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顆粒球減少時における細菌感染症治療の基礎的検討

坪 井 千 洋 ・外 山 圭 助

東京医科大学内科学教室'

(平成4年11月12日 受付 ・平成4年12月24日 受理)

血液疾患合併顆粒球減少患者の血中由来臨床分離4菌 種. Pseudomonas aeruginosa, Kleb-

siella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus に対 して,ア ミノ配糖体to-

bramycin(TOB)と β-ラ クタム剤imipenem(IPM),ceftazidime(CAZ)を 用 いて,顆 粒

球減少患者の感染症治療法の磯立 を目的 としたマウス感染モデルにおける50%effectivedose

(ED5。)と,各 種抗生物質の6時 間mmimallethalconcentration(6時 間MLC)に つ いて検

討 した。いずれの場合 も,顆 粒球減少マ ウスは正常マ ウスに比 してED60が 著 しく増加 した

が,TOBは,IPM,CAZに 比 べて正常マウスに対する顆粒球減少マウスのED60の 増加率が

少な く,す ぐれた効果が認め られた。 また,抗 生物質併用投与においては,TOB+CAZは す

べてのグラム陰性菌感染に対 して相乗作用を示 した。TOB+IPMはP.aerugimsa感 染 に対

して相乗作用 を示 した。一 方,6時 間MLCで は,グ ラム陰性菌 において,Smreusに 比 べ

て,短 時間殺菌効果を得 るために,高 濃度の抗生物質を必要 とした。 また,6時 間MLC,い

わ ゆる短時間殺菌力 は,IPM,CAZに 比 べて,TOBが もっとも効果的であった。顆粒球減少

マウスに感染前granulocytecolony-stimulatingfactor(G-CSF)を 投 与 した ところ,顆 粒

球数は増加 し,G-CSF非 投与顆粒球減少 マウスに比べてED5。 が 有意 に減少した。 しかし,

顆粒球減少マウスに対 し,感 染後G-CSFを 投 与 した場合 には,G-CSF非 投 与顆粒球減少マ

ウスに比べてED5。 の有意 な減少が認 められなかった。 このことか ら,G-CSFは 顆 粒球減少

患者 には感染前に投与すべ きであることが示唆された。

Keywords:顆 粒 球減少,6時 間MLC(minimaliethalconcentration),短 時間殺菌力,併 用

療法,G-CSF(granulocytecolony-stimulatingfactor)

血液 患 者 に合併 す る顆粒 球 減少 時 にお け る感 染 症,い わ

ゆ るcompromisedhostに お け る感 染 症 の治 療 は,い まだ

に困 難 な もの とされ てい る。 また,こ れ ら血 液 疾 患 の 血 中

分 離 菌 の時 代 的 推 移 を み る と,近 年 は グ ラ ム 陰 性 菌 で は

PsemlomonAsumginosa,Klebsiellapneumoniae,Escheが

chiacoli,グ ラム 陽性 菌 で はStaphylococcus属 が 多 い とい

う特 徴 を示 して い るD。 この た め これ らの 菌 に感 受 性 の あ

る抗 生物 質 の併 用 療 法,大 量 療 法 あ る い は最近 開発 され た

ヒ トgranulocytecolony-stimulatmgfactor(G-CSF)

の併 用 等 が行 わ れ,そ れ ぞれ効 果 はあ げ て い る もの の,臨

床成 績 の検 討 はそ の評価 が 難 し く,今 後 の研 究 課題 で もあ

る。 特 にinvitroで の抗 生物 質 の併 用 効果 の成績 は,実 際

のinvivoで の治 療 にお け る併 用 効 果 とは必 ず し も一 致 し

た成 績 が 得 られ な い こ と もあ り,併 用療 法 の意 義 に対 す る

基礎 的 解析 が 十 分検 討 され るに 至 っ て い な い。 今 回,顆 粒

球減 少 時 に お け る細 菌 感染 症 の 治療 法 を確 立 す る た め,頻

度 の 多 い前 記4菌 種 の 血 中 由来 臨 床 分 離株(Staphyzococ-

cus属 はStaphylococcusaurms)を 用 い,invitmお よび,

invivoの 基 礎 的検 討 を行 い,若 干 の知 見 を得 たので報告

す る。

1.材 料 と 方 法

1.実 験 動 物

ICRの4週 齢 雄 性 マ ウ ス を 用 い た。

2.薬 剤

Tobramycin(TOB:塩 野 義 製 薬),imipenem

(IPM:萬 有 製 薬),ceftazidime(CAZ:田 辺 製 薬),

cyclophosphamide(CY:塩 野 義 製 薬),recombinant

humangranuiocytecolony-stimulatingfactor(rhG

-CSF
,大 腸 菌 使 用 の もの:キ リ ン 株 式 会 社)を 用 い

た 。

3.菌 株
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中由来の分離4菌 種, Pseudomonas aen4,ginosa, Kle-

bsiella Pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus,各1株 を用いた。

4.In vitroに お ける薬剤感受性実験

接種菌量106CFU/mlで 日本化学療法学会最小発育

阻止濃度(MIC)測 定法2)に 準 じて行った。

さらに,倍 数希 釈 した抗 生 物 質 含 有 液 体 培 地

trypticasesoybroth(TSB)1mlに 分離菌Nx10。

CFU/m1を それぞれ加 え,6時 間および24時 間静菌

培養後,抗 生物質の含 まない寒天平板培地 にN×103

CFU/inoculum(0.001ml)ず つ再播種 し,一 夜培養

後,平 板表面に生 じた各被検菌集落数 と接種菌数 との

比から99.9%殺 菌濃度minimallethalconcentration

(MLC)3～4)を 求めた(Fig.1)。

5.マ ウス感染モデルによるinviwの 実験

(1)正 常 マウス

分離菌をtrypticasesoybroth(TSB)で37℃ 一夜

培養後,適 宜希釈 し,10%ム チ ン懸濁液 とし,1群6

匹のマウスを用いて,腹 腔内に接種,感 染 させた。抗

生物質は感染1時 間後に各濃度に希釈後皮下投与 し

た。6日 間観察後の生存率 より50%effectivedose

(ED60)を 算出した。併用の場合の各抗生物質 は,併

用比 を臨床投 与 量 に近 似 させ,TOB:IPM=1:5,

TOB:CAZ=1:10と した。併用効果 の判 定 は,frac-

tionale旋ctivedoseindex(FEDindex)と して:併

用時のA剤 のED50÷ 単独 のA剤 のED50+併 用 時 の

B剤 のED50÷ 単独 のB剤 のED,。:に て算出 し,1以

下を相乗作用,1～2を 作用なし,2以 上を拮抗作用 と

した。

(2)顆 粒 球減少マウス

(1)CYの み処置マウス(以 下CYマ ウス)

菌 接種4日 前にCY200mg/kgを 腹 腔内投与 した。

以下上記同様の処置をした。

(2)CY処 置 後,感 染前G-CSF投 与 マウス(以 下

CY十G-CSFマ ウ スA)

上記 同様CY投 与後,翌 日か らG-CSF100μg/kg/

dayを4日 間連続で皮下投与 し,最 終 日はG-CSF投

与4時 間後に菌を接種 した5～7).

(3)CY処 置 後,感 染後G-CSF投 与 マウス(以 下

CY+G-CSFマ ウスB)

上 記 同様CY投 与 後,菌 接種30分 後 よ りG-CSF

200μg/kg/dayを2日 間連続で皮下投与 した。

IL結 果

Invitroの 実験 では,β-lactam系 抗 生物質 はいず

れの菌に対 しても6時 間MLCはMICよ り も高かっ

た。特 にグラム陰性 菌で は6時 間MLCはMICの 数

倍か ら10倍 以上 と高値 を示 した。 これ に比 してグラ

ム陽 性菌 で あ るS.aureu3で は6時 間MLCはMIC

の1～2倍 と低値 であった。 また,PaeruginosAに お

いて は6時 間MLCで も24時 間MLCで も同程度 の

きわめて高値 を示 した。 しか し各抗生物質の比較 で

は,TOBは すべての菌に対 して6時 間MLCとMIC

との差が もっとも小 さかった(Table1)。

Invivoの 実験では,CAZは 」PaerUginosa,S.aur-

Fig. 1. The procedures for determination of 6-hour and 24-hour-MLC.
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Table 1. 6-hour and 24-hour-MLC of antibiotics

TOB, tobramycin; IPM, imipenem; CAZ, ceftazidime.(unit: mg/m1)

MLC: minimal lethal concentration

eus感 染 における結果のようにMICが6.25,12.5と

ある程度高 くなると,ED5。 が正常マ ウスで も38,35

と大 きく上昇 したが,TOBは4菌 種 とも比較的高い

MICに 比 し,低 いED5。 を示 し,特 にE.coli感 染 に

おいては,MIC12.5に もかかわ らずED500.17と 効

果的であった。また,IPMはPaemginm感 染 にお

いてMIC6.25でED500,9と 効 果 的であった。いず

れの場合も顆粒球減少マウス(CYマ ウス)は 正常マ

ウス に比 してED5。 が 著 し く増 加 した。しか し,

IPM,CAZはCYマ ウスのED50が 正常マウスの4～

10倍 またはそれ以上の上昇がみられたが,TOBは2

倍 弱(E.coliの み約8倍)の 上昇にとどまった。

併 用 投 与 に お い て は,Paeruginosa感 染 で は

TOB+IPM,TOB+CAZと も に相乗作用 がみ られ

た。K.pneumoniaeお よ びE.coli感 染 において は,

TOB+CAZが 相乗作用を示 した。

抗生物質非投与時マウスが全身感染をおこし,6日

以内に100%死 亡 する最小致死菌量 はCYマ ウスが正

常マ ウスの1/100,000～1/100(顆 粒 球数 は感染 当 日

1/100以 下,翌 日1/50以 下)に 比 し,CY+G-CSF

マ ウスAは 正常マ ウス とほぼ同量(顆 粒球数 は感染

当日1/10,翌 日ほぼ正常)と い うように顆粒球 数 と

の相関が認められた(Table2～6)。

P.aeruginosaに お けるCY+G-CSFマ ウスA感 染

実験 では,単 独で はIPMがCYマ ウ スのED50の 約

i/4に 減 少 し,併 用で もTOB+CAzお よびToB+

IPMで,CYマ ウスのED5。 の約1/2お よび約1/3に

減少 した。CY+G-CSFマ ウ スB感 染実験では,CY

マ ウスとCY+G-CSFマ ウスBで は抗生物質の単独,

併 用 ともにED5。 において差 を認めなかった(Table

2)。

III.考 察

血液疾患治療においては,し ばしば原病そのものや

治療によって,重 篤な顆粒球減少症 を惹起し,そ の結

果敗血症の ような重篤 な感染症 の発生をみる。今回

我々 は実験的顆粒球減少マウスに敗血症を起こさせ,

このマウスに各種抗生物質を単独および併用で,ま た

G-CSFも 併 用 し,ED50よ りその治療効果 を観察し

た。本研究では血液疾患に認め られる敗血症の原因と

して頻度の高いPAeruginosa,K,Pneumoniae,E

coli.S.mreusな どの菌 を対象とした1)。

Invivoの 実験ではTOBは,IPM,CAZと 比べて,

あ る程度MICが 高 くても,比 較的低いED5。 を示し,

特 にCYマ ウ スの感染に対 してす ぐれた効果を示し

た。 これ らより,ア ミノ配糖体 であるTOBは,MIC

によ る細菌感受性がた とえ低 くても,臨 床的治療効果
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Table 2. ED50 of antibiotics against Pseudomonas aeruginosa infection in mice

Bacteria challenge dose

normal 1.4 x 106 CFU/mouse (1•`2 MLD)

CY 1.4 x 102 CFU/mouse (2•`4 MLD)

CY +G-CSF A 1.4X 106 CFU/mouse (2•`4 MLD)

CY+G-CSF B 1.4X102 CFU/mouse (2•`4 MLD)

< >: FED (fractional effective dose) index=
ED,0 of drug A in combination

/ ED50 of drug A alone
+

ED50 of drug B in combination

/ ED 50 of drug B alone

synergism <1, antagonism>2

antibiotics: subcutaneous injection 1 hour after onset of infection

observation: 6 days after challenge

ED.: 50% effective dose

TOB, tobramycin; IPM, imipenem; CAZ, ceftazidime

MLD: minimal lethal dose

normal: normal mice

CY: cyclophosphamide-administered mice

CY+G-CSF: CY-plus granulocyte colony-stimulating factor-administered mice

(
A: G-CSF administration prior to infection

B: G-CSF administration after onset of infection )

Table 3. ED50 of antibiotics against Klebsiella pneumoniae infection in mice

Bacteria challenge dose

normal 1.1 x106 CFU/mouse (1•`2 MLD)

CY 2.2 x103 CFU/mouse (1•`2 MLD)

abbreviation see Table 2.

が期待しうると考 えられた。β-ラ クタム剤 の中で も

IPMは 比 較 的 高 いMICに 比 して,特 にPaemgi

msa感 染 に対 して低いED,。 を示 してお り,β-ラ ク

タム剤の中で も広スペ クトルを有 し,単 独で もかなり

効果が期待で きる抗生物質 と考 えられた8)。 しか し,

これら抗生物質 による較差 はあるものの,顆 粒球減少

マ ウスのED5。 は正常マウスに比 して著 し く増加 し

た。
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Table 4. EDoo of antibiotics against Eschen'chia coli infection in mice

Bacteria challenge dose

normal 1.2•~104 CFU/mouse (1-2 MLD)

CY 1.2•~102 CFU/mouse (4-8 MLD)

abbreviation see Table 2.

Table 5. ED0 of antibiotics against Staphylococcus aureus infection in mice

Bacteria challenge dose

normal 1.2•~103 CFU/mouse (1-2 MLD)

CY 1.2•~103 CFU/mouse (2-4 MLD)

abbreviation see Table 2.

Table 6. WBC counts and granulocyte percentage in mice

day 0: bacteria challenge(unit: hie
(): granulocyte percentage
WBC: white blood cell
normal: normal mice
CY: cyclophosphamide-administered mice
CY+G-CSF: CY-plus granulocyte colony-stimulating factor-administered mice
A: G-CSF administration prior to infection

通常は抗生物質の菌に対するMICを 参考にして抗

生物質を選択,使 用することが多い。しかし,特 に顆

粒球減少時における感染症の目安にMICが 使用し得

るであろうか。顆粒球減少時の感染症の治療には,顆

粒球の助けがないので,抗 生物質のみで菌を殺す方法

が必要と考えられ,こ の意味でMLCが 参考になるよ
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うに考えられる。 しか し,こ れ は24時 間 菌を抗生物

質にさらした場合の殺菌濃度である。 この点で,よ り

生体内の状態に類似した短時間殺菌作用なる殺菌方法

が考案されている3～4)。

今回の6時 間MLCの 結 果 よ り.Paeru-1勘osa等

のグラム陰性菌 では,Saurmsに 比 して,抗 生物質

の短時間作用による殺菌のためには,MICの10数 倍

というような高濃度が必要であることが判明した。し

たがって血液疾患合併感染症 において頻度の高いグラ

ム陰性菌の治療対策 として,顆 粒球減少症 を伴 う場合

は,in vivoの 動物実験 のデー タと合わせて も大量の

抗生物質の投与が必要であることを示 している。各抗

生物質問の比較においてはすべての菌に対 して6時 間

MLC,い わ ゆる短時間殺菌力 は,MICと 比 較 して,

アミノ配糖体であるTOBが もっとも効果的であ り,

β-ラクタム剤のなかではIPMがCAZよ り殺菌力が

強かった。

6時 間MLCはpostantibiotic effect(PAE)と の

相関が予想 された。すな わ ち本 実験 におい て,S

aureusに 対 しては,ア ミノ配糖体,β-ラ クタム剤 と

もに大差ない強い短時間殺菌効果を示したが,両 抗生

物質ともグラム陽性菌 に対 しては,PAEを 有 する。
一方
,グ ラム陰性菌 に対 しては,TOBは 強 い短時間

殺菌効果を示したが,他 の β-ラ クタム剤では弱かっ

た。実際グラム陰性菌に対 してア ミノ配糖体 はPAE

をもっているが,β-ラ クタム剤 はかな り弱い。 しか

しIPMは グ ラム陰性菌 に対 して もCAZよ り強い殺

菌効果がみられた。 この ことはIPMは,β-ラ クタム

剤の中でも唯一,グ ラム陰性菌に対 してもPAEを も

っているとされる報告 と一致する9)。これ らよ り6時

間MLCとPAEと の強い相関が示唆された。

併用療法の有効性については従来,細 胞壁を障害す

るβ-ラクタム剤の投与後 に,細 胞内 に作用 し,蛋 白

合成を障害するア ミノ配糖体を投与するのが効果的で

あると考 えられていた10～11)。しか し,グ ラム陰性 菌

に関しては,臨 床成績 よ り近年再検討 されつつある。

清水 ら12)はPaeruginosaに 対 し,TOBとticarcil-

lin(TIPC)を 用 いたnvivoの 実 験でア ミノ配糖体

→β-ラクタム剤あるいは同時に投与 した方が,細 菌

減少に効果的であると報告 した。このことは,ア ミノ

配糖体は短時間殺菌力が強 く,グ ラム陰性菌にも強い

PAEを 有 するため,先 行投与 し,菌 数 を減少 させた

後,β-ラ クタム剤を投与 した方が相乗作用が出現 し

やすい との考 え に基 づ く。 これ は戸 塚13)の い う

inoculum effect,い わ ゆるβ-ラ クタム剤 は細菌数が

増加すると,そ の作用が低下す るため,殺 菌力の強い

ア ミノ配糖体 を先行投与 し,細 菌数 を減少させた状態

で,β-ラ クタム剤 を作用 させ た方が有効であるとい

う報告に も-致 す る。

我々の実験 においても,併 用療法の抗生物質の組み

合 せ において,短 時間殺 菌力 の強い ものいわ ゆる

MICと6時 間MLCと の 比が小 さい もの と,そ うで

ない もの との組み合せが,殺 菌力に差のない ものの絹

み合せ より,効 果的 な相乗 作用 が認 め られ た。P

aeruglnosa感 染 に お い て はTOB+IPM,TOB+

CAZ,と もに相乗作 用を示 し,K.pneumoniaeお よ

びEcoti感 染 において はTOB+CAZが 相 乗作用を

示 した。 しか し,一 部にFED index上 で は拮抗作用

を示す場合 もあるが,こ れは併用 した一方の抗生物質

に対 して菌が きわめて高い感受性 を示すためである。

CYマ ウスのP.aeruginosa感 染 において,単 独では

ED5。100mg/kg以 上 と治療効果が まった くみられな

か ったCAZをTOBと 併 用す る ことによ り25mg/

kgま でED5。 の 減少 が み られ(TOBは10→2.5),

IPMに おいてはTOBと の併用によって12.5→3.13

と減 少す る(TOBは10→0.63)こ とが観察された。

同様の ことがS.aureus感 染 にお けるTOB+CAZに

お いて も認められ る(CAZ100↑ →37)。 これ らの量

は臨床の場合において十分使用しうる量であ り,粒 粒

球減少時の感染症 におけるempiric therapyと しての

併用療法に実際には問題がない と考えられる。

抗生物質非投与時マウスが全身感染をおこし,6日

以内に100%死 亡 する最小致死菌量minimal lethal

dose(MLD)は,CYマ ウスでは,EcoJiで 正 常 の

1/100(104→102)で あ るが,Sameusに い たって は

1/100,000(108→103)ま で菌量 をお とさなければな

らなかった。 これらを感染当日および翌 日の顆粒球数

と比較す ると,明 らかに相関が認められ,顆 粒球減少

が感染に対する大きなリスク因子であることが確認 さ

れた。

また,前 述のごとく粒粒球減少時の感染症において

は抗生物質の効果が少ない。 この対策 として顆粒球の

増加 を謀 ることが重要である。最近顆粒球増加の作用

を有するヒトG-CSFが ク ローニ ングされ製剤 として

利用 され るようになった。

今回我々は顆粒球減少症 において,抗 生物質の効果

が著 し く低下を認めたPaeruginosa感 染 に対 してG

-CSFを 投 与 した実験 を行 った
。G-CSFを 感 染前投

与 したA法 で は単独で はIPMがCYマ ウスのED5。

の約1/4に 減少 し,併 用で はTOB+IPMがCYマ ウ

ス のED50の 約1/3,TOB+CAZが 約1/2に 減 少 し

た。 しか し,実 際の臨床においては,顆 粒球減少時に
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感 染症が発症 した後 にG-CSFを 使 用す る例が多いこ

とを考 え,B法 として,CY投 与 による顆粒球減少 を

起こさせたマウスに感染 させ,そ の後に,G-CSFを

投 与 した 実 験B法 を 行 っ た。そ の 結 果,P.aer-

uginosa感 染 において,抗 生物質の単独および併用 と

もにCYマ ウス とCY+G-CSFマ ウ スBにED50の

有意な差は認められなかった。 このことは,感 染が発

生 した後にG-CSFを 使 用することは,予 防投与 に比

べ劣っていることを示 している。いわゆる,G-CSF

は顆 粒球減少症患者には感染前 に投与すべきであるこ

とが示唆された。
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Experimental studies of treatment of bacterial infections

in granulocytopenic patients

Chihiro Tsuboi and Keisuke Toyama

Department of Internal Medicine, Tokyo Medical College, 6-7-1 Niahishinjuku,

Shinjuku-ku, Tokyo 160, Japan

Four clinical isolates from the blood of granulocytopenic patients (Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Staphylococcus aureus) were used to determine the 50%
effective dose (ED50) of experimental infections in mice, as well as the 6 hours minimal lethal
concentration (6-hour-MLC) . In all cases, the ED50 in the mice with cycloposphamide (CY) -in-
duced granulocytopenia was markedly increased as compared with normal mice. Concening the ED50
of the granulocytopenic mice, tobramycin (TOB) showed much better results than /3-lactam
antibiotics [imipenem (IPM) , ceftazidime (CAZ)] . In combined administration, TOB +CAZ
showed synergistic effects against all gram-negative bacteria. TOB +IPM showed synergistic effects
against P. aeruginosa. Concerning 6-hour-MLC, higher doses of antibiotics were required to sterilize

gram-negative bacteria than to sterilize S. aureus. TOB showed much better results in sterilizing
bacteria during a short period of time than did IPM or CAZ. When granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF) was administered prior to infection in the granulocytopenic mice, the ED50 was less
than in the mice receiving only CY (administration) . When G-CSF was administered after onset of
infection in the granulocytopenic mice, the ED50 of the mice did not significantly decrease compared
to the mice receiving only CY. These findings suggest that in infected granulocytopenic patients, G
-CSF administration after onset of infection would be less effective than administration prior to

infection.


