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    The effect of five different antibiotics on chemotaxis of human polymorphonuclear （PMN） leu－

kocytes was studied in an in vitro system using an agarose plate method． PMN leukocytes were collected

fro皿30 healthy human voluntecrs（between 20 to 79 years of age）， and they were incubated with

carbenicillin， cephaloridine， gent’amicin， tetracycline and chlorannphenico1． Oh－uantitation of che－

motaxis is done by measuring in centimeters the linear distance the cells have migrated from the margin

of the well toward the chemotactic factor． Random mobility is represented by the distance the cells

have migrated from the well margin toward the control medium．

    The results were summarized in the followings： （1） ln higher age more than 50 years old， the

values of chemotaxis were 70 to 800／． compared with those in the age group under 49 years old， though

there was no significant influence of age on drug－induced suppression of chemotaxis by statistical ana－

lysis． （2） There was almost no effect of the betalactam antibiotics （CBPC， CER） on the chemotaxis．

（3） Tetracycline of the therapeutic blood level （3．12 ug／ml） appeared to inhibit PMN leukocyte che－

motaxis， whereas there was a tendency to fail to suppress leukocyte chemotaxis in very high concentra－

tion （500 geg／ml） of tetracycline． （4） Chloramphenicol in concentrations of 3．12 geg／ml， 25 ptg／ml，

100 gfml and 500 pg／ml inhibited the PMN leukocyte chemotaxis． （5） Gentamicin seemingly sup－

pressed PMN leukocyte chemotaxis at the high concentrations． An increasing inhibition was seen

with the higher concentrations． The followings were postulated： （1） The increased production of lactic

acid by leukocytes in the p∫esence of 500μ9／ml Qf tetracycline may bc a manifestation of a metaboユic

effect of the drug， and the low levels of tetracycline rnay effect to microfilaments of leukocyte． （2）

In the presence of chloramphe．nicol， the increased production of intracellular cyclic AMP in leukocytes
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restrict an intact system of cytoplasmic microtubules．

tractant substance．

（3） Gentamicin has a character such as chemoat一

は じ め に

 細菌感染症の治療において近年著しく発展した抗生

剤のはたす役割は大きく，その評価は高いものである．

しかし細菌感染症に対して抗生剤が万能とは言えない

諸種の事情が存在することも事実としてある．たとえ

ば耐性菌の出現や，手術手技，麻酔，放射線治療など

の医療技術の進歩などにより従来では認められなかっ

た新しい病態の出現，そして制癌剤や免疫抑制剤など

の使用による生体の感染防御能の変化などである．臨

床的にこれらの病態を基盤として発症する諸種の感染

症に対し抗生剤使用の工夫がなされ大量投与，長期投

与などが試みられている1・13）．一方，抗生剤のなかに

宿主の感染防御能を障害するものがあるとの報告をみ

る．そこで投与された抗生剤の抗菌力のみを重視する

のではなく抗生剤が宿主の感染防御機構にいかなる影

響を及ぼすかを検討することも重要と思われる．今回

著者は宿主の感染防御機構のなかでもとりわけ多核白

血球（以下PMNと略す）による非特異的炎症反応

を重視し，白血球機能のfirst stepとして重要な多核

臼血球遊走能（以下PMN che・notaxisと略す）をと

りあげた．PMN chemotaxisのin vitroにおける研

究は1962年Boyden2）による画期的なmillipore丘lter

法の考案を端緒とし，それ以後PMN che皿otaxisに

ついての報告が散見される．しかしBoydenのmilli－

pore丘lter法は高度の技術を要するうえに，一部操作

の改良がなされたもののchemotaxisの定量化および

再現性に聞題を残しており，諸家3・4）の成績は必ずし

も一定していないのが現状である．そこで著者は再現

性のある簡便なagarose plate法5～7）を用いて各種抗生

剤の健康成人ヒト白血球遊走能に及ぼす影響を検討し

たので報告する．

実験材料および方法

 20歳代から70歳代まで各年代5人ずつの健康成人計

30人を対象とし，それらの末梢血中PMNを実験に供

した．

1）材 料

 ① 使用した抗生剤

 （a）細菌の細胞壁peptidoglycan生合成障害剤

    ：摺糠階）｝P－1・…m群

 （b）蛋白合成阻害剤

    gentamicin （GM）

    tetracycline （TC）

    chloramphenicol （CP）

 上記5薬剤を0．39μg／m1，3．12μg／ml，25μg／ml，100

μg／ml，および500μ9／mlの濃度に調製し使用した．

 ② 多核白血球浮遊液（PMN suspensi・n）の作製

   （Fig． 1）

 10～15mlのヘパリン加静脈血を採取し37。Cふらん

器に約1時間放置後，分離した血漿層をficoll－sodium

metrizoate （Pharmacia Fine Chemicals， Uppsala，

Swcdcn）4 mlの上に静かに重層し1500 rpm（500

×G），30分間遠沈し底に沈んだPMNと赤血球の残

りを取り出し，0．87％NH4CIで溶血させHanks液

（Grand lsland Biological Company， Grand lsland，

Ncw York）で2回洗浄した後Hanks液で5×105

Leuk ??^aystmegich ：

Erythrocytes 1
1 Led（ocyterLh

［ piasma
｝・・…聯一レCent「ifuged at 500×g f。「30m‘”・⇒

Leukocytes together

 with erythrocytes．

                                t

PMN poputations is achieved BOth PMN and MOnonuclear Erythrocytes sedimenting with

of 5×105／lo＃1 by Hanks solution．〈1一11一CellS are WaShed 2 tiMes in〈e＝N the PMN are etiminated by

                Hanks solution． NH．Cl．
    Fig． 1． lsolation of polymorphonuclear leukocytes （PMN）．
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cells I O ylのPMN suspensionに調製した．

 ③agarose plate作製（Fig・2）

 O．24g agarose （Sigma Chemical Co．， St Louis，

Missouri）に滅菌蒸留水10mlを加え約15分間煮沸浴

槽につけた後47℃浴槽内で冷やした．2。Omlの×10

Hanks液に2．O mlのヒト不活化血清，0・6 ml（1 mol）

Agarose O．24g

Sterile， distilled water 10m2

10XHanks solution

Heat－inactivated．

   pooled human serum

Hepes buffer

Sterile， distilled water

Cooling in a 47℃ water bath

 after boiling water bath for 15 min．

2．ome

2．ome

0．6m躍

s．4me

Warmed in a 47℃ water bath．

Mixed with an equal volume

in a 470C water bath， and

5－rne volumes of the agarose

medium are delivered to each

60×15mm tissue culture plate．

      rA

    O ．B O
     げcO
       OグO

ooo ooo
       o o

     o   o

    o    o

Six series of three wells， 3 mm in diameter and spaced

3mrn apart are cut in each plate using the punch．

Alternative patterns for arrangement of triplicate well series．

   A． bacterial chemotactic factor

   B． PMN suspension

   C， control medium （Hanks）

Fig． 2． Preparation of agarose plate．

〈x40）

         鰯 聖

           覧，

Bacter嶽嚢 ．．

Chemoセacきlc！

Factor ／；’11／

〈BCF） ：
       t t  i

．詔…Q
   illliiifll・lil／i・11i

     ． 8の噸 唖 ¶

堰f Hanks

l毫

  辱 。

Chemotaxis Randorn
 mobility

Fig． 3． Pattern of differential migration of leukocytes under agarose in

      response to chemotactic factor． Quantitation is accomplished by

      Iight microscopy of the migration pattern and measurement of

      the linear distances chemotaxis and random mobility．
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Table 1． Chemotactic activity of human polymorphonuclear leukocytes
     with different concentrations of antimicrobial agents and without

     antimicrobial agent．

           （mean values：n＝30）

CB－PC CER GM TC CP Control

O．391tg／me 3．4

3．121tg／me 3．4

25．Optg／rn2 3．2

1oo ltg／me 一3・．，1，

500．μ：g／巾珍   2巳9’

3．3

3．3

3．2

3．1

3．0

3．3

3．2

3．0

2．8

2．5

3．0

2．1

1，8

1．9

2．4

3．2

3．1

3．0

2．8

2．6

3．3

（cm）

のHepes buffer（Sigma， Ch6mical Co．， St． Louis，

Missouri）と5．4 ml滅菌蒸留永を．47℃浴槽内でよく

混和した後’pctri dish （φ 60 一× 1・5－．mm，／Falcon， Ox－

nard， California）に5mlずつ分注し冷蔵庫に保存し

た．冷やして硬くしたagarose plateに直径3mmの

ステンレスパンチで3mm間隔，直線上に3つの

wellを放射状に6個所作り注射針にて注意深くplug

を除去したものを実験に供した．

 ④ 細菌性遊走因子（bactcrial chcmotactic factor：

  BCF）の作製8）

 E． coli NI耳J・JG l strainの1白金耳をTcM－199

（Flow Laboratories， Walkersville， Maryland） 100 ml

に混じ24時間37℃ふらん器にて培養，その後10，000

rpm 30分問遠沈しsupernatantをmicropore filter

でろ過し，凍結保存し．た．

2） 実験方法

 直線上に3つのwellを放射状に6個所作ったaga－

rose plateのそれぞれ中央のwellに対象から採取調

製したPMN suspension 9μ1と各濃度に調製した

CBPC， CER， GM， TCおよびCPの各薬剤を1μ1

ずつ注入混合した．外側wcllにはBCF，内側we11

にはHanks液を注入した．37。Cふらん器内に2時聞

放置後メタノール洗浄，ホルマリン固定，ライト染色

した．細胞の遊走距離は×40顕微鏡下にて測定しそ

の単位をcmで表示した． Fig．3に示すごとくPMN

がBCFに向け遊走する場合をchemotaxis， Hanks液

へのそれをrandom mobi正ityとした．なおcontrol

として中央のwellに抗生剤無注入時のchemotaxis

を測定した．

実 験 成 績

 抗生剤無注入時（control）でのchemotaxisおよび

random mobilityの平均値はTable 1～2に示すご

とくそれぞれ3．3cm，1・6 cmであり，さらに各年代別

の成績をその平均値で示したのがFig・4である．50

、歳代以上の高齢者にchemotaxisおよびandom． mo－

bilityの抑制傾向がみられた．70藤代では40歳代まで

の成績に比し70～80％程度に低下していた．Fig．5

は抗生剤無注入時の抗生剤と年代間におけるinterac－

tion effectをScheffe Methodを用いて推計学的｝こ

検討した成績であるが有意差を認めなかった．このこ

とから年代別因子はchemotaxisに対する薬剤の影響

に関連しないことが考えられた．つぎに各濃度に調製

した抗生剤注入時におけるPMN migrationの成績

をFig．6～10，およびTable 1～2に示す。 CBPC

はFig．6， Table lに示すごとく1 OO Pt9／m1および

500μg／mlの濃度にてchemotaxisの成績がそれぞれ

Table 2． Random mobility of human polymorpho－

     nuclear leukocytes with different conentra－

     tions of antimicrobial ’agents and without

     antimicrobial agent．

       （mean values：n＝30）

CB－PC CER GM TC CP Control

O．39gg／me 1．7 1．6 1．5 1．6 1．4

3．12itg／me 1．7 1．5 1．5 1．4 1．5

25．01tg／m2 1．5 1．5 1．5 1．2 1．4 1．6

100 stg／m2 1．4 1．7 1．4 1．3 1．4

500 ftg／m2 1．4 1．5 1．3 1．6 1．4

（¢m）
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Fig． 4． Chemotactic activity and random mobility

       of human leukocytes with different ages．
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Fig・7・ Che皿otactic activity and random rnobility

       of human leukocytes with different concen－
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）”ig． 5． lnteraction effect of chemotaxis between

       antimicrobial agents and ages．
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Y”ig． 8． Chemotactic activity and randoFn mobility

       of human leukocytes with different concen－

       trations of gentamicin． （一chemotaxis，
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Fig． 6．

   O．39 3．12 25 10e ・500
                              （μ9／mの

Chemotactic activity ．and random mobility

of human leukocytes with different concen－

trations of carbenicillin． （一一丁一一chemotaxis，

・・・… 窒≠獅р盾?mobility）

Fig． 9．

O．39 3．12 25 100 500 （ltg／m2）

（】hemotactic activity and rando皿mobility

of human leukocytes with different concen－

trations of tetracycline． （一chemotaxis，

・・・… 窒≠獅р盾?mobility）
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（cm）

4

3

2

1

L聖封一

O．39 3．12 25

Table 3． Multiple comparison with chernotactic
     activity of human leukocytes between 5

     antirnicrobial agents．

CER CP TC GM

CB－PC

CER

cp

TC

O． OO 2． 55＊ 4． 55＊

    2． 55＊ 4． 55＊

        2． 00＊

1． 32

1． 32

1． 22

3． 23＊

100 500 （Jtg／m2）

Fig． 10． Chemotactic activity and random mobility

    ．of human leukocytes with different concen

    trations of chloramphenicol． （一chem－

    otaxis， ・・一…random mobility）

圏
3

2

1

へCER
 CB－PC
gGM
xc一．．

TC

（ ＊一一一一一P〈 O． 05）

示したがその抑制の範囲は0・4c mと軽度であった．

CPはFig．10に示すごとくTCほど顕著ではない

が3・12 Pgfmlよりchemotaxisが漸次抑制きれ，500

μ9／mlでの成績はTable 1に示すごとく2．6 cmであ

ったものの，random mobilityはTable 2に示すご

とく不変であった．Fig．11およびTable 3は各種抗

生剤別におけるchemotaxisを推計学的に比較検討し

たものである．この結果TGはGBPC， CER， GM

およびC？に比し，またCPはCBPCおよびCER
に比べ明らかにchemotaxisを強く抑制することが分

った．しかしCBPC， CERおよびGM間には有意

差を認めなかった．

      O．39 3．12 25 100 500
                    （ltg／me）

Fig． 11． lnteraction effect of chemotaxis between

    antimicrebial agents and concentrations．

3．lcm，2．9 cmとcontrolに比し軽度抑制され，また

random mobilityでもTable 2に示すごとく1．4・cm

で。・ntr・1に比しわずかに抑制が認められた． CER

の成績もFig．7およびTablc 1～2に示すごとく

CBPCとほぼ同様のパターンを示した． GM注入時

の成績をFig． 8おらびTable 1～2に示す．25μ9／ml

以上の高濃度にてchemotaxisがCBPC， CERの2

薬剤に比しより抑制され500μ9／mlでの成績は2．5

cmであっt．random mobilityは500 Pgfmlの濃度

で1．3cmとわずかに抑制された． Fig・9はTCの成

績であるがchemotaxisは0．39μ9／m玉の濃度で3．O cm，

3．12 ptg／mlで2．1 cmとcontrolに比し抑制が著明に

認められ，25・0μ9／m1でpeakを示しその成績は

Table 1に示すごとく1・8 cmであった・この値は

controlの成績である3・3 cmに比し約55％であった．

しかし500 Ptgfmlの高濃度での成績は2・4 cmを示し，

3．12μ9／mlの濃度での成績より高値を示した．一方

random mobilityはchemotaxisとほぼ同様の傾向を

考 察

細菌感染の成立する第1歩は宿主内部に細菌が侵入し

分裂増殖することである．これに対する宿主側の最初

の防御反応はPMN migrationであり，これは感染に

よる局所循環障害の結果，血管透過性充進状態になり

血管外に遊走したPMNが炎症局所の刺激性物質に

向ってすすむ一般に言うところの走化性（chemotaxis）

である．著者のchemotaxisは細菌など異物の存在す

る局所で産生されるoligopeptideあるいは細菌由来

のproteaseにより補体および免疫グロブリンが分解

されてつくられるchemotactic factor（C3a， C5a，

IgG・IgM fragment）に向う一定の方向性を有する運

動で炎症反応のfirst stepとして重要な反応であり，

random mobilityは目的のない緩慢な運動でその詳

細な意義は明らかでない．

 各種抗生剤は起炎菌のある種の酵素に特異的に働く

ため細胞壁peptidoglycan合成障害，細胞膜への障

害，核酸蛋白合成阻害などの作用により低濃度でも

bacteriocidal or bacteriostatic effectを示す．このこ

とは同時に起炎菌ばかりでなく他の細胞，特にPMN

の機能には何らかの影響を及ぼすと考えられる．最近

抗生剤のPMN che皿otaxisへの影響についての報告
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が散見きれるが，測定法が高度の技術を要すると言わ

れているBoyden法によるもので相互の成績は必ず

しも一一erしていない9～12）．このことより著者は簡便で

再現性のある方法とされているagarose plate法を用

いた．なお抗生剤のchemotaxisに及ぼす影響につ

いて，理論的にはたとえ微量でも抗生剤そのものが

chemoattaractantをinactivateする場合，さらに

chemotactic factorを阻害する場合が考えられるが本

実験に使用した抗生剤でそのような作用を示すものは

なかった．

 つぎに実験成績および感染症に対し臨床的に使用さ

れるこれら5薬剤の血中濃度のpeak値とを併せてま

とめる．CBPG， CERは感染症に薄し日常頻回に用

いられる薬剤で，なかでもCBPCは難治性感染症に

対し，しばしば大量投与される薬剤である13）．CBPC

IOg点滴静注時の血中濃度のpeak値は400～500

μg／皿114），CER 89点滴静注時のそれは250～350

μg／mlls）と報告されている．実験成績よりこれら2

薬剤は500μg／mlの濃度で軽度PMN chemotaxis

を抑制するものの100 9／ml以下の濃度ではchemo－

taxisに対しほとんど影響を及ぼさなかったことより臨

床的に用いられている投与量範囲内ではPMN che－

motaxisへの抑制は軽微なものと思われる． GMの

80皿9筋注時における血申濃度のpeak値は10μ9／ml

前後値であるが，腎毒性の面から大量もしくは長期

投与きれるような性格の薬剤ではないと言われてい

る16・17）．実験成績では25μ9／ml以上の濃度でchemo－

taxisおよびrandom mobilityの抑制がみられたが，

この濃度は臨床的に使用される投与量範囲内での血中

濃度のpeak値に対し約2倍強である、これらのこと

より臨床的にGMがPMN chemotaxisに及ぼす影

響は血中濃度の点から言えばごくわずかなものと考え

られる，しかしGMそれ自体にchemoattaractant

としての作用があることからこのcompetitionによ

るchemotaxisの障害も考慮すべきと考えている．

Martin18）， Forsgren10）， Esterlyi1）らはTCは低濃度に

てPMN chemotaxisを著明に抑制するが，300 Ptgfml

の高濃度では抑制しないと報告している．著者の実験

にて3．12μ9／m1の低濃度でchemotaxisを顕著に抑制

したが，500μug／mlの高濃度では軽度の卸制であった

ことより諸家らの成績と一致している．TCのPMN

chemotaxisにおよぼす影響についての機構は未だ不

明であるが，Martinによれば低濃度でのchemotaxis

抑制の原因についてTGがPMN細胞内への91u－
cose uptakeを抑制するためのhypoglycolysisによる

microfilamentへの障害が考えられる．と報告している．
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きらに500μg／mlの高濃度でPMN chemotaxisが

上昇したのはPMN細胞内でのlactate産生能が克

進した結果と説明している．臨床｝こてTC 500 mgを

経口投与した際の血中濃度のpeak値は4～5μ9／皿1

と言われている19）．さらに著者の実験にてTCは3・12

μ9／mlの濃度にてPMN chemotaxisを著しく抑制す

る成績が得られたことより，本剤は臨床投与量にて

PMN chemotaxisを障害することが推測される． GP

についてMajeskig）はchemotaxisへの影響はないと

報告しているが，われわれの成績ではForsgrenおよ

び倉辻12）らの報告と同様に3．12μg／ml以上の濃度で

chemotaxisを抑制する成績であった．この抑制の原

因についてはPMN細胞内cyclic AMPを増量きせ

るためによるmicrotubulesへの障害と言われてい

る2e・21）． CP lg静注時の血中濃度のpeak値が10～

13μ9／mlであることより著者の成績から判断してCP

も臨床使用にあたってはPMN chemotaxisへの抑制

を考慮する必要があると考える．

 以上，in vitroにおける抗生剤のヒト健康成人PMN

chemotaxisへの影響を述べた．この事実から殺菌も

しくは静菌効果を期待して感染症例に対し大量あるい

は長期の抗生剤投与を行なうことはときとして宿主の

PMN機能を抑制する場合があることを示唆するもの

で，今後感染症治療においてこれらのことを留意しな

ければならないと考えられた．

結 語

 5種類の抗生剤（CBPC，（〕ER， GM， TCおよび

CP）のヒト健康成入白血球遊走能におよぼす影響に

ついてagarose plate法を用いて調べた．

 （1）5薬剤ともにPMN chemotaxisを多かれ少な

かれ抑制した．その程度はTCが最も強く，ついで

GP， GM， CBPC，およびCERの順であった・

 （2）最も強くPMN chemotaxisを抑制したTCは

他の4薬剤とは異なり25μug／mlの濃度でその抑制の

peakを示し，100μ9／mlおよび500 Pt9／mlと高濃度

になるにつれ抑制が軽度になった．一方他の4薬剤は

高濃度になるにつれ抑制が強くなる傾向を示した．

 （3）Tcは3．12μ9／mlの低濃度でPMN chemo－

taxisを抑制した．この濃度は日常臨床に用いられる

：本剤の血中濃度のpeak値（4～5μg／ml）に近い値で

あるので本剤使用時にはPMN chemotaxis抑制を考

慮すべきであると言える．GPもTCほど著明ではな

いが日常における臨床投与量範囲内でPMN chemo－

taxisを抑制する成績であった・

 （4）GMは25μ9／皿1以上の濃度でPMN chemo一
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taxisを軽度抑制するものの，．臨床に用いられる投与

量範囲内ではchemotaxisへの影響は軽微であると言

える．

 （5）CBPC， CER（β一lactam群抗生剤）は100μ9／m1

以下の濃度でchemotaxisはに影響をおよぼさなか

ったことより臨床的に用いられる投与量範囲内では

PMN chemotaxisへの影響はないものと考えられた・

なお本論文の要旨は第26回日本化学療法学会西日本支部総会

にて発表した．
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