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ラ ッ ト侵 襲 性 肺 ア スペ ルギ ル ス症 モ デ ル を川 い たitraconazole予 防 内服 投 与の 評 価
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イ トラ コ ナ ゾー ル(ITCZ)の 深 在性 真 菌 症 に 対 す る 発症 予防 目的 の 内 服 投 与の効 果 を,ラ ッ ト侵 襲性

肺 ア スペ ル ギ ル ス症(IPA)モ デ ル を 用 い て 検 討 した 。 低 蛋 白 食 と ス テ ロ イ トで 免 疫 抑 制 状 態 に した ラ

ッ トに,Aspergillus fumigatus分 生 子を経 気 管 的 に 感 染 させ,IPAモ デ ル を 性 成 した。 同 モ デ ル に 対

して,ITCZ無 投 与の コ ン トロー ル群,感 染7日 前 よ り感 染 後7日 目 までITCZを 経 口 投 与 した 予防投

与群,感 染 直 後 よ り感 染 後7日 目 までITCZを 投 与 した感 染 後投 与群 の3群(各 群n=5)を 設 定 した。

感 染 後28日 目 まで の 生 存 事 の 検 討 で は,コ ン トロー ル群 で は0%,80mg/kg/日 感 染 後投 与群 で は20

%で あ っ た の に対 し,40mg/kg/日 予防 投 与群 で は60%で あ っ た 。 菌接 種24時 間 後 にお け るA.fumi-

gatusの 肺 内 生 菌 数 の 検 討 で は,コ ン トロ ー ル群 お よび40,80mg/kg/日 感 染 後 投 与群 で は,い ず れ も

4.00log10CFU/g以 上 で あ っ た の に 対 し,40mg/kg/日 予防投 与群 で は2.64±0.23log10CFU/gと,他

群 に比 べ 有 意 に 生 菌 数 が 少 な か っ た(p<0.02)。 感 染5日 後 の 肺 病 理 組 織 所 見 で は,40mg/kg/日 の 同

一投 与 量 に お い て
,感 染 後 投 与群 で はA.fumigatus菌 糸 の 組 織 侵 襲 性 の 増 殖 が 認 め られ た の に 対 し,

予 防投 与群 で は 菌糸 の 増 殖 所 見 は 認 め なか っ た.以 上の 結 果 よ り,ITCZの 予防 内 服 投 与に よ っ て,A.

fumigafus分 生 子が 下気 道 へ 侵 入 し た き わ め て 初 期 の 段 階 に お い て そ の 増 殖 が抑 制 され,IPAの 発 症 も

抑 制 され て い る こ とが 示 唆 さ れ た。ITCZ予 防 内 服 投 与 は,免 疫 不 全 状 態 の 患 者 に お け るIPAの 発 症 予

防 に 有効 で あ る と思 わ れ た 。
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免 疫抑 制 状態 の 患 者 にお け る深 在性 真 菌症 の発症 予防 は,

きわめて 重要 な課 題で ある。

侵 襲 性 肺 ア ス ペ ル ギ ル ス 症(invasive pulmonary

aspergillosis,以 下IPA)の 発症 予防法 と して,high-effi-

ciency particulate air(HEPA)filtlationな どのエ アフ ィ

ル ター を用 い た空気 中 のア スペ ルギ ル ス分生 子の除 去が 有効

とされて い るが,ラ ンニ ング コス トが高 くつ く点や 患 者の行

動 範 囲が制 限 され る点,鼻 腔 な どの 気道 内に 定着 して いる ア

スペ ルギ ル スに対 して 無効 であ る な どの 問題点 が指摘 されて

い る1)。臓 器移 植 が盛 ん で あ り,AIDS患 者 も多 い欧 米 にお

いて は,IPAを 含 め た深 在性 真菌 症 の発 症 予防 に,抗 真 菌

薬 の 予防投 与が 種 々検 討 されて い る。 ア ムホ テ リ シ ンB製

剤 の少 量投 与やエ ア ロゾ ル吸入,フ ル シ トシ ン経 口投 与 との

併 用 が 効 で あ っ た との 報 告 もみ られ る2～4)。しか し,比 較

試験 にお い て,ア ム ホ テ リ シンB製 剤の 少 量 予防投 与群 と

プ ラセボ 群 との 間 にIPAの 発 症 頻 度が 大差 なか った とす る

報 告 もみ られ5),長 期 に わ た る予 防投 与にお いて は,容 認性

や 副作 用 の 問題 か ら,ア ム ホテ リ シンBよ りもア ゾー ル系

抗 真 菌薬の 応用 が期 待 され る。

Triazole系 抗 真 菌薬で あ るitraconazole(以 下ITCZ)は

他 のazole系 抗 真 菌薬 に比ベ アスペ ルギ ルス属 に対 して優 れ

た抗 菌力 を 有 してお り,本 邦にお いて も1993年 以降臨 床応

川 され てい る.肺 な どの 組織 移 行性 に も優 れ6),比 較的 副作

用 も少 ない こ とも知 られて い る7)。今回,我 々はITCZの 予

防投 与に よるIPAの 発 症 予防効 果 につ い て,ラ ッ トのIPA

モ デル を用い て検討 を行 ったの で報 告す る。

I.材 料 と 方 法

1.ラ ッ トIPAモ デ ルの 作 成

ラ ッ トのIPAモ デ ルの 作 成 は,Nikiら8)の 報 告 を 参

考 に して 行 った 。SDラ ッ ト(6週 齢,雄)を,8%低

蛋 白 食(オ リエ ン タ ル 酵 母 工 業)と 塩 酸 テ トラ サ イ ク

リ ン(日 本 レ ダ リー 社)250mg/800mlを 含 有 させ た

飲 水 に て 飼 育 を 開 始 し た 。 同 時 に,酢 酸 コ ル チ ゾ ン

(和 光 純 薬)を130mg/kg/日 の 用 量 で 週3日 皮 下注 射

を 行 っ た 。 肺 ア ス ペ ル ギ ロ ー マ 患 者 の 喀 痰 よ り分 離 し

た,当 科 保 存 のAspergillus fumigatus臨 床 分 離 株

MF-13(ITCZの 最 小 発 育 阻 止濃 度:MIC=0.25μg

/ml)を サ プ ロ ー デ キ ス トロ ー ス 寒 天 培 地 上 にて30

℃,7日 間培 養 し,そ の コ ロ ニ ー よ り0.02% Tween

80含 有 滅 菌 生 理 食 塩 水 に て 分 生 子 を採 取 し,菌 液 を作

成 した。

感 染 は,前 述 の 方 法 で 飼 育 を 開 始 して8日 目の ラ ッ
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トをエ ンフルラン(ア ボ ット社)に て全身麻酔 し,頸

部切開にて気管 を露出させ,接 種菌量が1匹 あた り1

×105個 となるように調整した菌液0.1mlを,ツ ベル

クリン用注射針にて気管内に注入して行った。酢酸コ

ルチゾンの投与は感染後1週 用目まで行い,低 蛋白食

とテ トラサイクリン水の投与は感染後28田1ま で行っ

た。その後,生 存個体については,通 常食,通 常飲水

にて感染3か 月目まで飼育観察した。

2.ITCZ内 服液の調整と投与

ヤ ンセン協和社 より研究用に供与 されたITCZ原 末

19を,propyleneglyco110mlと6N濃 塩酸0.95ml

(いずれ も和光純薬)に て溶解 し,hydroxypropyl-β

-cyclodextrin(日 本食品加工)60gを 蒸留水にて溶解

した もの と混和 し,総 量100mlと なるようにして,

ITCZ内 服液の原液(ITCZ10mg/ml)を 調整した。こ

の原液を,原 液 よりITCZを 除いたものを希釈液 とし

て,1回 投与量が1mlと なるように用時希釈 して,胃

ゾンデを用いてラットに1日1回 経口投与 した。なお,

対照液としてITCZを 含まない希釈液を用いた。

3.ITCZ予 防投与効果の検討

ラットは菌接種1週 間前より対照液のみをあたえる

群 をコン トロール群,菌 接種時まで対照液を投与 し菌

接種後 よりITCZ溶 液を投与する群を感染後投与群,

および菌接種1週 間前 よりITCZ溶 液を投与する群を

予防投与群 とし,各 群に対してITCZ溶 液および対照

液は菌接種後1週 間目まで投与 した。予防投与群への

投与量の設定のため,前 述の感染モデルに対 し,菌 接

種当日よりITCZ10,20お よび40mg/kg1日,8日 間連

続投与による治療実験 を施行 した。その結果 と,Van

Cauterenら9)の ラットに対する亜急性毒性試験の結果

を参考とし,生 存率の比較試験では感染後投与群は40,

80mg1kg1日 の2群 を設定し,予 防投与群については,

感染後投与群の各々半量である20,40mglkg1日 の2群

を設定した。対照群も含めた5群(各 群n=5)に つい

ては,Kaplan-Mayer法 による生存率の比較検討を行

った。

4.予 防投与時のITCZ血 中および肺組織内濃度

6週 齢,雄 のSDラ ットを前述の低蛋白食,酢 酸 コ

ルチゾン処置にて飼育し,同 時にITCZ40mg/kg/日 を

連 日7日 間,経 口投与した。その後,投 与開始24時

間後および3,5,7日 目の時点(測 定検体はいずれも前

日投与から24時 間経過 した時点で採取)で,3匹 ずつ

エ ンフルラン麻酔下に下大静脈 よりヘパ リン加採血 し,

血漿を分離 した。採血後,生 理食塩水10mlを 右心室

より注入 して肺 に潅流させた後,た だちに肺を摘出し

た。前述の血漿および肺組織のITCZ濃 度をHPLC法

にて測定した。また,80mg/kg/日 投与開始24時 間後

のラット血中および肺組織内ITCZ濃 度も測定 した。

5.肺 内生菌量の測定と肺組織所見の検討

コントロール群,40,80mg/kg/日 感染後投 与群,40

mglkg1日 予防投与群の4群 のラ ットについて,感 染後

24時 間と5日 後の2点 で,各3匹 ずつエ ンフルラン麻

酔 下に脱血,前 述の方法で滅菌生理食塩水潅流の後,た

だちに肺を摘出 した。摘出肺の一部はPAS染 色にて組

織所見を検討した。残 りの肺の重量を測定し,重 量の4

倍量の滅菌生理食塩水とともにホモ ジナイズし,滅 菌生

理食塩水による10倍 希釈にて105希 釈 まで行い,肺 内

生菌数の測定を行った。各希釈検体100μlず つをサブ

ロー ・デキス トロース寒犬培地に塗布 し30℃,3日 閥

培養後,A.fumigatusのcolony forming unit(CFU)

を測定し,肺1gあ た りのA.fumigatus生 菌数を算出

した。結果については,student t検 定にて統計学的な

比較検討を行った。

II.結 果

1,治 療実験 と予防投与の用 量設定

予防投与の用 量を設定する月的で行った治療実験で

は,Fig.1の ごとき結果を得た。40mg/kg/日 投 与群に

おいても最終観察時の生存率が20%と 低かったため,

十分な治療効果を得るためには,そ れ以上の投与量が必

要と思われた。

2。 生存率の検討

各群の生存曲線をFig.2に 示す。コン トロール群は

感染8日 見に全例死亡した。感染後投与 と予防投与の

各群は,コ ントロール群に比べ,有 意に生存期間の廷長

が認 め られ た。感 染後投 与群 では,40お よび80

mg/kg/日 の両投与量群とも感染後20日 目までに80%

が死亡 したのに対 し,予 防投与群では用量依存性に生存

期間の延長を認めた。感染後28日 目での生存率は,感

染後投与群では,40お よび80mg/kg1日 の両投与量群

Aspergillus fumigatus : MF-13 1 •~ 105 conidia/rat

transtracheal inoculation

ITCZ: itraconazole

Fig. 1. Survival rates of rats with IPA
, infected transtra-

cheally with 1 •~ 105 conidia/body
, in comparison to no

treatment control (•~- •~) and oral itraconazole

treatment with 10 mg/kg/day ( •¢-—•¢ )
, 20

mg/kg/day (•› - •›), and 40mg/kg/day (• -• )
.
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Fig. 2. Survival rates of rats with IPA, incomparison to no treatment

control(×-×)and oral itraconazole postinfbctious treatment

with 40 mg/kg/day(△-△),and 80mg/kg/day(○-○),pro-

phylactic treatment with 20mg/kg/day(□-□),and with 40

mg/kg/day(●-●).

と も20%で あ る が,予 防 投 与 群 で は,20mg/kg/日 群

で40%,40mg/kg/日 群 で60%で あ っ た。 そ の 後 感 染

後3か 月 目 ま で新 た な死 亡個 体 は な く,80mg/kg/日 感

染 後 投 与 群 と40mg/kg/日 予 防投 与 群 との 問 に は,後 者

の 方 に よ り生 存 期 間 の 延 長 傾 向 が あ った が,統 計 学 的 有

意 差 は認 め な か っ た(p=0.20)。

3.血 中 な らび に肺 組 織 内ITCZ濃 度 の検 討

40mg/kg連 日投 与 時 のITCZの 血 中 お よ び肺 組 織 中

濃 度 の経 時 的 変 化 を80mg/kg単 回投 与 後24時 間 の 結

果 と比 較 してFig.3に 示 す 。 い ず れ の 時 点 にお い て も,

ITCZは 血 中 よ りも肺 組 織 中 で 約2倍 程 高 い濃 度 を示 し

て お り,ITCZは 肺 組 織 移 行 が 優 れ た 薬 剤 で あ る こ とが

示 唆 され た 。ITCZ肺 組 織 内 濃 度 は0.5μg/ml前 後 を維

持 して い た 。 ま た,経 時 的 なITCZの 蓄 積 に つ い て は血

中,肺 組 織 中 と も著 明 で は な く,40mg/kg投 与 群 の い

ず れ の 時 点 に お い て も,80mg/kg単 回 投 与24時 間後

の 濃 度 よ りも血 中,肺 組 織 と も1/2～1/4の 低 い 濃 度 を

示 した 。

4.肺 内 生 菌 数 の 比 較 検 討

各群 の 接 種24時 間 後 と感 染5日 目 に お け る 肺 内 生 菌

数 をFig.4に 示 す 。 接 種24時 間 後 の 肺 内 生 菌 数 を比 較

す る と,平 均 値 で コ ン トロ ー ル 群 が4.18±0.27log10

CFU/gで あ っ た の に対 し40,80mg/kg/日 感 染 後 投 与 群

で は 各 々4.10±0.37,4.52±0.07log10CFU/gと,3

群 問 に差 は 認 め な か っ た が,40mg/kg/日 予 防投 与 群 で

は2.64±0.23log10CFU/gと,他 の3群 に 比 べ 有 意 に

肺 内 生 菌 量 が 低 値 で あ っ た(p<0.02)。 感 染5日 目 に

お い て,コ ン トロ ー ル群 が5.57±0.38log10CFU/gと

Fig. 3. Concentration of ITCZ in plasma and lung tissue

of immunosuppressed rats to which oral iraconazole

had been administrated at of40mg/kg/day(plasma:

●-●,lung:○-○),or at 80mg/kg/day(plasma:

■-■,lung:□-□).

24時 間後 よ りも菌数 が増加 していたの に対 し,80

mg/kg/日 感染後投与群では3.33±0.45log10CFU/gと

24時 間後 よりも減少 していた。40mg/kg/日 の感染後投

与群 と予防投与群では,い ずれも24時 間後に比べ肺内

菌数が増加 していたが,感 染後投与群では5.02±0.24
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Fig. 4. Quantitative counts of aspergilli in rat lungs with

IPA, in comparison to no treatment control (• -• ),

oral itraconazole postinfectious treatment with

40mg/kg/day (•›-•›), 80mg/kg/day (•¡-•¡), and

prophylactic treatment with 40mg/kg/day (•œ-•œ).

log10CFU/g,予 防 投 与群 で は3.46±0.27log10CFU/g

と,感 染 後 投 与 群 よ り も予 防 投 与群 が 有 意 に肺 内 菌 数 が

少 な か っ た(p<0.01)。

5.肺 組 織 の 比 較 検 討

40mg/kg/日 感染 後投 与5日 目の ラ ッ ト肺 のPAS染

色 組 織 像 で は,Fig.5に 示 す ご と く,気 管 支 内腔 お よび

周 囲 肺 実 質 に 炎 症 細 胞 の 集 積 を認 め,A.fumigatus菌

糸 の 著 明 な 増 生 も認 め た 。 一 方,同 一時 点 に お け る,

40mg/kg/日 予 防投 与 群 ラ ッ ト肺 で は,Fig.6の ご と く

気 管 支周 囲 の 炎 症 所 見 は ご く軽 微 で あ り,A.fumigatus

菌 糸 もほ とん ど認 め な か っ た 。

III.考 案

ラ ッ トのIPAモ デ ル を 用 い て,ITCZ予 防 内 服 投 与

に よ るIPAの 発 症 予 防 効 果 に つ い て検 討 し た。 生 存 率

の 検 討 で は,感 染 後 投 与群 に比 べ 半 分 の投 与 量 の 予 防 投

与 群 が,有 意 差 は なか っ た もの の 生 存 率 が 高 か った 。 こ

の こ と よ り,治 療 に 必 要 と され る 投 与 量 の 半 量 のITCZ

予防 内 服 投 与 に よ り,IPAの 発 症 が 抑 制 さ れ た こ とが

示 唆 され た。

前 述 のIPA発 症 抑 制 効 果 の 根 拠 と して,連 投 に よ る

ITCZ組 織 濃 度 の 累 積 的 な 上昇 が 関 与 す る の で は な い か

と思 わ れ た が,今 回 の 検 討 で は,ITCZは 血 中 な ら び に

肺 組 織 へ の累 積 的 蓄 積 性 は 認 め られ ず,初 回投 与 時 か ら

長 期 間 一 定 の 血 中 な らび に 肺組 織 濃 度が 保 た れ る こ とが

推 定 さ れ た。一 方,抗 癌 化 学 療 法 中 の 患 者 に6週 間 以

上 のITCZ連 続 投 与 を行 っ た と こ ろ,徐 々 にITCZの 血

Fig. 5. Lung pathology, in rats treated postinfectiously

with 40mg/kg/day of oral itraconazole, postinfection

at day 5. PAS stain. Magnification •~200.

Fig. 6. Lung pathology, in rats treated prophylactically

with 40mg/kg/day of oral itraconazole, postinfection

at day 5. PAS stain. Magnification •~100.

中 濃 度 が 累 積 的 上 昇 傾 向 を 示 して い る報 告10)も あ り,

ITCZの 蓄積 性 につ い て は よ り長 期 的 な 検 討 も必 要 と思

わ れ た。

今 回使 用 し た菌 株(MF-13)のITCZに 対 す るMIC

は0.25mg/mlで あ り,ITCZ血 中 濃 度 がtime above

MICを24時 間持 続 で き るITCZの 投 与量 は,ラ ッ トに

お い て は 最 低40mg/kg/日 程 度 で あ る こ とが 本 実 験 に よ

り示 唆 さ れ た。 文 献 的 に も,抗 癌 化 学 療 法 中 の 患 者 に

ITCZを 予 防投 与 した 際 に,血 中濃 度 が0 .25mg/mlを

2週 間 以 上 維 持 で き た群 で は,そ うで なか っ た 群 に 比 べ

ア ス ペ ル ギ ル ス症 の 発 症 頻 度 が 低 か っ た と の 報 告 が あ

る10)。

感 染24時 間後 の肺 内 ア スペ ル ギ ル ス 生 菌 数 に お い て

は,感 染 後 投 与 群2群 が コ ン トロ ー ル群 と ほ ぼ 同 量 な

の に 対 し て,予 防投 与 群 で は 他 の群 の1/100程 度 の 菌

量 に な っ て い た 。 この こ とは,前 述 の 結 果 よ り推 察 す る

と,ITCZ予 防投 与 に よ っ てtimeaboveMICが 維 持 さ

れ て い る肺 内 にお い て,下 気 道 へ 侵 入 した 直 後 の ア ス ペ

ルギ ル ス の増 殖 が 初 期 の段 階 で 抑 制 され て い る こ とを 示
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唆 していると思われた。感染5日 目においては,40

mg/kg/日 の予防投与お よび感染後投 与群とも用内菌数

の増加を認めた。しか し,組 織学的には前者は後 者に比

べ,著 明に気管 支および肺実質の炎症性変化が抑制 され

ていた。一方,肺 内菌数測定を施行 したラットのうち,

80mg/kg/日 感染後投与群では唯 一経時的な肺内菌数の

減少を認めた。 しかし,生 存率の問題をあわせて考える

と,必 ずしも肺内菌量の減少がその まま治療効果に反映

されるものではないと思われた。本実験か ら,IPAの

発症予防にはアスペルギルスが ド気道に侵人し肺内に定

着する初期の段階からの増殖抑制が 重要であることが示

唆 され,ITCZの 予防内服投 与は,上 記の目的を達成す

るのに優れた方法の 一つであることが示唆 された 。

今回の我 々の検討より,ITCZのIPAに 対する発症

予防投与は実験的にも効 果が期待できると考えられた。

ITCZの 臨床応用が本邦 より早かった欧 米においては,

ITCZ予 防投与の有効性を認める臨床試験結果も散見 さ

れている11～13)。また,ITCZ長 期投与における容認性に

ついては,文 献的にはおおむね良好であり,副 作用 も少

ないとの報告が多 く11,12),ITCZは 予防投与薬 として も

有用かつ安全な薬剤と考えられる。今後本邦においても,

IPAに 対するITCZの 予防内服投 与の臨床的検討が期

待 される。
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Prophylaxis against experimental invasive pulmonary aspergillosis in rats with

oral itraconazole

Takakazu Otsubo, Shigeru Kohno, Sumio Kawamura, Yoshihiro Yamamoto,

Hiroshi Kakeya, Yoichi Hirakata, Kazunori Tomono, Hironobu Koga,

Takayoshi Tashiro and Kohei Hara

The Second Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of Medicine 1-7-1Sakamoto,
Nagasaki862, Japan

The efficacy of prophylactic oral administration of itraconazole (ITCZ) was studied in a rat

model of invasive pulmonary aspergillosis (IPA). Immunosuppressed rats were infected by intratra-

cheal inoculation of Aspergillusfumigatus conidia. Oral administration of various doses of ITCZ

was started 7 days before infection (prophylactic treatment), or immediately after infection (postin-

fectious treatment), and both were continued for 7 days after infection. Prophylactic treatment

with 40 mg/kg/day of oral ITCZ (survival rate: 60% in 28 days) was more effective at prolonging

survival than postinfectious treatment with 80 mg/kg/day of oral ITCZ (survival rate:

20% in 28 days). Quantitative counts of aspergilli in the rat lung at 24 h after infection with 40

mg/kg/day, 80 mg/kg/day postinfectious treatment of oral ITCZ and no treatment controls exceeded

4.00 log10CFU/g, but the number of aspergilli in the rat lung with 40 mg/kg/day prophylactic

treatment was 2.64•}0.23logioCFU/g(p<0.02). Pathology of the lungs, in rats were treated pro-

phylactically with 40 mg/kg/day of oral ITCZ, at post- infection day 5, showed no invasive growth

of aspergillus hyphae. However the lungs of rats treated post-infectiously with 40 mg/kg/day of

oral ITCZ, at the same time, showed invasive growth of aspergillus hyphae. Prophylactic treat-

ment with oral ITCZ is useful for preventing IPA, because it inhibitsaspergilli in the early phase

of infection of the lower respiratory tract.




