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Explant培 養法 を用 いた鼻粘膜 上皮の増殖 分化 に対 す るマ クロライ ド系 薬の影響
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和歌山県立医科大学耳鼻咽喉科掌教室*

(平成12年6月28日 受付 ・平成12年7月10日 受理)

マ クロライ ドの少量長期投与は劉鼻腔気管支症候群や慢性副鼻腔炎に対 して広 く用いられ,そ の臨床的

有効性 については多数報告されているが,作 用機序については依然解明 されていない点も多い。特に上皮

に対 しての直接の作用についてはほ とんど検討 されていないのが現状である、今回われわれは鼻粘膜上皮

小片から周囲に伸び出す上皮(Outgrowth)を 用いたExplant培 養法によりroxithromycin (RXM)に よ

る鼻粘膜上皮の増殖度,分 化度について検討した。方法は手術時に採取 した鼻粘膜,副 鼻腔粘膜(10名)の

繊毛細胞の多い部分を小片に細切 し,4週 間培養 した。培養後3～4日 目の培養上皮に培養液中のRXM濃

度が1.0×10-4mol/L, 1.0×10-5mol/L, 1.0×10-6mol/L, 1.0×10-7mol/Lと なる群と,な にも加えない群で

検討した。上皮の増殖部はOutgrowth部 位の面積をRXM添 加前の面積 との差で算出 した。上皮の分化は

Outgrowth部 位の繊毛細胞数をカウン トし,RXM添 加前の繊毛細胞数との差で算出 した。上皮の伸び率は

第1週 から第4週 にかけてRXM 1.0×10-5mol/Lと10-6mol/L添 加群ではなにも加えない群,1.0×10-4mol/

Lと1.0×10-7mol/L添 加群に比べて大 きい増殖 を認めた。繊毛細胞の出現率においては1.0×10-5mol/Lの

濃度のRXMを 加えた群で他の群に比べて多い傾向を認めた。今回の結果では低濃度のRXMに おいて,抗

生剤本来の作用以外に直接上皮の増殖および分化を促す作用が示唆された。 またこの結果はRXMに よる副

鼻腔炎に対する作用機序の一部であ り,濃 度特異性が認められたことは,少 量投与の濃度を決定する上で

も役立つ ものである。
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マクロライ ドの少量長期投与は副鼻腔気管支症候群や慢性

副鼻腔炎に対 して広 く用い られている。その臨床的有効性 に

ついては多数報告 されている1,2)が,実 際にどれだけ少量で

あればいいのか用量は不明確な点 もある。 また,マ クロライ

ドの少量長期投与の作用機序については薬剤感受性に関係な

く,低 用量で効果を示すことから,菌 自体のみならず,菌 の

レセプター側の粘膜や免疫系に作用すると考えられる。粘膜

上皮に対する作用としては,呼 吸上皮のCrチ ャンネル阻害

による水分泌抑制 とムチン産生抑制による過剰分泌抑 制作

用,気 道上皮お よび好 中球自身のIL-8な ど好中球遊走因子

の遊離抑制による好中球集積抑制作用 と,そ の結果 もたらさ

れる好中球エラスターゼやデフェンシンなどの気道上皮傷害

因子の減少がある。これ らは,気 道の持続感染 と炎症の悪循

環を断ち切って,疾 患 を改善に導 くと考 えられる3}が,依 然

解明されていない点 も多い。

粘膜上皮 を用いた研究において,Explant培 養法では外側

へ伸びだ した上皮(Outgrowth)部 位 においては基底細胞 と

上皮細胞の多層性 となっている。 このことが上皮に分化,増

殖を促 していることか ら,in vivoに 非常 に近い状況でin

vitroの 実験を行 うことがで きる4)。Explant培 養法では非常

に分化 した組織が得 られることか ら,Outgrowth部 位 にお

ける繊毛 を観察す ることに より,erythromycin, RXM添

加5)あるいはCa添 加6)による繊毛運動の変化についての報告

やOutgrowth部 の 上皮増殖について も報告 されている7,8)。

今 回は鼻粘膜のExplant培 養法9)を用 いることにより,鼻 粘

膜上皮小片から周囲に伸び出すOutgrowthと そ こに認めら

れる繊毛上皮への分化について,ニ ューマ クロライ ドの1つ

であるroxithromycin (RXM)を 添 加す ることによ り,鼻

粘膜上皮の増殖度,分 化度の変化について観察 し,RXMの

作用機所およびその有効濃度について検討し,興 味深い成績

が得 られたので報告する。

1. 対 象 と 方 法

対 象は 当院お よび関連病 院で平 成8年12月 か ら平成

10年3月 まで に行 った手 術症 例 か ら採 取 した鼻粘膜,

副 鼻腔 粘膜 を用 い た。症 例 は慢 性 副 鼻腔 炎7例,上 顎

骨骨折3例 である。年齢 は16歳 か ら53歳,男 性9名,

女 性1名 で あ る。 それ ぞれ の症 例 は鼻 内 所見 で ア レル

ギー所 見 を認めず,鼻 汁中好酸球 は陰性で あった。末梢

血検 査で も好酸球 の増多 を認 めなか った。採取 粘膜 を実

験 に用い るにあた り,患 者の 同意 を得 て行 った。採取 し

た鼻粘 膜,副 鼻腔 粘膜 はTransfer mediumへ3時 間浸

け滅菌 を行 った。Transfer mediumはEagle's minimal

essential medium, 10% fbtal calfserum (FCS). van-

comycin hydrochloride (10μg/mL), amphotencin B
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(1μg/mL),gentamicin(40μg/mL),pemcillin G(200

U/mL),0.05 mol/L HEPESか らなる。採取 した鼻粘

膜,副 鼻腔粘 膜の繊毛運動 の認 め られ る部位 か ら,約1

mm四 方 の粘 膜上皮(Explant)を 採 取 し,culture plate

に置 き,4週 間 培養 を行 った(Fig.1)。 培 養液 はHam's

F-12 medium, 10% FCS, insulin 5μg/mL,transferrin

5μg/mL,epidermal cell growth fhctor 10ng/mL,hy-

drocortisone 1.0×10-7 mol/L,Penicillin G 50 U/mL,

streptomycin 50μg/mLを 用 いた。 このExplantか ら

その周 囲に伸 びだ した上皮 について観 察を行った。RXM

濃 度 に関す る検討 として,培 養後3～4日 目の培養 上皮

に培養 液中のRXM濃 度 が1.0×10-4mol/L, 1.0×10-5mol/

L,1.0×10-6mol/L, 1.0×10-7mol/Lと な る群 とRXM非

添 加 群(コ ン トロ ー ル)で 検 討 し た。上 皮 の 増 殖 は

Outgrowth部 位 の面積 か ら各濃 度 のRXMを 添 加 前 の

培 養上皮 のOutgrowth部 位 の面積 を差 し引 いた面 積 と

した。上皮 の分 化 はOutgrowth部 位 の繊 毛細 胞(顕 微

鏡下 に繊 毛運動が確認 で きた細胞)数 をカ ウン トし,各

濃度 のRXMを 添 加 前の 培養 上 皮 のOutgrowth部 位 の

繊毛細胞 数 を差 し引 いた繊 毛 細胞 数 と した。観 察 は第

1,2,3,4週 目に位相 差顕 微鏡 を用 い.画 像 解析 に よ

り検 討 した。統計方法 はANOVA法 を 用い,危 険 率0.05

未満 を有 意差あ りと した。

II.結 果

上皮 の増殖で は,コ ン トロー ル群 で第1週 で44.0±7.6

×10-2(mean±standard error)mm2と 伸 びだすが,第

2週 で44.0±6.8×10-2mm2,第3週 で37.0±8.1×10-2mm2,

第4週 で41.5±8.5×10-2mm2と2週 か ら4週 ま で ほ と

ん ど増殖 を認 め なか った。RXM 1.0×10-6mol/L添 加 群

Fig. 1. Explant culture.

E: Explant, O: Outgrowth.

で は 第1週 で45.3±6.3×10-2mm2で あ る が,第2週 で

75.4±35.1×10-2mm2,第3週 で107.5±80.2×10-2mm2,

第4週 で100±73.5×10-2mm3と2週 か ら3週 にか け て

もっ とも大 きい増 殖 を認め た。RXM 1.0×10-2mol/L添

加 群で もRXM 1.0×10-6mol/L添 加 群 と同様 の増殖 を認

め た。 しか し,1.0×10-5mol/Lよ り も高 い 濃 度 の1.0×

10-4mol/L,1.0×10-6mol/Lよ り も低い濃度の1.0×10-7

mol/LのRXM添 加 群 で は第1週 目 まで の増 殖 を認 め

るが,以 降の第2週,3週,4週 で は上皮 の増殖 を認め

ず,コ ン トロー ル群 とほぼ 同様 の傾 向 を認め た(Fig.

2)。

繊 毛 細胞 の出現 数 は,コ ン トロー ル群 に お い て 第1

週 で44.1±20.4と 増 加 す るが,第2週 で57.7±41.8,第

3週 で51.4±42.6,第4週 で0と い う結果 であ った。繊

毛細胞 数 は1,2,3週 まで繊 毛 紙胞 数 は一 定 で あ り,

第4週 では消 失 してい た。RXM 1.0×10-5mol/L添 加 群

は 第1週 で220.1±112.5と 急 激 に増 加 す るが,第2週

で205.5±110.6,第3週 で131.7士65.8,第4週 で97.1±

62.6と い う結果 であ った。第1週 で急 激 に繊 毛 細胞 数

は増加 し,そ の後 減 少す る が,第4週 で もか な り多 数

の繊 毛細胞 を観察す るこ とがで きた。 第1,2,3,4週

に おいて,他 群 に比べて有意差 を認 めた。RXM 1.0×10-6

mol/L添 加 群は第1週 で54.5±26.5と 増 加 す るが,第2

週 で45.1±26,第3週 で11.7±6.6,第4週 で12.2±7.4

とい う結 果であ り,上 皮 の増殖 に比べて,繊 毛細 胞数 は

増加 しなかった。1.0×10-4mol/L,1.0×10-7mol/L-の

RXM添 加 群 では第1週 で も繊 毛細胞 の増加 を少数 認め

るのみで,2週 以降 は繊毛細胞 を認め なか った(Fig.3)。

III.考 察

び まん性 汎気管支炎 に対 してマ クロライ ド系抗生 剤の

少量 長期投与 の効果 が報告 されて以 来1),耳 鼻 咽 喉科 領

域 で も14員 環 系マ ク ロライ ドの少量 長期投 与療法 が行

われ るようにな った2)。 しか し,慢 性 副鼻腔 炎 の治療 で

は抗 菌作用 は同等で あ るが,吸 収 性 に優 れたclarithro-

mycin(CAM)やRXMな ど の い わ ゆ る ニ ュー マ ク ロ

ライ ドが多 く使 用 されてお り,鼻 茸 が消失す るな どの効

果が報告 されてい る10～12)。これ らの マク ロライ ドの 効果

は抗菌作用以外 の作 用が知 られてお り,モ チ リン類 似作

用や抗 炎症 ・免疫 作用が 報告 されて いる13,14)。サ イ トカ

インに対す る効 果 として線維芽細胞 の増殖 を抑 制 し,間

接的 にIL-8の 産 生 を抑 える15,16),IL-8の 分 泌 を抑 制 し

好 中球 が粘膜 上皮 に接 着す るの を抑 制す る17,18),鼻 粘 膜

へ の効果 と して は,繊 毛機 能の 効果 を高め る5,19),電 解

質分泌 に対す る効果20),杯 細 胞 分泌の抑 制21),な ど が報

告 されて いる。 しか し,上 皮へ の直接の効果 は現在 まで

確 認 されてい なかっ た。今 回の実験 で は1.0×10-5mol/L

と1.0×10-6mol/Lの 濃 度でRXMを 添 加 した場合 に上皮

の増 殖が3週 と4週 と長期 培養 で多 くなる傾 向が 認 め

られ,繊 毛細胞 では1.0×10-5mol/L,で 有 意 に多 く認め ら
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Fig. 2. Area of outgrowth with roxithromycin.

Fig. 3. Number of ciliary cells with roxithromycin.

*1 p<0.05vs. controls, 1.0×10-4, 1.0×10-6 and 1.0×10-7(mol/L).

*2 p<0.05vs. 1.0×10-4, 1.0×10-6 and 1.0×10-7(mol/L).

れた。 この濃度 はそれぞ れ1.0×10-5mol/Lが8μg/ml,

1.0×10-6mol/Lが0.8μg/mlに あ た り,RXM 1錠 を 服

用 直後 お よび24時 間後 の血 中濃度にあた る。石 戸谷 ら22)

は 副 鼻 腔粘 膜 組織 中 の濃 度 は0.5か ら1.5μg/gで 主 た

る起 炎 菌 のStaphylococcus aureus, Haemophilus in-

fluenzaeに 対 して 十分 な抗 菌 力 を発揮 す る濃度 で は な

かった とい うことか ら,上 皮へ の作 用は抗 菌力 を示す濃

度 よりも低 濃度で 出現す る と考 え られる。 しか し,高 濃

度 の1.0x10-4mol/Lと 低 濃度 の1.0×10-7mol/Lで は 上皮

の増殖 効果は認め られなかった。 この ような上皮の増殖

効果 は臨床的 には鼻 内手術 の術 後 にRXM併 用 群は非併

用群 に比べ て,鼻 内所見,内 視 鏡所見において有意 に高

い改善 度 として認め られている23)。

鼻 粘膜 の初代培養法 は鼻茸基 部の粘膜や上顎洞粘膜 を

採取 し,約1mm四 方 に細 切 し,culture plate上 で 移

植片(explant)か ら周 囲へ 伸 びだす平 坦化 した上皮 を

位相差顕微 鏡下 に観察す るこ とか ら,細 胞数の カウ ン ト

は容易 とな り,上 皮の分化度を検討することができた。

また,多 数の繊毛が周囲の繊毛細胞 と連動 して運動する

のが観察された9) (Fig. 1)。 Outgrowth上 で繊毛細胞を

観察することができたが,Heckmanら24)は 気管粘膜の

初代培養法を行い,3H-チ ミジンを用いて,上 皮細胞の

増殖部位を検討 したが,移 植片 と周囲に伸びだした部位

で均一に増殖部位が認められた と報告 していることか

ら,上 皮での繊毛細胞の出現率は移植片の本来の繊毛細

胞数に左右 されないといえる。観察で きた繊毛細胞出現

数は10×10-5mol/Lの 濃度のみで有意に高い出現率が認

められた。田代 ら25)は鼻粘膜初代培養細胞 を用いた研究

で,繊 毛運動において1.0×10-4mol/Lに 比べて10×10-5

mol/L,の 方が線毛運動が有意に増加 してお り,森 ら26)も

マクロライ ドによる繊毛運動の賦活作用は高濃度より低

濃度の方が著明であったと報告 していることから,繊 毛

上皮への分化,繊 毛運動の賦活作用に対する効果には至

適濃度が存在することが示唆され興味深い。臨床的にも
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宮本 ら27)はCAM長 期投与 について用量設定試験で自覚

症状および他覚所見について検討 した結果では,CAM

100mg投 与が常用量 に比べて,高 い有効性 を認めたと

してお り,上 皮の増殖,分 化 とい う二面か ら考えると

RXMに おいて も低用量で高い効果を示すことが示唆 さ

れた。
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Roxithromycin antibiotic induces outgrowth and differentiation in nasal

mucociliary epithelia

Keiji Fujihara and Noboru Yamanaka

Department of Otorhinolaryngology Wakayama Medical College,

811-1 Kimiidera, Wakayama city 641-0012, Japan

We evaluated the mechanism behind the efficacy of roxithromycin (RXM) in chronic infection to

determine the influence of RXM on mucociliary epithelization by the outgrowth of mucociliary epithelial

culture. We focused on the degree of epithelization by measuring the outgrowth of explant culture and on

the degree of differentiation by counting the number of beating ciliary cells in the outgrowth epithelial

sheet. The area of outgrowth cells with 1.0•~10-5mol/L and 10-6mol/L of RXM was higher than that of

controls, 10-4mol/L and 10-7mol/L of RXM. The number of ciliary cells with 1.0•~10-6mol/L of RXM was

significantly higher than in other groups. Based on the above data, we concluded that nasal epithelial cells

were sensitive to RXM in growth and differentiation but in some optimal concentration.


