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Legionella実 験 肺 炎 モ デ ル に お け るrG-CSF,ceftazidimeの 併 用効 果

宮 良 高 維

琉球大学医学部第一内科*

(平成5年3月22日 受付 ・平成5年6月11日 受理)

Recombinannt human granulocyte-colony stimulating factor(rG-CSF)のLegionella感

染実験肺炎に対す る効果 を検討 した。亜致死量(1×104CFU/body)の レ ジオネラを感染せ

しめたモルモ ッ トの循環血中の好中球数 は増加 し,こ れ は肺胞腔内にも浸潤 していた。感染

12時 間後か ら100μg/kgのrG-CSFを1日2回 投与す ると,循 環血中 とBALF中 の好中球

数は対照群 より多 く保たれる傾向が観察 された。Legionellaに 対 するin vitroで の抗菌活性 は

強いが,細 胞 内移行が不良なためにLegionella肺 炎 に無効 であるceftazidimeをrG-CSFと

併用投与することにより,亜 致死量感染下のモルモッ トの肺では生菌数の減少する傾向がある

ことが観察 された。同様 の治療 を致死量(5×106CFU/body)感 染 モルモ ッ トに施 した場合

は生存率の有意な上昇が観察され,体 重変化の観察において も上記2者 の併用療法はrG-CSF

単独 あるいは抗生剤単独の治療群 と比較 して体重の減少が有意に少なかった。以上より細胞内

増殖菌であるLegionellaに 対 して,抗 生剤 とともにrG-CSFを 併 用投与すると,好 中球の数

と機能 とを上昇 させ,そ の結果感染初期の菌量 を減少せ しめる効果があ り,治 療効果が得 られ

ることが示唆 された。

Key words: Legionella pneumophila, recombinannt human granulocyte-colony stimulating

factor (rG-CSF), polymorphonuclear leucocyte

Legionella pneumophilaは 通性細胞内寄生菌であり,ヒ

トとモルモットのマクロファージ内で増殖可能である切。

その感染防御の主体は他の細胞内寄生菌と同じく,細 胞性

免疫と考えられている3}。そして,活 性化されたマクロフ

ァージがその増殖を抑制するようになることが知られてい

る4)。しかし,細 胞性免疫が成立 し,モ ルモットにおいて

マクロファージがLegionellaの 増殖を抑制 し始めるのは

感染4日 目以降とされている4}。したがってこれ以前の時

期のLegionellaに よる肺感染初期の防御は肺胞に浸潤 し

てくる好中球や未活性化マクロファージ等による非特異的

生体防御機構が大きな役割を果たしていると考えられる。

当教室の大湾5)は,こ の感染初期の非特異的生体防御の

活性化をmacrophage-colony stimulating factor(M-

CSF)の 投与により試みた。M-CSFの 前投与により,単

独ではLegionella感 染 に対 して無効なβラクタム系抗生

剤を併用することで,実 験肺炎モデルのモルモットの生存

率を上昇せしめることが証明された6)。

一方
,最 近ではLegionellaの 初 期感染防御 としての好

中球の重要性を示唆する報告がなされている鋤。すなわ

ち,Legionellaは 活性化されていないマクロファージの殺

菌機構 を離脱 し,そ の内部で増殖 し得るが9,10),好中球内

では通常生菌を観察できないこと8),好中球を減少させた

モルモットではLegionellaに 対 する感受性が上昇するこ

となどである7,8)。以上のような事実からLegionella感 染

初期にマク回ファージよりも量的に多く,殺 菌力の強い好

中球をrG-CSFを 投与することでその数を増やし機能を活

性化することで,肺 炎を軽症化することが可能ではないか

と考え本研究を行った。

１.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

本邦初の臨床分離菌株であるLegionella pneumo-

phila serogroup 1(80-045株)を 用 いた10)。本 菌 を

モルモッ ト腹腔内に投与 して,4日 目に死亡 した個体

の肺内より回収することを3回 繰 り返 した後,BCYE

-α寒 天培地上で37℃
,72時 間培養 した菌 を血清保存

チューブに分注 し,ス キムミル ク中で一70℃ に保存し

た。 この保存菌 を各実験毎 にBCYE-α 寒 天培地上 で

37℃,72時 間 の再培養 を行って用いた。 また本菌 の

モル モ ッ ト肺 炎 にお けるLD50値 は2.1×105CFU/

bodyで あった。
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2.rG-CSFと 抗生物質

中外 製薬 よ り分与 され たrG-CSF11)を-70℃ に保

存 し,使 用直前にこれを融解 して用いた。

抗生物質 はceftazidime(CAZ:日 本Glaxo)を 用

い た。L.pneumophila 80-045株 に対 す るMIC値 は

微量液体希釈法にて0.0625μg/mlで あ った。

3.感 染動物

Hartley系 モ ルモッ ト(SPF,雄,日 本SLC),体

重280gを 実 験 を通 じて用いた。実験前 に4～7日 間

の観察期間をおいた。

4.好 中球の鯛製

Xyladine chloride(Bayer Japan Inc.)とketamin

chloride(三 共 製薬)を それぞれ80mg/kgお よ び5

mg/kgの 混合液 としてモルモ ッ トの全身麻酔 に用い

た。採血はヘパ リン加 シリンジでモルモ ットの心臓よ

り行 った。3%デ キス トラン生食で赤血球 を分離後,

Ficall-Paque(Pharmacia LKB Biotechnology Inc.)

によ る密度勾配遠心法で好中球 を回収 し,さ らに残存

す る赤血球 を低調溶血で除去 した。好中球はpH7.4

のCa2+free Krebs Ringer燐 酸緩衝液(KRP)に 浮

遊 し95%以 上 のviabilityが あ る ことをtrypanblue

染色 で確認 して用いた。

5.FMLP,PMAに よ る活性酸素産生に対するrG

-CSFのpriming効 果

pH7.4のCa2+free KRPに1×106個/mlに 浮 遊 し

た好中球 を50ng/mlのrG-CSFと37℃ で10分 間 反

応 させた後,最 終濃度が それぞれ3×105個/mlの 好

中 球,5.4mMのglucoseと8×10-5Mのcyto-

chrome C(Sigma chemical Co.,St.Louis U.S.A.)

の混 合物 に刺激剤を添加 して測定 した。刺激剤はN-

formylmethionly-leucyl-phenylalanine(FMLP;1×

10-7M;Sigma Chemical Co.)とphorbol myristate

acetate(PMA;0.1mg/1;Sigma Chemical Co.)を

dimethyl sulphoxide(DMSO)中 で-80℃ で保存 し

たものを用時に希釈調整 して用いた。

O2-の 産生量の測定 はチ トクロームCの 還元能 を

二 波長 吸 光 度 計(Shimadzu UV-3000;Shimadzu

Corp.)に よ り550nm,540nmの 吸 光度 を測 定 し,

5×105個 の 好 中球の1分 間 あ た りの産 生量 で表 し

た。

6.rG-CSF皮 下注後の末梢血中の好中球数

モルモッ トにrG-CSF100μg/kg/mlを 皮 下注 し,

皮 下注直前 と4時 間毎の24時 間までと30時 間 目に麻

酔下 に眼窩採血 を行 った。Tuerk液 で 希釈 して総 白

血球数 を計数 し,May-Giemsa染 色 を施 した塗末標

本で分画を算定 した。対象群には生食 を皮下注 し,同

様 の計測を行った。

7,Legionella肺 炎 モデルの作製

モルモ ッ トに対 する肺炎の作製 は斎藤 ら13)の方法

で行った。麻酔下に前頸部皮膚 を切開 して,気 管を露

出 し,致 死量感染モルモ ッ トには5×106CFUを,亜

致死量感染モルモ ッ トには1×104CFUの 菌 量を0.2

mlの 生食 に懸濁 して接種 した。

8.治 療方法

rG-CSFの 投与量 は,予 備実験 の結果よりその末梢

血好中球数の増加が投与量依存であったことと,好 中

球 上昇 の持続時間 から100μg/kgの1日2回 皮下注

とした。抗生剤(CAZ)の 投 与量 はヒ トの常用投与

量の40mg/kgに 換算 し1日2回 に分けて腹腔内注射

とした。

動物 は治療法別 に4群 に分 けた。すなわち,rG-

CSF単 独 治療群,CAZ単 独 治療群,両 者の併用治療

群および対象群であった。対象群は生理食塩水の皮下

注 と腹腔内注射 を治療期間中行い,rG-CSFとCAZ

の単独治療群ではそれぞれ生食 の腹腔内注射 と皮下注

射 を追加 して行った。

治療開始後の感染菌量は4日 目以降は減少を始める

ことから治療期間 を5日 間 とし,さ らに3日 間観察し

て毎 日体重 を測定 した。生存期間はKaplan-Meyer

法で算出 した。

9.末 梢血中好中球数と肺胞洗浄液(BALF)中 の

好中球数の計数

亜致死量感染モルモ ツ トの感染後rG-CSFに よる

治療を上記のように行い2日 目,4日 目および5日 目

に末梢血 とBALF中 の好中球数 を調べた。BALF採

取 法は河野 ら13)の 方 法 に準 じて行 った。すなわち,

全身麻酔下に心臓採血にて十分脱血 した後,前 頸部を

切 開 して気管 を露出 し,polyethyleneカ テーテルを

挿入 して結紮固定後,5mlの ヘパ リン加生食を注入

し,こ れを回収する方法であった。 この操作 を繰 り返

し,回 収量が25m1と な った時点で4℃,150×g,10

min.の 遠 沈を行いEDTA加 生 食2mlに 再 浮遊した。

総 白血球数 と白血球分画は末梢血中の場合 と同様に行

った。

10.肺 内生菌数の測定

亜致死量感染モルモツ トに対 し治療効果の検討の項

と同じく治療を行い,治 療2日,4日 お よび5日 後の

肺 内生菌数を調べた。

全身麻酔下に胸部 を広範にイソジン消毒後,心 臓よ

り十分脱血 し無菌的 に両肺 を摘出 した。生食で洗浄

後,容 量10mlと な る ようにpH7.0のPBSを 加 え

て氷水 中でホモジナイズ した。この検体 を希釈 して
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BCYE-α 寒天培地上に展開 し,37℃,72時 間培養後

のコロニー数で生菌数(CFU)を 表 した。

11.統 計学的処理

平均値の差の検定 はStudentのt-testに よ り,平

均生存期間はKaplan-Mayer法 に より算出 し,gene-

ralized Wilcoxn testに よ り生 存期間 の差 を検 定 し

た。P値 が0.05以 下 の場合に有意差ありとした。

II.結 果

1.正 常 モルモッ ト好中球 に対す るrG-CSFの 影

響

Table1に 示 したように,正 常(非 感染)モ ルモッ

トに対するrG-CSF100μg/kg皮 下 注時 の好中球数

増加のピークは8か ら12時 間 目にあり,好 中球数 は

8,000/mm3程 度 まで上昇 し,そ の後速やかに減少 し

た。投与量はヒトの場合 と比較 して大量であったが,

好中球数の経時変化のパター ンは正常ヒ トの場合 とほ

ぼ同様であった。

FMLPお よびPMAに よ る活性酸素産生に対 す る

rG-CSFのphming効 果 はFig.1に 示 したよ うに ヒ

ト好中球の反応 と同 じく,こ の2つ の刺激剤のうちで

FMLPを 使用 した場合 にのみ有意 な活性酸素産生量

の上昇をきたすpriming効 果 を認めた。

2.亜 致死量感染時の末梢血中,BALF中 好 中球

数の経時変化

Table2お よび3に 亜致死量感染時の末梢血および

BALF中 の好中球数の経時変化を示した。

Table2に 示 したように感染 のみで末梢血好 中球は

上昇するが,感 染2日 後 にpeakに 違 し,感 染極期で

ある4日 目から回復期にはいる5日 目にかけて漸減 し

た。しかし,rG-CSFに よ る治療群では,好 中球 を含

めた白血球の滅少の程度が低い傾向が見 られ,2日 目

と5日 目の間 には有意差が見 られた(p<0.01)。 同

Fig. 1. Priming capacity of rG-CSF for release of

superoxide from PMNLs.

Total superoxide production of rG-CSF

treated PMNLs stimulated with FMLP (0.1

ƒÊM) and PMA (0.1mg/1). Each column rep-

resents the average of three independent expe-

riments. The cross-hatched shaded column

represents data from the rG-CSF treated

PMNLs, and the oblique line shaded column

represents that of controls.

Error bars represent the standard error of

the mean.
*p<005 compared with control

.

Table 1. Changes in peripheral leucocytes and PMNLs after administration of

a single dose of rG-CSF (100mg/kg)(n=4 and 3)

(n=3and4)
a)n=3

*p<0 .05 compared with control.
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Table 2. Effect of rG-CSF treatment on peripheral leucocyte and PMNL counts in circulating blood

(n=4)
*before injection

**P<0 .01 compared with control.

Table 3. Effect of rG-CSF treatment on leucocyte and PMNL count in BALF

(n=4)
*before injection

様 の現象はTable3に 示 したごとくBALF中 の好 中

球数の経時変化で も認め られた。

3.肺 内生菌数の経時変化

Fig.2に 示 すように,亜 致死量感染 を行 った対照群

のモルモッ トでは感染4日 目までの肺内生菌数 は増加

を続けた。rG-CSF単 独 治療群の肺内生菌数 は対照群

との比較では有意差はみられなかった ものの感染の経

過中は常に低い傾向であった。CAZ単 独 治療群では,

さ らに生菌数が減少 したもののこれにrG-CSFを 加

えた併用治療群が感染経過中を通 じて もっとも生菌数

が低い傾向が認められた。

4.Legionella肺 炎 モデルの治療

致死量感染モルモッ トにおける各治療群の生存曲線

をFig.3に 示 した。対照群が5日 目 までにすべ て死

亡するのに対 して,rG-CSF,CAZの 両者 の併用群

では生存率が有意に上昇 した(p<0.05)。 両 者併用

治療群 と単独治療群の間には有意な差 は認められなか

った。Fig.4に 示 した体重変化の経時的観察では併用

治療群 とその他の群 の間 で有意 な差 が認 め られ た

(p<0.05)。

III.考 察

細胞内増殖菌であるLegionellaの 主 な感染防御機

構 は細 胞 性 免 疫 で あ る と され て い る3)。また,

Legionellaに よるモルモッ トの実験肺炎では感染初期

に肺胞内には大量の好中球の浸潤が認められ,こ れに

遅れてマクロファージが遊走 して くることが知られて

いる14)。

マ クロファージ内には生菌 を認めるが,好 中球内で

は菌抗原や菌体の破片 を認めても生菌を認めることが

少ない ことから7),Legionella感 染初期の感染防御に

は好中球を中心 とした非特異的生体防御の重要性が予

想されていた。事実,モ ルモッ トの好中球 を選択的に

減少 させた場合 にはLegionellaに 対 する感受性が上

昇することが報告されている鋤。

また,大 湾 ら5)に よるマクロファージの活性化を行

ったLegionella肺 炎 モデルの検討では,M-CSFを 感

染前か ら投与 開始 し,単 独投与で はLegionella肺 炎

に対 して無効 なβ-ラ クタム系抗生剤であるCAZと

の併用 により有意 に生存率 を上昇せ しめている5).

M-CSFと 同 じく,近 年あ らたに開発 された組み替
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Fig. 2. Effect of rG-CSF on multiplication of

Legionella pneumophila in lungs of sublethally

infected guinea pigs.

Viable bacteria were counted at intervals

after guinea pigs had been inoculated intratra-

cheally with 1•~104 CFU of the organism.

Treatment: closed squares: rG-CSF (100 pie

kg twice a day, n=3); closed triangles: CAZ

(40mg/kg per day, n=4); closed circles: rG-

CSF (100ƒÊg/kg twice a day) plus CAZ (40

mg/kg per day, n=4); open triangles: saline.

え型サイ トカインの一つであ るrG-CSFは ヒ ト末梢

血好中球数を増加 させ15),活 性 酸素産生能 を高め,

chemokinesisやchemotaxisis,貧 食 能,殺 菌能等 の

好中球機能 を高め る作用があ ることが報 告 されてい

る16～18)。

ヒトの組み替え型G-CSFはTable1やFig.2に 示

した結果から,モ ルモット好中球 に対 してもヒ トの場

合とほぼ同様 に作用す ると考 えられ,治 療実験にはこ

のrG-CSFを 用 いた。 また,併 用する抗生剤 として

は,細 胞 内移行の不良なβ-ラ クタム系抗生剤19)は,

細胞内寄生菌で あるLegionellaに 対 して,臨 床的 に

も20)in vivoで の実験的検討21)で も効果が認 められな

い。その中 でCAZはin vitnで のMIC値 が 低 く,

細胞外に存在する菌 に対 しては抗菌力 を発揮すること

が予想されるので,本 実験ではCAZを 用 いた。

この両者の併用 により,好 中球 に貧食 され た菌 は

rG-CSFに よ り活性化 された殺菌能 により殺菌 され,

細胞外に存在 する菌 に対 してはCAZに よ り殺菌 され

ることが推測され,相 加あるいは相乗効果が予想 され

Fig. 3. Therapeutic effects of rG-CSF in experi-

mental Legionella pneumophila pneumonia in

guinea pigs.

The guinea pigs were inoculated. with 5•~

106 CFU of L. pneumophila pneumonia Treat-

ment: closed squares: rG-CSF (100 ƒÊg/kg

twice a day); closed triangles: CAZ (40mg/

kg per day); closed circles: rG-CSF (100ƒÊg/

kg twice a day) plus CAZ (40mg/kg per

day); open triangles: saline. Each treatment

group consisted of 9 guinea pigs.
*p<0 .05 compared with control.

Fig. 4. Weight changes in lethally infected guinea

pigs.

Treatment: closed squares: rG-CSF (100

ƒÊg/kg twice a day); closed triangles: CAZ (40

mg/kg per day); closed circles: rG-CSF (100

ƒÊg/kg bid) plus CAZ (40mg/kg mid); open

triangles: saline.
*p<0

.05 compared with other treatment and

control groups.
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た。

亜致死量感染による治療実験系の末梢循環血中,な

らびに肺胞内の好中球動態は,感 染2日 目から極期で

ある感染4日 目の間の好中球の減少が,rG-CSFの 投

与群では対照群より軽減している傾向があった。これ

は投与されたrG-CSFに より,末 梢血中の好中球数

の増加 と遊走能が高められ,炎 症の場における好中球

漫潤を対照群より増加させたためと考えられた。ま

た,同 じ系で検討した肺内生菌数の経時変化からは,

この好中球動態が肺内の生菌数の減少に寄与している

可能性が考えられた。この肺内生菌数はCAZと の併

用でさらに減少する傾向が観察されており,両 者の併

用効果がみられるものと解釈される。致死量感染実験

系での生存率の上昇は,こ の生菌数の減少が関与して

いる可能性が考えられた。

感染局所に浸潤した好中球はその機能も上昇してい

ることが十分考えられるが,浸 潤した好中球を機能面

で評価する有用な方法はまだ確立したものがない。本

検討で行った浸潤好中球の量の評価は,rG-CSF治 療

群と対照群で有意差はなかったが,感 染症に対する

rG-CSF投 与の効果は好中球の数のみによるものでは

ないと考えられるため,機 能面での差の検討が可能と

なれば,あ わせて評価することで有意差が得られる可

能性はある。

致死量感染実験の結果は感染12時 間後からの1(}-

CSFの 投与でもCAZを 併用することで対照群と比較

して有意な生存率の上昇がみられた。さらに,各 治療

群の体重の経時的観察では,併 用治療群とその他の群

との間で平均体重の有意な上昇が見られた。

これらの結果より細胞内寄生菌であるLegionella

の肺感染の初期に,好 中球を中心とした非特異的生体

防御が重要であることが示唆され,早 期のrG-CSF

による好中球の活性化が,単 独では治療効果のみられ

ない抗生剤との併用によりすぐれた治療効果をもたら

すことが明らかになった。rG-CSFと 抗生剤との併用

効果についてはLegionellaの 感染以外でもす ぐれた

併用効果を示す報告がなされつつあり22～24),細胞移

行率の高い抗生剤とrG-CSFに との併用でも同様 に

すぐれた治療効果が期待できるものと思われる。
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Synergistic effect of recombinant human granulocyte-colony stimulating

factor (rG-CSF) and ceftazidime in the treatment of

experimental Legionella pneumonia in guinea pigs

Takayuki Miyara

The First Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, University of

the Ryukyus, 207 Uehara, Nisihara-cho, Okinawa 903-01, Japan

We investigated the antimicrobial chemotherapy-enhancing effects of recombinant human gran-

ulocyte-colony stimulating factor (rG-CSF) in treating experimental pneumonia caused by Le-

gionella pneumophila serogroup 1 (strain No.80-045). Polymorphonuclear leucocytes (PMNLs)

increased in circulating blood and the pulmonary air spaces of sublethally infected (1•~10 CFU/

body) guinea pigs following administration of rG-CSF (100ƒÊg/kg twice a day). The increased

number and heightened function of PMNLs contributed to a reduction in the number of bacteria in

the lung, leading to a significantly increased survival rate in guinea pigs with lethal pulmonary

infections (5•~106 CFU/body), when combinated with ceftazidime, which has strong in vitro antimi-

crobial activity against L. pneumophila but is in effective in Legionella infection because of its lower

cell penetration. These findings show the importance of PMNLs in nonimmunospecific defences

against Legionella pneumonia, and suggest the usefulness of rG-CSF in combination with antimi-

crobial therapy.


