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新 しく考案された抗 菌薬含有凍結乾燥 フ ィブリン塊の骨髄炎治療に対す る有用性 を探 る目的で 加

vitroお よびin vivo実 験を行った。抗菌薬はarbekacin(ABK)を 用いた。in vitro薬 剤徐放実験では,

初期に高濃度の薬剤徐放が得 られ,9回 液交換後の18日 目では0.4μg/m1と なった。ラットを用いた

Staphylococcus aureus(ABKのMIC,0.2μg/ml)に よる実験的脛膏骨髄炎に対する治療実験では,

ABK含 有乾燥フィブリン塊群で,約1/3の ラットにおいて病巣内細菌数が測定限界以下となり,郭 清

のみのコントロール群に比べ統計学的に有意な治療効果が得 られた。また,ABK含 有乾燥フ ィブ リン塊

群ではX線 所見で骨形成による骨孔の消失が見られ,組 織学的にも明らかな治癒傾向と優れた骨誘導能

がみ られたことから,ABK含 有凍結乾燥フ ィブリン塊 を用いた治療法はヒ トの骨髄炎においても有望

な治療法になることが示唆された。
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化膿性 骨髄 炎 は整形外 科領域 に おいて もっ と も治療 に難渋

す る感染症 の1つ であ る。 この難 治の 主因 の1つ は骨 髄炎

局所へ の抗 菌薬 移行の 悪 さに よると思 われる。 この ため,骨

髄 炎の 治療 法 と して抗 菌 薬 の全 身投 与 の みで は 不十 分 で あ

り,十 分 な病巣郭 清の 後,局 所 の抗 菌薬濃 度 を高め るため に

抗菌薬 による閉鎖性持続 洗浄 法"も し くはセ メ ン トビーズ法2)

を行 うのが 一般 的で あ り,一 定 の効 果 を得 て きた。 しか し,

これ らの 治療 法 は何 回 もの 手術 を必要 とし,こ とに前 者 は患

者が持 続洗 浄期 間中 長期 間ベ ッ ト上で の安 静 を強 い られ負担

が大 きい。 この欠点 を補 うべ く近 年抗菌 薬含浸 ハ イ ドロキ シ

アパ タイ ト法3)が 考案 され 一期 的治療 が可 能 となっ たが,現

時点 では経 費が 高い とい う欠点が ある。

一方
,フ ィブ リン接 着剤 は生体 親和性 のあ る組織接 着剤 あ

るいは止血 剤 として開発 され,整 形外 科領域で は,神 経接 合卿,

腱 接 合6,7),骨軟 骨接 合8～10),植皮11)の ほか,フ ィブ リ ン海 綿

骨 形 成体 と して骨 移植 に も使 用 され7,12),優 れ た成 績が 報告

され てい る。 また,ハ イ ドロキ シアパ タイ トに比べ廉 価 であ

る。骨 ・関 節感 染症領 域で は このフ ィブ リ ン接 着剤 を フ ィブ

リン塊 とし,薬 剤 の坦 体 と して骨 髄炎 治療 に応 用す る試み は

散 見 され る13～15)が,こ れ らの 報告 にお いて は抗 菌 薬混 合 に

よる フ ィブ リン塊 の凝 固遅延 に よ りフ ィブ リ ン塊 内 には 一定

量 の抗 菌薬 しか含 有で きないため抗 菌薬 の徐放 が比較 的速 や

か であ り,ま た,自 家骨 を併 用 しなけ れば優 れた治療 効 果は

得 られ ない こ とが 指摘 され てい る。 しか しなが ら,自 家骨 採

取 は患 者に多 くの負担 を与 える こ とな どか ら,で きれば 回避

したい方 法 であ る。そ こで,著 者 らは この フ ィブ リ ン塊 を用

いた骨髄炎治療法の効果をさらに高める方法の1つ として,

フィブリン塊を凍結乾燥させることにより。より多くの抗蔭

薬を含有させる方法を発案したが,本 法のヒトへの応用にさ

きだち,基 礎的実験としての加 ひ`tm薬剤徐放実験とラット

骨髄炎の治療実験を行いその有用性を検討した。

1.材 料 と 方 法

1.抗 菌薬含有凍結乾燥 フィブリン塊の作製

薬剤含有フ ィブリン塊作製のための フィブ リン接着

剤はポルヒール(藤 沢薬品)を 用い,抗 菌薬は明治製

菓 より提供 されたア ミノ配糖体系の硫酸アルペ カシン

(ABK)原 末を用いた。ボルヒールは凍結乾燥された白

色粉末のヒ トフィブリノゲン(ヒ ト血液凝固第X皿 因

子を含む),ヒ トトロンビン,牛 由来アブロチニ ン溶液

お よび塩化カルシウム溶液か らなる製剤である(Table

1)。

フィブ リン塊はフ ィブリノゲンをアブロチニ ン溶液

で溶解したA液 とトロンビン溶解液の塩化カルシウムに

Table 1. Ingredients of BOLHEAL

*岐阜 市司町40
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ABKを あらか じめ溶解 し,さ らに トロンビンを溶解 し

たB液 を等量混科 し作製 した。続いてフィブリン塊は

ABKの 徐放を高めるために凍結を8時 間,真 空乾燥を

32時 間行い,連 続気孔を有する凍結乾燥 フィブリン塊

を作製 した。 これ らの操作により最終 的に,乾 燥 フィ

ブリン塊1cm8あ た りABKを 飽和量の200mg含 有 さ

せることができた。

2.薬 剤徐放実験

作製した乾燥フィブ リン塊の経時的な薬剤徐放重は,

フィブリン塊1cm3を 生理食塩水3m1と ともに5ml

用のバイアル内に入れ,37℃ の恒温槽内に静置し,48

時間毎の生食水全液量交換法によ り測定 した16)。

溶出液のABK濃 度測定は高速液体クロマ トグラフィ
ーを用いて行った17)。なおこの方法によるABKの 検出

限界値は02μg/mlで ある。

3.ラ ット骨髄炎の作製 と治療法

実験動物はWistar系,雄 ラット(12～13週 齢,体

重約350g,中 部科学)を 用いた。実験的骨髄炎作製用

の菌株 としては岐阜大学医学部附属嫌気性 菌実験施設

保存のStaphylococcus aureus GAI 91231を 使用した。

なお寒天希釈法による106CFUlml接 種時のこの菌に対

するABKのMICは02μg/mlで あった。

実験的骨髄炎の作製方法 は以下のごとくである。ま

ずラットをネンブタール麻酔 し,清 潔操作下18G注 射

針を用いて右脛骨近位部に直径約2mmの 骨孔 をあけ

た。 つ ぎ に,長 さ8mmの2-OVICRYL糸

(ETHICON社)1本 をS.aureus GAI 91231の 菌浮

遊液(1×108CFU/ml)に 入れることにより糸に菌を付

着させ(約1x105CFU/本),こ れを骨孔に挿入 し菌を

骨髄内に接種 した18)。菌付着糸を挿入 した後の骨孔は骨

ろう(ネ ス トップ,日 本商事)に より塞いだ。

骨髄炎のABK含 有凍結乾燥フィブリン塊による治療

実験は予備実験 により脛骨骨髄炎が確実 に起 きること

が確認された菌接種4週 間目に開始 した。方法 としては

無菌的に電動リーマーで病巣を郭清 し,生 食水40m1で

洗浄後,約28～33mgのABK含 有凍結乾燥 フィブリ

ン塊 を充填 した。また同時にコン トロール群 として抗

菌薬非含有凍結乾燥 フィブリン塊充填群 と郭清のみの

群の2群 を設けた。なおラットは各群18匹 を使用 し

た。

骨髄炎の治療効果の評価 は,下 記のごとく,X線 所

見,組 織学的所見お よび細 菌学的所見を経時的に比較

することにより検討 した。.

X線 所見:郭 清手術1,3,5,7,10,13週 後にソフテ ッ

クスX線 撮影(SOFTX-RAYFRフ ィルム,フ ジフイ

ルム)を 行い,新 生骨の形成,骨 膜反応および骨硬化

や骨融解像を観察した。

組織所見:治 療 開始3,7,13週 後にラット2匹 を安楽

死 させ,菌 接種 を行った右脛骨 を摘 出し,軟 部組織 を

除去した後10%ホ ルマ リン溶液に圃定 した。ついで脱

灰標本を作製 しヘマ トキシリン ・エオジン染色 を行っ

た。

細菌学的所見:病 理組織学的観察と同様に,泊 療開始

3,7,13週 後に4匹 を安楽死させ脛骨 を摘出後,滅 菌蒸

留水2mlを 加え乳鉢中でホモジナイズした。続いて静

置後の上清を生食水で10倍 段階希釈 し,各 液の20μ1

をMuellerHinton寒 天培地(日 本ベ クトンデイッキン

ソン)に コンラー ジ棒で広げ,37℃ で培養 した。各培

地のコロニー数は24～48時 間培養後測定し,骨 髄内の

生菌数 を算出 した。培養検出菌が接種菌であることの

確認はコロニーの形態 とグラム染色所見および任意に

選んだコロニーのアピス タッフ(日 本ビオメリュー ・

バイテック)で のコー ド番号の一致でもって行った。

これとは別に,治 療実験 に伴 う郭清術の影響 を知る

目的で菌接種4週 間後,郭 清前後の脛骨骨髄内の生菌

数を測定した。

4.統 計解析

骨髄内生菌数の各群 間の有 意差 はSASを 用い た

Tukeyの 多重比較検定で解析した。

II.結 果

1.in vitro薬 剤徐放実験

凍結乾燥フ ィブリン塊の全液量交換法による徐放実

験では,ABKは 徐放開始2日 後に37.9mg/mlの きわ

めて高濃度が徐放 された。その後,生 食水2回 交換の

4日 後では開始時より1ケ タ濃度が下がったものの,

まだきわめて高い値を示 し,6回 交換 の12日 後で も

14.0μg/mlと 高い数値を示したが,9回 交換の18日 後

で0.4μg/mlと 低下し,以 降は0.2μg/ml以 下 とな り薬

剤が検出されなくなった(Fig.1)。

2。 骨髄炎治療実験

X線 所見:病 巣郭清のみの郭清群では郭清時に拡大し

た骨孔は骨形成過程においてX線 上軽度縮小するのみ

であったが(Fig.2),抗 菌薬非含有乾燥フィブ リン塊

Fig.1.Time course of arbekacin elution fbom freeze-
dhed fibhn antibiotic (FDFA) complex (1cm3) into
saline.
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充填群では早期か ら郭清時の骨孔は骨融解像 を示 して

拡大し,骨 柩の形成 も認め られ.X線L骨 髄炎は悪化

した(Fig.3)。 これに対し,抗 繭薬含有乾煉フ ィブリ

ン塊群では郭清時の骨孔周辺の骨硬化は3週 まではこ

く軽度であ り,そ の後は徐々に骨孔周辺は骨化 し,7週

でかな り均 ・となり,13週 では骨孔は骨形成により消

失し,明 らかに治癒傾向を示 した(Fig.4)。

組織学的所見:郭 清群および抗 菌楽非含有乾燥フィブ

Fig. 2. Radiological changes in the infected tibia of a rat 1, 3, 5, 7, 10 and 13 weeks after curettage (panels 1,3,

 5, 7, 10 and 13, respectively).

Fig. 3. Radiological changes in the infected tibia of a rat 1, 3, 5, 7, 10 and 13 weeks after curettage followed by fill-

ing with freeze-dried fibrin (FDF) alone (panels 1, 3, 5, 7, 10 and 13, respectively).

Fig. 4. Radiological changes in the infected tibia of a rat 1, 3, 5, 7, 10 and 13 weeks after curettage followed by fill-
ing with FDFA complex containing arbekacin (panels 1 , 3, 5, 7, 10 and 13, respectively).
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A B C

Fig. 5. Histopathological findings 7 weeks after treatment by curettage (panel A), FDF alone

(panel B) , or FDFA complex containing arbekacin (panel C) after H. E. stain (magnification,

40•~). Abbreviations: A, abscess; BM, bone marrow; CT, connective tissue; NB, new bone forma-

tion; S, sequestrum.

リン塊充填群の組織像では,両 者共に膿瘍 を形成 し,

炎症の程度は後者の方が より高度であった(Fig.5-A,

B)。

一方,抗 菌薬含有乾燥フィブリン塊群では,3週 目の

標本において 一部に多形核 白血球 もみ られたが,そ の

程度は非含有群に比べて明らかに少なか った。 またフ

ィブリン塊部の器質化がすでに見 られ,同 部 には良好

な毛細血管の新生 を認めた。骨孔の辺縁部では通常み

られる炎症部 と健常部との間の骨硬化はほ とん ど認め

なかった。7週 では 一部に多形核白血球の遊走を認めた

ものの,骨 孔内の フィブ リン塊か ら派生したとみ られ

る線維組織部はすでに新生骨 で置換 されている部位 も

あり,炎 症が鎮静化した像を示した(Fig.5-C)。13週

では7週 の像と同様であったが,ご く 一部にのみ多形

核白血球を認めた。また,フ ィブ リン塊に対する異物

反応 としての異物巨細胞の出現な どは まったく認めな

かった。

細菌学的所見:治 療 に伴 う脛骨 内の生菌数の推移は

Fig.6に 示 した。抗 菌薬非含有乾燥 フィブリン塊群では,

脛骨内生菌数は治療後3週 目においてすでに治療前の

細 菌数 とほぼ同レベルに増加 した。郭清群は検討 した

3,7,13週 の各週でほぼ郭清,洗 浄直後の菌数を示 し,

大きな変動はみ られなかった。抗菌薬含有乾燥 フィブ

リン塊群では3週,7週 と生菌数が低 ドし,13週 では

軽度上昇する傾向がみ られたが,他 の群に比べ明 らか

な菌数減少を認めた。

各治療群3週 から13週 までをまとめて比較検討する

と,抗 菌薬非含有乾燥 フ ィブ リン塊 群のlog10CFU

(Mean±S.D.)は6.33±0.31,郭 清群では4.75±1.32,

抗菌薬含有乾燥フ ィブ リン塊群では3.17±1.83で あ

り,各 群間のTukeyの 多重比較検定において抗菌薬含

Fig. 6. Viable cell counts in the infected tibia of rats

before and 3, 7, 13 weeks after treatment by curet-

tage alone, curettage followed by filling FDF, and

curettage followed by FDFA complex containing
arbekacin.

有乾燥フィブ リン塊群は他の2群 に比し有意に低い菌

数を示した(Fig,7)。

III.考 察

慢性化膿性骨髄炎の治療は,抗 菌薬の常用投与量の

全身投与では骨髄内の局所濃度が 十分に高 くな らず,

大量投与では副作用が発生しやす くなる。また,十 分

な治療効果をあげるためには長期の抗菌薬投与が不可

欠である。そこで一般的には,局 所の腐骨,壊 死組織

の掻爬除去を行い,そ の上で感染巣に有効な抗菌薬濃

度を保つことが重要 とされる。 これまでは局所に有効

な抗菌薬濃度を得る目的で,閉 鎖性持続洗浄法やセメ

ントビーズ法が主に行われていたが,最 近ではハイ ド

ロキ シアパ タイ トブロック法が臨床 に応用 されつつあ

る。

本研究に用いたフィブリン接着剤は,薬 剤の徐放が
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Fig. 7. Comparison of the bacterial counts in the infect-
ed tibia of rats after treatments by curettage alone,
curettage followed by filling FDF, and curettage fol-
lowed by filling FDFA complex containing arbekacin.

*p< 0.05, **p< 0.01 (Tukey's studentized range test).
The number of viable bacterial cells was decreased
more by FDFA complex implantation than by the two
other treatments.

期待で き,か つ死腔の充填 に役立つ と考えられる。杉

本の兎の骨軟骨接合実験9)では,術 後6日 から10日 目

でフィブリンはほとんど吸収 され,14日 目ではほとん

ど認めていない。また,渡 辺ら19)は健常ラ ット大腿骨

に骨孔 をあけフィブリン塊 を挿入 した後,電 顕的観察

を行った結果,4日 でフィブリン塊はほとんど吸収され,

1週 間で穿孔部は新生骨梁によって満たされていると述

べている。さらに骨欠損部に充填することにより優れ

た骨芽細胞誘導能を示すことが報告 されている19)。

フィブリンに抗菌薬を含有させるにあたっては抗菌

薬の坦体 として用いたフィブリンに及ぼす影響につい

て検討されねばならないが,Greco20)は フィブリン ・抗

菌薬混合体の電顕像では通常のfibrin clotと 違いはな

いと述べている。 しか し,抗 菌薬混合 フィブリン塊 を

作 る場合,薬 剤の濃 度が上がる とフ ィブ リノゲ ンの

cross-linkingが 障害され,フ ィブリン糊の凝固遅延が

起 こり,大 量の薬剤が混合できないことが問題点 とし

て指摘 されてきた21)。しかし,本 論文で示 した凍結乾燥

処理は,凝 固遅延 を考えることなく高濃度の薬剤を含

有 させることができ,か つ,骨 欠損の充填物 となりう

る。また,乾 燥 フィブリン塊は凍結乾燥することによ

り連続気孔が発生 し,水 分があった部分の実質の体積

を減 じ,そ の体積分だけ骨孔内に抗菌薬 を充填で きる

利点がある。
一方,凍 結乾燥により発生 した連続気孔 によ り,抗

菌薬が乾燥 フィブ リン塊から短期間に喪失することが

危惧 されるが,in vitroの 薬剤徐放実験においてハイ ド

ロキシアパタイトブロック16)のような40日 におよぶ長

期の薬剤検 出は見 られなかったものの18日 後 で も

ABKが0.4μg/ml検 出された。通常のフィブリン塊を

用いた徐放実験では,使 用薬剤や方法が奨なるため一

概には比較できないが,Boyceのdisc法 による24時

間22),Grecoの 実験による4日 間で無効との報告201と比

較 し,今 回使用 した凍縮乾燥 フ ィブリン塊は明 らかに

長い徐放がみ られるものと思 われる。さらに,以 前か

ら指摘されている通常のフィブ リン塊の止血効果劉が,

今回の乾燥 フィブ リン塊 を用いた実験 において も骨髄

からの出血抑制 として認め られたことはセメン トピー

ズ法などのほかの方法にはない利点 としてあげ られる。

実験的骨髄炎の作製には,細 菌の静注による全身接

種法と,骨 髄内への局所接種法がある28,24,26)が,本実験

には100%の 骨髄炎成立が確認されている骨髄内接種

法によった。上野鮒 によると,菌 付着絹糸の骨髄内接

種法は反対側の脛骨や腎,血 液中 より細 菌は見つか ら

ず,他 臓器に感染を起 こさせることなく骨髄炎を作襲

できる優れた方法であるとしている。

今回の実験において,郭 清に続 くABK含 有フィブリ

ン塊 による治療は郭清後の抗薦薬不含フ ィブ リン塊治

療あるいは郭清のみの治療 に比べ,X線 所見,組 織学

的所見および細菌学的所見すべてにわた り,優 れた効

果を示 していな。すなわち,ABK含 有群のX線 では,

1,3週 は郭清時の孔が辺縁の硬化 なくそのまま残 り以

後全体的に徐々に骨化がみ られた。 これは炎症 反応に

よる反応性骨硬化がなく,す でに早期の殺菌により炎

症が鎮静化 されたことを示 しているもの と思われる。

組織学的にはABK含 有群では術後3週 に乾燥 フィブリ

ン塊は線維性組織 となり豊富な新生血管がみ られ,術

後7週 では良好な新生骨 を認めた。 これ らの骨組織の

正常化への変化 は他の治療群では見 られない所見であ

った。細菌学的には脛骨内の生菌数はABK含 有フィブ

リン治療群で完全除菌には至 らなか ったものの,他 の

治療群に比べ,有 意に菌数の減少をみた。乾燥 フィブ

リン塊か らの抗菌薬の徐放をみると,in vitroと 生体内

の閉塞 された空間との違いはあるが,徐 放実験で約18

日で薬剤は測定限界以下 となってお り,生 体内で7週

に渡 り徐放し,抗 菌薬の作用が持続 していたとは考え

に くい。杉立 ら鮒 は,抗 腫瘍薬での実験ではあるが薬

剤の徐放終了後も,フ ィブリン塊 によりマクロファー

ジ,Tリ ンパ球が誘導活性化 され,免 疫能を高めてい

る と述べ ている。骨髄炎治療実験 においても同様に,

抗菌薬徐放終了後 も免疫能充進に より骨髄内生細菌数

の低下を促進 したことも考えられる。

本研究ではア ミノ配糖体系抗菌薬のABKを 用いた

が,ABKは きわめて安定性が高 く,薬 剤の溶解や環境

温度の変化 に強 く長期間の保存で も不活化 しにくい。

すなわち,徐 放薬剤 としては良好な効果が期待できる

抗菌薬といえる。 またア ミノ配糖体系抗菌薬は,セ フ

ェム系抗菌薬 とは異な りpost antibiotic effectが 強いこ

とか ら有効薬剤濃度が長 く続 くよりはむ しろ短期間で
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もより高い有効濃度 を保つほうが抗菌作用が より強 く

発揮 される鋤。 このことはア ミノ配糖体の抗菌作用上,

抗菌薬含有乾燥フ ィブ リン塊で示 された薬物動態が治

療成績により有利に働 いたものと考えられる。さらに,

近年メチ シリン耐性S.aureus (MRSA)に よる感染症

が問題 となってるが,ABKは 一部のMRSAに 有効で

あることが示 されてお り,MRSAに よる骨髄炎におい

て も本剤は使用できる可能性が示唆 された もの と思わ

れる。

IV.結 語

1.新 しく考案された抗菌薬含有凍緒乾燥 フィブリン

塊の骨髄炎治療に対する有用性 を探 る目的で以下の基

礎実験を行 った。

2.`nひitroABK徐 放実験では,初 期 に高濃度の薬

剤徐放が見 られ,18日 後においても0.4μg/mlの 濃度

が得 られた。

3.ラ ットを用いたS.aureusに よる実験的脛骨骨髄

炎に対する治療実験では,ABK含 有乾燥フィブリン塊

群では,約1/3の ラットにおいて病巣内細菌数が測定

限界以下とな り,郭 清のみのコン トロール群 に比べ統

計学的に有意な治療効果が得 られた。 また,X線 所見

では骨形成による骨孔の消失が見 られ,組 織学的に も

明らかな骨誘導が確認 されたことから,本 治療法は ヒ

トの骨髄炎においても有望な治療法 になることが示唆

された。
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Efficacy of treatment with freeze-dried fibrin-antibiotic complex for experimental

osteomyeliti8 in Tats

Kbiji Yamamoto1), Mansho Itokazu1), Naoki Kato2) and Kunitomo Watanabe2)

1) DepaTtment of Orthopaedic Surgery
, Gifu University School of Medicine,

40 T8ukasa-machi, Gifu-shi, 500 Japan

2) Institute of Anaerobic Bacteriology
, Gifu University School of Medicine

An in vitro and in vivo study was conducted to evaluate a novel tool, freeze-dried fibrin-antibi-

otic (FDFA) complex, for the treatment of osteomyelitis. The antimicrobial agent used was

arbekacin (ABK). The in vitro elution study demonstrated that ABK was released from the

FDFA complex into saline at a concentration of 37.9mg/ml on day 1 and the antibiotic was

detectable at 0.4μg/ml on day 18. In experiments with rats, staphylococcus aureus (MIC of ABK,

0.2μg/ml) was inoculated into the right tibial medullary cavity along with a piece of absorbable

thread. Implantation of the FDFA complex containing ABK 4 weeks after the bacterial challenge
reduced the number of bacteria in the infected tibia to an undetectable level in one-third of the
rats, a level which was not achieved by implantation of freeze-dried fibrin (FDF) alone or curet-
tage alone. The roentgenographical and histopathological findings in the infected tibia showed that
the FDFA complex containing ABK apparently steared the infected tibia to a curative course.
These results suggest that implantation of the FDFA complex containing ABK is a promising
alternative treatment for osteomyelitis caused by S. aureus in humans.


