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組 織 液 内 抗 生 物 質 濃 度 の 簡 易 測 定 法

ラ ッ トgranuloma pouchモ デル の応用
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実験小動物 において組織液 中の抗生物質濃度を測定す ることは,組 織 液を採取す る適 当な手段 に

乏 しい現状では容易でない。 そこで ラッ ト背部 にgranuloma pouchを 作成 し,そ こに貯留す る浸

出液が代替組織液 として応用 しうるか ど うかを,血 清蛋 白結合率が異なる β-1actam抗 生物質 を用

いて検討 した。そ の結果,抗 生物質 の浸 出液 内へ の移行様式は,生 理的組織液を用いて 実験 された

既知の成績 とほ とん ど一致 した。 また,抗 生物質 の浸出液 中 レベルは起炎後一定期間 内で実験す る

限 り,炎 症反応 の進 行に影響 され なか った。 浸 出液中 の総蛋 白含量は 組織 液 のそれ に等 しか った。

これ らの結果 は,組 織液 内抗 生物質濃度 を測定す る手段 と してgranuloma pouchに 貯留す る炎症

浸出液が組織 液の代替 体液 として応用 しうるこ とを示 唆す る。

序 文

抗生物質の体内分布が血清蛋 白によって調節 され るこ

とはよく知られ る事実 である1～4)。それ故,こ の作用 に

よってin vitroで は同様 の抗菌力 を示す 類縁抗生物質

が,in vivoに おいて治療効果を比較す る と大 きな差 を

生じることが しぼしば経験 され る。 これ は細菌感 染の主

な場である組織液 中の抗生物質濃度 に影響 され る場合 が

多い。そ こで,よ り確実 にin vivoに おける治療効果 を推

定す るために,抗 生物質 の血 中濃度や臓器 内濃度 のほか

組織液内濃度 を測定す る努力が 試み られ ているが5～15),

実際に組織液 を採取す ることは容易 でない。

我 々は以前か らラッ トのgranuloma pouchモ デルを

用い,そ の炎症浸出液中へ の抗生物質 の移行様式 を比較

検討 しているが16),そ れは血中の分布 パターンと明らか

に異な り,む しろ従来脊髄液7,8),リ ンパ液5)あ るいは関

節腔液8,9)などで知 られ る生理的組織液中 へ の 抗生物質

の分 布 様 式 と類似する ことが経験 された。granuloma

pouchは 比較的容易に形成す ることが でき17),ま た 浸出

液を連続的に採取す ることも容易で あるので,こ のモデ

ルを用いて得 られ る結果が,生 理的状態 での抗生物質 の

組織液 内濃度を反映す るの であれ ば,こ れ は有用 な実験

モデルとして応用 し うる と考 え ら れ る。そ こで,今 回

我 々は血清蛋白結合率が異な る β-lactam抗 生物質 を選

び,血 清蛋白結合率 と血中お よび浸 出液内濃度 に関 し基

礎的な検討を行った。

実験材料 と方法

1.抗 生 物 質

Ampicillin(ABPC),Carbenicillin(CBPC),Cloxa-

cillin(MCIPC),Cefazolin(CEZ)お よびCephalori-

dine(CER)を 実験 に用 いた。 これ らの β-lactam抗 生

物質はTable1に 示す とお り,そ れ ぞれ異 なる血清蛋 白

結合率を有す る。 また,こ れ らは生体内 で代謝分解 され

ず投与量 のほ とん どが尿中 または胆汁中 に排泄 され ると

されてい る4)。抗生物質 は 実験 直前 に 燐酸緩衝食塩水

(PBS,pH7.2)に 溶解 し,そ の0.2mlを ラ ッ ト尾静

脈 または大腿部筋 肉内に投与 した。

2.Granuloma pouchの 作成

本研究所で飼養 され た 体重約150gのWistar-Ima-

michi雄 ラ ットを用いた。Granuloma pouchはSELYE

らの方法18)に準 じ,ラ ッ トの背部皮下に空気25mlを

注入 して,く るみ大の空嚢を形成 したのち,さ らに起 炎

剤 を含むオ リーブ油1mlを 注入 して急性浸出性炎症を

惹起 した。起 炎剤 にはcroton oil(東 京化成工業)お よ

び結核死菌体(青 山B株)を 用 い,そ れぞれ1%,1.5

mg/mlを オ リーブ油に混 じた。2日 後 に 嚢 内の 空気を

除去 した。抗生物質の浸出液内移行濃度を測定す る実験

Table 1 Binding rate of PC and CE against rat 

serum

*Determined by equilibrium dialysis method .
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は主に起炎後6日 か ら9日 の間に行 った。

3.抗 生物質 の定量

浸出液は26ゲ ージの皮下 針を用 い,同 一 ラッ トか ら

経時的に0.4mlつ つ採取 した。 また血液は各 ラッ トか

ら断頭放血法に よって採取 し,血 清を分離 した。両体液

中 の抗生物質濃度 はBacillus subtilisATCC6633を

検定菌 とす るデ ィスク拡散 法に よって定量 した。標準検

量線は血清お よび浸出液 を用いて作成 した。

4.Pouch内 感染 と生菌 数の測定

Escherichia coli C-11株(東 邦大 ・五島瑳i智子教授

か ら分与)を 感染に用 いた。本菌株 に対す るPC誘 導体

の最少発育阻止濃度(MIC)はABPC0.78μg/ml,CB-

PC1.56μg/mlな らびにMCIPC3.12μg/mlで あった。

この菌株をHeart infusion寒 天平板上で1夜 培養後,

1×107/mlの 菌浮遊液を作 り,そ の0.5mlを 炎症 惹起

8日 目のpouch内 に感染 した。 浸 出液中の 生菌 数を測

定す るために,感 染3時 間後 お よ び6時 間後 に浸 出液

0.5mlつ つを接取 し,直 ちに滅菌PBSで10倍 段階希

釈 した。 この各希釈液0.5mlをMacConkey寒 天培地

に混釈 し,48時 間培養後 集落数を計測 した。なお,本 菌

株はMacConkey培 地 によって増 殖阻害 を受けない。

4.総 蛋 白含量 の定量

浸出液お よび血清中 の 総蛋 白含量はRaBAシ ステム

(中外製薬)用 ユニキ ッ トを用いて定量 した。

実 験 成 績

1.PCの 浸 出液内移行濃度

croton oilで 炎症惹起後6日 目にラ ットの尾 静脈か ら

20mg/kgのPCを 投 与 し,経 時的に浸出液 内移行濃度

を測定 した(Fig.1)。ABPC,CBPCお よびMCIPCの

3剤 はいずれ も投与1時 間後に最 も高 く移行 した。その

ピー ク値 はABPCで 平均3.6μg/ml,CBPCで1.9

μg/ml,MCIPCで0.9μg/mlで あ った。 これは ラッ ト

血清に対す る結合率が低いほ ど高 いことを示す。一方,

Fig. 1 Exudate levels of PC after intravenous 
injection 

Rats received 20 mg/kg of PC 6 days after 
induction of granuloma pouch by 1% croton oil.

Fig. 2 Dose and administration route effects of 

ABPC penetrating into 7 day-pouches 

Rats received a single intravenous (left) or 

intramuscular (right) injection of 20 (•›), 40 

(•¢) and 80 mg/kg (• ). Values represent the 

mean •}S. D. for four rats.

図に示す とお り,同 一群 におけ る抗生物質濃度の ラット

間差は少なかった。

次に,ABPCを 用 い浸出液 内移行 にお よぼす投与量と

投与ル ー トの影響 を 検討 した(Fig.2)。20,40お よび

80mg/kgのABPCを 静注 または 筋注投与すると,浸

出液内濃度は投与量 に応 じて等 しく増加 し,ま た同一投

与量では筋 注 より静注投与 のほ うが高 く移行 した。この

結果は同一抗生物質 を投与 した場合,浸 出液内濃度は血

中濃度に比例す ることを示す。

さらに,こ のよ うな薬物移行が炎症反応に よって影響

され るか どうかを検当す るために,炎 症惹起後4,7,10

お よび13日 のラ ッ トにABPc20mg/kgを 静注 し,

浸出液 内移行濃度を比較 した(Fig.3)。 そ の濃度 レベル

は起炎後4,7お よび10日 の ラッ トでほ とん ど差がな

か った。13日 後ではやや減少す る傾 向がみ られた。同様

の成績はCEZを 用いて得 られた。 これ らの ラ ッ トの

pouch内 液量は4日 後 で平均4.3ml(2.5～6.5ml),7

Fig. 3 Influence of inflammation on penetration 
of ABPC into exudate 

Rats possessing 4, 7, 10 or 13 day-pouch 
were injected intravenously with 20 mg/kg of 
ABPC.
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日後で15.6ml(9～18ml),10日 後 で16.5ml(8～20

ml),13日 後 で12.4ml(5～15m1)で あ った。起 炎後

4～5日 まで明 らかなpouch内 液量 の増加がみ られ,10

日を過 ぎると徐 々に 減少 した。 す なわ ち,炎 症初 期(5

～6日 まで)に は激 しい体液の浸出が 生 じるに もかかわ

らず,抗 生物質 の移行 はほ とん ど影響 されなか った。 ま

た各時期に得 られた浸 出液中 の総蛋 白含量 は い ず れ も

3.5～4.5g/dlで あ った。 血 清は6.5～8.0g/dlで あ っ

た。

2.pouch内 感染菌 に対 するPCの 殺菌効果

前述 のとお り,浸 出液 内濃度がABPC>CBPC>MCI-

PCの 順 に高 くな ることを確認す るために,こ れ ら3剤

を用いてpouch内 感染E.coliに 対す る殺菌効果 を比

較 した。(Fig-4)。

5×106コ のE.coliを 感染 し,1時 間後に40mg/kgの

PCを 静注 した。ABPC投 与3時 間後の生菌 数は投 与前

の約1/100に 減 少 し,6時 間後 もほ とん どその菌 数 レベ

ルを持続 した。CBPC投 与群では3時 間後に投与前の約

1/10に 減少 したが,6時 間後には再び増加 した。 しか し

ながら,MCIPCの 殺菌効果は ほ とん ど認あ られなか っ

た。この殺菌効果は各誘導体 の浸出液内移行濃度に比例

した。

3.CEの 浸出液 内移行濃度

炎症惹起後6日 目のラ ッ トに20mg/kgのCEZあ る

いはCERを 静注 または筋 注投与 し,浸 出液 内濃度 を比

較 した(Fig.5)。PCと 同様 に浸出液 内濃度 は筋注 より

静注で高かった。CERはCEZよ り高 い ピー ク値 を示 し

Fig. 4 Bactericidal effect of PC against Escheri-

chia coli infected in 8 day-pouches 

A 20 mg/kg dose of ABPC (•›), CBPC (•¢), 

or MCIPC (• ) was injected intravenously 1 hr 

after infection of 5 •~ 106 E. coli. Control group 

(•~) was given PBS. Values represent the mean 

Fig. 5 Exudate levels of CE after intravenous 

or intramuscular injection 

Granuloma pouches were induced by 1% cro-

ton oil (C) and 1.5 mg of Mycobacterium tuber-

culosis Aoyama B (B). Six days after the 

induction, rats received a single intravenous 

(i. v.) or intramuscular (i. m.) injection of 20 

mg/kg of CEZ (•œ) and CER (•£). Values 

represent the mean •} S. D. for six rats.

たが,比 較的速やかに減少 した。 この ような傾 向は起炎

剤 に結核死菌体浮遊油液を用いてgranuloma pouchを

作成 して もcroton oil誘 発pouchと 同様 に 認め られ

た。croton oilは 明 らかに出血 を伴 い,浸 出液は暗赤褐

色を呈す るが,後 者は透明な血 清色の浸出液 を生ず る。

従 って,両 者は異な る炎症反応 を惹起す ると推測 され る

Fig. 6 Serum levels of PC and CE after intra-

venous injection of 20 mg/kg 

Rats received a single injection of ABPC 

(•›), CBPC (•¢), MCIPC (• ), CEZ (•œ) and 

CER (A), respectively. Values represent the 

mean •}S. D. for three rats.±S. D. for four rats.
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が,抗 生物質の浸出液 内移行には影響 しなか った。

4.血 中濃度の比較

PCお よびCE20mg/kg静 注後 の血中濃度を 比較 し

た(Fig.6)。PC剤 ではMCIPC>CBPC>ABPCの 順に

高い血 中 レベ ルを示 した。 また,CE剤 ではCEZの ほ

うが顕著 に高い血中濃度を示 した。 この結果 は浸出液 内

の濃度順位 とは逆に,血 清蛋 白結合率が 高い誘 導体 ほど

血中濃度は高 くな った。また,血 中濃度は投 与後速やか

に減少 し90分 後 に完全に消失 したが,こ の分布パター

ンは60分 後 に ピー クとな り,以 後数時間持続する 浸出

液内濃度 レベル と明らかに異なった。

考 案

この実験に用 い た β-lactam抗 生物質はTable1に

示す とお り,ラ ッ ト血清に対 して それぞれ異な る結合率

を有す る。いずれも生体内で分解 を 受け ないので4,16),

その体 内分布 と血清蛋 白結合率 との関係 を解析す るには

都 合が よい。 これ らの抗生物質を ラッ ト尾静脈か ら投与

し,炎 症浸出液中への移行濃度を比較す ると,血 清蛋白

結合率が低い誘導体ほ ど高 い濃度が測 定された。 すなわ

ち,PC剤 ではABPC>CBPC>MCIPCの 順 に高 く,ま

たCE剤 ではCEZよ りCERの ピーク値のほ うが高か

った。一方,こ れ らの誘 導体静注後の血 中濃度を 比較す

ると,浸 出液 内濃度順位 とは逆 にPC剤 ではMCIPC>

CBPC>ABPC,CE剤 ではCEZ>CERの 順 で 高 か っ

た。 これは両体液中 の抗生物質を総量で 比較す る限 り反

比例す ることを示すが,実 際 には浸出液内濃度 は血中 の

遊離濃度に比例す ることが推測 され る。 また,今 回の実

験で,各 抗生物質 の浸出液内におけ る分布様 式が血中 と

明瞭に異なることが確認 された。す なわち,血 中の抗生物

質濃度は静注後速やかに減少 し,90分 以内に検出限界以

下にな るのに対 し,浸 出液中では30～60分 後に ピー ク

とな り,以 後数時間持続 した。 このよ うな血 中 と異なる

分布様式は脊髄液7,8),リ ンパ液5),あ るいは関節腔液8,9)

などで測定 された結果 と近似する。 これ らの体液は生理

的組織液あるいはそれ に近いcompartmentに 属する体

液 として評価され てい るが,さ らに多孔質 の管腔 を皮下

に移植 して,そ の管 内貯留液中に移行す る抗生物質濃度

を測定 した り10～15),フィブ リン球 を腹腔内 に移入 して,

そ のフ ィブ リン中に浸潤す る抗生物質限度 を 測 定 し て

も6),上 記 とほ とんど同様の分布パ ター ンを とることが

報告 されている。従 ってgranuloma pouchモ デルを用

いて従来の報告 と同様 の現象を確認 しえた ことは,換 言

すれば,granuloma pouchがblood compartmentと

異 な り,む し ろ 生体 内 でinterstitial fluid compart-

mentに 近い画分 に属す ることが推測 され る。

もちろん,pouch内 貯留液は炎症 性に誘導 され る体液

であ り,抗 生物質の移行にお よぼす炎症 の影響は無視で

きない。前述 のとお り,浸 出液は炎症 惹起後4～5日 ま

で増加 し,5～6日 後にplateauに 達 して,10日 後から

徐 々に減少す る。一般に,炎 症局所 では正常時 より薬物

濃度が高 くなることが 知 られている3,4,7,8)。それは 血清

蛋 白に結合 した薬物が,炎 症部位に漏 出す る蛋 白と共に

移行するか らと考 えられてお り,そ のためこの現象は血

清蛋 白結合率が低 い薬物 よ りも高い薬物 で顕著であるこ

とが知 られている。我 々は この可能性 を検討す るために,

起炎後4,7,10お よび13日 の ラッ トを用いABPC静

注後の浸出液 内 レベルを比較 したが,そ れ ぞれに有意な

差を認めなか った。 同様 の結果は血 清蛋 白結合率が高い

CEZを 用いて も確認され た。 それ故,起 炎後4～10日

の期間に限 っていえば,血 清蛋 白結合率の違いに よらず

炎症経過の影響はほ とん ど認め られなか った と結論 でき

る。なお,起 炎後4,7,10,13日 の浸出液中の総蛋白

含量はいずれ も3.5～4.5g/d1で あ った。 この含量は血

中(6.5～8.0g/dl)の 約半量 にあたる。GARDNERら11)

は ラ ッ ト腹壁にdiffusion chamberを 移植 し,そ の腔

内に貯留す る組織液 中の総蛋 白含量を測定す るとやはり

3.5～4.5g/dlで あ ることを報告 して いる。

さらに我 々はgranuloma pouchがcroton oilだ け

でな く結核死菌体浮遊 油液 を用いて も作成 しうることを

示 した。croton oilは 出血 を伴 うが,後 者は注射のさい

血 管を破綻 しない よう注意すれば 黄麦色の透明な液を得

る ことが できる。従 って両者 の炎症反応において異なる

機序の介在が示唆 され るが,こ の場合 も抗生物質 の移行

濃度に関 して差はなか った。 この事実 もさらに,抗 生物

質の浸出液 内移行が炎症反 応に よって影響 されない こと

を支持する。 従 って 以上の実験結果 か ら,granuloma

pouchモ デルは ラ ットの組 織液内の抗生物質濃度を把握

す るために応用 しうると思われる。 また,こ のモデルを

使 って抗生物質 の体内分布 とその血 清蛋 白との関与につ

いて解析するこ とも可能であ ると思われ る。

Granuloma pouchは 比較的容易に作成 でき,ま た浸

出液を容易に採取す ることがで きる。 今 日まで,ラ ット

の組織液 としては リンパ液や 生理食塩水洗浄腹水などが

利用 されて きたが,リ ンパ液 の採取は技術 的に難 しく,

それを原因 とする個体差が発現す る し,生 理 食塩水洗浄

腹水 は薬物が希釈 され た り,食 塩水その ものが速やかに

吸収 されて しま う欠点がある。 従 って,ラ ッ トにおける

適 当な組織液採取の手段 がない 現 状 で は,granuloma

pouchモ デルは抗 生物質 の組織 内濃度を推定す るための

有用 な実験 モデル として推奨で きる。
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APPLICATION OF GRANULOMA POUCH MODEL FOR 

MEASUREMENT OF THE INTERSTITIAL 

ANTIBIOTIC LEVELS OF RAT

SHUZO MATSUBARA, HISAO ENDO and HIROSHI OKAZAKI 

Research Laboratories of Chugai Pharmaceutical Co., Ltd.

To study the penetration of antibiotics into interstitial fluid, granuloma pouch model induced by 
either 1% croton oil or 1. 5mg of Mycobacterium tuberculosis Aoyama B in the back of rat was ap-
plied. Pouches were filled with inflammatory exudate (4 days, 3-7 ml; 6-43 days, 8-20 ml) having 
a protein concentration range of 3. 5-4. 5g/100m1. Exudate antibiotic levels after intravenous injection 
depended upon the doses and the serum binding rates but not the inflammatory process. Furthermore, 
an intravenous injection of antibiotics developed greater exudate level than an intramuscular injection 
These results indicate that antibiotic concentration in exudate was reflected by the protein-free concen. 
tration in serum. Therefore, this granuloma pouch model appears to be useful for measurement of 
interstitial antibiotic levels in rats.


