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好中球機能におよぼす化学療法剤の影響
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ヒ ト好中球の粘着能,貧 食能,H202産 生能 および脱顆粒 にお よぼすpiperacillin(PIPC)

imipenem (IPM), flomoxef (FMOX), gentamicin (GM), amikacin (AMK), minocy-

cline (MINO), josamycin (JM), lincomycin (LCM), chloramphenicol (CP), colistin

(CL),rifampicin (RFP)お よびcipronoxacin(CPFX)の 影 響 をin vitroで 調 べ た。好中

球を各種薬剤存在下で37C1時 間培養 した場合,常 用血中濃度範囲で は粘着能,寅 食能,H2

02産 生能および脱顆粒に有意 に影響 を与 える薬剤 はなかったが,FMOXは 常 用血 中濃度の

10倍 濃 度(100μg/ml)以 上 で 粘 着 能 を抑 制 し た。 また,高 濃 度 のCP(2,500μg/ml)

MINO(500μg/ml)お よびCPFX(100μg/ml)はH202産 生 能お よび食食能 を,JM(300

μg/ml)はPMA刺 激 によるH202産 生 能 を有意 に抑制 した。一方,PIPCは 濃 度依存的 に

H202産 生 能および粘着能 を促進す る傾 向が見 られた。他の薬剤 については常用血 中濃度の

100倍 濃度においても好中球機能への直接作用は認め られなかった。
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感染症治療の目的で投与された抗菌剤は,生 体内では感

染部位に遊走した好中球やマクロファージによる微生物の

食食・殺菌作用と補完的に働 く。したがって,抗 菌剤 と宿

主の感染防御機構との協力作用は感染症治療において必要

不可欠である。しかしながら,薬 剤の抗菌力にかかわらず

症状の改善がみられない場合,感 染の治癒を左右する因子

として薬剤の抗菌力以外に,抗 菌剤の生体防御機構におよ

ぼす作用も考慮する必要がある。この観点から,我 々は,

好中球機能におよぼす化学療法剤の影響について検討 し,

好中球機能の一つである走化性におよぼす汎用抗菌抗生物

質12種 の影響についてすでに報告した1)

本報では,さ らに好中球機能におよぼす化学療法剤の影

響を総合的に評価するため,好 中球の粘着能,貧 食能,

H202産 生能および脱顆粒について薬剤の影響をin vitro

で比較検討した。

L材 料 と 方 法

薬剤'Piperacillin(PIPC,富 山 化 学),imipenem

(IPM,万 有),nomoxef(FMOX,塩 野 義),genta-

micin(GM,塩 野 義),amikacin(AMK,万 有),

minocycline(MINO,日 本 レ ダ リ ー),losamycin

(JM,山 之 内),Iincomycin(LCM,ア ツプジョン),

chloramphenicol(CP,三 共),colistin(CL,科

研),rifampicin(RFP,第 一)お よびciprofloxacin

(CPFX,バ イ エル)を 用 いた。なお,MINO,JM,

CP,RFPはdimethyl sulfoxide(DMSO)で 溶 解 し

た後,PBS(ニ ッ スイ)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で 溶 解 して用いた。

膜 刺 激 物 質:Formyl-methionyl-leucyl-phenyl-

alanine(FMLP, Sigma Co")お よ びPhorbol

myristateacetate(PMA,SigmaCo.,)を 用 いた。

FMLPは エ タ ノールに溶解 して1mMと し,ハ ンク

ス液で希釈 して10-6Mと した。PMAはDMSOで 溶

解 して1mM保 存 液 とし,こ れ をハ ンクス液で100

nMに 希 釈 した。

1.好 中球の調整2)

一 回の実験につ き健常人1名 か ら10m1の ヘ パ リン

(5U/ml)静 脈 血を採取 した。 これを等量の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(第 一 薬品)

に重層 し,2,000Xg,20分 間 遠心分離 して顆粒球画

分を採取 した。 この顆粒球画分中の赤血球を低張処理

で除 き,4℃ で100×g,10分 間 遠心分離 によって3

回洗浄後,2%ウ シ血清アルブミンを含 むハ ンクス液
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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%は 好 中球であった。

2*粘 着能

好中球粘着能 はVanderAueraら31の 方法 に準 じ

て測定 した。すなわち,96ウ ェルマイクロプ レー ト

に好 中球(1×106cells/ml)90μ1と 薬 剤10μ1を い

れ,37℃ で1時 間培養後,非 付着細胞 をハ ンクス液

で洗浄除去 した後,BCAタ ンパ ク質定量用試薬(フ

ナコシ薬品)を 用いて蛋白濃度 を測定 し,付 着 した細

胞数を蛋白濃度 に換算 し,コ ン トロールに対する比率

で表わ した。

3.食 食能

好中球 浮遊液(1×106cells/ml)0.1mlを8ウ ェ

ルHTCス ライ ドの各 ウェルにいれ,37℃,1時 間培

養 した後,HBSSで2回 洗浄 し,非 付着細胞 を除去

して好 中 球monolayerを 作 成 し た。 この 好 中 球

monolayerに,10μlの オ プ ソニ ン化 ザ イ モ サ ン

(5×107cells/ml)を 加 え,37℃ で1時 間 インキュペ

ー トした後,4%ホ ル ムアルデ ヒドで固定 し,ギ ムザ

染色 した。貧食能 は光学顕微鏡下で食食細胞 を観察

し,細 胞当 りの平均取 り込み数および倉食細胞の百分

率 をそれぞれ求め,そ の積をphagocyticindexと し

て表した4)

4.H202産 生能

PickとMize15)の 方 法に準 じて測定 した。すなわ

ち,96ウ ェルマイクロプレー トを用い,1ウ ェル当

り1.2Uのhorseradish peroxidase,15μgのphenol

redを 含 むPBSに1×106 cellsの 好 中球 を加 え全 量

135μlと した。 これに刺激剤(10-6MFMLPま た は

100nM PMA>を15μl加 え,37℃ で1時 間培養後,

1NNaOHを10μl添 加 して反応を停止 し,horse-

radishperoxidaseに よって酸化されたphenolredを

OD600nmの 吸光度 を測定することにより定量 した。な

お,標 準曲線は1～200μMのH202を 用 いて作成 し,

試料中の遊離H202は 標 準曲線か ら算出 し,106の 好

中球か らの遊離H2O2をnmolH202と して示した。

5.脱 穎粒

好中球脱顆粒 はspecificgranuleの マーカーとして

1ysozymeを,azurophilgranuleの マーカー として β

-glucuronidaseを それぞれ測定 した7)好 中球浮遊液

(1×107cells/ml)90μlに 各濃度の薬剤液10μ1を い

れ,37℃ で1時 間培養後,氷 冷 し,1,870×g,5分

間遠心 により上清を得た。上清中のlysozyme活 性 は

turbidmetric method6)を 用 いて,pH6.2に お ける

M.lysodeikticusの 融解率をOD550nmの 濁度変化で測

定 した。 また,β-glucuronidase活 性 はphenolphth-

alein glucuronidateを 基 質 として用 い,遊 離 した

phenolphthaleinをOD660mで 測 定 した。 なお,全 酵

素活性 は0.1%TritonX-100処 理 した細胞浮遊液を

用いて測定 し,酵 素遊離率 は全活性の百分率(%)と

して表わ した。

6.統 計処理

有意差検定 は5例 以上 の成績 か らStudentのt検

定によって行った。

II.結 果

1.好 中球粘着能におよぼす薬剤の影響

プラスチックプレー トへの好中球粘着におよぼす薬

剤の影響 を調べた(Table1)。 常 用血中濃度範囲では

いずれの薬剤 も粘着能 には影響 をおよぼ さなか った

が,FMOXは10倍 濃 度以上(300μg/ml)で 抑制作

用 を示 した。常用血中濃度 の100倍 濃 度 では,JM,

PIPC,IPM,CLが わずかな促進傾向を示 し,逆 に,

CP(2,500μg/ml)お よ びCPFX(100μg/ml)で は

抑制傾 向がみられ た。なお,MINOお よびRFPは 原

薬の発色のため10お よび100倍 濃 度では測定不能で

あった。

2.食 食能にお よぼす薬剤の影響

好中球食食能 におよぼす影響についてはTable2に

示 すように,常 用血中濃度範囲ではLCM,CPお よび

RFPが 促 進傾 向を示 したが,有 意な ものではなかっ

た。常用血中濃度の100倍 の 高濃度 で,MINO(500

μg/ml),CP(2,500μg/ml)お よびCPFX(100μg/

ml)は 有意(p<0.01)に 食食能を抑制 したが,ト リ

パ ンブルー色素排除法に より細胞生存率を調べ た結

果,対 照群 の生 存率 が98.9%で あ った の に対 し,

MINO(500μg/ml)で は66.9%,CP(2 ,500μg/

ml)で は75.3%,CPFX(100μg/ml)で は>5%と

著明 に生存率が低下 していた。 したが って,こ の食食

能抑制作用は,薬 剤による直接細胞傷害性の結果 と考

えられ る。また,JM(300μg/ml)で もわずかな抑

制(p<0.05)が 認 められたが,細 胞生存率が93.8%

とわずかに低値 を示したことか ら,こ れ も細胞傷害の

結果 と考 えられる。他の薬剤 については統計的有意差

は認め られなかった。

3.H202産 生 能におよぼす薬剤の影響

好 中球の活性酸素産生能におよぼす薬剤の影響 を,

FMLPお よびPMA刺 激 による好 中球 のH2O2産 生

能を指標 として調べた。Table3に 示す ように,常 用

血中濃度およびその10倍 濃度範囲では,FMLP刺 激

によるH202産 生能に影響をおよぼす薬剤 は認められ

なかった。 しか し,常 用血中濃度 の100倍 濃 度 の場
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Table 1. Effect of antibiotics on neutrophil adherence

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

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

ND: Not determined.

Table 2. Effect of antibiotics on phagocytosis by human neutrophils

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

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

*p<0 .05,**p<0.01.

合,MINO(500μg/ml),CP(2,500μg/ml)お よび

CPFX(100μg/ml)で いずれ も好中球のH202産 生

能を有意(P<0.05)に 抑 制 した。一方,PIPCは 有

意ではないがH202産 生能を濃度依存的に促進する傾

向がみられた。PMA刺 激の場合はTable4に 示すよ

うに,FMLP刺 激 と同様 に常用血中濃度範囲では
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Table 3. Effect of antibiotics on FMLP-induced hydrogen peroxide generation from human neutrophils

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

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

*p<0.05, ** p<0.01.

Table 4. Effect of antibiotics on PMA-induced hydrogen peroxide generation from human neutrophils

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

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

*p<0 .05,**p<0.01.

H202産 生能 に影響 を与 える薬剤 は認め られ なかっ

た。しか し,常 用 血中濃 度 の100倍 濃 度 で は,JM

(300μg/ml),MINO(500μg/ml),CP(2,500μg/

mDお よびCPFX(100μg/ml)が 好 中球H20,産 生

能 を有意(P<0.05)に 抑 制 した。PIPCは 常 用血中

濃度範囲では有意な作 用はみ られなかったが,10倍
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Table 5. Effect of antibiotics on enzyme release from human neutrophils

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

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

ND: Not determined

* p<0.05,** p<0.01.

Table 6. Effect of antibiotics on enzyme release from human neutrophils

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

The original concentrations of antibiotics are shown in parentheses.

*p<0
.05,**p<0.01.

濃度以上て濃度依存的にH202産 生能を促進する傾向

が見られた。

4.脱 穎粒におよぼす薬剤の影響

好中球を各薬剤存在下で1時 間培養 した後,そ の上

清中の β-glucuronidase活 性 およびlysozyme活 性 を

測定 した。β-glucuronidaseの 遊離 はTable5に 示 す
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ように常用血中濃度範囲で有意な変動は認められなか

った。しかし,100倍 濃度 においては,PIPC,FMOX,

GM,AMK,LCM,CP,CLお よびCPFXな ど多 く

の薬剤が酵素遊離 を促進す る傾向 を示 した。PIPC,

FMOX,GM,AMK,LCMお よびCL存 在下での好

中球生存率 はいずれ も>95%で あ るこ とか ら,こ れ

らの薬剤については,細 胞傷害 によるものではな く,

脱 顆粒 能の促 進 に よ る もの と考 え られ る。な お,

IPM,MINOお よびRFPは 原薬の発色のため測定不

能であった。

Lysozyme遊 離 の場合,Table6に 示 すように,常

用血中濃度籠囲で著明な影響を与 えるものは認められ

ず,100倍 濃度 のAMKとCPFXに 脱 顆粒の促進 が

認められたにすぎなかった。

IIL考 察

好中球 は感染 に対する生体防御機構の要の働 きを担

っている。したがって,生 体内での抗菌剤の薬効 を正

しく評価するには,抗 菌剤 と好中球の協力作用を考慮

す る必要がある。特 に,好 中球機能 が低下 している

immunocompromised hostの 治療 においてはこの問

題は重要である。この観点から,ヒ ト好中球機能,す

なわち粘着能,倉 食能,H2O2産 生 能および脱顆粒 に

お よぼす化学療法剤の影響 を汎用抗菌抗生物質12種

類についてin vitroで 調 べた。

感染病巣 に向かう食細胞の血管外への移動は血管内

皮細胞 の表面に食細胞が付着することか ら開始 され

る。 この付着は走化運動 にさきだって起 こる現象であ

る。 この段階 における抗 生物 質の影響 については,

AMKお よびGMが0.25～16μg/ml7,8),IPMが10～

50μg/m17),PIPCg)が100μg/ml,RFP3)が6～50

μｇ/mlの 範 囲 で 促 進 的 に,ま たMINOは25μg/

ml7),LCMは10～20μg/m17)で 抑 制的に作用す るこ

とが報告されている。我々の成績では,常 用血中濃度

範囲では好中球の粘着能 に影響 を与 える薬剤はみられ

ず,PIPCだ けが250～2,500μg/mlの 範 囲でわず か

ではあるが促進的傾 向 を示 した。一方,CP,CPFX

は100倍 濃度で抑制傾向 を示 したが,こ れ は高濃度の

薬 剤 に よる細 胞傷 害 に よる もの と考 え られ る10)。

FMOXに つ いては濃度依存的に粘着能の抑制が認 め

られ たが,こ の原 因 につ い て は現 在不 明 で あ る。

FMOXは 少 な くとも貧食能,H2O2産 生 能 および脱

顆粒 には影響を与えなかったことか ら,こ の抑制作用

は粘着能に特異的であると思われる。今後 さらに細胞

接着分子に対する作用やマ トリックスの種類 による粘

着能の違 いな どを詳細 に検討する必要がある と考 え

る。

寅食能については,PIPC川,AMK12),CPFXI3)が

血 中濃度範囲では食食能に影響 をおよぼさないことが

報告されている。我々もこれ らの報告 と同様の結果を

得た。

好 中球の酸素依存性殺菌作用 は,刺 激 にと もな う

02-,H2O2,・OHな ど一連の活性酸素放出に基づいて

いる。Gletteら14)はMINOが10μg/ml以 上 で は好

中球chemiluminescenceを 阻 害 することを輻告 して

お り,Superoxide産 生 能について も,TCは500μg/

mlの 高 濃度 で著明 な抑 制 を示す が,PIPC,GM。

AMK,LCMお よびCPは ほ とんど無影響であること

が報告 されている樹。我々の膜刺激剤FMLPお よび

PMAに よ るH2O2産 生 能 の成績 にお いて もMINO

が50～500μg/mlの 濃度範囲 で抑制 する傾向が見ら

れた。 この テ トラサイ ク リン系薬 剤 の抑 制作用 は

Ca2+イ オ ンとのキレー ト結合に よる もの と考 えられ

る14)一 方,PIPCは10倍 濃 度以上で濃度依存的 に

H202産 生 能 を促進する傾向がみ られ,こ れは我々の

前報16)の 成 績 と一致するものであった。

好中球 は脱顆粒によって酸素非依存的に微生物 を殺

菌する能力 を有する。Gablerら17)は テ トラサイクリ

ン系は脱顆粒 を抑制す ることを報告 しており,こ れは

前述 の活性酸素産生 の場合 と同様,Ca2+イ オ ンとの

キ レー ト結合 に よる もの と考 察 して い る。また,

Labro18)はJMがazurophil granuleで あ るmye-

loperoxidaseの 遊 離に1～100μg/mlの 範 囲でも影響

しないことを報告 している。我々の成績は,無 刺激状

態での好中球脱顆粒 におよぼす抗菌剤の影響 を調べた

ものであるが,常 用血中濃度範囲で著明な作用を示す

ものはなかった。今後,異 物食食時の脱顆粒 におよぼ

す影響 についても検討を加える必要がある。

一般 に
,細 胞内移行性が高い薬剤ほど細胞毒性が強

く発現 される16)し たがって,MINO,CP,CPFXや

JMな どの細胞内移行性が優れた薬剤が高濃度におい

て好中球機能を抑制 したのは,特 異的機能阻害ではな

く細胞傷害の結果 と考えられ る。

以上の結果から抗菌抗生物質の好中球機能 におよぼ

す影響を総合的 に判断す ると,FMOXは 常 用血中濃

度の10倍 濃度以上で好中球粘着能 を低下させること,

逆 に,PIPCは 粘 着能,酸 化的殺菌機構 を促進 させる

傾向を示す ことがわか った。PIPCは 走化能を促進さ

せるという前報の成績 と考 え合わせ ると,PIPCは 食

細胞機能全般を増強 させ るもの と思われる。これらの

作用が実際の臨床応用上,ど の程度薬効に反映される

のか は今後 さらに検討を要するであろう。 また,本 実

験で用いた他薬剤については常用血中濃度範囲での好
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中球機能への直接作用は軽度でほとんど影るがないと

みて差し支えないものと考えられる。
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Effects of antibiotics on human neutrophil functions
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The effects of antibiotics on human neutrophil functions such as adherence, phagocytosis, hydro-

gen peroxide production, and enzyme release were examined. Piperacillin (PIPC), imipenem

(IPM), flomoxef (FMOX), gentamicin (GM), amikacin (AMK), minocycline (MINO),

josamycin (JM), lincomycin (LCM), chloramphenicol (CP), colistin (CL), rifampicin (RFP),

and ciprofloxacin (CPFX) were used in this study. These drugs had no influence on neutrophil

functions at their therapeutic concentrations. However, FMOX (>100 mg/m1) was found to sup-

press neutrophil adherence to the plastic plate. High concentrations of CP (2,50ƒÊg/m1) and MINO

(500ƒÊg/ml) significantly impaired hydrogen peroxide production and phagocytosis. JM (300ƒÊg/

ml) also inhibited PMA-induced hydrogen peroxide production. In contrast, PIPC (>100ƒÊg/m1)

slightly enhanced adherence and hydrogen peroxide production. Results indicated that these antibi-

otics had little influence on neutrophil functions in the clinically relevant range.


