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Azithromyclnの 感 染 組 織 へ の 移 行

― オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ る 検 討 ―
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Azithromycin(AZM)の 感染組織への移行性ならびに移行様式を明らかにするため,局 所感染

モデルマウスを用い,感 染部位 オー トラジオグラフィーならびにミクロオー トラジオグラフ

ィーにより,感 染巣周辺の本薬の分布および炎症細胞への移行性について検討 した。

[14C]AZM20mg/kgを 経口投与 した後24時 間の感染部位オー トラジオグラフィーでは感染組

織の放射能濃度は非感染組織 よりはるかに高 く,AZMが 感染組織 に高濃度 に局在することが

示 された。投与後72時 間で も感染組織内濃度 は周囲の組織内濃度 より高かった。

また[3H]AZM20mg/kgを 経口投与 した後24時 間の感染部位 の ミクロオー トラジオグラフ

ィーにおいて も[3H]AZMの 存在 を示す銀粒子は好中球等の食細胞が局在す る部位に高密度に

認められた。

これ らのことか ら,AZMは 感染組織へ選択的 に高濃度に分布 し,そ の移行には食細胞 によ

る輸送,い わゆるphagocyte deliveryが 関与 していることが示唆された。
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Azithromycin(AZM)は 米国ファイザー社で開発された

15員 環を有す る新規マクロライ ド系抗生物質である。

Girard A Eら はマウス,ラ ッ トお よびイヌにAZMお

よびerythromycin(EM)を 経口投与 した時の体 内動態の

成績から,AZMはEMに 比べて血漿中濃度半減期が長 く,

良好 な組織移行性 を示すことを報告 している1)。また各

種感染モデル動物 を用いたAZM投 与 による治療試験 に

おいても優れた治療効果が得 られてお り,同 時に行った

感染組織内濃度測定試験の成績等 より本薬の感染組織へ

の移行は非感染組織 より優 れていることが示 されてい

る2～4。

一方 ,Wildfeuer Aら はAZMをin vitroで食細胞 とイン

キュベー トするとAZMは 食細胞中に高濃度に取 り込 ま

れることを報告 している5)。

これ らの ことか ら,AZMは 感染部位へ食細胞により

移送 されている可能性が示唆される。

そこで今回著者 らは,in vivoにおけるAZMの 感染部位

の分布 をオー トラジオグラフィーにより検討 し,さ らに

細胞 レベルの分布 について ミクロオー トラジオグラフ

イー によ り検 討 した。

I.実 験材 料 お よび 方法

1.標 識薬物

[3H]ま た は[14C]AZMは3Hま た は14C-ホ ル ム アルデ ヒ

ド(NEN)に よ り,デ ス メチ ル アジ ス ロマ イシ ンの9a-ア

ミ ノ基 を3Hま たは14C-メ チ ル化 す る こ とに よ り合 成 し

た。 すなわ ち,デ ス メチ ルア ジス ロマ イシ ンをテ トラヒ

ドロフラ ンに溶 解 し,こ れ に3Hま た は14C-ホ ル ムアルデ

ヒ ドお よびギ酸 を加 えア ル ゴ ン ガス下,80℃ で18時 間

撹拌 反応 させ た。反 応後得 られ た粗 精製物 は,薄 層 クロ

マ トグ ラフ ィー(エ ー テ ル:エ タ ノール:ア ンモ ニア=

85:15:2)で 精 製 し,[3H]ま た は[14C]AZMを 得 た。標識

AZMの 構 造 式 をFig.1に 示 した。 比 放射 能 は[14C]AZM

0.92MBq/mg(24.8μCi/mg) ,[3H]AZM13.2MBq/mg(357

μCi/mg)で あ り,3種 の 薄層 クロマ トグラフ ィー(ク ロロ

ホル ム:ヘ キサ ン:ジ エ チ ルア ミン:ト リエチ ルアミン

=15:15:2:2
,酢 酸 エ チ ル:ヘ キサ ン:ジ エ チル ア ミン

=15:15:2
,ジ エ チ ル エー テ ル:メ タノール:ア ンモニ

ア=85:15:2)に よ る放 射 化 学 的純 度 は いず れ も98%以
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上 で あ った。 経 口投 与 に際 して は非 標 識AZMで 適 宜 希

釈 し放 射 能 を調 製 して,0.05Mク エ ン酸緩 衝液(pH5.3)

に溶 解 した。

2.実 験 動物

ICR系SPFの 雄 性 マ ウス(4週 齢)を 日本エ スエ ル シー株

式 会 社 よ り購 入 し,実 験 に用 い た。 水 お よび 固形 飼料

(CE2,日 本 ク レア)は 自由 に摂取 させ た。

感染 モ デ ルマ ウス はGirardDら のの方 法 に準 じて作 製

した。 エー テル麻酔 下,マ ウス の背 部皮 膚 を切 開 し,皮

下 に 菌 液(Staphylococcus aureusATCC25923,3×

106CFU/disc/mouse)を しみ 込 ませ たペ ーパ ー デ ィス ク

(thick,φ8mm)を 埋 め込 み,皮 膚 縫合 を行 った。術 後,5

日後 に薬剤 の投 与 を行 っ た。

3.感 染部位 オ ー トラジ オグ ラフ ィー

感染5日 後 のマ ウス に[14C]AZM20mg/kgを 胃 ゾ ンデ

を用 いて経 口投 与 した。 投 与後2,6,24お よ び72時 間

にエ ーテ ル麻 酔 死 させ,CMCで 包 埋 し ドラ イ ア イス ー

アセ トン中で凍結 した。 ミクロ トーム(Leitz1300)を 用

い厚 さ30μmの 切 片 を作 製 し,イ メー ジ ングプ レー ト(20

×40cm,富 士 写 真 フ イル ム)と3日 間密 着 露 出後,バ イ

オ イメー ジ ン グア ナ ライザ ー シス テ ム(BAS2000H,

富 士 写真 フ イル ム)を 用 い て潜 像 を読 み取 り(Gradation

1024,Resolution100,Sensitivity10000,Latitude4),

オ ー トラジ オグ ラム を得 た。 また,感 染1ヵ 月 後,埋 め

込 んだデ ィス クがマ ウス の背部 挿入部 よ り排 除 され,感

染部位 が 治癒 した状 態 の マ ウス に[14C]AZMを 投 与 し,

投 与後24時 間 の オー トラジ オ グラム を同様 に して得 た。

なお,感 染部位 の オー トラ ジオ グラム は画像 処理 によ り

32色 の疑似 カラーで表示 し,4倍 に拡 大 して 出力 した。

4.ミ クロオ ー トラジ オグラ フ ィー

感染5日 後 のマ ウス に[3H]AZM20mg/kgを 胃 ゾ ンデを

用 い て経 口投 与 した。投 与 後24時 間 にエ ーテ ル麻 酔 死

させ,デ ィス クを含 む感 染部位 周 囲の組織 を摘 出 して直

ちに整 形 し,O.C.T,compound(TISSUE-TEK Miles Inc,)

を用 い,ド ライア イス ー アセ トン中で凍結 包埋 した。凍

結 包,埋 試 料 を-20℃ の ク リ オ ス タ ッ ト(CRYOCUT

1800,Leica)内 で,厚 さ4μmに 薄 切 し,Stumpfら の

Thaw mount法6)に 準 じて,ミ ク ロオ ー トラ ジ オ グ ラ フ

ィー用 乳剤(NTB-3,Kodak)を 予 め 塗布 した ス ラ イ ドグ

ラ ス 上 に切 片 を と り,す ば や く密 着 させ 乾 燥 した。

-80℃ で2週 間の露 出後
,現 像(Dectol,Kodak),定 着(コ

ニ フ ィクス,コ ニ カ)処 理 した後,ヘ マ トキ シ リ ン ・エ

オジ ン染色 を施 して ミクロオー トラジ オグ ラムを作 製 し

た。

また,組 織 の鏡検 に用 い るため,同 じ試料 か ら薄切 し

た切片 を乳剤 未塗 布の ス ライ ドグラス上 に と り,同 様 に

染色 し組織観 察用 の標本 を作製 した。 なお,写 真 はデ ィ

スク を含 む筋 肉側 の部分 を 目的 に応 じて,ミ クロオー ト

ラジ オ グラム は200倍,組 織観 察 用標 本 は100倍 と し,

細 胞 の確認 のため さらに組 織観 察用標 本 を400倍 で 撮影

した。

II.実 験 結 果

1,感 染 部位 オ ー トラジオ グラフ ィー

S.aureusATCC25923を しみ込 ませ たペ ーパ ー デ ィス

ク をマ ウス の背 部 皮 下 に埋 め込 ん だ後,5日 後 に[14C]

AZM20mg/kgを 経 口投 与 した と きの ペーパ ー デ ィス ク

周辺 組織 の オー トラジオ グラム をFig.2に 示 した。

投 与後2時 間の ペーパ ー デ イスク周辺 組織 の放射 能分

布 は,他 の皮下組 織 と同程度 の濃度 分布で あ ったが,投

与 後6時 間で はペ ーパ ーデ ィス ク周辺 の組織 が そ の外側

の組織 よ り明 らか に高 い濃度 を示 した。投 与 後24時 間

で は さ らにペ ーパ ー デ ィス ク周 辺 組 織 の濃 度 は高 くな

Fig. 1. Structure of azithromycin.

*denotes position of tritium or carbon-14 label
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り,高 濃度 を示す組織の中央部は局所的に更 に高濃度に

達 しているこ とが確認 された。投与後72時 間で もペー

パーディスク周辺の濃度は他の皮下組織 と比べ明 らかに

高 く[14C]AZMが 感染組織 に維持 されている ことが示 さ

れた。

一方
,感 染治癒後のマウスに[14C]AZMを 経 口投与 し

たときの投与後24時 間の皮下組織 には,投 与後同時間

の感染マウスでみられたような放射能の分布は認め られ

なかった。

2.ミ クロオー トラジオグラフィー

前述 と同様にペーパーデ ィスクをマウスの皮下 に埋め

込んだ後,5日 後に[3H]AZM 20mg/kgを 経 口投与 し,投

与後24時 間にペーパーデ ィスクの周辺組織 を摘 出 し得

られた組織標本の鏡検写真および ミクロオー トラジオグ

ラムをFig.3に 示 した。

組織標本の鏡検か ら,ペ ーパーデ ィスク周辺に肉芽組

織の形成ならびに好 中球,マ クロファージおよび線維芽

細胞等の炎症性細胞の浸潤が観察 され,S.aureusに よる

感染巣の形成が確認 された。特に好中球がペーパーディ

スクの周囲に高密度 に認められ,層 状に分布 していた。

ミクロオー トラジオグラムでは,放 射能の分布を示す

銀粒子がペーパーディスクの周辺組織のほぼ全体 に認め

られたが,上 述の好中球が高密度に分布する層では特に

多 くの銀粒子が分布 し,よ り外側の組織 では少な くなる

傾向にあった。 この様に銀粒 子が高密度に分布する部位

と炎症性細胞の局在する部位はほぼ一致 した。

III.考 察

今 回,S.aureusに よる感染巣 を成立 させたマ ウスに

[14C]AZMを 投与 した場合,感 染巣周囲に極めて高い濃

度のAZMが 局在 していることが確 認 され,AZMが 高濃

度を示す部位には好中球等の食細胞が高密度 に存在 して

いることが明らかになった。 さらに,[2H]AZMを 用い

た ミクロオー トラジオグラフィーにより,こ れらの食細

胞がAZMを 保持 していることが示唆 された。

Wildfeuer Aら はin vitroでAZMを ヒ トマクロファージ

又は好中球 とインキュベー トした場合,こ れらの食細胞

2h 6h

24h 72h

Recovery/24h

Fig. 2. Autoradiograms of infected sites showing the distribution of radioacti
vity after oraladminist

ration of [14C] azithromycin (20mg/kg) to mice
, 5 days post-implantationof Staph

ylococcus aureus impregnated disc. (•~4)
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中へAZMが 高濃 度 に取 り込 まれ るこ とを報告 してい

る5)。

また,Retsema J Aら はマ ウスの大腿部 にS.aureusを

注入 して感染巣 を成立 させ,AZMを 投 与 した場合,投

与後145時 間の感染巣組織内のAZM濃 度は非感染組織内

濃度の20倍 高いこ とを報告 している2)。

今回の試験成績な らびにWildfeuer Aら およびRetsema

JAら の報告 と考 え合わせる と感染組織 に高濃度にAZM

が局在 す る現 象 は化学 遊走 に よ り集積 す る食細 胞 に

AZMが 取 り込 まれ感染局所に移送 されるいわゆるphago-

cyte deliveryに より説明される ものと考えられる。

AZMは 感染モデル動物 を用いた治療試験 において,in

vitroの抗菌活性 の指標であるMIC値 か ら 予想 される以上

に優 れた効 果が得 られてい る3)。この ようにAZMがin

vivoの治療試験でin vitroのMICの 成績か ら 予想 される以

上 に好成績 を示す のは,今 回の実験結 果 が示 す様 に

AZMは 感 染局所 に選択的に食細胞 によ り高濃度 に送達

され,こ れ らの食細胞の貧食殺菌作用 とあいまって,更

に強い抗菌活性 を示すためと考えられる。

A

B

Fig. 3. Photomicrograph and micro-autoradiogram of infection site in a mouse at 24 h after oral administration
of [3H] azithromycin (20mg/kg), 5 days post-implantation of Staphylococcus aureus impregnated disc.

A: Photomicrograph clearly shows distribution of phagocytic cells (neutrophils, macrophages) and fibroblasts.
B: Micro-autoradiogram shows more distribution of silver grains over phagocytic cells.
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Penetration of azithromycin in a murine bacterial infection model

•\Autoradiographic study•\
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The distribution of azithromycin (AZM) in the infection site, following an oral dose of 20 mg/kg, was

studied in mice with localized Staphylococcus aureus infections.

1. Autoradiograms of [14C] AZM showed that the radioactivity was well distributed to infection sites,

and that the degree of radioactivity in the infection site was higher than in non-infected regions,

suggesting that AZM was selectively distributed to infection sites.

2. Micro-autoradiograms of [3H] AZM showed that radioactive silver grains were presented with

phagocytic cells in granulation tissues, such as neutrophils and macrophages, suggesting that AZM in vivo
had apparently penetrated into phagocytic cells.


