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実験的腹腔内混合感染マウスにおける抗菌剤の投与時期および

投与経路の治療効果におよぼす影響
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田辺製薬株式会社生物研究所*

東 芳 典 ・谷 村 弘 ・大河内則仁 ・青木 洋三

和歌山県立医科大学消化鼎外科

(平成4年1月1711受 付・平成4年4月22日 受理)

Escherichia coli KC-14お よびBacteroides fragilis No.36に よ る実 験的 腹腔 内混 合感 染マ ウ

スを作成 し,抗 菌 剤の 治療効 果 を投 与時 期 お よび投 与経 路 の 面 か ら比 較検 討 した。Aspoxicil-

lin(ASPC),piperacillin(PIPC),aztreonam(AZT)お よびcefminox(CMNX)は 感 染

1時 間後 投与 で良好 な治療 効 果 を示 したが,投 与時 期 を2ま た は4時 間 後 に す る とPIPCお よ

びAZTの 治 療効 果 は 著 し く低 下 した。一 方,Ecoliに 対 し て強 い 殺 菌 力 を示 すASPCと

CMNXは その低下 の程 度が 少 なか った。投 与経路 は各 薬剤 で静脈 内 よ り も腹 腔 内投 与 の方が

優 れ,急 性感 染症 で は感 染部 位 への直接 投与 が有 効 であ る こ とを示唆 した。 これ らの治療 効果

はオ ー トバ クテ リオ グ ラ フ ィー に よ って も確 認 され た。 さ ら に,本 混合 感 染 マ ウ スで はB

fragilisよ り もE.coliの 菌数 増加 が 急速 であ る こ とか ら,死 亡 原因 はE.coliの 増加 に よ る と

考 え られ,そ の治療 に はE.coliに 殺菌 力 の強 い薬 剤 が有効 で あ る こ とが示 唆 され た。
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急性 化膿性腹膜炎の起炎菌 は穿孔部位 によ り異な り,特

に下部消化管穿孔ではEsherichia coliお よびBactmides

fragllisの分離頻度が高 く,こ れ らが混合 で分離 され る こ

とが多い1,2)。一方,急 性腹膜 炎の治療では,治 療 の開始時

期 と適切 な抗菌剤の選択 がその予後 を左 右す る。 そこで,

E.coliとB.fragilisの 混合菌液 を腹腔 内に接種 す るこ と

により実験的腹腔 内混合感染マ ウスを作成 し,抗 菌剤 とし

てE.coliに 抗 菌力 を示 すaspoxicillin(ASPC),piper-

acillin(PIPC),aztreonam(AZT)とEcoliお よびB

fragilisの 両方 に抗 菌力 を示 すcefminox(CMNX)を 用

いて,本 混合感染 マウスの治療効果にお よぼす薬剤の投与

時期および投与経路 の影響を検討 した。 さらに,各 薬剤の

治療効果 をマ ウス全身オー トバ クテ リオ グラフィーに よっ

て検討 した。

1.材 料 お よび方法

1.使 用菌 株

臨床分 離株 のEsherichia coli KC-14お よびBacter

oides fragilis No.36を 用 い てマ ウ ス実験 的腹 腔 内 混

合感 染 モ デル を作 成 した。 本混合 感染 マ ウ スの全身 オ

ー トバ クテ リオ グ ラム(ABGM)作 成 に は マ ウス 切

片 中の腸 内細 菌 お よび操 作中 の汚 染菌 を抑 えて感染菌

の み を選 択 的 に培 養 す るた め に両 菌株 か ら リファンピ

シ ン耐 性 株(RFPｒ)を 誘 導 して 用 い た3)。耐 性株の

RFPに 対 す るMIC値 はE.coli KC-14RFPrが200

μg/mlお よびB.fragilis No.36 RFPrが800μg/ml

であ った。 また,両 耐性 株 は生化 学的性 状,マ ウス致

死 力 お よび試験薬 剤 に対 す る感受 性 が各親株 と変わら

ない こ とを確 認 した。

2.使 用 動物

Slc-ICR系 マ ウ ス,雄 性,4週 齢,体 重22±1gを

用 い た。

3.使 用 薬剤

Aspoxicillin(ASPC,田 辺 製 薬),piperaciliin

(PIPC,富 山 化学 工 業),aztreonam(AZT,エ ーザ

イ)お よびcefminox(CMNX,明 治 製菓)を 滅菌水

に溶解 して用 い た。

4.腹 腔 内感 染 お よび薬 剤治 療効 果

GAMブ イ ヨン(ニ ツス イ)でEcoJfKC-14は 好

気 的 に,B.fragilis No.36は 嫌 気 的 に37℃,16時 間

培 養後 同培 地 で希 釈 し,E.coli KC-145×106 CFU/

。埼玉 県戸 田市 川岸2-2-50
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mouseお よ びB.fragilisNo .367.5×108CFU/

mouseの 混 合 菌 液(0 。5m1)を マ ウス腹 腔 内 に接 種

す る こ とによ り感染 した。 なお,感 染菌 量 は下部 消化

管 穿孔 に よる急性 化膿 性腹 膜 炎 を想定 してE.coli:B.

fragilis比 を約1:100と し,全 マ ウ ス を死 亡 させ る量

(79×LD50)と した4)。薬 剤 は感染 後1 ,2お よび4時

間 に,静 脈 内(0.2ml)ま た は腹 腔 内(0 .5m1)に1

回投 与 した。 治療効 果 の測 定 に は一群10匹 の感染 マ

ゥス を用 い,薬 剤投 与5日 後 のマ ウス生存 率 か らプロ

ビ ッ ト法 に よ ってED,。 値 を算 出 した。

5.マ ウ ス全身ABGMの 作成

感 染マ ウ スー群5匹 を用 いて,感 染2時 間後 に各薬

剤 を静 脈 内 は25mg/kg,腹 腔 内 は625mg/kgを1

回投 与 し,薬 剤 投 与24時 間後 の マ ウ ス全 身ABGM

を佐 久間 ら5)に 準 じた改 良法4}に よ り作 成 した。 マ ウ

ス切 片のE.coliKG14RFP「 はハ ー トイ ン フユジ ョ

ン寒 天(HIA,栄 研)を 基 礎 培 地 とし て,リ フ ァ ン

ピシ ン(RFP,第 一 製 薬)50μg/mlお よ び トリフ よ

ニ ール テ トラ ゾ リウム ク ロ リ ド(TTC ,ナ カラ イテ

スク)50μg/mlを 添 加 し,24時 間 好気 培 養 した。B.

fragilis No.36RFP「 はGAM寒 天(ニ ッスイ)を 基

礎培地 として,RFP50μg/ml,TTC25μg/mlお よ

び混在 す るE.coliの 発 育抑 制 の ため に ア ン ピシ リン

(ABPC,明 治 製 菓)12.5μg/mlを 添 加 し,48時 間

嫌 気培 養 した。 なお,ABPCに 対 す る両株 のMIC値

はE.coliKC-14RFPrが1,56μg/mlお よびB.fra

gilis No.36RFPrが100μg/mlで あ っ た。 寒天 平 板

上 に生育 した菌集 落 は写 真撮影 に よ り記録 した。

6.混 合感 染 マ ウスの腹 水 お よび血 中生菌 数測定

一 群5匹 を用 い,腹 水 はマ ウ ス腹 腔 内 に1mlの

GAMブ イ ヨ ンを注 入後回収 し,血 液 は心臓 よ り採 血

し た。 各 試 料 をGAMブ イ ヨ ン で 希 釈 後,E.coli

KC-14はHIAを 用 いて好気 的 に,B.fragilis No.36

はABPC12.5μ9/m1添 加GAM寒 天 を用 いて嫌気 的

に培 養 して生 菌数 を測定 した。

7.薬 剤 の 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)お よ び 加

vitro殺 菌作用

両 菌株 に対 す る各薬 剤のMICは 日本 化 学療 法学 会

標準 法 に準 じて寒 天平 板希 釈法 に よ り測 定 した6)。各

薬剤 のinvitro殺 菌作 用 は各菌 株 をGAMブ イ ヨンで

37℃,一 夜培 養 後,EcoliKC-14は 新鮮 な同培地 に

1%接 種 して約2時 間 振 盈培 養 した108CFU/mlの 対

数増 殖期 に,B.fragilis No.36は 同培 地 で希 釈 した

108CFU/mlに 各薬剤 を添 加 して培 養後,経 時 的 に試

料 中 の生菌数 を測定 す るこ とによ り検 討 した。

II.実 験 結 果

1.各 薬剤 の治療効 果 にお よぼす投与時期 および投

与 経路 の影響

Table 1. Therapeutic efficacy of aspoxicillin, piperacillin, aztreonam and

cefminox in the treatment of intraperitoneal mixed infection caused

by Escherichia coli KC-14 and Bacteroides fragilis No. 36 in mice

* Time after infection

ASPC, aspoxicillin; PIPC, piperacillin; AZT, aztreonam; CMNX, cefminox.



1034 CHEMOTHERAPY AUG. 1992

実験 的腹腔 内混 合感 染 マ ウスに対 す る各薬 剤 の治療

効 果 を薬 剤 の投 与時 期 は感 染 後1,2お よ び4時 間,

投 与 経 路 は静脈 内(i.v.)お よび 腹腔 内(i.p.)と し

て検討 し,そ のED50値 をTable 1に 示 した。 都 剤 を

感 染1時 間後 に投 与 した場 合,両 投与 経 路 ともAZT

が最も優れた治療効果を示した。投与時期を感染2時

間後にするとPlPCお よびAZTのED50値 は両経路

とも1時 間後投与の27倍 以上および50倍 以上となり

治療効果は低下した。さらに4時 間後投与で両投与経

路とも1,000mg/kg以 上となり著しい治療効果の低

Time of Administration: 2 hours after infection 
Autobacteriography: Mouse autobacteriograms were prepared 24 hours 

after administration. 
ASPC, aspoxicillin; PIPC, piperacillin; AZT, aztreonam; CMNX, cef-
minox. 
Fig. 1. Comparison of the antibacterial effect of aspoxicil-

lin, piperacillin, aztreonam and cefminox by whole body 
autobacteriography in mice with intraperitoneal mixed 
infection caused by Escherichia coli KC-14 RFPr and 
Bacteroides fragilis No.36 RFPr (25mg/kg, i. v.).

Time of Administration: 2 hours after infection 
Autobacteriography: Mouse autobacteriograms were prepared 24 hours 

after administration. 
ASPC, aspoxicillin; PIPC, piperacillin; AZT , aztreonam; CMNX, cef-
minox. 
Fig. 2. Comparison of antibacterial effect of ASPC , PIPC, 

AZT and CMNX by whole body autobacteriography in 

mice with intraperitoneal mixed infection caused by 
Escherichia coli KC-14 RFPr and Bacteroides fragilis No . 
36 RFPr (6.25 mg/kg, i. p.).
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下(PIPC:>100倍,AZT:>1,000倍)が 認 め ら れ

た。 しか し,ASPCとCMNXは4時 間後 投与 に おい

て も両 経 路 のED50値 は1時 間 後 投 与 に 比 較 し て

ASPC:80倍 以 下 お よ びCMNX:29倍 以 下 で あ り
,

PIPCお よびAZTに くらべ低下 の程度 は少 な か った
。

また,投 与経 路 で比 較 す る と,い ずれ の薬剤
,ま たい

ず れ の投 与 時 期 にお いて もi.p .投 与 のED50値 の方

がi.v.投 与 に比 べ て小 さ く優 れ た治 療 効 果 を示 し

た。

2.マ ウス全身ABGMに よ る治療効 果 の観 察

感 染2時 間 後 にi.v.投 与 は各 薬 剤 の25mg/kg

(ASPCのED50値:26.02mg/kg付 近),i .p.投 与 は

6.25mg/kg(ASPCのED50値:5 .74mg/kg付 近)

を投 与 し,薬 剤投 与24時 間後 の マ ウ ス全 身ABGM

を各薬 剤5匹 作 成 し,そ の うち平均 的な菌 分布 を示 し

た各群1匹 の マ ウスABGMをFig.1(i.v .投 与)お

よびFig2(i.p.投 与)に 示 した。各 薬 剤 のi.v。 投

与(Fig.1)に お け るABGMで は,E.coliは 投 与 量

が ほぼED5。 値 付 近 で あ るASPCお よびAZTで 腹 腔

お よび肝 に まば らに菌 集落 が 観 察 され,ED50値 の 約

1/13投 与 量 で あ るPIPCで 全 身 に多数 の菌 集 落 が 観

察 され た。ED50値 の約10倍 投 与量 で あ るCMNXで

は菌 集 落 が ほ と ん ど観 察 さ れ な か っ た。一 方,8

fragilisは いず れ の薬 剤 も腹 腔,肝 お よび 脾 に菌 集落

が 観 察 され た。 しか し,ASPC投 与 マ ウス の 菌分 布

密 度 はPIPCお よ びAZTに 比 べ て ま ば らで あ り,

CMNXと 同程 度 で あ った。各 薬剤 のi.p.投 与(Fig.

2)に お け るABGMで は,E.coliはASPCで 腹 腔 に

まば らに,ED50値 の 約1/30投 与 量 のPIPCで 腹 腔,

肝,脾 お よ び肺 に密 に観 察 され た。AZTは 投 与量 が

ほ ぼED5。 値 付近 で あ るに もか か わ らず,腹 腔,肝,

脾 お よび肺 に観察 され た。 また,ED5。 値 の約10倍 投

与量 で あ るCMNXで は菌集 落 はほ とん ど観 察 され な

か った。B.fragiliSの 分布 密 度 はi.v.投 与 と同様 で

あ り,ASPCとCMNXで は 明 らか にPIPCお よ び

AZTよ りもまば らに観察 され た。

3.混 合感 染 マ ウスの腹 水 お よび血 中生 菌数 推移

E.coli KC-145×106CFU/mouseお よび 」af勉.

gilis No.367.5×108CFU/mouseの 腹腔 内 接種 によ

り作 成 した混合 感染 マ ウ スの腹水 お よび血 中生菌 数推

移 をFig.3に 示 した。腹 水 中 のE.coliは 感 染1時 間

後 に約1/2(2×106CFU/ml)に 減 少 し たが,3時 間

後 に は4×107CFU/mlに 増 加 し,以 後 速 や か に増 加

した。 血 中のE.coliは 腹 水 中 生 菌数 の増 加 に伴 っ て

推移 し,感 染9時 間 後 に は腹 腔 内 で109CFU/ml,血

液 中で108CFU/mlに 増 加 した。一 方,B.fragilisは

Challenge dose: E. coli KC-14 5•~106 CFU/mouse and

B. fragilis No. 36 7.5•~108 CFU/mouse

Fig. 3. Profile of changes in ascitic fluid and blood
bacteria counts of mice with intraperitoneal
mixed infection caused by Escherichia coli KC-

14 and Bacteroides fragilis No.36.

腹 水 中 で感染1時 間後 に約1/3(1×108CFU/ml)に

減少 したが,そ の後9時 間 まで著 しい菌数 の変化 は認

め られなか った。血 中生菌数 は1時 間後 か ら9時 間後

まで4x105～3×106CFU/mlを 推 移 し た。 ま た,本

感 染 マウス は感 染約12時 間後 に全例 死亡 した。

4.各 薬剤 のMICとin vitro殺 菌 作用

E.coli Kc-14お よびB.fragi.lis No.36に 対 す る各

薬 剤 のMIC値 お よび菌量108CFU/mlに お け る殺 菌

作 用 をFig.4お よびFig.5に 示 した。E.coli KC-14

に対 す る殺 菌 作用(Fig.4)の 検 討 で はASPCは50,

10,2μg/mlで 薬剤 濃度 に依 存 した菌数 の減少 が認 め

られ殺 菌的 に作 用 した。PIPCお よびAZTは50μg/

mlで も 菌 数 は 減 少 せ ず 静 菌 的 な 作 用 で あ っ た。

CMNXは2μg/mlに お い て も強 い殺 菌 作 用 を 示 し

た。B.fragilis No.36に 対 し て は(Fig.5),ASPC

は200μg/ml(2MIC)で2時 間 後 に106CFU/mlと

菌数 を減少 させ たが,8時 間後 に は再増 殖 が認 め られ

た。PIPCは200μg/ml(4MIC)で8時 間 後 ま で殺

菌 的 に作 用 し,50μg/ml(MIC)で は静 菌 的 に作 用

した。AZTは200μg/mlで 対照 と同様 に菌 数が 増加

し,殺 菌 作 用 も静 菌 作 用 も示 さ な か っ た。 ま た,

CMNXは2μg/mlで は作 用 を示 さ な か っ た が,10

お よび50μg/mlで8時 間後 まで殺菌 的 に作用 した。

III. 考 察

実験 的腹腔 内混合感 染 マ ウスに対 す る各薬 剤の治療

効 果 を感 染1,2,4時 間後 投 与 で 検 討 し,i.v.お よ

びi.p.投 与 と もに1時 間 後 投与 で 良好 な治療 効 果 が

認 め られ た。特 にB.fragilisに は抗 菌力 を示 さな いが

E.coliに は優 れ た 抗 菌 力 を 示 すAzT(MIC値:0.1
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ASPC PIPC AZT CMNX

ASPC, aspoxicillin; PIPC, piperacillin; AZT, astreonam; CMNX, cefminox

Fig. 4. Bactericidal activity of aspoxicillin, piperacil-
lin, aztreonam and cefminox against Escherichia coli
KC-14.

ASPC PIPC AZT CMNX

ASPC, aspoxicillin; PIPC, piperacillin; AZT, aztreonam; CMNX, cefminox

Fig. 5. Bactericidal activity of aspoxicillin, piperacillin,
aztreonam and cefminox against Bacteroides fragilis
No.36.

μg/m1)の 治療 効 果 が 最 も優 れ,他 剤 もEcoliの 抗

菌 力 を反映 した治療効 果 で あっ た。 しか しなが ら,薬

剤 投 与 を2時 間 後 お よび4時 間 後 と した場 合,PIPC

お よびAZTの 治療効 果 は著 し く低 下 した。本 感染 マ

ウス はB.coliKC-145×106CFU/mouseとB.fra-

gilis No.367.5×108CFU/mouseの 高 菌 量接 種 に よ

って感 染 が 惹起 され て お り,特 にEcoliの マ ウス体

内で の菌数 増加 は速 や かで,感 染2時 間後 に は腹 水 中

で約107CFU/ml,4時 間 後 に は5×107CFU/mlに 増

加 した。 そ こで,E.coli高 菌 量 にお け る各 薬 剤 のin

vitro殺 菌作 用 を検 討 した とこ ろ,強 い殺 菌 力 を示 し

たASPCとCMNXは4時 間後 投 与 で も治 療 効 果 の

低 下 が 少 な く,静 菌 作 用 しか示 さな いPIPCとAZT

は2時 間以 降投 与 で治療効 果 が著 し く低下 す る こ とが

明 か に な った。 一方,B.fragilisの 腹 水 お よび血 中 生

菌 数 は感染9時 間 後 まで著 しい変化 が 見 られず,ま た

invitm殺 菌作 用 に おい てPIPCがASPCよ りも強い

殺菌 力 を示 した に もか か わ らず治療 効 果 にその強 さは

反映 され て いな い。 また,宮 崎 ら7)は 複数 菌感染 にお

い て,一 方 の菌種 が薬 剤 を不活 化 す る酵素産生 菌であ

る場 合 に は他 方 の菌種 が 薬剤 に感 受性 で あ って も治療

効 果 が 低 下 す る と報 告 して い る。 我 々 はB.fragilis

No.36の 各 薬 剤 に 対 す る 不 活 化 活 性 を検 討 し,

ASPC,PIPCお よ びAZTで わ ず か な が ら不活化が

認 め られ た ものの,治 療 効果 に影響 を与 えるほ どの活

性 で な い こ とを確 か め てい る。 したが って,PIPCお

よびAZTの2時 間 以降 投与 にお ける治 療効 果 の低下

の原因 がB.fragilis No.36の 薬 剤不 活化 に よるとは

考 えに くい。 さ らに,本 感 染 マ ウスの死 亡 原因 として

マ ウス体 内 に お け るE.coliの 増加 が 主 な もの と考え
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られ る こ とか ら,そ の治 療 に はEcoliに 殺菌 力 の 強

い薬 剤 が有効 で あ る と考 え られ た。

全 身ABGMに よ る治 療 効 果 の 観 察 で は,1acoli

の分 布密 度 はED5。 値 を良 く反映 した結 果 で あ った。

しか し,B.fragilisの 分 布 密 度 はPIPCお よ びAZT

で全身 に密 に,ASPCとCMNXは 同程度 で腹 腔 内 に

ま ば ら に 観 察 さ れ た。 そ こ で,本 感 染 マ ウ ス に

ASPCお よびCMNXのABG用 量 を投与 し,24時 間

後 のB.fragilisの 腹水 中生 菌数 を測定 した結 果,両 投

与 経路 で両 剤 とも約105CFU/mlの 菌 数 を示 した。 こ

の結果 は両 剤 でB.fragilisの 分布 密度 が同程 度 を示す

ABGMの 結 果 と一 致 した。 しか し,ASPCとCMNX

はB.fragilisに 対 し てin vitro抗 菌 力(MIC値,

ASPC:100μg/ml,CMNX:3.13μg/m1)お よ び 殺

菌作 用で差 が あ るに も関 わ らず,マ ウス体 内で は同程

度 の 抗 菌 作 用 を 示 し た こ と に な り,ASPCのB.

fragilisに 対 す る作 用 は興 味 あ る とこ ろで あ る。 ヒ ト

症 例 に お い て,ASPCは 腹 水 中 へ 高 濃 度 に 移 行 し,

投与6時 間後 で も高 い濃 度 を維持 す る ことが報 告 され

てい る8)。本混 合 感染 モデ ル にお いて も,ASPCの 腹

水 中へ の高濃度 移行 が 良好 な治療効 果 と関連 して いる

もの と推測 され る。

本 腹腔 内感 染 モ デ ル はE.coliとB.fragilisの 混 合

感染 に よ り,臨 床 的 には急性 虫垂 炎 を想 定 した急性 化

膿性 腹膜 炎モ デル として作成 された。本 モ デル は細 菌

の各臓 器 へ の 広 が りか ら急性 に進 行 す る腹 膜 炎 で あ

り,細 菌接 種6時 間後 に は病 理組織 学的 に も腹 壁腹膜

に多核 白血 球 の浸潤 を伴 う急 性腹膜 炎 の所見 を認 めて

い る4)。本感 染 マ ウス を用 いて抗 菌 剤 の治療 効 果 を検

討した結果,急 性感染症では薬剤を早期に投与するこ

とが重要であり,ま た感染部位への直接投与も有効な

手段であることが示唆された。さらに,急 性化膿性腹

膜炎の治療には起炎菌に対する薬剤の殺菌力の強さも

重要であることが示唆された。
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Effect of timing and route of administration of antibiotics in the treatment

of experimental intraperitoneal infections in mice
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An experimental intraperitoneal infections were produced in mice by inoculating them with
Escherichia coli KC-14 and Bacteroides fragilis No.36. The therapeutic efficacy of antibiotics in these
mice was compared when different dosage schedules and routes of administration were employed.
When administered one hour after infection, aspoxicillin (ASPC) , piperacillin (PIPC), azthreonam
(AZT) and cefminox (CMNX) had good efficacies. When administered 2 or 4 hours after infection,
the effecacy of PIPC and AZT was significantly reduced, but the reductions in the case of ASPC and
CMNX , which display potent bactericidal activity against E. coli KC-14, were samller than in the
case of PIPC and AZT. Intraperitoneal injection of these antibiotics yielded greater efficacy than
intravenous injection. These findings suggest that the direct administration at the site of infection
may be available on the therapy of acute infectious diseases. Therapeutic efficacy was demonstrated
by whole body autobacteriography. Since the death of the infected mice depended more on the rapid
growth of E. coli KC-14 than that of B. fragilis No.36, the antibiotics which had potent bactericidal
activity against E. coli may exhibited greater efficacy.


