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全 身 オ ー トバ ク テ リオ グ ラ フ ィー に よ る実 験 的 腹 腔 感 染 マ ウ ス に

お け る 感 染 菌 の 消 長 お よ びTA-058のin vivo抗 菌 作 用 の 観 察
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E. coli KC-14RFPrを 腹 腔内に接種したマウスの全身オー トパクテリオグラムにおいて,感 染菌

は接種後腹腔内で急激に増加 し,血 液中でもそれに伴って増加 し,14時 間以降にはマウス全身に分

布した。一方,P.aeruginosa No.12腹 腔内に接種 したマウスの場合は,腹 腔内における感染菌の

増加に長いlag timeが あって,8時 間後から徐々に増加したものの,死 亡直前のマウスでも感染

菌は全身に分布することなく,血 液中の生菌数は104cells/ml以 下にとどまった。

E. coli 1346 RFPr, E. coli KC-14RFPrお よびP.aerugino3a No.12を それぞれ感染させた

マウスにTA-058お よび各種の薬剤を菌接種1時 間後に投与 し,20～24時 間後に全身オー トバクテ

リオグラムを作成しin vivo抗 菌効果を比較した。その結果,各 薬剤の投与量に対応 したマウス体内

の菌分布密度が観察され,そ れぞれの薬剤のED50値 をよく反映 し,TA-058がin vivoで す ぐれ

た抗菌作用を示すことが裏づけられた。

緒 言

細 菌 を感 染 させ た動 物 体 内 にお け る感 染 菌 の 分布 お よ

び その 消長 を簡 便 に知 る方 法 の一 つ に全 身 オ ー トバ クテ

リオ グ ラフ イー(whole body autobacteriography)1),2)

が あ り,抗 菌剤 のin vivo効 果 判定 に 利 用 され て き

た3),4),5)。本 報 では大 腸 菌 お よ び 緑 膿 菌 をそ れ ぞれ 腹 腔

内接 種 した マ ウ スに お け る感 染菌 の 体 内 消長 な らび に,

これ らの感 染 系 に 対 す るTA-058のin vivo抗 菌作 用

につ い て報 告 す る。

新 合 成 ペ ニ シ リンで あ るTA-058,(2S, 5R, 6R)- 6 -〔2

R-2-(2R- 2-amino- 3- N- methyl carbamoylpropiona-

mido)- 2-(4- hydroxyphenyl) acetamido〕-3, 3-dime-

thyl- 7- oxo- 4- thia- 1- azabicyclo〔3.2.0〕heptane- 2-

carboxylic acid trihydrateはin vitroの 抗 菌 活性 か

ら予 想 され る以 上 にinvivoの 効 果 が す ぐれ て い るこ と

を特 徴 とす る6),7),8)。

I 実験 材 料 と方法

1. 使 用 動 物

Slc: ddYマ ウス,4週 齢,雄,体 重19～21gを 用

い た 。

2. 使 用 薬 剤

TA-058(Lot. No. 803420), Ampicillin (ABPC,

明治製菓), Carbenicillin (CBPC,台 糖プアイザー),

Sulbenicillin (SBPC,武 田薬品工業)お よびmpera-

cillin(PIPC, 富山化学)を 滅菌蒸溜水に溶解して用い

た。経口剤Carindacillin(CIPC,台 糖 ファイザ-)は

水に懸濁 して投与した。

3. 使 用 菌 株

E. coli 1346お よび京都薬大 ・西野博士より分与をう

けたE. coli KC-14な らびにP.aeruginosa No.12を

使用した。大腸菌についてはマウス全身オートバクテリ

オグラム(ABGM)作 成に当って,マ ウス切片中の腸内

細菌を抑えて感染菌のみを選択的に培養する目的でリフ

ァンピシン耐性株,す なわちE. coli 1346 RFPrお よび

E.coli KC-14RFPtを 分離して用いた。実験には生物

学的性状が親株と変らず,か つTA-058お よび各種抗生

物質に対する薬剤感受性,マ ウスに対する致死活性およ

びリファンピシン50μg/mlを 含 む寒天平板での菌生育

性が親株と変らなかつた株を選んだ。親株および耐性株

に対するリファンピシンの最小発育阻止濃度(MIC)は

E. coli 1346が それぞれ,6.25μg/mlお よび200μg/

ml, E. coli KC-14が それぞれ,12.5μg/mlお よび

200μg/mlで あつた。

4. 感染 および薬剤投与

被検菌の一夜培養菌液をそれぞれのマウス致死菌量に

応 じて適宜生理食塩液で希釈し,5%ム チ ン液に懸濁し
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Fig. 1 Symbols of mouse autobacteriograms

Fig. 2 Time course of bacterial distribution in mice after infection
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てその0.5mlず つ をマウス腹腔内に接種 した。薬剤は

菌接種1時 間後に,投 与量が液量0,2ml/マ ウスになる

ように調製して,筋 肉内,静 脈内または経口的に1回 投

与 した。薬剤の治療効果は50%有 効量(ED60)で 表わ

し,各 投与量における7日 間のマウス生残率からプロビ

ット法によつて算出した。

5. マウス全身オー トバクテリオグラフィー

感染マウスの全身ABGMは 佐久間 らの方法2)に準じ

て作成した。薬剤のin vivo効 果 を比較 した実験では菌

接種後20～24時 間に,そ の他の実験においては適宜,

頸椎牽引でマウスを殺し,直 ちに-40℃ に温度を調節

した ドライアイスーアセ トン中で 凍結 した。凍結マウス

を-15℃ クリオスタット内でガーゼを支持体として,

ミクロト-ム により厚さ40μmの 全身縦切切片とし,

感染菌に応じてそれぞれTable 1に 示 した選択培地寒

天平板上にのせて培養した。寒天平板上に生育してくる

細菌集落はマウス体内での感染菌の分布および密度の程

度に応じてFig.1の 写真の例に示すような状態で観察

されるので,細 菌集落が全身に密に分布しているもの;

主 として腹腔内に密に検出されるもの;腹 腔内にまばら

Table 1 Selective agar medium for infectious organism in mouse slices

Fig. 3 Time course of bacterial numbers in peritoneal washing and blood of mice 

after infection
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に検出されるもの;全 く検出されないもの,に 分けそれ

ぞれをシンボルで表現することにした。非感染マウス切

片はいずれの選択培地上でも菌生育が 認められ なかつ

た。

6. 感染マウスの腹腔洗滌液および血液の菌数測定

腹腔内に生理食塩液1mlを 注入し腹部をマッサージ

した後,0.5mlを 採取 し,直 ちに生理食塩液で稀釈 して

それぞれ選択培地により生菌数を測定した。各感染菌株

の選択培地における菌の生育性(生 菌数)を ハー トイン

フユジョシ寒天におけるそれに比べたところ, E.coli

2株 は同じであり, P.aeruginosa No.12は80～90%

が生育した。

II 実 験 成 績

1. 感染マウス体内における感染菌の消長

E.coli KC-14RFPr(2.2×10cells/マ ウス)お よび

P.aeruginosa No.12(2.9×106cells/マ ウス)を それ

ぞれ腹腔内に接種したマウス体内における感染菌の消長

を示す全身ABGMをFig.2に 掲げた。E.coli KC-

14RFPt感 染マウスは2時 間後から感染菌が検出され,

14時 間以降には全身に分布した。8時 間および10時 間

後には特に肝と脾に多数の細菌集落が観察された。P.

aeruginosa No.12感 染マウスは8時 間後から感染菌が

増加し,そ の後は腹腔内で多数増加しているにもかかわ

らず全身への分布は認められず,E.coli KC-14 RFPr

の場合と異っていた。

そこで,そ れぞれの菌株を同様に接種 したマウスの腹

腔洗滌液 および血液中の 感染菌の生菌数を測定した。

Fig.3に 示すように,E.coli KC-14 RFPrの 場合は接

種後2時 間から腹腔内に感染菌が急激に増加し,そ れに

伴って血液中でも増加した。一方, P.aeruginosa No.

12は 腹腔内で増加するまでに長いlag timeが 認めら

れ,血 液中の 菌数は 接種後14時 間までは104cells/ml

以上には増加しなかつた。また,い ずれの菌株 も腹腔洗

滌液および血液中の生菌数が106cells/ml以 上存在し

ないとマウス全身ABGMに 細菌集落が検出されなかつ

た。

2. 大腸菌感染マウスに対するTA-058のin vivo

抗菌作用

E.coli 1346RFPr感 染 マウスに 菌接種1時 間後に

TA-058な らびに対照薬剤を投与し,約20時 間後にマ

ウスを殺 し1群9～10頭 の全身ABGMを 作成 した。

各薬剤投与マウスの全身ABGMに おける感染菌の分布

密度を投与群毎にFig.1に 示 した シンボルで,被 検

菌に対する各薬剤のMIC値 お よびED50値 とともに

Table2お よび3に 示した。TA-058,2mg/kg筋 肉内

投与群の全身ABGMは 細菌集落の検出されなかつたマ

ウスが9例 中7例,TA-058,25mg/kg経 口投与群では

細菌集落の検出されないもの9例 中5例,腹 腔内にまば

らに検出されたもの1例 で,残 り3例 は腹腔内に感染菌

が密に認められ,こ れらの全身ABGMに おいて各薬剤

はそれぞれのED,。 値に対応したin vivo抗 菌作用 を示

した。

E.coli KC-14RFPr感 染マウスにTA-058な らびに

Table 2 Comparison of the antibacterial effects of TA-058 and reference drugs by 

whole body autobacteriography in mice infected with E. coli 1346 RFPr

Infection: Each mouse was intraperitoneally with 2.9•~102 cells (100•~LD50) 

suspended in 5% mucin. 

Drug treatment: Drug in water solution was administered intramuscurally or orally 

1 hour after infection 

Autobacteriography: Mouse autobacteriogram was prepared 20 hours after infection
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Table 3 Comparison of the antibacterial effects of TA-058 and PIPC by whole body 

autobacteriography in mice infected with E. coli 1346 RFPr

Infection: Each mouse was infected intraperitoneally with 2.5×102 cells (84×LD50)

suspended in 5% mucin

Drug treatment: TA-058 or PIPC in water solution was administered intravenously

1 hour after infection

Autobacteriography: Mouse autobacteriogram was prepared 20 hours after infection

Table 4 Comparison of the antibacterial effects of TA-058 and PIPC by whole body 

autobacteriography in mice infected with E. coli KC-14 RFPr

Infection: Each mouse was infected intraperiteneally with 2.2×10cells(20×LD50)

suspended in 5% mucin

Drug treatment: TA-058 or PIPC in water soluton was administered intravenously

1 hour after infection

Autobacteriography: Mouse autobacteriogram was prepared 20 hours after infection
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Table 5 Comparison of the antibacterial effects of TA-058 and reference drugs by 

whole body autobacteriography in mice infected with P. aeruginosa No. 12

Infection: Each mouse was infected intraperitoneally with 6.4•~105 cells (100•~LD50) 

suspended in 5% mucin 

Drug treatment : Drug in water solution or suspension was administered intramuscurally or 

orally 1 hour after infection 

Autobacteriography: Mouse autobacteriogram was prepared 24 hours after infection

PIPCを それぞれ静脈内投与した全身ABGMをTable

4に 示 した。TA-058のMIC値 はPIPCと 同等である

にもかかわらずED50値 はそれぞれ11.06mg/kgお よ

び66.43mg/kgで あ り,そ れ らのED50値 に対応した

in vivo抗 菌作用を示す全身ABGMが 得 られた。

3. 緑膿菌感染マウスに対するTA-058のin vivo

抗菌作用

P.aeruginosa No.12感 染マウスにTA-058な らび

に対照薬剤を投与し,菌 接種約24時 間後に1群9～10

頭の全身ABGMを 作成 した。各薬剤投与マウスの全身

ABGMに おける感染菌の分布密度を被検菌に対する各

薬剤のMIC値 およびED50値 とともにTable5に 示

した。感染対照群は10例 中3例 がABGM作 成時すで

に死亡していたが,そ れ らのマウスからは全身に感染菌

の分布した全身ABGMが 得 られた。残り7例 の生存マ

ウスは重度に衰弱していたにもかかわらず,Fig.2に

示した例と同様に細菌集落は腹腔および胸腔にのみ観察

された。TA-058を400mg/kgお よび200mg/kg筋

肉内投与したマウスの全身ABGMをSBPCお よび

CBPCを 投与したマウスのそれと比較すると,い ずれも

投与量に対応したin vivo抗 菌作用を示すABGMが 得

られ,各 薬剤のMIC値 およびED50値 にほぼ対応して

いた。TA-058を400mg/kg経 口投与したマウスの全

身ABGMを 経 口ペニシリン剤CIPCを 投与したマウ

スのそれと比較すると,そ れぞれのED5。 値に対応 した

in vivo抗 菌作用を示した。

III 考 察

E.coli KC-14 RFPrお よびP.aeruginosa No.12

をムチン懸濁液としてマウス腹腔内に接種 し,22～28時

間でマウスを致死させる実験的感染症において認められ

た両感染菌の体内消長における差異は,両 菌株のマウス

致死メカニズムのちがいを示唆するものと考えられる。

その後の実験(未 発表)に よれば,こ れらの差異は菌種

特異的なものと推察された。

P.aeruginosaの 感染マウスにおける感染菌の血中へ

の侵入は感染初期にはその侵入性が低く,感 染後期でも

P.aerugznosa No.12感 染対照群(Table5)に 見 ら

れたように,感 染によって重度に衰弱したマウスでさえ

もそのABGMか らは菌の全身への分布は認められなか

った。しかしながら,死 亡例マウス(死 亡直後)で は菌

が全身に分布 したことから,P.aeruginosaは 感染末期

には血中へ も侵入すると思われた。

大腸菌感染に対する薬剤投与において,い ずれの薬剤
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についてもED50付 近の投与量群,例 えばTable3に

示 したPIPC,5mg/kg投 与群およびTable4に 示 し

たPIPC,50mg/kg投 与群には様々な菌分布状態のマ

ウスが観察され,全 身に感染菌の分布したマウスはその

後死亡し,腹 腔内に感染菌の留まっているマウスは生死

の境にあると推測された、また,全 身ABGMに おける

感染菌の分布と密度がED50値 をよく反映 してお り,薬

剤の効果を直接目で見る方法として全身ABGMの 意義

が再確認された。

TA-58の 筋肉内および静脈内投与におけるin vivo抗

菌作用を示すED50値 をin vitroの 抗歯活性を示すMIC

値との関連で見ると,TA-058のin vivoで の効果が対

照薬剤のそれ らと比較してす ぐれていることがE.coli

な らびにP.aeruginosaい ずれの感染系でも認められ,

全身ABGMか らも裏づけることが出来た。TA-058は

対照薬剤のCBPCお よびPIPCよ りもマウス血濃度の

AUC値 が 大きく,半 減期の 長いことが 認められてお

り9),10),またE.coli KC-14に 対する殺菌作用がこれ ら

の対照薬剤よりも強い6),7)。TA-058の これ らの性質が

in vivo効 果のす ぐれている理由の一部に考えられる。

TA-058は 経 口投与によってもin vivo抗 菌作用を示

し,全 身ABGMか らもその作用が裏づけられた。しか

しながら筋肉内投与に比較してそのED50値 はE.coli

1346 RFPr感 染系で約13倍,P.aeruginosa No.12感

染系で約9倍 と高く,TA-058は 注射用抗生物質とし用

いることがより適当と考えられる。
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STUDY OF BACTERIAL PROPAGATION IN THE MOUSE 

BODY AND IN MO ANTIBACTERIAL EFFECT OF 

TA-058 BY WHOLE BODY AUTOBACTERIOGRAPHY 

KATO TANI, YUKIO ENDO and TOUTARO YAMAGUCHI 

Microbiological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd. 

MICHIKO FUJII and TADAO TAKAHASHI 

Pharmacological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd.

The autobacteriograms of mice infected intraperitoneally with E. coli KC-14 RFPr showed that 

the bacterial cells rapidly increased first in the peritoneal cavity and then in the blood. Fourteen 

hrs. after infection the cells were distributed in the whole body. On the contrary, in the mice infected 

intraperitoneally with P. aeruginosa No. 12 a lag time of 8 hrs. elapsed before the bacterial cells 

started to increase in the peritoneal cavity. The cells were not distributed in the whole body even 

immediately before death. The bacterial number in the blood remained less than 104cells/ml throu-

ghout. 

The in vivo antibacterial effects of TA-058 and some reference drugs were compared in terms 

of bacterial growth on the autobacteriograms of mice infected with bacteria and treated with drug 

1 hr. after infection. All the animals were sacrificed for autobacteriography 20•`44 hrs. after infection 

shortly before the death of non-medicated, infected controls. The bacterial distribution and density 

in these mice were dependent on the administered dose of the antibiotics and their efficacy well 

reflected their ED50. The excellent in vivo antibacterial effect of TA-058 was well substantiated in 

this autobacteriographical study.


