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白血 球 減 少 症 マ ウス の 緑膿 菌 感 染 症 とceftazidimeの 治 療 効 果

―全身オー トバクテリオグラフィによる観察―

石 井 信男 ・谷 佳 都 ・春 日 修 ・芝田 和夫 ・山 口東太郎

田辺製薬株式会社生物研究所*

(昭和63年11月12目 受付)

緑膿菌の易感染性を白血球減少症 マウスと正常マウスとで対比 し,大 腸菌と比較検討 した。 さら

に,白 血球減少症マウスの緑膿菌感染に対するceftazidimeお よび各種薬剤の治療効果を正常マウ

スと比較 した。全身オー トバクテ リオグラフィ(ABG)に 用 いる感染菌は リファンピシン耐性菌株

に誘導 して用い,マ ウス感染はムチン添加腹腔内接種によった。細菌の易感染性は各マウスにおけ

る全身ABG,感 染致死力および腹腔内 ・血中生菌数推移により,薬 剤治療効果はED50値 お よび

全身ABGに よ り検討した。

緑膿菌で感染死を起 こす白血球減少症マウスの全身オー トバクテ リオグラムでは細菌コロニーが

全身的に分布 し,正 常マウスとは異なった感染経過を示 した。 また,腹 腔内および血中の生菌数は

菌接種4時 間後まで正常マウスと同様に推移 したが,4時 間以降には急速に増加 した。 さらに,大

腸菌感染では白血球減少症マウスの生菌数推移が正常マウスと変わらない株が見出され緑膿菌 のほ

うが大腸菌よりも易感染化を起 こしやすいことが示唆された。 白血球減少症マウスの緑膿菌感染に

対するceftazidimeお よび各種薬剤の治療効果は正常マウスに比べていずれも難治性を示 した。ま

た,全 身ABGに よ り観察 した各薬剤の治療効果は各ED50値 とよく対応 した。
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緑膿菌による感染症は生体防御機能の低下 した患者で

菌交代症または院内感染として起こることが多く,現 在

では最も難治性の感染症 として重要視されている。実験

的にはシクロフォスファミド処理により作製した白血球

減少症マウスで各種細菌の感染致死力を正常マウスと比

較 し,白 血球減少症マウスは正常マウスよりも少量の接

種菌量で感染発症 し,易 感染化宿主になっていることが

報告されている1,2)。また,そ の易感染化の程度は菌種に

より異なるが,緑 膿菌は最も易感染化を起こしやすい菌

種とされている1)。

今回,我 々は血白球減少症マウスにおける緑膿菌の易

感染性について全身ABG,感 染致死力お よび腹腔内 ・

血中生菌数推移により検討 した。 また,白 血球減少症マ

ウスの緑膿菌感染に対するceftazidimeお よ び各種薬

剤の治療効果についても検討 した。

1. 実験材料と方法

1. 使用菌株

マウス実験感染には緑膿菌5株 : Pseudomonas aeru-

ginosa P1-67, P. aeruginosa 169, P. aeruginosa TU-

408, P. aeruginosa 229, P. aeruginosa 360 および大腸

菌4株:  Escherichia coli KC-14, E.coli 1346, E.coil

2004, E.coil JC-2 を用いた。

マ ウス 全 身 オ ー トバ クテ リオ グ ラム(ABGM)作 製に

は 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 るた め リフ ァ ン ピシ ン耐 性 株(RFPr)を 誘導

して用 いた 。各 菌 株 の37℃,一 夜 培 養 菌液 を リファンピ

シ ン(RFP)100μg/ml含 有 ハ ー トイ ン フ ユジ ヨン寒天

(HIA,栄 研)平 板 に 塗 布 し,37℃,16時 間 培養後に生

育 した 耐 性 コ ロ ニ ーの 中 か ら生 化学 的 性 状,マ ウス感染

致死 力 お よび試 験 薬 剤 に 対 す る感受 性 が 親株 と変わらな

い株 を選 び,P.aernginosa PI-67 RPFr,P.aeruginosa

229 RPFrお よびEcoliKC-14RPFrをABGM作 製

の 感 染菌 と した 。

2. 使 用 動 物

Slc: ddYマ ウ ス,4週 齢,雄,体 重19～219を 正常

マ ウス と して 用 い た 。 白血 球 減 少 症 マ ウスは シクロフオ

ス フ ァ ミ ド(ナ カ ラ イ テ ス ク)を 滅 菌 水 で溶解 し 正常

マ ウス 腹 腔 内 へ250mg/kg(0.2ml)投 与 によ り作製し
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た。投 与後 末梢 白血 球 数 が 最低 値 を 示 す4日 目に マ ゥス

体重が19～21gの もの を選 び感 染 に用 い た。

3. 使用 薬剤

Ceftazidime(CAZ,田 辺 製 薬),cefoperazone(CPZ,

富 山化学),cefsulodine(CFS,武 田 薬 工),cefpiramide

(CPM,住 友化 学)お よびgentamicin(GM,エ ッセ ク

ス日本)を 滅 菌 水 に溶 解 して 用 いた 。

4. 感染 お よび 薬剤 投 与

緑 膿菌 は ハ ー トイ ン フ ユ ジ ヨ ン ブイ ヨ ン(栄 研)で,

大腸菌 は トリプ トソイ ブイ ヨ ン(栄 研)で37℃,16時

間培養後,滅 菌 生 理 食 塩 液 で 希 釈 し,6%ム チ ン液(ナ

カライテ ス ク)に 懸 濁 した 。 そ の菌 液0.5m1を 各 マ ウ

スの腹 腔 内 に接種 した 。 薬 剤 投 与 は 単 回 投 与 の 場 合 に は

菌感染 後1時 間 に,頻 回 投 与 の場 合 には 菌 感 染 後1,2,

3お よび4時 間 に各 薬 剤 濃 度 の0.2mlを 筋 肉 内 投 与 し

た。

各 マ ウスに対 す る 細 菌 の 感 染 致 死 力 測 定 には1群10

匹 を用 い,5倍 希 釈 系 列 の 菌 接 種7日 後 ま での 生 死 か ら

MLD(最 小致 死 量)を 求 めた 。 また 感 染 マ ウ ス に対 す る

薬剤 治療効 果 測定 には1群10匹 を用 い,2倍 希 釈 系 列

の 薬剤 投与7日 後 の 生 存 率 か ら プ ロ ビ ッ ト法 に よ って

ED50を 算 出 した。

5. マ ウス全身ABGMの 作 製

感 染 マ ウスの全 身ABGMは 佐 久 間 ら3,4)の方 法 に 準 じ

て作 製 した。 感染 菌 の マ ウ ス体 内分 布 の観 察 では 菌 感 染

直後(0時 間)と6,8,10お よび14時 間 に,薬 剤 治

療効 果 の観 察 ではFig.3お よび4に 示 した 感 染後24あ

るいは28時 間 に マ ウス を ク ロ ロホル ム ガ ス で麻 酔 死 さ

せ,-40℃ に調 節 した ドライ ア イ スーア セ トン中 で凍 結

した。凍結 マ ウ スか ら-15℃ ク リオ ス タ ッ ト内 ミクロ

トーム(オ ー トク ライ オ トー ム,中 川 製 作 所)を 用 い,

滅菌 生理 食塩 液 に 浸 した ガ ー ゼ を 支 持 体 と して厚 さ40

mμ の全 身垂 直縦 切切 片 を作 製 した 。 マ ウ ス切 片 はRFP

50μg/mlお よび ト リフ ェ ニール テ トラ ゾ リ ュム ク ロラ

イ ド(TTC)25μg/mlを 含 むHIA平 板 上 に のせ37

℃,16～20時 間 培 養 した。RFPは 腸 内細 菌 の 生育 を抑

え るた め,TTCは 生 菌細 胞 内 で還 元 され て ト リフ ェー

一ル ポル マザ ンの赤 色 沈澱 を 生成 し,細 菌 コ ロニ ー の観

察が しや す いた め 用 い られ て い る5)。 寒 天 平 板 上 に 生 育

した マ ウス体 内 での 感 染菌 の 分 布 お よび密 度 は写 真 撮 影

に よ り記録 した 。 また,薬 剤 治療 効 果 の観 察 で は,Fig.

3に 示 した よ うに4段 階 に区 別 して それ ぞれ シ ンボル で

示 した。

6.感 染 マ ウ スの腹 腔 内 お よび血 中菌 数 測 定

各菌株 の正 常 マ ウス に対 す る100%致 死 菌 量 を正 常

お よび 白血球 減 少症 マ ウス の腹 腔 内 へ接 種 し,2,4,6,

8時 間後およびマウス死亡直前における各マウスの腹腔

内および血中菌数を測定 した。滅菌生理食塩液1m1を

マ ウス腹腔内に注入 して腹腔洗浄液を回収 し,血 液はマ

ウス心臓から無菌的に採取した。各試料を直ちに生理食

塩液で希釈後HIAを 用いて培養 し,生 菌数を測定 し

た。 各時間における生菌数は1群4匹 の平均値で示 し

た。

7. 薬剤感受性測定

感染菌に対する各薬剤の最小発育阻止濃度(MIC)は

日本化学療法学会標準法6}に準じて測定 した。

II. 実 験 結 果

1. 全身ABGMに よる正常および白血球減少症マウ

ス体内における感染菌の観察

E.coli KC-14 RFPr(2.7×103CFU/マ ウス)ま たは

P.aeruginosa PI-67 RFPr(1.3×106CFU/マ ウス)を

正常マウスに腹腔内接種 したABGMお よびP.aerugi-

nosa PI-67RFPr(1.3×104CFU/マ ウス)を 白血球減

少症マウスに接種 したABGMをFig.1に 示 した。正常

マウスのE.coli感 染では6お よび8時 間後に肝 と脾に

多数の感染菌コロニーが見られ,10時 間後には 全身に

菌が分布 し,死 亡直前の14時 間後にはさらに全身の菌

数増加が 認められた。 これに対 し,正 常 マウスのP.

aeruginosa感 染 では肝 における菌数増加が8時 間後か

ら見られ,死 亡直前の14時 間後に肝,脾 および腹腔内

でさらに増加 したが,全 身には分布せず,E.coliの 場合

と明らかな相違が認められた。一方,白 血球減少症マウ

スのP.aeruginosa感 染 では正常マウスの1/100の 接種

菌量にもかかわらず8時 間後には肝と腹腔内に多数の感

染菌 コロニーが見られ,そ の後さらに増加 して全身に分

布し,マ ウスは18時 間後に死亡 した。

2. 正常および白血球減少症マウスの感染菌に対する

感受性

E.coliの4株 および 君aeruginosaの5株 の白血球減

少症マウスに対する感染致死力を正常マウスと比較 し

た。両マウスに腹腔内接種 した各菌株のMLD値 お よ

び易感染化の程度(正 常マウスMLD値/白 血球減少症

マゥスMLD値)を 算出 し,Tabie 1に 示 した。E.coli

感染の場合,KC-14株 お よび1346株 はMLD値 が両

マウス間で大差なかったが2004株 お よびJC-2株 は白

血球減少症マウスのMLD値 が著 しく小さくな り,そ の

易感染化の程度は200倍 お よび250倍 であった。 これ

に対 してP.aeruginosa感 染 では白血球減少症マウスに

おけるMLD値 の低下が5株 すべてに見出された.

次 にE.coliの4株 およびP.aeruginosaの4株 を用

いて正常マウスで100%致 死 を示す 菌量を 両マウスに

腹腔内接種 し,腹 腔内および血中生菌数の推移を比較 し
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Table 1. Susceptibility of normal and leukopenic mice to death 

by bacterial infection

Infection : i.p., 6% mucin suspension
* : M LD for normal mice/MLD for leukopenic mice

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

Fig. 2. Viable cell counts in peritoneal lavage pheid and blood of normal or leukopenic mice after 

infection with bacteria

た。各菌株の生菌数推移をFig.2に 示 した。EcoZi感 染

の場合,KC-14株 お よび1346株 の腹腔内 および血中

の菌数増加は両マウス間で 同様に推移し,感 染後約16

時間で死亡した。また高い易感染化を示した2004株 お

よびJC-2株 の腹腔内および血中の生菌数は白血球減少

症マウスでより急速に増加したが,致 死時間は両マウス

とも約8時 間であ りいずれの株も致死までの時間は両マ

ウス間でほぼ同じであった。 これに対 して,Raerκgi-

nosa感 染 では両マウスの腹腔内における菌数増加はい

ずれの菌株も2時 間後まで抑えられ,4時 間後まで正常

マウスと同様な推移を示した。4時 間後以降には白血球

減少症マウスにおける菌数増加は腹腔内および血中とも

1383
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Table 2. Protective effects of ceftazidime, cefoperazone and cefsulodin on 

experimental infection with Pseudomonas aeruginosa P1-67 RFPr 

in normal or leukopenic mice

Administration:i.m.

* : EDso value expressed as single dose.

CAZ: ceftazidime, CPZ : cefoperazone, CFS : cefsulodin

Table 3. Protective effects of ceftazime, cefsulodin, cefpiramide, cefoperazone and gentamicin on experimental 

infection with Pseudonionas aeruginosa in normal and leukopenic mice

Administration : i.m., 1h after infection
率

 

: EDso for leukopenic mice/EDso for normal mice
CAZ: ceftazime, CFS: cefsulodin, CPM: cefpiramide, CPZ: cefoperazone, GM : gentamicin

正常マウスに比べて速 くな り,白 血球減少症マウスにお

ける各菌株の致死時間はPI-67株 では約14時 間,そ の

他は約17～18時 間 とな り正常マウスより数時間速 くな

る傾向であった。

3.正 常および白血球減少症マウスの緑膿菌感染に対

する薬剤治療効果

正常および白血球減少症マウスのP.aeruginosa PI-

67感 染 に対するCAZ,CPZお よびCFSの 治療効果を

Tabie2に 示 した。正常マウスにはPaeruginosa PI-

67(2.2×106CFU/マ ウス)を 腹腔内接種 し,1時 間後

に各薬剤を筋肉内へ1回 投与 した。白血球減少症マウス

には,Paernginosa PI-67(1.2×104CFU/マ ウス)を

接種 し,1時 間後から1時 間おきに各薬剤を4回 投与 し

た。各薬剤のED50値 を1回 投与量で示すと,両 マウス

間でその値がほぼ同等であった。白血球減少症マウスで

は各薬剤 とも正常マウスと同等の治療効果を得るために

は約4倍 の投与量が必要であった。

次にGM感 受性臨床分離株P.aernginosa 169お よび

GM耐 性臨床分離株P. aernginosa 229の 感染に対する

CAZ,CFS,CPM,CPZお よびGMの 治療効果を白血

球減少症マウスと正常マウスで比較 した。Table 3セ略

薬剤の感染菌に対するMIC値 お よび両マウスの感染に

対するED5。 値および治療低下の程度(白 血球減少症マ

ゥスED5。 値/正 常マウスED50値)を 示した。P.aeru-

ginosa 169感 染では 白血球減少症マウスにおける各薬

剤のED50値 は正常マウスに比べ大 きい値を示し,その
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Drugs were administered intramuscularly 1, 2, 3 and 4h after infection. 
Mice were frozen for autobacteriography 28h after infection for treated groups and 

22h after infection for control mice. 
Symbol of mouse autobacteriograms

Fig.3. Comparison of the antibacterial effects of ceftazidime and cefoperazone

by whole body autobacteriography in Ieukopenic mice infected with Psen-

dononas aeruginosa PI-67 RFPr

治療効果は低下した。CAZの 治療効果は正常および白

血球減少症マウスともGMよ り劣ったが,試 験 したセ

ファロスポリン剤中で最も優れていた。GM耐 性株P.

aeruginosa 229感 染 では いずれの セファロスポリン剤

も白血球減少症マウスにおいて治療効果は低下 したが,

その中でCAZが 最 も優れた治療効果を示 した。また,

CAZのED50値 は両株の正常マウス感染においてCFS

と同等であったが,白 血球減少症マウス感染ではCAZ

のED50値 はCFSよ りも小さく,治 療低下の程度も小

さい値を示した。

4. 全身ABGに よる白血球減少症マウスの緑膿菌感

染に対する薬剤治療効果の観察

白血球減少症 マウス にP.aeruginosa PI-67 RFPr

(1.2×104CFU/マ ウス)を 接種 し,1時 間後から1時 間

おきにCAZ(100,50お よび25mg/kg)お よびCPZ

(400mg/kg)を4回 投与 した。薬剤投与群は感染後28

時間に,無 投与対照群は22時 間に全身ABGMを 作製

し,そ の成績をFig.3に シンボルで示した。CAZ100

mg/kg投 与群では感染菌の検出されないマウスが4例,

腹腔内にまばらに検出されたマウスが4例 および腹腔内

に密に検出された マウスが2例 であった。CAZ 50mg/

kgで は検出されないマウスが4例,腹 腔内に密に検出

が6例,25mg/kgで は腹腔内に密に検出が9例,全 身

に分布が1例 であった。CPZ 400mg小kg投 与群では腹

腔内に密に検出が8例,全 身に分布が2例 であった。こ

れに対 し,対 照群では腹腔内に密に検出が4例,全 身に

分布が4例 であり,2例 は死亡 した。ABGMに よ り観

察されるCAZの 抗菌作用はTable2に 示 したED50値

をよく反映しており,CPZよ りも優れていた。

白血球減少症マウスにP.aeruginosa 229 RFPr(2.2

×102ＣPU/マ ウス)を 接種 し,1時 間後にCAZ,CFS

(400,100お よび25mg/kg)お よびCPM(1,600,

400お よび100mg/kg)を,ま たCPZは(1,600お よ

び400mg/kg)を1回 投与 した。薬剤投与群は感染後24

時間に,無 投与対照群は18時 間に全身ABGMを 作製

し,そ の成績をFig.4に 示 した。CAZお よびCFS 400

mg/kg投 与 では 菌の検出されない マウスが6例,100

mg/kg投 与 では4お よび3例 であ り,検 出されたマウス

の菌分布および密度は投与量依存的であった。また,25

mg/kg投 与では大半が死亡 し,生 存 していたマウスは全

例に感染菌が検出された。一方,CPMお よびCPZ投 与

群は1,600mg/kg投 与ではCPZの2例 が腹腔内にまば

らに検出されただけであったが,そ れ以下の投与量では

ほぼ全例に感染菌が認められ死亡例 も存在 した。以上の
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Drugs were administered intramuscularly 1h after infection. 
Mice were frozen for autobacteriography 24h after infection for treated groups 
and 18h after infection for control mice. 
See legend of Fig. 3. for symbols of mouse autobacteriograms. 

Fig. 4. Comparison of the antibacterial effects of ceftazidime, cefsulodine, 

cefpiramide and cefoperazone by whole body autobacteriography in 

leukopenic mice infected with Pseudomonas aeruginosa 229 RFPr

ように各薬剤のABGMに おける抗菌作用はTable3に

示 したED5。 値 を反映した菌分布および密度を示 した。

III. 考 察

我々は緑膿菌のマウス腹腔内感染における感染菌の消

長を全身オー トパ クテリオグラフィ(ABG)に よ り大腸

菌 と比較 し,緑 膿菌感染では腹腔内の菌増殖にlag time

があ り,血 中への菌侵入性が大腸菌に比べて低いことを

報告 した5〕。 今回の シクロフォスファミド前処理による

白血球減少症マウスの緑膿菌感染では,感 染8時 間後に

肝と腹腔内に多数の菌コロニーが見られ,そ の後感染菌

は血中に侵入 して全身に分布 し,正 常マウスの感染経過

とは明らかな差異が見出された。また,白 血球減少症マ

ウスでは試験 したP.aernginosaの5株 すべてにMLD

値 の低下が認められたことおよび腹腔内 ・血中生菌数が

菌接種4時 間以降には正常マウスに比べて 急速に増加

し,マ ウス致死時間が短縮 したことなど,緑 膿菌による

易感染化は顕著であった。

横田2)は シクロフォスファミド投与マウスのP.aeru-

ginosa腹 腔内接種で6時 間後に動員される腹腔内好中

球数の増加率が正常マウスに比べて低いとしている。ま

た,同 マウスでは腹腔マクロファージの数および機能は

正常マウスと大差なく,末 梢血中の食細胞数も差がなか

ったと報告 している。 したがって,今 回白血球減少症マ

ウスで見出された緑膿菌感染における4時 間以降の急速

な菌数増加は腹腔内に動員される好中球数の不足により

起 こったことを示唆 してお り,血 中生菌数は腹腔内の増

加に付随して推移 したものと考えられた。

試験 したE.cikuの うち低い易感染化を示したKC-14

株 お よび1346株 は腹腔内および血中生菌数推移が両マ

ウス間で変わ らず,さ らに血中生菌数は8時 間以降には

腹腔内菌数 と同レベルに到達 した。これに対して,高い

易感染化率を示 した2004株 お よびJC-2株 では両マウ

スとも血中菌数は常に腹腔内菌数 より低 く,1.5logs以

上 の差が死亡直前まで持続 して認められた。このような
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血中菌数の低 レベル推移はP.aernginosaの4株 すべて

に見出され,感 染菌の易感染性は感染部位からの血中侵

入性と関連していた。

緑膿菌感染に対するCAZの 治療効果をCFSと 比較

すると,Table 3に 示 したように正常マウスでは両剤が

ほぼ同等のED5。 値 を示 したのに白血球減少症マウスで

はCAZの 方がCFSよ りも小さい値を示 し,白 血球減

少症マウスでの治療低下の程度(白 血球減少症 マウス

ED5。 値/正常マウスED50値)も より小さい値を示し

た。しかし,い ずれの薬剤も白血球減少症マウスでは難

治性を示し,頻 回投与による治療(Tabie2)に お いても

同様の傾向であった。SANDEら7)は 白血球減少症マウス

の感染治療実験でimmunocompromisedhostで は薬剤

の殺菌作用がその効果を左右すると報告 している。 しか

し,緑 膿菌に対する両剤のinvitro殺 菌作用には大差が

示されていないこと8,9)から,本 実験菌株 に対する両剤

のin vitro殺 菌作用および白血球減少症マウスの感染

におけるin vivo殺 菌作用,Post antibiotic効 果 または

生体内の好中球とsub MICで の協力作用等の検討が必

要と考えられた。
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BACTERIAL DISTRIBUTION IN LEUKOPENIC MICE INFECTED 

WITH PSEUDOMONAS AERUGINOSA AND 

THERAPEUTIC EFFECT OF CEFTAZIDIME BY 

WHOLE BODY AUTOBACTERIOGRAPHY 
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The virulence of Pseudomonas aeruginosa in normal and leukopenic mice was compared with that 
of Escherichia coli by whole body autobacteriography (ABG), susceptibility tests, and viable bacterial 
counts in peritoneal lavage fluid and blood. The therapeutic effect of antibacterial drugs including 
ceftazidime against experimental P. aeruginosa infections in leukopenic mice was also evaluated. 
For the ABG, infective organisms were selected rifampicin-resistant strains. Mouse infections were 
induced by intraperitoneal inoculation with bacteria suspended in 6% mucin. 

In the autobacteriograms of leukopenic mice which were infected with P. aeruginosa and died within 
24 h, bacterial cells were distributed throughout the body. Up to 4 h post-infection, the increase of 
bacterial counts in the peritoneal cavity of the leukopenic mice was suppressed as in normal mice. 
After 4 h post-infection, the bacterial counts of leukopenic mice increased more rapidly than those 
of normals in all tested strains. In contrast, some strains of E. coli showed equal virulence in both 
normal and leukopenic mice. These findings suggest that the virulence of P. aeruginosa in the 
immuno-suppressed host is severer than that of E. coli. 

The ED50 values of antibacterial drugs including ceftazidime against P. aeruginosa infections in 
leukopenicmice were higher than in normals, and chemotherapy was also less effective. The thera-

peutic effect of these drugs in whole body ABG reflected their ED50 well.


