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Sulfa剤 の試験管 内抗 菌力 と感 染防御効果 の相関II

マウス実験感染における防御効果とMICと の関連性について

野 藤 隆 夫

東邦大学医学部微生物学教室

(昭和47年4月18日 受付)

ま え が き

前報において,Sulfa剤 のMICは 接種菌量によつて

大 きく変動 し,菌 量の多い場合はすべての菌が耐性 と判

定 されるが,接 種菌量を一定 レベル以下に下げることに

よつて感性 と耐性の株が明瞭に区別でき,同 時に比較的

再現性のある感受性値が得られること,さ らに,こ のよ

うなMICの 変動する現象を解明す る目的で薬剤含有培

地における菌増殖曲線につき解析した ところ,接 種菌量

の多少にかかわ らず菌は同程度の障害作用を受けている

ことがわか り,MICの 変動は薬剤の作用 のあらわれな

い培養初期の菌の発育を肉眼で判定するために起る見か

け上の変化にすぎないことな どを 明らかにし報告した

(第1報)。

ところで,こ のような特徴をもっSulfa剤 のin vitro

抗菌作用が治療効果にどのようなかたちで反映 されるの

か,そ の一端を知る目的で今回はマウスの実験感染症に

対するSulfa剤 の感染防御効果 と攻撃菌量 との関係 を

調べ,さ らに感染菌株のVirulenceな どのfactorを 考

慮に入れながら防御効果 とMICと の関連性を検討 した

ので,以 下にその大要を報告する。

実 験 材 料 お よび 方 法

薬 剤: 主 と してSulfamonomethoxineを 使 用 し,一

部 の 実 験 に はSulfadimethoxineも 使 用 した 。

感 染 菌 株: SlPyogeNesG36M5お よ びNo. 3, E. coli

NIHJ, E- 11, E- 41, E- 43お よ びE-49, K. pneumoniae

3K25, 15Cお よ び3 K 37, Shigella 3-S, 3- S(R) No.

11お よ びNo. 25, Pr. mirabilis 1287お よび25'の 計

5菌 種15株 を使 用 した 。

以 上 の 菌 株 は教 室 保 存 株 の うちか ら,マ ウス に 対 す る

Virulenceが 強 く,感 性 株 か ら耐 性 株 まで 種 々 の 感 受

性 値 を 示 す も の が 含 ま れ る よ うに 選 ばれ た も の で あ る

(た だ しS. Pyogenes No. 3は 弱 毒 株 の代 表 と し て 使 用

した)。 これ ら の菌 株 は0.5%普 通 寒 天 高 層培 地 に 穿 刺

ま た は5%ウ サ ギ 血 液 加Brain Heart Infusion寒 天

斜 面 培 地 に 培 養 し て保 存 し,実 験 の前 に 数 回 マ ウス 通 過

を 行 な い,普 通 寒 天 ま た は 血 液 寒 天 培 地 に分 離 し,正 常

な 集 落 を 実 験 に 供 した 。

実験動物: ddY系 〓,4週+3言 齢,体 重20～ 22gの

マ ウスを使用した。

これらの動物は室温25±2℃,湿 度60±10%の 環境

下で飼育し,日 本配合飼料K. K.製 固型飼料(CE- 2)と

水道水を与えた。

使用菌株のマウスに 対す るVirulence測 定: Yeast

extractを0.5%加 えたHeart Infusion brothに37℃,

20時 間培養した菌液を,S. Pyogenesは ブイヨン・生理

食塩液混合液(1: 4)で,そ の他 の菌 の場合は2.5%

Mucin液 で10倍 希釈し,そ れぞれマウスの腹 腔 内に

0.3ml接 種 した｡Mucinは 和工純薬工業製 のMucin,

gastric W- 1701を 使用 した。

感染防御効果の測定: Virulence測 定の場合と同様の

方法で感染 したマウスに5%ア ラビヤゴム水溶液に懸濁

した薬剤を菌i接種30分 後に1回 経口投与 し,5～ 10日

間観察して各群の生残率を 求めBEHRENS- KARBERの

方法に従がつてED50を 算出した0な お,接 種菌液は調

製毎に寒天平板混釈法で生菌数を測定し,接 種生菌数を

確認した。

MICの 測定: 第1報 において設定した方法で行ない,

培 養原液と100～1,000倍 希釈菌液の2つ を接種菌液と

しそれぞれのMICを 測定した｡

臓 器内生菌数の測定: 臓 器内の生菌数 は臓器 を磨砕

し,稀 釈液について平板混釈培養を行なつて測定した。

すなわち,感 染したマウスを心臓から全採血を行なつて

殺 し,臓 器を無菌的に とり出して秤量し,そ の重量の3

倍量の滅菌生理食塩液に浮べ一定回転数のホモジナイザ

ーで2分 間磨砕し,ブ イヨン・食塩混合液を 加え て10

倍階段稀釈を行ない,各 稀釈液の1m1を 平板混釈培養

し,24時 間後発生した集落を数え,も との浮遊液の菌

数を算定 した。

実 験 成 績

1) 攻撃菌量とED50の 関係

教室保存株の中からマウスに対するVirulence, Sulfa

剤感受性等のfactorを 考慮して適当に選ぼれた16菌

株につき,第1報 で提示した方法に従がつて少量菌およ

び大量菌接種の2点 におけるMICお よびマウスに対す
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るMLDを 測 り,MLDの2倍 以上各段階の攻 撃 群 の

ED50 (mg/ kg)を それぞれ求めた。表1は そ の成績を整

理 したものである。

感性株についてみると,ま ずS. Pyogmesの 場 合,G

36M 5は 強毒株であるが,攻 撃菌量に よつ てED 50が

大 きく変動している。すなわち,108個 の 菌を攻撃 した

場合,全 く効果が認められていないが,攻 撃菌量 を1/

1,000に 下げると急激に著 しい効果が現われた。その中

間である106～ 107個 の菌量のところでは明確なDose-

Responceが 認められなかつた。 この場合の死亡例はい

ずれも,い わゆる2次 敗血症によるものと思われ,

薬 剤非投与群が2～ 3日 で死亡するのに対して薬

剤投与群では3.12～ 200mg/ kgの 投与領域にわ

たつて5～ 8日 目に死亡するものがほとんどであ

つた。No.3株 は弱毒株でG36M5株 の1/ 100,0

00以 下の毒力のものであるが,強 毒株の場合と同

様に攻撃菌量の多いところでは薬剤の効果はほと

んど現われていないo次 にE. coliに つ いてみる

と,攻 撃菌量の多いところでは効果がほとんど認

められていないが,106/ mouse附 近から急激に効

果が認められはじめ,以 下菌量を下げるに従がつ

てわずかずつ効果の上昇がみられる傾向にあつた。

E- 11株 とNIHJ株 はVirulenceに おいて1,000

倍 以上の差があるが感染防御効果のパターンはほ

とんど同じであ つ た｡K. Pnmmmiae 3K 25お よ び

15C株 においてもE. coliと 同様の傾向が み られ てお

り,攻 撃菌量が106/ mouseの ところで急激に著しい効

果がみられた｡3K25株 と15C株 は マ ウスに対する

Virulenceが ほ とんど同 じでin vitroのMICは 3K

25株 が1段 階低い値を示すが,ED50も これ と平行 し

て,3K25株 においてやや低 く現われる傾向にあつた。

Pr. mirabilis 1287はSulfamonomethoxineに 対 して

in vitroで 感受性の高い株であるが感染防御効果 も同様

に強 く現われている｡

In vitroのMICが100～ 800mcg/ mlの,い わ ゆる

M/C ( mcg/ ml):

> 200 → ≦ 6.25

M/C(mcg/ml):

> 800→ 100～ 800

M/C (mcg/ ml):
> 800 →> 800

表1 マ ウス実験感染に対するSulfa剤 の効果

ddY 系 雄 マ ウス(20～ 22g) 2,5% Mucin加 腹 腔 内 感 染,30分 後Sulfamonomethoxine 1回 経 口投 与

* Mucin(-)
,** 高 接 種 菌 量 のMIC-低 接 種 菌 量 のMIC

図1. 攻撃菌量と感染防御効果の蘇
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中間耐性株についてみると,感 性株の場合 と同様の傾向

がみられ,攻 撃菌量の低いところで比較的強い効果が認

められた。 しか し,こ の感受性の領域に入る菌株におい

て,少 くとも今回の実験例ではMICとED50の 間に相

関性が認められていない0す なわ ち,Shigella S- 3は

100mcg/ ml, Slhigella S- 3(R)お よびKl. pneumoniae

3K37は ともに800mcg/ mlのMICを 示 す が,そ の

ED50は 逆 にShig8lla S- 3 (R)あ るい は

Kl. Pneumoniae 3 K 37がSlhigella S- 3

よ り低い値を示してお り,感 性株の場合と

は異なつた成績が示された。

E. coli E- 41以 下5株 は1,600mcg/ ml

以上 のMICを 示 す高度耐性株であ り,表

から明らかなように105/ mouseの 攻 撃菌

量のところでも効果は全く認められなかつ

た｡

以上の実験に使 用 した菌株 をin vitro

のMICか ら3つ のグループに分け,攻 撃

菌量とED50の 関係をみると図1の ように

なる｡接 種菌量を少 くした ときのMICが

6.25mcg/ ml以 下 の菌株 で は菌種に関係

な くいずれ も106/ mouse附 近 の攻撃菌量

をさかいとしてED50の 急激な低下が起 こ

り,以 後ゆるやかに下がつて行 く傾向を示

した。いつぼ う,MICが 低 接種菌量で も

1,600mcg/ ml以 上の高度耐性株は攻撃菌

量を下げても効果は全く認められないが,

接 種菌量を少 くすれ ば100～ 800mcg/ ml

となる,い わゆる中間耐性株では感性株の

場合 と同様に,攻 撃菌量の低いところで比

較的急激にED50の 低 下する現象がみられ

た。

2) ED50とMICお よびVirulenceと

の関連性

表1の 測定値につき各攻撃菌量毎にED50

とMICの 関係およびED50とVirulence

の関係をみると,図2お よび図3の ように

なる｡こ れから明らかなように,感 性株で

は攻撃菌量が106/ mouse以 下 になると,

各試験菌株とも同一菌量で攻撃 した場合に

ED50とMICの 間に相 関性 が認められる

ようになる｡い つぼう,ED50とVirulence

の間には相関性は全 く認められていない。

すなわち,少 くとも今回の実験条件のもと

では,ED50はMICと 攻 撃菌量に よつ て

規定されており,菌 の毒力はほとんど関与

していないことがわかつた｡こ のことは,例 えば薬剤間

の治療効果を数種の菌株で比較するような場合の実験条

件の設定に重要な問題を提起していると思われる0

3) 攻撃菌量の差による感染防御効果と臓器内生菌数

上記と同様の実験条件において,大 量および少量菌で

感染したマウスの臓器内生菌数に及ぼすSulfa剤 の影響

を図4に 示 した｡感 染菌株にはKl. Pneumoniae 3 K 25

>107 (l～9) ×106 (l～9) ×105 (l～9) ×104

107 (1～9) ×106 (1～9) ×105 (1～9) ×104

肺 肝

碑 腎

図2 感染防御 効果 とM/Cの 関連

攻撃菌量/mouse

図3 萩 染防御 効 果とVirulenceの 関連

攻撃菌量/mouse

図4 攻撃菌量の差による感 染防御効果と職器内生菌数
(K. pneumoniae 3K25)
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を使用し,攻 撃菌量は108と104/ mouseの2段 階とし,

sulfamonomethoxineの25～ 50mg/ kg投 与 群 と非投

与群の臓器内生菌数をそれぞれ経時的に測定した。

図から明らかなように,攻 撃菌量の多い場合は薬剤の

影響はほとんどみられず非投与群と同様の菌増殖が起つ

てお り,20時 間前後で全例死亡す るに対して,攻 撃菌

量の少い場合は,薬 剤投与によつて著明な菌増殖の抑制

がみられ,こ のような条件では全例生残 し てい る。な

お,こ のような実験条件での死亡例はすべて1次 敗血症

によるものであつて,各 臓器ともほとんど一様に菌の増

殖が起つていた｡

考 察

実験感染に対するSulfa剤 の効果につい ては,マ ウ

スに対して病原性の強い溶連菌あ る い は 肺炎球菌を試

験菌として,マ ウスを用いた感染防御実験が一般に慣用

されてきた。ブドウ球菌あるいは一般の腸内細菌などに

対する化学療法剤の効果判定法 としては,ブ ドウ球菌の

場合,静 脈内接種による腎膿瘍 と生菌数をみ る方法η,

皮下接種による局所の膿瘍でみ る方法2～ 4),マ ウスの腎

皮質に直接菌を穿刺感染させる方法5),腸 内細菌,緑 膿菌

などの静脈内接種によるPyelonephritisを 指 標とした

方法6, 7),あるいは尿路系に直接感染させる方法8, 9)など数

多 くの優れた研究が報告されている｡し か し,こ れらの

方法は特殊な感染様式でみたものであり,薬 剤の特徴を

究明する上には有用であるが,そ れ以前に行なうべき一

般的な方法として腹腔内接種による敗血症を指標とした

方法でin vivo効 果 を解析して行 くことも重要であると

考える◇しか し,一 般の病原性の弱い菌種では,こ の方

法では感染成立に多量の菌接種を必要 とし,と くに接種

菌量がSulfa剤 の抗菌力に大きく影響 し,し かも静菌

的に作用するような薬剤の治療効果判定のモデル実験 と

しては不都合な面があり,か ならず しも薬剤の効果が正

当に評価されるとは考えられない｡

化学療法剤の効果を実験感染動物を用いて測定する場

合,Sulfa剤 においては特に,で き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。本実験では

この点に関 し,教 室保存のS. pyogenes, E. coli, Kl. pneu-

moniae, Shigella, Pnteusな ど数百株につき,マ ウス

に対するVirulenceとin vitroのMICを 調べ,Viru-

1enceが 強 くかつ感性株から耐性株まで種種の感受性を

示すものが含まれるように適当に試験菌株を選択した。

S. pyogenes以 外の菌株はMucinと 併用することによ

つて,Mucin無 添加の場合の1/ 1,000～ 1/ 100,000の 菌

量でマウスを敗血症死させることがで.きた。

Mucinに よる菌のVirulence増 強作用の本体につい

ては,ま だ完全に明らかにされたわけではないが,一 般

に生体防御能を低下させる方向に働いて菌自体 には作用

しないといわれている10～ 15)。

Mucinの 併用によつて感染像が複雑 にな り,感 染の

解析を困難にすることが考えられるが,病 原性の弱い菌

によつて感染が起 こる場合は種々の因子 が 関 与 してお

り,と くに生体の防御機能の低下をきたすような種 々の

条件が重要な要因として働いていることが考えられ,そ

の意味ではMucinの 併用は健康動物を多量の菌で攻撃

して死亡させる方法よりは自然感染に近い方法であると

も考えられる。いずれにしてもマウスに対 してもともと

菌力の弱いGram陰 性桿菌やブ ドウ球菌などを用いる

場合,少 量の菌接種でマウスに実験的感染症 を成 立 さ

せ,化 学療法剤のin vivo効 果 を解析するにMucin添

加はきわめて有用な方法であるといわねばならない。

E. coli, Shigella, Proteus, PS, aeruginosa, Coryne-

bacterim, Neisseriaな どを試験菌 としたM0ucin併 用

感染動物に対するSulfa剤 の感染防御あるいは治療実

験については以前から多数の報告がある16～ 24)。しかし,

これらの実験は,そ の実験条件がかならず しも一定して

いるとはいえず,と くに攻撃菌量について考慮されてい

ないものが多いため,薬 剤間の効力,菌 種,菌 株 間 のin

vivo感 受性の比較は実験者によりかならず し も一定し

た値が得られているとは いえない。最 近 で は,Gram-

positiveお よびGram- negativeの 数種の菌でのMucin

併用感染マウスで合成Penicillinの 効 果 を 比 較 した

HOPPERら の実験25, 26),あ るいは,緑 膿菌対マウスの組

み合せで化学療法剤についての基礎的検討を行なつた小

林の実験27)など,in vivo効 果判定法としてきわめ て緻

密で精度の高い報告がみられる。 しか し,こ れらは同一

菌株での薬剤間の効力の比較には優れた方法 とい え る

が,菌 種あるいは菌株間のin vivoで の感受性の正確な

比較測定,解 析までは論及されていないように思われる。

今回の実験成績に示されたように,Sulfa剤 について

攻撃菌量によつてED50が 大 きく変動し,薬 剤の効果は

攻撃菌量が106/ mouse以 下の ところでは じめて著 明に

現われて くることが認められた。攻 撃菌量 が多い場合

は,い ずれの菌株も全 く効果がみられないか,あ るいは

効果があつても明確なDose- responseが み られていな

い。 このように,攻 撃菌量の多いところで効果の激減す

る現象,そ れは多種多様な病像 を 示 す 臨床治療例の一

面を現わしているか も知れないが,少 くと も実験的に

Sulfa剤 の効果を評価する場合に,こ のような条件のも

とで測定された薬剤の効果はひじように不正確か,あ る

いはまつた く意味のない数値として得られる恐れのある

ことを示している。

攻撃菌量と効果の関係から得られた測定値をもととし
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て,ED50とMICお よびED50とVirulenceの 関連性

を検討した結果,一 部の例外を除いて,攻 菌撃量が約106/

mouse以 下 のところでED50はin vitroのMICと 相

関性が認められ菌のVirulenceに はほとんど影響 され

ていない ことがわかつたのは本実験での大きな収獲であ

る｡従 来の測定法では試験菌株のVirulenceに 合 せ て

攻撃菌量を決定したものが多いが,そ のような方法で行

な うと,例 えば,Virulenceが 弱 く薬剤感受性が強い株

と,そ の逆の関係にある他の菌株のin vivoで の効果を

同時に測定 した場合に,薬 剤感受性の弱い株が強い株 よ

りもin vivoで は,よ り有効であつたとい うような,ま

ことに奇妙な現象の起こることが考えられ,菌 株間での

ED50の 比較はほとんど意味のないものとなる0

な お,MICが100～ 800mcg/ mlの 中等度耐性株では

攻撃菌量の低いところで比較的高い感染防御効果が示さ

れ,ま たMICとED50の 間 の相関性が 不 明確 であつ

たOそ こで,こ のような中等度耐性株がほかにも存在す

るか どうかを知るために,ま ず教室保存のE. coli, Kle-

bsiella, Shigella数 百株につ きスクリーニソグを行なつ

たが,す べて50mcg/ ml以 下の感性株か,あ るいは800

mcg/ ml以 上 の高度耐性株にわかれ,上 記のような中等

度耐性株は他にみあたらなかつた。従がつて,本 実験に

使用 した株は患者材料からはごくまれにしか分離されな

い特殊な株であると思われ,こ のものの特性については

別の機会に報告したい と考える。

以上のことから,化 学療法剤の感染防御実験を行な う

場合,測 定値に影響を及ぼす因子としては種 々のものが

考えられるがとくに攻撃菌量は重要であり,高 および低

攻撃菌量(Sulfa剤 の場合106/ mouse以 下)の2点 以上

で,し かも菌株のVirulenceに とらわれな いで,同 一

菌量で感染させることが薬剤の性格の把握と,よ り正確

な測定値を得るための必要条件であると考える0従 来,

この種の実験は単に効果があつたか,な かつたか という

定性的な感じの強い傾向があつたが,こ こ数年来,実 験

動物の質の向上および飼育管理,実 験施設にはめざまし

い進歩がみられており,単 なる定性反応の域を脱した,

よ り精密な解析の可能な時期に至つていると考える0

結 論

S. pyogenes, Ecoli, K. pneumoniae, Shigella, Proteus

の うちより比較的病原性が強 く,耐 性株から感 性 株 ま

で,種 々の感受性値を示すものが含まれるように選ばれ

た16株 を試験菌株として,腹 腔内接種による敗血症死

を指標 としたマウスの実験的感染症に対するSulfa剤 の

感染防御効果を調べた。

感性株の場合,攻 撃菌量によつて感染防御効果が著し

く変動し,約106/ mouse以 下 の攻撃菌量のところで 著

明な効果が現われた｡こ の現象は,MIC 100～ 800mcg/

mlの 株 においても,あ る程度認められたが,高 度耐性

株では,攻 撃菌量を下げても効果はまつたくみられなか

つたO

攻撃菌量が約106/ mouse以 下の ところで,各 試験菌

株 とも同一菌量で攻撃 した場 合にMICとED50の 問

には,一 部の例外を除いて,相 関々係が 認められた。す

なわち,感 染防御効果は攻撃菌量 とMICに よつて規制

されており,菌 のVirulenceに は ほ とんど影響されて

いない。

以上の成績から,Sulfa剤 の感染防御実験を行なう場

合,攻 撃菌量 と防御効果の関係に充分留意する必要があ

り,可 能な範囲で数段階の攻撃菌量におけ るED50の 推

移をとらえ,ま た菌株間のED50の 比較は同一攻撃菌量

のところで行な うことが,薬 剤の性格を知 り,精 度の高

い解析を進める上に必要な条件であると考える。

稿を終るに臨み,御 指導と御校閲を賜つた桑原教授な

らびに直接御指導 と御校閲を賜つた五島教授に衷心より

感謝の意を表するとともに,終 始,適 切なる御助言と御

協力を頂いた堂ケ崎助手および教室員各位に深 く感謝致

します。
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STUDIES ON THE CORRELATION BETWEEN IN VITRO 

AND IN VIVO ANTIBACTERIAL ACTION OF SULFONAMIDE. II

Investigations in Some Experimental Infections in Mice

TAKAO NOTO

Department of Microbiology, School of Medicine, Toho University

Several strains of S. pyogenes, E. coli K. pneumoniae, Shigella and Proteus which were determined. 

for both the degree of virulence to the mouse and sensitivity in vitro to the sulfonamides were used 

for the present studies. Using these pathogens, therapeutic activities of the sulfonamides were inves-

tigated in mice infected by the intraperitoneal route with a variety of challenge doses. 

In sensitive strains, it was found that levels of ED50 had changed remarkably by challenge dose of 

the infected strains and a therapeutic effect of the drug was obtained clearly when below 106 viable 

cells per mouse had been challenged. 

Such results as above mentioned were also observed, to a certain degree, on strains sensitive to the 

drug in the level of 100 •` 800 mcg/ml, but for high resistant strains, scarcely any therapeutic effects 

were observed, even when the challenge doses were very small. 

When a certain level of challenge dose less than 106 viable cells per mouse was used in all test 

cultures and the therapeutic effects were compared with each other definite correlation was observed 

between MIC and ED50 with only a few exceptions. That is to say, degree of the therapeutic effect 

was dependent mainly on levels of the MIC and challenge dose of the test strain, and then it would 

seem that there is no remarkable influence of virence of the strain to the effect of the drugs.


