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α 抑 粛血 勝胱炎の 実験モ デ ル

ー

とく に C α乃df 血 の 付着に つ い て
-

金沢大学医学部医学科泌尿器科学講座 (主任 : 並木幹夫教授)

押 野 谷 幸 之 輔

ラ ッ ト の C α乃d才d α 膀 胱炎 の 実験 モ デ ル を確立 し, C (Z 乃d f d α の 付 着 に 関与す る因子を検討 した . 膳胱 炎 は C α乃dブd α

albi c a n s K D 1 4 株を2 ×10
(S
コ ロ ニ

ー 形成単位 ( c ol o n y f o r m i n g u nit , C fu ) 含む薗液0 .2 m l を無処置 の ラ ッ ト(C 群) , 両側尿管お よ

び尿道を結紫 した ラ ッ ト (L 群) お よ び膀胱内 へ の 塩酸注 入 を追加 した ラ ッ ト(LIi 群) に接 種する こ と に よ り作成 した . 光学顕

微鏡 で は
,
C 群 と L 群 で は , 軽度 の 炎症 と 少数 の 酵母型菌 の 付着 は観察さ れ た が

,
自然 治癒傾向 が認 め ら れ

,
明 ら か な

C α〃d f d α 膀胱 炎 は 成立 し な か っ た .

一

方 ,
L H 群で は , 菌 糸型菌 の 侵 入 や C α 乃d g 血 球 体 の 形成 な ど , 臨床 的 に認 め ら れ る

Cb 邦d f血 勝胱炎と類似 の 所見が認 め られ , 組織内 へ の 侵 入 に は 菌糸型菌が重要な役割を果 た し て い る こ と が推察さ れ た . 走査

型電子顕微鏡 (電顕) によ る観察で は ,
L H 群で は他 の 2 群に 比 し, 有意 に多く の 菌が 膀胱壁 に付着 して お り b < 0 .0 5) , 特 に上

皮脱落部 で は高密度 であ っ た . 透過型電顕 で は
, 付 着菌の 細胞壁最外層 に小突起 の 形成が認め られ たが ,

3 群 間で小突起の 形

態に差 は認め られ なか っ た . ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色 と 走査型電顕 に より
,
正 常膀胱表面に認め られ た ム チ ン 層と 考え られ る 顆

粒状 の 物質 は
,

‥

塩酸処置膜胱上皮表面で は消失 し て い た こ と より
,
ム チ ン 層の 消 失が

,
C b 兜df 血 の 上 皮細胞 へ の 直接的付着を

増加 させ る もの と 考え られ た.
フ ィ ブ ロ ネ クテ ン の 免疫染色の 結果

,
L H 群で は 染色強陽性 の 上 皮脱落部位 に薗 が付着 して い

た こ と よ り, フ ィ ブ ロ ネク テ ン が 薗の 付着 に関与 し て い る もの と 推察 され た . フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン の 免 疫染色 にて , L E 群で

,

上皮脱落蔀に付着 して い る 菌の 周囲が染色陽性であ っ た こ と よ り, フ ィ プ リ ン も菌 の 付着に関与 し て い る もの と推察さ れ た .

以上 よりC b 乃d才血 膀胱炎に お ける菌の 付着 には , 菌 の 小突起 の ほ か に ,
ム チ ン 層 の 消 失や , フ ィ ブ ロ ネク テ ン ヤ フ イ ブリ ノ ー

ゲ ン の 動員を促す上皮 の 脱落が重要と考えら れ た .

E e y w o r d s C a n did a c y stitis , a d h e r e n c e , 丘b r o n e c tin , 丘b ri n o g e n , m u Ci n l a y e r

近年抗菌剤の 広汎化 に より, 尿 より の C α乃df 血 属 の 分離頻度

は劇的に増加 して い る
1)2}

. さ ら に重症患者 の 生 存期間の 延長,

侵襲性の 高い 手術療法の 発達, 免疫抑制剤や抗腫瘍剤の 使用 な

どに よる 易感染楕主 の 増加も加 わり
,
全身お よ び 尿路 C 加 df dα

症 が増加 して い る
3卜 5)

. と こ ろ で細菌性膀胱炎 に つ い て は
,
そ

の 発症 に蘭の 膀胱上皮 へ の 付着が 重要である こ と が 数多く報告

さ れ て い る が
6 卜 8】

, C 馴 成 城州別光炎 に つ い て は , あま り知 ら れ

て い ない . C (Z 邦d gd α細 胞の 付着能を中心 と し た 菌側 の 因子 を,

膜胱上 皮剥離細胞を用い た 試験管内で の 検討の 報告があ る の み

で ある
9 卜 11)

. 膀胱 に は, 当然 の こ と な が ら , 尿 に よ る 洗浄作用

を含 め膀胱自体が有す る微生物 に対す るい く つ もの 生 体防御機

構 が存在 して い る . C (才乃dg 血 膀月光炎 の 発症 に お い て も菌側 の 因

子 に加え て
,
宿主側 の 因子も関与 して い ると 考え られ る が

,
ほ

と ん ど解明 さ れ て い な い . その ため それ ら を検討す るた め に も

C α搾dグ血 膜胱炎 モ デ ル の 確立 は重要 である . そ こ で
,
先ず

,
尿

流 停止 と膀胱上皮傷害を有す る ラ ッ ト を 用 い て C (‡邦d g d α

α伽 cα乃ざ膀胱炎 モ デ ル の 作 成を試み た. 次 に そ の モ デ ル を用 い

て
, 菌例の 因子 と して α 肋 ぬね 耕胞 の 付着因子と考え ら れ て い

る細胞壁 の 小突起
】2)1:～J
お よ び細 菌性膀胱炎の 発症 に お い て菌の

付着を阻害す る物質と考え られ て い る上 皮表面の ム チ ン層
‖)
に

つ い て 電子顕微鏡 (電顕) に て検討 し た . ま た 細菌の 付着に関

与する と さ れ て い る フ ィ プ ロ ネク ナ ン
15)~ l 呵 と フ ィ プリ ン1f

)) の

役割 に つ い ても免疫染色を用い て検討 した .

対象お よび方法

Ⅰ. 使用菌根 お よ び菌液調整法

菌株 に はC b 乃df 血 α 蹴cα乃ぶ E D 1 4 株
20)

( 九州大学歯学部口腔細

菌学講座中l_け宏明教授 より譲渡) を 用
い た .

こ の 菌株 は血 清型

A で あ る . 菌液 は Y E P G ブ ロ ス
21)

(2 % ポ リ ペ プ ト ン (和 光純薬

工業, 大阪) , 1 % 酵母 エ キ ス (Dif c o I . a b o r a to ri e s , D et r oit , U S A) ,

2 % ブ ド ウ 糖 (和 光純菜工 業)) に て 16 時 間振漁培養 し た後,

0 .0 1 M リ ン酸綬衛 生 理 食塩水 b h o s ph at e -b u 触 r e d s ali n e , P B S)

(p Ⅲ7 .4) で 2 齢先浄 し, 比濁法 に て1 × 10
7
コ ロ ニ ー 形成単位

(c ol o n y fo r m i n g u nit , C fu )/ m l とな るよ う に調整 し た. なお この

培養条件 下 にお い て は接種時は ほ とん どす べ て の C 助 成 血潮 胞

は酵母型で あ っ た .

平成1 0 年1 1 月 1 8 日受付, 平成1 0 年1 2 月 1 日受理

A bb r e vi ati o n s : c fu , C Ol o n y f o rm in g u nit; I , S A B , 1 ab ell e d st r e p t a vi din bi o tin ; P B S , P h o s p h at e -b u 鮎 r e d s ali n e; 光顕,

光学顕微鏡 ; 電顕 ,
電子顕微鏡



実験的C b 乃dfd α 膀月光炎

ll . 動物

ウイ ス タ
ー 系雌 性 ラ ッ ト ( 三 共 ラ ボ ラ ト リ

ー

, 富 山) (体 重

200
-2 5 0 g) を使 用 した . ラ ッ トに以 下 の ご と き前処置を施 した .

まず開腹 し両側尿管お よ び 尿道を結勢 した . さ ら に27 ゲ
ー

ジ

注射針 に て0 .1 N 塩 酸 0 .2 m l を注入 し
,
2 分後に 塩酸 を吸引 し,

0 .4 皿1 の P B S に て4 回洗浄 した . 前処置を施さ な い も の を対照

と した .

Ⅱ . C α几d王d α 膀 胱炎

27 ゲ
ー ジ注 射針を用い て

,
C α乃d才d α α伽 cα乃∫ E I) 1 4 株を2 ×

10
6

c血 合 む浮遊菌液0 .2 m l を前処 置を施 して い ない ラ ッ ト ( C

群) ,
両側尿管お よ び尿道を結勢 した ラ ッ ト (L 群) ,

塩酸処置

を加えた ラ ッ ト(L H 群) へ 経膀胱的に接種 した .

Ⅳ . 病 理組織学的所見

菌接種 1 , 6 , 2 4 , 4 馴寺間後に膀胱を摘出 した . 摘 出 した膀

胱はP B S にて 洗浄 し, 縦 に半切 した .

一

片は H E 染色, 過 ヨ ウ

素酸
･ シ ッ フ 染色 に よ る光学顕微鏡 (光顕) , 他 片 は走査型電

顕, 透過 型電顕 に て観察 し た.

Ⅴ . 電顕用試料 の作成

電顕用 の 試料 は 2 .5 % グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド液 -

0 .1 M カ コ ジ

ー

ル 酸横衝液 b 日7 .4) に て 1 時間前固定 し, 次い で 2 % オ ス ミ

ウム にて 1 時間後固定を行 い ,
エ タ ノ

ー

ル 系列 に て 脱水 した .

Fig ･1 . Li gh t m i c r o g r a p h s o f th e r a t b l a d d e r s . 仏) ¶l e bl ad d e r

Of G r o u p L H 6 h r a fte r i n o c ul ati o n , N u m e r o u s m y c eli a a r e

i n v a di n g s u b m u c o s al ti s s u e . P A S
,
Ⅹ 1 0 0 . (B ) T h e bl a d d e r o f

G r o u p L H 2 4 h r aft e r i n o c ul a ti o n . F o r m ati o n o f C a n d id a

b e z o a r ( a r r o w ) i n th e l u m e n i s d e m o n s tr a t e d . P A S
,
× 4 0 .

S c al e b ar i n di c a te s l O O F{ m ( 刃 , a n d 2 5 0 F L m (B ) .

4 4 7

走査 電顕用 の 試料は酢酸 イ ソ ア ミ ル 内 に30 分 浸演後
,
臨界点

乾燥器 ( B C P 型 ,
日立

, 東京) に て 臨界点乾燥 し, 白金 パ ラ ジ

ウ ム の 蒸着を施 した 後
,
S 9 0 0 型 (日立) な い しJ S M - 54 0 0 型 (日

本 電子 , 東京) に て 観 察 し た . 透過型電顕用 の 試料 は エ ボ ン

8 1 2 に 包 埋 後 ,
ミ ク ロ ト

ー ム (L K B 2 1 8 8 , L K B , B r o m m a ,

S w e d e n ) を用 い て 超薄切片を作成 し
,
酢酸 ウ ラ ニ ～ ル お よ び鉛

の 二 重染色 を施 した後 ,
H -6 0 0 型(日立) に て観察 した .

Fi g .2 . S c a n ni n g el e ct r o n m i c r o g r a ph s of r at bl a d d e r s 2 4 h r

aft e r c a n di d al i n o c u l a ti o n . (軸 S p o r a di c y e a s t ad h e r e n c e t o

n o r m al -l o o k in g e pith eli u m i s o b s e rv e d i n G r o u p C . × 2 0 00 .

(B ) A d h e r e n c e of c o pi o u s C a n di d a c ell s , b o th y e a s t an d

m y c eli al f o r m s , t O th e e x f oli a t e d a r e a o f th e e pith eli u m i s

d e m o n s tr at e d i n G r o u p L H . × 5 0 0 . (C ) Fib ri 11 ar m a t e ri al s ar e

O b s e rv e d i n e pi th eli al e x f oli a t e d a r e a i n G r o u p L H . S o m e of

th e m ( ar r O W S) ar e Cli n gi n g t o ad h e r e n t C b n di d a c ell s . × 15 0 0 .

S c al e b a r i n d i c at e s l O i L m 仏, C) , an d 5 0 FL m (B) .



4 4 8 押 野

Ⅵ . 付着菌数の算出

走査型電顕を用 い て
, 各群 5 匹の 菌接種24 時 間後 の 付着菌

を形態別 に200 0 倍の 任意の 10 視野 で 放えた .

Ⅶ . ム チ ン 層 の 観察

膀胱粘膜表面 の ム チ ン層 を観察す る目的で正 常膀耽, 塩酸処

置を施 し た膀胱 お よ び菌接種24 時間後の 3 群の 膀月光にル テ ニ ウ

ム レ ッ ド染色を施 し, 走査 型電顕 に て 観察 し た . 試料 は ル テ

ニ ウム レ ッ ド1
,
5 0 0 p p m を含む 1 .2 5 % グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド液

-

0 .1 M カ コ ジ
ー ル 酸綬衝液 b H 7 .4) 4 ℃に て 1 時間前固定 し, ル

テ ニ ウ ム レ ッ ドを 同濃度含 む 2 % オ ス ミ ウム に て 3 時間後固定

した . こ の 後 の 過程 は上 述の 走査型電顕用試料 の 作成 と同様 に

行 っ た .

Ⅶ . フ ィ ブリ ノ ー

ゲ ン
,
フ ィ ブロ ネ クチ ン の 免疫組織染色

正常膀胱, 塩酸 処置膀胱 お よ び 菌接種 3 群の 24 時 間後の 勝

胱を染色 し検討 した .
フ ィ ブ ロ ネク チ ン

,
フ ィ ブ リ ノ

ー ゲ ン の

染色は
,
い ず れ も D A K O L S A B キ ッ ト ( D A K O , C a r pi n t e ri a ,

U S A ) を用 い て 標識 ス ト レ プ トア ピ ジ ン ビ オ ナ ン (1 a b ell e d

st r e pt a v idi n b i o ti n , Ⅰ. S A B )法 で行 っ た . フ ィ ブ ロ ネク テ ン の 染

色 に は1 次抗体と して ウサ ギ 抗 ラ ッ ト フ ィ ブ ロ ネク テ ン 抗血 清

(Ch e m i c o n , T e m e c ul a , U S A) を用 い , 2 次抗体 と して ヤ ギ ビ オ

ナ ン 標識抗 ウ サ ギ 抗体 (D A K O ) を使用 した . フ ィ ブ リ ノ
ー

ゲ

ン の 染色に は
,
1 次抗 体 と して ヤ ギ 抗 ラ ッ ト フ ィ ブリ ノ ー

ゲ ン

抗血 清 (C a p p el , D u rh a m , U S A) , 2 次抗体に は ウサ ギ ビ オ テ ン

標識抗 ヤ ギ抗体 のA K O) を使用 した .

Ⅸ . 統計学的検討

統計学的処理 に は K ru S k alJ W alli s 検定を用 い , P < 0 .0 5 を有意

差ありと判定 した .

成 績

Ⅰ. 光顕所見

塩酸処置後1 お よ び6 時間後の 膀胱 に は, 1 層か ら全層 の 上 皮

細胞の 脱乳 枯膜下層の 浮腫お よび 出血が広範囲 に観察 さ れ た

が
,
2 4 お よ び 48 時間後 に は脱落上皮 の 再 生 が 観察 さ れ , 粘膜

下層 の 浮腫 は減少傾向にあり, 出血 は ほ と ん ど消失 して い た .

C 群 およ び L 群に お い て は 菌接種1 時間後 より部分的に上 皮 と

粘膜 下層の 浮腫
, 若干の 出血お よ び多核白血球の 浸潤 が認 め ら

れ た が
,
炎症所見は軽度 で菌接種24 時間以 降で は 自然治癒傾

向が認め られ た .

一 方
,
L H 群 にお い て は

,
菌接 種1 時 間後 で

は 上皮の 広範な脱落お よ び 粘膜 下層 の 著明な浮腫
,
6 時 間後 で

は 出血 お よ び多核白血球 の 浸潤の 炎症所見が観察 さ れ, 以 後 こ

れ ら 炎症所見は経時的に高度と な っ て い っ た . C b 犯df 血 菌体 は 1

C
,
L 群 で は すべ て の 観察時間で少数 の 酵母型蘭 が 脚光上皮に付

着 し て い る だ け で あ っ た , W 一 方
,
L Ii 群 で は 菌接種1 時間後で

は 多数 の 酵母型菌 の 付着が観察 さ れ
,
6 時間後 には--

一

部 の 菌は

菌糸型 に形態変換 して お り, こ の 菌糸型菌 が粘膜固有層へ 侵入

して い る の が観 察され た (図1 A) . 菌接種24 お よ び48 時間後に

は菌糸型菌 に変換 した 菌体 に, 多核白血球, 脱落 した 上皮細胞

お よ び組織内より析出 した 血 祭成分と思 わ れ る物質が加 わ っ た

C α児d 血 球体 が 膀胱腔内 に形成 さ れ て い る の が観 察 され た (図

1 B) .

Ⅰ . 走査型電顕所見

正常 ラ ッ ト勝胱 上 皮表面 に は
,
多角形 の 上 皮細胞 が整列 して

い たが
, 塩酸処置膀胱で は表層 の 上 皮細胞 が脱落 し, 下層の 上

皮細胞 や基底膜 が部分的 に露出 し て い た . C 群 , L 群に おい て

は
, 菌接種後す べ て の 時間帯 に お い て 捌光上 皮は 正

′

計瞳胱と大

差 はなく
,
少 数 の 酵母型菌 の み が 散在性 に付着 して い た (図

2 A) .
一 方

,
L H 群 で は

,
C α乃dグd α 細胞 はす べ て の 時間帯 で, 上

Fi g . 3 . T r a n s mi s si o n el e c tr o n m i c r o g r a p h of a y e a st a d h e ri ng

t o th e e pi th eli u m i n G r o u p L 2 4 h r a fte r i n o c u l a ti o n . M ic r o -

fib ril s ( a r r o w s) a r e a tt a c h e d t o th e e p ith eli al s u rf a c e ,

p r o t ru di n g fr o m th e o u t e r m o st l a y e r o f th e c ell w al 1 . × 20 0 00 ･

S c al e b ar i n di c at e s l fL m .

T ab le l , N u m b e r o f c a n did al c ells a d h e ri n g t o r a t v e si c al l u m in al s u r fa c e 24 h r afte r i n o c u l ati o n

G r o u p
N u m b e r o f r a ts

仕 e at e d

A dh e rin g c a n did al c ells
a )

N u m b e r F o m l ( % )

M e a n R a n g e Y e a s t M y c eli u m

C 5

L 5

L H 5

10 0 0

1 0 0 0

8 2 1 8

G r o u p s (C , L , L H) a r e d e s c ri b e d in th e t e x t .

a) T e n vis u al fi e lds r e d u c e d h
･

O m X 20 0 0 w e r e r a n d o m ly s el e c te d .

b) p < 0 .0 5 c o m p a r e d w ith g r o u p C a n d g r o u p L .
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Fig ･ 4 ･ S c a n ni n g el e c tr o n m i c r o g r a p h s o f r at bl a d d e r s st ai n e d w ith r u th e ni u m r e d . (A) T h e a m o r p h o u s m a t e ri al s , W hi c h c o n si st ｡f

g r a n u l a r a n d B b rill a r c o m p o n e n ts , a r e O b s e rv e d o n th e n o r m al bl ad d e r e pith eli u m ･
× 10 00 0 ･ (B) Y e a st s c o v e r e d wi th th e a m o r ph o u s

m at e ri al o n th e e pith eli al s u rf a c e ar e d e m o n st r a te d i n G r o u p L X 2 0 0 0 ･ S c al e b a r i n di c a t e s 2 /L m ( 軋 a n d l O fL m CB) .

Fig ･ 5 ･ I m m u n o hi s t o c h e m i c al st ai ni n g i n r a t bl a d d e r f o r B b r o n e cti n ･ ㈱ S u b m u c o s a (a r r o w s) i n e x f oli a t ed a r e a of th e e pith eli u m i s
Str O n gl y s tai n e d 2 4 h r afte r H C l tr e a t m e n t . × 2 0 0 .

(B) L a m i n a p r o p ri a m u c o s a e a n d b a s e m e n t m e m b r a n e (a r r o w s) a r e w e a kl y st ai n e d i n G r o u p C a n d G r o u p L 2 4 h r aft e r i n o c u l ati o n . ×
2 00 ･ (C) C b n d id al a d h e r e n c e ( a r r o w ) to th e st r o n gl y st ai n e d e x f oli at e d a r e a o f th e e pith eli u m i s d e m o n st r at e d i n G r o u p L H 2 4 h r afte r
i n o c u l ati o n

･ Ⅹ 4 0 0 ･ ( D) S o m e C d n di d a c ell s (a r r o w ) in th e bl ad d e r l u m e n a r e p o siti v ely s tai n e d in G r o u p I . H 2 4 h r afte r i n o c ul ati o n .
×

4 00 ･ S c al e b ar i n di c at e s 5 0 p m 仏 ,B ) , a n d 2 5 FL m (C , D) .
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皮の 非剥離部 に お い ても, C 群や L 群に 比べ て 多く付着 し て お

り
,
上 皮の 脱落部で は大き な集塊を形成 し, 非常 に高密度 に付

着 し て い た (図2 B) . この 群で は菌接種 6 時 間以 降 に酵母型 か

ら変換 した 菌糸型菌が出現 し, そ の
一 部 は膀胱壁内へ 倭 人 して

い た . また 上 皮の 脱落部 に は フ ィ プ リ ン と考え ら れ る細線維状

の 物質 が , 付着 して い る 菌体に絡まる よう に存在 して い た (図

2 C 矢印) .

Ⅱ . 付着菌数

C
,
L お よ び L H 群 にお ける1 0 視野 あた りの 付着懐数 の 平

均値 は , そ れ ぞれ1 1 .8 , 1 7 .0 , 1 9 6 .4 で ,
L E 群 の 付 着菌数 が ,

他 群 に比 し有意 に多 か っ た (p < 0 . 0 5 , K r u s k al - W alli s の 検 定)

(表) . 付 着蘭 の 形態 に つ い て は ,
菌糸型薗は L Ii 群 で の み 認め

ら れ
,
そ の 割合 は18% で あ っ た .

Ⅳ . 透過型電顕所見

C , L お よ び L Ii 群 に お い て は , 膀胱 壁 に 付着 し て い る

C α兜d富加 細胞 の 細胞壁 は少なく とも電子密度の 高い 外層 と電子

密度の 低 い 内層 か ら な っ て おり ,
さ ら に最外層 に電子密度の 高

い 小突起 が形成 さ れ て い た . そ して こ の 小突起が 上 皮朋胞に付

着 して い た (囲 3 ) . 小突起 の 形態 は各群間で明ら か な遠い は 認

め ら れなか っ た .

Ⅴ
.
ム チ ン層の観察

正常 ラ ッ ト の 膀胱を走査型電顕 に て観察す る と 上 皮表面 に は

顆粒状物質が上 皮表面を覆う ように存在 して おり ,
さ ら に強拡

大で の 観察で は細線維状 の 物質とそれ に
一 部絡 む細顆粒状 の 物

Fig . 6 . I m m u n o h i s t o c h e m i c a l s t ai n i n g f o r fi b ri n o g e n .

A d h e r e n c e o f p o sitiv ely st ai n e d C b n did a c ell s t o th e e x f oli a t e d

a r e a o f th e e pi th eli u m i s sh o w n i n G r o u p L H 2 4 h r a ft e r

C a n di d al i n o c ul ati o n . × 4 0 0 . S c al e b a r i n di c at e s 2 5 FL m .

野 谷

質か ら構成 さ れ て い た (図4A) .

山

方 , 塩酸処置 を施 した ラ ッ

ト膀胱上 皮表面 に は こ れ ら の 物 質 はほ と ん ど認 め ら れなか っ

た
.
こ の 顆粒状 の 物質は C 群お よ び L 群 の 膀胱 で は , 上 皮表面

の み な らず酵母塑蘭の 周囲 にも, 菌体を包むよう に存在 してい

た が (囲4 B) , L H 群 で は認 め ら れ なか っ た .

Ⅵ, フ ィ ブロ ネク チ ン
,
フ ィ ブ1｣ ノ ー

ゲ ン の観察

1 . フ ィ ブ ロ ネク テ ン

正常 ラ ッ ト膀胱で は
,
明ら か な フ ィ ブ ロ ネク ナ ン の 染色陽性

部位は認め られ なか っ た . 塩酸処置膀胱 で は 上 皮脱落部におい

て フ ィ ブ ロ ネク チ ン が 強陽性 に染色 さ れ た(図5 A) . C 群 , L 群

で は
, 粘膜下 組織 が弱陽性 に染色さ れ た (図5 B) . L H 群では染

色強陽性の 上 皮 の 剥離部 に多数 の 菌 が付着 して い るの が観察さ

れ た (図5 C) . さ ら に
一 部 の 膀 胱腔内 の 菌周囲 にも染色陽性部

が認め ら れ た (国5 D) .

2 ,
フ ィ ブ リ ノ

ー

ゲ ン

免疫染色 の 結果
,
フ ィ ブ リ ノ

ー ゲ ン は
,
正 常 ラ ッ ト膀胱

,
塩

酸処置膀胱お よ び菌接捜 した C 群, L 群の 膀胱で はす べ て 染色

陰性で あ っ た .

一

方 , L H 群 の 膀胱で は , 上 皮表面 に付着し,

ある い は跨胱腔内に存在 して い る
一

部 の 蘭 の 周囲が ,
染色陽性

であ っ た (図6) .

考 察

C (‡乃d富加 α伽 c α乃ぶ の よ うな弱毒菌 に よ る 感染は , 全身あるい

は局所が易感染状態 にあ る時 に発症す る こ と は周知 の事実であ

る . 今 回の 主要研究目的の 1 つ は , ど の よう な易感 剃犬態にす

れ ば C 飢 粛 血 膀胱炎 の 実験 モ デ ル を確立でき る か に ある. そ こ

で 最初 に試 み た の が 両側尿管お よ び尿道を結激す る こ と により

注 入菌 の 尿 に よ る 洗浄作用を止め る こ と で あ っ た が ,
こ の 処置

だ けで は軽度 の 炎症所見 と僅か の 酵母塑蘭付着が認め ら れるの

み で
,
明ら か な C α乃df d α 膀胱炎は 発症 しなか っ た . さ ら に これ

に塩酸処置を追加す る と ,
C 朗 成 血 細胞 は無数 に付着するよう

に なり, か つ 酵母型か ら菌糸型 へ 形態変換す るの が 観察さ れた .

こ の 菌 糸型薗は , 付着す る と と もに粘膜固有層内 へ 侵入 し, 最

終 的に は 高度な C α符dブ血 膀胱炎 へ と進展 した . 今 回観察された

ラ ッ ト の C α〝d才d α 膀胱 炎は
,
C α犯dブd α 球体 を伴 っ て お り, 臨床

で み ら れ る 人 の C α犯d才d α 膀胱 炎
4)
と組織学的に極め て 類似 して

おり
,
C α搾dg 血 脚光炎 の 実験 モ デ ル と して適当である と 考えら

れ た .

障胱 壁 に付着 して い る C 脚 励ぬ 細胞を通過型電顕で観察する

と
, 細 胞壁最外層 に小突起の 形成が認め られ た .

こ の 小突起は

C α乃df 血 口 内 炎
1 2)1 :う)
で 観察 さ れ た フ ロ キ ュ ラ

ー 層 あ るい は フ ロ

キ ュ ラ
ー

物 質と 同 じも の で ある と 考え られ る . C α乃dfd α 口内炎

で は
!
マ ン ナ ン 蛋白 と推察 さ れ る

22)
ア ド ヘ ジ ン を 含む , こ の小

突超 の 発達 の 度合 い が 菌 の 付着性 に関連 し て い る
12)2 3) 2 ●-) と幸隠

され て い る . 今 回の 検 討 で は ,
3 群問お よ び 蘭の 形態の 違い に

より こ の 小突起 の 形成 に明ら か な遠 い は認 め ら れ な か っ た .

宿主側 の 因子うち, 膀 胱上 皮表面 の ム チ ン層 は , 細菌付着を

阻害す るネ ガ テ ィ プ国子 の 役割を果たす と考え られ て い る
")

･

こ の ム チ ン 層 は ,
一

般 に 用い ら れ て い る グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド,

オ ス ミ ウ ム 固定 に よ る走査型電顕 で少数 の 研究者 によ り観察さ

れ て い る
25) 2̀ i】

. しか し
,
こ の 物 質は お そ らく固定 の 段階で剥離

して しまう た め , 前述 の 方法 で の観察 は困難で , 著者もこ の固

定法 で は観察できなか っ た . そ こ で ム チ ン層 の 観察 に透過型電

顕 で有用性 が報告 さ れ て い る
27) 2 8)
ル テ ニ ウ ム レ ッ ド を用い て走
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査型電顕 で の 観察を試 み た . そ の 結果
,
正 常 ラ ッ トの 謄胱上 皮

表面に存在 し た細線維状ある い は紳顆粒状 の 物質は ム チ ン 層 と

考えら れ た . こ の 物 質は塩酸処置勝胱で は上 皮 の 脱落部の み な

らず, 非脱落部 にも認め ら れ な か っ た こ と より塩酸処置 によ り

ム チ ン層 は消失す るもの と考え ら れ た . さ ら に こ の 物質は
,
C

およ びL 群で は菌 を 包み 込 む よ う に存在 して い た が
,
L H 群で

は認め ら れ な か っ た .
こ の 結 果は C α乃d fd α 膀胱炎発症過程 にお

い て
,
ム チ ン 層 は, む し ろ菌 を取り込み

, 尿流 に より取り込ん

だ菌を伴 っ て剥が れ る こ とで 菌の 上 皮 へ の 付着を阻害 して い る

とする報告
2 ì)
に合致 して お り , そ の 消失 は 菌の 上 皮 へ の 直接的

な付着 を増加 させ るもの と 考え られ た . な お
,
ム チ ン 層は 上皮

表面を切 れ 目なく覆うゲ ル 状の 物質と考え られ る が
,
今回の 実

験で は, 試料の エ タ ノ
ー ル 脱水お よ び 臨界点乾燥 の た め , 細線

維, 細顆粒状 に変形 した もの と推察 して い る .

L H 群 で は , 菌 の 付着 は
,
上 皮の 非剥離部より, 剥離部 に

より多く観察 され た こ と よ り, 上 皮の 剥離部に は ム チ ン層 の 消

失以外 に付着 を増強する因子が存在するもの と推察さ れ る . フ

ィ ブ ロ ネク テ ン は
,
生 体内に お い て全身の 組織 に観織間の 接着

因子
裳,)
と し て

,
さ ら に血 祭中 には 生体防御機構 の

一

員
ニIl ,)
と し て

豊富に存在する こ と が 知ら れ て い る . そ して膀胱 に お い て は粘

膜固有層 や基底膜 に局在 して い る と 報告 さ れ て い る
31)

. また
,

フィ ブロ ネク テ ン は , 細 菌の ア ド へ ジ ン に対す る レ セ プ タ ー

と

して付着 に関与 して い る とも考えら れ て お り
15)ll i)

. 膀胱 にお い

ては
,
βα Cf 肋ぶ C αJ 研β伽 - G 〟e わ乃 の 膀胱上 皮 へ の 付着 に関与 して

い る こ と が 報告 さ れ て い る
1 7) 川

. c α乃d才d α 感染症 にお い て は
,

フィ ブ ロ ネ ク ナ ン の 口腔 上皮 や艦上 皮 へ の 付着 へ の 関与が 指摘

されて い る
コ2)
が , 尿路で の 報告 は な い . 今 回の 免疫組織科学的

検討で は, 正 常 ラ ッ ト勝胱粘膜に は染色陽性部位 はなく フ ィ ブ

ロネクテ ン の 局在 は 明ら か に で きなか っ た が
,
塩酸処置膀胱や

3 群の 捌光の 粘膜 下組織 が染色陽性 であ っ た こ と よ り
,
酸 や

仇微 動ね 接種 に よ る炎症 に より粘膜 下組織 に フ ィ ブ ロ ネク ナ ン

が集まる こ と が 示唆 さ れ た . 特 に塩酸処置捌光や L H 群の 膀月光

では
,
上 皮脱落部 が強陽性 に染色 さ れ ,

L Ⅲ 群の 膀胱 で は , 強

陽性部位 に菌が付着 し て い た だ けで なく
, 脚光艦内の 菌体周問

が染色陽性であ っ た結果 は, 組織内の フ ィ ブ ロ ネク ナ ン だ けで

なく
, 組織外か ら の 可 溶性 の フ ィ ブ ロ ネク ナ ン が 動員さ れ た こ

とを示 して い る . 恐 らく血 簗 よ り動員さ れ た フ ィ ブ ロ ネク ナ ン

が
, 上 皮の 傷害部位 に沈着 し, C 仇 礪偵ね の 付 着を増強し , さ ら

には捌光腔内 へ 溶 出し , C の 鋸軌ね 菌体周陸ト も付着 した もの と

考えられ た .

さ らに , フ ィ ブ ロ ネク ナ ン 同様 血柴成分であ る フ ィ プ リ ン は ,

電顕的に , 長期間留置さ れ た 尿道留置カ テ ー

テ ル 表面に付着す

る細菌や結晶周囲 に, 細線維状の 物質と して 存在 し
,
細 菌や結

晶の 付着 に関与する こ とが 報告さ れ て い る
1tり:i 3 )

. 今回 , L H 群

の上皮剥離部でも, 菌に 絡み つ く経線維状 の 物質が存在し, そ

の物質は 免疫染色で フ ィ プ リ ン で ある こ と が確認さ れ た . こ れ

らの 結果よ り フ ィ プ リ ン も
,
仇 乃d才d α 細胞の 付着 に関与す る因

子の 1 つ で ある こ とが 考え られ た .

-

以上 の 結 果 より
,
C α乃df 血 膀胱炎発症 には

,
菌側 の ア ドヘ ジ

ン以上 に
,
ム チ ン層 の 消失 や

,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン や フ ィ ブ リ ノ

ー

ゲ ンを動員す る 上皮剥離 が重要であ る と推察さ れ た . そ し て

この こ と は G 別ぬ‰ね 捌光炎 が, ム チ ン 層を消失 させ , 捌光上 皮

を剥離させ る原因となる尿道留置 カ テ
ー

テ ル 留置患者で好発 し

てい る
34) 3 5) 臨床所見 に合致 して い る と考え ら れ た .

4 5 1

結 論

ラ ッ ト を用 い て C 伽 成血 勝胱炎の 実験 モ デ ル を確立 し, そ の

モ デ ル を用い て G 才弗d富加 の 勝胱粘膜 へ の 付着 に 関与する因子 を

検討 し, 次 の よう な結果を得た .

1 . 簸処置の ラ ッ ト (C 群) , 両側尿管お よ び尿道 を結貧し た

ラ ッ ト (L 群) に 薗を接種する と少数 の 酵母型菌の 付着は認め ら

j■t た が
,
明ら かなCb 乃df 血 膀胱炎 は成立 しな か っ た .

2 . 膀胱 内へ の 塩酸注 入を追加 した ラ ッ ト (L H 群) に菌を接

種す る と 菌糸型菌の 侵 入 や C 銅 品ぬ 球体 の 形成な ど, 臨床的 に

認め ら れ る C α乃d 弱α 膀胱炎と ほぼ 同様 の 所見が認 め られ た .

3 . 走査型電顕 に よ る観察で は , L H 群で は他 の 2 群に 比 し
,

有意 に多く の 菌が 捌光壁に付着 して お り b < 0 .0 5) ,
特 に上皮脱

落部 で は高密度であ っ た .

4 . ル テ ニ ウ ム レ ッ ド染色と走査型電顕 に より, 正 常膀胱表

■面に認 め ら れ た ム チ ン 層と 考えら れ る顆粒状 の 物質が認め ら れ

た . こ の 物質 は塩酸処置膀胱上皮表面で は消失 して い た こ と よ

り
,
ム チ ン層 の 消失 が , C α乃d才血 の 上 皮細胞 へ の 直接的付着を

増加 させ るもの と 考えられ た .

5 .
フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン の 免疫染色の 結果, L H 群 で は染色強

陽性の 上 皮脱落部位 に菌が付着 し て い た こ とよ り, フ ィ ブ ロ ネ

ク ナ ン が 菌の 付着 に関与 して い るも の と推察さ れ た . フ ィ ブ リ

ノ
ー

ゲ ン の 免疫染色 に て
,
L H 群で

,
上 皮 脱落部 に付着 し て い

る 菌の 周囲が染色陽性であ っ た こと よ り
,
フ ィ プ リ ン も薗 の 付

着に関与 して い る もの と推察され た .

以 上 より C α兜dg 血 捌 光炎の 発症 に は 宿主側 の 国子と して 尿流

の 停滞に加えて
,
ム チ ン層 の 消失や , フ ィ ブ ロ ネク ナ ンヤ フ イ

ブ リ ノ ー

ゲ ン の 動員 を促す上皮 の 脱落が重要と考えられ た .
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St ai n l n g S u g g e St th a t fi b r o n e c ti n i s i n v o I v e d i n th e ad h e si o n o f C a n di d a c ell s si n c e i n G r o u p L H C a n di d a c ell s a d h e r e d t o

ar e a S O f e x f o li a te d e p ith eli u m th at w e r e s tr o n g ly s t ai n e d ･ I n B b ri n o g e n i m m u n o hi st o c h e m i c al st ai n l n g , th e s u rf a c e o f C a n di d a

C ell s a d h e r e n t to a r e a s o f e x f o li a t e d e p i th eli u m s t ai n e d p o siti v e i n G r o u p L H , S u g g e Stl ng th a t fib ri n al s o p
l ay s a r o l e i n th e

ad h e si o n o f C a n di d a c e11 s ･ T h e s e r e s u lt s i n di c a t e th a t di s a p p e a r a n c e o f th e m u ci n l a y e r , a n d e pi th e li al e x f oli a ti o n w hi c h

P r O m O t e S m O b ili z a ti o n o f fib r o n e c ti n a n d 丘b ri n o g e n , i n a d d iti o n t o th e f o r m a ti o n o f s m all p r q e c ti o n s i n th e C a n di d a c ell w all ,

ar e i m
p o
rta n t f a c t o r s i n th e a d h e si o n of C a n d i d a c e11 s i n c a s e s o f C a n d i d a cy s ti ti s .


