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ラッ トの大槽 内へStreptococcus pneumoniae type IIIを1×106CFU/ラ ヅ ト接種す ることに よ

り,化膿性髄膜炎 モデルを作製 した。 ラッ トは細菌接種2日 後 よ り死亡 し,5日 後 までに全例死亡 し

た。髄液中菌数は死亡直前 まで血液中菌数 よ りも常に高 い値 を維持 した。 また,感 染髄 液の血液生

化学的検査 では好中球の出現,総 タンパ ク量 の増加お よび グル コース量の減少が観察 され,病 理組

織学的検索では大脳,小 脳,延 髄お よび脊髄 の クモ膜下腔に好 中球 を主体 とす る炎症性細胞浸潤が

観察 された。 よって,本 モデル は致死性の肺炎球菌性髄膜 炎モデル とみな された。

化膿性髄膜炎が難治感染症である理由の一 つとして,

多 くの抗菌剤の髄液への移行が血 液脳関門 によって抑制

されることが挙げられる。 したが って,抗 菌剤 の髄液へ

の移行性 の良否が化膿性髄 膜炎 に対す る有用性を知 る重

要な鍵とな っている。 そこで,臨 床例に近似す る実験的

化膿性髄膜炎モデルを作製す ることは,本 症の化学療 法

の解析に有力な手段 になるとの考 えか ら,こ れ まで多 く

の研究者に より実験的 化膿性髄膜炎 モデルが種々の動物

を用いて作製され,報 告 されてい る1～η。 我 々は動 物 個

体の均一化が比較的容易な ラッ トを用 いて,抗 菌剤 の治

療効果,髄 液 中殺菌作用 お よび髄液中移行性 などが検討

できるラ ッ ト致死性肺炎球菌性髄膜炎 モデルの作製を試

みた。

I. 実験材料 および方法

1. 使用菌株

Streptococcus pneumoniae type III(京都薬科大学微生

物学教室 よ り分与)を 用いた。

2. 接種菌液調製

S. pnemoniae type IIIを10%非 働化馬血清加ハ ー ト

インフ ユジ ョン 寒天培地(HIA:栄 研化学)斜 面に て

37℃,18時 間培養後,ト リプ トソイプイ ヨン(TSB:栄

肝化学)に 浮遊 させ接種菌液 とした。接種菌液はTSBで

L5×108CFU/mlお よび1.5×108CFu/mlと なるよ う

こ希釈 し,用 時 まで氷冷下で保存 した。

3. 使用動物

生後7週 齢のCrj-SD系 雄性 ラ ッ ト(体重:190～210

g)を 使用 した。

4 使用薬剤

AspoxiciUin(Aspc:田 辺製薬)を 使用 した。

5. 髄液採取針お よび感染動物 の作製

テル モ注射針25Gi小iTW(テ ル モ)の 接 合部 を焼 き

取 った針部分にポ リエチ レン細管No.3(ヒ ビキ)を 接

着剤(ア ロンアル ファ-:東 亜合成 化学)で 接続 し,10

μlずつ 目印をつけた長 さ約10cmの 髄液採取針を作製

した。

大槽 内接種感染 ラ ットはエーテル麻酔下 のラ ット後頭

部を酒精綿 で消毒後,上 記髄液採取針 を挿入 し,髄 液 を

10μ1採 取 した 後,1.5×107CFU/ml,1.5×106CFU/

ml,1.5×105CFU/mlお よび1.5×104CFU/mlの 各菌

液10μlを ゆっ くり注入 して作製 した。

静脈内接種感染 ラッ トは2.5×108CFU/ml,7.5×107

CFU/ml,7.5×106CFU/mlお よび7.5×105CFU/mlの

各菌液0.2mlを ツベル ク リン用 テル モシ リンジ(テ ル

モ)で 尾静脈 内へ接種 して作製 した。

6. 髄液 および血液の採取

髄液 はエーテル麻酔下,ラ ッ ト大槽 内 に 髄液採取針

を挿 入 して10～50μ1採 取 し,血 液 はラ ッ ト心臓か ら1

ml採 取 した。

7. 感染髄液中お よび血液中菌数 の測定

細菌接種後の髄液 中および血液中菌数変化は1群5匹

の ラ ッ トを 用 いて 検討 した。 細菌接種後,5分,6時

間,24時 間,48時 間 および72時 間に採取 した髄液お

よび血液をTSBで 適宜希釈後,10%馬 血液加HIAと

混合 し,37℃,一 夜培養後,形 成 した コロニー数(CFU)

か ら菌数 を測定 した。

8. 感染髄液中の白血球数,総 タ ンパ ク量お よび グル

コース量 の測定

白血球数の測定お よび白血球像 の観察 は1群4匹 の ラ
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ッ トを用 いて行 なった。本菌1×10:CFU/ラ ッ トを大槽

内接種後,6時 間,24時 間お よび48時 間に髄液 を採取

し,一 部 をチ ュル ク液(関 東化学)で 希釈後,BUrker-

Turkの 血球計算板 を用 いて白血球数を測定,残 りの一

部で塗 抹標本 を作 り,ラ イ ト染色液(武 藤化学薬品)で

染色後,白 血球 の形態を観 察 した。総 タンパ ク量 および

グル コース量 の測定は1群4～8匹 のラ ットを用 いて,

本菌1×105CFU/ラ ヅ ト接種後,6時 間,24時 間お よ

び48時 間に採取 した髄液につ いて実施 した。総 タ ンパ

ク量はCoomassie brilliant blueG-250(半 井化学)を 用

いた色素結合法によ り,グ ル コース量 はGLザ イ ム(栄

研化学)を 用 いた グル コースオキシダーゼ法に より測定

した。なお,対 照 として,非 感染(0時 間)ラ ヅ トの髄

液お よびTSBの み を大槽内接種 して24時 間後 に採取

した髄液についても同様な検査 を実施 した。

9. S.pnemoniae type IIIの 大槽内接種 ラッ トに対

す る薬剤 の治療効果

本 菌1×105CFU/ラ ヅト大槽 内接種24時 間後 の 感

染 ラ ッ ト1群5匹 を用 いて,ASPc20mg/kgお よび4

mglkgを 尾静脈内に単 回投与 し,薬 剤投与後14日 まで

の生存数を薬剤無投与対照群 と比較 した。

10: 病理組織学的検索

1群5匹 の ラヅ トを用 いて,本 菌1× １05CFU/ラ ッ ト

を大槽 内接種後,24時 間お よび44時 間 に大腿動 ・静脈

切断 によ り放血殺処分 し,内 臓摘 出後,全 身の剥皮 を行

ない,10%中 性緩衝ホル マ リン液で固定 した。固定完了

後,筋 肉を可能な限 り削 ぎ落 し,脊 椎 は横隔膜付着部高

位 で切断 し,蟻 酸脱灰 してパ ラフィン切片を作製 した。

大脳 は下垂体を含む横断,小 脳 ・延髄 は松果体を含む縦

断 および脊髄は胸大部 の縦断切片を 作製 し,hematoxy-

1ineosin染 色を施 して鏡検 した。 なお,対 照 として,

TSBの み を 大槽内接種 した ラ ットを,ま た,ASPC20

mg/kgを 静脈内へ単回投与 し,14日 間生存 した ラ ット

について も同様に検索 した。

II. 成 績

1. S.pneumoniae type IIIの 大槽内接種お よび静脈

内接種 に よる感染力 の比較

種 々の菌量 を大槽 内および静脈 内接種 した ラ ワトの14

日後 までの生存数 をTable 1に 示 した。大槽内接種の場

合,1.5×10弱CFU/ラ ヅ トで2日 後 よ り死亡が 観察さ

れ,5日 までに全例死亡 した。接種菌量を少な くすると

死亡までの 日数が若干長 くな り,菌 量に依存 した感染力

が認め られ た。 一方,静 脈内接種の場合,5×107CFU/

ラ ットで14日 後 までに全例の ラ ッ トは死亡 したが,そ

の 感染力は 大槽 内接種1.5×103CFU/ラ ッ トとほぼ同

等であ った。

2. S.pnmmoniae ypeIIIの 大槽内お よび静脈内接

種後 の髄液中お よび血液中菌敬変化

両 感染 におけ るラ ッ トの死亡原因を検索す るために,

大槽内1×105cFu/ラ ッ トお よび 静脈内5×107CFU/

ラッ トにつ いて,細 菌接種後 の髄液中お よび血液中菌数

の経 時的 変化 を比較 した。Table2に 示 した ように大稽

内1×105CFU/ラ ッ ト接種 の場合,髄 液中菌数 は6時 間

後 で接種直後(5分:4×105CFU/ml)の 約1/10に 減少

したが,24時 間後 には1×107CFU/mlま で増加 し 以

後,72時 間 まではほ とん ど変化 しなか った。血液中には

接種直後 か ら細菌 が 検 出され,6時 間後 まで 急激に増

加,以 後,48時 間 までゆ るやかに増 加 した。なお,測 定

した髄液中お よび血液 中の 最高菌数 は それぞれ4×107

CFU/miお よび3×104CFU/mlで,髄 液中菌数 は常に

血液中菌数 よ りも高い値 を維持 した。一方,静 脈 内5×

107CFU/ラ ッ ト接種 の 場合,血 液中菌数は 接種6時 間

Table 1. Virulence of S Pneurnonize type III in rats

ic: intracisternal inoculation. 

iv: intravenous inoculation.
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Table 2. Distribution of S. pnetononiae type Ill in CSF and blood of rats 

after intracisternal or intravenous inoculation

Each value represents the mean of 4 to 5 rats•}standard deviation.

* O
ne of five rats died until 72 h after inoculation.

Table 3. WBC, total protein and glucose in CSF of rats with experimental 

meningitis due to S. pneumoniae type III

Each value represents the mean of 4 to 8 rats•}standard deviation.

* S
ignificantly different from 0 h control value (p<0.01).

a) Coomassie brilliant blue G-250 method. 

b) Glucose oxidase method.

後で接種直後 の約1/100に 減少 したが,24時 間後には

接種直後の菌数 まで回復 し,以 後,72時 間 まではほ とん

ど変化 しなか った。髄液中には24時 間後まで細菌は検

出されなか ったが,48時 間後 に3例 の ラッ トか ら,72

時間後には全例(1例 死亡)の ラッ トから細菌が検出 さ

れた。

3. 髄液所見

本菌1×105CFU/ラ ッ トを 大槽内接種 した ラ ッ トの

感染髄液の血液生化学的所見をTable 3に 示 した。白血

球は感染6時 間後 です でに髄 液中に観察 され,以 後,48

時間後までその数はほ とん ど変化 しなか った。 しか し,

白血球の形態分別 では6時 間後までは好 中球が主体 であ

ったが,24時 間後 では円形細胞 も増加 し,全 体 の1/3を

占めていた。総 タ ンパ ク量お よび グル コース量 は6時 間

後か ら変化が認め られ,総 タンパ ク量 は感染6時 間後か

ら非感染髄液総 タンパ ク量(25.9mg/dl)と 比較 して有

意(p<0.01)に 増加,グ ル コース量は感染6時 間後か

ら非感染髄液総 グル コース量(66.6mg/dl)と 比較 して

有意(p<0.01)に 減少 していた。 なお,細 菌浮遊液 と

して用 いたTSBを10μl大 槽 内接種 した ラッ ト髄液 で

は,24時 間後に円形細胞 が中心 の 白血球が 観察 された

が,総 タ ンパ ク量お よび グル コース量には非 感染髄液 と

比較 して有意な変化は認め られ なか った。

4. S. pnemoniae type IIIの 大槽内接種 ラッ トに対

す るASPCの 治療効果

本感染 モデルが抗菌剤の化膿性髄膜炎 に対す る治療 効

果の評価 に利用 できるか どうかをASPCを 用いて検討

した。本菌1×105CFU/ラ ッ ト大槽 内接種24時 間後 の

ラッ トにASPCを 尾静脈内へ単回投与 し,14日 間の生

存数を薬剤無投与対照群 と比較 した。Table 4に 示 した

ように,薬 剤無投与対照群が2日 以降 に全例(3/3)死 亡

したのに対 して,ASPC投 与群は20mg/kg投 与で全例
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Table 4. Therapeutic effect of ASPC on experimental meningitis

due to S. pneumoniae type III in rats

ASPC was intravenously injected 24 h after infection.

Fig. 1-a
Fig. 1-b

Fig. 1. Histology of cerebral and spinal cord lesions in rats induced by intracisternal inoculation of

S.pneumoniae type III.

HE stain.•~150.

a. Basal region of cerebrum of a rat sacrificed 24 hours after inoculation. Inflammatory cellular

infiltration is seen in subarachnoid space.

b. Spinal cord of a rat sacrificed 24 hours after inoculation. Marked inflammatory cellular infiltration

is seen in subarachnoid space.

(5/5),4mg/kg投 与 で1例(1/5)が14日 後 まで生存

し,投 与量に 依存 した治療効果が 認め られ た。 また,

ASPC投 与後14日 間生存 した ラ ットには体重の増加お

よび髄液中細菌の陰性化が観察 された。

5.病 理組織学的所見

病理組織学的検索 は 本菌1×105CFU/ラ ッ ト大槽 内

接 種後24時 間お よび44時 間 に行な った。Fig.1に24

時間後 の典型的な化膿性髄膜 炎像 を示 した。検索 した大

脳,小 脳,延 髄お よび脊髄 いずれ の部位 でも,ク モ膜 下

腔に好中球 を主体 とする 炎症性細胞浸潤(い わゆる膿性

浸潤)が 観察 された。 クモ膜 下腔 に貯留 した膿性滲出物

の量は24時 間後の病理像 に比較 し,44時 間後の像で若

干 多か った。一方,対 照 としてTSBの みを大槽内接種

し,24時 間お よび44時 間後に検索 した2例 中1例 に ク

モ膜下腔に軽微な炎症性細胞浸潤像が観察 されたが,細

菌接種例 と比 べる と,ほ とんど無 視 し得 る程度 のもので

あ った。

本菌接種24時 間後にASPC20mg/kg静 脈 内単回投

与 し,14日 間生存 した例ではFig,2に 示 した ように,

大脳底 部の クモ膜下腔に限局 した単核 円形細胞 の小集族

がわずかに観察 されたが,小 脳,延 髄 お よび脊髄 には特

記すべ き変化は観察 されなか った。

III.考 察

実験動物 におけ る感染症病態モ デルは作製 が容易で臨

床像 によ り近 いこ とが 望まれ る。今回,我 々が作製 した

ラッ ト化膿性髄膜 炎モデルは,病 理組織学的検索におい

て各部 クモ膜下腔 に典 型的 な化膿性髄膜炎像 が観察 され

た こと,お よび髄液 の血液生化学的検査 におけ るヒ トの

化膿性髄膜 炎診断基 準8～9)とされ る 好中球 の 出現,総 タ

ンパ ク量の増加 および グル コース量の減少が認め られた
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Fig. 2-a Fig. 2-b

Fig. 2. Histology of cerebrum and spinal cord of a rat treated with 20 mg/kg of ASPC (intravenous

bolus injection) 24 hours after S. pneunaoniae type In inoculation and killed 14 days thereafter.

HE stain.•~150.

a. Basal region of cerebrum of a rat treated with ASPC. Small cluster of round cells (arrow) is seen

in subarachnoid space.

b. Spinal cord of a rat treated with ASPC, showing normal morphology.

こ とな どか ら,実 験動物 におけ る化膿性髄膜 炎モデル と

して 妥当である と考 え られ た。

本モデル の特徴 は比較的手技が簡便 で,化 膿性髄膜 炎

の主 要な 起 炎菌 である10～11)肺炎球菌 を 用 いた致死性 の

モデルである。 この致死性 につ いては細 菌接種後の血液

中お よび髄液 中菌数 の消長 を,敗 血症 による死 亡と考え

られ る静脈内接種 ラッ トのそれ と比較 した。本 モデル で

は髄 液中菌数 は常 に血液中 菌数 よ りも高 い値 を維持 し,

ラ ットが死亡寸前 である72時 間後 でも髄液中菌数(2×

107CFU/ml)が 血 液L11菌数(8×102CFU/ml)よ り明 ら

かに高い値を示 していた。 一方,静 脈 内接種 の場合,血

液中菌数は髄液 中菌数 より常 に高 い値 を示 してラ ッ トは

死亡 した。 この ことか ら,本 モデル におけ るラ ッ トの死

亡原因は化膿性髄膜 炎に よる もの と考 えられた。

化膿性髄膜 炎モデルは種々の動物 を用 いて作製 され て

い るが1～7),これ らは 血行性 によるモデル と 大槽内接種

に よるモデルに分 けられ る。血行性 による感染 は主 に幼

若 ラ ノ トが用い られ,経 鼻および腹腔 内接種 によ り惹起

してい る2～4)。しか しなが ら,幼 若 ラ ッ トは個体が小 さ

く髄 液採取が困難 な点が ある。大槽 内接種 による感染は

一般に成熟 家兎が用 い られ てお り,主 に抗 菌剤 の髄液中

への移行性が検討 されている6,7)。家 兎を用 いた モデル は

髄 液採取が比較的 容易で,連 続採取が可能 なことか ら髄

液中薬物動態解析が詳細 に検討 できる利点が ある。 しか

し,家 兎は薬剤を比較的 多量必要 とす るため,例 数 を多

数 必要 とす る感染治療実験には経 費増 大等のマイナス面

が考え られ る。本 モデル はラ ットを用いた ことによ り家

兎 の約1/10の スケールで実験 が可能 であ り,致 死性 モ

デルである ことか ら,抗 菌剤の髄液中への移行性 と髄液

中殺菌作用 の結果 をラ ッ トの生死,す なわち,治 療効果

として手軽 に検討 できる。 さらに,本 モデル におけ るラ

ット髄液採 取量 は ラッ トの頭蓋内圧に依 存す るが,ラ ッ

トが死亡 直前 まで採取す ると最大量で約50μlの 採取が

可能 である ことか ら,薬 剤の髄液中濃 度も高速液体 クロ

マ トグラフィー(HPLC)法 を用いる ことによ り検討 で

きる。 また,ラ ッ トは 細菌接種2口 後 より死亡す るこ

と,お よび1回 当 りの髄液採取間隔を3時 間以上,採 取

量を10～15μlと 少な くす ると,連 続採取(3～4回)が

可能になる ことか ら,同 一個体における髄液 中の菌数推

移,す なわ ち,抗 歯剤の 髄液中殺菌作用 の 検討が でぎ

る。

この ように,今 回 報告 した ラ ット肺 炎球菌性髄膜炎 モ

デルは抗菌 剤評価 に必要な種 々の検討が可能 なモデル で

あ り,抗 菌剤 の臨床 での有用性を予測 する上 で有益 なモ

デル と考 え られ る。

(謝辞)本 研究に際 し,貴 重な御助言をいただいた出
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AN EXPERIMENTAL MENINGITIS MODEL IN RATS USING

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE TYPE III

OSAMU KASUGA, KATO TANI, KAZUO SHIBATA, NOBUO ISHII,
SATOSHI OKUNO, YOSHIMITSU SAKUMA, ISAO MAEZAWA,

HITOSHI IWASAKI and TOUTARO YAMAGUCHI

Biological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd., Toda

An experimental meningitis model in rats was prepared by intracisternal inoculation with 1•~105

CFU/rat of Streptococcus pneumoniae type III. The rats began to die 2 days after infection and all

had died within 5 days. Bacterial cell counts in the cerebrospinal fluid (CSF) of the infected rats

were always higher than those in blood until immediately before death. Biochemical analysis of the

infected CSF revealed that the number of migrated polymorphonuclear leucocytes (PMN) and the

total protein level increased significantly, whereas the glucose level decreased.In the infected rats,

extravasation of inflammatory cells consisting mainly of PMN was observed in the subarachnoid

space of the cerebrum, cerebellum, medulla oblongata, and spinal cord by histological examination.

Accordingly, this is considered a fatal S. pneumoniae meningitis model in rats.


