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実験的alloxan糖 尿 病 マ ウス を用 い て,Klebsiella pneumoniae性 肺 炎 に 対 す る化 学 療 法 を 行 な

い,治 療効果 に 及ぼ すinsulin投 与 の影 響 に つ い て 検 討 を 行 な った。

Insulin投 与 に よる糖 尿病 態 の改 善 を検 討 した と ころ,1I.U./b.i.d.3日 間 投 与 に よ り病 態 の 改

善が認め られた。

K.pneumoniae性 肺炎 に 対 す るcefmenoximeお よびceftazidimeの 効 果 を 検 討 した とこ ろ,正

常マウスの治療 成績 に比 べ 糖 尿 病 マ ウス で は効 果 の低 い こ とが 認 め られ た。 ま たinsuiin投 与 マ ウ

スでは正常 マ ウス よ り劣 る も の の 明 らか に 治 療 効 果 の 上 昇 が認 め られ,insuiin無 投 与糖 尿 病 マ ウ

スよ り優れ て いた。

Insulin投 与 糖 尿 病 マ ウ ス(血 糖 コ ン トロー ル群)の 好 中 球 お よびmacrophageのchemotaxis

能は尤進 して お り,明 らか にinsulin無 投 与 マ ウス よ り改 善 され て い た 。

糖尿病患者に感染症が合併 しやす く,ま た化学療法 も

効を奏しにくいとい うことは よく知 られている。 この易

感染化機序については古 くか ら興味 が持たれ,細 胞性免

疫,体液性免疫,白 血球機能な どの面 から研究が行 なわ

れ,特に白血球の機能異常 について検討 した報告1～6)が

多い。

一 方,糖 尿 病 患 者 に は,血 糖 コ ン トロー ル のた め,

insulinが 投与 され てい る こ とが 多 く,insulin治 療 に

より白血球機能の改 善 も報 告 され て い る1,7)。

さらに,す でに 我 々は実 験 的 糖 尿 病 マ ウス を 用 い て,

抗生物質の効果を 検討 した と ころ,非 常 に 治 療 効 果 が 正

常マウスよ り劣 る ことを報 告 して きた8)。

そこで今回,実 験 的 糖尿 病 マ ウス を 用 い て,Klebsiella

pneumoniae性 肺 炎に 対す る化 学 療 法 を 行 ない,治 療 効

果に及ぼすinsulin投 与 の影 響 に つ い て 検 討 を 行 なっ た

ので報告す る。

I.実 験材 料 お よ び 実 験 方 法

1.使 用菌株

Klebsiella pneumoniae B-54株(長 崎大 学 熱 帯 医 学 研

究所 松本慶蔵教授 分 与)を 使 用 した 。

2.使 用 薬物

Cefmenoxime(CMX:武 田 薬 品 工 業 ,力 価941μg/

mg)お よびceftazidime(CAZ:新 日本 実業 ,力 価845

μg/mg)の 標準 品を用 いた 。

3.使 用 動 物

Std-ddY系 雄 マ ウス(4週 齢,17～18g)を 使 用 し

た。

4.実 験 的 塘 尿 病 の作 製

一 夜絶食させたマウス腹腔内に用時滅菌生理食塩水で

溶解 したalloxan(半 井 化 学)300mg/kgを1回 接 種 し,

さ らに4時 間 絶 食 を 続 け た 。 各 実験 に はalloxan投 与4

日後 の マ ウ ス(血 糖 値185±40mg/dl)を 用 いた 。 また

alloxan投 与2日 後 よ り3日 間 朝 夕 の2回insuiin(Sig-

ma社)を 腹 腔 内投 与 し,血 糖 値 の コ ン トロー ル を行 な

った 。 な お血 糖 値 はGOD-POD法g)で 測 定 した。

5.In vitro抗 菌 力 測 定

薬 物 感 受 性 は 日本 化 学 療 法 学 会 感 受 性 測 定 法10)に 準

じて 測 定 した。 ま た増 殖 に 及 ぼ す 影 響 はheart infu-

sion broth(ニ ッス イ)で 培 養 した 菌 液 に,所 定 の濃 度

に な る よ うに 薬 物 を 添 加 し,以 後 経 時 的 に 生 菌 数 を測 定

した 。

6.実 験 的 呼 吸 器 感染 症 に対 す る治 療 効 果

K.Pneumonieをnutrient agar(ニ ッス イ)で37℃

18時 間 表 面 培 養 後,nutrient broth(ニ ッス イ)に 懸濁

させ,nebulizerを 用 い 噴 霧 感 染 させ た11)。 噴 霧 終 了

15時 間後 に 薬 物 を 皮下 投 与 し,以 後 肺 を 無菌 的 に 摘

出 し,homogenize後,生 菌 数 測 定 を 行 な った。 さ ら

に 薬物 投 与後,肺 内 移 行 に つ い てProteus mirabilis
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ATCC 21100株 を検定菌 とす る薄層paper disc法 に よ

り測定を行 なった。なお菌数お よび薬物濃度測定 には1

群5匹 のマ ウスを用 いて検討 した。

7.好 中球 お よびmacrophageのchemotaxis能 につ

いて

各マ ウス群 の腹腔内に1% glycogen 1mlを 接種 し1

腹腔内遊出好中球数についてTurk染 色後血球計算盤を

用いて測定 した。 なお1群5匹 のマ ウスを用いた。 また

上記の方法で腹 腔 内 遊 出の好中球お よびmacrophage

を採取 し,Eagles MEM培 地(ニ ッスイ)を 用 い て.

これ ら のchemotaxis能 につ い てmodified BoYDEN cha-

mber法12)で 測定 した。なおstimulatorと してK.pneu-

moniae B-54株 の培養無菌 ろ液を用いた。

II.實 験 結 果

1.Insulin投 与に よる糖尿病態の改啓

血糖値お よび体重変化 に及ぼすinsulin投 与の影響に

つ いて検討 した結果をFig.1お よび2に 示す。Insulin

(1 I.U.)投 与に より糖尿病マ ウスの 血糖値は 一過性 の

低下が認め られ,2時 間後 の血糖値は75～95mg/dlを

示 したが,そ の後 漸次増加 しもとの血糖値 レベルに達 し

た。Insulin投 与を繰 り返す ことに より,同 様な血糖値

の変動 は認め られたが糖 尿病状態の根本的 な改善は血 糖

値 レベルか らは判断できなか った。 また体重変化につい

て検討 した ところ,糖 尿病マ ウスの場合ailoxan投 与に

よ り若 干体重が減少 し,そ の後6日 までほとん ど体重の

増加は認 められなか った。 一方,insuiin投 与糖尿病マ

ウスでは,初 回投与 より体重増加が 認め られ,insulin

投与4日 後では平均2.5gの 体重増 加 があった。 ま た

体重の増加 に伴 って毛並み,吸 水量お よび排尿量な どの

点か らも糖尿病態の改善がみ られた。

2.In vitro抗 菌力測定

CMXお よびCAZの 生菌数に及ぼす影響について検

討 した結果をFig.3に 示す。 両薬物 の 接 種 菌 量106

cells/ml時 の最小発育 阻止濃度(MIC)は それ ぞれ0.05

お よび0.1μg/mlで あ り,ま たdose dependentな 殺菌

作用を示す ことが認められ,そ れぞれ0.04お よび0.08

μg/ml以 上の濃度 で殺菌的作用を示 した。

3.実 験的呼吸器感染症 に対する治療効果

K.pneumoniae性 肺 感 染 症に対するCMXお よび

CAZの 治療効果 について検討 した結果をFig.4～6に

示す。薬物無投与マ ウスの肺 内菌数につ いて検討 した と

ころ,若 千のバ ラツキが認め られ るが,24時 間後には

同 レベルの菌数を示 し,い ずれのマ ウス群 において も一

様の感染が起 っているこ とが確認で きた(Fig.4)。

CMXお よびCAZ投 与 マウスの肺内菌数 の消長につ

いて検討 した ところ,い ずれ の 投与群においてもdose

Fig.1 Changes in serum glucose levels after
injection of insulin

Days after alloxan-treatment

Fig.2 Changes in body weight of mice after
injection of insulin

Dayi after alloxan-treatment

dependentな 除菌効果が認められ,5mg/mouse投 与に

おけ る投薬3時 間後 の除菌率は各マウス群のいずれも約

95%で あ り,ほ とん ど差を認めることができなかった。

しか しなが ら,投 与3時 間以後 の除菌効果および再増殖

抑制効果は,正 常マウスの場合が最も顕著にみられ,つ

づ いてinsulin投 与糖尿病マウスであった(Fig.5,6)。

これ らの結果 よ り,各 マウス群 の治療効果の差は再増殖

抑制 に及ぼす生体防禦機構の関与が考えられた。

4.肺 内薬物濃度

感染病巣へ の薬物移行 について,bioassay法 で検討

した結果をFig.7に 示す。 いずれの マウス群において

も吸収 の ピー クは投与15分 後にあ り,12.8～13.6μg/

lungを 示 し,そ の後漸減 し,糖 尿病マウス群で排泄が若

干他のマ ウス群 よ りも速 いと思われたが,い ずれのマウ

ス群 もほぼ同様 の吸排パターンを示 した。

5.好 中球 およびmacrophage機 能について

Giycogen接 種後 の腹腔内遊 出好中球数について検討

した結果 をFig.8に 示す。Glycogen接 種後,腹 腔内
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Fig.3 Effect of CMX and CAZ on the viability of K.pneumoniae B-54

Fig.4 Growth of K.pneumoniae B-54 in the

lung of normal and diabetic mice

への遊出が認め られ るが 糖 尿病 マ ウス にお け る遊 出細 胞

数は明らか に正常 マ ウスお よびinsulin投 与 糖 尿 病 マ ウ

スよりも低値を示 した 。Insulin投 与 糖 尿 病 マ ウ スで は,

glycogen接 種直後 の細胞 数 は 正 常 マ ウス よ りも 低 値 を

示すが,そ の後 の遊 出数 は ほ ぼ 正 常 マ ウ ス と同 レベ ル で

あった。In vitroに お け る好 中球 お よびmacrophageの

chemotaxis能 につ いて 検 討 した 結果 をFig .9に 示 す 。

正常マウスのstimulation indexを1.0と した 時,糖 尿

病マウスは0.4～0.55,insulin投 与 糖 尿 病 マ ウス で は

0.86～0.9で あ り
,好 中 球 お よびmacrophageと もに 糖

尿病マウスでは正 常 マ ウス の 貧 食 細 胞 よ りchemotaxis

能が低下 してお り,ま たinsulin投 与 糖 尿病 マ ウス で は

正常 マウスとほぼ同 じレベルまで 機 能 回 復が認め られ

た。

III.考 察

糖尿病に細菌感染症が合併 した場合,殺 菌作用 の優れ

てい る β-lactam系 抗生物質や ア ミノ配糖体系抗生物質

が大量 使用 され るが,化 学療法は奏効 しに くい といわれ

てい る。 すでに我 々は,anoxan糖 尿病 マウスを用 い,

実験 的呼吸器感染症 に対 す るcephem系 お よびア ミノ

配糖 体系抗生物質の治療効果 につ いて検討を行ない,糖

尿病 マウスは正常 マウスに比ベcephem系 抗生物質 の治

療効果が低い と報告 して きた。一方,血 糖降下作用 を有

するinsulinは 糖 尿病 治療薬 と して頻用され てお り,感

染時 には抗生物質 と併用 され ているものと考え られ る。

そこで今回,呼 吸器感染モデルを 用 いてcefmenoxime

(CMX)お よびceftazidime(CAZ)の 治療効果 に 及 ぼ

すinsulin投 与 の影響について 検討を 行なった。Allo-

xan糖 尿病 マ ウスにinsulinを 投与す るこ とによ り一過

性的に血糖値を下 げることがで き,こ の処理 を繰 り返す

こ とにより検査上および外見的に病態の改善が認められ

た。 このinsulin投 与糖尿病 マ ウス群 に肺感染を惹起 さ

せた ところ,感 染様相は細菌学的検査上,正 常 マウスお

よび糖尿病 マ ウス群 とほぼ同様な感染病態 を示 した。 し

か しなが ら薬物効果について検討 した ところ,薬 物投 与

後,短 時間 内(投 与3時 間後)で の肺 内菌数の減少は,

正常 マ ウス,insulin投 与糖 尿病 マウス,お よび糖 尿病 マ

ウスでほ とん ど差が認 め られ なか った。 この現象は,肺

へ の薬物移行がいずれ のマ ウス群において も同様 の吸排

パ ターンを示すこ とか ら,薬 物 の直接的な作用 はいずれ

のマ ウス群においても同程度発揮 されているものと考え

られ た。 しか し,そ の後の除菌効果 お よび再増殖抑制効
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Fig.5 Therapeutic efficacy of CMX on number of bacteria in the lung

of normal and diabetic mice infected with K.pneumonias B-54

Fig.6 Therapeutic efficacy of CAZ on number of bacteria in the lung

of normal and diabetic mice infected with K.pneumoniae B-54

果 には明 らかに差が認め られ,糖 尿病 マウスでは再増殖

が非常に早 く認 められ るのに対 して,正 常マ ウスお よび

insulin投 与糖 尿病 マウスではさらに除菌効果が認 め ら

れ,再 増殖抑 制 も非常 に強い ことが分か った。 この よう

な効果は薬物の直接 的な作用以外に生体防禦反応 との相

互作用を示唆する もの と考え られた。す でに糖尿病態の

生体防禦機能異常につ いては基礎的お よび臨床的に検討

され,好 中球,macrophage機 能などの低下が報告 され

ている1～6)13)。また,す でに我 々も同様 な結果を糖尿病マ

ウスで認め報告 している14)。今回は急性感染症において

重要 な役割を担 う好中球お よびmacrophage機 能,特 に

糖 尿 病 マ ウス に お いて 機 能低 下 の顕著 で あった両負食細

胞 のchemotaxis能 に つ い て検討 し,こ れ らの機能に対

す るinsulin投 与(血 糖 コ ン トロール)の 影響について ,

調ベ た 。 糖 尿 病 マ ウス にお け る 好 中 球 お よ びmacro-

phageのchemotaxis能 が 正常 マ ウスよ り劣っているこ

とが,invitroお よびin vivoで 確認 されたが,insu-

lin投 与 糖 尿病 マ ウスで は好 中 球 お よびmacrophageの

chemotaxis能 の改 善 が認 め られ,正 常 マ ウスより劣るが 、

糖 尿病 マ ウス よ り優 れ て いた 。 また今 回デ ータを示さな

か った が 好 中 球 の貪 食 殺菌 能 を検 討 した ところ,正 常マ

ウス と糖 尿 病 マ ウ スで 機能 の差 はほ とん ど認められず,
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Fig.7  Lung levels of CMX after s.c.injection

 to normal  andb diabetic mice infected with

K.pneumoniae  B-54

Fig.8 Changes in number of PMN in mouse

peritoneal cavity after injection of glyco-
gen

insulin投与による影響 も ほ
.と ん ど な か った。さ らに

macrophageの貧食殺菌能では
,糖 尿病 マ ウスは正 常マ

ウスより若干低いことが分か り,ま たinsulinに より若

干機能回復の傾向が認められたが著 明なものではなか っ

た。COILら15)は糖尿病 マウスにinsulinを 投与す るこ と

により白血球機能の亢進を認 めた と報告 してお り,ま た

熊坂ら7)は臨床的に白血球機能(殺 菌能)の 改善を 報告

している。このようにinsulin投 与に よ り血糖 コ ン トロ

ールを行なうと,白 血球機能の低下が回復することが示

Fig.9 Chemotaxia of PMN and macrophage

in normal and diabetic mice

唆 されたが,こ れ は白血球 に対 してinsulinが 直接的に

作用 したのか,血 糖 コン トロールの結果,二 次的に生 じ

た ものかは不明であ りさらに追求 しなけれ ばならない と

考えてい る。以上の ように糖尿病 マウスに対す る化学療

法を施行す る場合,insulin投 与に よる 血糖 コン トロー

ルは治療効果を増 大 させ るこ とが分か った。
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EXPERIMENTAL CHEMOTHERAPY IN DIABETIC MICE

EFFECT OF INSULIN ON THE THERAPEUTIC EFFICACY
OF B-LACTAM ANTIBIOTICS

YOSHIKI OBANA,TOMOKO KUNIYASU, AKIHIRO NAGAO,KATSUO WADA,

TAKESHI NISHINO, and TERUO TANINO

Department of Microbiology,Kyoto Pharmaceutical University

The effect of insulin on the therapeutic efficacy of 19-lactam antibiotics was studied in alloxan-
induced diabetic mice with experimentally induced Klebsiella pneumoniae pneumonia.The symptoms
in diabetic mice was corrected by injection of insulin(1 I.U./b.i.d.)for 3 days.In experimentally
induced K.pneumoniae pneumonia in diabetic mice,the efficacy of cefmenoxime and ceftazidime
was inferior to that in normal mice.In the diabetic mice treated with insulin,the therapeutic
efficacy of cefmenoxime and ceftazidime was superior to that in non-treated diabetic mice,but inferior
to that in normal mice.Neutrophils and peritoneal macrophages from diabetic mice treated with
insulin showed elevated chemotactic activity compared to that of non-treated diabetic mice.


