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Pseudomonas aeruginosa性 実験的 マウス肺炎 モデルI

感染条件の設定

福 岡 義 和 ・田 井 賢 ・山 域 芳 子

保 田 隆 ・才 川 勇

富山化学工巣株式会社総合研究所

(昭和55年4月14日 受付)

新たにマ ウスでのPseudomonasaeruginosa性 肺炎 モデル作製につ いて検 討を行 ない,次 の結

果を得た。

被検菌の接種方法 としてはガ ラスネブ ヲイザ ーに よる噴霧気道 感染方法が最 も優れ てお り,そ の

際 のガラスネ ブライザ ー中の被検菌液濃度 とマウス肺内接種菌量 とは相関 した。

マウス肺内への菌 の定着性を増大 させ るためにはcyclophosphamide腹 腔 内投与が 有効であ り,

投 与量は250mg/kgが 至適であ った。被検 菌の接種はcyclophosphamide投 与から5日 後 とした。

この感染系ではマ ウス肺 内被検菌の初期 ク リアランスがみ られ,若 干の変動はあ るものの菌接種後

30～48時 間以内に全て のマウスは死亡した。

以上の実験系下では肺 に炎症像が確認され,P.aeruginosaに よる肺炎 と思われた。

緒 言

実験的肺炎モデルの作製については,マ ウ ス を 用 い

Klebsiella pneumoniae,Haemophilus influenzae,

等 のグラム陰性菌を被検菌 とした肺炎系が作製 され1,2),

多 くの知見が得 られ ている。

近年臨床面において泌尿器科領域だけでな く,内 科系

において もPseudomonas aeruginsaに よる感染が増

加 傾向にあ り,難 治性P.aeruginsa性 肺炎が多数報告

され ている。 しか しなが らP.aeruginosaに よる 実 験

的肺 炎モデル作製については未 だ殆 んど検討 されてい な

い。

そ こで臨床 によ り近似 したP.aeruginsa性 マ ウス

実験的肺炎 モデルを作製す るために種 々検討を加え,若

干の知見を得 たので報告する。

材 料 と 方 法

1.被 検菌

臨床分離株Pseudononas aeruginosa S-51を 用 い

た。被検 菌はHeart infusion agar(HIA)平 板で37℃,

1夜 培養後,生 理食塩水に懸濁していた。

2.被 検動物

4週 令のSLCIICR系 雌 マ ウスを1群10匹 として用

いた。

3.菌 感染方法

透明塩化 ビニール製 の耐圧容器中にマ ウスを入れ,ガ

ラスネブライザー中の菌液を1kg/cm2の 圧 力で30分 間

噴霧 し感染を行なった。

4.免 疫抑制剤投与方法

imuran(東 京田辺製薬)は100mg/kgを 経口的に4

日間連続投与 し,翌 日感染を行な っ た。cyclophospha-

mide(塩 野義製薬)は,50,100,250mg/kgを 各々腹

腔 内投与 し,5日 後に感染を行なった。

5.肺 内生菌数の測定

マウスを脱血屠殺 し,肺 を無菌的に摘出後5m1の 生

理 食塩 水を加 えて氷冷下ホ モジナ イズ した。 これを希釈

後HIA平 板上 に0.05ml塗 布 し,37℃,1夜 培養後生

菌 数を測定 した。

6.脾 臓 細胞 数測定

マ ウスを脱血屠殺 し,脾 臓 を 摘 出後MEM培 地(栄

研)に て脾臓細胞を懸濁 し,0.1%ゲ ンチ アナパイオレ

ッ ト染色 した細胞を トーマの血球計 数盤を用 い 測 定 し

た。

7.組 織標本の作製

a)光 学顕微鏡

マウスを脱血屠殺 し,肺 を摘出後常法に 準 じて10%

ホルマ リンで固定 し,ヘ マ トキ シ リンエオジン染色によ

り標 本を作製 した。

b)透 過型電子顕 徴鏡

上記 同様,肺 を摘 出後2% glutaraldehyde溶 液 に

て前 固定 を行 ない,1%OsO4で 本固定後,超 薄切片を

エポ ン抱埋 し酢酸 ウランお よび硝酸鉛 の2重 染色により
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Fig.1 Relationship between the numbers of P.

aeruginosa S-51 in lungs of mice and in

glass nebuliser

標本を作製 した。

成 績

1.正 常マ ウスで の感染実験

ネブライザーで菌液を30分 間噴 霧 した場合の菌量 と

マウス肺内生菌数 との関係 をFig1に 示 した。 ネブライ

ザー中の菌量の増大に ともない肺内生菌数 は増加 し,相

関関係が認め られた。 従って,本 法はマ ウス肺 内の感染

方法 としては充分使 用 し得 るもの といえる。

P.aeruginosa S-51を 約106cells/mouso接 種 した

場合,マ ウス肺内生菌数は初期 ク リア ランスなしに増加

し約15時 間以内に全例死亡 した。 しか し,こ れ以下の

按種菌量では全例死に至 らせる ことはなかった。

2免 疫抑制剤投与マ ウスでの感染実験

a)免 疫抑制剤投与マ ウスの脾臓 細胞 数の変化

免疫抑制剤であ るimuranあ るいはcyclophospha-

mideを マ ウスに投与 し,脾 臓細胞数の変化 を指標 とし

て宿主抵抗性の減弱度を調ぺ た。

Fig.2はcyclophosphamideを 腹腔 内投与 した際の脾

臓細胞数 の線 日的変化を示 すが,投 与 量に応 じて細胞数

はcontrolに 比ぺ て減少 し,100,250mg/kgで は投与

3日 後が最低 とな り,以 後徐 々に回復傾 向を示 した。

一方,imuranで はFi騒3に 示す とお り,連 投す るこ

とに より脾臓細胞数の減少傾 向はみ られ るものの投与終

了翌 日において もその減少度はcyclophospbamideの

50zng/kg投 与群程度で しかなかった。

b)免 疫抑剤投与時 のマ ウス感染実験

マゥスにimuranま たはcyclophosphamide投 与後

4×106cells/mouse接 種 し経 日的 に生存率を比較 した。

Fig4に 示す とお りcyclophosphamide投 与群は2日 以

内に全例死亡 したのに対 し,imuran投 与 群はcontrol

と差がみ られず,効 果はみ られなかった6

cyclopbospbamide投 与 に より脾臓細胞数が3日 後に

最低 とな り以後回復傾向を示す ことか ら,投 与5日 後 に

Fig.2 Spleen cells of mice after intraperitoneal

administration of cyclophosphamide

Fig.3 Spleen cells of mice after peroral admini-

stration of imuran

Fig.4 Survival rate of P.aeruginosa-infected

mice after administration of imuran and

cyclophosphamide

23×105cells/mouseの 菌 量 を 接 種 しcyclophospha-

mideと 感 染 死 との 関 係 を調 べ た。そ の結 果,cyclophos-

phamide 250mg/kg投 与 群 で は 全例 感 染 死 した 。 しか
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Fig. 5 Survival rate of P. aeruginosa-infected
mice after administration of cyclophosphamide

(250mg/kg, i.p.)

Fig. 6 Viable cells in lungs of P. aeruginosa-in-
fected mice after administration of cyclopho-
sphamide (250 mg/kg, i.p.)

し100mg/kgで は40%の 感 染 死 で あ り50mg/kgで は

全 例 生 存 した 。

次 にcyclophosphamide 250mg/kg投 与5日 後 に,菌

量 を 変 えて 感 染 死 との 関 係 を調 べ,そ の結 果 をFig.5に

示 した。 接 種 菌 量 と感 染 死 との 間 には 相 関 が み ら れ,

P.aeruginosa S-51のLD50値 は9×103cells/mouse

で あ っ た。

そ こで 全 例 死 亡 した菌 量 の1.1×105cells/mouseを

接 種 し,肺 内生 菌 数 の 変 動 を経 時 的 に 調 べ た 。 そ の 結

果,Fig.6に 示 す とお り,接 種 後4時 間 まで は 初 期 ク リ

ア ラ ンスが み られ,以 後 増 殖 を 開始 し20時 間 以 後 か ら

約108cells/mouseと な り,若 干 の変 動 は み られ る もの

の30～48時 間 以 内 に は 全 て の マ ウスは 死 亡 した 。

c)組 織 学 的 検 討

感 染24時 間後 の 肺 を組 織 学 的 に検 討 した 。Fig.7は

光 学 顕 微鏡 下 で観 察 し た切 片 像 で あ るが,肺 胞 壁 の 肥

厚,肺 胞 腔 へ の 赤血 球 の 浸 潤が み られ,明 らか な 肺 炎 像

が 観 察 され た 。 また 電子 顕 微 鏡 下 で はFig.8に 示 す とお

Fig. 7 Histological changes in P. aeruginosa-

infected mice (•~100)

Fig. 8 Histological changes in P. aeruginosa-

infected mice (•~1,000)

り,肺 胞 壁,肺 胞 腔 で菌 が 観察 され た。

考 察

実 験 的肺 炎 モ デ ル につ い て は グ ラ ム 陽 性 菌1),陰 性

菌1.4,5,6)と もに種 々示 唆 に富 んだ 報 告 が な され てい る。

そ の 中 で もグ ラム陰 性桿 菌 性 肺 炎 につ い て は,臨 床 上 治

療 の 困難 な こ とで 人 々 の注 目を 集 め てい る。 そ の グ ラ ム

陰 性桿 菌性 肺 炎 の 中で も難 治 性 とい わ れ てい るP.aeru-

ginosa性 肺 炎 が 近 年 増 加 傾 向 に あ る。 と こ ろ がP.

aeruginosa性 肺 炎 に つ い て は 適 当 な 実 験 的 肺 炎 モ デ ル

の 作製 が殆 ん どな され て い ない 。 そ こで 多 数 の 個 体 を 同

時 に用 い る こ とので き る マ ウ スを 被 検 動 物 と して,検 討

した。

P.aeruginosaの 中で 感 染 性 の 高 いP.aeruginosa

S-51株 を用 い た が,正 常 マ ウ スで は 肺 の 定 着 性 が 悪 く,

接 種 菌 量 が約108cells/mouseで は 短 時 間 の うち に 死亡

し,そ れ 以 下 で は菌 は ク リア ラ ンス され た 。 そ こで 宿主

抵 抗 性 を減 弱 さ せ る こ とを検 討 した と ころ,imuran投

与 で はcontrolと 有 意 の差)み られ な か っ た がcyclo-

phosphamide投 与 で は 定 着 性 は増 大 し,肺 炎 の成 立 が

認 め られ た。cyclophosphamideを 用 い た 感染 系は 脾 臓
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細胞数の増減か らもわか るよ うに季松島 らηの担癌 マ ウ

スでのSerratia marcescens性 感染 と同様,弱 毒菌 の

日和見感染 に似た感染系であ ると思 わ れ る。 また,P.

aeruginosaS-51株 に よ る 感 染 系 で はKlebsiella

pneumoniae性 肺惑染 にお ける松本 ら1)の 報告と同様に

一時的に ク リフ ラ ン ス され,つ い で増 殖 す る。 従 っ て,

この肺炎の経過は臨床例に よ り近 い ものと考 えられ る。

今後,こ の感染系を用いて各種抗生剤 に よる治療実験

等を行ない,肺 炎治療 の基礎的検討を行 ないたい。

本論文の要 旨は第25回 日本化学療 法学 会東 日本支 部

総会におい て発表 した。

この研究に おきまして種 々御教示,御 助 曾を賜 わ りま

した長崎大学熟研内科 松本慶蔵教撰に深 甚なる感謝の

意を捧げます。
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EXPERIMENTAL MURINE PNEUMONIAE MODEL DUE TO

PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

Studies on Conditions of Infection

YOSHIKAZU FOKUOKA,MASARU TAI, YOSHIKO YAMASHIRO,

TAKASHI YASUDA and ISAMU SAIKAWA

Research Laboratory,Toyama Chemical Co.,Ltd.

The experimental murine pneumoniae models due to Pseudomonas aeruginosa have been studied,

and the results were as follows:

1)The aerosol exposure system was superior in the infected method with challenge organisms to

others.And the numbers of bacteria in lungs of mice were correlated with those in glass nebulizer.

2)The intraperitoneal injection of cyclophosphamide to mice increased in the fixation of bacteria

in lungs of mice.The dose of cyclophosphamide was best at 250mg/kg,and the infection was started

at 5 days after the administration of cyclophosphamide.

3)In this aerosol exposure system,the preliminary clearance of bacteria in lungs of mice was ob-

served,and all mice were dead in 30•`48 hours.

4)The histological changes in lungs of mice were observed in this aerosol exposure infection, and

that proved the murine pneumoniae due to P.aeruginosa.


