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In its most fundamental sense,sepsis may be

defined as a syndrome of systemic toxicity resulting

from the presence of infectious agents or their

products in the blood.Clinically,the sepsis syndrome

is recognized by two or more of the following

symptoms:clinical evidence of infection,either fever

or hypothermia,tachypnea,tachycardia,evidence of

coagulation abnormality and some manifestation of

inadequate organ perfusion or function.As might be

anticipated,these symptoms would collectively

include a broad spectrum of clinical disorders and

would underscore both the difficulty of effective

therapeutic intervention and the potential for high

levels of morbidity and mortality.In this latter

respect,it has been estimated that more than

one-half million patients experience sepsis annually

in the U.S.alone,and that this is one of the most

common causes of mortality in the intensive care

setting1).Further,the frequency with which this

disease is seen has increased significantly by almost

five hundred percent during the past forty years.

Thus,sepsis and septic shock continue to merit

serious attention as causative factors of mortality,

particularly among the elderly and the

immunocompromised patient.

Infections with Gram-negative microbes have been

determined to account for approximately half of all

cases of sepsis reported.The incidence of

Gram-negative bacteremia in such patients is in the

range of 40-70%.Of importance,in patients with

Gram-negative bacteremia,the incidence of mortality

has been estimated to be approximately 40%,and

this figure increases to 50-70% when the patient is

in shock2).Perhaps one of the more significant

findings during the past several decades is that

patients with Gram-negative sepsis frequently

manifest endotoxemia; that is,the presence of

detectable biologically active endotoxin in the

systemic circulation.There have been many efforts to

correlate outcome in patients with Gram-negative

sepsis to specific levels of circulating endotoxin.

Many,but not all,have shown that such correlations

do exist with respect to adverse outcome (reviewed in

3).Perhaps one of the best of such studies is the

recent demonstration by Brandtzaeg and

collaborators that provides evidence of a direct

relationship between circulating plasma levels of

endotoxin and mortality in patients with

meningococcemia4).Further,in a more heterogenous

population of septic patients,a strong correlation

between an "endotoxin-cytokine" index and mortality

was established5.Thus,there would appear to be

reasonably good evidence to support the concept that

the presence of endotoxin in the circulation may

contribute to the pathogenesis of disease in septic

patients.

The potential causative role of endotoxin in the

pathogenesis of disease has not,however,been

predicated solely upon correlative relationships in the

septic patient.Indeed,the evidence from a variety of

additional sources would further support this

concept.For example,the administration of purified

endotoxic lipopolysaccharide (LPS) to experimental

animals,and,more recently,to healthy human

volunteers,has been shown repeatedly to faithfully

reproduce many of the pathophysiological symptoms

observed in sepsis.Further,specific antibody to

endotoxin has been shown to be significantly

protective in experimental models of Gram-negative

infections although,as will be discussed further

below,this question remains to be definitively

resolved in patients with Gram-negative sepsis.

Finally,endotoxic LPS is known to be among the
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most potent of microbial products for its ability to

induce production of proinflammatory cytokines in in

vitro culture with human monocytes.

It is now a well-established fact that LPS is a

major constituent of the outer membrane of

Gram-negative bacteria,where it functions both as a

molecular interface for the microbe to interact with

its external environment,and as a selective

permeability barrier for the bacterium.Release of the
LPS from the microbial surface markedly enhances

many of its biological activities,presumably through

enhanced accessibility of the biologically active lipid

region of the molecule6).LPS is a structurally complex

microbial macromolecule containing a highly

conserved lipid domain (termed lipid A),a partially

conserved core oligosaccharide domain and a

repeating polymeric polysaccharide domain,termed

the O-antigen.The almost ubiquitous ability of the

conserved lipid A region of the molecule to bind to,

and stimulate the activation of,host cellular and

humoral mediator systems (including macrophages

and monocytes,polymorphonuclear leukocytes,

endothelial cells and fibroblasts,to name but a few)

results in the generation of multiple imm-

unopharmacologic mediators that can contribute

to and exacerbate the inflammatory process initiated

by the nidus of infection (reviewed in 7).These

mediators include,but are not limited to,many of the

members of the interleukin family(e.g.IL-1,IL-6,

IL,-8),tumor necrosis factor a(TNF-a)and the

interfbrons(IFN-r,IFN-β).In addition,antiin-

flammatory cytokines,such as the IL-1 receptor

antagonist,may also be produced.Finally,it would be

important not to neglect the potential contribution of

humoral mediation systems such as the coagulation

and complement pathways,especially since both of

these systems are now known to be triggered by

purified LPS.It is the amplification of systemic

inflammation caused by the LPS-dependent

inflammatory pathways that is thought to be of

primary importance to the pathogenesis of

Gram-negative sepsis.This LPS-dependent pathway,

that we hypothesize functions independently to the

direct microbial proliferation pathway but also leads

to multiple organ dysfunction,is shown schematically

in Fig.1.

Probably some of the earliest clinical evidence to

support the concept of a pathway of tissue damage

during sepsis that was not dependent upon the

Fig.1.The pathogenesis of (Gram negative) sepsis.

presence of viable replicating microorganisms' was a

study published almost fifty years ago by Spink,Hall,

Shafer and Braude in early efforts to treat human

Brucellosis,a Gram-negative infection,with

antibiotics.In that study,published in 1948,seven

patients were treated with a combination of

sulfadiazine and streptomycin8).As noted in that

publication,however,these authors reported that "In

three instances (out of seven),therapy with

streptomycin had to be discontinued because of toxic

reactions to the drug such as fever."These studies

both prompted and provided fuel for the hypothesis

that the release of specific microbial factors,in

particular,endotoxin,following the administration of

effective antimicrobial agents to kill the bacteria,

might merit therapeutic targeting in order to further

reduce mortality in Gram-negative sepsis.

Since the development of the concept of targeting

endotoxin therapeutically was correlated in a

temporal way with the emerging concepts of

endotoxin structure as consisting of conserved (lipid

A,core oligosaccharide) and chemically diverse

(O-antigen) domains,it was a logical next step to

attempt to intervene therapeutically in Gram-

negative sepsis by passive immunotherapy with

antiserum directed against conserved antigenic

epitopes on the endotoxin molecule.Extensive in vitro

and in vivo animal models of Gram-negative

bacteremia and/or endotoxemia strongly supported

the hypothesis that such cross-reactive antibodies

may well serve a protective function in the

experimental models.These conclusions were further

supported when it was reported by Ziegler et al.2)in

1982 that a polyclonal human antiserum raised to a

heat-killed Gram-negative microbe expressing core

LPS structures as immunodominant antigens

significantly reduced overall mortality in patients
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with Gram-negative sepsis compared to a placebo

control in a well-designed randomized,double-

blinded,placebo-controlled clinical trial,This

important milestone publication in immunotherapeutic

intervention in Gram-negative sepsis established the

conceptual foundation for a variety of additional

therapeutic approaches designed specifically to deal

with the septic patient through targeting of

endotoxin.

Predicated upon the early success with polyclonal

anti-LPS antibody, and cognizant of the problems

attendant to treatment of patients with immunologic

reagents obtained from human volunteers,intensive

efforts were expended toward the generation and

clinical testing of monoclonal antiendotoxin

antibodies.During the late 1980's,two such

antibodies,one a mouse IgM(MAb-E5),and one of

human origin (MAb-HA-1A),both reported to be

directed against the conserved lipid A region of LPS,

were extensively evaluated.Of interest,in 1991,in

separate but similar randomized double-blinded,

placebo-controlled,clinical trials,both were reported

to have benefit to select subpopulations of septic

patients,although the populations of patients

reported to have benefited were not identical9,10).

While this finding may,on the surface,appear

surprising,especially given the reported similarity in

antigenic specificity of the two antibodies (lipid A),

the lack of competitive binding of the two antibodies

suggests a significant difference in epitope

specificity11) that may well have accounted for their

differing protective efficacies in patients with sepsis.

Nevertheless,these very promising preliminary

clinical trials with anti-lipid A antibody provided

some of the first definitive data that would establish

endotoxin as a significant factor in human septic

shock.It was,therefore, particularly devastating to

the field when subsequent repeat clinical trials with

these monoclonal antibodies failed to confirm the

protective efficacy observed in the earlier studies.

Indeed,these latter failures prompted Cross and

Opal12) to state,"Given the attention and

expectations surrounding the anti-endotoxin IVIAbs,

the disappointing results (of these repeat clinical

trials) raise the question whether the use of

anti-endotoxin antibodies in the treatment of sepsis

is still a viable concept."Given the potential

difficulties that are now appreciated with respect to

the conduct of clinical sepsis trials,some of which will

be discussed later in this review,it is perhaps

unfortunate that this conclusion has been adopted by

many investigators.

Parallel with the studies to explore antiendotoxin

antibodies as agents to target endotoxin,there have

developed a variety of alternative strategies that

have had the same overall objective,namely the

reduction and/or neutralization of circulating

endotoxin in the septic patient.In general,these

strategies can be grouped into four categories:a) 

antiendotoxin antibodies (both polyclonal,e.g.

immune globulin) and monoclonal antibodies;b)other

endotoxin binding reagents (e.g.bacterial permeability

inducing protein•\BPI•\or its N-terminal fragment,

endotoxin neutralizing protein from Limulus

amoebocyte lysate),synthetic or natural LPS/lipid A

binding peptides,and high density lipoproteins•\HDL,

c) soluble LPS receptors(e.g.CD-14) or antibody to

essential LPS signalling cofactors (e.g. antibody to

LPS binding protein•\LBP);and finally d) inactive

LPS/lipid A analogues/antagonists (e.g.lipid IVa,

Rhodopseudomonas spheroides diphosphoryl lipid A).

Each of these has been shown to be of significant

therapeutic benefit in the treatment of experimental

Gram-negative bacteremia/endotoxemia(reviewed in

13), and many are now under study in Phase II/III

clinical trials.

As an alternative to targeting the endotoxin

molecule itself,other investigators have focused upon

the cellular/humoral mediation pathways with

specific pharmacologic reagents designed to inhibit

mediator release.The concept behind this particular

approach is that it may be more efficient to direct

therapy at the (presumably more uniform) effector

cells, especially if the inhibition could be directed

selectively against production of one or more

inflammatory mediators implicated in the septic

pathway.To date,a spectrum of agents have been
successfully tested and shown to reduce lethality in a

variety of experimental models of sepsis.A partial list

would include dexamethasone,pentoxifylline and

derivatives (lisofylline),tyrophostins (tyrosine kinase

inhibitors),mRNA translation inhibitors (e.g.

guanyihydrazone),adenine nucleotide (nucleoside
analogues and even protease inhibitors(e.g.TNF-a

protease).Some of these agents have also been
recently reviewed with respect to their specific mode

of action13).While this approach would appear to be

reasonable,the majority of the agents under study
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have not yet been evaluated in clinical trials,and it

would be premature to predict their potential for

success.

One of the more attractive therapeutic approaches

during the past decade has been to target the actual

proinflammatory mediators,with a goal of reducing

or eliminating the systemic inflammation triggered

by endotoxin.The majority of these studies have been

predicated upon the seminal findings of Beutler,
Milsack and Cerami published in 1985 that

demonstrated that rabbit polyclonal antibody to

TNF-a was protective in a mouse model of

endotoxemia.On the basis of these observations,

Beutler et al.concluded that "cachectin/TNF is one of

the principle mediators of the lethal effect of

endotoxin"14)While there can be little question about

the validity of that conclusion,based upon the data

presented,it would,nevertheless,be relevant to point
out that,in actuality,the and TNF-a antibody used

in those studies shifted the normal dose response

lethality profile by only two to threefold to the right

(i.e.increased the LD50 by that amount).These

results were,however,sufficiently compelling to

promote extensive preclinical and clinical efforts to
target this and related cytokines (e.g.IL-1) in

reduction of lethal sepsis.The results of some of these

clinical trials will be summarized below and

discussed within a more general framework of clinical

sepsis.

The recent appreciation of the fact that the

induction of the inflammatory response is usually

either accompanied by,or followed by,a

compensatory antiinflammatory cascade has

prompted a number of investigators to pursue

therapeutic approaches using recombinant 

antiinflammatory proteins to treat experimental

sepsis.To date,the best studied of this class of

therapeutic agents has been the IL-1 receptor

antagonist (IL-lra)although both recombinant IL-10

and IL-11 have also begun to receive attention.Once

again even though these agents have demonstrated

considerable promise in experimental models of

infection,it would be premature to predict their

potential for efficacy in the septic patient.Clearly,
however, such studies merit additional attention.

The final experimental approach that has also

targeted specifically the endotoxin molecule is based

upon the concept that LPS,as an integral constituent

of the outer cell membrane of Gram-negative

bacteria,is unable to manifest its full endotoxic

potential until it is released in soluble form into the

external environment.One physical-chemical reason

that has been given for this is that the biologically

active component of LPS,lipid A,is not readily

accessible for interaction with host inflammatory

mediator cells or humoral mediator systems when

present in the microbial outer membrane.In this
respect,the available experimental evidence would

suggest that free,soluble endotoxin is between

25-100-fold more active than the equivalent amount

of endotoxin when it is microbe bound or associated

with microbe-sized particlee.

There are a number of mechanisms that could,

under some circumstaces,contribute to the release of

endotoxin from the microbe surface.These include
"shedding" of LPS from the microbe during normal

physiologic growth,a process that can be
demonstrated with many Gram-negative

microorganisms in vitro,but is recognized to be of

particularly major potential significance in
meningococcal infections.Complement-mediated

lysis of bacteria through the membrane attack

complex also results in the release of LPS as does

microbial death,either natural or following uptake

and digestion via host phagocytic cells.Perhaps most

important among potential mechanisms of endotoxin

release,however,is the demonstrated ability of

antibiotics to promote production of soluble

non-microbe associated endotoxin.This is

particularly true in the case of cell wall-active

antibiotics,where recent date have established that

antibiotics with equivalent M.I.C.for a given

becteria,but different specificities in terms of

penicillin binding protein interactions,differ
significantly and quantitatively in their ability to

generate soluble endotoxin.As shown first by
Jackson and Kroppm,in vitro treatment of

Pseudomonas with ceftazidime,a third generation

cephalosporin with preferential binding specificity for

penicillin binding protein (PBP-3),resulted in much

greater amounts of endotoxin release than did
equivalent treatment with imipenem,a carbapenem

with PBP-2 binding specificity.Additional studies of

these investigators that provided compelling data

using scanning electron micrography,support the

concept that the underlying reason for these

differences was that ceftazidime promoted the

formation of long bacterial filaments(with a resulting
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large increase in microbial biomass);in contrast,

imipenem promoted the production of spheroplasts

with only very limited increases in microbial biomass.

Evidence that these differences may have direct

measurable consequences in experimental models of

sepsis has been provided by numerous investigators.

As shown by Bucklin and Morrison,in an

experimental mouse model of E.coli bacteremia using

D-galactosamine to sensitize the mice to the lethal

effects of endotoxin, imipenem was significantly more

protective than was ceftazidime under otherwise

equivalent conditions16).Further,the observed

differences could not be attributable to common

potential variables (e.g.dose,time,type of infection,

etc.).Essentially the same results have recently been

reported by Nakano and Kirikae17) using a similar

D-galactosamine model except that D-galactosamine

was given three hours after infection with

Pseudomonas.In fact,in these latter studies,

treatment with ceftazidime actually increased

lethality to 100% relative to saline treated controls

(50%lethality) whereas imipenem provided complete

protection against infection.In another experimental

model of experimental sepsis in rats,Opal et al.18)

showed that imipenem was more protective than

ceftazidime and that increased protection correlated

with decreased levels of circulating proinflammatory

cytokines.Whether such findings will be reflected in

decreased mortality in septic patients treated with

various antibiotics remains to be determined;

however,in one recently completed well-controlled

clinical trial of patients with urosepsis19),imipenem

was found to result in more rapid defervescence and

lower cytokine levels in urine,although the data were

not sufficiently different (due to large patient-

to-patient variation)as to preclude precise evaluation

of statistical significance. Such studies should,and

will be,continued and expanded.

Thus,based upon an impressive increase in our

knowledge regarding basic molecular and cellular

mechanisms that contribute to the development of

the sepsis syndrome,a variety of intervention

strategies have been developed and tested in

experimental models of bacteremia and/or

endotoxemia.These collective intervention strategies

are listed in Table 1,and their potential sites of

action shown in Fig.2.Several of these strategies

have been critically evaluated in clinical trials to

reduce mortality in the septic patient.Remarkably,

Table1,Intervention stzategies in bacterial sepsis

[1] Appropriate surgical intervention and/or antibiotic chemotherapy

[2] Supportive care

[3] Anti Endotoxin agents

anti-LPS (lipid A) antibodies

LPS binding proteins

soluble LPS receptors

LPS receptor antagonists

[4] Inhibitors of cellular activation pathways

[5] Anticytokine reagents

Anticytokine antibodies

Soluble cytokine receptors

Antiinflammatory cytokines[6] Antiinflammatory cytokinea

[7] Selective antibiotic chemotherapy (LPS release)

Fig.2.Thepathogenesisofbacterialsep8is

as recently pointed out by Freeman and Natanson20),

in the past 15 years more than 20 such Phase II/III

clinical trials,involving more than 7,500 septic patients,

 have been carried out.To date,virtually no

reproducibly beneficial therapies have emerged and,

in at least two or perhaps three of these studies,a

potentially statistically significant deleterious

manifestation of therapeutic intervention has been

suggested.It would be an understatement to conclude

that these findings have beesn both disappointing and

discouraging to the scientific medical community at

large and,more specifically,those interested in

treating the septic patient.

While it would not be possible to review in detail

the results of all of these clinical trials,it would,

nevertheless,be potentially instructive to consider

some of the reasons that might be contributing to

these clinical trial failures.Table 2 lists at least some

of the reasons that should be critically evaluated and

perhaps considered in the design of future preclinical

studies and/or their translation or extrapolation to

the treatment of the septic patient.The following

paragraphs will serve to briefly illustrate some of the

reasons that underlie the statements included in
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Table 2.Possible reasons for lack of demonstrable efficacy of therapies

to treat sepsis

・Animal models inappropriate
.

・Animal models unduly idealistic
,

・Different diseases require different therapies
.

・Wrong endpoints to evaluate efficacy

・Redmdancy of pathways makes intervention diffieult/impegsible.

Table 2.

Perhaps appropriate to the top of the list is the

question of the appropriateness of animal models to

the clinically septic patient.As pointed out recently

by Dinarello21),the selection for use of experimental

animals is far removed from the picture normally

present in the septic patient.The former are

normally young and healthy with a limited genetic

background and no existing co-morbidities.Many

animal species are relatively insensitive to both

infection and to microbial products such as endotoxin.

Selective advantages of therapeutic intervention can

be controlled by timing of treatment relative to

administration of the infective agent which is often

given as a bolus.In contrast,the septic patient may

well be older and have one or more existing

comorbidities.There is,in addition,considerable

potential genetic heterogeneity.Humans are

notoriously ultrasensitive to microbial products such

as endotoxin.Finally,prolonged preexposure to

infectious agents for variable often unknown time

periods,usually requires post-infection therapeutic

intervention.While such differences should not,a

priori,preclude experimental animal model testing of

new therapies,these differences should,nevertheless,

be acknowledged and appreciated in extrapolation of

animal model successes to the septic patient.

It is also possible,in large part based upon the

differences summarized in the preceding paragraph,

that animal models may always be overly optimistic

in predicting clinical outcome.In this respect,and as

part of virtually any developmental protocol

to establish an experimental model of infection/

lethality,a preliminary dose-response lethality

profile is established.A typical theoretical profile is

shown in Fig.3a (Control Group).Treatment with a

therapeutic agent generally results in a shift in the

dose response profile to the right,indicating

protective efficacy.Depending upon the extent of the

shift to the right and the slope of the dose response

lethality curve at the LD50 (inflection point),a dose

can usually be selected from which therapeutic

Fig.3.CONCEPT:Experimental models of endotoxemial

bacteremia/sepsis

efficacy in a standard Kaplan Meier time survival

profile can be clearly manifest (Fig.3b).With a

homogenous population of animals and treatment

regimen,the slope of the standard dose-lethality

curve is relatively steep,making it coordinately easy

to demonstrate statistical significance in a Kaplan

Meier survival study if an appropriate dose is

selected.If,however,the shift in the dose response

curve (Fig.3a) is relatively modest (e.g.2-3-fold),it

may well be impossible to translate such findings to

the admittedly more complicated situation of clinical

sepsis.It would seem clear that those therapeutic

strategies that are most effective in profoundly

changing the LD50 (as opposed to changes that are

modest but,nevertheless statistically significant)

would have a higher likelihood of clinical success.

A third point that remains to be fully explored

experimentally is that different diseases within the

general category of sepsis may require different

therapeutic approaches.A recently published study

by Remick and his collaborators illustrates this

point22).These investigators have explored the

contribution of TNF-a to pathogenesis of disease in

mouse models of bacteremia/peritonitis vs.endotoxin.

Using a neutralizing antibody to mouse TNF-a,

these investigators examined the protective efficacy

of this antibody in both BALB/c inbred and CD1

outbred mice following either challenge with purified



358 日本化 学 療 法 学会 雑 誌 MAY1997

LPS endotoxin or experimental peritonitis using the

cecal ligation and puncture (CLP) model.In

confirmation of the earlier published studies of

Beutler et al.14),these investigators also showed that

anti-TNF-a antibody would significantly reduce

LPS-induced lethality in Balb/C mice.In striking

contrast to these findings,however,Remick et al.

have reported that this same anti-TNF-a antibody

does not reduce LPS mortality in CD-1 outbred mice.

Further,in neither mouse strain was the anti-TNF-

a antibody capable of ameliorating septic death due

to cecal ligation and puncture.While the precise

reasons for these differences remain to be fully

established,they,nevertheless,underscore the

problems that can result when simple animal models

are extrapolated to more complex conditions of

infection.

An additional problem with therapeutic targeting

of a single mediator is the problem of redundancy in

the inflammatory pathways mediated by cytokines.

Thus,while endotoxin is known to promote the

synthesis and secretion of a variety of mediators,

including TNF-a and IL-1,it may be difficult,if not

impossible,to identify the "master" cytokine

responsible for all of the inflammatory events that

eventually result in shock,multiple organ dysfunc-

tion and death.

Thus,for example,decreases in mean arterial

pressure may be caused by local increases in nitric

oxide,prostaglandin E2 or platelet activating factor,

each of which may be generated by host defense

systems in response to endotoxin via pathways that

do not have an obligatory role for either TNF or IL-1.

Thus,the interference with one of these pathways

might not be expected to necessarily provide the

necessary degree of inhibition required to abrogate

LPS-mediated decreases in the mean arterial

pressure that contributes to septic shock.

Nor is the additive approach of targeting more than

one inflammatory mediator necessarily an

appropriate therapeutic strategy,even though

conceptually such approaches might appear logical.

This point is well illustrated in recently published

studies of Opal et al.23) who explored multiple

therapeutic intervention strategies in a rat model of

experimental Pseudomonas sepsis.In those studies,

it was shown that both a TNF-a binding (and

neutralizing) protein and the IL-1 receptor

antagonist protein each provided limited protection

against mortality in comparison to saline controls.

Importantly,however,when these two intervention

strategies were combined,the consequences were an

increased level of mortality.All of the animals died.

Thus,dual intervention was neither additive nor

synergistic but rather counterproductive.It should be

cautioned,however,that dual immunotherapy is not

always counterproductive as recently published

studies by Bucklin et al.24) have clearly documented

that monoclonal antibodies to IFN- y and to the IFN-

γreceptor  are clearly synergistic in their ablity to

protect mice against LPS lethality.

A final point to be addressed is the issue of clinical

endpoint to assess therapeutic efficacy of an

anti-sepsis agent.Current protocols routinely

evaluate efficacy on the basis of overall decrease in

28-day mortality due to all causes.While both

understanding and appreciating the factors that

dictate the adoption of this criterion,at least from the

practical point of view of patient survival,it may be
equally argued that such expectations are not totally

realistic in terms of the capabilities of the therapeutic

agent given once to a heterogeneous population of

very sick patients.By way of example,in the clinical

study of monoclonal antibody to TNF-a reported by

Abraham et al.25),it was reported that "there was no

decrease in mortality between placebo and TNF MAb

in all infused patients," and that "the differences in

mortality among shock patients treated with placebo

or TNF MAb was not significant (at 28 days)".In that

same study,however,it was also pointed out by

Abraham that"a significant reduction in mortality

was present 3 days after infusion of TNF MAb."

While it is difficult to speculate at this point on the

actual clinical significance of these findings,it does

bring into question an unequivocal conclusion that

would reject further study of anti-TNF MAb in the

treatment of sepsis.

In summary,it would appear that the past several

decades have taught us much about basic

mechanisms of pathogenesis of sepsis and septic

shock; however,much still remains to be learned.It

is unlikely that the incidence of sepsis will decrease

dramatically in the forthcoming decade and,thus,

therapeutic intervention strategies in addition to

surgical intervention and/or antibiotic chemotherapy

are critically needed.It is,in any case,reasonable to

conclude that microbial products such an endotoxin

as well as the inflammatory mediators generated,by
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host cells in response to endotoxin stimulation do,in

fact,contribute to the pathogenesis of disease,

although the precise relative contribution of these

factors may remain yet to be fully elucidated.It is

clear that therapeutic intervention strategies

developed to date have not been particularly effective

in reducing mortality and even these therapies would

benefit from more realistic and achievable endpoints

to assess their effectiveness before being totally

abandoned.
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シンポジウムI:マ クロライ ド薬の新 しい展開

司 会の こ とば

松 本文夫

神奈川県衛生看護専門学校附属病院

齋藤 玲

北海道大学医療技術短期大学部

抗菌薬療法の 目的は病巣内原因微生物の死滅ないし

増殖抑制であ り使用抗菌薬のpharmacodynamicsと

pharmacokineticsに よって,そ の有効性は規定される。

特 に感染病巣におけるミクロ的host-parasite-drug

relationshipが 重要な意味をもっていることは周知のと

ころである。

一 方
, 高齢者はじめ基礎疾患を有する患者が多数を

占める今 日の感染症患者に対する抗菌薬療法では特異

的宿主側条件とともに感染症以外の疾患に対する薬物

療法 との併用を考慮す ると適正かつ効果的安全な抗菌

薬療法の確立が要求される。

このような状況の中でマクロライ ド薬は約40年 の歴

史を有し,ペ ニシリンGに ついで古い抗菌薬の一つであ

るが,β-ラ クタム薬の開発の影にかくれて,そ の存在

す らうす らいだ時期もあった。しか し本系薬は14・16

員環につ ぐ15員 環の開発,特 殊な病原微生物に対する

抗菌作用,す ぐれた細胞内移行性 をはじめ,抗 バ イオ

フ ィルム作用,抗 炎症作用,免 疫抑制作用,気 管支粘

膜分泌抑制作用,モ チリン様作用な ど,多 くの注 目す

べ き特徴を有していることか ら,構 造活性相関の研究,

抗菌薬の解析方法,適 正抗菌薬療法の検討,他 の薬剤

との相互作用など当面する抗菌化学療法学の研究テー

マの好適材料としても注目されている。

今学会において中山一誠会長がマクロライ ド薬 をシ

ンポジウムとしてとりあげられた理由もここにあるも

の と考えられる。マクロライ ド薬の基礎的臨床的特徴

について幅広 く討議することは時間的制約があるので

本 シンポジウムでは構造 と活性,抗 菌スペク トラムと

Sub-MIC効 果,細 胞内濃度と感染部位への移送,体 内

動態の特徴 と臨床,Non Antibiotic effectsな どについ

てそれぞれの演者からご発表いただいたが,抗 菌薬化

学療法学の発展のためにマクロライ ド薬の現状把握 と

臨床的意義 について会員各位 とともに活発 な討議が展

開されることを切望する。

1)構 造 と活性

森本繁夫

大正製薬株式会社 ・創薬研究所

マクロライ ド(Macと 略)と い う名称は大環状 ラク

トンに各種の糖が結合 した構造を有する天然抗生物質

に対 してR.B.Woodwardが 提唱 した(1957年)こ と

を起源 とする。現在,Macは 抗菌物質のほか免疫抑制,

抗腫瘍,抗 原虫,抗 真菌など各種の作用を示す大環状

ラク トン化合物 も含めた総称 として用い られている。

Macは そのラク トン環の大きさによって分類 されるが,

本シンポジウムでは細菌用 として臨床上重要な14お よ

び16員 環Mac薬 についてその構造と活性について述

べる。

Mac薬 としては14員 環のerythromycin(EM),

oleandomycin,16員 環のspiramycin,leucomycin,

josamycin,midecamycinな らびにそれ らのいくつか

の誘導体が各種感染症の治療に繁用されている(16員

環tylosin類 は動物薬として使用)。Mac薬 は β-ラクタ

ム剤が無効なMycoplasma,Legionella,Chlamydia

な どの特殊細菌に対 し強い抗菌力 を示すことから,そ

の有用性が再認識されている。一般に14員 環Macは

16員 環に比較 しin vitro抗 菌力が強 く,ま た培地の

pHが 高くなるか血清添加により抗菌力が増強する。反

面,14員 環はMac耐 性を誘導する。ア ミノ糖部分が代

謝されやすい,薬 物相互作用を起 こしやすい,モ チ リ

ン様の消化管運動促進作用等の性質を有す る。 これ ら

14と16員 環の違いはラク トン環に結合するアミノ糖

の性質と中性糖の結合様式に起因すると考えられる。

EMはMac薬 の中で最強の抗菌活性を有するが,グ

ラム陰性菌への弱活性,耐 性誘導能,酸 性での不安定

性,低 い血中濃度や尿 中回収率,胃 腸管刺激作用等の

欠点を持つ。これ らの改良を目的に多 くの構造変換研

究が行われ,い くつかのエステル類,塩 類がプロドラ

ッグとして開発 されたが,ほ とんどの誘導体では抗菌

活性はEMよ り弱いものであった。一方,抗 菌活性発

現に必須な部位 として2'位 水酸基,3'位 アミノ基,9

位 カルボニル基(オ キシム基やアミノ基も活性示す),

3位 中性糖,1位 ラク トン ・エステルなどが明 らかに

なった。

EMが 酸性で不安定がある理由はその化学構造に起

因する。すなわちEMは 酸の存在下で6お よび12位

水酸基,9位 カルボニル基が関与する反応により速やか

に失活体へ変化する。1980年 代に入 りEMの6位 変換

体clarithromycin(CAM),9位 変換体roxithromycin,

dirithromycin,azithromycin(AZM:含 窒素15員 環)

など多 くの誘導体が相次いで合成 ・開発 された。 これ
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らは"ニ ューマクロライ ド(New Mac)"と 総称 され,

いずれ も前述 したEMの 酸分解反応が阻止されるため,

EMに 比べ 高い酸安定性 を示す。 また強い(特 にin

vivo)抗 菌活性 を示 し時 にCAMは グラム陽性 菌,

Chlamydlia,H.pylori,M.aviumな どに,AZMはH.

influengaeに 抗菌活性 を増強 している。 さらに,New

Macは 薬物相互作用や 胃腸管運動促進作用を減少 し,

また体内動態,血 中濃度,持 続性,組 織移行性,細 胞

内移行性の面で良好 な性質を持つ ことが特徴である。

しか しNew Macも グラム陰性菌には未だ抗菌力が不十

分で,ま たMac耐 性菌にはEM同 様無効で耐性誘導能

も有 している。活発な構造変換研究がさらに進められ,

構造 と抗菌活性 についての多 くの情報が得 られている。

分子内へのア ミノ基や水酸基導入はグラム陰性菌に,

そしてラク トン環上へある種の芳香環導入や中性糖部

分の変換はMac耐 性菌に対 し抗菌力を増強させる傾向

にある。

最近報告されたケ トライ ド類(CAMの3位 中性糖を

除去 した後ケ トン体としたもの)はNewMacよ りさら

に高い酸安定性 と強い抗 菌力を有 し,耐 性誘導能がな

く,良 好な体内動態 を示す ことか ら注 目されている。

また,Mac薬 が示す抗菌活性以外の多種多様な生理作

用と化学構造の関係はまだ不明の点が多 く,興 味ある

課題である。また今後の新 しいMac誘 導体開発の方向

性 ・可能性も考察した。

2)抗 菌ス ペ ク トラ ム とSub-MIC効 果

舘田一博

東邦大学医学部微生物学教室

エリスロマイシンは開発後40年 を経た抗菌薬である

が,そ の臨床 における有用性 は現在において も依然と

して高い。その理由としては,特 異な抗 菌スペ ク トラ

ム,優 れた細胞内移行性,体 内動態,そ して予期せぬ

sub-MIC効 果などが考えられる。特 に呼吸器における

持続性緑膿菌感染症やヘ リコバクター感染症への有効

性が確認 されたことによ り,ま す ますマクロライ ド剤

の応用範囲は広がっている もとの考え られる。 また,

次々と新 しい特徴 を有 したマクロライ ド剤が開発 され

ていることはご承知の とお りである。この中で も近々

臨床応用される15員 環系のアジスロマイシンは,そ の

構造学的な特異性に加え,優 れた細胞内移行性 とグラ

ム陰性菌への抗菌活性の強化などの特徴 を有 している。

本シンポジウムではこれらマ クロライ ド剤の抗菌活性

に関 して,現 在 までに報告されているレジオネラ,マ

イコプラズマ,ク ラミジア,ヘ リコバ クターなどの病

原体に対する抗菌活性 をレビューして報告した。 また,

新 しいマクロライ ド剤の登場による抗菌スペク トラム

拡大の可能性についても報告 した。特に欧米ではHIV

感染患者における非定型抗酸薗症 に対 してマクロライ

ド剤の優れた臨床効果が報告 されている。それに加え,

最近ではHIV感 染患者に合併 した トキソプラズマある

いはクリプ トスポロジウム感染症 に対 しても本剤併用

療法の有効性が報告 されている。幸いに も本邦におい

ては欧米に比 しまだHIV感 染患者は多くないが,今 後

確実に増加することが考え られることか ら,こ れ ら感

染症に対する本剤の臨床効果については十分に熟知 し

ていなければならない。その他 にも,臨 床応用には至

っていないがライム病,マ ラリア,あ るいはカリニ感

染症 に対するマ クロライ ド剤の有効性 も実験室 レベル

で報告 されている。以上のように,マ クロライ ド剤は
一

般 細 菌 か らマ イ コ プ ラ ズ マ,ク ラ ミ ジア,リ ケ ッチ

ア,そ してさらに抗酸菌や真 菌,原 虫にまでその抗 菌

スペク トラムの拡大が認められている事実をレビュー

して報告 した。

またマ クロライ ド剤のsub-MIC効 果については,

その体内動態,細 胞内移行性 を考慮 した上で,生 体内

におけるマクロライ ド剤が病原体 におよぼす影響の可

能性について報告 した。 この点に関 しては,試 験管内

で測定されるMICは マクロライ ド剤の生体内効果を正

しく反映 しているのか,も し試験管内 と生体内効果で

乖離がみ られるとすればどのような因子が関与 してい

るのか,な どの疑問点について緑膿菌に対するマクロ

ライ ド剤のsub-MIC効 果を中心に報告した。その中で

最も重要な知見は,マ クロライ ド剤 においては通常の

24時 間培養では緑膿菌に対 して殺菌的には作用 しない

ものの,さ らに培養時間を延長して48,72時 間と培養

時間を延長する。すなわち菌 と抗菌薬の接触時間を長

くすることによ り本剤 は緑膿菌に対 して殺菌作用 を発

揮するという結果を報告 した。 この事実 は,暴 露時問

依存的な殺菌作用(exposure-dependent bactericidal

activity)と 言えるものである(Tateda K,et al.AAC

40:2271,1996)。 また,本 剤はsub-MICレ ベルにおい

て緑膿菌の菌体外酵素,ア ルギネー ト,あ るいは色素

な どの 病 原 因 子 の 産 生 を抑 制 す る,い わ ゆ る

bacterial-virulence suppressing activityを 有してお

り,こ れら作用 と臨床効果 との関係 についても報告 し

た。 これら作用をまとめると,マ クロライ ド剤は生体

内において緑膿菌による慢性持続性呼吸器感染症 をコ

ロニゼー シ ョンに シフ トさせ る作 用(infection-

to-colonization promoting activity)と してその有効性

を発揮 しているのか もしれない。マ クロライ ド剤の臨

床における有効性 を本剤の菌側への作用だけでは説明

で きるものではないが,本 剤 の緑膿菌 に対す るsub-

MIC効 果が臨床における有効性に関与 していることに

疑いはないものと考えられる。
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3)マ ク ロ ラ イ ドの 食 細 胞 内 濃 度 と感 染 部 位

へ の移 送

榎垣一憲

ファイザー製薬株式会社中央研究所

ニューマクロライ ド系抗生剤(新MC)の 薬物動態

的特徴 として,ロ キ シスロマイシンおよびクラリスロ

マイ シン(CAM)の 様 に高い血 中濃度の持続性 と,

CAMや アジスロマイシン(AZM)に 見 られるように良

好な組織内移行が挙げ られる。従来のエ リスロマ イシ

ン(EM)や ジョサマシインは経口投与された場合,胃

酸や酵素による分解 を受 けやす く,生 物学的利用率が

低いが,新MCは これ らに対して安定であ り高い生物

学的利用率を示す。

抗生剤の生物学的利用率 と薬効 を論じる場合,血 中

濃度のみならず,組 織内濃度,さ らには感染部位の濃

度を考慮すべ きであろう。 この観点か らCAMは 肺組

織内濃度が高 く呼吸器感染治療に適 した体内分布を示

す。また,AZMは 高い組織内濃度を示し,さ らにその

濃度が長時間持続す る特性 を持つ。 ヒ ト組織で半減期

は60～80時 閥におよぶ。ラットにAZMを 経口投与し

た場合,胸 腺,脾 臓,リ ンパ節ならびに骨髄等の組織

内濃度は比較的高く,持 続性 を示す。これは以下に述

べるようにAZMが 好中球やマクロファージなどの食細

胞内に高濃度に保持され,こ れ らの組織 に分布 してい

るためと推定される。

食細胞中の抗生剤の濃度については,従 来より細胞

内寄生菌への効果が注 目されてきたが,薬 物動態的観

点か ら食細胞による薬物の感染部位への移送について

も注 目される。新MCの うちAZMや ジリスロマイシ

ンなどマクロライ ド環上に も塩基性基を持つ薬物は,

食細胞中に特に高濃度にかつ長時間保持され,食 細胞

の感染部位への遊走に伴い,感 染部位へ高濃度に送達

されるものと考えられている。 このような,食 細胞に

よる薬物の標的組織への送達は,phagocyte deliveryと

も言われている。

各種抗生剤の食細胞内移行を見てみると,β-ラ クタ

ムやアミノグリコシド類の移行は低 く,マ クロライ ド

類の移行は高いとされる報告が多い。新MCの うちア

ジスロマイシンの細胞内移行は特に高い。以下にAZM

を中心にphagocyte deliveryに ついて紹介する。

AZMと ヒ ト多核白血球を24時 間インキュベー トし

た場合,EMは 細胞外液の約20倍,AZMは200倍 以

上の濃度で細胞内に取 り込まれる。実際にイヌにAZM

20mg/kg,5日 間経口投与 した場合の多核白血球なら

びに単球内濃度は血漿中濃度の100～ 数100倍 の濃度

に達する。

また食細胞に取 り込まれたAZMの 細胞か らの放出は

緩やかであることが報告 されている。 このように,食

綱胞中に長時間保持 されることが食細胞による薬剤の

感染部位への送達に重要である もの と考えられる。一

方,in vitro試 験で食細胞にAZMを 取 り込ませた後,

S.aureusと 共にincubationす ると,AZMの 放出が促

進される。 このことは,食 細胞が細菌を貪食 した場合。

細胞内の薬物が細胞外に放出されることを示唆 してお

り,感 染部位への薬剤の送達 において興味ある現象で

ある。

AZMで 観察されるこのような現象については,以 下

のように説明される。すなわち。AZMは 生理的pH下

ではある程度の割合で生体膜 を通過 しやすい分子型 と

して存在するため,細 胞膜を通過 し,細 胞内へ取 り込

まれる(能 動輸送の可能性 も飴議されている)。細胞内

ではAZMは 酸性顆粒であるライソゾーム中に移行 し,

イオン化 されライソゾーム内に トラップされる(脂 質

親和性 を示すマクロライ ド環もイオン化するため,膜

透過性が低下することによる)。 このことがAZMが 食

細胞中に高濃度に長時間保持されるメカニズムである

と考えられる。 また,食 細胞が細 菌を貪食 した場合,

ファゴゾームが形成され,ラ イソゾームと融合するこ

とにより,ラ イソゾーム中の酸が中和 され,イ オン化

していたAZMが 膜通過可能な分子型に戻 り,細 胞膜を

通過 して細胞外に放出される。

実際に動物試験によりAZM,EMな らびにペニシリ

ン-G(PCG)を 感染モデルマウスに投与 し,感 染部位

への薬物の分布を検討 した。

マウス背部皮下にSaureusを 染み込ませたペーパー

デ ィス クを埋め込み,処 置5日 後に20mg/kgの
14C-AZM お よ び14C-EMを 経 口 投 与,14C-PCGは 静 脈

内投与した。全身オー トラジオグラフ ィーにより感染

部位の薬物の分布を検討 した。AZMの 場合,感 染部位

以外の多 くの組織では経時的に濃度が低下す るのに対

し,感 染部位の濃度は逆 に経時的に高くなり,24時 閥

後では局部的に周囲の濃度よりかな り高い濃度を示し

た。感染部位の組織像 を見てみると,好 中球ならびに

マ クロファージなどの食細胞が高密度に集積 しており,

また ミクロオー トラジオグラフィーによる検討の結果,

食細胞の集積部位 と薬物の分布が一致 した。これ らの

ことはAZMが 食細胞により感染部位へ移送されたこと

を示唆 している。EMで は投与初期で感染部位濃度は

周辺組織 より僅かに高濃度を示 したが,そ の濃度は投

与後6時 間では低下 し,24時 間では完全に消失 してい

た。このように,AZMで 観察された感染部位 における

高濃度の分布がEMで 見 られなか ったのは,EMは

AZMに 比べ食細胞中への移行比が低いことな らびに保

持される時間が短いため,感 染部位へ移送 されるまで

に食細胞からEMが 遊離するためと思われる。このよ
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うに,食 細胞 による薬剤の移送が成立するためには,

食細胞 による薬剤の保持時間も重要な因子であると考

えられる。食細胞中にほとんど取 り込まれないPCGは

組織内濃度の減衰が速 く,投 与後6時 閥以降の感染部

位への分布はまったく認め られなかった。

感染部位におけるAZMの 薬効については動物試験で

検討された。ラ ット背部皮下に空気 を注入 し作成 した

ポーチ内にSmreusを 接種し,AZMの 薬効をセフェ

ム系薬物や フル才 ロキ ノロ ン系 薬物 と比較 する と,

AZMは これ らの薬剤より強くかつ長時間菌を抑制する

ことが確認された。

臨床試験成績では各種疾患,特 に呼吸器感染症 にお

いても高い有効率を示 した。AZMはin vitroのMIC

は他の薬剤と比較 して特 に優れているわけではないが,

臨床試験で好成績を示す要因の一つ として上述のよう

な食細胞によるAZMの 感染部位への移送の結果,感 染

部位の濃度が高濃度に維持されることが挙げられる0

AZMの ようにMCの うち,マ クロライ ド環上に塩基

性基を持つ ものはphagocyte deliveryの 観点から興味

ある薬物動態を示すものと思われる。

4)体 内動態 の特 徴 と臨床

柴 孝也

東京慈恵会医科大学内科第二

マクロライ ド薬の体内動態は呼吸器,皮 膚組織など

への良好な移行 を特徴 としていた。 しか し,近 年では

悩組織,肝,胆 道,腎 などへす ぐれた移行を示す こと

や,好 中球へのそれもす ぐれていることも知 られるよ

うになってきている。本 シンポジウムでは,ニ ューマ

クロライ ド薬の体 内動態の特徴を教室の成績を中心 に

検討し,若 干の考察を試みた。

本系薬は1991年 にいわゆるニューマクロライ ド薬と

呼ばれるroxithromycin(RXM),clarithromycin

(CAM)が 体内での血中半減期(T1/2)の 長い誘導体 と

して臨床の場 に登場 した。さらに,認 可が待たれる骨

格として15員 環のazithromycm(AZM)が ある。こ

れらを含むニューマクロライ ド薬の特徴 と体 内動態の

面か ら略記する。

1.血 清内濃度,尿 中濃度

Roxithromycin(RXM)の 体内動態:健 康志願者に本

薬を15mg,Midecamycin acetate(MOM)600mgを

cross over法 により検討した。最高血中濃度(Cmax)は

RXMが5.15μ9/ml(2時 間後),MOMが1.34μ9/ml

(30分 後)に 達 し,以 後の血中半減期(T1/2)は それぞ

れ6.83時 間,0.69時 間であった。使用後8時 間までの

尿中回収率はRXMで5.1%,MOMで2.1%で あっ

た。

Clarithromycin(CAM)の 体 内 動 態:CAM200mg,

EM400mgを 空 腹 時1回 内 服 させ た・CAMは 内 服2

時 間 後 のCmaxは1.03μg/mlに 達 し,T1/2は3.53時 間,

血 中 濃 度 曲 線 下 面 積(AUC)は6.87μg・h/mlで あ っ

た。EMで はCmax 1.56μg/mlは 内 服2時 間後 にT1/2は

1.78時 間,AUCは6.05μg・h/mlで あ り,CAMは 丁協

に お い て有 意 に 長 く,ま たEMの 半 量 使 用 にか か わ ら

ずAUCは 大 きな 値 を示 した 。 使 用 後12時 間 まで の 尿

中 回収 率EM3.6%,CAMは36、9%と 良 好 で あ っ た 。

Azithromycin(AZM)の 体 内 動 態:北 里 研 究 所 バ イ

オ マ トリ ッ クセ ン ター に お け る 健 康 成 人 男 子 志 願 者 の

成 績 で は 次 の 通 りで あ っ た 。AZM250,500,1,000

mgを 単 回投 与 した 際 の 血 中濃 度,尿 中排 泄 で は投 与 後

2～3時 間 後 の そ れ ぞ れ のCmaxは0.24,0.58そ して

0.74μg/mlで あ り,容 量 と の 間 に ほ ぼ 相 関 が 認 め ら れ

た 。AUCは1.73,3.32そ して729μ9・h/mlと 容 量

に応 じて 高 く,大 き く な っ て お り,血 中 半 減 期(T1/2)

は投 与 初 期 に は3～4時 間 で あ る の に対 して48時 間 ま

で で は20時 間前 後 と な り,さ らに168時 間 ま で で は

60～70時 間 とな り,時 間 と と も にT1/2の 延 長 が 認 め ら

れ た 。 尿 中 排 泄 は500,1,000mgで の 投 与 後168時 間

まで で 約9%で あ っ た 。

検 討 し た 薬 動 力 学 的 パ ラ メ ー ター に つ い て は,EM

とCmaxを 比 較 す る とRXMで は 高 値,CAM,AZMで

は 低 値 で あ っ た 。APCはRXMで は大 き く,CAMで

は 差 が な く,AZMで は小 さ くな って い た 。

2.好 中球 へ の 移 行

AZMの 血 液 細 胞 成 分 へ の 移 行 性 をみ た 成 績 は以 下 に

示 す 通 りで あ る 。(A.WILDFOER:Antimicrob Agents

Chemother.Jan.1996)。

AZM500mgを3日 間 内 服 し経 時 的 に検 討 した 結 果,

血 清 中.赤 血 球 へ の 移 行 に 比 べ,好 中球,単 球 に お け

る 高 い 移 行 性 で 持 続 す る こ と を特 徴 と して い る とい う。

こ の 際 の薬 動 力 学 的 パ ラ メ ー ター は好 中 球 で のCm"は

114mg/l,単 球 で34mg/1と 血 清 に お け る0.40mg/1に

比 較 して 高 く,AUCで は好 中球 で6,291h・mg/l,単 球

で886h・mg/lで あ り好 中 球,単 球 で 極 め て 高 い値 を示

して い る 。

3.好 中球 機 能へ の 影 響

貧 食 能(Phagocytosis):EMで は,血 清 中 の濃 度 依 存

的 に 好 中 球 の 貧 食 能 を 亢 進 さ せ る こ と が 証 明 さ れ,

CAMで もや や 弱 い も の の 同 様 の 成 績 を得 た 。

遊 走 能(Chemotaxis):こ こで もEMは 濃 度依 存 的 に

遊 走 能 の 亢 進 を認 め,CAMに お い て もEMよ り も弱 い

もの の遊 走 能 の 増 強 を認 め た 。

4.細 胞 外 カ ル シ ウム 濃 度,カ ル シ ウ ム拮 抗 薬 の 影 響

In vitroの 実 験 に お い て 細 胞 外 カル シ ウ ム を キ レー ト

させ,濃 度 を低 下 させ た状 態 で のEM,RXMの 好 中 球

内 移 行 を 検 討 し た(E.M.TAIRAG:Antimicrob
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Agents Chemother.Aug.1995)。

コントロールと比べ,約5%と 細胞内への移行をお

さえ られることを証明している。 さらに,カ ルシウム

拮抗薬であるベラパ ミル(ワ ソラン(1))が250,500μM

存在下におけるマ クロライ ド薬の好中球への取 り込み

は,500μMの 方がマクロライ ド薬の取 り込みを抑制し

ていた。 ここで も濃度依存的にマクロライ ドの取 り込

みを阻止 していた。

5.マ クロライ ド薬の移行性からみた臨床的有効性

マクロライ ド薬の体内動態,組 織移行のす ぐれた臓

器は,肺,気 管支,副 鼻腔,歯 槽,扁 桃,唾 液腺,肝,

前立腺,脳,皮 膚な どか ら食細胞 を含む白血球などが

あげ られ,こ れ ら体内動態から有効な感染症 として期

待 される疾患は,呼 吸器感染症,歯 科 ・口腔外科領域

感染症,耳 鼻科領域感染症,泌 尿器 ・生殖器感染症,

浅在性化膿性疾患などである。

6.マ クロライ ド薬の今後の展開

組織移行性の優れた薬剤が臨床使用 されるようにな

り,好 中球を含めた組織移行の検討が必要になるであ

ろう。

In vitroで カルシウム拮抗薬がマクロライド薬の好中

球への移行を妨げるという結果がでてお り,生 体内で

も同様の作用を引 き起 こすのか,さ らなる検討が必要

である。

マ クロライ ド薬の体内動態を理解す ることによ り,

広範囲において,臨 床使用が可能になると思われる。

5)Non Antibiotic Effects

齋藤 玲

北海道大学医療技術短期大学部

マクロライ ド薬(Mac)は 巨大な環状 ラク トン構造

を有 し,エ リスロマイシン(EM)を はじめとして,抗

菌作用を主たる薬理作用 とする抗菌薬 として使用され

て きた。近年.抗 菌作用以外の新 しい作用についての

見直しが,多 くの研究者によ り検討 されている。これ

らの作 用 は きわめ て 多彩 で あ り,こ こで はnon

antibiotic effectsと 表現 してまとめた。Bryskierら

(1995)は,Macの 構造―活性による分類を示してい

る。その作用は,抗 菌,抗 真菌,抗 寄生虫,抗 炎症,

心血管系(抗 不整脈,降 圧),胃 腸管蠕動促進などをあ

げている。抗菌作用以外の生物活性 として,伊 藤,大

村 ら(1984)は,EMに 腸管蠕動促進作用を示す.モ

チ リン(消 化管ホルモ ン)作 用を発見 した。モチリン

のアゴニス トとして抗菌作用を示さないEMの 誘導体

として,EM-523,EM-574な どが作 られ,そ の効果の

検討が行われている。 また,開 発時に免疫抑制効果が

認められたFK-506(タ クロリムス)は 免疫抑制剤とし

て臨床使用されている。本剤 は23員 環で広い意味で

Macに 含まれるものである。

Non antibiotic effectsと して,も っとも注目されて

いるものは,抗 炎症作用であるが,Bryskierら は,こ

の作用に?を つけている。個々の作用機序についての

明確 な結果がない とのことであるが,我 が国において

は,多 くの新知見があ り,多 様な研究が行われている。

工藤(1987)は,び まん性汎細気管支炎(DPB)に 対

するEMな ど14員 環マクロライ ドの少量長期療法の有

効性 を報告 している。その作用機序は,(1)細 菌の排除

がな くても病気は改善すること,(2)感 染性を持たない

緑膿菌感染例でも改善す ること,(3)EMの 血中 ・喀痰

中最高濃度は1μg/ml程 度であ り,有 効例 と非有効例

に有意差がみ られない,な どの臨床症状 より,抗 菌作

用によらない抗炎症作用などの薬理作用によるものと

考えられた。その奏効機序 として,気 道の分泌抑制効

果,慢 性炎症の抑制効果,細 菌その ものに対す る効果

などに分けられ,多 くの研究が行われている。気道粘

膜の炎症病態に対するEMの 作用 として,(1)気 道上皮

細胞のC1-チ ャンネル障害による水分泌とムチ ン産生の

抑制による過剰分泌抑制作用,(2)好 中球遊走因子遊離

抑制による好中球集積抑制作用,(3)リ ンパ球,マ クロ

フ ァー ジなどに対する作用,な どがあげ られている。

細菌その ものに対する効果は,本 来ならば抗菌作用で

あるが,Macは 緑膿菌に対 しては抗菌力はないといわ

れている。緑膿菌の病原性規定因子 として,内 毒素,

外毒素A,外 毒素S,エ ラス ターゼ,プ ロテアーゼ,ロ

イコシジン,フ オスホリパーゼ,グ リコリピ ッド,ス

ライム,色 素などがあげ られている。これ らに対 して

Macの 緑膿菌に対する効果 として,外 毒素A産 生抑制,

エラスターゼ産生抑制,フ オスホリパーゼC産 生抑制,

ロイコシジン産生抑制,ア ルギネー ト産生抑制,バ イ

オフ イルム形成障害,線 毛運動阻害物質産生抑制,好

中球走化性因子産生抑制などがあげられている。 これ

らの作用が,緑 膿菌による感染病態 を改善するものと

考え られる。だが,こ れが非抗菌作用 としてみるべ き

ものか,抗 菌作用 とすべ きかは今後の課題である。炎

症,免 疫細胞への作用 として,好 中球,リ ンパ球,単

球,マ クロファージなどへの影響を,ヒ ト,動 物など

で多 くの研究が行われているが,種 々の条件が異なる

結果もあって,明 確な解答 を得 るにはなお時間が必要

である。

これらMacのnon antibiotic effectsに より,気 道炎

症をもつ感染性疾患 として,DPB以 外にも,慢 性気管

支炎,気 管支拡張症,慢 性副鼻腔炎(成 人,小 児),小

児滲出性中耳炎,気 管支喘息などに用い られ,炎 症病

態に対す る有効性があげ られている。特に気管支喘息

は,Macは 古 くか ら用い られ,そ の抗炎症作用を追跡

できる疾患である。Kaplam(1959)は,感 染性の喘息
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患者 に トリアセチルオレア ンドマイシン(TAO)の 使

用で,喀 疲の分泌量を減少 させ,副 腎皮質ステ ロイ ド

剤の投与量を減少することに注 目を示 した。Fox(1961>

は,TAOが ス テ ロ イ ド代 謝 に 影 響 す る こ と,

Goncharova(1963)は,EMな どに副腎皮質刺激作用

があると報告 した。Itkin(1970),Spector(1974>な

どは,ス テロイ ド依存性気管支喘息患者で,TAOは 嬉

疾の減少,ス テロイ ドの減量などの効果 を認め,ス テ

ロイ ド代謝 について検討 している。その作用機序 とし

て,TAO,EM-e8tolateは 肝障害を起 こすので,そ れ

との関連性を考慮 している。我が国では,水 谷(1977>

が動物実験でEMの ステロイ ド類似の作用を認め,そ

の非抗 菌 性作 用 と して報 告 してい る。1977年 に

WeinbergerがTAOと テオフィリンの相互作用につい

て報告し,ス テロイ ド様作用は,薬 剤相互作用による

と断定し,こ の問題に終止符を打ったが,疑 問の残る

ところである。堀(1996)は,視 床下部一下垂体一副

腎系においてMacの 影響を報告 した。 また,気 管支喘

息に対するMacの 有用性 も報告 され,そ の作用機序に

ついても再検討されることであろう。

DPBに 対するEMの 作用として,好 中球の集積を抑

制することがあ り,そ の機序を応用 し,各 種疾患 に用

いられている。未熟児の慢性肺障害,虚 血再潅流障害,

ブレオマイシン肺障害 と間質性肺炎,イ ンフルエ ンザ

ウイルス感染症,ク ロー ン病などと,血 管新生抑制効

果,抗 腫瘍効果を期待 して悪性腫瘍 などについても検

討が行われている。Macのnon antibiotic effectsと し

て,DPBの 経験 にもとづ き,抗 炎症作用がクローズァ

ッブし,そ の作用を有効に活用すべ く,種 々の疾患に

用いられているが,そ の作用機序の解明など今後 に多

くの問題が残されている。

シンポジウムII:化 学療法は何故効 き,

何故効かな くなるか

司会 の 言葉

国井 乙彦

帝京大学医学部第二内科

橋本 一

北里研究所生物機能研究所

感染症学会東 日本地方会,化 学療法学会東 日本支部

会,お よび細菌学会関東支部会の合同シンポジウムと

して,3学 会に共通 して深い関連のある 「細菌の薬剤耐

性」 に関す るもの として,こ のテーマがと りあげ られ

ることとなった。薬劇耐性の領域では,も っとも一般

的なペニシリン分解酵素がセフェムもこわすようにな

ったこと,MRSAや 肺炎球菌のベータラクタム耐性に

見 るように,種 の違 う幽から耐性遺伝子が移行 して・

宿主の染色体に挿入 した り,組 み換えを起こ した りし

て耐性化 した りすること,ま た緑膿菌などに見るキノ

ロン耐性化に伴 う多剤耐性化が,癌 の化学療法で以前

か ら知 られていた多剤耐性化 と共通する排 出機構 を持

つ ことなど,新 しい話題が多 くなってきた。現実の感

染病巣では,複 数菌感染があ り,1菌 種の場合 でも。

種々の耐性型のものが混在 していて,時 に治療 を誤ら

せ る。 またメチ シリンや新キノロンで,耐 性度が高度

化 し,そ れが2種 以上の耐性機構 によることも分かっ

て きた。すなわち。同じ薬剤に対するMICの 変化でも,

異なる遺伝子の変異による異なる作用点の変化が積み

重なることがあ り,そ れが菌種 によって順序が違って

いた りする。現在 は薬剤耐性 も多元的であ り,化 学療

法 も多元的であることが要求 されている。

細菌 も,他 のあらゆる生物 と同 じように,そ の固有

の性質 を発現 させ るために,DNAか らは じまって

RNA,タ ンパク質にいたる情報伝達系に変わ りはない。

薬剤 はこれ ら情報伝達の種々の段階,お よびその後の

物質代謝における酵素阻害であ り,基 質 と拮抗 し,ま

たは酵素や基質を修飾 して,菌 の分裂,生 存を不可能

にする。

菌の薬剤耐性機構 は大別 して,相 手である薬剤 を変

えて無害な ものにする方法 と,自 分 自身を変えて害を

受けな くする方法 とある。相手を変える場合,こ れを

薬剤の不活化 といい,分 解 と修飾とある。分解の例 と

しては,ベ ータラクタマーゼの他 にもマクロライ ドの

環状構造 を切るエステラーゼ,ま たテ トラサイクリン

を酸化的に分解する系などが知 られている。修飾の例

としては,ア ミノグリコシ ドをリン酸化,ア セチル化,

アデニ リル化する諸酵素が もっともよくしられ,マ ク

ロライ ドやボスホマイシンでもリン酸化が知られている。

自分自身が変わる場合,薬 剤の作用点が変化する場

合と薬剤が作用点に到達 しないようにする場合 とある。

作用点の変化 とは,酵 素やその基質が質的にか量的に

変化 して薬 剤 の作用 を受 け な くなる場 合 で あ り,

MRSAや 肺炎球菌のペニシリン耐性はPBPの 質的変化

により,腸 球菌のペニシリン耐性はPBPの 量的変化の

例である。腸球菌のバ ンコマイシン耐性の場合 は,基

質とも言 うべ き細胞壁構成単位の構造 を変え,薬 剤の

作用を受けなくしている。サルフ ァ剤、 トリメ トブ リ

ム,ボ スホマイシンなどで も酵素の質的変化が知 られ

ている。新キノロン耐性の場合は,DNAジ ャイレース

の他に,ト ポイソメラーゼIVも 作用点であることが新

しく知 られきてた。両酵素のキノロン感受性が,菌 種

によって異なるのも興味ある点である。

薬剤が作用点に到達 しない耐性機構 は,以 前は透過

性変異 として述べ られてきた。緑膿菌が多 くの薬剤に
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耐性である理由の1つ は,ポ ー リンの透過孔が小 さい

せいであるし,ボ スホマイシンは細胞膜に於ける糖の

透過系 を介 して菌体内に入るので,そ の変異で耐性 と

なる。その変異に数種の遺伝子が関係 している。ほと

んどのテ トラサイクリン耐性は,排 出タンパクによる

ことが分かっているが,最 近,特 に緑膿菌で,い わゆ

る多剤耐性機構(Multiple Drug Resistance,MDR)

が明 らかにな り,キ ノロン,ア ミノグリコシ ド,ク ロ

ラムフェニコールなど,構 造も,作 用機序 も違 う多 く

の薬剤に同時に耐性になる排出 タンパクが知 られて き

た。この機構は,1970年 代から知られていた癌細胞の

多剤耐性機構と似ているが,癌 の場合はATPを エネル

ギー源 とす る膜 タンパ クか ら構 成 されていてABC

(ATP-Binding Cassette)フ ァミリーと総称 されてい

るのに対し,微 生物の場合は,Proton-motive Forceを

エネルギー源とする違いがある。微生物における薬剤

耐性機構 を癌 における薬剤耐性 と対応 させて考察する

のは,上 のMDRが,癌 で解析される方が早かったこ

とでも意義の深いことである。

今回のシンポ ジウムでは,以 上の考察の流れにそっ

て,そ れぞれの分野の最先端で活躍 してお られる5人

の演者に話題提供をお願い した。今回の基礎的考察が,

複雑な化学療法の現実にどう適用 されたらよいか,も

っとも新 しい示唆 を各各員の方が読み取 られたら幸い

と思う。

1)標 的(PBPs)の 変化 に よる β一ラ ク タム

系薬 の耐性

生方公子

帝京大学医学部臨床病理

はじめに

欧米より問題 となったペニシリン(PCG)耐 性肺炎

球菌(PRSP)の β-ラ クタム薬に対する耐性機構は,

標的のPBPに 対する薬剤の親和性の低下であることが

知られている。 日本においては1970年 代にすでに存在

していた とい う報告 もあるが,そ れが事実であるとす

るなら,な ぜそれか ら20年 も経過した今日において急

速 に増加 しつつあるのかという疑問も生 じる。このこ

とは1980年 代の初めにMRSAが 急速に増加したこと

と対比 して興味深い。

PRSPの 出現 と薬剤感受性

我々が1980年 以前に小児の呼吸器感染症から分離し

た菌株,な らびに1988年 前後に東京大学医学部附属病

院で収集 された菌株について詳細に解析 した成績では,

前者は0.016μg/mlに ピークを有する1峰 性の分布で

あったが,後 者ではPBP遺 伝子の変異した菌株が認め

られ,そ れ らのMICは0.031～0.125μ91mlヘ シフ ト

していた。 この時期はちょうど小児科 においてPR8P

感染症が注目されはじめた時期に一致 している。

このような状況下で ヂペニシリン耐性肺炎球菌研究

会」は1993年 に発足 し,3年 聞にわたって全国各地か

ら4,255株 を収集し解析 を行った。 これらの株のPCG

に対する感受性分布は0.25μglm1に 谷間を有する2峰

性分布である点が特徴である。NCCLSの リコメンドで

は薬剤の体 内動態に もとづ き,感 性(PSSP),中 閥

(intermediate:PISP),耐 性の3つ に分類 されるが,

そのブレイクポイントは必ずしも明確ではない。PRSP

は他のβ一ラクタム系薬に対 して もMICは 高 く,交 叉

耐性 を示 している。 しか しなが ら,そ の中ではカルバ

ペネム系薬がPRSPに 対 して比較的優れた抗菌力 を有

しているということもある。

β一ラクタム系薬の標的 としてのPBPs

PSSPで は分子量の大 きい順にPBPIA,1B,2ん

2B,3と 通常5本 の蛋白のバ ンドが見い出される。各

薬剤のMICとPBPに 対する親和性の閲係は,1Aに 約

40%結 合する点が もっともよく相関している。次いで

2Bと2Aで あるが,MICと の相関は1Aに 比 してはる

かに低い。このことは裏返すとPBPIAを コー ドする遺

伝子変異が耐性化のkeyに なっていることを意味して

いる。 また,こ のPBP1Aは 新 しく合成されるペブチ ド

グリカンの架橋反応,PBP2Aは 隔壁合成における架橋

反応,PBP2Bは 肺炎球菌特有のランセ ット型の形態保

持に関与 していると推測される。
一方

,PRSPに おいてはこれらのPBPの うち,脇

2B,お よび2Aの 薬剤親和性が低下 している。同時に,

2Xと 呼ばれる新たなバ ンドが認め られる株もある。つ

まり,こ れ らの酵素蛋白をコー ドする遺伝子が変異 し

ているのである。

遺伝子変異 と耐性度との関係

多 くの菌株についてPBPを 調べ ることは必ず しも容

易ではないことから,PCRに よって遺伝子変異を解析

した。PCGの 感受性 とPBPIAと2Bの 遺伝子変異の

関係をみると,025μg/ml以 上ではほとんどの株で両

遺伝子が変異 している。1A,あ るいは2B単 独変異の

菌株のMICは0.063～0.25μg/mlで ある。MICO。031

μg/ml以 下では変異は認められず,感 受性成績と遺伝

子変異とはよく相関している。

一方,CTXの 感受性分布にPBPIAと2X遺 伝子の

変異の有無 を重ねると,両 遺伝子が同時に変異した株

のMICは やは り0.125μ91血1以 上で,真 の感性菌のそ

れは0.016μg/ml以 下である。

要約すると,2Bあ るいは2X遺 伝子が変異すると

PCGやCTXのMICは 真の感性 レベルか ら約10倍 上

昇 し,さ らに1A遺 伝子が変異するとMICは さらに10

倍程度上昇するということである。

日本 で検出 され るPRSPの80%以 上は,既 に
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PBPIA,2B,2Xの3つ の遺伝子が変異 した株 なので

ある。

PRSPの 臨床的意義

一説 によれば
,こ のようなレベルでの耐性菌は臨床

的にはさしたる問題をもたらさないという意見 も聞か

れる。しか し,研 究会によって集積 され、解析 された

成績か らは,小 児においては化膿性髄膜炎,肺 炎,敗

血症,中 耳炎の起炎菌 として きわめて重要であること

が浮き彫 りにされている。特に化膿性髄膜炎では血清

型6型 のPRSPが 重嬰であることが示されている。中

耳炎か らの肺炎球菌は血清型19型 のPRSPが 圧倒的に

多 く,治 療に難渋している症例が見受けられる。

小児に較べ,成 人の化膿性髄膜炎例か らは耐性菌は

少な く,む しろ重症感染症 を惹起 しやすいムコイ ド型

のペニシリン感性の3型 が多 く,そ の他 には昔か ら病

原性が強いといわれていた14型 や6型 がみ られ,発 症

後に急速に予後不良となっている例が散見 される。

おわりに

以上,肺 炎球菌を例にとり標的PBPsの 変化 による

耐性機構 と臨床における耐性菌の意義について述べた。

2)不 活化 に よる耐性 とその対 策

井上松久

北里大学医微生物

1980年 代 に入 り上市 された抗 菌薬は,主 として

quinolone系 薬 とβ-lactam系 薬である。そのため,現

在感染症の治療 には主にβ-laCtam系 薬やqUinolone

系薬 が 使 わ れ て お り,次 い でmacrolide系 薬,

aminoglycoside系 薬(AGs),あ るいはfo8fomycin

(FOM)が 使われている。これ ら抗菌薬の抗菌力は強 く,

感受性菌が1段 階変異によって臨床で問題 となるよう

な高度耐性菌になる確率 は低い。 ところが,現 実には

当初我々が予想 もしなかった耐性菌が臨床分離菌の中

から分離されてきている。臨床分離細菌が抗菌薬を不

活化す ることに よって耐性 を獲得 し得 る抗菌薬は β

一1actam,AGs,FlOM,chloramphenicol(CP)と 限

られている。 しかも不活化酵素の主なものは外来性の

遺伝子によるものであ り,内 在性の遺伝子が関与す る

不 活 化 酵 素 は グ ラ ム 陰 性 桿 菌 のclassC型 β

-lactamase ,K.pneumoniae,P.mirabilis,P.

vulgarisのclass A型 β-lactamaseに よる耐性が挙げ

られる。 したが って,施 設,診 療科間でのAGsや β

-lactam系 薬などに対する耐性菌の疫学的動向を把握す

れば耐性菌出現の背景を知る大 きな手がかりとなる。

ところで,使 用頻度が減 った抗菌薬は前 よりも良好

な感受性を示すことが多い。事実,現 在AGsの 使用量

は減 る傾向 にあ り,そ れに伴 って臨床分 離細 菌での

AG8耐 性菌分離頻度は大 きく減少 している。抗薗藁の

使用量が減れば耐性菌は選択 されず,む しろ減ること

を示唆 している。そ こで,化 学構造類似の抗菌薬をあ

る一定期間使用停止に した り,施 設聞,診 療科 聞で互

いに異なる抗菌薬を使 うことは耐性菌出現防止対策の1

つの方法である。 また,AG8の 中ではABKがMRSA

に対 して強い抗菌力を発揮する。これはMRSAが 保有

しているAG8双 頭醇素APH(2")1AAC(6,)に 対して

ABKはGMに 比べて大きなKm値 を示すためである。

すなわち,ABKはGMに 比べてAPH(2")1AAC(6')

に対 してより基質になり難いことがABKの 優れた抗薗

力の理由である。不活化酵素 との親和性の低 い抗菌薬

を選ぶ ことが,耐 性菌 をよ り選択 しない対策と言えよ

う。この他,CP耐 性菌 も減少傾向にある。

化学構造類似の抗菌薬は大な り小 なり交差耐性 を示

す。 したがって,当 初効いた抗菌薬 と言 えども構造類

似の抗菌薬の使用を繰 り返せぱ高度耐性菌を選択する。

たとえば,E.cloacaeか ら第一世代cephem薬 耐性菌を

選択すると種々の酵素量の変異株が選択 され,選 択濃

度が高 くなるほど酵素多量産生株が得 られる。これは,

第一世代cephem薬 がclas8C型 β-lactamase

(CEPase)に よって容易に加水分解がされる(Vmaxが

大 きい)た めであ り,選 択濃度が増すと耐性菌の選択

頻度は下がるものの酵素量の多い変異菌が濃縮 されて

くる。この結果は,classC型 β-lactamase産 生に複

数の遺伝子が関与 していることを示す。一方,第 三世

代cephem薬 は酵素との親和性が強く(&が 小 さい),

Vmaxも 小さい。すなわち,酵 素にcephem薬 が容易に

補足 されるものの,補 足 されたcephem薬 は酵素か ら

解離 し難いため酵素は失活状態 を保つ。その結果,余

分の第三世代cephem薬 が抗菌力 を発揮す る。 また,

高濃度の第三世代cephem薬 による耐性菌の選択率は

低いが,選 択された変異菌の酵素量は第一,二cephem

薬耐性菌に比べてさらに多 く,中 には質的変異菌も分

離 される。 これに対 して,cefepime,cefozopran,

cefpirome等 の新 しいcephem薬 は,第 三世代cephem

薬 よりさらに大 きなK屑 値を示す。そのため第三世代

cephem薬 が有意に耐性 を示す量の酵素産生菌に対 して

もcefbpimeは 感受性 とほぼ同程度のMICを 示 し,耐

性菌の選択率は4-32×MICで10-9以 下と低い。この

ように,β-lactam耐 性の主因はβ-1actama8eで ある

ことから,β-1actamase産 生菌 を選択 し難い抗菌薬あ

る い は投 与 方 法 を考 え る必 要 が重 要 とな る。 β

-lactamase阻 害剤による酵素の失活や外膜透過性の高

い抗菌薬を選ぶことも耐性菌対策の1つ の方法である。

β-lactamase産 生遺伝子DNAの 塩基配列をもとに

Amblerは,class Aは 典型的PCase,class Bは

carbapenemase(CBPase),class CはCEPase,
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class DはOXA型PCaseに 対応させ た。ESBLは

Amblerの 分類のclasss A型 β-ラ クタマーゼ群のこと

である。ESBL1は,TEM-1,2,SHV.1が 加水分解 し

得ないCTXあ るいはCAZな どのcephem系 薬を加水

分解するところか ら,酵 素の基質特異性が拡大 した と

い う意味 でExtended-Spectrum β-1actama8e8

(ESBLs),あ るいはBroad Spectrum β-lactama8e8

(BSBL8)と 呼ばれている。ESBL産 生菌の特徴は,

CTXあ るいはCAZな いしはAZTに 耐性 を示すが,

CFXやIPMに は感受性を示すこと,clas8A型 酵素で

あることか らclavulanic acid(CVA)に よって酵素活

性が阻害されるためABPC/CVAに 対しては感受性であ

る。また,MICも 用いる菌数によって左右 されるため,

できれば5×107cfu/mlを 用いてMICを 調べることが

ESBLを 見逃さないコツである。このESBLに よる耐

性菌はK.pneumoniaeや 瓦coliか ら検出され,ヨ ーロ

ッパやアメリカの老人病院やICUを 中心に院内感染菌

として分離されている。今のところ,我 が国ではTEM,

SHV型ESBLと は別の型のESBLが 出現してきてい

る。 これは,そ れぞれの国で繁用されているcephem

薬の結果 を反映していると考えられる。この他,我 が

国ではcarbapenem薬 を加水分解するplasmid支 配の

耐性菌が問題 となっている。 この酵素はclass B型

β-lactamaseで あ り,そ の活性保持 にZバ イオンを必

要とすることからmetalloenzymeと 呼ばれる。この酵

素は,CTX,CAZ,CFXPIPCに 加えてIPMな どす

べてのcarbapenem薬 を加水分解するが,AZTは 壊 さ

ない。 したがって,IPM,CTX,CAZ,CFX耐 性,

AZT感 受性であ り,CVAに よって阻害されず,EDTA

存 在 下 でIPMのMICは 感 受 性 に傾 く。 この

carbapenemase産 生菌は,感 受性菌に比べてすべての

carbapenem薬 に耐性を示すが,carabapenem薬 はそ

の外膜透過性が優れているため,少 ない菌数でMICを

調べるとやは り感受性 と見逃が して しまう。耐性限界

値を どこに設定す るか,ど の くらいの菌数をもちいて

MICを 求めるかによってかかる菌株の検出が左右 され

る。 したがって,抗 菌薬評価の菌数の問題を再検討す

ることも基礎結果と臨床成績 との差異 を少な くす る1

つの試みかもしれない。 β-lactamaseの 量的 ・質的変

化による耐性菌を早 く検出 し,対 処することが耐性菌

対策 としてもっとも重要と思う。

3)標 的の変 化 に よる耐性獲 得

佐藤謙一

第一製薬(株)創 薬第一研究所

1.は じめに

細菌の標的酵素の変異 による薬剤耐性機構 は,最 近

の分子生物学的手法の進歩により,驚 くほどの巧妙 さ,

多様性 を有す ることが明 らかにな りつつ ある。特 に,

世界中でその対策に苦慮 しているメチシリン耐性黄色

ブ ドウ球 菌(MRSA)や,ペ ニシリン耐性肺 炎球菌

(PRSP)は,外 来性の薬剤低感受性のペニ シリン結合

性酵素(PBP)遺 伝子の獲得 と発現によるものと考え

られている。また,バ ンコマイシン耐性腸球菌(VRE)

では,バ ンコマイシンの標的であるD-Ala-D-Alaを,

その合成酵素変異により,機 能を維持 しつつ薬剤に結

合 しない新 しい基質(D-Ala-D-8erな ど)へ 変換する

耐性と考えられている。
一方 ,合 成抗菌剤であるキノロン剤に対する耐性は,

標的酵葉であるDNAジ ャイレースおよび トポイソメレ
ースIVの 段階的変異 によ り高度酎性化することが明 ら

かにな りつつある。本 シンポジウムでは,特 にキノロ

ン剤の標的酵素による耐性変異について,最 近の実験

成績より考察 したい。

2.キ ノロン剤の作用

ニューキノロン剤の作用は,細 菌のDNA合 成に必須

な酵素である トポイソメレースH(DNAジ ャイレー-ス

お よび トポイソメレースIV)の 阻害によるものと考え

られている1)。この2種 の酵素は2本 鎖DNAの 切断と

再結合を繰 り返すことで,DNAの 立体構造を変化 させ

DNAの 複製初期の複製酵素群(ヘ リケース,ポ リメレ

ースなど)認 識部位の形成 と複製フォークに生 じるよ

じれの解消,お よび複製後期に作 られた2量 体DNA

を娘細胞 に分配することで正常な細菌の増殖に貢献す

ると考えられる2)。これ ら酵素を支配する遺伝子群の欠

損,あ るいはニューキノロン剤による阻害は,細 菌に

とって致死的である。

3.ニ ューキノロン自然耐性出現頻度

試験管内における耐性菌出現頻度について検討した。

大腸菌を一夜培養すると,そ の菌数は約109個1血1と な

る。その菌数中の自然耐性菌を,寒 天培地に薬剤を添

加 して選別すると,レ ボフロキサシン(LVFX)の 最小

発育阻止濃度(MIC)の2倍,お よび4倍 の薬剤中で

は,約108～109個/mlに1個 以下であった。緑膿菌お

よび黄色ブ ドウ球菌に対するLVFXの 耐性菌出現率も

ほぼ同様な頻度であった。この結果よ り,臨 床におい

てもニューキノロン剤の耐性菌の出現は きわめて低頻

度であると期待 された。 しか し,選 択圧 を下げた時の,

10代 培養の結果は,異 なることが明らかとなった。選

択圧 とは薬剤に よる濃度を意味 し,こ の場合は,1/2

MIC濃 度の培地に発育 した菌を,次 の世代の接種菌に

して,順 次2倍 段階に希釈 した薬剤加液体培地で継代

した結果である。その10代 間のMIC値 をプロットす

ると,そ のMICは どの薬荊による選択によっても,耐

性度を上昇させ,10代 目には4～128倍 ものMIC上 昇

を示 した。 しか もその耐性は比較的安定した形質を示
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し,次 の世代 に受け継がれた。この試験管内における

耐性獲得性の相違 は,臨 床における投与量を考える上

で重要である。すなわち,起 因菌のMICと,薬 剤の最

高血中濃度あるいは,MICを 越 える血中,尿 中および

組織内濃度および持続時間を考慮 しなければ,強 い殺

菌作用を保有するニューキノロン剤を投与 しても,容

易に耐性菌を選択することにな りかねないからである。

4.ニ ューキノロン耐性メカニズム

細菌が抗菌剤に耐性 を示す方法 として,(1)β 一ラクタ

マーゼを代表とする薬剤不活化酵素による薬剤の修飾,

破壊,(2)脂 質多糖体(LPS),外 膜あるいは内膜による

透過性障壁形成,お よび(3)標的酵素の耐性変異が考え

られる。ニューキノロン耐性菌において,薬 剤不活化

酵素による分解は現在まで見出 されていない。主なメ

カニズムは,標 的酵素の変異 と薬剤の汲み出 しを含む

薬剤透過性障害である。ニューキノロン剤の標的は ト

ポイソメレースIIに分類されるDNAジ ャイレースと考

えられてきた。 しか し,最 近,ト ポイソメ レースIVが

発見 され,そ の機能の類似性が明 らかになるに従い,

耐性への関与も含め注 目されている。

DNAジ ャイレースの変異による耐性化は,そ の精製

酵素での阻害作用 とともに,遺 伝学的解析が進み,そ

の耐性変異部位が明 らかとなった。DNAジ ャイレース

は2つ のサブユニット(GyrA,GyrB)の うち,お も

にGyrAの 特定の部分に変異が集中している(キ ノロ

ン耐性決定領域,Quinolone Re8istance Determining

Regiones,QRDR)。 その中で も,GyrAの アミノ酸配

列の83位 のセリンがロイシン.ト リプ トファンやアラ

ニ ンに変わった り,87位 のアスパ ラギ ンがアスパラギ

ン酸,バ リンや グリシンに変異すると耐性 を示す。キ

ノロン高度耐性株は,83位 と87位 の2重 変異を示す

GyrAを 持つ ものが多い。GyrBの 変異による耐性 は,

2種 類程が知られているが,そ の耐性度は低い。一方,

遺伝学的にDNAジ ャイレースと高い相同性を示す トポ

イソメレースIVの,2種 のサブユニ ット(ParCお よび

ParE)の うち,ParCもGyrAと 類似の塩基配列およ

びQRDRを 保有 し,80位 のセリンがロイシンに変わ

ると耐性 を示す。キノロン感受性の野性株 より精製し

た両酵素 に対するLVFXの 阻害効果(IC50値)は,

DNAジ ャイレースの方が トポイソメレースIVよ り,約

10倍 感受性であるが,DNAジ ャイ レースのGyrA変

異(セ リン83→ ロイシン)酵 素では,感 受性株より約

50～100倍 耐性を示す。この変異株に対するMICの 上

昇は4～8倍 に過 ぎないので,そ の変異株のMICは 変

異 していない トポイソメレースIV阻 害 を反映 している

と推測 される。興味あることに,黄 色ブ ドウ球菌では,

トポイソメ レースIVの 方がキノロン剤 に感受性を示 し,

一次耐性変異株では,ト ポイソメレースIV変 異が集中

して認められる3)。さらに,臨 床分離キノロン高度耐性

株では,ト ポイソメレースIVと 共に,DNAジ ャイ レー

スの耐性化が認め られたことか ら,大 腸 菌と岡様に両

酵素の段階的変興によって,耐 性化すると推測 される。

最近,肺 炎球菌4),淋 繭5)な どにおいて も同様なメカニ

ズムが働 き耐性化 していることが明らかにな りつつあ

る。

5.お わりに

細歯はキノロン剤に対 して も,巧 妙な手段で段 階的

に耐性を獲得 しているようである。 さらに,こ れ ら耐

性機構の他に,薬 剤排出機構および外膜透過性障壁が

存在する。緑膿菌では薬剤排出機構の関与が,標 的酵

素変異 よりその耐性度に大きな影響 を与 えていること

が明 らかにな りつつある。 これらの複数の耐性 因子を

獲得することで,高 度耐性菌が出現するものと考えら

れる。

しか し,キ ノロン剤の殺菌力および体内動態の特徴

を生か し,耐 性菌の選択を避ける投与法であれば,こ

のような耐性菌の増加 を防 ぐこともある程度可能では

ないだろうか。 また,こ れら耐性機構研究を,新 規抗

菌剤探索 に生かす ことができれば,次 世代のキノロン

剤の創成も可能であると考えられる。
引用文献
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4)透 過性 変異 に よ る耐性

中江太治

東海大学医学部分子生命科学部門

はじめに

ほ とん どの薬剤 は細胞内に浸透 しその標的に到達す

ることによって抗菌作用をあ らわす ことができる。 し

たがって一部の例外をのぞけば細胞膜を透過出来ない

薬剤は薬剤 としての作用がないといっても過言ではな

い。それでは薬剤の透過性が問題 となる耐性 には どん

なものがあるか というと大きく2つ に大別することが

できる。(i)こ れまで薬剤に対して感受性であった菌が

変異することによって薬剤の透過性が低下 した結果耐

性化する場合 も,も しくは一部の菌種 にみ られるよう

に元来細胞膜の薬剤に対する透過性が低いため自然耐

性 を示す場合。(ii)い ったん細胞内に到達 した薬剤が

細胞外に排出されるために細胞内の抗生物質濃度が低

下 して効力 を発 しない場合である。これ ら細胞膜がか

かわる薬剤耐性の一般的な傾向 としては1種 類の抗菌
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物質に対 してのみ耐性 となるのではな く,多 くの抗生

物質に対 して同時に耐性 となる場合が多い。 ここでは

臨床的に多 くの問題を有す る緑膿菌における薬剤の細

胞内への浸透性および細胞内からの能動的排出につい

て論 じる゜

緑膿菌外膜を介しての抗生物質の透過径路

大腸菌お よび緑膿菌における低分子物質の透過性 を

ブ ドウ糖-6-リ ン酸などで測定するとその透過率の比は

約200対1で あるという報告がある。抗生物質の透過

速度は技術的な問題もあって ごく限られた基質で しか

測定できない。た とえばセファロチンを基質 としてこ

れのペ リプラズムにおけるβ-ラ クタマーゼによる分解

速度を測定することによって透過率を測 ると緑膿菌外

膜におけるセフ ァロチ ンの透過速度は大腸菌のそれの

数百分の1で ある。この結果か ら,緑 膿菌外膜の透過

性が大腸菌のそれに較べいか に低いものであるかが伺

いしれる。

同様の方法 を使って緑膿菌外膜を介 してのイミペネ

ムの透過速度を測定するとそれはセファロチンのそれ

に比べて約26倍 程度高い。このことはすでに報告され

ているようにイミペネムは外膜のOprDポ ーリンを特

異的また効率的に透過するためであろうと考えること

ができる。それでは緑膿菌外膜のOprD欠 損株におけ

るイミペ ネムの透過率は どの程 度であるかとい うと,

それはOprD産 生株のそれに比べ約V16～1/36程 度に

低下 してお りセフ ァロチ ンのそれにかな り近ずいたこ

とがわかる。すなわちOprD陽 性株ではイミペネムは

OprDを 介 して効率よく透過してお り,OprD欠 損株で

は他の β-ラクタム剤同様の透過経路 を介 して細胞内に

浸透 しているものと考えることができる。

それではβ一ラクタム剤などの抗生物質は緑膿菌の別

のポーリンを介 して透過 しているのであろうか とい う

疑問が残る。我々は緑膿菌にOprC,D,Eの3種 類の

ポー リンが存在することを明らかとし,こ れらのポー

リンの透過孔は2糖 類以下の低分子物質のみを透過さ

せることができる程度のものであることを示して きた。

したがって カルバペネムを除 く多 くの抗生物質はこれ

らのポーリン孔を透過で きないものであろうことを示

唆 して きた。 この疑問に答えるために我々は次に述べ

るような実験 を行った。 さきに述べたようにペ リプラ

ズムに達したβ一ラクタム剤が加水分解 される速度か ら

β一ラクタム剤の透過速度を算出する方法で,OprCお

よびOprEを 共に欠損 した株におけるセファロチンの

透過速度を野生株におけるそれ と比較 した。その結果

OprCお よびOprE欠 損株では野生株におけるセファロ

チ ンの透過 とほぼ同じかわずかに高い透過率が得 られ

た。さらに同様の実験をOprC,OprDお よびOprEの

すべてを欠損 した菌株 を用いて測定してもセファロチ

ンの透過率は野性株のそれと区別つかなかった。 した

がってセファロチ ンを用 いて測定する限 りでは緑膿菌

ポーリンは抗生物質の透過にほとん ど役割 を果たして

いない という結飴になる。それではセファロチ ンな ど

の抗生物質は外膜のどの郎分を透過 して細胞内に違 し

ているか という姫聞が残 る。抗生物質が タンパク質の

透過孔を透過 しているのかあるいは脂質二重層を透過

しているのかを区別するために我々はセフ ァロチ ンの

透過を37℃ と17℃ で測定 した。その結果17℃ でのセ

ファロチンの透過率は37℃ でのそれに比べ約60パ ー

セ ント低い値であることが明らかとなった。す なわち

緑膿菌外膜の脂質層は温度が低下するとその液状結晶

状態がより密 となるためセファロチ ンの透過速度が よ

り低下したものと解釈 した。一方ポーリンの孔 を透過

していることが明 らか となっているイ ミペ ネムの透過

率は37℃ と17℃ でほとんど差がなかった。そのほかに

もキノロン剤,テ トラサ イクリンおよびクロラムフェ

ニコールの透過性を37℃ と17℃ で測定するといずれの

場合 にもセファロチンと同様17℃ での透過率は37℃ で

のそれに較ぺかな り低か った。 したがって,こ れらの

薬剤は緑膿菌の脂質二重層を透過 しているものと結論

した。

さらにこれ らの結果をより確実なものにするために

遺伝子置換法を用いてOprC,OprD,OprEお よびこ

れらの3種 類のポーリンのすべての組み合わせにおい

てポーリン欠損株を作成 した。そ してこれ らの変異菌

に対するセフタジダイム,ラ タモキセフ,カ ルペニシ

リン,ク ロラムフェニコール,のMICを 測定 しそれら

の値を野生株の値 と比較 した。その結果これ らのポー

リンが欠損したことはこれらの抗生物質のMICに 何の

影響 も与えないものであることが証明された。

緑膿菌における薬剤の細胞外への排出と耐性

緑膿菌を低濃度の β一ラクタム剤,も しくはキノロン

剤で選択すると多剤耐性表現型を持った変異菌が容易

に得 られる。これらの変異菌はβ一ラクタム剤,ク ロラ

ムフェニコール,キ ノロン剤,テ トラサイクリンなど

に耐性を獲得すると共に,分 子量50,000前 後の新たな

外膜蛋白質を産生する。そのような多剤耐性表現型を

持つ菌を用いてキノロンの細胞内への取 り込みを測定

すると変異菌は野生株の約1/2～1/3量 のキノロンを取

り込んだ。さらにこの取 り込みの実験 をア ンカプラー

であるCCCPの 存在下で行 うと多剤耐性変異株 と野生

株の間に取 り込みの差は見 られなくなった。これらの

ことから,緑 膿菌の多剤耐性はH+イ オン濃度勾配依存

的に働 く薬剤排出機構 によるものであることがわかっ

た。

多剤耐性 表現型を示す耐性菌か ら多剤耐性 を付与 し

ている遺伝子 をクロー ン化 したところ,得 られたクロ

ー ンはmexA-mexB-oprMと 同じ遺伝子であった。 さ

らに多剤耐性変異株ではこれ らの遺伝子 の転写活性が
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充進 していることがmRNAの 測定の結果明らか とされ

た。またこれ らの遺伝子産物と考えられる41kDaお よ

び112kDaの 内膜蛋白質 と50kDaの 外膜 タンパク質

の量的な増加も観察 された。

そこでこれらMexA-MexB-OprM蛋 白が どのように

薬剤排出にかかわっているかを知 るために遺伝子置換

法を用いてMexA,MexBお よびOprMの 遺伝子 を独

立に破壊 した変異菌 を作成 し,そ れ らの菌における抗

生物質のMICを 測定した。その結果キノロン剤,ク ロ

ラムフェニコールなどの抗生物質においてはMexAが

欠損した場合とMexBが 欠損 した場合には薬剤のMIC

が数倍かつ同程度に低下 し,菌 は薬剤感受性 となった。

すなわち,薬 剤の排出が効率よくなされないために薬

剤は細胞内に停留す る結果 となり,そ の効力が上昇 し

た ものと考える。一方,OprMが 欠損 した場合 には

MexA/MexBが 欠損 した場合 よりもさらに4倍 程度薬

剤に対してより感受性が高 まっていることが明 らかと

な っ た 。 こ れ ら の 結 果 を 総 合 し て 考 え る と

MexA1MexBが 欠損 した場合 には内膜における薬剤排

出が低下するが,し か し内膜には別の薬剤排出ポンプ

が作動 していて,こ れが外膜のOprMと 連携すること

によって薬剤 をある程度の効率で細胞外に排出するも

のであるといえる。ところが外膜のOprMが 欠損する

と内膜でのMexAZMexBが 働いてペ リブラズムに薬剤

を排出 しても外膜における出口がないため抗生物質は

細胞内に停留 し効力 を発するものと解釈できた。

このように緑膿菌においては外膜の薬剤に対する障

壁性および内膜における能動的薬剤排 出が供役的に作

用することによって構造的に も,ま た作用機作の上か

らも大 きく異なる多 くの抗生物質に対 して耐性 を示す

ことが明 らか とされつつある。

5)が ん細 胞 の薬剤 耐性

鶴尾 隆

東京大学分子細胞生物学研究所

1.は じめに

抗癌剤を用いた治療において,は じめか ら抗癌剤が

効かない,あ るいは治療 中に抗癌剤が効かなくなり癌

が進行す るとい うことは臨床的にしば しば認め られ,

化学療法における重大な問題となっている。この臨床

での抗癌剤 に対する抵抗性には,大 きく分けて2つ の

側面がある。第1は 個々の癌患者にその原因が求めら

れる場合であ り,第2は 癌細胞,あ るいは癌細胞その

ものに原因が求め られる場合である。この2つ のうち,

いずれが臨床的に重要であるかの判断は難 しい。 しか

し第1の 場合は,た とえば患者における抗癌剤の肝で

の不活性化,代 謝排泄の増大などが原因となってみ ら

れる抵抗性であ り,こ の原因は主に患者個々の閥廻で

あ り,現 在では臨床的な解析,対 応に難 しい面を含ん

でお り,研 兜の対象 とはなりにくい。第2の 原因にも

とつ く抵抗性,特 に細胞 レベ ルでの抵抗性 については

古 くから実験癌で研究され,臨 床 における薬剤抵抗性

が癌細胞そのものの抵抗性 と密接な関係をもつ ことが

証明された。シンポジウムでは癌細胞の薬剤抵抗性の

うち最近研究の進んだ多剤耐性 と,最 近我々が興味を

もって研究しているアポ トーシス耐性について述べる。

2.多 剤耐性細胞の性質

1つ の抗癌剤に耐性化 した癌細胞は,他 の構造 も作用

機作 も異なる抗癌剤に対 して も抵抗性を示す ことが知

られている。1つ の遺伝子の変化が多 くの形質(耐 性化)

を支配すると言った意味合いか らp1eiotropic drug

resistance(PDR)と も呼ばれている。

PDRを 示す癌細胞は,興 味深い性質を示 し,生 化学

的変化 を受けていることが知 られている。それを列挙

すると,1)ま ず他の抗癌剤に対して も抵抗性(交 差耐

性)を 示すこと,2)抗 癌剤の排出が充進 してお り,そ

の結果細胞内抗癌剤が低 く保たれる,3)膜 タンパクに

変化がある,こ とが知 られている。

ビンクリスチ ン系,あ るいはア ドリアマイシン系抗

癌剤に耐性を示す癌細胞は,チ ュブリン系 に作用する

vinca alkaloid系,colchicum alkaloid系 あるい1まメイ

タンシン系の薬剤 と,DNAに インターカレー トする

anthracycline系,ア クチノマイシン系の薬剤に交差耐

性 を示す し,蛋 白合成阻害剤であるピューロマイシン,

エメチンなどにも交差する。

これら交差耐性 を示す細胞におけるビンカアルカロ

イ ド系薬剤の細胞内薬理動態を調べ ると,交 差耐性 を

示す細胞においては,多 くは排出の充進,ま たbinding

の変化によって,細 胞内濃度が低 く保たれる。同様の

ことはアンスラサイクリンの膜輸送についても言える。

アンスラサイクリン耐性の場合,膜 輸送の変化のみで

耐性機構 が説明できに くい面 もあるが,耐 性 を示す細

胞では排 出の充進によって,細 胞内抗癌剤は低 く保た

れる。

これらの耐性のphenotypeを 説明する物質生化学的

変化 として一番注目されているのは細胞膜の変化 であ

る。我々はア ドリアマイシンに耐性化 したヒ ト骨髄性

白血病細胞K562に は染色体が増幅したHSRやDM

と言われるものが存在 し,特 に膜には分子量180Kの

膜 タンパク(P-糖 タンパ ク質)が 強 く発現することを

見出 している。P-糖 タンパク質は多剤耐性 において中

心的機能,す なわち抗がん剤の細胞外排出を行 うポ ン

プ作用 をもったタンパクであ り,こ のタンパ クが存在

す るゆえに,耐 性細胞では抗がん剤の濃度が低 く保た

れ,細 胞は抗がん剤 に対し抵抗性 を示す。P-糖 タンパ

ク質は,も ともと抗がん剤に反応 しない一部のがんに



372 日本 化 学 療 法 学 会 雑 苗 MAY1997

も存在す ることが示 され,注 目されている。P-糖 タン

パク質の機能を阻害す る物質,カ ルシウム抽抗薬など

が耐性克服に有効であることが見いだされ耐性の克服

の研究も進んでいる。

3.抗 癌剤によるアポ トーシスと薬剤耐性

アポ トーシスはプログラム細胞死に伴ってよく窺察

される死の様式であるが,抗 癌剤や放射線 などの非生

理的な各種ス トレスで癌細胞を処理 したときにも誘導

され,ア ポ トーシスの研究 は疵化学療法の分野に非常

に重要な情報を与えるものと思われる。アポ トー シス

を誘導できる抗癌剤として,ト ポイソメラーゼ阻害剤,

アルキル化剤,代 謝拮抗剤,そ して,チ ューブ リン随

害剤 と様々な作用機構 を有する抗癌剤が報告 されてい

るが,特 に トポイソメラーゼ阻害剤に よるアポ トーシ

スが比較的良く研究 されている。エ トポシ ドなどに代

表 される トポイソメラーゼ阻害剤は,ト ポイソメラー

ゼとDNAの 結合体(cleavable complex)を 安定化す

ることにより,DNA鎖 切断を導入すると考えられてい

た。

我 々は,抗 癌剤によるアポ トー シスのメカニズムを

解明することを目的として,抗 癌剤 によるアポ トーシ

スに耐性 な細胞株の樹立を試みた。ヒ ト単球性 白血病

U937細 胞を変異処理 し,得 られた変異株のクローン

の集合 か ら作 用 メ カニズ ムの異 な るエ トポ シ ド,

Ara-C両 薬剤により誘導されるアポ トーシスに耐性 な

株UK711細 胞を選択 した。従来知 られている薬剤耐

性細胞には,薬 剤の細胞外への排出能の上昇,タ ーゲ

ット分子の量的質的変化,修 復能の充進などにより細

胞に導入されるダメージの低下が認められる。UK711

細胞は,エ トポシドにより1次 的に導入される トポイ

ソメラーゼII依 存的なDNAダ メージは親株U937細

胞 とほとんど同 じであるにもかかわらず,2次 的に発生

するDNAの ヌクレオソーム単位への断片化がまった く

異 なる点が従来の薬剤耐性細胞 と異なっていた。この

アポ トー シス耐性UK711細 胞 は,エ トポ シ ド,

Ara-C両 薬剤はもちろんのことア ドリアマイシン.マ

イ トマイシンC,カ ンプ トテシンなど,ア ポ トーシス

を誘導することが知 られている種々の抗癌剤に耐性で

あった。 この実験結果は,ア ポ トーシス耐性が癌細胞

の多剤耐性の原因にな りうることを示唆 している。

4.お わ りに

抗がん剤多剤耐性の一般的性質,耐 性の生化学的側

面について述べた。多剤耐性に関してはP一 糖 タンパク

質が明 らかにな り,あ るいはカルシウム拮抗薬などが

耐性克服に有効であることが見いだされて以来,そ の

分子機構の解明が急速な勢いで進んできた。その結果,

P-糖 タンパク質が耐性機構の中心的役割をもつタンパ

ク質であることがわか り,さ らにもともと抗がん剤 に

反応 しない一部のがんにもこの種のタンパク質が存在

することが示され,注 目されている。一方アポ トーシ

ス耐性 も抗癌剤多剤耐性に結びつ くことがわか りつつ

ある。アポ トーシス研究が新規抗癌剤の開発研究に与

えるインパク トは大 きいといえる。

一 般 演 題

003ボ ス ホマ イ シ ンは 三NOS遺 伝 子 発 現 を抑

制 す る こ と に よ り一 酸 化 窒 素 産 生 を抑 劒

す る

渡部宏臣 ・小林 香 ・三國谷雄

明治製菓(株)薬品総合研究所

目的:一 酸化窒素(NO)は 生体の恒常性の維持に関与す

る重要な因子の一つである。ボスホマイシン(FOM)が

LPS刺 激マクロファージのNO産 生を抑制することは以前

に本学会で報告した。今回,我 々はFOMのNO産 生抑制

の機序の解明を目的として,誘 導型一酸化窒素合成酵素

(iNOS)のmRNA発 現とiNOS蛋 白産生に及ほすFOMの

影響について検討した。

方法:チ オグリコレートで誘導したマウス腹腔マクロファ
ージをLPSで 刺激した後,培 養上清中の亜硝酸塩をG画e88

反応法で定量することでNOの 生成量を測定した。iNos

mRNAの 発現はRT-PCR法 で測定した。凍結融解で調製し

た細胞内画分のiNosは ウェスタンブロッティング法で検

出した℃iNos活 性は市販の測定キットで測定した。

結果:FOMはLps刺 激マクロファージのiNOSmRNA

発現とiNOS蛋 白質の産生を抑制した。FOMは マクロファ
ージ細胞内に誘導されたiNos活 性を阻害せず,無 細胞抽

出液中のiNosを 阻害しなかった。FOMはLps刺 激マク

ロファージのNO産 生を抑制したが,TNFa+IFNγ 刺激に

よるNOの 産生を抑制しなかった。またLPS刺 激開始2時

間目以降のマクロファージにFOMを 添加してもNOの 産

生は抑制されなかった。

考察:FOMは,LPS刺 激マクロファージのiNOSmRNA

発現を抑制し,iNos蛋 白質の産生量を減らすことにより,

NOの 産生を抑制した。従って,FOMの 作用点はLPS刺

激開始時からiNOSのmRNA発 現にいたる刺激伝達経路に

存在することが示唆された。

また,FOMは サイトカイン刺激によるNO産 生誘導経路

には作用せず,LPS刺 激によるNO産 生誘導経路に選択的

に作用することが示唆された。

004 Fosfbmycinの 好 中球 機 能 に及 ぼす 影響 に

つ い て

本田順一 ・杉 原栄一郎 ・草場珠郁子

猿渡 直子 ・大泉耕太郎

久留米大学医学部第一内科

目的:近 年,Fosfbmycin(FOM)に 抗菌作用以外の作用

が存在することが判ってきた。そこで今回我々は,FOMの

ヒト末梢血好中球機能に対する影響を観察した。

方法:正 常健常人よりヘパリン加採血し,デ キストラン法

により好中球を分離した。FOM-Naは 明治製菓株式会社よ

り供与されたものを使用した。好中球の活性酸素産生能の測

定には,DCFH-DA法 を用いた。クレブス ・リンゲルフオ

スフェイト緩衝液で2×106/ml濃 度の好中球浮遊液を作製

し,各 濃度のFOMで 処理した後,FMLPま たはLPSで 好


