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今日まで多くの尿路感染症モデルが考案 され,そ れぞ

れ目的に応じて実験に供 されてい るが1～9),簡 便 で,し

かも個体差を生じず,必 要 なだけの動物を実験に準備 し

うる方法には乏しい ように思われ る。 我 々は この点の改

善を目的とし,腎 乳 頭 部分を特異的に障害す る2-bro-

methylamine hydrobromide (BEA)を 用いて ラ ットに

急性腎盂腎炎を発症 させる方法を創案 した。 この発症法

は比較的簡単であるに もかかわらず,ラ ット間 のばらつ

きがなく均一な腎乳頭部膿 瘍を形成 させ る ことが できる

りで,多数の動物を必要 とする抗菌剤 のス クリーニ ング

や治療効果の比較実験に有用 と思 われ る。 ここでは,そ

の発症法の基礎的検討結果について報告す る。

実験材料および方法

1. 実験動物

体重150g前 後のWistar系 雌 ラ ッ ト(実 験動物繁殖

研究所から購入)を 用いた。実験期 間中は恒温恒湿環境

下で飼養し,充 分な飼料お よび飲水 を 与 え た が,BEA

投与前1夜 および細菌感染前約5時 間は給水 ピ ンを取外

して飲水を制限した。

2. 感染菌株

当研究 所 保存のEscherichia coli C-11, Proteus

mirabilis 9'お よびPseudomonas aeruginosa GNB-1

をHeart infusion broth(ニ ッサ ン)で1夜 培養後,

それぞれ106個/mlの 菌浮遊液を感染 に用 いた。 これ ら

の菌株はいずれもマウスに対 して比較 的強い感 染力を有

する。

3. BEAの 前処置と逆行感染 法

腎乳頭壊死を惹起す るため10),種 々の濃度のBEA(試

薬特級,東 京化成工業)溶 液1.0mlを,前 述の ように

1夜給水制限した ラッ トの腹腔内に投与 した。 この2時

司後から充分な量の飲水を与 え た。BEA処 置3日 後に

再びラットの飲水を制限 し,菌 液を逆行性に感染 した。

すなわち,飲 水制限5時 間後に ラッ トをエ ー テ ル 麻 酔

し,尿道口をアルコール綿で充分消毒 したのち,マ ウス

用経口ゾンデを用いて上記の菌浮遊液1 .0mlを 経尿道

的に注入した。注入の成否は外尿道 口周辺の液漏 と腹壁

か らの膀 胱触診 によって判定 し,完 全に菌液が注入 され

た ラッ トを実験 に用いたが,そ れ らに排尿阻止な どの特

別の処置は行わ なか った。一方,静 脈 内感染を行 う場 合

は,菌 浮遊液0.5mlを 尾静脈か ら接種 した。

4. 生 菌数の測定

感染後一定時間に ラッ トを放血屠殺 し,無 菌 的 に 血

液,腎 お よび膀胱尿を採取 した。腎 は4℃ に冷却 した滅

菌phosphate buffered saline (PBS, pH7.0)5mlを

加 えてホモ ジネー トし,低 速で遠心後 その上清お よび尿

を10倍 段階希釈 した。各 々 の 希 釈液0.5mlをeosin

methylene-blue寒 天培地(ニ ッサ ン)10mlに 混釈 し,

48時 間培養後集落数を測定 した。

5. 腎障害度の判定法

腎障害度 の判定は腎の正中割面を肉眼的 に観察す るこ

とに よって行 った1)。錐 体 頂部に限局 して壊死が形成 さ

れた ものを(+),腎 髄質辺縁に まで障害域 の拡大 してい

るものを(++)と し,対 照腎 と変 らない ものを(-)で 表現

した。

6. 腎機能検査法

BEA処 置後2匹 づつを ラッ ト用採尿 ケージ(夏 目製作

所製)に 入 れ,毎 日一定時間に排尿量を計測した。血中

尿素窒素含量(BUN)はUni-graph (Wamner Lab.)

を用 いて定量 し,腎 乳腫率は(腎 重量/体重)×100%と

して表現 した。 また,腎 組織標本は常法に準 じ,Hema-

toxylin Eosin染 色に よって作製 した。

実 験 成 績

1. 給水制限の効果

腎髄質は糸球体濾過 尿量 の減少や尿細管尿の酸性化な

どに よって影響 され易いことが知 られてい る の で4),ま

ず,BEAの 腎障害作用 におよぼす給水制限 の影響 に つ

いて検討 した(Table 1)。 約18時 間飲水を制限 した群

と無処置群のそれぞれに100お よび150mg/kgのBEA

を腹腔内投与後,3日 目に腎の正中断面像 を観察 した。

給水制限群は全ての ラッ トに乳頭部を中心 とす る充血が

み られ,そ れは150mg/kg投 与 群で より強 く,か つ等

し く発現 した。 しか し充分な飲水を与え た 群 で は150
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Table 1 Effect of water deprivation on develo-

pment of papillary lesion in rats treated 
with BEA

a. BEA was injected intraperitoneally 18 hrs 
after deprivation of drinking water. Water 
supply was started 2 hrs later. 

b. Water was given freely throughout the exp-
eriment. 

c. The papillary lesion in kidneys was observed 

visually 3 days after the treatment with BEA. 

(-)indicates normal structure; (+), hemor-
rhagic lesion limited to papillary tip; (++), 
more extensive hemorrhagic lesion in papilla. 
Numbers represent number of rats.

mg/kgのBEAを 投与 してもそ の障害度にば らつ きが み

られた。そ こで以後の実験では(BEA投 与前1夜 給水を

停止 した。

2. 菌浮遊液の注入液量の効果

一般に ヒ トの腎盂腎炎は腎盂 内圧の上昇に よ
って発症

す る例が多いとされ てい る15)。尿道 口か ら菌液を逆行性

に注入する感染法はそれ 自体腎盂 内圧 の上昇を誘導す る

ので,均 一 な感染を促す至適注入液量を 明確にする 目的

で,BEA処 置 ラッ トにE.coli菌 液0.5mlま たはその

2倍 希 釈液1.0mlを 経 尿道的 に注入 し,3日 後に腎お

Fig. 1 Renal papillary lesion 2 days after the 

treatment with BEA

From the left side, the photos indicate kidneys 
from rats treated with 50, 100, 150 and 200 mg/kg 
of BEA, respectively. It is remarkable that the 
hemorrhagic lesion in the papilla is enlarged in 
accordance with increasing doses of BEA and demar -
cated from viable tissue of the outer medulla .

Table 2 Effect of infusion amount of E
. cols 

suspension on induction of pyelonephriti
s i

n normal and BEA-treated rats

a. E. coli was infected retrogradely  3 days after
the treatment with 150 mg/kg of BEA.

b. Viable bacteria were counted 3 days after the 

infection. 
c. Abscess in renal papilla was observed visual-

ly.

よび尿中生菌数 を測定 した(Table 2)。

BEA前 処置 ラ ッ トに1.0mlの 菌液を注入した群はい

ず れ も107～108個 のE.coliが 感染 した が,0.5ml注 入

群 では感染菌数にば らつ きがみ られ,腎 縦断面像におい

ても肉眼的 に腎盂病 変が認め られないものもあった。ま

た,BEA無 処 置 ラ ッ トに1.0mlの 菌 液を注入しても腎

に お け るE.coliの 増 殖 は認 め られな か った。そこで,

以後の実験か ら1.0mlの 菌浮遊液を注入した。

3. BEAの 前処置 量の効果

BEAに よる腎障害 の機序は尿細管下降中の尿濃縮に

よ って 発 現 され る と考 え られ て い る10～12)。従 って,腎

乳頭 に適当な範囲の壊死を形成 させる た め には,BEA

の投与量 の調節が最も重 要なポイン トとなる。そこで,

50,100,150お よ び200mg/kgのBEA投 与の影響を

比 較 検 討 した 。

Fig.1はBEA投 与2日 目の腎縦断面 像 である。50

mg/kg投 与群 の腎所見 は正常腎 とほとんど変らないが,

投与量を増加す るほど乳頭 を中心 とした充血が辺縁に拡

大 し,200mg/kg投 与群では出血性炎症を惹起した。し

Fig. 2 Abscess in renal papilla 3 days after the 

retrograde infection with E. coli

Left section represents normal control.
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Fig. 3 Necrosis of epithelial cells and formation 
of bacterial clusters in renal papilla 3 days 

after the retrograde infection with E. coli

Necrosis affects all components of the papilla and 

s demarcated from viable tissue of the outer medul-

a. The inflammatory reaction in the junction zone 

s clear. (HE stain,•~30)

かし,この場合でも皮質まで病変がお よぶ ことはなか っ

た。Fig.2は150mg/kgBEA処 置群で,E. coli感 染

3日後の腎縦断面像である。上記のBEA障 害領域 の膿

瘍形成が顕著であ り,皮 質の正常像 と明瞭に 区 別 さ れ

た。組織学的にも皮質は異常を認めないが(Fig.4),腎

乳頭部は尿細管上皮細胞 の変性壊死,尿 細管の拡張,正

常域との境界の細胞浸潤,壊 死部分の菌塊の形成な どが

観察された(Fig.3)。

Fig. 5 Physiological changes after injection of BEA

and retrograde infection with E. coli in rats

Body weight changes Urine volume

Renal edema rate
BUN

Days after BEA treatment (and retrograde E.coli infection)

Rats deprived of water overnight were injected 

intraperitoneally with 50 mg/kg (•\•›•\), 100 mg/kg 

(― △―),  150mg/kg(― ■―) or 200mg/kg (― ×―),

or saline (--●--)
. As indicated by the arrow in the

figure, the rats were infected with 1. 0 ml of E. coli
Suspension (106 cells/nil) via the urethra. Values
are mean of 5 rats.

Fig. 4 Normal structure of the cortex of the same 

kidney indicated in Fig. 3

No affect of the abscess formed in the papilla is 

observed. (HE stain,•~30)

BEA投 与お よびE.coli感 染後 のラ ッ トの生理的変動

をFig.5に 示 した。 投与 量の増加に伴 ってBUNの 上

昇,腎 浮腫率 の上昇,尿 量 の増加,体 重 の減少な どが観

察 された。 これ らの変化はE.coliの 腎 内増殖 と密接に

関連 した(Fig.6)。BEAの100mg/kg以 上で前処置 し

た ラ ッ トの腎お よび尿中生菌数は感染3日 後 までに107

～108個/g or mlに 達 し,以 後 もその菌数を持続 した。

200mg/kg処 置 群 では感染後7日 目以前に全て死亡 し

た。 また50mg/kg処 置群では腎内 のE. coliの 増殖が

不充分であ り,BEAの 前 処 置を行わない対 照 群 で は

Fig. 6 Effect of pretreatment with BEA on growth 

of E. coli in kidneys and urine.

Kidneys

Urine

Days after infection

Rats were infected with 1.0 ml of E. coli sus-

pension (106 cells/ml) via the urethra 3 days after 

treatment with 50 mg/kg (•\•›•\), 100 mg/kg (•\•¢

―)
, 150mg/kg (― ■ ―) and 200 mg/kg (― ×―) of

BEA, or saline (--•œ--). Viable E. coli in kidneys 

and urine were counted on the days indicated in 

the figure. Values are mean•} S. E. of 5 rats.
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Table 3 Effect of infection routes of E. coil on 

induction of pyelonephritis in BEA-

treated rats

a. E. coil infected 3 days after the treatment 
with 150 mg/kg of BEA. 

b. Viable bacteria were counted 3 days after the 
infection.

E. coliの 腎 内感染は生 じなか った。 このことはBEAの

処置量が少なす ぎると充分な腎内感染を促す ことがで き

ず,ま た過重にす ぎる と腎 の髄質か ら皮質領域 まで障害

し,感 染が過激に進展 する ことを示唆す る。従 って,で

きるだけ皮質側の機能 に影響 を与 えず,感 染菌の腎盂部

定着 を促すためには100～150mg/kgのBEAの 投与量

が適当 と思われる。

4. 感染経路の効果

腎への至適感染経路を比較するた め に,BEA処 置 ラ

ッ トを3群 に分け,1群 には従来 どお りE.coli菌 液 の

経 尿道的感染を行い,他 の2群 には1夜 培養 菌 液 の 原

液(3×108cells/ml)お よび100倍 希釈液 の0.5mlを 尾

静脈か ら感染 し,一 定時間後の腎および尿中 のE.coli

菌数を比較 した(Table 3)。

E.coli培 養原液を静注 した ラ ッ トは2日 後 まで に 全

て死亡 した。 さ らに,100倍 希釈菌液を静注感染 した群

で も逆行感染群 に比較 して腎,尿 中の生菌数は ラッ ト間

で大 きく変動 し,と くに尿中の菌数は明 らかに少なか っ

た。 すなわ ち,静 注感染では腎や尿中の生菌 数が各 ラ ッ

ト間で変動 してお り,腎 以外の臓器組織 に対す る感染菌

の侵襲作用 も考慮 してお く必要 があるので,腎 および尿

路 だけを標的 とする感染経路 としては経尿道的 な逆行感

染が適当 と思われた。

5. 各菌液注入後の感染菌 の定着

BEA 150 mg/kg投 与3日 後に,E.coli, Pr. mirabilis

お よびPs. aeruginosaの 約106個 を逆行感染 し,腎 お

よび尿中の生菌数 を経 日的に測定 した(Fig.7)。

E.coliお よびPr. mirabilisは 感染3日 後には尿中
,

腎内生菌数 ともにplateauに 達 し た。Ps. aeruginosa

の増殖は他菌種に較べて遅延す るよ うであ った。 いずれ

にしてもBEAの 前処置に よって,比 較的速 やかに感染

菌の腎内定着が生 じた。

Fig. 7 Bacterial growth inthe urinary tract of 

BEA-treated rats

E. coli C-11 Pr. mirabilis 9' I's. aeruginnsa

GNB-1

Days after infection

The rats were infected with 1. 0 ml of bacterial 

suspension (106 cells/nil) via the urethra 3 days after 

the treatment with 150 mg/kg of BEA. Viable bar. 

teria in kidneys (•\•›•\) and urine (•c•œ•c) were 

counted on the days indicated in the figure. Values 

are mean•}S. E. of 5 rats.

考 察

疾患モデル動物作成 の 目的は臨床へ のアブローチであ

る。 実験的腎盂腎炎ではヒト腎盂腎炎の確実な再現を目

的 と して感染菌種,使 用動物,感 染方法,前 処置など広

範 な検討 がな され,今 日では ヒ トの腎盂腎炎を正しく再

現 し うる実験 系がほぼ確立 されている。 しかし,抗生剤

の治療効果,抗 生剤 のス クリーニ ングなどの検討の際に

は同等の腎病変を呈するモデル動物を同時に多数作成す

る必要が ある。 この ことか らわれわれは今回腎孟腎炎の

主病変部位であ る腎髄質 を選択的に障害するBEAが 腎

盂腎炎モデ ル動物作成 のた めの前処置として応用しうる

か否かを知 る目的で諸検討を行 った。

BEAは 腎乳頭を中心に障 害 し,そ の障害 機序は本

物質 の尿細管におけ る 濃 縮 と考えら れ て い る10～12)。

CUPPAGEら13)の 詳細な組織学的検討では遠位尿細管上

皮細胞 の変 性壊 死はBEA投 与3日 後にもっとも強く発

現 し,そ の組織 障害はouter medullaか らcortexに至

る部分 ではみとめ られ ない とされ ている。われわれはこ

れ らBEAの 特性 に着 目して,腎 盂腎炎モデル作成の前

処置 としてBEAを 選択 したが,今回の実験ではラット,

E.coli,上 行感染 の系 で腎盂 腎炎モデル動物を作成する

場合 のBEA至 適量 は150mg/kgで あ り,尿 道口から

の菌液注入を失敗 しな い限 り,確 実に腎盂腎炎を発症し

うることをた しかめ えた。 この方法は比較的手技が簡単

で,個 体間のパ ラツキが少な く,さ らにヒ トの腎盂腎炎

の主な感染経路14,15)を考慮す ると,妥 当性を有する最適

の実験系 と思われ る。

一方
,マ ウスの よ うな小動物を用いる場合には経静脈
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的感染が必要であ り,事 実THIELE9)は マ ウスを用いて

BEAの 前処置と血行感染 の実 験 系 で腎盂 腎炎マ ウスの

作成に成功している。 この感染方法は ヒ トの腎盂 腎炎 の

主な感染経路が上行感染 である事実や血行感染 の全身諸

臓器への侵襲を考慮す ると必ず しも適切 とはい えない。

われわれの実験結果(Table 3)で はE.coliの 培養原液

を経静脈的に感染すると,ラ ッ トは2日 以 内に全 て死亡

した。これは腎 ・尿路系だけが感染 菌の標的 とな ること

なく,全身性侵襲が原因と考 えられ る。 また逆に少ない

菌数を静脈内感染 した成績では腎 ・尿路系で の感染菌 の

増殖は不充分であ り,そ の病巣 内生菌数は個体間で大 き

く変動していた。 したがって,静 脈 内感染は生菌数 の推

移を指標 とする抗生剤 の治療効果や抗生剤の スク リーニ

ングの検討には不適当と思われ る。

われわれは現在BEA前 処置,上 行感染 の系に よって

作成した腎孟腎炎 ラッ トを抗生剤の治療効果の比較検討

に用いている。E.coliやPr.mirabilisを 感 染 し た 場

合,腎組織または尿中の生菌数は2～3日 後にはPlateau

に達するので,こ の時期 に抗生剤を投与 し,殺 菌 効 果

(除菌効果)を比較 しているが,感 染菌 の腎内侵襲度合を

知るもっとも簡便な方法は体重 であった。 この他BUN,

腎浮腫率,尿 量なども顕著な変動がみ られ るので判定指

標となりうる。しか し,前2者 は屠殺後に判明す る指標

であり,後 者はBEA投 与後直ちに増加す る た め に,

BEA処 置の成否の指標 にとど ま る。 したが って,体 重

測定はラットに負担を与 えない有用な指標 と考え る。

一方,上 記実験系によって作成 した腎盂腎炎モデルで

は腎盂や乳頭に形成された膿瘍は感染後4～5日 までそ

の部分に局在 し,そ のまま放置すれば,感 染病巣は尿細

管に沿って皮質に まで達す るが,7～8日 後には腎皮膜

下に進展して,半 数以上の ラッ トは死亡する。 また,腎

内生菌数は感染3～5日 で107～108に 達する。 この経

過はヒトの急性腎盂腎炎像を再現す るものではないが,

われわれの実験系は確実に腎盂腎炎を発症 しうる上 に,

個体差が少ないので,実 験の 目的に応 じて適切な時期 を

選べば腎内生菌数や腎組織障害度を指標 とす る腎盂 腎炎

の基礎的検討(と くに抗生剤の治療 効果 の検討)に は有

用なモデルと考える。

結 論

腎毒物BEAを 用い,新 しいラ ッ トの腎盂腎炎 モデ ル

を作成した。BEAの 至適量(150 mg/kg)は 腎 の乳頭部

だけを限局性に障害 した。 このよ うな ラ ッ トにE.coli ,
Pr.mirbilisあ るいはPs . aeruginosaの 菌液(約106個/

ml)1.0mlを 経尿道的に注入す ると
,確 実に腎盂腎炎を

発症した。BEA無 処 置 ラ ッ トでは同様 の感染を行 って

も発症しなかった。 また,BEA処 置 ラッ トに静注感染

を行 うと,致 死性が高 く他臓器 に対す る感染菌 の組織侵

襲が疑われた。BEAの 前 処 置 と上行感染 を組合せた我

我 の腎盂腎炎モデルは,比 較的簡便で,確 実に腎盂腎炎

を発 症 しえ るので,多 数の動物を必要 とす る抗菌剤のス

クリーニ ングや治療 効果 の比較に有用な実 験モデル と思

われ る。
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A NEW AND SIMPLE EXPERIMENTAL

PYELONEPHRITIS MODEL IN RATS

SHUZO MATSUBARA, HISAO ENDO, RIKIO NIKI,

HARUKI OGAWA and KENJIRO KOYAMA

Research Laboratories, Chugai Pharmaceutical Co., Ltd.

Acute pyelonephritis was induced by retrograde bacterial infection in female rats treated with a

renal toxic agent, 2-bromoethylamine hydrobromide (BEA). The necrotic lesion was developed exclu-
sively in renal papilla when the dehydrated rats were treated intraperitoneally (ip) with 100 to 150
mg/kg of BEA, but the cortex area of the kidneys was histopathologically normal . Three days after
the treatment, the rats were infused retrogradely 1. 0 ml of suspension (106 bacteria/ml) of Escherichia
coli, Proteus mirabilis or Pseudomonas aeruginosa via the urethra. Maximum growth of the micro-

organisms was observed in kidneys and bladder urine 3 to 5 days after the infection , but the bacteria
were not detected in sera, spleens and lebers of same rats. The observation that the focus formation

localized in the renal pelvis was confirmed histopathologically. No renal infection occurred in intact

rats without BEA treatment. This model is useful for the study of renal infection and for the thera-

peutic evaluation of antimicrobial agents, because it is technically simple and rerpoducible in establi-

shment of pyelonephritis.


