活性化血清による好中球走化性 を約30%抑 制 したが,FMLPに よ る

走化性には影響を与えなか った。Piperacillin(PIPC)は,血 中濃度の10倍(250μg/ml)で

FMLPに よ る好中球走化性 を約30%促 進 することがわかった
。常用血中濃度の100倍 濃 度を

用いた場合,chloramphenico1(2,500μg/ml)はFMLPお よびザイモサ ン活性化血清 による

好中球走化性を,minocycline(500μg/ml)はFMLPに よる好中球走化性 をそれぞれ抑制 し

た。一 方,flomoxef,imipenem,gentamicin ,amikacin,josamycin,lincomycin,

colimycin,rifampicinlま,血 中の100倍 濃 度でもFMLPお よびザイモサ リン活性化血清によ

る好 中球走化性 に影響 を与 えなかった。調べた12種 の抗生物質の うち,CPFXとPIPCだ け

が治療域濃度で好中球走化性に影響 をおよぼすことがわかったが,そ の作用はわずかであ り
,

臨床応用上問題ないと考えられる。
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好 中球(PMN)は,細 菌 感 染 に対 す る生 体 防 御 に お い

て重 要 な 役割 を演 じて お り,抗 生 物 質 に よる感 染 症 治 療 に

お いて も,こ の 好 中球 との 協 力作 用 が 不 可 欠 で あ る。 好 中

球 は,fomyl-methionyl-leucyl-phenylalanine(FMLP)

な どの細 菌 由 来 ペ プ チ ド1)や,C5a2),leukotriene B4

(LTB4)3)な どの 生体 由来 の走 化 性 因子 の濃 度 勾 配 に した

が っ て感 染部 位 に遊 走 し,感 染 局 所 に動 員 され て は じめ て

そ の殺 菌 機能 を発 揮 す る。 したが っ て,こ の 好 中 球走 化性

に お よぼ す抗 生 物 質 の作 用 を調 べ る こ とは,生 体 内 に お け

る抗 生物 質 の薬 効 を評 価 す る上 で きわ め て 重 要 で あ る と考

え る。 そ こで,本 実験 で は,臨 床 的 に広 く使 用 され て い る

各 系 統 の 抗 生 物 質12種 に つ い て,そ れ ら薬 剤 の 常 用 血 中

濃 度 を基 準 と し,ヒ ト好 中球 の走 化性 に お よ ぼ す影 響 を比

較検 討 した 。

1.材 料 と 方 法

1.使 用 薬 剤

Piperacillin(PIPC,富 山 化 学),imipenem

(IPM,万 有),flomoxef(FMOX,塩 野 義),

gentamicin(GM,塩 野 義),amikacin(AMK,万

有),minocycline(MINO,日 本 レ ダ リ ー),

losamycin(JM,山 之 内),lincomycin(LCM,ア

ッ プ ジ ョ ン),chloramphenicol(CP,三 共),

colimycin(CL,科 研 製 薬),rifampicin(RFP,第

一 製 薬)
,ciprofloxacin(CPFX,バ イ エ ル)を 用 い

た 。 な お,MINO,JM,CP,RFPはdimethyl sul-

foxide(DMSO)で 溶 解 し た 後,PBSで 希 釈 し,最

終 濃 度 が5%DMSOに な る よ う に し て 用 い た 。 そ の

他 の 薬 剤 はPBS(ニ ッス イ)で 溶 解 し て 用 い た 。

2.走 化 性 因 子

Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

(FMLP)(Sigma,Co.)は1mMに な る よ う エ タ

ノ ー ル に溶 解 し,こ れ を ハ ン ク ス 液 で 希 釈 し て10―7

Mと し た。 ザ イ モ サ ン活 性 化 血 清 は,1m1の 血 清 に

Zymosan(Sigma,Co.)10mgを 加 え,37℃,30分

間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後,1,000×g,10分 間 の 遠 心

に よ り上 清 を取 り,PBSで 希 釈 し て20%溶 液 と し て

用 い た 。

3.好 中 球 の 調 製4)

ヘ パ リ ン(5u/ml)を 含 む 健 常 人 静 脈 血 を 等 量 の

3%デ キ ス トラ ン溶 液 と混 合 し,室 温 で30分 間 静 置 し

て 血 漿 画 分 を 分 離 し た 後,こ れ をLymphoprepに 重

層 し,2,000×g,20分 間 遠 心 分 離 し て 顆 粒 球 画 分 を
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採取 した。 この顆粒球画分から赤血球 を低張処理で除

き,4℃ で100×g,10分 間 遠心 分離 によって3回 洗

浄後,2%牛 血 清アルブ ミンを含むハ ンクス液に懸濁

し,好 中球 浮遊 液(1×106cells/ml)と し た。なお,

ラ イ トギムザ染色で白血球百分率 を求めた結果,得 ら

れた細胞の95%以 上 は好中球であった。

4.好 中球走化性の測定

好中球走化性 はBoydenチ ャ ンバー法によ り測定 し

た5)。すなわち,下 部チャンバーには200μlの 走化性

因子 を入れた後,ボ アサイズ5μmの フィルターを装

着 した。上部チ ャンバーには180μ1の 好 中球浮遊液

(1x106cells/ml)を 入 れ,た だ ちに20μ1の 薬 剤液

を上部チ ャンバーに添加後,37℃ で1時 間培養 した。

培養後,フ ィルターを3%ホ ルマ リンで固定,ヘ マ ト

キシリンで染色 した後,Leading front法6)に よ り好

中球のフィル ター内遊走距離(μm)を 光学顕微鏡下

で測定 した。

II.結 果

1.FMLPに よ る好 中球走化性におよぼす各抗生

物質の影響

FMLPに よ る好中球走化性におよぼす各抗生物質

の影響 を,各 抗生物 質の常用血中濃度,お よびその

10倍,100倍 濃度 について調べた。Table 1に 示 すご

とく,FMLPを 走 化性因子 として用 いた場合,常 用

血中濃度では好中球走化性を抑制す るものはなかった

が,10倍 お よ び100倍 濃 度 のCPFX(10～100μ9/

m1)で 有 意な抑制が見 られた。 しか しなが ら,ト リ

パ ンブルー色素排除法7)に より細胞生存率を胴べた と

ころ,1μ9/mlのCPFXは 対 照群 と同様95%以 上 の

生存率 を示 したが,10μg/mlで は75%,100μg/ml

で は10%以 下 と著明に生存率 が低下 してい ることが

わかった。 したが って,高 濃度のCPFXで 認 め られ

た走化性抑制作用は,薬 剤による細胞障害の結果 と考

えられる。 その他の抗生物質 については.血 中農度の

100倍 と い う高 濃 度 でMINO(500μg/ml),CP

(2,500μg/ml)が 抑 制を示すにす ぎなか った。一方.

PIPCは 常 用血中濃度 の10倍(250μg/ml)で 好 中球

走化性 を23.9%促 進(p<0,05)す る ことがわ か っ

た。

2.ザ イモサン活性化血清 による好中球走化性にお

よぼす各抗生物質の影響

ザイモサン活性化血清 による好中球走化性にお よぼ

す各抗生物質の影響 を,同 様 な濃度で調べた(Table

2)。 ザ イモサン活性化血清を走化性因子 として用いた

Table 1. Effect of antibiotics on neutrophil chemotaxis toward formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine

Random migration of control PMNs was 16.27•}1.52.

The values represent the means•}SE of five experiments.

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

*p<0.05, **p<0.01.

PIPC, piperacillin; FMOX, flomoxef; IPM, imipenem; GM, gentamicin; AMK, amikacin; JM, josamycin; LCM
, lin-

comycin; MINO, minocycline; CP, chloramphenicol; CL, colimycin; RFP, rifampicin; CPFX, ciprofloxacin.
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Table 2. Effect of antibiotics on neutrophil chemotaxis toward zymosan activated serum

Migration distances (pm)

Random migration of control PMNs was 15.52•}1.58.

The values represent the means•}SE of five experiments.

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

*p<0.05,**p<0.01.

PIPC, piperacillin; FMOX, flomoxef; IPM, imipenem; GM, gentamicin; AMK, amikacin; JM, josamycin; LCM, lin-

comycin; MINO, minocycline; CP, chloramphenicol; CL, colimycin; RFP, rifampicin; CPFX, ciprofloxacin.

場合,CPFXを34.2%抑 制(p<0.05)し た。また,

10倍,100倍 濃度のCPFXで も抑制が認 められたが,

これは前述のごとく,薬 剤 による細胞障害の結果 と考

えられる。その他の抗生物質では,常 用血中濃度範囲

で走化性抑 制作用 は認 め られ ず,CPが100倍 濃 度

(2,500μg/ml)で 抑 制 を示すにす ぎなかった。 なお,

PIPCは 常 用 血 中 濃 度 の100倍(2,500μg/ml)で,

有 意(p<0.05)に 好 中球走化性 を促進 した。

IIL考 察

好中球 と抗生物質 との協力作用は感染症治療 におい

て必要不可欠であ り,好 中球機能におよぼす抗生物質

の直接作用を知 ることは,生 体内における抗生物質の

有効性 を評価する上 で重要である。本実験 では好中球

遊走能 にお よぼす12種 の抗生物質 の影響 をBoyden

チ ャンバー法 を用いて検討 した。

今回調べた12種 の薬剤のなかで,常 用血中濃度で

好 中球走化性 を抑制 したのはCPFXだ け であ った。

しか もこの抑制作用 は走化性 因子 に特異性が見 られ,

ザ イモサ ン活性化血清による走化性 だけが抑制 され,

FMLPに よ る走化性 は影響 されなかった。 しか しな

が ら,Boogaertsら8)は,CPFX,norfloxacin

(NLFX),お よ びpeHoxacin(PFLX)は,0.1～10

μg/mlの 濃度範囲で好中球走化性に影響をおよぼさ

ないという,我 々の結果とは異なる報告をしている。

この矛盾は,我 々の研究が抗生物質存在下での好中球

遊走能を測定しているのに対し,彼 らは,こ れらニュ
ーキノロン剤と好中球を1時 間前処理し,洗 浄後に遊

走能を測定しており,こ のような実験系の違いによる

と考えられる。In vivoで も薬剤の存在下で遊走が起

こるのであるから,薬 剤の評価には我々の成績のほう

が大切であると考えられる。CPFXに よる好中球走

化性の抑制は可逆的である可能性 も考えられるため,

この点についても今後さらに検討する必要がある。好

中球の遊走能は,好 中球膜表面のレセプターによる遊

走因子の認識と,そ れに続くアクチン,ミ オシンなど

の細胞内骨格への細胞内情報伝達連関によって惹起さ

れるものである9)CPFXは,ザ イモサン活性化血清

による走化性だけを抑制し,FMLPに よる走化性に

は影響をおよぼさなかったことから,CPFXは,好

中球の細胞内情報伝達系や細胞内骨格に作用している

のではなく,ザ イモサン活性化血清すなわちC5aの

認識段階に作用している可能性が示唆される。今後,

さらにLTB4な どの走化性因子についても調べ,作

用機序について詳細な検討を加える必要があると考え
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る。

さ らに今 回,PIPCは 常 用血 中濃 度 の10倍(250

μg/ml)でFMLPに よ る好中球走化性 を有意に促進

する結果 を得た。Burgaletaら10)も,PIPC(100μg/

ml)が 好 中球遊走能 をわずかではあるが賦活化する

傾向を認めてお り,我 々の結果 もこの報告 と一致 して

いる。ただ,ザ イモサン活性化血清による好中球走化

性の場合,走 化性促進作用 を発揮するのにFMLPの

場 合 と比べて高濃度のPIPCを 要 することがわか った

が,こ の原因については現在不明である。好中球遊走

能 は粘着能 と密接に関連 していることが知 られてお

り11)当然,ザ イモサ ン活性化血清には走化性 因子 だ

けでな くフィプロネクチンなどの粘着促進物質 も含 ま

れている12)。したがって,こ れ らの血清成分が好中球

遊走能 に対するPIPCの 作 用にも影響 をおよぼしてい

るのかもしれない。

ア ミノグ リコシ ド系のGMとAMK,マ ク ロライ

ド系のJM, LCM,カ ルバペネム系のIPM,セ フ ァ

マイ シン系のFMOX,お よびRFPに つ いて も好 中

球遊走能におよぼす影響を検討 したが,こ れ らの抗生

物質 は血中濃度の10～100倍 で も好中球遊走能にほと

んど影響 を与えない ことがわか り,従 来の報 告13～18)

と一 致する結果が得 られた。

テ トラサ イクリン(TC)系 の薬剤 は,一 般 に低濃

度(>10μg/ml)で も種々の好中球機能 を抑制 す る

ことが知 られている19～20)。しか しなが ら,そ の抑制

作用はTC系 薬剤の脂溶性,2価 陽イオンキレー ト活

性等によって異 な り,MINOは 好 中球の化学発光 や

glucose oxidationを 強 く抑制す るが,遊 走性 にお よ

ぼす影響 は少ない ことが報告されている20)。我 々の実

験 で も,MINOは 高 濃 度(500μg/ml)に お い て

FMLPに よ る好中球走化性 を抑制 したが,低 濃度(5

～50μg/ml)で は有意な抑制 を示 さなかった。 また,

Gablerら21)は,TC系 薬 剤が好中球機能 を著明 に抑

制するには,好 中球 を薬剤で前処理す る必要があるこ

とから,TCに よる機能抑制 には,薬 剤 の細胞内移行

過程 も重要であることを指摘 している。 したが って,

我 々の実験系では前処理を行っていないため,走 化性

の抑制作用が顕著ではなかった可能性 も考えられる。

CPは100倍 濃 度(2,500μg/ml)でFMLPお よび

ザイモサン活性化血清による遊走能を著明に抑制 した

が,こ れはCPに よる細胞傷害性 によるもの と思われ

る22)。い ずれにしろ,こ れ らの薬剤 は,治 療域濃度 に

おいては好中球走化性 になん ら影響をおよぼさないこ

とがわかった。

今回,in vitroの 実験において,CPFXは 常用血中

濃度範囲でFMLPに よる好中球走化性 を抑制 し.

PIPCは10倍 濃度で逆に走化性を亢進させることが

明らかになった。この現象がin vivoで の生体防御機

構にどのような影響を与えるのかは現在まだ不明であ

るが,そ の作用はわずかであり.臨 床応用上問題とな

るものではないと思われる。しかしながら,今 後 食

食能,粘 着能,脱 顆粒,活 性酸素放出など他の好中球

機能におよぼす影響についても検討を加え,総 合的に

評価する必要があると考える。
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EFFECT OF ANTIBIOTICS ON CHEMOTAXIS OF HUMAN NEUTROPHILS

Saeko Anjo1), Yuriko Kondo1), Yoshio Ishibashi2) and Toshihiko Arai2)
1) Department of Pharmacy , Toho University Omori Hospital,

6-11-1 Omori-nishi, Ota-ku, Tokyo 143, Japan
2) Department of Microbiology, Meiji College of Pharmacy

We examined the effect of antibiotics on chemotaxis of human neutrophils. Chemotaxis was

assessed by the Boyden-chamber method, using zymosan-activated serum and formyl-methionyl-

leucyl-phenylalanine (FMLP) as chemotactic factors. Treatment of neutrophils with a clinically

relevant concentration of ciprofloxacin (CPFX, 1ƒÊg/ml) resulted in a slight suppression of che-

motaxis toward the zymosan-activated serum but not toward FMLP. In contrast, piperacillin

(PIPC) enhanced chemotaxis toward FMLP at 10-fold (250ƒÊg/ml) higher than therapeutic level.

Chloramphenicol (CP) markedly suppressed chemotaxis toward the zymosan-activated serum and

FMLP at a 100-fold (2,500ƒÊg/ml) higher than a therapeutic level. In addition, minocycline

(MINO, 500ƒÊg/ml) was found to impair chemotaxis toward FMLP. On the other hand, flomoxef

(FM0X), imipenem (IPM), gentamicin (GM), amikacin (AMK), josamycin (JM), lincomycin

(LCM), colistin (CL), and rifampicin (RFP) had no effect on neutrophil chemotaxis even at 100-

fold higher than their therapeutic levels. It seemed likely that these antibiotics might hardly influence

chemotaxis of neutrophils in the clinically relevant range.


