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マウスの緑膿菌による腹腔内感染モデルを同菌に対 して作用点の異なるimipenem(IPM)とcefta-

zidime(CAZ)の2つ の β-lactam系 抗菌薬で治療 し,抗 菌薬により誘発されたエン ドトキシン血症

のパターンを検討 した。グラム陰性桿菌(GNR)に 対 し,そ の隔壁形成に関与するpenicillin binding

protein(PBP)3に 比較的親和性の強い抗菌薬は菌体 にフィラメン ト化をきたす。その結果,菌 体の

容積が増大 し,carbapenem系 抗菌薬のように主にPBP2を 阻害する抗菌薬 と比較 して,溶 菌の際に

菌体から放出されるエンドトキシン量が多 くなるというin vitroの検討にもとついた報告がこれまで多

くなされている。 しか し,本 稿におけるin vivoの 成績 は,治 療後早期に高いエンドトキシン血症 を起

こしたのはむしろIPMの 方であった(2時 間値,P<0.05)。 また,我 々のin vitroの 検討結果では,

inoculum sizeが 小 さい系(105CFU/ml)で は形態変化にほとん ど差を認めず,殺 菌速度,遊 離エ ンド

トキシン量 も両薬剤間で差は認められなかった。 しかし,inoculum sizeが 大 きい系(107CFU/ml)で

はIPMは 強力 な殺菌力を維持するが,CAZの 殺菌力は低下する結果が得 られた。 したがって,IPM

の強力な殺菌が短時間に進行するため,抗 菌薬添加後早期では培養液中に遊離 されるエン ドトキシンは

IPMの 方が有意に高い成績が得られた(P<0.05>。 これらから,in vivoで エンドトキシンは常にscave-

ngingを 受け末梢血から除去 されるため,inoculum effectを 受けにくいIPMの 強力な殺菌力が感染菌

量の多い敗血症マウスにおいては一過性のエンドトキシン値の上昇をきたしたと考えられた。以上の成

績から,抗 菌薬に誘発 されるエンドトキシン血症をin vitroの検討から予想する場合においては,scave-

ngingを 考慮するとエンドトキシン遊離速度が最 も重要な指標 となると考えられる。
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βラクタム薬の抗菌力 は各penicillin binding protein(PBP)

に対 す る親 和性 の強 さで特 徴 づ け られ る。 そ して,抗 菌薬 と

菌 種 に よ りそ れ ぞ れ のPBPに 対 す る親 和 性 の順 位 が 異 な

る。 また,こ の抗 菌薬 の作 用点 とな るPBPへ の親和 性 の相

違 に よ り,菌 の特徴 的 な形 態変 化 が生 じるこ とも知 られ て い

る。 グ ラム陰性 桿 菌(GNR)に お いて は,PBP2,PBP3の

それ ぞれ の阻害 に よ り,特 に静菌濃 度 の抗菌薬 で処 理 した際

には前 者 で は菌 の球 形化,後 者 で は菌体 の伸長 化 とい う形 態

的変化 を生 じる1)

こうい った こ とか らin vitroの 系 で は,使 用 す る抗菌 薬 に

よ り菌 の形 態変化 に起 因 す るグラ ム陰性桿 菌 のエ ン ドトキ シ

ン放 出量 に差 が あ るこ とが諸 家 に よ り報告 され て きた2～5)。

著者 らはGNRの 代表 としてPseudomonas aeruginosaを

用 い,本 菌 のPBP2に 親 和性 の高 い抗菌 薬 としてimipenem

(IPM)を,PBP3に 親和 性 の 高 い抗菌 薬 としてceftazidime

(CAZ)を 選 択 し,同 様 の現象 が緑 膿 菌 をマ ウ スの腹 腔 内 に

感染 させ た敗 血症 モ デル の治 療 に際 して も起 こ るか どうか を

検討 した。

I.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

当院の呼吸器検体から得たP.aeruginosa臨 床分離株

か ら,IPMとCAZに 対 して寒 天平板 希釈 法で0.78

μg/mlと 同一 のMICを 示す株(KL56)を 使用 した。

本菌株 をスキムミルク中で一70℃ に保存 し,各 実験毎 に

新 しく溶解 してこれを用いた。

2.抗 菌薬

Imipenem(IPM:萬 有製薬株式会社),ceftazidime

5-hydrate(CAZ:日 本グラクソ)は,そ れぞれ力価 の

わかっている原末を用いた。

3.エ ンドトキシン測定法

合成発色基質法によるエ ンドトキシン測定キッ ト(エ

ンドスペシー:生 化学工業社)を 用いて,希 釈 した培養

液中およびマウスの全血中のエンドトキシン量を測定 し

た。全血の測定 はTriton X(生 化学工業社)に より前

処理を行って得た上清を希釈 して行った6)。

標準エンドトキシンは同社製のEscherichia coli 0111B4
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株のWestphal typeの 標品を用い,こ れとの重量 また

は活性値換算で表した。

4.動 物

ICR系SPFマ ウス,雄,7～8週 齢(日 本SLC)を 用

いた。

5.抗 菌薬誘発エンドトキシン遊離のinvivoに おけ

る検討

Table 1に 示 した。ICR系SPFマ ウスに実験4日 前

にcyclophosphamide 200mg/kgを 腹腔内注射 し,好

中球を減少させ,好 中球による接種菌の貫食殺菌を減弱

させた。実験当日にMueller-Hinton brothで37℃,7

時間の前培養を行った菌をPBSで2回 洗浄してpH7.0

の1/15M燐 酸緩衝生理食塩水(PB-Saline)に 浮遊,

吸光度計 を用いて菌量を調節 し4m1の 菌液 を腹腔内に

注射 した。 この1時 間後,抗 菌薬 をPB-Salineに 溶解

し,さ きに腹腔 内に接種 した菌液中の最終濃度が1/2

MICと なるように調製 して腹腔内に注射 した。 これか

ら3時 間後には,subMICのCAZ投 与群の腹腔内容物

中では菌体 の伸長化が認め られ,IPM治 療群ではこう

いった変化がみられないことを確認 した。この後,腹 腔

内の抗菌薬の最終濃度が4MICと なるように抗菌薬 を

溶解し,こ れを腹腔内に注射 した。この時点を0時 間 と

し,-3,0,2,5時 間における血中エ ンドトキシン濃

度を測定 した。採血 は麻酔後,皮 弁 を腋窩に形成し,上

腕動脈の切断部位から行った。

6.抗 菌薬誘発エンドトキシン遊離のin vitroに おけ

る検討

スキムミルクに保存した菌株をMueller-Hinton Broth

に溶解 して,37℃,振 盟,4時 間の前培養を行った。こ

の100μ1をpH7.0の1/15M燐 酸 緩 衝 液(PBS)で 作 製

したMueller-Hinton Broth培 養液10m1に 添加 してさ

らに,37℃ で振盈培養した。培養開始1時 間後の対数増

殖期早期 と7時 間後の対数増殖期中期に最終濃度が4MIC

の抗菌薬を添加 し,そ の後の生菌数の変化,菌 の形態変

化,エ ンドトキシンの遊離量,菌 体に結合 しているエン

ドトキシンを含めたエンドトキシン総量を測定 した。

この培養液100μ1を1/15MPBSで10倍 希釈して混

和後,た だちにその半量を0.22μm径 のfilter(MIREX-

GV:Millipore Products Division,Bedford)で 濾過

した。濾過検体を培養液中への遊離エン ドトキシン量の

測定に,非 濾過検体は菌体へ結合したものも含めたエン

ドトキシン総量の測定に供 した。

エン ドトキシン総量の測定に際 してはKroppら の方

法3)にもとづ きcathion bridgeで 菌体 に結合 しているエ

ンドトキシンを0.02M EDTA(Sigma Chemical Co.

St,Louis USA)に より室温で30分 間処理 し,遊 離さ

せて測定した。

菌の形態 はsamplingし た培養液をスライ ドガラス上

で風乾,熱 固定 し,グ ラム染色を施 した後,光 顕で観察

した。

II.結 果

1.抗 菌薬誘発エン ドトキシン遊離のin vivoに おけ

る検討(Fig.1)

腹腔内の菌が1/2MICの 抗菌薬 に接触 している一3

時間 と0時 間は,IPM投 与群 とCAZ投 与群の問で血中

を循環 しているエンドトキシン量に差は認められなかっ

た。4MICの 抗菌薬 で治療 した2時 間後の血中エンド

トキシン値はsubMIC量 のCAZ治 療群の腹腔内で菌体

の伸張化が生 じていることを確認 しているにも関わら

ず,IPM治 療群の方が有意に高い末檎血エ ンドトキシ

ン値を呈 した。その後5時 間目の測定 までにはすみやか

に血中濃度が低下 した。CAZ治 療群 の血中エン ドトキ

シン値はこの観察時間の間には有意な上昇を示 さなかっ

た。 また,time courseの0時 間の時点では腹腔内には

フィブリン院が形成されるものが多 く,感 染局所での菌

数の変化 は観察できなかった。

2.In vitroに おける抗菌薬誘発エンドトキシン遊離

量の検討

培養開始1時 間後に菌数が105CFU/mlと なった時点

で4MICの 抗菌薬を加 えた系では,両 抗菌薬 ともほぼ

同等の殺菌速度でP.eruginosaを 速やか に殺菌 した

(Fig.2a)。 この時点ではCAZ処 理菌 にごく軽度の伸

Fig. 1. Antibiotic-induced endotoxemia in a Pseudomo-

nas a,eruginosa sepsis model. 107CFU/body organism
was infected. The solid column represents the
endotoxin level in peripheral blood of imipenem-
treated mice. The hatched column represents that

of ceftazidime-treated mice. Data are means of
three mice.*p<0.05
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Fig. 2. (a) The killing curve of antibiotic-treated Pseudo-
monas aeruginosa. 4 MIC doses of each antibiotic
were added 1h after and 7 h after cultivation.
Open squares, solid circles and open circles repre-
sent control, imipenem (IPM) -supplemented and

ceftazidime (CAZ) -supplemented media, respectively.
(bXcXdXe) show released and total amount of LPS
from antibiotics treated P. aeruginosa. (bXc) and (d)

(e) represent the data, antibiotics supplemented in
1 h and 7 h after cultivation respectively. The solid
column, hatched column and shaded column repre-
sent the endotoxin level of IPM-supplemented,
CAZ-supplemented and control cultivated media,
respectively.

張化があるのみで,遊 離 されたエンドトキシン量には差

を認めなかった(Fig.2b)。 しか し,菌 体 に結合 した

分のエン ドトキシン量ではCAZがIPMよ り増加 して

いた(Fig.2c)。

培養開始7時 間後で菌量が107CFU/mlと なった時点

で同量の抗菌薬を添加 した場合 は,CAZはIPMと 比較

して殺菌速度が著明に低下 した(Fig.2a)。 この結果,

IPM処 理菌で高いエ ン ドトキシ ン遊離が認 められた

(Fig.2d)。 一方CAZ処 理菌 では菌体 の伸張化を生 じ

てお り,菌 体結合分のエンドトキシンはIPMと 比較 し

て著明に増大 していた(Fig.2e)。 しか し,溶 菌量が

IPMよ り少ないため,遊 離 したエ ン ドトキ シン量 は

IPMよ り少なかった(Fig.2d)。

3.殺 菌速度 とエンドトキシン遊離速度の検討

この殺菌速度に差を生 じる条件におけるエン ドトキシ

ンの遊離速度の変化を上述の方法で培養開始7時 間後 に

4MICの 抗菌薬 を添加 し,生 菌数の変化(Fig .3a),

抗菌薬で誘発 されたエンドトキシン遊離量(Fig.3b)

と遊離速 度(Fig.3c)を その後3時 間にわたって経時

的に検討した。

抗菌薬の影響を受けずに増殖を続 けるコン トロールで

はエン ドトキシン遊離速度 は観察時間中は一定であっ

た。IPM添 加群 は,エ ンドトキシン遊離速度が最初 の

1時 間で もっ とも速 く.後 になるほ ど低下 した。CAZ

添加群では,エ ンドトキシン遊離速度は2時 間から3時

間の1時 間において他 より高い値を示した。
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Fig. 3. (a) The killing curve of antibiotic-treated Pseu-
domonas aeruginosa. Open squares, solid circles
and open circles represent control, imipenem (IPM)
-supplemented and ceftazidime (CAZ)-suppleme-

nted media, respectively. (b) Chronological change
in antibiotic-induced endotoxin release into broth
media from P. aeruginosa. The solid column, ha-
tched column and shaded column represent the
endotoxin level of IPM-supplemented CAZ-supple-
mented and control media, respectively. (c) Differe-

nce in velocity of endotoxin release after addition
of antibiotics. The solid column, hatched column
and shaded column represent the endotoxin level
of IPM-supplemented CAZ-supplemented and control

cultivated media, respectively. Both antibiotics were
added 7h after cultivation. Data are means of
three mice.

菌の形態変化 はCAZ添 加群で著しい伸張化をきたし

たが,IPM添 加群では伸張化は認められなかった。

III.考 察

感染症の病態を形成する因子は一つは菌の産生する毒

素による組織あるいは機能の障害,も う一つは菌体その

ものあるいは毒素に対する生体側の炎症反応や免疫応答

の大きく二つからなると考 えられる。

また,GNRに よる感染症に際 して,治 療のための抗

菌薬投与 により溶菌が起 こった際にエンドトキシン遊離

が生 じることはこれまでに知 られてお り,こ れに起因し

て生 じる可能性のあるエン ドトキシンショックに関 して

は,以 前から危惧され検討がなされてきた7鋤。

これまで,carbapenem系 抗菌薬 であるIPMと その

他のβ-lactam系 抗菌薬 によるGNRか らの抗菌薬誘発

エンドトキシン遊離 に関する基礎的検討は,菌 のin拡

troに お ける抗菌薬処理を中心 になされて きた2～5)。そ

の際,PBP3に 親和性の強い抗菌薬がGNRに 作用する

と菌体の伸張化による容積の増大が認められ,結 果 とし

てエン ドトキシン遊離量がPBP2に 作用の中心をお く

抗菌薬 と比較 して増加すると報告されている。また,単

球系細胞にエンドトキシンを含む培養濾液を加え,遊 離

エン ドトキシンによるTNF産 生を検討 した報告でも,

菌体を伸張化させる抗菌薬でTNFの 放出量が多いとす

る報告 もなされている4)。

今回著者 らが検討 した緑膿菌 もこれ らの報告の中で,

CAZは 隔壁形成 に関与 しているPBP3に 親和性が高

く,IPMはPBP2に 親和性が高い抗菌薬 として検討 さ

れてきた尉。 しかし本稿におけるin vivoで の検討では,

sub-MICの 抗菌薬の前投与で感染局所の菌 を伸張化さ

せて行ったにもかかわらず,こ れまでのin vitroに おけ

る検討の報告から予想 された結果 とは逆に,IPM治 療

を施 したマウスの群において治療後早期 に有意に高い血

中エンドトキシン値を示 した。しか し,こ の差は感染菌

量が多い実験系では認められたが,105CFUで 行った予

備検討では差 を認めなかった。

こうした差 を生 じる原因の一つ は,IPMは 他の β-

1actam系 抗菌薬 と異なり,minimal bactericidal conce-

ntration(MBC)のinoculumeffectに よる変化が小 さ

いこと10)があげられ るであろう。また,西 野 らはin毎

troに おける検討で,対 数増殖期後期で はPBP-2に 親

和性の高いcarbapenem系 薬のpanipenemと 比較 して
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PBP3に 親和性の高いその他の β-lactam薬 の殺菌速度

が より低下す ることを報告 しており11),inoculum size

と菌の増殖速度 という二つの因子の影糖が両系薬で異な

ることがその原因 と考えられた。

そこで,こ のin vivoの 結果 とこれまでのin vitroの

検討報告 との解離を再びin vitroに おいて検討したわけ

である。

我々が抗菌薬で処理後1時 間の殺菌量 とエンドトキシ

ン遊離量を併せてin漉mで 検討 した結果では,CAZの

場合 は菌数に比較 して十分量の抗菌薬が存在す る状態

(105CFU/ml)で は,菌 体の強い形態変化 は生ぜずに溶

菌 し,エ ン ドトキシン遊離量にIPMと の閥で差は生 じ

ない。 しか し,こ れ より菌数が102程 度増加 した場合

は,CAZで 処理 した菌体 は溶菌が遅れ菌体が伸長化 し

ていた。エン ドトキシンの遊離量は同量の抗菌薬による

処理で も溶菌の進行するIPMで 高かった。 ここでCAZ

の場合に十分量の抗菌薬が存在することは,も っとも親

和性の高いPBP以 外へも順次抗菌薬が結合することに

より,溶 菌 に関与す るPBPlA,1B,71)等 へ の結合

が生じやすいことによると考えられた。

以上の結果からも著者らは,こ れまでの諸家のinvi-

troの検討 と感染菌量の多い著者らのin vivoの 検討結

果に差が生じた原因 として第一にinoculum sizeに よる

MBCの 変化がIPMで は他の β-lactam薬 と比較 して

小さいという特徴10)を考える。

原因のもう一つは,in vivoで は末梢血のエン ドトキ

シンは肝臓等で常にscavengingさ れている12～15}ことが

in vitroの検討条件 とは異なることが挙げられる。好中

球 も生体 における末梢のscavenging機 構の一つに含 ま

れるという考 えもあるが16),著 者 らのin vivoモ デルに

おいては好中球 を減少させているもののエンドトキシン

のscavengingが 行われていることは結果(Fig.1)に

現れている。 したがって,in vivoモ デルにおいて抗菌

薬誘発エン ドトキシン血症が観察されるのは,感 染部位

よりの単位時間あた りのエン ドトキシン遊離量が,生 体

のscavenging量 を上回る時に血中で測定されることに

なり,生 体内で測定 される血中エンドトキシン値はエン

ドトキシン遊離速度 と生体側のscavenging速 度 との差

により規定されると考 えられる。一方,in vitroで の抗

菌薬誘発エンドトキシン遊離の検討では,in vivOと 異

なりエンドトキシンのscavengingが 起 こらない。すな

わち,培 養液中で測定 しているエンドトキシン量は,放

出された単位時間あたりのエンドトキシン量の積算値を

示していることになる(Fig.3b)。

これまでの諸家の報告では,用 いられた抗菌薬濃度は

Jackson3,ら は両抗菌薬 に対 して0,5～2MICあ るいは

IPMを100MICに 対 してCAZを50MIC,ま たDoffe-

rhoff4)ら はIPMを80～800MICに 対 してCAZ量 は40

～400MIC4),さ らに松田5)らはIPMを0 .32～2MICに

対 してCAZ量 は1～62.6MICな ど様々である。抗菌薬

との接触時間は2時 間から24時 聞で,in vitroの エンド

トキシンの積算値のみを指標 としている。 また,接 種菌

量 は104か ら106CFU/m1前 後の範囲でのみ検討がなさ

れている。そして,エ ンドトキシン遊離量の差異の原因

は主に菌の形態変化の差に帰結 している。

以上の実験系では,両 抗菌薬の特徴により生体内に到

達 し得る抗菌薬濃度 と感染菌量 と感染菌のMICの 組み

合わせにより,生 じ得る可能性のある短時聞殺菌能の差

が表出されない場合 もあること。また,in vitroに おけ

る遊離エン ドトシキンの積算値のみに注 目した場合は,

生体内では血中エンドトキシン値 として表現 されるであ

ろうその遊離速度が考慮されないもの と考えられた。

以上より,こ れ までのin vitroの検討方法で得られた

結果は,実 際の臨床において治療に用いられる際の結果

とは必ず しも一致 しない と考えられた。

また,著 者 らがin vivoで の検討に用いた腹腔感染に

よる敗血症モデルは,臨 床的には腹部の術後感染,下 部

消化管穿孔をはじめとして,腹 部に感染巣を有する敗血

症に相当すると考えられ,臨 床的にも本検討と同様の現

象が観察される可能性が存在すると考える。

今回著者 らが検討 した両モデルにおいては,CAZ処

理菌 は条件 により菌体伸張化に伴 う容積増大 をきたし,

このような菌から放出されるエンドトキシンの積算量は

伸張化 していない菌が保有 していた紹エン ドトキシン量

よりも増加することは充分理解できる。 しかし,エ ンド

トキシンの敗血症性ショックにおるけ役割についてはま

だ未解明な点 も多 く1η,エ ンドトキシン血症パターンの

差が生体に与 える影響は今後 さらに検討されなければな

らない。
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Antibiotic-induced endotoxin release from Pseudomonas aeruginosa
-effects of imipenem and ceftazidime-

Takayuki Miyara, Tomohiko Ishimine and Athshi Saito

First Department of Internal Medicine, University of the Ryukyus, Okinawa, Japan

Pseudomonas aeruginosa-infected septic mice were experimentally treated with imipenem(IPM) and
ceftazidime(CAZ) , and differences in the pattern of antibiotic-induced endotoxemia. The inhibition
of PBP 2 in the gram-negative bachilli results in the formation of spherical cells, whereas that of
PBP 3 leads to the formation of filaments. Based on these findings , many in vitro investigations
on antibiotic-induced endotoxin release using IPM and other beta-lactams have been reported In
those studies it was reported that the amount of endotoxin released from IPM-treated bacteria
was less than that from bacteria treated with other beta-lactams, because of an increase in cell
volume in the former cause. However in vivo results were in contrast to those predicted by the

previous in vitro studies, as after treatment, significant elevation of peripheral blood endotoxin
was noted in IPM-treated mice(p<0.05). Our succeeding in vitro study clarified that at a small
inoculum size, there was no difference between the two agents in endotoxin released. Nor was
there any significant difference in morphological change or bactericidal activity. Whereas IPM had
strong bactericidal effects even at a large inoculum size(107CFU/ml), but CAZ failed to show
increased bacterial killing with increases in inoculum size. The rapid killing activity of IPM
caused a high velocity release of endotoxin(p<0.05). And in vivo, endotoxin is continuously
scavenged and removed from peripheral blood. Therfore this strong bactericidal activity of IPM,
independent of inoculum size, was responsible for the transient elevation of endotoxin level in the

peripheral blood of septic mice infected with a large inoculum size and treated with IPM. This
study suggests that to evaluate antibiotic-induced endotoxemia, the velocity of endotoxin released
should be considered an essential index.


