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In vitroとin vivoに おけるKlebsiella pmumoniaeの 増殖 に

およぼす抗菌薬 と白血球 の協力作用
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Klebsiella pnemonnに 対 するgentamicin,cefodizimeお よびceftazidimeの 再増殖抑制

作用におよぼす白血球の影響 をin vitroお よびin vimで 検 討した。各薬剤の4MICで 前処理

した菌の増殖は白血球存在下で薬剤非処理菌に比べ抑制 された。一方,マ ウスの敗血症モデル

において,菌 の増殖 は各薬剤投与 によ りX線 照射 マウスに比べて正常お よびG-CSF投 与

マウスで有意に抑制 された。 これ らのことより,gentamicinと ともにcefodizime,ceftazidime

にお いても生体防御因子 との協力作用により,再 増殖抑制効果の増強が認 められることが明ら

か となった。
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抗 菌薬の投 与 方法 につ い て は従 来 よ り抗菌 力 と体 内動 態

を中 心 と して 論 じ ら れ て きた が,近 年,postantibiotic

effect(PAE)が 注 目 され,薬 剤 投与 の重 要 な指 標 の1つ

と考 え られ て い る職 。PAEは 一 般 にcarbapenem系 を除

くβ-1actam剤 で はグ ラ ム陽 性 菌 につ い ての み に,ま た,

アミノグ リコシ ド,キ ノ ロ ンな どで はグ ラム 陽性 菌,陰 性

菌の広範 な菌 種 にお よん でみ とめ られ る。PAEの 測 定 は,

in vitroで は一定 濃 度 の薬 剤 で処 理 した菌 の再 増 殖速 度 を,

in vivoで は生体 内 の薬 剤濃 度 がMIC以 下 に い た った時 点

からの再 増殖 速度 を観察 す る方 法が 主 た る もの で あ る。 し

かし,臨 床 の抗菌 薬 投与 を考 え る場 合,宿 主 の感 染防 御 能

やsub-MICの 影響 な どを含 め た観 点 か ら検 討 す る こ とが

必要 と考 え られ る。

PAEに 加 えてpostantibiotic leukocyte enhancement

(PALE)3)や 最近postantibiotic sub-MIC effect4)な どが

検討 され,抗 菌 薬 の投 与 方 法 に関 して新 たな考 え方 が 導入

され よう として い る。

今 回,Klebsiella pneumoniaeを 用 い てgentamicin

(GM),cefodizime(CDZM)お よ びceftazidime(CAZ)

の ヒ ト多形 核 白血 球(PMN)存 在 下 に お け る再 増 殖 抑 制

作用 を観 察 し,さ らに生 体 内 に お け る作 用 を検 討 す る ため

にマ ウス敗 血症 モ デ ル にお け る 白血 球 の 影響 を検討 した 。

1.材 料 と 方 法

1.使 用薬剤

Gentamicin(GM,Sigma),cefodizime (CDZM,

大鵬 薬品工業),ceftazidime (CAZ,日 本 グラクソ)

を使用した。

2.使 用菌株

スキムミルク保存のK.pnmmoniaeBK株 を使用

した。培養に はheartinfusionbroth(Difco)を 用

い,37℃,18時 間培養 した後,同brothに て10倍 に

希釈しさらに2時 間振邉培養した。なお液体希釈法に

よるMICはGM 0.78,CDZM 0.20,CAZ 0.20μg/

mlで あった。

3.使 用動物

ddY系,雄,4週 齢 のマウス(SLC)を 使用 した。

なお,マ ウスは感染前4日 間G-CSF(キ リン)2μg

また は8μg/mouse/dayを 皮下投与 した もの,感 染

3日 前 にX線65Gyを 照射 した ものお よび非処理 マ

ウス を使 用 した。X線 は実験小 動物X線 照射装置

(MBR-1505R,日 立)を 用いた。 また,こ れ らマウ

スについて感染当日に末梢血液中の白血球分画 を測定

した。

4.薬 剤処理菌に対するPMNの 貧 食殺菌作用

*徳 島市川内町平石夷野224-2
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Heart infusion brothで 培 養したK.pneumoniu

BK株 を各薬剤の4MICを 含 有する同brothで 最 終

106cfu/mlに 調製 し,1時 間 ゆるやかに振燈培養 した。

この菌液 を10倍 に希釈 し,そ の0,1mlを ヒ トPMN

を ヒ ト血清15%添 加 したminimum essential medi-

um(極 東)に 加 え,全 重を1mlと した(PMN:106

cells/ml)。 これ を37℃ で振邊 し,経 時的に生菌数 を

測定 した.ま た,PMNを 添 加 しない場合 についても

同様 に測定 した。 ヒ トPMNは,健 常人 より採取 し

た血液 を4.5% dextran溶 液 と混合後5℃ で静置 し,

その上清 をFicoll-paque比 重液 に重層,400Gで30

分 間遠心 して分離 した。Invitroで のPAEは 、薬剤

処理後の菌数が110g10増 加 するのに要する時間よ り

薬剤非処理菌の菌数が1log10増 加 す るのに要する時

間 を引いた時間(h)と した。PMNを 添 加 した場合

は薬剤処理菌がPMN添 加 時の菌数 に戻 る時間 よ り

非処理菌がPMN添 加 時 の菌数に戻 る時間を引 いた

時間(h)を 各々のPAEと した。

5.マ ウス敗血症モデルにおける薬剤の増殖抑制作

用

Heart infusion brothで 培 養した菌液を10倍 に希

釈 し,0.1ml(3×106cfu/mouse)を マ ウス尾静脈内

に接種 して敗血症 モデル を作成 した。薬剤は5mg/

kgを 菌接種2時 間後に皮下投与 し,経 時的にマウス

を放血致死 させ血中生菌数を測定 した。1群 マウス数

は3～6匹 とし,採 血は腋下より行った。In vivo PAE

は,薬 剤投与マ ウスの血中濃度がMIC以 下 になる時

点の血中菌数が110g10増 加 するのに要す る時間よ り

非投与マ ウスの菌数が薬剤投与時か ら1log1。 増加 す

るのに要す る時間を引いた時間(h)で あ らわ した。

なお,感 染マウスにおける血中濃度測定は,GMで は

Bacillus subtilis ATCC 6633を,CDZM, CAZで は

Escherickia coli JCM 6225を 検 定菌 とす るバイオアッ

セイ法により行 った。算出 したtime above MICは

GM2.2, CDZM 8.7, cAZ 2.1時 間 であった。なお,

5mg/kg投 与時の各薬剤のCmax(μg/ml),T1/2(h),

AUC0-∞(μg・h/ml)はGM7.29, 0.39, 7.61, CDZM

9.26, 2.99, 51.56, CAZ 22.66, 0.26, 18.59で あ っ

た。

II.結 果

1.薬 剤処理菌に対するPMNの 再 増殖抑制作用

各薬剤4MICで1時 間処理 した菌 のPMN非 存 在

下および存在下で培養 したときの生菌数変化をFigs.

1,2に 示 した。

PMN非 存 在下 においてはGM処 理菌 で長時間 に

わ た り再 増殖 抑制 が認 め られ た。 そ れ に対 して

Fig. 1. Growth of Klebsiella pneumoniae BK pretrea-

ted with antibiotics in the absence of polymor-

phonuclear leukocytes.

Bacteria were incubated with 4 MICs of the

antibiotic for 1 h.

Viable cell counts are shown as logarithmic

means•}SD of 3 samples.

Fig. 2. Growth of Klebsiella pneumoniae BK pretrea-

ted with antibiotics inthe presence of polymor-

phonuclear leukocytes.

Bacteria were incubated with 4 MICs of the

antibiotic for 1 h.

Viable cell counts are shown as logarithmic

means•}SD of 3 samples.

CDZM,CAZで は薬剤除去後に急激な再増殖がみら

れた。
一方,PMN存 在下では薬剤非処理菌において培養

2時 間後まで生菌数の減少がみられたが,そ の後再増

殖が起こり10時 間後には107cfu/mlに 達した。薬剤

処理時の生菌数減少は3剤 でほぼ同じであったが,培

養開始2時 間後の菌数減少はGM,CDZM処 理菌で

大きかった。GMで はその後の再増殖が認められなか
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ったが,CDZM,CAZで は非処理菌 に比 しゆるやか

に増殖した。これをPAEで あ らわす と,Table1の

ごとくGM,CDZMで3時 間以上,CAZで は0.8時

間であった。

2.マ ウス敗血症モデルにおける薬剤の再増殖抑制

作用.

感染当日における以下の3群 のマウスの末梢血中白

血球分画をTable2に 示 した。正常マ ウスの総 白血

球数は3,717cells/μlで あったが,X線 照射マウスで

は100cells/μl以 下 に減少 した。 また,G-CSF2μg

投与では12,908,8μg投 与では26,167 cells/μlに増

加した。分画をみると好中球数がG-CSF 2μg投 与で

正常マウスの約7倍 に,8μg投 与で約23倍 に増加 し

た。このようなマウスに対 して κpneumoniaeBK

株 を尾静脈内に接種 し,薬 剤5mg/kgを 投与 した と

きの血中生菌数変化をFigs.3～5に 示 した。

GM投 与マウスにおいてはいずれの処理マウスにお

いてもtime above MICが 持続す る2時 間まで急激な

菌数減少がみられ,そ の後4時 間 まで静菌的に推移 し

た後再増殖が認め られた。再増殖 はX線 照射 マウス

において顕著であ り次いで正常マウス,G-CSF(2,

8μg)投 与 マウスで あった。G-CSF2,8μg投 与 マ

ウスではいずれにおいて も12時 間以後菌数が減少す

Table  1. In vitro postantibiotic effect (PAE) of

antibiotic-pretreated Klebsiella pneumoniae

BK in the presence or absence of

polymorphonuclear leukocytes (PMN)

る傾 向にあった。

CDZM投 与 マウスにおいては,time above MICの

時間内でG-CSF投 与 。正常,X線 照射マウスの順に

菌数の減少が大 きく,そ の後X線 照射マ ウスにおい

て急激な増殖がみ られ たのに対 し,正 常,G-CSF投

与 マウスで はほぼ一定の菌数 を維持 した。

CAZ投 与 マウスではtimeaboveMIC以 後 の再増

殖がGM,CDZMに 比 べて速かったが,そ の速 さは

GM,CDZMの 場 合 と同様 にX線 照射>正 常>G-

CSF投 与 マウスの順であった。

また,こ れらの再増殖抑制作用をin vivo PAEと

してTable3に 示 した。GMで はG-CSF投 与 マウス

で11時 間以上のPAEを 示 し,次 いで正常 マウスの

3、5時 間,X線 照 射 マ ウス のL1時 間 で あ った 。

CDZM投 与 マウスではG-CSF投 与,正 常マウスで4

*P<0
.05 vs X-ray GM: gentamicin

Fig. 3. Growth of Klebsiella pneumoniae BK in the

blood of mice treated with gentamicin.

Each value is shown as the logarithmic mean

•}SD of 3 to 6 animals.

Table 2. Differential leukocyte counts in the blood of normal, X-ray irradiated and G-CSF treated mice

Mice were irradiated with 65 Gy from a cobalt-60 source 3 days before infection.

G-CSF was inoculated subcutaneously 4 consecutive days before the day of infection.



308 CHEMOTHERAPY MAR.1994

* P<0.05 vs X-ray CDZM: cefodizime

Fig. 4. Growth of Klebsiella pneumoniae BK in the

blood of mice treated with cefodizime.

Each value is shown as the logarithmic mean

•}SD of 3 to 6 animals.

*P <0 .05 vs X-ray CAZ: ceftazidime

Fig. 5. Growth of Klebsiella pneumoniae BK in the

blood of mice treated with ceftazidime.

Each value is shown as the logarithmic mean

•}SD of 3 to 6 animals

時間以上のPAEを 示 し,X線 照射マ ウスにおいては

PAEは 認 め られ なかった。CAZで はG-CSF投 与 マ

ウスにおいてもPAEは 認 め られなかったが。正常,

X線 照射 マウスの順 で再増殖速度が速 くな る傾向が

認められた。

III.考 察

抗菌薬の投与方法については,抗 菌薬の抗菌力と体

内動態を中心にこれまで多 くの検肘がなされ,薬 剤の

系統 によりその効果の発現が異なることが明 らかにな

ってい る。Eagleら5)に よ って最初 に とらえ られた

PAEは,そ の後多 くの研究者によってより深 く研究

され,一 般にin vitroに お いてはグラム陽性菌に対し

てほ とん どの抗菌剤がPAEを 有 するが,グ ラム陰姓

熱 こ対 して はβ-lactam剤(carbapenem系 を除 く)

はPAEを 有 さない ことが通説 となっているの近年,

PAEの 概 念 に対 して生体内における様々な因子を加

味 した考え方が導入され,in vivo PAEに 関与する要

因が検討 されている。McDomldら3)は,一 定時間薬

剤で処理 した菌を白血球存在下で培養すると菌の増殖

が白血球 を添加 しない場合 と比べて遅延する現象を認

め,こ れをPALEと した。 さらに清水 ら6),Fantin

ら7)はneutropenicと 正 常 の動 物 を用 いてin vivo

PAEを 検 討 し,正 常状 態の場合 はneutropenicの 場

合 に比べてPAEの 延 長がみられることを確認 してい

る。

今回の我々の検討 において,K.Pneumoniaeを4

MICのGMで 処理することによりinvitmPAEが 認

め られたが,白 血球存在下ではより強い再増殖抑制作

用 を示 した。CDZM,CAZは 白血球 非存在下では

PAEは み られなかったが,白 血球存在下では薬剤非

処理菌に比べて長時間の再増殖抑制作用を認めた。ま

た.G-CSF投 与 により白血球数の増加 したマウス,

正 常マウスお よびX線 照射 により作成した白血球減

少マウスを用いた敗血症モデルの検討では,い ずれの

薬剤投与 によっても血中生菌数の減少 は白血球数が多

いほ ど大 きく認められ,ま た再増殖 も抑制された。特

にPAEを 有 するGM投 与 マウスではその傾向が顕著

Table 3. In vivo postantibiotic effect of antibiotics in G-CSF treated,

normal and X-ray irradiated mice

Postantibiotic effect is expressed in hours.
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であ り,い わゆるPALEが このモデルにおいて も発

現された ものと考えられる。
一方
,CDZM,CAZに お いて もGMと 同様の作用

が認められたことは,in vitro PAEを 有 さない以上,

その他の要因が関与 していると考えねばならない。特

にCDZMはin vivo PAEと して算出 した場合,4時

間以上の値が得 られた。 この値 はGMよ りも大 きな

値である。

McDnaldら3)はampicillin,cefoxitinで 処 理 した

E.coliの 増殖が白血球存在下で抑制され ることを報

告し,Zhane1ら8)は ヒ ト髄液 と液体培地中でのPAE

を比較 し,GM,ciprofloxacinの み ならずcefota-

ximeに お いて も髄液中でのPAEを 認 めている。 ま

た,PAEに 魁 して補体8)や抗体9}な どの液性因子が増

強効果を有することが示唆されている。本実験 におい

ても,CDZM,CAZと 接 触 した菌がPMNの 食食殺

菌作用を受けやす くなっていることが明 らか とな り,

このことが白血球がより多いマウスにおいて強い増殖

抑制作 用 を示 した理 由 のひ とつ と考 え られ る。

CDZMと 白血球の協力殺菌作用のメカニズムについ

ては野村 ら10),Muratsuguら11)に よ り詳細 に検討 さ

れている。野村 らは,K.pneumoniaeは 葵膜 を産生

することにより白血球の食食作用に抵抗性 を示すが,

CDZMで 処理 された菌では菌体表層(英 膜)構 造の

変化に伴い疎水性,補 体親和性の亢進が観察 され,こ

れらのことにより食細胞 と菌体が容易に接触 し,次 い

で食食作用を受け殺菌 されることを推察 している。

Muratsuguら は,CDZMで 処理することによりStap-

hylococcus aureusの 菌体 表層電位が変化 し,白 血球

の食食作用を受 けやす くなることを示唆している。

近年,抗 菌薬 のin vivo PAEを 論 じる ときsub-

MIC期 における作用が注目されて きている。ア ミノ

配糖体 系 抗 菌 薬 に お い て はTorqvistら4)がAeu-

domonas aeruginosaに 対 してPAE期 にsub-MICの

amikacinを 添加す ると再増殖が抑制 される ことを報

告した。 また,Roosendaalら12)は,ラ ッ トにおける

K.pneumoniae肺 炎 モデルにおいてCAZの 血 中濃度

がsub-MICレ ベ ルであって も効力 を発揮 し,こ れが

生体防御 因子 との協力作用 によることを推察 してい

る。清水 ら13)も半 減期が長 くsub-MICが 持続する薬

剤は,半 減期 の短い薬剤 に比べpostantibiotic sub-

MIC effectを 有 した場合 により有効 に作用す ること

を示唆 している。sub-MICのCDZMと 各種生体防御

因子 との協力作用についても詳細 に検討 され,薬 剤共

存下で食食細胞14～15),補 体17～19)との協力殺菌作用 を

有することが明 らかにされている。マウス敗血症モデ

ルにおいてCDZM,CAZの 血中濃度がMIC以 下に

低下したときにみられた再増殖速度がX線 照射>正

常>G-CSF投 与マウスの順であったことは,MIC以

上の薬剤濃度と接触した菌が白血球に対して感受性が

高まったことの他に,sub-MICの 薬剤濃度 と各種生

体防御因子の協力殺菌作用があらわれたものと推察さ

れる。

なお,今 回の実験でG-CSF投 与マウスの全血ケミ

ルミネッセンス活性をzymosanを 刺激物として測定

したところ,好 中球数の増加に比例したケミルミネッ

センス活性の上昇が認められた。計算上の好中球1個

当たりの活性(全 血ケミルミネッセンス活性/好 中球

数>は 正常マウスの好中球と同じレベルであったが,

条件によっては好中球機能の上昇がみられる可能性も

あり,今 後の検討が必要と考えられる。

また,CDZMは マウスにおいても血中半減期が約

2.5時 間であり,ヒ トの場合と同等の長い半減期を有

するので,CDZMの 生体内での作用を推測しえるデ
ータになり得ることも考えられるかもしれない。
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In vitro and in vivo cooperative suppression of the growth of Klebsiella pneumoniae

by antibiotics and leukocytes

Tatsuya Uji, Tetsuo Furukawa, Chie Shimizu,

Akio Hyodo and Naobumi Ishida

Anticancer & Antimicrobial Research Lab. Taiho Pharmaceutical Co., Ltd.,
224-2, Ebisuno, Hiraishi, Kawauchi-cho, Tokushima 771-01, Japan

Kyoichi Totsuka and Kihachiro Shimizu

Department of Internal Medicine, Tokyo Women's Medical College

In vitro and in vivo effects of leukocytes on suppression of the growth of Klebsiella pneumoniae
treated with gentamicin, cefodizime and ceftazidime were investigated. When bacteria pretreated
with 4 MICs of each antibiotic were incubated with leukocytes, growth of the bacteria was
suppressed more than in the absence of pretreatment. Bacterial growth in a mouse sepsis model was
more suppressed in normal and G-CSF treated mice than in X-ray irradiated mice administered of

each of the antibiotics. These results confirm that not only gentamicin but cefodizime and
ceftazidime have suppressive effects on bacterial growth as a result of cooperative activity with host
defense mechanisms.


