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原 著

マ ク ロ フ ァー ジ お よびII型 肺 胞 上 皮 細 胞 内 の結 核 菌 あ る い は

Mycobacterium aυium complexに 対 す る各 種 薬 剤 の抗 菌 効 果
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MICs AND MBCs OF LEVOFLOXACIN, CLARITHROMYCIN, AND KRM-1648 FOR

 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS AND M. AVIUM COMPLEX RESIDING IN 

MONO—MAC-6 HUMAN MACROPHAGE—LIKE CELL AND A-549 HUMAN TYPE II 

ALVEOLAR EPITHELIAL CELL LINES

Katsumasa SATO, Keiko OGASAWARA, Tatsuya AKAKI, and.Haruaki TOMIOKA
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In this study, we determined the MICs and MBCs of levofloxacin (LVFX), clari-

thromycin (CAM), and KRM-1648 (KRM) for Mycobacterium tuberculosis (MTB) strain 

Kurono and M. avium complex (MAC) strain N-444 residing in MONO—MAC-6 human 

macrophage—like cells (MM6-1\40s) and A-549 human type II alveolar epithelial cells (A-

549 cells). First, the MICs of LVFX for MTB replicating in MM6—MƒÓ (1ƒÊg/ml) and 

A-549 cells (2ƒÊg/ml) were 4 to 8 times higher than its MICs for extracellular MTB 

growing in 7HSF medium. In contrast, the MICs of CAM for intracellular MTB residing 

in both the cells (2•`4ƒÊg/ml) were 4 to 8 times less than its MICs for extracellular MTB 

organisms. On the other hand, the MICs of KRM for extracellular MTB were nearly the 

same as its MICs for intracellular MTB residing in both types of the cells. Secondly, the 

MICs of LVFX and CAM for extracellular MAC were not significantly different from 

their MICs for intracellular MAC residing in MM6—MOs and A-549 cells. The MIC of 

KRM for MAC residing in A-549 cells was 0.25ƒÊg/ml, and this value was 32 times 

higher than its MIC for MAC residing in MM6—MOs (0.008ƒÊg/m/). Thirdly, the MBCs of 

test drugs for intracellular MTB and MAC residing in both types of the cells were some-

what longer than their MBCs for extracellular organisms. These findings indicate that, in 

the case of pulmonary infections with MTB or MAC, the therapeutic efficacy of a given 

drug, especially KRM, is more or less influenced by the bacterial location in the host 

lung tissues where the mycobacterial pathogens survive and multiply, i. e., either alveolar 

MƒÓs, type II alveolar epithelial cells, or surrounding environment.
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は じ め に

結核 菌やMycobacterium aυium complex(MAC)

による肺感染時 において は,こ れ らの菌が最初 に接触す

る宿主細胞は肺胞マ クロファー ジ(Mφ)と 肺胞 上皮 細

胞であ ると考 えられ る。 これ らの菌 による肺感染症 にお

ける感染の場 としてのMφ の役割 につい て は多 くの知

見が得 られてい るが,肺 胞上皮細胞の役割 について は未

解明 なところが多い。最近,こ れ らの抗 酸 菌がMφ の

み ならず,A-549ヒ トII型肺 胞上 皮細 胞株(A-549細

胞)に も侵入 し増殖す ることが相次いで報告 され て来 て

い る1)～3)。 また,Mehtaら3)はA-549細 胞 内結核 菌

はア ミカ シ ンの殺 菌作 用 に対 して ヒ ト単 球 あ る い は

J774マ ウスMφ 様細胞株内の結核 菌 に比べ て よ り抵抗

性であ ることを見 出 してい る。他方,わ れ われの検討で

もA-549細 胞内MAC(Mf.intmcellulare)に 対 す る

ベ ンゾキサ ジノリフ ァマ イシ ンKRM-1648(KRM)

の抗菌活性 は,マ ウス腹腔Mφ 内 の菌 に対 す る抗 菌活

性 に比べて著 しく低い こ とが明 らか に なっ てい る4)。

そ こで,今 回はA-549細 胞 と成熟 したMφ 機 能 を有す

るとされ るMONO-MAC-6ヒ トマ クロファージ様細

胞株(MM6-Mφ)5)と を用 いて,そ れ らの細 胞 内 に局

在す る結核菌お よびMAC(M1.aυium)に 対 す る レボ

フロキ サ シ ン(LVFX)6)～9),ク ラリ ス ロ マ イ シ ン

(CAM)7)～11)お よびKRM4)7)～9)12)～14)のMICと

MBCを 測定す ることによって,II型 肺胞上皮 細胞 内 の

抗酸菌 に対す る上記薬剤の抗菌力発現 の様相 につ いて検

討 した。

材料 と方法

(1)供 試菌

結核菌Kurono株 とMAC(M.aυium)N-444株 を

用いた。いずれ も7H9培 地 中で培 養 し,遠 心 ・洗 浄後

に1%牛 アルブミン(BSA)含 有 リン酸 緩衝 生理 食塩

液 に浮遊 させ,-80℃ に保存 した。

(2)抗 菌剤

LVFX(第 一 製 薬),CAM(大 正 製 薬)お よび

KRM(鐘 淵化学工業)を 供試 した。

(3)細 胞

MM6-Mφ(German Collection Microorga-

nisms and Cell Cultures,ド イ ツ)とA-549細 胞

(American Type Culture Collection,米 国)を 用

い た 。MM6-Mφ は10%牛 胎 児 血 清(FBs;Bio

Whittaker,米 国),1%Nonessenti alamino acids

(Bio Whittaker),1mMピ ルビン酸 ナ トリウム(Bio

 Whittaker)お よび9μg/ml牛 イ ンシ ュ リン(和 光純

薬)を 添加 した2mML-グ ル タ ミン含 有RPMI1640

(日水製薬)培 地 中で,ま たA-549細 胞 は10%FBSを

添加 した2mML-グ ルタ ミン含有Ham'sF-2K(大

日本製薬)培 地 中で,そ れぞれ37℃,5%CO2イ ンキュ

ベ ーター内で前培養 し,実 験 に供 した。

(4)細 胞外増殖菌 に対す る抗菌剤 のMICとMBC

概略,以 下 のように して求 め た15)。2倍 階段希 釈 し

た抗菌剤 を含有す る7HSF液 体培地16)(7H11寒 天 にほ

ぼ相 当す る組成 の培地)の100μlを 加 えた96ウ ェル組織

培養用 プ レー ト(U底)に,1×105CFUの 同培 地での

菌浮遊液(1×106CFU/ml)の 等量 を添加 した。37℃

で14日 培養後 に肉眼 的に菌 の増殖 のみ られない最小 の薬

剤 濃度 をMICと して 判 定 した 。次 に,MBCを 求 め

るために,菌 の増殖 のみ られないウェル内の培 養液の10

μlを薬剤不含の7H11寒 天培 地 上 にス ポ ッ トし,14日

培養 した後 にCFUを 計測 した。薬剤 の供 試菌 に対 す る

MBCは 接種菌 数の99.9%以 上 を殺 菌する最小 濃 度 とし

た。

(5)細 胞 内局在菌 に対 する抗 菌剤 のMICとMBC

MM6-Mφ を用 い た場 合 で は,細 胞 を5%FBS-

RPMI1640培 地に8×105細 胞/mlと な る よう に浮遊

させ,こ の ものの5mlを 同培 地での菌浮遊液(結 核菌,

2.4×107CFU/ml;MAC,4×108CFU/ml)の 等 量

とともに75cln2の 組 織培 養 用 フ ラス コ(Corning,米

国)に 加 えた。 これを3時 間培 養後 に回収 し,細 胞外非

感染 菌 を 除去 す る た め に2%FBS加 ハ ン クス 氏 液

(HBSS)で5回 遠心(150×g,5分)・ 洗浄 した後,最

終 的に得 られた細胞 を1%FBS-RPMI1640培 地 に浮

遊 させ て細胞 数 を4×105細 胞/mlに 調整 した。次いで,

この細胞 浮遊液の100μlを,あ らか じめ同培地 での供 試

薬剤 の2倍 階段希釈 液の各100μlを 加 えておいた96ウ ェ

ルプ レー ト(U底)へ 添加 した(0-day)。7日 間培 養

後 に各 ウェルに0.23%ド デ シル硫酸ナ トリウ ム(SDS)

の80μlを 加 えて細胞 を溶解 した後,20%BSA(120μl)
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を加 えることによ りSDSを 中和 させた。次 いで,結 核

菌の場合 は0.05%Tween80水 を,MACの 場 合 は蒸

留水の各4.5mlを 洗浄液 と して加 え,遠 心 ・洗 浄(200

0×g,30分)を 行い培養液 中に含 まれ る抗菌剤 を除去 し

た(MACの 場合 は,Tween80水 を使用す ると集落 が

diffuse型 とな り,CFU計 測 が 困難 であ るの で洗浄 液

と して は蒸留水 を用いた)。 この場合,第1回 目の遠 心

後,下 層部の250μlと 洗浄液(4.5ml)と を混合 した後

に再度の遠心 を行い,下 層部(250μl)を 採 取 した。 こ

れ を各洗浄液で10倍 階段 希釈 した後,得 られた菌希 釈液

の各10μlを7H11寒 天培地上にスポ ッ トし,5～9日 培

養後に顕微 鏡下(×15)で 細胞 内生残 菌数 を計測 した。

なお,培 養開始時点でのCFU値 に比べ て,薬 剤 添加培

地中での培 養7日 後のCFUが 同 じかあるいは減 少 を来

した最小 薬剤濃度 をMICと して,ま た培 養 開始 時点 で

のCFUに 比べて,培 養7日 後のCFU値 が210gユ ニ ッ

ト以上の減少 を来 した薬剤 の最小濃 度をMBCと して判

定 した。

次 にA-549細 胞 を用いた場合 では,供 試細胞 の5%

FBS-Ham'sF-12K培 地中浮遊液(2×105細 胞/ml)

の200μlを96ウ ェルプ レー ト(平 底)に 加 え,18時 間

培養 した。細 胞の単層培 養 を2%FBS-HBSSで3回

洗浄後,結 核 菌(4×105CFU)あ るい はMAC(4×106

CFU)を 浮遊 させた同培 地200μl中 で2時 間培養 した。

次いで,細 胞外 の非 感染 菌を洗 浄 ・除去 した後 に,感 染

細 胞 に2倍 階 段 希 釈 濃 度 の 薬 剤 を 含 む1%FBS-

Ham'sF-12K培 地(200μl)を 加 えて(0-day)7

日間培養 し,上 述 のMM6-Mφ の場合 と同様 の方 法 で

細胞 内生残菌 数を計測並 びにMICとMBCの 判定を行っ

た。

なお,本 実験 で は各細 胞 の供試 菌取 り込 み数(0-

day)を ほぼ同 じにす るために,予 備実験 の成績か ら割

り出 した各 々の系 に最適 な感染菌数 を用 いてい る。

本実験系 で得 られ た値 は,以 下 の理 由で細胞 内局在菌

の菌数 を反映 したものと考 えられ る。(1)感 染細 胞 の培

養 時 点 で培 地 中 に残 存 してい た菌 数 は,検 出 限 界

Fig. 1 Determination of the MICs and MBCs of LVFX, CAM, and KRM for M. tuberculo-

sis Kurono residing in MM6-MƒÓ s and A-549 cells. Each bar indicates the mean

 (n=3) and the SEM which fell within a range of 0.01 to 0.28 (average SEM, 0.09). 

MIC value was difined as the lowest concentration of a given drug added in culture

 medium which caused complete inhibition of the organisms. MBC was defined as 

 the lowest concentration of the drugs which gave more than 2-log unit reduction of

 bacterial CFU after 7-day cultivation of infected cells.
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Table 1 MICs and MBCs of LVFX, CAM, and KRM for extracellular 
(7HSF medium) or intracellular (MM6-MO s, A-549 cells) M.

 tuberculosis Kurono

(20CFU/well)以 下である。(2)培養7日 間では有意 な

レベルの細胞傷害が認め られない ことか ら,細 胞 内局在

菌の培地 中への遊離の可能性は低 い。(3)薬 剤 添加 あ る

い は非添加 を問わず,培 養7日 後の培地中の細胞外 菌数

は本実験系で得 られ たCFU値 の少 な くと も1/40以 下

で あ り,こ れ は培養開始時点で培地中 に残存 していたか

もしれ ないわずか な数(検 出限界値)の 菌が細胞外で増

殖 したと仮定 した場合の予測値(結 核 菌:2×102CFU

/well;MAC:3×103CFU/well)を 越 える もので も

ない。 したが って,培 地 中で の細胞外菌の増殖 による菌

数あるいは細胞傷害 によ り培地 中へ遊離 した菌数 は無視

し得 る程度 の もの で あ る 。(4)菌 感 染 細 胞 のZiehl-

Neelsen染 色像 か ら計 算 した ウ ェル当 た りの菌数 と実

際のCFU値 はほぼ一致す る。

結 果

Fig.1に は,結 核 菌感染細胞(MM6-Mφ,A-549細

胞)を 各濃度のLVFX,CAMお よびKRMを 含 む培

地中で培養 した場合の7日 間培養後 の生残 菌数,並 びに

これ らの成績 よ り求め られた上記3薬 剤 の細胞 内局在菌

に対す るMICとMBC(MBCが 特定 で きな い もの に

ついて は図示 してい ない)を 示 した。 また,Table1に

は7HSF培 地中の結核菌 に対す るこれ ら3薬 剤 のMIC

とMBC値 を示す と ともに,Fig.1よ り得 られた値 も

併記 した。KRMで は細胞外結核菌(7HSF)あ るいは

細胞 内結核菌(MM6-Mφ,A-549細 胞)の 別 な く同程

度 のMIC値 が得 られ たが,LVFXの 細胞 内結 核菌 に

対す るMIC値(1～2μg/ml)は,細 胞外 結核 菌 に対

す るMIC値(0.25μg/ml)よ りも4～8倍 高い値 に な

る こ と,他 方CAMで は逆 に細 胞 内結 核 菌 に対 す る

MIC値(2～4μg/ml)に 比べ て細 胞外 結核 菌 に対 す

るMIC値(16μg/ml)は4～8倍 と若干高 いことが分

かった。一 方,MBCに つ いて も,CAMを 除 く他2剤

の細胞 内結核菌 に対 するMBC値(LVFX:16μg/ml;

KRM:0.03～0.06μg/ml)は,細 胞外結核菌 に対 す る

MBC値(LVFX,0.5μg/ml;KRM,0.004μg/ml)

よ りも8～32倍 高値側 に傾 くことが分か った。

とこ ろ でFig.1か ら明 らか な ご と く,LVFXと

KRMはMM6-Mφ 並 びにA-549細 胞 内結核菌の いず

れに対 して もほぼ濃度依存性 の殺菌作用 を示 した。 しか

しなが ら,CAMの 場合 では,いず れの細胞 内結核菌 に対

して もMBC値(>128μg/ml)は 高 く,MM6-Mφ

内結核 菌に対 してはある程度 の殺菌作用 を示す ものの,

A-549細 胞 内結核菌 に対 しては静菌的作用を示す に留 まっ

た。CAMはMM6-Mφ お よびA-549細 胞 内結核菌 の

いずれ に対 して もほぼ等 しいMIC値 を有 す る とい う成

績か らす るに,こ の現象が単に これ ら細胞 内に取 り込 ま

れた薬剤濃度の違い に起因 した ものに過 ぎない とい う可

能性 は薄い ように思われ るが,そ の詳細は不明である。

次 にMAC N-444に ついて検討 した。Fig.2お よび

Table2に は先の結核菌の場合 と同様 な検討 を行 って得

られ た成績 を示 した。LVFXやCAMの 場合 で は,細

胞外MAC菌 お よびMM6-Mφ,A-549細 胞 内MAC

菌 に対す るこれ ら薬剤 のMIC値 は,LVFXで は16～

32μg/ml,CAMで は1～8μg/mlに 分布 してお り,

互 いに大 きな差 はみ られなかった。他方,KRMの 場合

では,A-549細 胞 内MAC菌 に対す るMIC値(0.25μg

/ml)は,細 胞外MAC菌 やMM6-Mφ 内MAC菌 に

対 するMIC値(0.06～0.008μg/ml)に 比べ て4～32

倍 と高 まる ことが分 かった。また,MBCに つ い て も同

様な成績が得 られたが,特 に両 細胞 内MAC菌 に対 す

る供試薬剤 のMBC(LVFX,128μg/ml;CAM,>64

μg/ml;KRM,1～>4μg/ml)は 細胞 外MAC菌 に

対す るMBC(LVFX,32μg/ml;CAM,32μg/ml;

KRM,1μg/ml)に 比べて若干高 まる傾 向が認 め られ

た。

なお,Fig.2か ら明 らか なご と く,い ず れ の細胞 内

MAC菌 に対 して も各薬剤 はほぼ濃度依存性の抗菌活 性

を示す ことが分か った。

考 察

今 回の成績 よ り,MM6-Mφ 内に局在 す る結核 菌や
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Fig. 2 Determination of the MICs and MBCs of LVFX, CAM, and KRM for MAC N-444

 residing in MM6-MƒÓs and A-549 cells. Each bar indicates the mean (n=3) and the 

SEM which fell within a range of 0.01 to 0.22 (average SEM, 0.07). Other details

 are the same as in Fig. 1.

Table 2 MICs and MBCs of LVFX, CAM, and KRM for extracellular 

(7HSF medium) or intracellular (MM6-MƒÓs, A-549 cells) MAC

 N-444

MACに 対 するLVFXとCAMの 抗 菌活 性 をMICを

指標 としてみ た場合 には,A-549細 胞 内 にお け る場

合 と大差 ないこ とが分 かった。 しか しなが ら,A-549

細胞 内 に局在 す るMAC菌 に対 す るKRMのMIC値

(0.25μg/ml)はMM6-Mφ 内MAC菌 に対 す るMIC

値(0.008μg/ml)と 比べ て32倍 と著 し く高 まる こ とが

明 らかになった。他方,結 核菌 の場合 ではこのような現

象 は認 め られ なか った 。 したが って,A-549細 胞 内

MAC菌 に対す るKRMのMIC値 上昇 という現 象 は,

A-549細 胞 内へ のKRMの 取 り込み の低 さに起 因 した

もの とは考 え難 く,こ れ らの菌 のA-549細 胞 内で の局

在部位 の違 いに起 因す る可能性が高い ように思われ る。

これ に関連 して,MM6-Mφ とA-549細 胞 内結核 菌

に対す るLVFX,CAMお よびKRMの 抗 菌活 性 を細

胞内CFUの 推移 を指標 と して詳細 に検討 した場合には,

上述のMACに 対す るKRMのMIC値 の上昇 とい う現

象 に加 えて,LVFXのA-549細 胞 内結核菌 に対す る抗

菌 活性 について も,MM6-Mφ 内結核 菌 に対す る抗 菌
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活性 に比べ て低下す る という現象を認めている(未 発表)。

また,わ れわれ4)やMehtaら3)に よ り,II型 肺胞 上皮

細 胞 内局在 結核 菌 やMAC(M.intracellulare)に 対

するア ミカシ ンやKRMの 抗菌作用がMφ 内の結核 菌

に対 する よりも低下す る とい うこ とも見いだされている。

以上の成績 な どを勘案 するに,あ る種 の抗菌剤で は,

II型肺胞上皮細胞 内へ侵入 し増殖 している抗酸菌 に対す

る抗 菌作用 はMφ 内の菌に対す る抗 菌力 に比 べ て著 し

く低 下 して しまうような現象 が,生 体 内で も普遍 的にみ

られる可能性 が強い。 したがって,KRMが 極 めて強力

なin vitro抗MAC抗 菌力 を有 してい る に もか かわ ら

ず,MAC感 染 症に対する治療効果はCAMよ りもかえっ

て弱い場合がある とい う一見奇異な現象7)8)の 理 由の一

つ として,あ るいは この ような説明が可能であるのか も

しれ ない。
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