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マ ウスの実験的 緑膿菌感染症 に於け る化学療 法剤の評価
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(昭和45年12月28日 受付)

抗緑膿菌作用を有する化学療法剤のin vivoに おける

効果判定の基礎的研究は比較 的少 ない。従来,in vivo

で の薬剤効果判定には,実 験的緑膿菌感染症 として,火

傷マウスに菌を感染させる法1),モルモット足蹠部皮下接

種による方法2),マ ウス腹腔内感染 に よる方法3),マ ウ

ス静脈内接種により腎盂腎炎を起させる方法や4,5), Cor-

tison投 与 マウスに緑膿菌を感染させ敗血症を起させる

方法6),な どが報告されてい る。 しかし,こ れ らの実験

的感染症では,Cortison投 与の場合を除いて感 染成 立

に多量の菌量接種を必要 とし,治 療効果の顕著な薬剤に

ついての比較は容易であるが,薬 剤開発のため多 くの化

合物の効果を比較検討する場合には判定が不明確になる

きらいがある。

本報では患者分離緑膿菌の中から薬剤に感受性で,マ

ウスに強毒な株を選択し,さ らにムチン併用によつて比

較的少量の接種菌量で,実 験的緑膿菌感染症を成立する

ことを明 らかにしたので,化 学療法剤のin vivo効 果 判

定法としてその応用を試みた。

実験材料および方法

供試菌株:都 内数カ所の病院から分与された60株 の

患者分離菌中から強毒株を選択 した。 これ らの 菌株は

0.8%普 通 寒天高層培地に穿刺 して保存 し,用 にのぞん

で普通寒天平板に分離 し,正 常な集落を実験に供した。

供試動物:日 本クレア株式会社から供給されたICR-

JCL系4週 齢雄マウス(体 重18～20g)を 使 用 した。

これらの動物は室温24±2℃,湿 度60±10%の 環境下

で飼育 し,飼 料は日本 クレア製の固型飼料(CA-1)を 与

えた。

マウスに対する毒力測定:被 検菌は普通寒天平板から

1白 金耳を取 り,ハ ートインフュージョンブイヨン(以

下,HIブ イ ヨン)に 接種 したのち,37℃18時 間前培養

し,次 に この菌液の1滴 をL字 管に分注 したHIブ イヨ

ンに接種,12時 間Monod式 振盪器 で培養 した。 この

培養菌液を10倍 系例に希釈 し,ム チンを最終濃度4%

になるように加え,マ ウス腹腔内にご0.4ml接 種 した。

ムチンはWilson LaboratoriesのGranular mucin

1701 W-typeを 使用 した。毒力はマウスの72時 間後の

生死をもつて判定 した。

EDsoお よ びLD50の 算 出:VAN DER WAERDEN法7)

と一 部 プ ロ ビ ッ ト法 に よ り算 出 した 。

薬 剤 の50、%発 育 阻 止 濃 度 の 測 定:Monod式 振 盪 器

を使 用 し,TREFFERSの 方 法8)に した が つ て 測 定 した 。

培 地 はHIブ イ ヨ ンを 用 い,菌 の濁 度 はSpectronic 20

(Shimadzu. Bausch & Lomb製)を 使 用 した。

供 試 薬 剤:抗 生 物 質 は 市 販 品 の硫 酸 カナ マ イ シ ン

(KM),硫 酸 ポ リ ミキ シ ン(PL-B),硫 酸 ゲ ン タ シ ン(GM)

お よ び メ タ ン スル ホ ン酸 コ リス チ ン(CL)を 使 用 した。

Fig. 1 Virulence of P. aeruginosa 

on mice 

Fig. 2 Growth Inhibitory Activity of Antibiotics on 
Pseudomonas aeruginosa Strain (NC-5) 
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実 験 成 績

1.　 強毒株の選択

患者分離緑膿菌60株 について,前 記培養菌液を1群

5匹 のマウス腹腔内に接種 し,毒 力を測定 した。その結

果はFig. 1に 示すようにLD50値 が10-4.0～10-4.9の

ものは36.7%(22株)で 最も多く10-7以 上のLD50値

を示す強毒株は5%(3株)認 められたにすぎなかつた。

さらにこれらの3株 の中から薬剤感受性の最も高い強毒

株としてNc-5株 を選択 して以後の実験に これ を用い

た。本菌は日赤中央病院耳鼻科において,中 耳炎患者か

ら分離された株で,マ ウスに対するLD50は200個/マ ウ

Table 1. Alteration of ED50 of kanamycin according 

to difference of inoculum size on experi- 

mental infection with P. aeruginosa in mice 

Note; P. aeruginosa strain (NC-5) was inoculated 
intraperitoneally in ICR-JCL mice and antibio- 
tic was given intraperitoneally at 2 hours after 
inoculation. 
ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 
method. 

Table 2. Alteration of ED50 of polymyxin B ac- 

cording to difference of inoculum size on 

experimetnal infection with P. aeruginosa 

in mice 

Note; P. aeruginosa strain (NC-5) was inoculated 
intraperitoneally in ICR-JCL mice and antibiotic 
was given intraperitoneally at 2 hours after 
inoculation. 
ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 
method. 

Table 3. Alteration of ED50 of kanamycin accor- 

ding to difference of administration time 

after cell inoculation on experimental in- 

fection with P. aeruginosa in mice 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 

2.0×104 cells of P. aeruginosa strain (NC-5) in 

4% gastric mucin. 

Antibiotic was given intraperitoneally. 

ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 

method. 

Table 4. Alteration of ED50 polymyxin B accor- 
ding to difference of injection time after 
cell inoculation on experimental P. aerugi- 
nosa infection in mice 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 

1.1×104 cells of P.aeruginosa strain (NC-5) in 

4% gastric mucin. 

Antibiotic was given intraperitoneally. 

ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 

method. 

Table 5. Alteration of ED50 of kanamycin ac- 

cording to difference of administration 

route on experimental infection with P. 

aeruginosa in mice 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 

1.2×104 cells of P. aeruginosa strain (NC-5) in 

4% gastric mucin. 

Antibiotic was given at 2 hours after inocula- 

tion. 

ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 

method. 

Table 6. Alteration of ED50 of polymyxin B accor- 

ding to difference of administration route 

on experimental infection with P. aeruginosa 

of mice 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 

1.1×104 cells of P. aeruginosa strain (NC-5) in 

4% gastric mucin. 

Antibiotic was administrated at 2 hours after 

inoculation. 

ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 

method. 
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ス接種に相当 した。本菌に対するKM, GM, PL-B, CLの

50%発 育阻止濃度はFig. 2に 示す とおり,そ れ ぞ れ

3.0mcg/ml, 0.058mcg/ml, 0.195mcg/ml, 0.9mcg/

mlで あつた。

2.　 接種菌量の相違によるED50の 変動

先の成績から強毒株(Nc-5)を 感染菌 として用い,マ

ウスへの接種菌量の相違 と化学療法剤の治療効果との関

係を検討した。化学療法剤としてKMお よびPL-Bを

用い,薬 剤は菌接種2時 間後に腹腔内投与 した。マウス

は1群4匹 を使用 した。

KMの 場合,Table 1に 示 す よ うに,103個 接種で

ED50値 は8.84mg/kgを 示 し,104個 接 種では16.50

mg/kgで103個 接 種の値にくらべて約2倍 であり,105

個接種では35.40mg/kgと104個 接種の約2倍 の値が

得られた。PL-Bの 場合もKMの 場合 と同様に,103個

接種群でのPL-BのED50を1と すると,104個 接 種で

はほぼ2倍,105個 接 種 では ほ ぼ4倍 の値を示 した

(Table 2)。 すなわち,KMの 場 合もPL-Bの 場合も接

種菌量の10倍 増加にともなつて,そ のED50値 が約2

倍ずつ増加する傾向が認められた。

3.　薬剤投与時間の相違によるED50の 変動

接種菌量は一定(104個)と し,菌 接種後30分,2時

間および4時 間に薬剤投与を行なう3群 に分けて,薬 剤

投与時間の相違によるEDseの 変動を検討 した。その成

績はTable3, 4に 示 した。KMのED50は 薬剤投与時

間の相違によつて大きな変動はみられ ず,菌 接種後30

分薬剤投与でも4時 間後投与でもあまり著 しい差はみら

れなかつた。PL-Bで は,30分 投与群と2時 間投与群 と

の間にED50の 差 をほとん ど認めなかつたが,4時 間投

与群では,30分 お よび2時 間投与群の2倍 のED50を 示

し,薬 剤の種類によつて薬剤投与時 間が,ED50値 に影

響を与える場合がみられた。

4.　薬剤投与部位の相違によるED50の 変動

菌接種量を一定(104個)に し,菌 接種2時 間後に薬

剤をマウス腹腔内,筋 肉内および皮下に投与 した場合の

EDse値 をKMお よびPL-Bで 検討 し,Table 5, 6に

その成績を示 した。KMお よびPL-Bと も腹腔内薬剤

投与のED50値 が,筋 肉内および皮下投与より4倍 から

6倍 優れた成績を示 した。

5.　 実験誤差と再現性

上述の実験成績から抗緑膿菌作用を有する化学療法剤

のin vivo効 果判定法として次の条件を設定 した。動物

はICR系4週 齢の雄マウスを1群10匹 用 い,緑 膿菌

の強毒株(Nc-5株)を4%ム チ ンと併用 して腹腔内に

10MLD(約2×104個/マ ウス相当)接 種し,菌 接種2時

間後に薬剤を腹腔内投与してマウスの生死を観察する。

この際,薬 剤の濃度間隔はlog2の 等比級数とする。

以上の条件でKMお よびPL-Bの 治療効果を各6回

Table 7. Therapeutic effects of kanamycin 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 
about 104 cells of P. aeruginosa (NC-5) in 4% 

gastric mucin. 
Antibiotic was given intraperitoneally at 2 hours 
after inoculation. 
ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 
method. 

Table 8. Therapeutic effects of polymyxin B 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 
about 104 cells of P. aeruginosa (NC-5) in 4% 
gastric mucin. 
Antibiotic was given intraperitoneally at 2 hours 
after inoculation. 
ED50 was calculated by VAN DER WAERDEN 
method. 

Fig. 3 Therapeutic Effects of Antibiotics in Mice 
Infected with Pseudornonas aeruginosa (NC-5) 
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にわたり測定 し,実 験誤差 とデータの再現性について検

討 した。その成績はTable 7お よびTable 8に 示すよ

うに,KMお よびPL-Bと もに,ED50値 はかな り再現

性が認められた。両者の実験を総合 した12回 の実験成

績から計算された標準偏差の平均は1。21で あつて,こ

の値を本実験条件での推定標準偏差 とす る と,p=0.05

における推定信頼限界はlogED50±1.96 log1.21で 計

算される。

すなわち信頼限界はED50値 の 約1.5倍 か ら1/1.5

倍 の値を取ると推定される。実験精度を高めるためには

標準偏差を小さくする必要があるが,標 準偏差(の は次

の式で計算されるので,

σ2=Vm,

Vm:分 散

d:投 与薬剤の濃度間隔

n:動 物数

h:実 測生存率

この式から明らかなように投与薬剤の濃度間隔を小さく

するか実験動物数を増せば,さ らに精度の高いデータが

期待できよう。

6.各 種化学療法剤への応用

前項で設定 した実験条件でKM, GM, PL-Bお よびCL

の効果を測定すると,Fig. 3に 示 すようにED50はKM

19.0mg/kg, GM2.1mg/kg, PL-B 1.8mg/kg, CL

18.0mg/kgの 値が得 られ た。次に1群10匹 の マウス

についてこれら薬剤の腹腔 内投与 に よるLD50を 測定

し,LD50/ED50比 を求めるとTable 9に 示 すとおりKM

74.2, GM203.6, PL-B 11.5, CL 16.6の 値 が得られ,

化学療法剤の基礎的評価が可能である。本実験で設定 し

た方法は抗緑膿菌作用を有する新規化学療法剤の開発に

も利用出来得るものと思われる。

考 察

化学療法剤の効果を実験的感染症を用いて測定する場

合,ま ず出来るだけ少量の接種菌量で動物に感染症を成

立させる必要がある。

そのため接種菌の条件として動物に強力な毒力を有す

ること,さ らに加えて化学療法剤に感受性であることが

必要である。本実験ではこの点に関 して60株 の緑膿菌

について,薬 剤感受性とマウスに対する毒力を検討 し,

適 当な菌株を選択 した。またこの菌株とムチンとの併用

によつて,ム チン無添加の場合の1/1,000以 下 の菌量で

マウスを敗血症死させることが 出来た。Cortison投 与

マウスは緑膿菌感染に対する抵抗性が減弱することが知

られている9)。MILLICAN10)は マ ウスにあらかじめCor-

tisonを 投与 したの ち緑膿菌を接種しCortison非 投与

群の1/10か ら1/100の 接 種菌量でマウスを敗血症死さ

せることを示 しているが,本 実験における菌とムチン併

用効果はMILLICANのCortison処 置 に よる効果を上

廻る成績であ り,き わめて少量の菌量でマウスに実験的

緑膿菌感染症を成立させることができた。

化学療法剤のinvivo効 果判定実験に影響をおよぼす

と考えられる因子には,先 に述べた接種菌の毒力と薬剤

感受性の他に,供 試動物の接種菌に対する感受性,接 種

菌量,薬 剤投与開始時間と薬剤投与法,動 物の飼育条件,

判定 日数などがあげられる。これらの因子を出来る限 り

一定にすることが ,本 実験の精度を高め再現性あるデー

タを得るために必要であると思われる。接種菌の毒力と

薬剤感受性は常に一定に保持させることは困難で,特 に

緑膿菌は集落の解離が高率に起こることが知られており,

解 離 した集落型により,バ クテリオファージ感受性11),

ピオ シン感受性12),薬 剤感受性13)などに差異のあること

が報告されている。供試動物の接種菌に対する感受性は

緑膿菌 とマウスの場合,ICR系 マウスはddN系 および

CF#1系 マ ウスに比 して死亡時間のばらつきが若干少な

かつた。感染実験においては近交系およびSPF動 物 を

使用することが動物の固体差を少な くする意味で雑系よ

り適当であると思われる。次に接種菌量は実験 目的によ

つて適当に選択することが望ましいが,菌 量を減少させ

ると薬剤の治療効果は高まるが,無 処置群に生存例がみ

られることがあ り,逆 に多量の菌接種を行な うと実験感

度 と治療効果が低下をきたす傾向がみ られる。本実験で

は10MLDが,い ちお う適当と考えている。

薬剤投与時間は薬剤の種類によつて治療効果に影響を

与える場合とあまり影響を与えない場合がみ られたが,

実験規模と実験の行ない易さから菌接種後2時 間と定め

た。薬剤投与時間や投与方法は吸収排泄の問題など投与

する薬剤の性質や実験目的によつて適当な方法を選択す

ることが望ましいが,腹 腔内薬剤投与法が最も優れた治

療効果が期待出来よう。なお実験に際 しては当然のこと

Table 9. Therapeutic effects of various antibiotics 

on experimental infection with P. aeru- 

ginosa in mice 

Note; Mice were inoculated intraperitoneally with 
104 cells of P. aeruginosa strain (NC-5) in 4% 
gastric mucin. 
Antibiotics were given at 2 hours after inocula- 
tion. 
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ながら既知化学療法剤との同時実験が推奨される。

結 論

マウスの実験的緑膿菌感染症を化学療法剤のin vivo

効果 判定に応用するため種 々の検討を行なつた結果,次

の成績を得た。

1.　 患者分離緑膿菌60株 の中か ら薬剤感受性および

マウスに対する毒力の点で,感 染治療実験に適 した菌株

を選択 した。

2.　 In vivoに おける化学療法剤の効果判定のモデル

実験 として次の方法を設定 した。

ICR系 の4週 齢雄マウスを1群10匹 使用 し,緑 膿菌

の強毒株(Nc-5)を マウス腹腔内に4%ム チ ンととも

に10MLD(約104個/マ ウス)接 種 し,菌 接種2時 間 目

に被検薬剤を腹腔内投与 し,マ ウスの生死をもつて薬剤

の治療効果を判定する。なおこの際,被 検薬剤の投与濃

度間隔はlog2の 等比級数とし,既 知薬 剤との比較を

行なう。

3.　 上記条件で接種菌量を1MLD, 10MLD, 100MLD

と変 えることによつて,KMお よびPLBのED50値

はほぼ1:2:4の 割合で増大 した。

4.　 薬剤によつて,薬 剤投与時間の差がED50値 に影

響を及ぼす場合とあまり影響を及ぼさない場合が認めら

れた。

5.　 KM, PL-Bと も腹腔内,皮 下および筋肉内投与の

内では,腹 腔内投与が最も優れた治療効果を示 した。

6.　 本実験で設定 した実験条件に お け る被検薬剤の

ED50測 定の推定標準偏差は1.21で あつた。

7.　 マウス実験的緑膿菌感染症に対する各種化学療法

剤の治療効果を測定すると,KM 19.0mg/kg, GM 2.1

mg/kg, PL-B 1.8mg/kg, CL 18.0mg/kgのED50

値 を示 し,LD50/ED50比 はKM74.2, GM 203.6, PL-

B 11.5, CL 16.6の 値 が得られた。
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AERUGINOSA IN MICE 
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In order to establish the procedure for evaluating the effect of chemotherapeutic agents against the 
infection with Pseudomonas aeruginosa, a selection of suitable strain was made among 60 strains by 
determining their virulence in mice and drug sensitivities. Various experiments were made in the 
several condition and experimental error and reproducibility of data were discussed. It was found that 
therapeutic effect varied according to variation of inoculum size of the test strain, and difference of 
administration route of the agents. By way of the procedure to be set for evaluating the effect of 
chemotherapeutic agents in vivo, ED50 of various chemotherapeutic agents was obtained at 19.0mg/ 
kg in kanamycin, 1.8mg/kg in polymyxin B, 18.0mg/kg in colistin and 2.1mg/kg in gentamicin 
respectively. 


