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Opportunistic infectionは 通 常 非病 原 菌 とされ て い る弱 毒 菌 に よ って抵 抗 の 減 弱 し た宿 主 に お こ

る感 染 症 で あ る。opportunistic pathogenの 多 くは マ ウ スに 対 して も菌 力 が 弱 い の で,opportunistic

infectionの 実 験 モデ ル を設 定 す るに は マ ウス に 何 らか の処 置 を 施 す こ とが 必 要 で あ る。

opportunistic infection実 験 モ デ ル設 定 のた めcyclophosphamide処 理 に よ り白 血 球 減 少 症 マ

ウ スを 作製 し,無 処 理 対 照 マ ウス と比 較 しな が ら各 菌 種 お よび菌 株 の菌 力 の変 動 を し らべ た 。 す な

わ ち 感 染菌 に対 す る マ ウ スの感 受 性 をMLDの 変動 域 に よっ て検 討 し,さ らに 抗 菌 剤 に よ る治 療 の

難 易 をED5。 に よ って 比 較 した。

マ ウス 白血 球 数 は 正 常 値5,000～6,500cells/cmmで あ っ たが ,cyclophosphamide 250mg/kg投

与 後4日 目には900cells/cmmま で減 少 し,マ ウス の感 染 菌 に 対 す る感 受 性 はcyclophosphamide

投 与 量 に ほ ぼ 平行 して 上 昇 した。 易 感 染 化 の程 度 は菌 種 に よ り差 異 が 認 め られ,ブ ドウ糖 非 発 酵 グ

ラ ム陰性 桿 菌 の 中 で は 緑膿 菌 が も っ と も著 明 で あ った 。

宿 主 の防 衛 機 能 の 低 下 は化 学 療 法 効果 に も反 映 し,大 腸 菌感 染 に お け る経 口 ペ ニ シ リ γ,Am-

picillin, Bacampicillin, Amoxicillin, 緑 膿 菌 感 染 に 対 す るCarbenicillin, GentamicinのED50

値 は2～3倍 に 上 昇 した。

以 上 の 実 験 成 績 か ら,opportunistic pathogenと され て い るグ ラ ム陰 性 桿 菌 群 は宿 主 の抵 抗 減 弱

時 に 感 染 し易 くな るこ と,お よび 感 染か ら発 症 に 至 った 症 例 で は化 学 療 法 が 奏 効 し難 い こ とが 裏 付

け られ た 。

は じ め に

近 年,opportunistic infectionと し て,Staphylo-

coccus epidermidis,非 病 原 性 腸 内 細 菌,お よびPseu-

domonas aeruginosaを は じめ とす る ブ ドウ糖 非 発酵 グ

ラ ム陰 性 桿 菌 な どに よ る感 染症 が注 目 され て い る1)。 こ

れ ら の感 染 症 で は 宿 主 の 基礎 疾 患 その 他 に よる生 体 防 衛

機 能 の 低 下 の み られ る場 合が 多 く,ま た これ ら の菌 の多

くが 常 用抗 菌薬 に 対 し耐 性 を示 す た め,治 療 には 困 難 が

伴 う。

し か も これ らの菌 種 の実 験 動 物 に 対 す る菌 力 は 一 般 に

弱 く,実 験 感 染系 の設 定 が 困 難 で あ る た め,chemo-

therapyの 基 礎 的 解 析 は 未 だ 充 分 に は な され て い な い。

今 回 こ の よ うな特 殊 病 態 モ デ ル で のchemotherapyの

解 析 の方 法 と し て,cyclophosphamide処 理 に よ り実 験

的 白 血 球 減 少 症 を 惹 起 し た マ ウ スを 使 用 す る感 染系 を設

定 し,無 処 理 対 照 マ ウス と比 較 しな が ら各 菌 種 菌株 の菌

力 へ の 感受 性 の 変化,お よび抗 菌 剤 に よ る治 療効 果 の変

動 に つ い て検 討 した2～6)。

実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

L使 用 菌 株

感 染 実 験 に 供 した 菌 種 は,Staphylococcus aureus 2

株,Escherichia coli 3株,Serratia marcescens 2

株,Pseudomonas aeruginosa 5株,Pseudomonas

cepacia 5株,Pseudomonas maltophilia 5株
,Acineto-

bacter caloaceticus 5株 ,Achromobacter xylosoxi-

dans 5株,Alcaligenes faecalis 5株
,Flavobacte-

rium meningosepticum 5株 で あ り
,感 染 治 療 実 験 に

はE.coliC-11株 お よびP.aeru8inosa NC-5株 を 用

い た 。

2.実 験 動 物

ICR-JCLマ ウス・4週 令 雄 ,体 重20～229の もの を,

血 液学 的 お よび臨 床 化 学 的 検 査 に は1群10匹
,感 染 実

験 に は1群6匹,感 染 治 療 実 験 に は1群10匹 と して 使

用 した。

3.使 用 薬 剤

マ ウス実 験 的 白血 球 減 少 症 はcyclophosphamid
e(塩
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野義製薬)を 生理食塩水 に溶解 し,各 種濃度の0.5ml

を マウス腹腔 内へ投与 して惹起 させた。

マ ウス感染治療実験に用 いた抗菌剤は,ampicillin(万

有製薬),bacampicillin(台 糖 フ ァイザ ー),amoxicillin

(藤沢薬品),gentamicin(Schering),carbenicillin(台

糖 ファイザ ー)で あ る。経 口penicillinは0.5%CMC

懸濁液 として,GM,CBPCは 滅菌生理食塩水に溶解 し,

4倍 希釈系列を作製,そ の0.2m1を マ ウスに投与 した。

4.血 液学的お よび臨床 化学 的検査

cyclophosphamide投 与前,お よび投与後1時 間,2

日,4日,6日,8日 の各時期 にマ ウスをエ ーテル麻酔

し,ヘ パ リン処理注射器 にて心 臓か ら全採血 した。 この

血液を用いて,赤 血球数,白 血 球数,ヘ モ グロビン量,

ヘマ トク リット値お よび血液 縁を しらべた。

残 りの血液は遠心分離 し,各 採血 時期 の血漿を1検 体

にプール し,日 立500型 自動 分析機に よ り臨床化学的検

査を行 った。

5.マ ウス感染お よび感 染治療 実験

マウスの実験感染は,普 通寒天斜 面での連 日継代新鮮

培養菌を滅菌生理食塩水,ま たは5%ム チ ン液に浮遊 さ

せ,そ の0.5mlを マウス腹腔 内へ接種 した。

MLD値 の測定は,2倍 希釈系列 の菌 液をマ ウ スに接

種 し,1群 全てのマ ウスを感染死 させ るに足 る最低の菌

量を測定 してMLD値 と した。 なお同様 の実験 を2度 以

上行い,MLD値 を確認 した。

治療はマウスに感染菌接種後1時 間に行 い,観 察は実

験後10日 目まで とし,マ ウスの生残率か らLITCHFIELD

-WILCOXON法 に てED50値 を算出 した
。

実 験 成 績

1.cyclophosphamide処 理に よ る マ ウ ス の 経時的

変化

1)血 液 の変化

cyclophosphamide 250mg/kgを マウス腹腔 内へ投 与

し,経 時的 にマウス血液学 的検 査を行 った成績をFig1

お よびTable1,2に 示 した。

白血球では好中球,リ ンパ球 ともに 減 少 し,投 与 前

Fig. 1 Differential blood cell count in mice
after intraperitoneal administration of
cyclophosphamide 25 mg/kg

5,000～6,500cells/cmmで あ った ものが,cyclophosph-

amide250mg/kg投 与後4日 目には900cells/cmmと

な り,そ れ以降は回復へ向か った。

投与後8日 目には,好 中球は投与前値を上回 り,と く

に桿状核白血球の増加が著明であ った。

赤 血球 数,ヘ モグ ロビン量,ヘ マ トク リッ ト値は投与

2日 目以降に軽度に減少 し,投 与後8日 目まで完 全な回

復 はみ られなか った。血 小板数は投与後4日 目にわずか

に減 少 し,そ れ以後急速 に回復,8日 目には投与前 の値

を上回 った。

血 液像では,投 与4日 目以降,赤 血 球の多染性お よび

大 小不 同,骨 髄球の増加が著明に観察 された。

血 液学的検査 と同時に臨床化学的検査 も合わせて行 っ

たが,Table3に 示す とお り,ALP,GOT,GPT,総 ビ

リル ビン量,総 プロテ イン量,ア ル ブ ミン量,グ ロブ リ

ン量,A/G比,お よび総 コレステロール値に大 きな変動

はみ られなか った。

2)感 染菌 に対す る感受性の変化

Fig.2にcyclophosphamide250mg/kg投 与後 の マ

Table 1 Change on hematological values in mice after a single intraperitoneal
administration of cyclophosphamide 250 mg/kg

Values are the means and standard errors of 10 mice.
+, 2+ and  3+ indicate significant levels of 5, 1 and O. 1% respectively.
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Table 2 Differential white cell count in mice after a single intraperitoneal
administration of cyclophosphamide 250mg/kg

Differential white cell count, percent

Neutrophiles

Differential white cell counts/cmm

Neutrophiles

Values are the mean of 10 mice.

Figures in parenthesis indicate the range of data.

Table 3 Change on chemical values in serum of mice after a single
intraperitoneal administration of cyclophosphamide 250 mg/kg

Values are the means of 10 mice.

Five individual samples were pooled and analized.

ウス白血球数の変化 と,各 々の時点で のマウスに対す る

Raeru8inosaNC-5の 菌力をMLD値 で示 した成績 と

を併記 した。P.aeruginosa NC-5を ムチ ン添加でマ ウ

ス腹腔内へ接種 した場合,対 照 の無処理 マ ウス 群 で は

MLD値 は3.0×105 cells/mouseで あ っ たが,cyclo-

phosphamide処 理群では投与後 日数 によ り種 々の程度

に易感染化がみ られ,投 与後4日 目の マウス群でのMLD

値は10cells/mouse以 下 であった。 投与後8日 目のマ

ウスの白血球 数は正常値 に回復 してい るに もか か わ ら

ず,MLD値 は無処理 マウス群でのそれ より小さ く,1.0

×104cells/mouseを 示 して お り,処 理 群 マ ウ ス は 白血

球 減 少 の 他 に も何 らか の 障害 を受 け て い る こ とが 考 え ら

れ る7)。

3)cyclophosphamide投 与 量 に よ るマ ウス の 変 化

cyclophospharnide投 与 量 と,投 与 後4日 目の マ ウス

白血 球 数 お よび マ ウス に 対す るPaerugnosa NC-5の

MLD値 との 関 係 をFig3に 示 した 。 白血 球 数 の減 少 と

MLD値 の低 下 が ほぼ 平 行 し て い る。 い ず れ もcyclo-

phosphamide 125～250mg/kg投 与 で 最 低 値 を示 した
。

投 与 量 が250mg/kgを 越 え る と死 亡 例 が 観 察 され
,実
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Fig.2 Change on number of WBC and sensitivity

of mice after treatment of cyclophosphamide

Fig.3 Change on number of WBC and sensitivity

of mice by dose of cyclophosphamide

験系 として適当 でない。

4)cyclophosphamide処 理マ ウスの体重の変化

Fig.4はcyclophosphamide 250mg/kg処 理群 と無

処理対照群 の体重 の変 化をみた ものであ る。体重は投与

後2日 目で対照群 と比較 し3～4g低 値 とな り,以 後 飼

育 を続け て も14日 までは完全な回復はみ られなか った

2.cyclophosphamide処 理 マウスの各菌種 に対 する

易感 染化

以上 の実験 か らcyclophosphamideの 投 与 量 は250

mg/kgと し,投 与後4日 目のマウスを 感染実験に用い

ることとした。処理 マウス群 でみ られ る易感染化の比率

はMLD値 の減少率を基準 に して算出 した。

Fig.4 Change of body weight of mice after

treatment of cyclophosphamide

Fig.5 Comparison of sensitiiyty between normal

and neutropenic mice to S. aureus, E. coli and

S. marcescens

Fig.5はS.aureus2株,E.coli3株,S.marcescens

2株 を腹 腔 内感 染 させ た場 合 の成 績 を示 す 。

S.aureicsで は ムチ ン無 添 加 の 感 染 で10～100倍 の 易

感 染 化 が み られ,ム チ ン 添 加 で は さ らに 著 明 で 約10,000

倍 で あ っ た。

E.coliで は ムチ ン無 添 加 の 感 染 で の 易 感 染 化は100

倍 以 内 で あ った が,ム チ ン添 加 では100倍 以 上 で あ り,

ムチ ン無 添 加 で ほ と ん ど易 感 染 化 の み ら れ な いE.coli

NIHJ-JC2株 で も1,000倍 の 易感 染 化 が み られ た。

S.marcescensで は ムチ ン無 添 加 で約50倍,ム チ ン

添 加 で500～5,000倍 の 易感 染 化 が み られ た 。

Fig.6はP.aeruginosa5株 の 成 績 を 示 して い る。 ム
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Fig. 6 Comparison of sensitivity between normal

and neutropenic mice to P. aeruginosa

Fig. 7 Comparison of sensitivity between normal

and neutropenic mice to P. cepacia

チ ン無 添 加 の感 染 で は2～100倍,ム チ ン添加 で100倍

以 上 で あ り,100,000倍 以上 の 易 感 染 化 が 観察 され る株

もみ られ た。

Fig.7はRcepacia5株 で,本 菌 は マ ウ スに 対 す る菌

が と くに 弱 く,ほ と ん どの 株 が ム チ ン 無 添 加 で は109

cells接 種 し て もマ ウ スを 感 染 死 させ る こ とが で きな い 。

しか しcyclophosphamide処 理 マ ウ ス 群 で は108cells

と低 下 し た。 ム チ ン 添 加 で の 感染 時 の 易感 染 化 は10～

100倍 で あ った 。

Fig8はPmaltOPhilia5株 で の成 績 を 示 して い る。

ム チ ン無 添 加 の 感 染 で はcyclophosphamide処 理 マ ウス

に お け る易 感 染 化 は ほ とん どみ られ な い 。 しか しム チ ン

添 加 の 条 件 下 で は 正常 マ ウ ス よ り100～10,000倍 の 易感

染 化 が観 察 され た。

Fig. 8 Comparison of sensitivity between normal

and neutropenic mice to P. maltophilia

Fig. 9 Comparison of sensitivity between normal

and neutropenic mice to A. calcoaceticus

Fig.9はA.calcoacetn35株 で の 成 績 を 示 し て い

る。 ム チ ン無 添 加 では10倍 以 下 の 易 感 染 化 が み られ る

程 度 で あ る が,ム チ ン添 加 の 感 染 で は 処 理 群 マ ウ ス に

100～100,000倍 の 易 感 染 化 が観 察 され た 。

Fig.10はA-xylosoxidan35株 の 成 績 で
,A.calco-

acetim3と ほ ぼ 同様 の傾 向 を 示 して い る。

Fig.11はA.jaecali3で の成 績 で,易 感 染 化 の程 度

は ム チ ン無 添 加 の 感 染 で10倍 以 下,ム チ ン添 加 で10～

100倍 で あ った 。

Fig12はRmeningosepticumで,こ の菌 種 もマ ウ

スに 対 し きわ め て 毒 性 が 弱 く,ム チ ン 無 添 加 で はcyc10-

phosphamide処 理 マ ウ ス で もMLD値 は10gcells/

mouse以 上 で あ り・ ム チ ソ添 加 の 場 合 で もMLD値 は

107cells/mouse以 上 を示 し,易 感 染 化 は100倍 以 下 で
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Fig. 10 Comparison of sensitivity between normal

and neutropenic mice to A. xylosoxydans

Fig. 11 Comparison of sensitivity between normal
and neutropenic mice to A. faecalis

あ った 。

3.正 常 お よびcyclophosphamide処 理 マ ウ ス で の

感染 治 療 実験

EcoliC-11を 正常 お よびcyclophosphamide処 理 マ

ウス群 に 腹 腔 内接 種 し,感 染1時 間 後 にampicillin,

bacampicillin,amoxicillinを 経 口投 与 した。 感 染 後10

日 目の生 残 率 か ら算 出 したED50値 をFig.13に 示 した 。

3薬 剤 と もに,cyclophosphamide処 理 マ ウス で は 治療

効果 は低 下 し,ED5。 値 は2～3倍 に上 昇 して い る。

Paerugino3aNC-5を 用 い 同様 の実 験 を 行 い,car-

benicillin,gentamicinで 治 療 した 成績 をFig14に 示

した 。処 理 マ ウ ス で は正 常 マ ウス に 比 し,gentamicinで

2倍,carbenicillinで3倍 のED5。 値 が示 され て い る。

単 独 で は 全 く治 療 効 果 の み られ な いgentamicinO・2mg

Fig. 12 Comparison of sensitivity between normal

and neutropenic mice to F.  rneningosepticum

Fig. 13 Comparison of in vivo activity with

neutropenic mice

challenge strain E. coli C-11
challenge dose 8. 0 x 108/mouse

をcarbenicillin各doseに 併用 した ところ,著 明な相

乗 効果が認め られ,Paeruginosa感 染 に対す る抗緑膿

菌用 β一ラクタム系薬剤 とア ミノ配糖体系 薬 剤 の併用 の

有 効性が確認 された8)。

考 察

正常な マウスでは感染を成立 させ るた めに大 量の菌 を

i接種せねばな らない弱毒菌群 も,cyclophospharnideに

よ り感染に対す る防衛機能 の1つ であ る白血 球数を異常

に低下 させた状態で は感染 の成立 の易化が確認 され,そ

の傾向は ムチン添加 の感 染で よ り著明であ った。 ムチ ン

の生体 内での挙動 の詳細 は明 らかではないが,侵 襲菌に

対す る白血球phagocytosisを よ り困難にす ることに よ
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Fig. 14 Comparison of in vivo activity with

neutropenic mice

GM CBPC
CBPC
+GM

N: Normal

T: Neutropenic

challenge strain P.  aeruginosa NC-5

challenge dose 6. 0 •~ 105/mouse

Combination therapy: Mice were treated with0

. 2 mg of GM and graded doses of CBPC at

different sites.

り,生 体 の防衛機能の量的質的低下を増幅す るものと推

察 され る。

易感染化 の程度には菌種に よる差がみ られ,ブ ドウ糖

非発酵 グラム陰性桿菌6菌 種の中,P.maltophilia,A.

cａlcoaceticus, A.xylosoxidonsで は ムチγ添加の感染

で100倍 か ら100,000倍 の易感染化がみ られ るのに比

し,P.cepacia,faecalis,F.meningosepticumで は

100倍 以下で,易 感染化 の強弱は,正 常 マウスに対す る

菌力,お よび臨床 材料か らの起炎菌 としての検 出頻度に

対 しかな りの相関性があるよ うに思われ る。

一方,cyclophosphamide処 理に よる抵抗性 の減弱は

化学療法剤治療効果 に も反映 し,マ ウス感染治療実験 で

の各種抗菌剤のED50値 は正常 マウスでの値の2～3倍

とな り,臨 床上,と くに慢性消耗性疾患な どにおけ る感

染 症では化学療法剤の効果 は著 しく低下す ることが予想

され る。また今回のinvivo実 験 で,緑 膿菌 感 染 に 対

す る抗緑膿 菌用 β-ラクタム系薬剤 とア ミ ノ配糖体系薬

剤のcombination therapyの 有効性が確 認 され た が,

宿主防衛機 能の完 全な機能が期待 し得 ない場 合の化学療

法では,薬 剤の殺菌 力への依存 がいっそ う大 きくなると

思われ,薬 剤の選 択 と同時に よ り有 効 なcombination

therapyの 検討 が必要 と考 え られた。
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SENSITIVITIES TO VARIOUS MICROORGANISMS OF

EXPERIMENTALLY INDUCED LEUKOPENIC MICE

AND THERAPEUTIC EFFECTS OF ANTIBIOTICS
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AKIYOSHI Tsuji and SACHIKO GOTO

Department of Microbiology, Toho University School of Medicine

Opportunistic infection is an infection occurring in the host whose protective function has been
decreased with a low virulent microorganism regarded usually as a nonpathogen. Most opportunistic

pathogens are so low in virulence to the mouse that some treatment must be given to it to establish
an experimental model for opportunistic infection.

To establish an experimental model for opprtunistic infection, leukopenia was induced by applying
cyclophosphamide treatment to the mouse. Virulence of strains of various species to these mice was
compared with that to nontreated control mice; senitivities of mice to the infecting organisms were
compared by MLD values and their variances and therapeutic effects of antibiotics by ED50 values.

Leukocyte population of the mouse was normally 5, 000-6, 500 cells/cmm, which decreased to 900
cells/cmm in 4 days after administration of cyclophosphamide at a dose of 250 mg/kg. The sensitivities
of the mouse to the infectious agent increased in parallel to the dose of cyclophosphamide.

The increased sensitivity differed depending upon the bacterial species; the sensitivity to Pseudo-
monas aeruginosa was the highest among glucose-nonfermenting gram-negative bacilli.

The effects of chemotherapy reflected the decreased protective function of the host. ED50 values of

peroral penicillin, ampicillin, bacampicillin, and amoxicillin in Escherichia coil infection and those
of carbenicillin and gentamicin in P. aeruginosa infection increased by 2- to 3-fold.

The above results confirmed that the host with decreased protective function is vulnerable to infection
with a group of gram-negative bacilli regardad as opportunistic pathogens, and that chemotherapy
becomes less effective in such cases that developing symptoms from infection.


