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実験 的化膿 性中耳炎 モルモ ッ トにおけるaspoxicillinの 薬効評価

奥 野 哲 ・佐久間 由光 ・岩 崎 仁 ・山 口東太郎

田辺製薬株式会社生物研究所*

(平 成 元 年1月31日 受 付)

小 児 の 中 耳 炎 よ り分 離 した 肺 炎 球 菌 を 用 い て,モ ル モ ッ ト化 膿 性 中耳 炎 モ デ ル を 作製 し,aspoxicil-

lin(ASPC),mezlocillin(MZPC)お よ びsulbenicillin(SBPC)の 薬 効評 価 を 行 な うため,各 薬剤 を

筋 肉 内投 与 し,中 耳貯 留 液 中 の 菌 数 の 変 化 お よび 各 薬 剤 の濃 度 を経 時 的 に検 討 した。 さ らに,ASPC

を40mg/kg筋 肉 内 投 与 し,そ の 治療 効果 を病 理 組 織 学 的 に 検 討 した 。 病 理 組 織 学 的 検 討 に お い

て,ASPC投 与 群 は 時 間 の 経 過 と と も に明 らか な治 療 効 果 が 観 察 され た 。 各 薬 剤 のTime above

MIC(TAM)値 を中 耳 貯 留 液 中 濃 度 推 移 か ら求 め た とこ ろ,ASPC40mg/kg筋 肉 内 投 与 時 のTAM

値 は6.2時 間,MZPCは2.8時 間 で あ った 。 治 療 実 験 にお い て,ASPC4mg/kg投 与 群 がMZPC

40mg/kg投 与 群 と同 程 度 の治 療 効 果 を示 した一 因 と して,感 染菌 に 対 す るTAM値 が 重 要 な 因 子

であ る こ とが 推 察 され,抗 菌 剤 の 治 療 効 果 を 評 価,推 測 す る際 にTAM値 が 重 要 な パ ラ メー タ ー

に な る こ とが 示 唆 され た。
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前報1)に て モル モ ッ ト肺 炎 球 菌 性 中 耳 炎 モデ ル を 用 い

て,ASPCの 構 造 と感 染 部 位 へ の 移 行 性 との 関 係 を 明 ら

か に し,ASPCは 他 剤 と比 較 して 感 染 部 位 に お い て 良

好 な 移 行 性 お よび持 続 性 を 示 す こ とを 報 告 した 。

今 回,以 上 報 告 したASPCの 優 れ た体 内動 態 が 治 療

効 果 に ど の よ うに寄 与 して い るか を 明 ら か に す る 目的 で,

上記 の モ ル モ ッ ト肺 炎 球 菌 性 中 耳 炎 モ テ ル を 作 製 し,

ASPC筋 肉内 投 与 後 の 中 耳 貯 留 液 中 の菌 数 の 変 化 お よ

びASPCの 治 療 効 果 を 病 理 組 織 学 的 に検 討 した の で 報

告 す る。

I.　 実験 材 料 お よ び 方 法

1.　 病 理 組 織 学 的 検 討

6週 齢 の ハ ー トレイ系 モ ル モ ッ ト,雄32匹 を 実験 に

供 した。 モ ル モ ッ トを3群 に分 け,第1群(4匹)は 無 処

置対 照 群,第2群(16匹)は 菌 接 種 非 治療 群 で,6×106

CFU/mlの 菌 液0.1mlを 両 側 の中 耳 腔 内 に接 種 した。

第3群(12匹)はASPC治 療 群 で,菌 接 種 後24時 間

にASPCを 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し,40mg/kg筋 肉内 投

与 した。 第2群 の モ ル モ ッ トは菌 接 種 後24時 間,2,

4お よび8日 に,ま た,第3群 の モ ル モ ッ トは 菌 接 種 後

2,4お よび8日 に そ れ ぞ れ4匹 宛 殺 処 分 した 。 た だ

し,第2群 で は途 中 死 亡 例が1匹 あ った た め,菌 接 種4

日後 の 殺 処 分 例数 は3匹 であ っ た。 動 物 は 殺 処分 に際

し,エ ーテ ル 麻 酔 下 で 開 胸 し,左 心 室 よ り10%中 性 緩

衝 ホ ル マ リン液 を 注 入(110Cm H2Oの 圧 力 で5分 間)

し,聴 器 の 固定 を 実 施 した 。 周 定 後,断 頭 し頭 部 皮 膚 を

剥離 した 後,頭 蓋骨 ご と同 固定 液 に 浸 漬 固 定 した。 固 定

完 了後,聴 器 は 蟻 酸 脱 灰 し,パ ラ フ ィン切 片 を 作 製,

HE染 色 を施 し鏡 検 した。

2.　 中 耳 貯 留 液 中 の菌 数変 化 お よび 薬 剤濃 度 測定

1)　 感 染 動 物 の作 製

前 報1)に 準 じ,体 重250～330gの ハ ー トレ イ系 モ ル モ

ッ トを使 用 した 、 モ ル モ ッ トを固 定 して,顎 下 部 を切 開

し,中 耳 骨 包 中 に 小 児 中耳 炎 よ り分 離 したStreptococcus

pneumoniaeを 約106CFU/mlに 調 整 後,0.1ml注 入 し

た 。

2)　 使 用 薬 剤

aspoxicillin(ASPC:田 辺 製 薬)

mezlocillin(MZPC:バ イエ ル薬 品)

sulbenicillin(SBPC:武 田 薬 品 工 業)

3)　 薬 剤 の投 与

各薬 剤 は滅 菌 蒸 留 水 に溶 解 し,菌 接 種1日 後 に4お よ

び40mg/kgを 大 腿 筋 肉 内 に 投 与 した 。

4)　 血 液 お よ び中 耳 貯 留 液 の採 取

*
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① ② ③

Abbreviations EAM: External acoustic meatus TM: Tympanic membrane M: Malleus 

TC: Tympanic cavity C: Cochlea E: Effusion 
1. Middle ear of a normal control guinea pig. 

2. Middle ear of an untreated guinea pig 8 days after inoculation, showing large amount of pus in tympanic cavity 
and thickening of submucosal tissue. 

3. Middle ear of an ASPC-treated guinea pig 8 days after inoculation, showing normal appearance. Guinea pigs were 
treated with 40 mg/kg of ASPC (intramuscular injection) 24 hours after inoculation. 

Fig. 1. Histopathological examination

血 液 はモ ル モ ッ ト心 臓 よ り0.5m1採 取 した。 中 耳貯

留液 は放血 致 死 させ た モ ル モ ッ トの中 耳骨 包 を 摘 出 し

て,マ イ ク ロ ピペ ッ トを用 いて採 取 した。

5)血 液 中 お よび 中耳 貯 留 液 中 の菌 数 の測 定

菌 接 種後 の血 液 お よび 中 耳貯 留 液 中菌 数 変 化 は1群3

匹 のモ ル モ ッ トを用 い て検 討 した。 菌接 種 後,3, 6,

24, 48, 72, 120お よび168時 間 に採 取 した血 液 お よび

中耳貯 留液 を ト リ プ ト ソイ ブイ ヨ ン(栄 研 化 学)で 適

宣希 釈後,10%馬 血 液 加 ハ ー ト ィ ン フ ユ ー ジ ョ ン寒

天 培地(栄 研 化学)と 混 合 し,37℃,一 夜 培 養 後,形 成 し

た コ ロニ ー数 か ら菌 数 を測 定 した 。 薬剤 投 与 後 の 中耳 貯

留 液 中 の菌 数 の 測定 は,上 記 と同 様 の方 法 で行 な い,3,

6, 24時 間 に 中耳 貯 留 液 を採 取 して 菌数 の経時 的 変 化

を検 討 した 。

6)中 耳 貯 留 液中 濃 度 の測 定

各薬 剤 を40mg/kg筋 肉 内投 与 し,薬 剤投 与 後15

分,30分,1時 間 お よび2時 間 に 中耳 貯 留 液 を採 取 し,

薬剤 濃 度 を 測定 した。

前 報11に 準 じ,ASPCはEscherichia coli ATCC

27166お よびMicrococcus luteus ATCC 9341, MZPC

はEscherichia coli ATCC 27166を 被 検 菌 とす るベ ーパ

ーデ ィス ク法 で濃 度 を 測定 した。SBPCは 既 報2)に 報 告

の値 を用 い た。

7)薬 剤 感 受 性 測定

本 菌 に対 す るASPC,MZPCお よびSBPCの 最 小 発

育阻止濃度(MIC)は 日本 化学療法学会標準法31に準

し,10%馬 血液加感受性ディスク用培地Nニ ッスイ(日

水製薬)を 使用し,接 種菌量は106CFU/mlと して測定

した。

II.実 験 結 果

1.病 理組織学的検討所見

Fig. 1に 無処置対照群,菌 接種非治療群およびASPC

治療群の病理組織学的所見の代表例を示 した。

1)無 処置対照群

4匹,8耳 とも正常像を示 した。

2)菌 接種非治療群

a.菌 接種24時 間後 中耳粘膜および粘膜下織には

好中球主体の炎症細胞侵潤,水 腫が見られ,中 耳腔内に

は多量の膿汁貯留が見られた。また,鼓 膜の炎症も高度

な例が多く,外 耳道へ炎症が波及している例も認められ

た。

b.菌 接種2日 後:菌 接種24時 間後 とほぼ同様の所

見であった。

c.菌 接種4日 後:炎 症の程度は相変わらず高度であ

ったが,侵 潤細胞の比率はリンパ球が増え,好 中球は減

少 した。粘膜下織には線維芽細胞の増生や特に鼓室階底

部の 粘膜下では骨組織の増生が観察されるようになっ

た。

d.菌 接種8日 後 リンパ球主体の 炎症細胞侵潤に

よる粘膜下織の増幅が著明で,鼓 室階底部粘膜下では線
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Table 1. Therapeutic effect of ASPC after a single intramuscular injection

of 40 mg/kg on pneumococcal otitis media in guinea pigs

a) Each number represents the ear number .

Viability of S. pneumoniae in the middle ear effusion and 

blood was determined by the pour-plate method in a heart 

infusion agar containing 10% horse blood. Each data point 
represents the mean of three observations; each vertical bar 

delimits the standard deviation of the mean. 

Fig. 2. Time course changes of bacterial counts in 

middle ear effusion and blood

維や骨組織の増生がさらに顕著になった。

3)　 ASPC治 療群

a.　 菌接種2日 後:中 耳粘膜および粘膜下織の好中球

を主体とする炎症細胞侵潤はいずれの例においても軽度

で,中 耳腔内の膿汁貯留も軽度 な例が多かった。鼓膜の

炎症像は全例に観察されたが,比 較的軽度であ り,外 耳

道 への炎症波及例も少なかった。

b.　 菌接種4日 後:全 般的に は菌接種2日 後の 例と

大差ない所見であったが,中 耳粘膜や鼓膜にまったく炎

症像の見られない耳が少数あった。

c.　 菌接種8日 後:中 耳粘膜,粘 膜下織の炎症細胞侵

潤はわずか となり,中 耳腔内の膿汁もほとんど認められ

なかった。鼓膜の炎症像も比較的軽度なものが少数例に

観察されただけで,中 耳炎の完治した例もあった。

中耳粘膜,粘 膜下織の炎症細胞侵潤の程度および中耳

腔内の膿汁量を炎症度を表す 指標 として,非 治療群と

ASPC群 とを比較 した結果をTable1に 示 した。非治

療群では菌接種1日 後から8日 後 まで,か な り高度の炎

症が持続 しているのに対し,ASPC群 では時間の経過と

ともに炎症度が軽減 していることが明らかとなった。

2.　 菌接種後の中耳貯留液中および血液中の菌数の経

時的変化

Fig.2に 示すように菌接種後の中耳貯留液中菌数は接

種直後6.15,3時 間 で7.78,6時 間 で9。1,24時 間 で

7.81 log10 CFU/mlと な った。 さらに1週 間後まで菌数

の変化を検討 したが,ほ ぼ一定の菌数(約108CFU/ml)

を示 した。

血液中の菌数は菌接種後,24時 間 に1.5log10 CFU/

mlの 菌 が認められた以外,い ずれの時間においても検

出できなかった。

3.　 モルモット化膿性中耳炎モデルにおける各種ペニ

シリン剤投与後の中耳貯留液中の菌数変化

Fig.3に 各 種ペニシリン剤4mg/kgお よび40mg/

kg筋 肉内投与後の中耳貯留液中の菌数変化を示 した。
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Each data point represents the mean of three observations; 
each vertical bar delimits the standard deviation of the 
mean. 

Fig. 3. Bactericidal activity of ASPC, MZPC and SBPC 
in middle ear effusion after an intramuscular in-

jection in guinea pigs with pneumococcal otitis 
media

薬剤 を 投 与 しな い群 は 投 与 前 で8.0,3時 間 で8.07,

6時 間 で8.37,24時 間 で は8.35 log10 CFU/mlの 結 果

とな りほ ぼ一 定 の菌 数 を示 した。

そ れ に 対 して,ASPC4mg/kg投 与 群 は投 与 後3時 間

で5.8,6時 間 で3.8,24時 間 で は2.710gloCFU/

mlと な り最 も優 れ た殺 菌 作 用 を示 した。

MZPC 4mg/kg投 与 群 は投 与 後3時 間 で は5.5 log10

CFU/mlでASPCと 同 等 の 殺菌 作用 を示 した が,6時

間 で5.5,24時 間 で3.5log10CFU/mlでASPCよ り

も劣 る結 果 で あ った 。

SBPC4mg/kg投 与 群 は い ず れ の 時 間 に お い て も薬

剤 を 投 与 しな い群 とほ ぼ 同等 の結 果 であ った 。

ASPC40mg/mg投 与 群 は投 与 後3時 間 で4.6,6時

間 で3.8 log10 CFU/ml,24時 間 で は102CFU/ml以 下

とな った 。

MZPC 40mg/kg投 与 群 もASPC投 与 群 と同 様 に 投

与 後3時 間 で5.5,6時 間 で3.4log10 CFU/ml,24時

間 で102CFU/ml以 下 とな った 。

そ れ に 対 して,SBPC40mg/kg投 与 群 は投 与 後3時

間 で は4.8log10 CFU/mlとASPC,MZPCと 同 様 に 中

耳 貯 留液 中 の菌 数 を 減 少 させ た が,6時 間 で は5.3,24

時 間 で は7.8log10 CFU/mlと 再 増 殖 が 認 め られ た 。

4.　 各 種 ペ ニ シ リン剤 の 中 耳 貯 留 液 中 に お け るtime

above MIC(TAM)値

各 種 ペ ニ シ リン剤 の 中 耳貯 留 液 中 濃 度 推 移 とMIC値

か ら求 め たTAM値 をFig.4に 示 した。

モ ル モ ッ ト化 膿 性 中 耳炎 モ デ ル の 感 染菌 で あ る 小 児

より分離された肺炎球菌に対 す る各薬剤のMIC値 は

ASPC:0.1μg/ml,MZPC:0.025μg/ml,SBPC:0.39

μg/mlで あった。得 られたMIC値 と中耳貯留液中濃度

推移 より求めた各薬剤のTAM値 はASPC40mg/kg

筋 肉内投与では6.2時 間,4mg/kg筋 肉内投与では3.4

時間であった。

また,MZPC40mg/kg筋 肉内投与では2.8時 間,

SBPC40mg/kg投 与 では1.5時 間 となった。

III.　 考 察

実験的化膿性中耳炎 モル モ ッ トを用いて,ASPC,

MZPCお よびSBPCの 薬効評価を行なうため各薬剤を

筋肉内投与 し,中 耳貯留液中の菌数変化について検討し

た。また,ASPCを40mg/kg筋 肉内投与 し,そ の治療

効果を病理組織学的に検討 した。

最初に本感染モデルが薬効評価を行なうのに適したモ

デルかどうかを確認するために菌接種後の中耳貯留液中

および血液中の菌数の経時的変化を調べた。その結果,

中耳貯留液中の菌数が菌接種後24時 間から1週 間まで

ほぼ一定の菌数(約108CFU/ml)を 示 したことから,

本モデルは中耳炎治療実験に適 したモデル と考えられ

た。 さらに菌数の測定に際 し,肺 炎球菌は培養後形成し

たコロニー数を判定することが他の菌4)と 比べて容易で

あるという利点を有 している。

は じめに病理組織学的検討について考察を行なった。

非治療群に見られた中耳炎の時間経過をおってみると,

菌接種後24時 間ですでにかな り高度の化膿性炎症像が

観察され,本 病変の程度は1週 間の観察期間中ほとんど
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Fig. 4. Time course changes of concentrations of ASPC, 
MZPC and SBPC in middle ear effusion after 40 mg/kg 
intramuscular injection in guinea pigs with pneumococ-
cal otitis media

変わらなかった。すなわち,今 回の実験条件下では自然

治癒傾向が認められず,本 菌の起炎性がかな り強いこと

を示唆してお り,藤 巻ら5)の菌接種4日 後までの所見と

一致する成績であった。

炎症の程度については不変であったが,炎 症像の内容

は時間の経過とともに少 しずつ変わっていった。すなわ

ち,初 期(菌 接種2日 後まで)は 侵潤細胞の主体は好中

球であり,中 耳粘膜,粘 膜下織の浮腫を特微としていた

が,4日 後以降は,リ ンパ球侵潤が明瞭になるとともに

粘膜下織の線維増生,骨 化が進行 し,炎 症の慢性化傾向

が明らかであった。

このように今回の実験条件で惹起された中耳炎はその

病態からみて,か な り重篤な化膿性中耳炎のモデルと考

えられる。非治療群の1例 が実験途中に死亡 したことか

らも,こ のことは充分にうなずけるだろう。

次いでASPC投 与群の所見であるが,40mg/kg筋 肉

内単回投与1日 後で,中 耳炎の程度はかなり軽減し,1

週間後では完治例も見られた。病変が見られた例におい

ても,炎 症豫は極く軽度で,中 耳粘膜は軽度の線維性肥

厚があり,中 耳腔内に膿汁が少量残存 していたに過ぎな

い。非治療群に見られたような粘膜下織における線維増

生や骨化はもちろんまったく観察されなかった。このよ

うにASPCは 単回投与で顕著な治療効果を示 した。こ

のことはASPCが 中耳粘膜の炎症部に速 や か に到達

し,中 耳腔内の炎性浸出液中に容易に移行し,殺 菌効果

を発揮することを示唆している。連投すれば,さ らにそ

の効果ははっきりと現われると考えられる。

次いで,各 薬剤投与後の中耳貯留液中の菌数変化につ

いて検討した結 果,ASPC 4mg/kg投 与群 とMZPC

40mg/kg投 与群はほぼ同程度の殺菌作用を示 した
。こ

の理由を明らかにす るた め にASPC, MZPCお よび

SBPCを それぞれ40mg/kg筋 肉内に投与 し,中 耳貯留

液中の各薬剤の濃度推移からTAM値 を求め 治療効果

との関係を検討 した。

TAM値6)は 血液や組織などの薬剤濃度がその薬剤の

感染菌に対するMIC値 を上回って維持 している時間と

定義される7)。

ASPCは 種々の動物で投与量と血清,組 織中濃度が良

く相関することが報告され て い る8)。そこでASPC4

mg/kg投 与後の中耳 貯 留 液 中濃度推移はASPC 40

mg/kg筋 肉内投与後の中耳貯留液中濃度の1/10の 値

として計算し使用 した。その結果,ASPC4mg/kg筋 肉

内投与後のTAM値 は3.4時 間,MZPC 40mg/kg筋

肉内投与後のTAM値 は2.8時 間であった。

細菌感染症の化学療法を行なう際に,薬 剤投与後の感

染部位における薬剤の濃度は感染菌のMIC値 を上回

り,か つ長時間持続することが必要 と考えられる。

治療実験においてASPC 4mg/kg投 与群がMZPC

40mg/kg投 与群 とほぼ同程度の殺菌作用を示した一因

として,本 感染菌に対する両群のTAM値 が類似して

いることによると推察され,抗 菌剤の治療効果を評価,

推測する際にTAM値 が 重要な パラメーターになるこ

とが示唆された。
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THERAPEUTIC EFFICACY OF ASPDXICILLIN IN 

GUINEA PIGS WITH EXPERIMENTAL 

SUPPURATIVE OTITIS MEDIA 

SATOSHI OKUNO, YOSHIMITSU SAKUMA, HITOSHI IWASAKI 
and TOUTARO YAMAGUCHI 

Biological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co., Ltd., 
2-2-50 Kawagishi, Toda, Saitama 335, Japan

To prepare an experimental otitis media animal model, guinea pigs were inoculated with a strain 
of Streptococcus pneuinoniae isolated from an infant with otitis media. 

To evaluate the therapeutic efficacy of aspoxicillin (ASPC), mezlocillin (MZPC) and sulbenicillin 
(SBPC) in this model, each penicillin was administered by intramuscular injection and time course 
changes in the number of bacterial cells and concentrations of each penicillin in middle ear effusion 
were studied. The therapeutic effect of ASPC after intramuscular injection at a dose of 40 mg/kg 
was also histopathologically examined, indicating that ASPC exhibits a clear therapeutic effect with 
time. Furthermore, the time above MIC (TAM) value of each penicillin was determined based on 
the time course changes of penicillin concentrations in middle ear effusion. The TAM values of 
ASPC and MZPC after 40 mg/kg of each drug by intramuscular injection were found to be 6.2 and 
2.8 hours. 

Since the therapeutic efficacy of ASPC at a dose of 4 mg/kg was comparable to that of 40 mg/kg of 
MZPC, it was considered that the TAM value against a pathogen plays an important role in treating 
bacterial infections with antibiotics. Hence the TAM value is a useful parameter when predicting the 
therapeutic efficacy of antibiotics.


