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実験 感染におけ る実験 条件 と感染防御効 里に関す る研究

(1) マウスの条件による感染菌の菌力,抗 菌薬投与後の血中濃度,尿 中排泄の比較
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感 染治療実験に用い るマ ウスdd,ddN,ddy,ICRの 各系統について,感 染菌1に対す る感受性,

抗菌薬投与時の血中濃度,尿 中排泄,お よび感染防御効 果を検討 した。

Escherichia coli C11株 のマ ウス股腔内感染 におけ るMLDは,ICRマ ウスが もっ と も 小 さ

く,菌 に対す る感受性 が高か った。 また同一系統であ っても,週 令に よって感染菌 に対す る感受性

に差がみ られ た。 この原因を調べ るため,carbon-clearanceに よ る細網内皮系 の機能を調べた と

ころ,ICRはddに 比べ,有 意 に低か った。

抗菌薬投与に よる血中濃度は,マ ウス各系統間に差がみ られ た。

以上 の実験成績に よ り,in vivoに おけ る抗菌作用 の評価において,同 一実験 系で同時に行な った

場合のみ,ED50の 比較 が可能 であると考え られた。また治療効果を判定する資料 としての 吸 収,

排泄の成績は,感 染実験に用いた同条件の動物を用い るべ きであるこ とが示唆 された。

抗菌薬 の基礎的評価には感受性測定を中心 と す るin

vitroで の抗菌力成績 と,マ ウス感染治療実験を主 とし

たin vivo抗 菌力成績 が必要で ある。MIC測 定に関 し

ては,化 学療法学 会標準法 が設定 され,各 機関か らの資

料を総合的に判断 するのにさほどの困難はない1)。 しか

しin vivo効 果判定 には基準がな く,各 研究施設毎 に実

験手技 のみな らず,使 用す る実験動物 も異な り,そ れ ら

の機関よ り収集 され た資料を単純 に比較する ことはでき

ない。 また医療 の発達,特 に化学療法の発展 に伴い感 染

症の起炎菌に も大 き な 変 化 が み ら れ,opportunistic

infectionが 日常的 になってい る現況か ら,実 験感染 に

おいてもマ ウスに特定 の病原性を示 さない弱毒菌 を使用

する必要が生 じてきた2)。 臨床での感染症 の様相 の多様

性を反映 して,実 験感染系 にも一層の複雑化 が求め られ

ている。

さらに現在 のよ うに抗菌剤の種 々の誘導 体が相継 ぎ開

発されて くると,そ れ ら薬剤間の比較には正確 さ ととも

に,感 度のよい実験法が要求 され る。in vivoで の実験

はin vitroに 比べ関与す る因子が多岐にわたるため,

実験条件 によっては,正 確な優劣の判断 が難 しいばか り

でな く,場 合 によっては誤 った評価を下す危険 がある。

い うまで もな く抗 菌薬 は感 染症 の治療が 目的であ るか

ら,最 終の評価は臨床効果 の判断 をまたねば な ら な い

が,臨 床への足がか りとな るin vivo実 験においては,

で きるだけ統一された感度の よい"物 指 し"と なる実験

条件で行な うことが必要である。

われわれは これまでにマウス感染治療実験において,

感 染防御効果に変動を与 える各種要 因について検討 して

きたが3～12),今回 はマウス系統,週 令差 などに よる感 染

菌 に対する感受性 の違 い,お よび抗菌薬投与 における血

中濃度の差について検討 し,マ ウス系統間 に差のある こ

とを実証 した。

以上の実験成 績を提示 し,実 験 感染モデルのあ り方に

ついて考察 した。

I. 実験材料および方法

1. 使用菌株

Escherichia coli C 11 

Serratia marcescens No. 2 

Serratia marcescens No. 8 

Pseudomonas aeruginosa A 14 

Pseudomonas aeruginosa GNB-1-139 

Pseudomonas aeruginosa NC-5 

Pseudomonas cepacia 201 

Pseudomonas maltophilia 227 

Achromobacter xylosoxidans 285 

Acinetobacter calcoaceticus 402 

Alcaligenes faecalis 117 

Flavobacterium meningosepticum 462
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Bacillus subtilis ATCC 6633

2. 使 用 薬 剤

ampicillin (ABPC) 904μg/mg 藤 沢 薬 品

carbenicillin (CBPC) 800μg/mg 台 糖 フ ァイザ ー

sulbenicillin (SBPC) 871μg/mg 武 田薬 品

cefazolin (CEZ) 933μg/mg 藤 沢薬 品

gentamicin (GM)584μg/mg 塩 野 義製 薬

dibekacin (DKB) 704μg/mg 明 治 製 菓

3. 菌 力 の測 定 お よび感 染 方 法

普 通 寒 天 斜面 培 地 に1夜 培 養 した 菌 を 滅 菌 生 理 食 塩 水

に 浮 遊 さ せ,さ ら に この 浮遊 液 を 滅 菌 生 理 食 塩 水 で 種 々

の 濃 度 に希 釈 し,そ の0.5mlを マ ウス腹 腔 内 に 接 種

し,5日 後 の生 死 に よ り菌 力 を 測 定 した 。

同時 に これ らの 菌 液 に 等 量 の10%mucin (wilson

gastric mucin)溶 液 を加 え て(mucinの 最 終 濃 度 は5

%)同 様 の実 験 を 行 な い,mucin添 加 時 の 菌 力 に つ い

て も測 定 した 。

4. carbon-clearanceに よ る細 網 内 皮 系 機 能(RES)

の 測 定

carbon量 は マ ウ ス 体 重1009当 り,16mg/0.2ml

と し,尾 静脈 よ り注 入,経 時 的 に 内皆 静 脈 か ら毛 細 管 で

採 血 した 一 定 量 に つ い て,比 色 に よ りcarbon-clearance

の経 過 を観 察 した。

5. マ ウス血 清 の殺 菌 作 用

ICR,4週 令,雄 マ ウス お よびddN,5週 令,雄 マ ウ

ス各 々30匹 を 断頭 採 血,1時 間 室 温 に 放 置 した 後,4℃,

3,000rpm20分 遠 心 し,30匹 分 の血 清 を プ ール し,直

ち に菌 と作用 させ 殺 菌 作 用 を 検 討 した 。

血 清1.8mlに 菌 液(3×107cells/ml)0.2mlを 添 加

し,37℃ の フ ラ ン器 内 に 静 置 し,経 時的 に 生菌 数 を測

定 した。

対 照 と して0.85%滅 菌 生 理 食 塩 水 を 用 い た 。

6.血 液 学 的 お よび 臨 床 化 学 的 検 査

各 系 の マ ウ ス30匹 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 プ ール し,ヘ マ トク リ ッ ト値 を 調 べ,残 り

の 血 液 は 遠 心 分 離 し,血 漿 に つ い てTotal protein,

Albumin, GOT, GPT, Al-phosphatase, LDH, Total

cholesterol, creatinine, Urea-Nは,Flieger(日 本 テ

ク トロ ン),glucoseは,グ ル コ ロー ダー(シ ノテ ス ト)

Na,Kは 炎 光 光 度 計,C1はchloride counter (HIRA

NUMA), Ca, PはAAII(テ クニ コ ン)に て 測 定 し

た。

7. マ ウ ス,血清 中 濃 度

マ ウ スは 体 重 を そ ろ え るた めddNマ ウス は5週 令 ,

ICRマ ウス は4週 令 の そ れ ぞ れ 雄 を 用 い た。

1群9匹 と し,ABPcは1mg/mouse, 0.5mg/mouse

を 経 口投 与,CBPC, SBPCは1mg/mouse, 0.5mg/

mouseを 皮 下 投 与,CEZ, GM, DKBは0.5mg/mouse,

0.25mg/mouseを 皮 下 投 与 後,一 定 時 間 毎 に1群 ず つ

断頭 採血 した血 液 を プール し,分 離 し た 血 清 中 の 活

性 を.B. subtilis ATCC 6633を 用 い たcup法 で 測定

した。

8. 尿 中排 泄 率 の測 定

ddN mouse, ICR mouse1群4匹 を 使 用 した 。 投 与

量 は,ABPC, CBPC, SBPCは1mg/mouse, CEZ,

GM,DKBは0.5mg/mouseと した 。 投 与 後 マ ウ ス は

群 毎 に メタ ボ リッ クケ ー ジ に 入れ,0～3,3～6,お よび

6～24時 間 後 の尿 を採 取 し,血 中 濃 度 と同 様bioassay

に て薬 剤 濃 度 を 測 定 した。

II. 実 験 成 績

1. マ ウ ス系 統 差 お よび 週 令 差 に よ る菌 感 受 性 の 変 動

Fig. 1 Influence of the strain and the age of mice on the susceptibility to infection of E. coli

Strain: E. coli C11

Mouse: dd, ddy, ICR, 8 animals/group



VOL. 30 NO. 1 CHEMOTHERAPY 69

Fig. 2 Influence of the age of ICR mice on the susceptibility to infection of E. coli 

Strain: E. coli C11 

Mouse: 8 animals group

Challenge Is I cells mouse)

1) 系統 の差

Fig.1はdd,ddy,ICRの3系 統 の 雄,1群8匹 を 川

い,4,6,8の 各 週 令に お け る感 染 菌 感受 性 を調 べ た も

の であ る。

攻 撃 菌 はEcolic11株 を 用 い,MLDに 近 い 菌 量

を 最 大 量 と し,そ の1/2,1/4,1/8,1/16の 各菌 量 をそ

れ ぞ れ 腹 腔 内 に接 種,そ の 生死 を5口 間観 察 した。

マ ウス の 体重 は,ddが も っ と も小 さ く,ddy,ICRの

順 に 大 き くな って い る。

攻 撃 菌量 は 体重 を考 慮 せ ず,す べ て の 系 に 同一 の 旦 を

用 いた が,体 重 の も っ と も 軽 い,ddが 一 番感 受 性 が 低

く,し た が って菌 のvirulenceも 低 い 結 果 とな っ た,

ddyとICRで は,体 重 はICRが 大 きいが,菌 感 受

性 は ほ とん ど差 が認 め られ ず,成 績 の 安定 性 は パ ラツ キ

の 少な い 点 で,ICRが 優 れ て い た 。

2) 週 令 の差

E.coli C11株 に対 す る 感受 性 は,ICR系 が も っ と も

高 い こ とが判 明 したの で,こ の 系 に つ い て週 令の 差 に よ

る菌 感 受性 の違 いを 調 べ たの がFig2で あ る。

マ ウス の週 令は3,4,6週 の もの を 同時 に 行 な っ た

が,4週 令 が感 受 性 が 鈍 く,3週,6週 は4週 よ り感 受

性 が 高 い とい う成 績 が 得 られ て い る。 さ らに4,6,8週

に つ い て行 な っ た もの で は,や は り4週 が も っ とも感 受

性 が 低 く,6週,8週 が む しろ 菌 に対 す る抵 抗 性 が 弱 い

とい う結 果 が 得 られ た。

3) 感 染 菌 に対 す る感 受 性

E.coli C11株 感 染 に対 し,ICRマ ウスの 感 受 性 が も

っ とも優 れ て い る こ とが 認 め ら れ た が,他 菌 種,特 に

opportunistic infectionの 原 因 菌 とな る菌 種 を 用 い,

ICRマ ウ ス,ddNマ ウス の 感 受 性 を 検 討 した の がFig.

3で あ る。

体 重 を そ ろ え る 意 味 か ら,ICRマ ウ スは4週 令,ddN

Fig. 3 Comparison between the susceptibility 

of ICR and ddN mice-

Mouse: 5 anmals group

マ ウス は5週 令を 用 い た 。

体 重 は両 系 と も19±1gと した,S.marcescens, P.

aeruginosaに 対 して もICRマ ウ スの 方 が,ddNマ ウ

ス よ りMLDが 小 さ く,感 受 性 が 高 い こ とが 示 され て い

る。 そ の傾 向はmucin添 加 少量 菌 接 種 の 感 染 に お い て

よ り著 明 で あ った 。

P.cepacia,P.maltophilia, A.xylosoxidans, A.

calcoaceticus, A.faecalis, F.meningosepticumは 特

に マ ウス に対 す る菌 力 が 弱 く,mucin添 加 時 で も108
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Fig. 4 Comparison between the carbon-clearance 

levels of ICR and dd mice

Fig. 5 Comparison between the bactericidal effect 

with serum of ICR and ddN mice

cells/mouse以 上 の菌 で 攻 撃 しな い とマ ウスを100%死

亡 させ る こ とが で きな い ため,差 が 明 らか で は ない 。 し

か し差 の あ る もの で は,す べ てICRマ ウス の方 が 感 受

性 が 高 か った。

4)carbon-clearanceに よ るRES(細 網 内 皮系)機

能 の 差

感 染 菌 に 対 す る感 受 性 が マ ウス の系 に よ って 異 な る 原

因 を調 べ るた めddマ ウス,ICRマ ウスの2系 統 に つ い

て,細 網 内皮 系 の機 能 の差 をcarbon-clearanceに よ っ

て 検討 したの がFig54で あ る。

ddマ ウ スで は30分 で血 中 のcarbon粒 子 が 消 失 す る

の に 比 べ,ICRマ ウス で は,そ の 速 度 がdd系 よ り遅

く,30分 の時 点 では 血 中 に か な りの残 留carbonが 認 め

られ た 。

Table 1 Comparison between hematological and 

serum biochemical values of ICR and ddli 

mice

細 網 内 皮 系 細胞 の 清 浄能 力 は,対 象 が 菌 とcarbonで

は 同 一 とは い え な い で あ ろ う が,RES機 能 検 査の一つ

で あ るcarbon-clearance testiこ お い てICRマ ウスが

ddNマ ウ スよ り劣 って い ろ ことは,菌 の感 受性 がICK

マ ウ スに 対 して 高 い こ との 原 因 の一 つ と考 え られ る。

5)マ ウ ス血 清 の 殺 菌 作 用

ICRマ ウス,ddNマ ウス 血 清 の 殺菌 作用 の差 が感染

菌 の感 受 性 の 違 いに 影 響 す る可 能 性 を考 え,E.coli C11

株 を用 い て検 討 した成 績 がFig5で あ る。

ICRマ ウス,ddNマ ウス 血 清 は と もに,E.coli C11

株 に 対 して殺 菌 作用 を示 さ な か った 。

6)血 液学 的 お よび臨 床 化学 的 検 査

系 統 間 の 菌 感 受 性 の 差 の 原 因 を 調 べ る 目的 か ら,各 系

統 の マ ウ ス血 液,血 漿 成 分 の 違 い を 検 討 し た 成 績 が,

Table1で あ る。

Blood glucose, Total-cholesterol, GOT, GPI,

Al-phosphatase, Globulin, A/Gに 違 いがみ られた。

この成績 と菌感受性 の違 いが,ど のよ うに関連するか

は不明である。

2.マ ウス系統 差に よる薬剤 の血 清濃度,尿 中濃度

1)血 清中濃度

ABPCは 経 口投与, CBPC, SBPC, CEZ, GM, DKB
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Fig.6 Comparison between the serum levels of ICR and ddN mice after administration of penicillins

ABPC CBPC SBPC

Fig. 7 Comparison between the serum levels of 

ICR and ddN mice after administration of 

cefazolin

CEZ

は 皮下 投 与 に よ り,ICRマ ウ ス,ddNマ ウスの 血 清 中

濃 度 を比 較 し,そ の成 績 をFig.6～8に 示 した。

ABPC, CBPC, SBPC, CEZ, GM, DKBに お いて は,

ddNマ ウス がICRマ ウ ス よ り高 い 血 清 中 濃 度 を 示 し

た。

2)尿 中 排 泄

Fig. S Comparison between the serum levels of 

ICR and ddN mice after administration of 

gentamicin and dibekacin

GM DKB

抗 生 剤投 与 後24時 間 まで の 尿 中 へ の排 泄 率 をICR

マ ウ ス,ddNマ ウス と比 較 した成 績 はFig.9～12に 示

した。

尿 中排 泄 も,血 清 中 濃 度 と 同 様 にABPC, CBPC,

SBPC, CEZ, GM, DKBはddN系 マ ウ スの 方 が, ICR

マ ウ スに 比 べ 排泄 率 が高 い成 績 が 得 られ た。

III. 考 察 と 結 論

抗 菌 薬 のin vivo評 価 に は,し ば しば マ ウス 実験 的敗
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Fig. 9 Copmarison between the urinary excretion of ICR and ddN mice after administration of 

ampicillin and carbenicillin

ABPC CBPC

Fig.10 Comparison between the urinary excretion 

of ICR and ddN mice after administration of 

sulbenicillin

Fig. 11 Comparison between the urinary excretion 

of ICR and ddN mice after administration of 

cefazolin

SBPC

CEZ

Fig. 12 Comparison between the urinary excretion of ICR and ddN mice after administration of 

gentamicin and dibekacin

GM DKB
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血 症におけ る感染防御試験 が用 いられ るが,そ の 成 績

は,実 験条件に よって大 き く変動す る。

本実験において も,腹 腔 内攻撃菌への感受性は系統問

で差 異が認め られ,ICRマ ウスが もっとも感受性 であ

った。

この原因の1つ と し て,carbon-cleamnceに よ る

RES機 能が,ICRマ ウスはdd系 よ りも劣 り,感 染 し

やす い性質をそなえて いることが認め られ た。

一方マ ウス血 清は単独では,菌 に対 し殺菌能が無い こ

とが確認され てお り,こ の系統問 の差異はRRS機 能 も

含めたマ ウス生体内異物喰食能 の優 劣に よるのではない

か と推察 され るが,こ の点 につ いては マウスの食菌細胞

を 集めることの困難 さか らまだ実証 していない。

マ ウス血清成分の比較 では,系 統問で グロブリン量 な

どに差異が認め られ たが,こ れが攻撃菌に対す る感受性

の差 に直接的に関与す る因子か どうかは明らか でない。

感染菌に対する感受性の解析には,免 疫の問題が不 可

欠であるが,こ の点について もマ ウスにおけ る明 らかな

資料はな く,わ れわれ も今回は触れ るこ とがで きなか っ

た。

またICRマ ウスは攻撃菌に対する感受性 がddマ ウ

スに比べ個体差が小 さく,特 に弱毒菌を使用する実験感

染系には適 した系 と考 えられ る。

ICRお よびddNマ ウス間での抗菌薬の体内動態は,

全般的にddNマ ウスの血清中濃度が高 く,尿 中排泄 も

良好である。

抗菌薬の基礎的評価に強 く要求され るのは,再 現性 で

あ りin vitro効 果 とin vivo効 果の相 関 で あ る。in

vitroは 実験条件の設定が比較的容易であるが,iv vivo

では実験成績を変動 させ る要因が多い。

本研究は感染実験を行な う動物の条件を一定 に しなけ

ればな らない必要性を実験 的に示 したものであ り,感 染

治療実験 に関与す ると思われ る各種条件を検討 した成績

は,実 験 目的に適 した動物系 を選択す るのに役立つ もの

と考える。
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STUDIES ON EXPERIMENTAL CONDITIONS AND 

THERAPEUTIC EFFECTS IN EXPERIMENTAL INFECTIONS 

(1) COMPARATIVE STUDIES ON THE VIRULENCE OF INFECTIOUS AGENTS AND THE 
SERUM LEVELS, URINARY EXCRETION AND PROTECTIVE EFFECTS OF ANTIBIOTICS 

ADMINISTERED IN MICE OF DIFFERENT STRAINS 

MASATOSIH OGAWA, TOSHKAMIMIURA, KENJI KAWASAEI, 

SHUICHI MIYAZAKI and SACHIKO GOTO 

Department of Mictobiology, Toho University School of Medicine

Comparative studies were made on mice of dd, ddy, ddN and ICR strains on the susceptibilities 

to an infectious agent and the serum levels attained, urinary excretion and the therapeutic effects 

of antibiotics administered. 

MLD of Escherichia coli C11 administered intraperitoneally was the smallest in ICR strain, showing 

the highest susceptibility. In mice of the samc strain, the susceptibility differed depending upon the 

age. 

The activity of the reticuloendotherial system estimated from the carbon-clearance level of ICR 

mice was significantly lower than that of dd mice. 

The serum level attained after antibiotic administration varied depending upon the mouse strain. 

The above results indicate that, in assessing the in vivo antibacterial effect, ED50 values can be 

compared only when determined simultaneously to the same mouse strain. It was also suggested 

that, to examine antibiotics for their absorption and excretion to evaluate the therapeutic effect, 

experimental animals of the same strain under the same physiological conditions as those used for 

experimental infection should be used.


