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ラッ トカ リニ肺炎モデルを用いたprimaquineとclindamycin併 用療法の有用性
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現 在カ リニ肺炎の治療薬 として用い られているST合 剤は特にAIDS患 者 において副作用

出現頻度が高率であ り,そ れに代わるペ ンタミジンも時に重篤な副作用が出現するため,よ り

安全な抗 カリニ薬が求められている。我々は近年,米 国でカリニに有効 と報告 されたクリンダ

マイシンとプ リマキンの併用療法についてそれぞれの単独療法 とともに均一なラットカリニ肺

炎モデルを用いて検討 した。 クリンダマイシン単独治療 では100mg/kg/dayで も治療効果 は

な く,プ リマキン単独治療(1mg/kg/day)で もその効果 は有意ではなかった。 しか し両者

の併用では,肺 組織 におけるカリニシス ト数,シ ス ト集塊数の減少,炎 症所見の改善が認めら

れた。 また,ク リンダマイシン20mgま た は100mg/kg/day併 用群 は肺組織中のシス ト集塊

数がそれぞれ193.0±37.3, 65.2±62.1で あ り,ク リンダマイシンの用量依存 的な治療効果

(P<0.001)が 認 め られた。 これらのことより,ク リンダマイシンとプ リマキンの併用療法 は

カ リニ肺炎 に対 し有効であることが示 された。今後immunocompromised hostの 増加に伴い

カ リニ肺炎の治療薬の開発,治 療方法の検討は重要であ り,本 療法の臨床検討 も必要 と考えら

れた。

Key words: Pneumocystis carinii, primaquine, clindamycin

カ リニ肺 炎(Pneumocystis carinii pneumonia)は 細

胞 性 免 疫 能 の 低 下 し た 患者 に 発 症 す る 日和 見 感 染 症 で あ

り,早 期発 見 と適切 な治 療 が遅 れ れ ば呼 吸 不 全 か ら致死 的

とな る疾 患 で あ る。 また,近 年HIV (Human immunode-

ficiency Virus)感 染 者 の増 加 に伴 い,AIDS (acquired

immmodeficiency syndrome)患 者 に も っ と も高頻 度 に

合併 す る呼 吸器 感 染 症 と して も注 目さ れ て きて い る1)。本

肺 炎 に はsulfamethoxazole-trimethoprim (ST)合 剤 が

治療,予 防 に著 効 し,臨 床 の場 で頻 繁 に用 い られ て い る。

しか し,AIDS患 者 へ の投 与 に お い て は,そ の 副作 用 出 現

頻 度 が高 率 のた め2,3),治 療 中 に投 与 量 の減 量 や,他 薬 剤 へ

の変更 を余 儀 な くさせ る症例 も認 め られ る。 も う1つ の代

表 的 な抗 カ リニ薬 のペ ンタ ミジ ンの静 注 にお い て も,時 に

重篤 な副 作 用 が 出現 す る4)。一 方,ペ ン タ ミジ ン吸 入療 法

が副 作 用 も少 な く特 に予 防薬 と して有 効 で あ る との 報 告が

あるが5),投 与 中 に肺 外 カ リニ の発 症 が 報 告 さ れ問 題 とな

ってい る6,7)。これ らの こ とか ら,カ リニ肺 炎 に対 す る よ り

安全 で有効 な薬 剤 の開 発 が 望 まれ てい るが,カ リニ の培 養

が困難であるため,in vitroで のカリニに対する新薬剤の

有効性に関する報告はまだ少数である8～10)。

今回,我 々は比較的均一なカリニ肺炎モデルを用い,近

年,米 国で抗カリニ作用があると報告されたクリンダマイ

シン,プ リマキンの併用療法をそれぞれの単独治療効果と

ともに比較検討した10,11)。

I. 材 料 と 方 法

1) カ リニ浮遊液の調整

Pneumocystis cariniiが 潜 伏感染 していると考えら

れ るWister系 雄 のコンペ ンシ ョナルラ ッ ト(体 重

200g,日 本 クレア)に デキサメサゾン(デ カ ドロン,

萬有製薬)を2mg/l,テ トラサイク リン(コ サテ ト

ラシン,フ ァイザ ー製薬)を0.5g/l,薦 糖 を1g/l

となるように滅菌水道水に懸濁 し,飲 料水 として8週

間投与 して,ラ ットの肺内カリニを増殖 させた。この

重症 カリニ肺炎ラ ットにケタミン(ケ タラール:100

mg/kg,三 共 株式会社)を 腹腔内投与 し深麻酔後,

脱 血 し,無 菌的に肺 を取 り出した。肺 をグラスホモジ

* 
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ナイザーを用いてホモジナイズ後,50μmの ナイロン

メッシュを通 し組織片 を取 り除いた。 これを4℃,

1,500g, 10分 間遠心後,ト ルイジンブルーO(TBO)

染 色 法 にて顕 微鏡下 に シス ト数 を計 測 し,5×106

cysts/mlに 調 節 してカ リニ浮遊液 とした。カ リニ浮

遊液 は血液寒天培地 を用い真菌,細 菌類の汚染がない

ことを確認 した。

2) カ リニの接種

Wister系 雄,体 重100gのspecial pathogen free

(SPF)ラ ッ トに前述の免疫抑制療法を6日 間行った

後,ケ タミン50mg/ml,ザ イ ラジン(セ ラクタール,

バ イエル ジャパ ン)3mg/mlの 混 合液 を2ml/kg腹

腔 内投与 した。咽頭展開後,声 帯 を直視下に確認 し,

22Gエ ラスター針の外筒のみを直視下 に気管内に挿

入 した。カ リニ浮遊液(0.2ml/l×106シ ス ト/body)

の水面がラットの呼吸運動 と同調 して動 くことを確認

した後 に接種 した。 さらに空気0.8mlで その後方 よ

り後押 しし,エ ラスター針内に接種液が残 らないよう

考慮 した。

また,別 途に行 った検討において,SPF環 境 下で

SPFラ ッ トにデキサメサ ゾンを同様の レジメンで20

週以上継続投与 しても肺組織にカ リニシス トは検 出さ

れないことを確認 した。

3) 各 治療のプロ トコール

すでに報告 した我々の検討 より12),前 述 の免疫抑制

方法とカ リニ接種 により接種後,6週 で比較的均一な

カリニ肺炎モデルが作製できるので,治 療は接種後7

週 目開始 から8週 終了時 までの2週 間行 うこととし

た。

クリンダマイシン単独群 は塩酸 クリンダマイシ ン

100mg/kg/day,プ リマキン単独群 は1mg/kg/day,

両者 併用群 はプ リマキン1mg/kg/dayと 同時 に塩酸

ク リンダマイシン20mgま た は100mg/kg/day, ST

合 剤 群 はsulfamethoxazole/trimethoprim,(バ クタ

ー,塩 野義製薬)の250/50mg/kg/dayを
,コ ン ト

ロール群は同量の蒸留水(0 .5ml×2回/day)を 胃管

を用いて連 日投与 した。

4) 治療効果の判定

治療期間終了時(カ リニを接種 して8週 後)に 以下

の評価 を行 った。 ケタラールを100mg/kg腹 腔 内に

投与 し麻酔後,脱 血 し肺 を取 り出し,5葉 それぞれを

半切,一 方はスタンプ標本作製に,も う一方 はホルマ

リン固定後組織標本作製 に用いた。

TBO染 色 はスタンプ標本 にTBOと メ タニールイ

エローの重染色 は組織標本に対 して行 い,400倍 顕 微

鏡下で観察 し,各 葉10視 野 中のカ リニ シス ト数 もし

くはシス ト集塊数を計測 し5葉 の平均値 を求めた。ま

た組織標本 はヘマ トキシリン ・エオジン(HE)染 色

も同時に行い,細 胞湿潤 と肺胞中隔肥厚の程度をびま

ん性 高度(4点),び まん性 中等度(3点),び まん性

軽度(2点),限 局性(1点),変 化 な し(0点)の5

段階 に分 け,炎 症 スコアとして5葉 に対して適用し平

均値 を求めた.

5) 統 計掌的解析

比較 する2群 が等分散か どうか確かめるためF検

定 を行い,等 分散 であれば等分散の2標 本t検 定,等

分散でないなら非等分散2標 本t検 定法を用いて平均

値の差を検定 した(マ イクロソフ ト社,エ クセル4.0

を使 用)。 炎症 スコアの差 の検定 についてはmann-

whitney検 定 を行った。P<0.05の ものを有意差あり

とした。

II. 結 果

クリンダマイシン単独治療の検討において,肺 スタ

ンプ標本のTBO染 色 にてカリニシスト数を比較する

と,コ ン トロール群,ST合 剤 治療群,ク リンダマイ

ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, CLDM: clindamycin,
NS: not significant

Fig. 1. Therapeutic effect of clindamycin in a
rat model of is carinii pneumonia.
Rats were orally administrated with 250mg/
50mg/kg/day of sulfarnethoxazolenrimethoprim
or 100mg/kg/day of clindamycin from 7 to
8 weeks after infection with P. carinii, and
then sacrificed. The numbers of P. carinii
cysts were evaluated in stamp samples of
lungs stained with TBO. Each point
represents the count in each rat. The mean
and standard deviation (SD) for earch group
of three or four rats are shown by bar.
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シ ン治療群 はそれぞれ54 .3±37.2,0.8±0.4,115.3

±75-5で あ り,ヒ ト常 用投 与量 の5倍 で あ る100

mg/kg/day投 与 で もクリンダマイシン単独投与 に有

意な治療効果 は認められなかった(Fig.1)。

次 にプ リマキンの単独 とクリンダマイシンとの併用

治療効果 を検討 した。Figs,2,3に それ ぞれ各 治療

群 の肺組織TBO染 色,肺 スタンプ標本TBO染 色 を

示 した。肺組織のTBO染 色 で はコントロール群で肺

胞 を埋め尽 くす紫色 のカ リニ シス トの集塊が認められ

るのに対 しST治 療群,プ リマキンとクリンダマイシ

ン100mg/kg/dayの 併 用群で はシス ト集塊の明 らか

な減少が観察 された。

カ リニ シス トの集塊数の解析 では,コ ン トロール

群,ST治 療 群,プ リマ キ ン 単 独 治 療 群,ク リ ン ダ マ

イ シ ン20mg/kg/day併 用 群 お よ び100mg/kg/day

併 用 群 の そ れ ぞ れ で337,2±412,123.7±71.7,

245.8±83.7,193.0±37.3,お よ び65.2±62.1と な

り(Fig.4),ス タ ン プ標 本 中 の シ ス ト数 は そ れ ぞ れ

462.0±189.7,4.8±1.6,460,8±84,4,224,7±64,2,

お よ び206.6±44.4と な っ た(Fig.5)。 プ リマ キ ン

単 独 群 で は カ リニ シ ス ト数 の減 少 は 統 計 学 的 に 有 意 で

は な く,ク リン ダ マ イ シ ン との 併 用 に よ り ク リ ン ダ マ

イ シ ン の用 量 依 存 的 に治 療 効 果 が 向 上 す る 結 果 が 得 ら

れ た 。 ま た,肺 組 織 のHE染 色 で も コ ン ト ロ ー ル 群

で 高 度 の肺 胞 中 隔 の 肥 厚,肺 胞 腔 へ の細 胞 湿 潤 が認 め

られ た が,ST治 療 群,プ リ マ キ ン と ク リ ン ダ マ イ シ

ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, prim: primaquine, CLDM: clindamycin, 

Fig. 2. Detection of cyst-clusters of Pneumocystis carinii by TBO staining. 

Rats were orally administrated with sulfamethoxazole/trimethoprim (250 mg/50 

mg/kg/day) or primaquine (1 mg/kg/day) or combined primaquine (1 mg/kg/ 

day) and clindamycin (20 mg/kg/day or 100 mg/kg/day respectively) from 7 to 

8 weeks after infection with P. carinii, and then sacrificed. Paraffin sections of 

the lungs were stained with TBO, and observed by photomicroscopy (•~400).
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ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, prim: primaquine, CLDM: clindamycin. 

Fig. 3. Detection of Pneumocystis carinii cysts by TBO staining. 

Rats were orally administrated with sulfamethoxazole/trimethoprim (250 mg/50 

mg/kg/day) or primaquine (1 mg/kg/day) or combined primaquine (1 mg/kg/ 

day) and clindamycin (20 mg/kg/day or 100 mg/kg/day respectively) from 7 to 

8 weeks after infection with P. carinii, and then sacrificed. Stamp samples of 

the lungs were stained with TBO, and observed by photomicroscopy (•~400).

ンの併用群では明 らかにこれらの所見が改善 している

のが観察された(Fig.6)。 肺 組織 の炎症 スコアの解

析 で も,そ れ ぞれ3.7±0.4,1.7±0.5,3,1±0.6,

3.0±0.8お よ び2.5±0.8(Fig.7)と な り,ST合

剤 治療群 とクリンダマイシン100mg/kg/day併 用治

療群ではコントロール群に比べ有意な炎症所見の改善

が認められた。

III.考 察

カリニ肺炎の治療にはST合 剤,ペ ンタミジンが第

1選 択薬 として広 く使用されている。近年,AIDS患

者 に合併する同疾患の増加に ともない,AIDS患 者 で

はST合 剤 の副作用発現率が非AIDS患 者 に比 して

高 い ことが知 られて きた2,3)。Kovacsら3)はST合 剤

投与 による副作用発現率 は,非AIDS患 者で12%だ

っ たのに対 しAIDS患 者 では65%と5倍 以上も高率

であった と報告 している。その原因 としてAIDS患

者 の体内でのグルタチオン欠乏を挙げる研究者もいる

が まだ十分に解明 されておらず11),AIDS患 者に対す

る安全なST合 剤の使用 にはさらなる検討が必要であ

る。

一方
,ペ ンタミジンの静注は低血糖や不整脈などの

重篤 な副作用が比較的高率 に出現するため,同 薬剤の

吸入療法が普及 しつつある13)。しかし,吸 入では肺外

のカ リニの増殖をお さえることがで きないため肺外性

カ リニ症 を誘発 する という報 告 もあ り6,7),その投与

には慎重を要す る。
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ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, prim: primaquine,
CLDM: clindamycin, NS: not significant

Fig. 4. Enumeration of cyst-clusters of Pneumo-
cystis carinii.
Rats were orally administrated with sulfametho-
xazole/trimethoprim (250mg/50mg/kg/day)

or primaquine (1mg/kg/day) or combined

primaquine (1mg/kg/day) and clindamycin
(20mg/kg/day or 100mg/kg/day respectively)
from 7 to 8 weeks after in fection with P.

carinii, and then sacrificed . Paraffin sections

of the lungs were stained with TBO , and

observed by photomicroscopy (•~400). The

cyst-clusters of P. carinii were enumerated

in the lung sections. Each point represents

the data of one rat, and the mean and SD

for each group of five or six rats are also

shown.

これらの ことより,カ リニ肺炎に対 し,よ り副作用

の少ない有効な新 しい薬剤の開発が望 まれてい る。

Queenerら9)は 試験管内での検討およびステロイ ド投

与によって作製 したラッ ト自然発症カ リニ肺炎モデル

を用いた検討においてクリンダマイシンとプ リマキン

の併用治療が有効であると報告 した。今回我々は,カ

リニ肺炎像にばらつ きがあると考 えられる自然発症モ

デルではな く,比 較的均一なラットカリニ肺炎モデル

を用い本併 用療 法が有効 で ある ことを確認 した。

Queenerら9)の 検 討では,ク リンダマイシンとプ リマ

キンの併用療法においてその効果 はクリンダマイシン

の量 よりはプリマキンの用量に依存 していると報告 し

ているが,今 回の我々の検討では,プ リマキン1mg/

ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, prim: primaquine,
CLDM: clindamycin.

Fig. 5. Enumeration of Pneumocystis carinii
cysts.
Rats were orally administrated with sulfame-
thoxazole/trimethoprim (250mg/50mg/kg/day)
or primaquine (1mg/kg/day) or combined

primaquine (1mg/kg/day) and clindamycin
(20mg/kg/day or 100mg/kg/day respectively)
from 7 to 8 weeks after in fection with P.

carinii, and then sacrificed. The Cysts of P.

carinii were enumerated in the stamp sam-

ples of the lungs (•~400). Each point

represents the data of one rat, and the

mean and SD for each group of five or six

rats are also shown.

kg/dayと ク リンダマイシン(20～100mg/kg/day)

との併用においてクリンダマイシンの使用量増加に伴

い治療効 果が上昇 し,カ リニ虫体数が減少 した。 ま

た,プ リマ キ ン と ク リンダマ イ シ ンの投 与量 も

Queenerら9)の 用 い た2mg/kg/dayと225mg/kg/

dayの 各 々およそ2分 の1量 である1mg/kg/dayと

100mg/kg/day(ヒ ト常用投与量 の2倍 と5倍)で

ST合 剤(ヒ ト常用投与量の2.5倍)に 近 い治療効果

を得ることができ,よ り低用量での臨床応用の可能性

が示唆された。

クリンダマイシンは リンコマ イシン系抗菌薬 であ

り,細 菌の50Sリ ボ ゾームに結合 し蛋 白合成 を阻害

し,抗 菌活性を示す14)。しか し最近,MIC(最 小 発育

阻止濃度)以 下で抗菌活性以外の多 くの作用を有する

ことが報告 されてい る15～18)Gremmellら15)は,ク リ
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ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, prim: primaquine. CLDM: clindamycin. 

Fig. 6. Histopathology of the lungs 

Rats were orally administrated with sulfamethoxazole/trimethoprim (250 mg/ 

kg/day) or primaquine (1 mg/kg/day) or combined primaquine (1 mg/kg/day) 

and clindamycin (20 mg/kg/day or 100 mg/kg/day respectively) from 7 to 8 

weeks after infection with Pneumocystis carinii, and then sacrificed. Paraffin 

sections of the lungs were stained with hematoxylin and eosin (H-E), and 

observed by photomicroscopy (•~400) ,

ンダマイシン等の抗菌薬で菌体 を処理す るとその抗菌

薬が菌体表面に変化 を与 え,オ プソニン化をより効果

的にし,そ の結果食細胞の貧食能を高めると報告 して

い る。Fadenら16)は11例 中9例 のクリンダマイシン

投与中の患者 において,好 中球 の食食能が充進 した と

報告 している。また,ク リンダマイシンは好中球の殺

菌能 を充進するとの報告 もあ り17),マ ク ロファージ と

同様 に好中球 もカ リニを貧食 し消化するとい う報告19,

とを考え合わせると,こ れ ら抗菌作用以外の作用が今

回の検討 における抗 カリニ作用に関与 している可能性

も考 えられた。また,カ リニはフ ィプロネクチ ンを介

して肺胞上皮 に接着していると考えられているが20),

ク リンダマイシンには細菌のフィプロネクチンへの付

着部位 を減少 させる との報告があり18),カ リニについ

ても同様の作用が働 けば肺胞上皮への付着阻害によリ

カ リニの排除が促進 される可能性も考えられる。

事実,我 々の肺 組織 のHE染 色像における検討で

は,コ ン トロール群 と比較 して,ク リンダマイシン投

与群において,肺 胞腔のカリニ虫体である泡沫状物質

が肺胞上皮か ら離れている傾向が観察 された(未 発

表)。 このことか ら,ク リンダマイシンにカリニー肺

胞上皮間の接着を阻害する何 らかの作用がある可能性

も考 えられた。

我々が別途 に行 った検討では,今 回と同様の治療ス
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ST: sulfamethoxazole/trimethoprim, prim: primaquine,
CLDM: clindamycin.

Fig. 7. Enumeration for inflammatory changes
in the lungs.
Rats were orally administrated with sulfame-
thoxazole/trimethoprim (250mg/50mg/kg/day)
or primaquine (1mg/kg/day) or combined
primaquine (1mg/kg/day) and clindamycin
(20mg/kg/day or 100mg/kg/day respectively)
from 7 to 8 weeks after infection with
Pneumocystis carinii, and then sacrificed.
The inflammation in the lungs was evaluated
using a scoring system for H-E stained sec-
tions. Each point represents the data of
one rat, and the mean and SD for each group
of five or six rats are also shown.

ケジュールと評価法で クリンダマイシン450mg/kg/

day投 与で も単独では抗カリニ作用を示さなかったた

め(未 発表),ク リンダマイシンの直接の殺カ リニ作

用は考えに くく,前 述のオプソニン化の促進,食 細胞

の殺菌能の上昇,組 織への付着阻害等の補助的作用が

主ではないかと推察された。

プリマキンとク リンダマイシンの併用療法 は米国に

おいてはすでにAIDS患 者 に併発 したカリニ肺 炎の

治療 に試験的に用いられてお り,良 好な治療効果 とこ

れによる副作用 出現が 少な いこ とが報告 されて い

る二〇)。本邦 においては抗マラリア薬であるプリマキン

の入手が比較的困難なこともあって,カ リニ肺炎に対

する臨床使用 はほ とん ど行 われ ていないが,今 後

AIDS患 者 とその他 のcompromised hostの 増 加 を

考えるとこの併用療法に対する臨床的検討が急がれる

べきだと考えられる。
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Effectiveness of combined use of primaquine and clindamycin in the treatment of

Pneumocystis carinii pneumonia in a rat model

Tomohiko Ishimine 1), Atsushi Nakamoto 1) Kazuyosi Kawakami 1)

Keizo Kitsukawa 1) and Atsushi Saito 1,2)
1) First Department of Internal Medicine

, Faculty of Medicine, University of the Ryukyus,

207 Uehara, Nishihara-cho, Okinawa 903-01, Japan
2) Research Center of Comprehensive Medicine , Faculty of Medicine, University of the Ryukyus

In the present study, the therapeutic effect of primaquine and clindamycin against
Pneumocystis carinii pneumonia was evaluated using a rat model. Both primaquine and
clindamycin showed no significant effect in reducing the cyst count in the lung when each
drug was administered separately at a dose of 1mg/kg/day and 100mg/kg/day, respectively.
The combined use of these drugs, however, significantly reduced the cyst count and
inflamation in the lung. Furthermore, clindamycin showed a dose-dependent therapeutic effect
when used concomitantly with primaquine. It is estimated that the number of patients
infected with human immunodeficiency virus will increase in the near future in Japan,
necessitating new therapies for P. carinii pneumonia, because of the occasional serious side
effects of sulfamethoxazole/trimethoprim and pentamidine, which are commonly used at
present. The data in this study indicate the effectiveness of the combined use of primaquine
and clindamycin in the treatment of P. carinii pneumonia in an animal model, and indicate
the necessity for clinical trials in Japan.


