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肺炎桿菌に よるマウス実験肺炎 の場におけるaspoxicillinの 治療効果
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肺炎桿菌 性マ ウ ス実験肺炎を 場 として,aspoxicillin (ASPC)の 治療効果 を,薬 剤 の 投与

回数お よび投与間隔の面 からpiperacillin (PIPC)お よびmezlocillin (MZPC)と 比較検討

した。

各薬剤 の1回 投与量を50mg/kgと 定め, 1, 2, 3お よび6時 間毎の投与間隔 において,10

回投与後 の治療効果を生存率に より比較 した結果,ASPCは1,2お よび3時 間毎投与 では い

ずれ も良好な治療 効果が認め られたが,6時 間毎 とした 場合には効果はやや低下 した。一方,

PIPCお よびMZPCは1時 間毎 の投与間隔で良好な 効果を示 したが,2時 間毎でやや効果は

低下 し,3時 間以上に投与間隔 を長 くす ると効果は著 しく低下 した。

各薬剤の1回 投与,1時 間毎10回 投与お よび2時 間毎15回 投与 で 肺内生菌 数を検討 した

結果,ASPCで はいずれ の投与 スケジュールでも薬剤投与後,速 やか に肺内生菌数が減少 し低

値 を示 し,PIPCお よびMZPCで は緩 やかな減少 しか示 さなかった。

また,肺 炎 マウスの各薬剤50mg/kg 1回 投与 におけ る肺内濃度推移 を検討 した結果,ASPC

の肺内移行性はPIPCお よびMZPCよ り良好であ り,MIC以 上の薬剤濃度時間 (Time above

MIC)がPIPCお よびMZPCの2.3倍 と長 く,よ り持続的であ るこ とが認め られた。
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抗菌剤 の基礎的評価は,in uitroに お け る抗菌力,

動物におけ る薬 剤の体内動態 と安全 性,実 験的感染モデ

ルでの治療効果等によ り総合的に判断され,そ れ らが臨

床効果を予測するデータとな ってい る。 さらに,臨 床に

おける宿主の複雑化,多 様化に伴 い感染症 も変貌 しつつ

ある現在,臨 床に よ り近い感染モデルでの検討が要求 さ

れ,こ のような背景か ら各種の感 染モデルが報告 1)さ れ

ているが,呼 吸器感染症のモデル として松本 らは肺炎桿

菌の噴霧吸入に よ り,致 死 性のマ ウス肺炎 モデルを作成

し 2),化 学療法 の解析を行なっている3,4)。

一方
,感 染症に対す る化学療法 の投与法 に関す る問題

は,治 療効果を左右する重要 な要因 の一 つであ り,使 用

され る薬剤 の特性を よく把 握 した上 で使用す ることが,

より良好な化学療法 の効果 に繋が るものと考え られ る。

今回,我 々は肺炎桿菌性 マウス実験肺炎モデルを用い

て,ASPCの 治療効果 を薬剤 の 投与回数 お よび 投与 間

隔 の面 か ら検 討 した の で報 告 す る。

I. 実験 材 料 と方 法

1) 使 用 マ ウ ス

Slc: ddy系,4週 齢 雄 性,体 重16～189を 用 い

た。

2) 使 用 菌株

Klebsiella pneummiae B-54株 (臨 床 分 離 株)を 用 い

た。

3) 使 用 薬 剤

Aspoxiciuin (ASPC: 田 辺製 薬)

Piperacillin (PIPC: 富 山化 学 工 業)

Mezlocillin (MZPC: バ イ エ ル)

を用 いた 。

4) 殺 菌 作 用 お よび 最 小発 育 阻 止濃 度 (MIC)の 測 定

K.pneumoniae B-54をheartinfusionbroth (HIB:

栄 研)に て,37℃ で20時 間培 養 した 後,新 鮮 なHIB

*  戸田市川岸2-2-50
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Fig. 1. Bactericidal activity  of ASPC, PIPC and MZPC against K. pncumoniae B-54

培 地 に1/100量 を接種 してさ らに振盪培養 し,菌 数が4

×108CFU/mlに な った ところで,各 薬剤を1 ,10お よ

び50μg/mlの 濃度にな るよう添加 した。その後,経 時

釣 に取 り出 した試料 を滅菌生理 食塩液 で10倍 系列希釈

し,そ の一部をheart infusion agar (HIA: 栄研)中

に混合 して培養 し,生 育 コロニー数 を 計測す るCOlony

forming法 によ り生菌数 を測定 し殺菌作用 を検 討 した。

また,最 小発育阻止濃度 (MIC)は 日本化学療 法学会標

準 法5)に準 じて測 定 した。

5) 感染菌液 の調製

K. pneumoniae B-54をHIA 斜面にて37℃,20時 間

培 養後滅菌生理 食塩液 に懸濁 し,光 電比色計(日 立)を

用 いてO. D. 600nmで 測定 し,10倍 希釈菌液のO.

D.値 が0.4と なるよ うに調整 した ものを約1 .0×109

CFU/mlの 菌量 と して用いた。

6) 噴霧感染 法

噴霧感染 装置(池 本理化)を 用い,感 染菌液10mlを

約40分 間噴霧 した。 この方 法で噴霧終了後 のマウス肺

内 生菌数 は約105CFU/lungs (約100LD50)で あ った。

7) 薬剤投与

各薬剤 を滅菌 水にて溶解 し,マ ウス肺に松 本ら2)が 観

察 した 肉眼的肺炎病 巣(充 血性 の炎症)が 認め られる感

染12時 間後 か ら,そ れぞれ の投与 スケジュールに より

1回 量0.1mlを マ ウス腹部皮下 に投与 した。 薬剤投与

量 は ヒ トにおける 投与量 を考慮 し,1回 量 を50mg/kg

と定めた。

8) 治療効果

1群9匹 の感染 マウスを用いて薬剤投与間隔 を1時 間

毎,2時 間毎3時 間毎お よび6時 間毎 にて各10回 投

与 し,投 与終了後7日 間 の生死観察に より生存率 を求め

比較 した。

9) 肺 内生菌 数の測定

各薬剤 の1回 投与 と1時 間毎10回 お よ び2時 間毎

15回 投与 した場合 につ いて 検討 した。 肺内生菌数の測

定 は,1群3～4匹 を用 い1回 投与 を除 き各投与時間の

直前 に無菌的に全肺を摘 出 し,た だちに肺重量 の9倍 量

の滅菌生理食塩液を加えて,ガ ラスホモジナイザーによ

り破砕 し,colony foming法 によ り生菌数を測定 した。

10) 薬剤の血 清中お よび肺内濃度 の灘定 と薬動力学的

解析

感染12時 間後 の マ ウス1群4匹 を 用 いて,各 薬剤

50mg/kg1回 皮下投与後 の血 清中な らびに肺内濃度に

ついて検討 した。す なわ ち薬 剤投与後5, 15, 30, 60,

120お よび240分 に,下 肢大腿 動 ・静脈 を切断 して採血

を行 ない血清 を分離 し測定試料 とした。 また,肺 は全肺

を摘 出後肺重量 の4倍 量 のM/15リ ン酸緩衝液pH7-0

を加 えて破 砕 したホモジネー ト液 を,3,000rpm15分

間遠心 し,上 清 を測定試料 とした。 各薬剤濃度は,E.

coli ATcc 27166株 またはM .htms ATcc 9341株 を検

定菌 として,ペ ーパ ーデ ィス ク法6)に よ り測定 した。な

お,血 清試料 には マウス血清 を,肺 試料は リン酸緩衝液

を用 いて作成 した標準 曲線 よ り各薬剤濃度 を求めた。ま

た,薬 動力学的パ ラメーターは非線型最小二乗法により

ASPC はtow-compartment open model 
,PIPCお よび

MZPCはone-compartmem openmodelに 従 って算出

した。

II. 実 験 結 果

1. 感染菌 に対す る殺菌 作用 お よび最小発育阻止濃度

各薬剤のK.pneumoniae B-54株108CFU/ml (高菌

量)に 対す る殺菌作用お よびMIC値 をFig .1に 示 し
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Table 1. Survival rate of mice infected with K. pneunioniae B-54 after 10 injections of

antibiotics (50mg/kg/dose) at various intervals (n=9)

* The mice were administered with 0 .9% NaCl solution for 10 times at 1 hr interval.

Table 2. Effect of single injection of antibiotics 50mg/kg on viable bacterial

cell count in lung of mice infected with K. pneumoniae B-54 (n=4)

た。

Aspcの 殺菌作用 は濃度 に依存 し,50μg/m1作 用4時

間後には生菌数は約1/104に 減少 し,さ らに1μg/m1作

用 でも4時 間後 には約1/10に 減少 した。一方,PIpcお

よびMzPc50μg/m1作 用 ではASPCの1μg/ml作 用

と同様 の 殺菌作用 しか 認め られず,1お よび10μg/m1

作用 では静菌的 な作用であ った。

各薬剤のMIC値 は,ASPC:0.78μg/ml,PIPC:

1.56μg/mlお よびMzPc:1.56μg/mlで あ った。

2.治 療効果

各薬剤 の投与間隔を1,2,3お よび6時 間毎 と して,

それぞれ10回 投与後 マウスの生死を観察 し,そ の生存

率 をFig.2に 示 した。 薬剤非投 与群 は 感染後48時 間

か ら 死亡 し72時 間 までに 全例の マ ウスが 死亡 した。

ASPC投 与 の場合,い ずれ の投与間隔において も,投 与

終了3日 後 の生存 率は70%以 上であ った。 以後1,2
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お よび3時 間毎投与 での 生存率は ほぼ同様の 経過 を 辿

り,5日 後 で60%,7日 後には約20%で あった。 ま

た,6時 間投与 では4日 後の生存率 は約50%と な り5

ASPC

PIPC

MZPC

Fig. 2. Survival rate of mice infected with
K. pneumoniae B-54 after 10 injections of
antibiotics (50 mg/kg/dose) at various
intervals (n=9)

日後 には全例のマ ウスが死亡 し治療効果 は低下 した。

一方,PIPCお よびMZPC投 与におけ る生存率は,両

剤 ほぼ 同様の傾向を示 した。すなわ ち1時 間毎投与 にお

ける3日 後の生存 率は約90%で あったが,5周 後 で約

40%と な り,7日 後 にはPIPC約20%,MZPCO%で

あった。 また,2時 問毎投与におけ る両剤の生存 率は,

投与終了2日 後 よ り1時 間毎投与 に比ぺやや低 い生存率

で推移 し,6日 までに全例のマウスが死亡 した。 さらに

投与間隔を3お よび6時 間毎 と長 くした場合 には,投 与

終了翌 日より死亡す るマ ウスが存在 し,2日 後 におけ る

両薬剤の生存率は約20%と な り治療効果 は著 しく低下

した。

3.肺 内生菌数の推移

1)1回 投与の場合

感染12時 間 後(肺 内生菌数4.2×105cFU/lungs)

に,各 薬剤50mglkgを1回 投与 した際の肺内生菌数 の

推移をFig.3に 示 した。

ASPC投 与後の肺 内生菌数は他剤 に比ぺて速 やか に減

少 し6時 間後 では1.0×104CFU/lungsと 投与開始時 の約

1/40に 減少 したが,24時 間後 には4.7×106cFu/1ungs

に増加 した。PIPCお よびMZPC投 与 では,対 照群 に比

ぺて肺 内生菌数の増加は抑え られ,6時 間後では約4.0

×105CFU/lungsで あったが,24時 間後には108cFu/

1ungs以 上に増 加 した。

2)1時 間間隔10回 投与

各薬剤の1時 間毎10回 投与中 におけ る肺内生菌数 の

推移 をFig。4に 示 した。

ASPC投 与におけ る肺内生菌数 の減少は速やかで,投

Fig. 3. Effect of single injection of antibiotics 50 mg/kg on viable bacterial
cell count in lung of mice infected with K. pneumoniae B-54
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Fig. 4. Effect of repeated injections of antibiotics (50 mg/kg/dose) on viable bacterial
cell count in lung of mice infected with K. pneumoniae B-54

Fig. 5. Effect of repeated injections of antibiotics (50 mg/kg/dose) on viable bacterial
cell count in lung of mice infected with K. pneumoniae B-54

与 開 始(4。o×105CFu/lungs)か ら4時 間後 に は,1.6×

102cFu/lungsま で減 少 し,そ の後 は102cFu/iungs台

を 推 移 した。PIPCお よびMZPC投 与 後 の肺 内 生菌 数

の減 少 はASPCに 比 べ いず れ も 緩 や か で10回 投 与 後

の肺 内生 菌 数 は,PIPc:2.5×103cFu/1ungsお よ び

MzPc:1.0×103cFu/lungsで あ っ た。

3)2時 間 間 隔15回 投 与

Fig.5に 各薬剤 の2時 間毎15回 投 与中における肺内

生菌数 の推移 を示 した。

各薬剤 の投与 を肺 内生菌数1.6×105CFUIlungsに 間

始 したが,ASPC投 与後 の菌 数は速 やかに減少 し,6回

投与時には,5.1×101cFu/lungsま で減少 した。その後

10回 投与時 まで101cFU/lungs台 を推移 し,11回 投与

以後 にはそれ以下に減少 した。PIPC投 与 では,菌 数は
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Fig. 6. Simulation curve of serum and lung
concentrations of antibiotics after single
subcutaneous injection of 50 mg/kg to mice
infected with K. pneumoniae B-54

緩 やか に減 少 し4回 投 与 時 に1。6×104cFU/lungsと な

ったが,6回 投 与 時 ま で104CFU/1ungs台,そ の 後7～

15回 投与 中は103CFU/1ungs台 を 推 移 し た。 また,

MZPC投 与 では5回 投 与 時 まで 菌 数 は 緩 や か に減 少 し

4.0×103cFu/lungsと な った が,そ の後 は15回 投 与 ま

で103CFUflungs台 を推 移 した 。

上 述 の成 績 よ りASPC投 与 に お け る肺 内生 菌 数 の減

少 は,い ず れ の 投 与 ス ケ ジ ュ ール に お い て もPIPCお

よびMZPCよ り速 やか で あ り,投 与 回 数 が多 いほ ど肺

内生菌 数 は 減 少 した 。 また,い ず れ の薬 剤 も投 与 間 隔 を

1時 間毎 に 短縮 した 場 合 に 早期 に菌 数 が 減 少 し,そ の 程

度 はASPCに お い て顕 著 で あ った。

4.薬 剤 の血 清 中 お よび肺 内濃 度

肺 炎 マ ウス にお け る各 薬 剤 の血 清 中 お よび 肺 内濃 度 の

simulationcurveお よ び 薬 動 力 学 的 パ ラ メー タ ー を

Fig.6に 示 した 。 いず れ の 薬 剤 も15分 で 最 高 値 を示

し,血 清 中 お よび肺 内濃 度 はASPC:59.8±1.33(S.

E.)μg/mlお よび22.9±1.04μ9/9,PIPc:25.5±2.13

μ9/mlお よび9.7±1.17μg/g,MzPc:30.8±4。7μ9/

m1お よび12。5±0.65μ9/9で あ った。以 後ASPC濃 度

は 他 剤 に比 ぺ て高 値 を 持続 し,120分 に おけ る血 澗 中 お

よび 肺 内濃 度 は0,9±0,07μg/m1お よび0,6±0.07μg/

9で,PIPCお よびMZPCは 測 定 限 界値 以 下 であ った。

次 に感 染 の場 に お け る肺 内 濃 度 の 薬動 力学 的 パ ラ メ ー

ター値 で比 較 す る とAUCo～ ∞ は,ASPCが 最 も大 き

く12.59μg・h/mlで あ りPIPCの2、7倍 お よびMZPC

の2.2倍 の 値 を示 した 。 また 各 薬剤 の肺 にお け るMIC

以上 の薬 剤 濃 度 時 間(timeaboveMIC)が,ASPCは

103.4分 で あ りPIPCお よびMZPCの 約2。3倍 と長か

った 。

IIL考 察

ASPCは 比較的幅広 い抗菌スベ ク トラムを有 し7,8),ペ

ニシ リン結合性蛋 白PBP2,1A,1Bsに 親和性 を示す

殺菌力 の強いペニシ リン剤 とされ ている9,10)。また,高

い血 中濃度 と優れ た組織移行性11,12)等に基づ きin vitro

抗菌作用か ら予想 され る以上にinviw効 果 に優れ,一

般臨床試験においてもその効果が認め られてい る131。こ

の ようなAspcのin viw効 果は今回のマ ウス肺炎モ

デルでも示 された。すなわち,肺 炎 マウスに1,2,3お

よび6時 間毎10回 投与の治療効果において,ASPCは

3時 間毎投与で1時 間毎 とほぼ同等の効果 を示 し,6時

間毎投与で もPIPCお よびMZPCに 比較 して明 らかに

良好な効果 を示 した。 また,肺 内生菌数の減少 も他剤に

比べ速やかに起 こった。

西野141らは,化 学療法剤 のin vitroに おけ る短時間内

殺菌能がin vitroで の治療効果に大 きな影響 を及ぼす と

している。そ して,殺 菌力 の弱 い薬剤 あるいは抗菌剤の

効 きに くい菌種,菌 株 に対 しては薬剤 の濃度 の高 さよ り

も,有 効濃度 の持続性が重要 であ り,他 方,殺 菌力の強

い薬剤 は濃度 の高 さが重要 であると している。ASPCの

本菌に対す る抗菌力(MIC)お よび殺菌作用はFig.1に

示 した ように,PIPCお よびMZPCよ り強 く,感 染の場

における 肺内濃度(Fig.6)も それ らより高 いことか ら

ASPCは 肺炎 マウスに対 して優れた治療効果 と,肺 内生

菌数 の速やかな 減少を 示 した もの と考 えられ る。 さら

に,ASPCが 投与間隔 を3時 間または6時 間 と長 くした

場合 にも良好な治療効果 を示 した ことか ら,感 染の場に

おける薬剤有効濃度 の持続性が治療効果 を大 き く左右す

るこ とが示唆 された。す なわちFig.6に 示 した よ うに,

PIPCお よびMZPCは 投与1時 間後 の肺内濃度がMIC

以下(0.6～0.7μg/gofIung)で あ り,肺 か ら速やかに

消失 した のに対 して,AsPcは1時 間値が2.5μg/gof

lungと 高 く,ま た肺 内濃度 のtime above MICが

103.4分 とPIPCお よびMZPC(約45分)に 比べて著

しく長 く,ASPCが 投与 間隔を長 くした場合 でも優れた

治療効果 を 示 した もの と考 え られ る。 一般的 に 薬剤が
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in vivoに おいて優れた治療 効果 を発揮す るには薬剤 の

良好な抗菌 力および強い殺菌 力 と感染の場への高い移行

性 に加えて長 い有効濃度の持続性が重要 であ ることが示

唆 され,ASPCは これ らの治療効果 に及ぼす好ま しい性

質を持 ち合わせて いることが今 回の成績か ら明 らかにな

った。

松本 ら3,4)は,肺炎モデルのCEZに よる化学療法の解

析で薬剤投与中 にも関わ らず肺 内生菌数減少の停止期川

があるこ とを見出 し,そ の後,他 のセ フザロスポ リン剤

で も肺内生菌数は,急 速,緩 徐,急 速の3相 性 の減少 パ

ターンを示す ことを明 らか に し,こ の3相 性 の減少パ タ

ーンの第2相 の緩徐期 間を短縮す ることが より効率 の良

い化 学療 法に繋が ると報告 している15)。我 々のASPC2

時 間毎15回 投与中におけ る肺内生菌数 の推移(Fig.5)

では6回 投与時 まで肺 内生菌数は速やかに減少 し,そ の

後10回 投与時 まではほ とん ど減少せ ず,11回 投与時か

らは再 び減少 し,松 本 らの3相 性の減少パター ンと類似

した。 しか しなが ら,PIPCお よびMZPCで は緩やか

な減少パター ンしか示 さず,こ の3相 性の減少 パター ン

は殺菌 力の 強 い 薬剤においてのみ 示 され る と考 えられ

た。また,1時 間毎投与(Fig.4)に おける肺 内生菌数

の減少の程度 を2時 間毎投与(Fig.5)と 比較する と,

各薬剤1時 間毎投与で肺内生菌数は早期に減少 し,特 に

ASPCで は急速 とな っていた。 しか し,ASPC10回 投

与後の治療効果 の検討で生存 率が同等 であ ったこ とは両

投与間隔での10回 投与後の肺内生菌数がほぼ同等(102

CFU/lungs)で あ り松 本らの提唱す る緩 徐期 であった も

の と考 え られた。

以上 の ように,肺 炎桿菌 によるマウス実験肺炎 にお い

て,ASPCがPIPCお よびMZPCよ りも優れた治療効

果 を示す ことを明 らかに したが,力 富 ら16)は β-lactam

剤 の ヒ トにおけ る喀痰 中移 行率を検討 し,ASPCは 高 い

移行 率を 示 した と 報告 している。 この ことより ヒ ト呼

吸器感染症 の 分野で も従来 の ペニシ リン系薬剤 に 比ぺ

ASPCの 優れた効果が期 待 され る。
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THERAPEUTIC EFFECT OF ASPDXICILLIN ON EXPERIMENTAL

PNEUMONIA INDUCED WITH KLEBSIELLA

PNEUMONIAE IN MICE
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KEIZO MATSUMOTO

Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University

The therapeutic effect of aspoxicillin (ASPC) on experimental pneumonia induced with Klebsiella

pneumoniae B-54 in mice was compared with those of piperacillin (PIPC) and mezlocillin (MZPC) under
various administration schedules. A 50 mg/kg/dose of each drug was subcutaneously injected to the
mice 10 times at 1,2,3 or 6-hourly intervals and the survival rates were determined. Under the 1,2 and
3-hourly regimens, the survival rates with ASPC were nearly equal, but at 6-h intervals decreased
slightly. The survival rates with PIPC and MZPC decreased with an increase in interval.

Mice were given 50 mg/kg/dose of each drug by single injection, 10 times at 1-hourly or 15 times
at 2-hourly intervals, and the bacterial counts in the lung measured. The decrease in viable
bacterial count after injection of ASPC occured more rapidly than with the other drugs under all
administration schedules. On the other hand, treatment with PIPC or MZPC exerted only a slow
decrease during the injection period.

Mice were given 50 mg/kg of each drug and concentrations in the lung were determined. The
concentrations of ASPC were higher than those of others and the time above MIC value of ASPC was
about 2.3 times longer.


