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C l o s t ri di u m d iffi c il e の 毒素産生 に及 ぼす

S t r e p t o c o c c u s f a e c ali s の 増強作用

金沢 大学l矢学部小 児科草教儀 ( 圭 什 : 谷I l 上Il 教授)

本 家 也

( 昭 和5 8勺
こ1(り= 4 ‖受付)

cI o s tri di u m d iffi c il e の 毒素産生 に 及 ぼ す- →投腸内菌, 特 に S tr e pt o c o c c u s f a e c a li s
の 共存 の 影 響

を しら ぺ た . 透析膜 を隔 てて C . diffi cil e と被検菌 を培養す る透析培養 を b r ai n h e a rt i n f u si o n b r o th を用

い て 行い , 産生され る C . d iffi cil e の 毒素の 活性 を細胞毒性試験 に よ り検定 した･ 好気条件 に お ける S tr ･

f a e c ali s との 透析培養で C . d iffi cil e の 毒素産 生 は著 しく促進さ れ た が , 他の 被検菌 との 透析培養 で は, そ

の よう な現 象はみ ら れな か っ た . 次 に , S t r . f a e c ali s 培養上 清 ( 1
～ 3 日間培養) を b r ai n h e a r t i nf u si o n

b r ｡ th に 4 : 6 の 割合に 加 えて C . d if fi cil e を培養し, 毒素産生 に 及 ぼす 影響 を検討 した･ S t r ･ f a e c ali s の

培養上 清の p H , 酸化還 元電位, h e x o s e 量は培 薫3 日 間を通 じ
てほ ぼ 同じ で あ っ た が , 3 日間培養上浦 を

加え たと き に の み , C . d iffi cil e の 毒素産生 は対照に比 し有意 に 高ま っ た ･ しか し ･ S tr ･ f a e c ali s 培養上 清

を加えた と きの C . diffi cil e の 増殖 は抑制さ れ た .
ま た

,
S t r ･ f a e c ali s 3 日 間培養上清の P M l O( A M I C O N )

ろ過分画 ( < M . W . 1 0
,
0 0 0) を加 えた とき に も毒素産生 は対照 に比 し有意に 高 ま っ た ･

以 上 の 結果よ り, S t r . f a e c ali s の 培養上清中に C ･
diffi cil e の 毒素産生能 を増強させ る因子 が存在 し, 透

析性の 低分子物質で あ る可能性が示 唆さ れ た .

K e y w o r d s Cl o st ridi u m d iffi cile , T o x i n p r o d u c ti o n , S t r e p t o c o c c u
s f a e c ali s

,

I n t es ti n al b a c t e ri a .

Cl o st rid i u m d iffi cil e が抗生剤投与に よ る偽膜性大

腸庚 (P s e u d o m e m b r a n o u s c oliti s 以 下 P M C と略) の

主な原因蘭で あり, C . d iffi cil e の産生 す る細胞障害性

毒素に より本疾患が引き起 こ され る こ と は, 今日 ,
一

般 に 認め られ てい る
1 ト 4)

. 又 , 抗生剤投与に よる P M C

以外の 下痢症 に お い て も , そ の 糞便中 に C . d iffi cil e の

毒素が , か な りの 頻度で検出さ れ る と の報告
2)5) や

, 新

生児の壊死性腸炎の 20 例中5 例 に C . diffi cil e の 毒素

が検出され た との 報告
6)が み ら れ るよ う に な り, P M C

以外の これ ら腸炎に お い て も , C . d iffi cil e の 関与が 問

題 とな っ てき てい る .

C .
d iffi cil e は抗生剤投与 に よ る腸炎患者の 糞便中

に 限らず健康人 , と く に 新生児及 び乳児の 糞便か ら高

頻度に 分離され る7)8) . そ して , こ れ ら健康人 か ら分離

され る C . d iffi cil e の 過半数は毒素産生株 で あ る
8)

.
こ

の 常在 菌と も い える C . d iffi cil e を原 因菌 と す る腸炎

の 発 症 に 関 して , 種々 の 要因が 考え られ て い る が, 抗

生 剤投与 に よ る 腸 内正 常細菌叢の 崩壊も, その山
一

つ に

挙げ ら れ て い る
9)

. P M C で は通常糞便中 か ら 多数の C ･

d iffi cil e が分離さ れ, 多量 の 毒素も検出され る が, 健康

人 糞便か ら毒素産生能の 強い C . d iffi cil e が 多数分離

され て も
,
毒素は検出され な い

8)
.
こ の こ と か ら , 腸管

内に お け る C . d iffi cil e の 増殖だ け で な く , 毒素産生 に

対し て も,
一 般 腸内菌が どの よう に か か わ っ て い る か

を明 ら か に す る こ と が重 要と思 われ る .

′【一 方 , P M C 発 症頻度の 高 い リ ン コ マ イ シ ン 投与時,

腸内 に St r e p t o c o c c u s f a e c ali s が異 常増殖す る こ とか

ら, S t r . f a e c a li s と P M C を含め た本薬剤に よる 腸管

系副作用 と の 関連が 注 目さ れて い た
IO)

.

そ こ で
,
著者 は本研究で , C . diffi cil e の 毒素産生 に

及 ぼ す･ 血 般腸内菌の 作用 を St r . f a e c ali s を中心 にi n

v itr o で 検討し た .

E n h a n c e d T o x i n P r o d u cti o n o f C l o s t ridi u m D iffi cil e b y S t r e p t o c o c c u s F a e c al
is ･ K a z u y a

H o n k e
,
D e p a rt m e n t of P e di a t ric s (D ir e ct o r

‥ P r of ･ N ･ T a nig u ch i) , S c h o ol of M e di ci n e ,

K a n a z a w a U ni v e r sit y .



C . d iffi c il e の 毒素産生に 及 ぼす S . f a e c a li s の 増強作用

材料お よ び方法

1 . 被 検菌株

試供菌株 に は 金沢 大学医学部微生物学教室 ( 西田 尚

紀教授) よ り分与を受 けた C . diffi cil e A T C C 1 7 8 59

を使用 し た .

その 他の 菌株は健康人糞便よ り 分離 した 以下 の も の

を使用 し た .

S t r e p t o c o c c u s f a e c ali s 3 株 , S t r e p t o c o c c u s

f a e ci u m l 株 , K l e b si ell a p n e u m o n i a e 2 株 , K l e b -

si e11 a o x y t o c a l 株 , E s c h e ri c h i a c oli 3 株 , E n t e r o
-

b a ct e r cl o a c a e l 株 , L a c t o b a cill a c e a e 2 株 , B ifid o ･

b a ct e ri u m 2 株 , B a c t e r oid a c e a e 2 株 .

これ ら細菌の 同定 は常法に よ り行っ た .

2 . 使用培地

増殖培地及 び毒素産 生 培地 と して B r ai n H e a rt I n-

f u si o n ( B B L ) ( 以 下 B H I と 略) b r o th を用 い た .

3 . C . d iffi cil e の 毒素産生 に 及 ぼ す細菌 の 作用 の

検討

透析膜 を隔 て て C . d iffi cil e と他の 細菌 を培養し, C .

diffi c il e の 塵 生毒素個を測 定す る こ と で検討 した .

透析膜 に は, V i sk i n g s e a m I e s s c ell u l o s e t u b i n g

( p o r e si z e 15 Å) を使用 した . 透析培養装置 は, 伊

藤ら 川 の 用 い た も の を 一 部修正 し , 図 1 に 示 す装置 を

作り使用 し た . 即 ち , 透析膜の 内側及 び 外側 に B E I

b r o th をそれ ぞ れ 12 m l
,
2 6 m l 入 れ 12 l

O

C
,
15 分 間蒸

気滅菌後, 流水で 急速冷却 し, C . d iffi cil e と被検薗の

-
一 夜培養液 を0 . 1 m l ずつ

,
それ ぞれ 内液相と外液相に

接種し, 4 日間, 3 7
0

C で 何ら嫌気的操作を加 える こ と

なく静置培養 した. 又 , 水素置換法 に よ る嫌気培養を

併せ て行 っ た . 培養後, 内液相, 即 ち C . d iffi cil e の 培

Fi g ･ 1 . S c h e m a o f D i al y si s C o
- C ul t u r e S y s t e m u s e d

i n thi s w o r k .
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養減 を 4
0

C で , 10 , 0 0 0 回転, 5 分 間遠心 し, その 上 清

を p o r e si z e O .4 5FL m の m e rn b r a n e filt e r ( M illi p o r e )

で ろ 過 滅菌し培養上清を作製し た. これ を 毒素液と し

後述の 方法で 毒素価を測定し た.

対照 と し て は, 両液相に C . d iffi cil e を培 養した時 の

内液相よ り得 られ た毒素液を用 い た .

4 . C . di ffi cil e の 毒素産生 に 及 ぼ す各種細菌 の 培

養上 浦の 作用 の 検討

B HI b r o th に 各種 細 菌の 培養 上 清 を加 え て C .

diffi cil e を培養 し, そ の 産生 毒素価 を測定 した. 即 ち ,

被検細菌の
一

夜培養液を B H I b r o th 3 0 m l 中に 0 . 1

m l 接種 し, 3 7
d

C で
血 走期間培養した後, 10 , 0 0 0 回転,

5 分間遠心 し, p O r e Si z e O A 5F L m の m e m b r a n e fil t e r

( m illi p o r e) で ろ過滅菌し, 細 菌の 培養上 清を作 っ た .

その 培養上 清を B H I b r o tb と種々 の 割合 で 混合 し, 全

体 で 10 m l の 培養液を作 り, 1 0 0
0

C , 10 分間煮沸後, 流

水 で 急速冷却し, そ の 中に C . diffi cil e の
一

夜培養液を

白金耳 を用 い て 1/ 3 0 0 m l 接種 し
,
3 7

0

C で 4 日間
,
嫌気

的操作 を加 えず静置培養し た.
こ の C . diffi cil e の 培 養

液 を4
0

C で
,
1 0

,
00 0 回転, 5 分間遠心 し, その 上 清を

p o r e si z e O .4 5 FL m の m e m l〕r a n e filt e r ( M illi p o r e)

で ろ過滅菌し, これ を毒素液と し後述の方法で毒素価

を測定した
.
な お

,
各種細菌の 培養上清に 代 え, B H I

b r o th 及 び蒸留水 を加 えて C . d iffi cil e を培養 し た と

き に得 られ た毒素液 を対照 とし た .

5 . 細菌培養上 清の 低分 子 画物の 作製

DIA F L O ul t r a fil t r a ti o n m e m b r a n e ( A M I C O N )

の Y M l O と ul t r a fil tr a ti o n c ell ( A M I C O N ) を用 い

た限外ろ過 に よ り細菌培養上清の 分 子 量 1 0 , 0 0 0 以 下

の 分 画液 を作 っ た .

6 . 細菌培養上清の p H , 酸化還元 電位(以 下 E h と

略) , h e x o s e 含有量 の 測 定

p H , E h は p H m e te r ( 日立) と O R P 複合電極 ( 堀

場) を使 っ て 測定し た .
h e x o s e 含有量 は シ ス テイ ン 硫

酸 法1 2) に よ り測 定し た .

7 . C . di ffi cil e の 増殖と毒素産 生 に及 ぼ す 細菌培

養上溝の 作用 の 検討

本節4 に あ る 方法 で B H l b r o th に 細菌培養上清 を

加 えて C . d iffi cil e を培養 し, 1 Ej 毎に 4 日 間, 生育度

と培養上宿の 毒素価 を測定し た . 生育度は, 島津製光

電比色計を用 い O D 56 0 で 測定し た . 対照 と して は,

C . diffi cil e を B H I b r o t h に て培養し たと きの 生育度

と培養上浦の 毒素価 を用 い た .

8
. 毒素価 の 測 定方法

C . d iffi cil e の 塵 生する 毒素価は, 本毒素の 培嚢細胞

に 対す る c y t o p a th i c eff e c t ( 以 下C P E と略) を利用

し て 測 定し た . 便周 した培養細胞は , 金沢大学が ん研



7 1 4

究所ウイ ル ス部門 ( 波田 野 基 一 教授) よ り分 与を受 け

た H e L a 細 胞を用 い た .
この 細胞 の 培養に は, H A M -

F 1 2 培地 ( 日水) に 馬血 清 ( GI B C O ) 12 . 5 %
, 牛胎児

血清( GI B C O ) 2 . 5 % , 硫酸ゲ ン タ マ イ シ ン(S c h e ri n g)

1 0 0 〟 g/ 血1 , 重 曹 0 .2 w / v % の 割合 で 加 え た も の を用

い た . 毒素価の 測定 は, 継代培真申の E e L a 細胞 を プ

ロ ナ ー ゼ 処 理 後, 2 ×10 5 c ell s/ m l に 調 整 し, mi c r o

t e st pl a t e ( N u n c , D e n m a rk ) の各 w ell に 5 0 JL l ( 1 ×

1 0 4 c ell s/ w ell) あ て分注 し, 炭酸 ガス 培養器(池本理 工)

内で, 5 % 炭酸ガ ス 下 , 3 7
0

C
,
2 4 時間培養 した 後, C .

dif fi cil e の 産 生 し た 毒素液 の 燐酸緩衝 生 理 食塩水

( p H 7 .2 , 0 .1 5 M ) に よる 2 倍段階稀釈液 を 25 J`1 ず つ

各 w ell に 添加 し
, 添加後21 時間の H e L a 糸田胞 の C P E

の 有無を観察す る こ と で行 っ た . 判定は す べ て の 細胞

が 円形化す る と こ ろま で を陽性 と し, そ の 時の 毒素液

の 稀釈倍数 を2 を底と し た対数 に 直 し, これ を毒素価

と した .

成 績

1 . C . d if fi cil e の 毒素 産 生 に 及 ぼ す細菌の 作用

は じ め に C . dif fi cil e の 毒 素産 生 に 及 ぼ す 作用 を好

気性菌 6 菌種 1 i 株 , 嫌気性菌 6 菌種 6 株の 腸 内菌に つ

い て透析培養法を用 い て 検討 した . 細菌 1 株に つ い て

最低2 回以 上 の 実験 を行 っ た .

好気条件 で の 透 析培養に お い て C . d iffi cil e の 産生

毒 素 価 は S t r . f a e c a li s と の 培 養 で 対 照3 ･6 7 ±

1 . 5 3 ( m e a n ± S . D .) と 比 べ 9 , 6 7 ±0 . 8 2 と 著 し く 高

か っ た .
こ の 現 象 は今 回検索 した S t r . f a e c ali s 3 株全

て で み られ た . しか し , 他の 11 菌種で は こ の よ うな現

象は み られ な か っ た . ( 図 2 )

- 一 方 , 嫌気条件 で の 透析培養に お い て は , E . c oli , K .

p n e u m o n i a e , K . 0 Ⅹ y t O C a , E n t e r o b a c t e r cl o a c a e ,

B a c t e r o id a c e a e と の 培養で 毒素価は それ ぞ れ ,
5 . 66 ±

1 . 3 7
,
5 . 0 0 ±0 . 5 8

,
4 . 5 0 ±0 .5 8 , 5 . 0 0 ±0 ･ 8 2

,
6 .50 ±

0 . 5 8 と対 照9 . 9 0 ± 0 .9 9 と比 べ 低 か っ た .
S t r , f a e c ali s

F i g . 2 . T o x i n p r o d u c ti o n o f C ･ d iffi cil e A T C C 1 7 85 9 i n th e d i al y si s c o
- C O lt u r e s w ith o th e r o r g a n i s m s i

n

a e r o b i c c o n d iti o n .

( T h e r e s ult s w e r e e x p r e s s e d a s th e m e a n s ±1S , D . o f t o x i n tit e r s ･)



C ･ diffi c il e の 毒素産生に 及 ぼ す S . f a e c ali s の 増強作用

との 培 養で は毒素価 は 1 0 .8 6 ±0 . 3 8 と 対照と ほと ん ど

差はみ られ なか っ た . ( 図3 )

2 . C . di ffi cil e の 毒素産生 に 及 ぼ す細 菌培 養 上 清

の 作用

次 に C . d iffi cil e の 毒素産生 に 及 ぼ す細菌培養上清

の 作用 を St r . f a e c ali s の 3 日間培養上 清 を用 い て 検

討した結果 , B H I b r o th に 3 0 % ～ 4 0 % の 割合 で , その

上 清を加 え たと き高 い 毒素価が得 られ た . そ こ で , 以

後4 0 % の 割合 で St r . f a e c ali s の 1 日 ～ 3 日 間培養上

浦, E . c oli の 1 日 ～ 3 日 間培養上清, K . p n e u m o ni a e

の 3 日 間培養上浦, お よ び S tr . f a e c a li s
,
E . c oli の 3

日 間培養上清の 分子 量 10 ,0 0 0 以 下の 分画 液 を それ ぞ

れ加 えて検討し た.

S tr . f a e c ali s の 培養上 浦添加培地 に お け る C . diffi _

cil e の 産 生 す る 毒素 価 は 1 日 間培 養 上 清3 . 0 0 ±

0 . 8 2 ( m e a n ± S .
D

.) , 2 日間培養上 浦4 . 2 5 ±0 .8 3
,
3

日間培養上 清5 .2 7 ±0 . 88 で あ り , B H I b r o th の 対照

4 . 3 8 ±0 ■ 5 2 と比 べ
,
3 日 間培養上清 を加 え た場合 C .

出
国
ト
ー

ト

N
I

舛
○
ト

71 5

d iffi cil e の 産 生 毒素価は有意 ( p < 0 .0 5) に 高 か っ た .

ま た
,
S tr ･ f a e c ali s の 3 日間培養上清の 分子 量 10

.
0 0 0

以 下 の 画分液 を加 え た培地に お ける C
. d iffi cil e の 産

生毒素価も 5 ･2 5 ±0 ･ 50 と B H I b r o th の 対照 と比 べ ,

有意に (p < 0 ･0 5) に 高か っ た . その 他の細菌培養上清

添加時 に は
, 毒素価は対照 と の間に 有意差は み られ な

か っ た
. ( 図4 )

3 ･ 細菌培 養上清の p H , 臥 ,
h e x o 印 含有量

S t r ･ f a e c ali s の 1 日 ～ 3 日間培養上清は, 全て p H

が 6 ･0 0 ～ 6 ･1 0
,
E h が + 1 3 5 m V ～ + 1 55 m V

,
h e x o s e

含有量 が 2 00 ～ 2 10 p g/ m l で あ っ た . ま た , S t r . f a e _

C ali s の そ れ ぞ れ の 上 清 を 混合 し た 培養液 は p H が

6 ･ 40 ～ 6 ･4 5
,
E h が + 13 5 m V ～ 十 1 4 5 m V で あ っ た

.

4 ･ C ･ d if fi cil e の 増殖 と毒 素産生 に及 ぼ す 細菌培

養上清 の 作用

C ･ d iffi cil e の 増殖 と毒素産生 に 及 ぼす 細菌培養上

清の 作用 を S t r . f a e c a li s 及 び E , C Oli の 3 日間培養上

浦を 4 0 % の 割合に B H I b r o tb に加 えて検討し た
.
こ

F ig ･ 3 ･ T o x i n p r o d u c ti o n o f C ･ d iffi cil e A T C C 1 7 85 9 i n th e di al y si s c o
-

C u lt u r e s w ith o th e r o r g a n i s m s i n
a n e r o b i c c o n d iti o n .

( T h e r e s u lts w e r e e x p r e s s e d a s th e m e n a s ± 1S . D . o f t o xi n tit e r s ,)
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の 実験 は 2 回行 な い そ の 平 均 を成績 と した .

図 5 に 示 す よ う に 対照 に 比 べ 両細菌培養上浦 を加 え

た場合, 増殖は 悪 か っ た が , S t r . f a e c a li s の 培養上 清

を加 えた場合, 毒素 は早期 に 培養液中に 出現 し, 毒素

価は対照 に比 べ 高く な っ た .
E . c oli で は , 培養液中 へ

の 毒素の 出現 は対照 に 比 べ 遅 く, 毒素価 も低か っ た .

考 察

本研究で は, C . d iffi cil e の 毒素産生 に 及ぼ す
一 般腸

内菌の 作用 を S tr . f a e c ali s を中心 に i n vi tr o で検討 し

た . 透析培養法は透析膜で隔て ら れ た相接す る 2 液相

間で , 膜 を通 して物質移動を行わ せ な が ら微生物 を培

養す る方法
1 3)
で , 2 種 の 微生物 の 共存的培養実験 に も

応用 さ れ てい る もの で ある .
こ の 方法を利用 して , 両

種微生物 の相互関係 を調 べ る研究 が行わ れ て お り, た

と え ば
,

一 方の 微生物 が他方の要求 す る栄養因子 を分

7

6
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泌 する こ と
1 1) や

,

一 方 の 微生物 が他方 の 増殖 を促進す

る
14)
と い っ た こ と が認 め られ て い る .

ニ の 透析培養に

用 い た培養液に は, C . diffi cil e の 毒素産生 培地と して

一 般 に 用 い られ て い る B H I b r o th
15 )
を使用 した . なお ,

B H I b r o th に よ る C . d iffi cil e の 培養で は, 好気
, 嫌

気 をとわ ず, 培養3 日間 で 上 清中の 毒素価 は最高に な

り培養 1 週間ま で 持続 し て 高い .

1 6) この こ と か ら培養

期間を 4 日 間と した . ま た , 透析膜 に は分子量 10
,
00 0

以 下 の 物 質 が 比 較的容易 に 通過 す る と さ れ て い る

Vi s k i n g c e u u l o s e t u b i n g
17 )
を使用 した .

C . d iffi cil e と代表的
一

般 腸内歯 で 透析培養 を行っ

た結果, 好気条件 に お け る S t r . f a e c ali s と C . d iffi cil e

の 共存培養で の み , C . d iffi cil e の 産 生 毒素価が著しく

高く な る現象が み られ た .

そ こ で
,
S t r . f a e c ali s 培養上 清中に 透析膜 を通過し

て C . d iffi cil e の 毒素産 生 に 促進的 に 働 く物質 が存在
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C . d iffi cil e の 毒素産 生に 及 ぼ す S . f a e c a li s の 増強作用

するJ ) で はな い か と 考え , さ ら に 実験 を行 っ た . は じ

め に C . d iffi cil e の 毒素産生 に 及 ぼす S t r . f a e c ali s 増

発上浦U) 作用 を経 時的 に 検討 し た と こ ろ, S t r . f a e -

c alis J ) 1 F-] ～ 3 川間培 養 ヒ清の う ち, 3 日間 培葉上 清

を加えた とき 高 い 毒素価 が得 ら れ た . 毒素産 生 に は培

費液の p H , E h , 組成, 温度が 大き く影 響 する
1 6一
が
,

1 日
～ 3 日間培嚢上宿の p H , E h , h e x o s e 童 はほ と ん

ど差が な く, ま た , そ れ ら上 清を加 えた培養液の p H ,

E h も ほぼ同 じで あ っ た .
こ の こ とか ら , S t r , f a e c a li s

の培蕪上 清中に は, C . diffi cil e の 毒素産生を促進す る

何ん ら か の 因子 が存在す る と考え られ た . 培養上 浦の

推定分子 量 が 10 ,
0 0 0 以
■■̀F の 画分で 同様 の 実験 を行っ

たと こ ろ , 3 日 間培養上浦を用 い た時と 同様 に 高い 毒

素価が 得 ら れ た こ と か ら, こ の 因 子 は分 子 量 10 , 0 0 0 以

下の 物質で あ り, 透析培養に お い て透析膜 を通過 し C .

diffi cil e の 毒素産生に 促進的に作用 した の で はな い か

と考え られ た .

次 に
,
S t r . f a e c ali s 培養上 暗 が どの よ う な機序 に

よ っ て C . diffi cil e の 毒素産生 を促進す るの か を調 べ
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た結 果, S t r , f a c e c ali s の 培養上 清は C . diffi cil e の 増

殖を活発 に す る こ と で 毒素産 生 を促進して い るの で は

な い こ とが判か っ た .

G e n u s Cl o s t ri di u m の 代表で ある Cl o st ridi u m p e r ･

f riTl g e n S の 場合, 毒素産 生 は菌の 増殖に は関係な く,

胞 子形 成期 に の み 起 こ る こ と が 知 られ て い る1 8)
.
C .

diffi cil e の 場合も , 薗が さ か ん に 増殖 し ても 毒素産生

の 弱 い こ と が あ り
16)
,
C . diffi cil e も G e n u s Cl o s -

t rid i u m の 性質上
,
や はり胞子 形 成期に 毒素 を産生 す

る も の とす れ ば, S t r . f a e c a li s 培養上 清は C . diffi cil e

の 胞子形成を活発 に す る こ と で 毒素産生 を促進す る の

か も知れ な い .

C . d iffi cil e は抗生 剤投与に よる P M C の 主な原 因菌

で あ る こと ば, 今日 一 般に 認め られ て い る1 ト 4)
. 本菌は

健康人 か らも分離さ れ7)8) , 腸内常在菌と も い える細菌

で あ るが , 抗生剤投与 な どを き っ か けと して 腸炎を発

症 さ せ る .
い わ ば, C . d iffi cil e を原因菌とす る腸炎は,

内因性感染症 とも い える も の で あ る .

6

5

｣

U
}

仁
u

支
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Fig ･ 5 ･ G r o w th a n d t o x i n p r o d u c ti o n o f C ･ diffi cil e A T C C 1 7 8 59 i n th e b r a in h e a r t i n f u si o n b r o th c o n t ai n i n g
th e c u lt u r e filt r a t e s of i n d i c a t e d b a c t e ri a .
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こ の 腸炎 は C . diffi cil e の 産生 す る細胞障害性毒素

に よ り引き起 こ され る と考 えら れ て い る
1 g)
が , 今の と

こ ろ発症 に 至 る機構は解明さ れ て い な い . しか し , 発

症 に 至 る 一 要因と して , 従来 より抗生剤投与に よ る腸

内正常細菌叢の崩壊が考え られ て い る
9)

. す なわ ち, 抗

生剤投与 に よ っ て腸 管 に お い て 薗 交代 が生 じ, C .

diffi cil e が異常増殖 す る こ と で 腸炎が発症 し て く る と

の 考 え方 で あ る .
C . diffi cil e の 健康保菌者で は, 多く

の場合, 糞便中の その菌数は 10
2/ g 以 下 で あ り糞便中

に は毒素は検出され な い . そ して , 抗生剤投与 に よ る

P M C な い し急性腸炎で は, そ の 菌数 は 10
6/ g 以 上 と

な っ て お り
, 多量の 毒素が 検出さ れ る

2 0)
. また , B a rtl ･

1 e t ら
2)
は P M C 患者で 糞便中の C . dif fi cil e の 数 と 毒

素量を調 べ , 両者の間に は正 の 相関が み られ る と報告

して い る
.
こ れ ら の こ と は, 腸炎発症 に 腸管内に お け

る C . d iffi cil e の 異常増殖が深 く関与 し て い る こ と を

示 す もの で あ るが ,

一 方
, 健康人 に お い て , その糞便

中に 多数 の 毒素産生能 の 強 い C . d iffi cil e が 分離 され

て も毒素は検出され な い と の 報 告
8) が あ る . ま た , i n

v it r o で は
,
C . diffi cil e の増殖 と毒素産生 に は相関は

み られ な い
1 6)

.
これ らの こ と は, C . p e rf ri n g e n s の 場

合に も, み られ る現象 で あ る
21 ト 2 3) が

,
腸炎発症 に は腸

管に お い て C . d iffi cil e が単 に 増殖 す る だ けで な く, 毒

素を活発 に 産生す る こ とが 重要と思 われ る .

腸管内に お い て n o r m al fl o r a と して の 腸内薗が C .

diffi cil e の 増殖 ある い は毒素産生に ど の よ う に か か

わ っ て い るか に つ い て は明 ら か で はな い . R olf e ら
2 4)

は C . d iffi cil e に 対す る
一 般腸内菌の増殖阻止作用 を

i n v
L
it r o で調 べ , S tr . f a e c ali s に そ の作用が 最も 強か っ

た と報告 して い る .
しか し

,
L u s k ら

2 5)
に よ れ ば , ハ ム

ス タ ー に ク リ ン ダ マ イ シ ン を投与 して C . d iffi cil e に

よる腸炎 を発症さ せる 実験 で は, 盲腸内 に お い て ク リ

ン ダマ イ シ ン 投与前に 比 べ 投与後 C . diffi cil e の 増加

と とも に St r . f a e c ali s が有意に 増加 して い る とい う .

この こ と か ら, i n vi v o に お い て は St r . f a e c ali s が C .

diffi cil e の増殖 を抑制 して い る と は考 え に く く , 腸炎

発症 に 何ん らか の か た ち で 促進的 に 関与 して い る こ と

が 考え られ る .

今 回 のi n v it r o の 実験 で は , S t r . f a e c ali s は C .

d if fi cil e の毒素産生 を促進す る と の 結果が得 られ , こ

れ を L u sk ら の ハ ム ス タ
ー

の 実験 に あ て は め れ ば,

S tr . f a e c ali s は腸管内に お い て C . d iffi cil e の 毒素産

生に 促進的 に 働き, 腸炎の 発症 をう な が して い る の で

は な い か と考 えられ た .

抗生剤投与 に よ る腸内細菌草の 変動 を調 べ た 多く の

報告が ある が ,
S t r . f a e c al i s は 種々 の 抗生剤投与 に

よっ ても , ほと ん ど減少す る こ とが なく
2 6 ト 2 8)

,
む しろ

P M C の 発症頻度の 高 い ク リ ン ダ マ イ シ ン投与時に は

増加 す る29) . 又 , リ ン コ マ イ シ ン投与に よ り腸管系副作

用 の み られ た患者で は S t r . f a e c ali s の 著 し い 増加が

み られ る と の 報告や
1 0)
,
ク リ ン ダ マ イ シ ン 投与 によ り

P M C を 発症 し た患者で は健康人 に 比 べ S t r . f a e c alis

が増加 して い る との 報告
3 0)
が あ る .

以 上 の こ と か ら , ヒ ト に お ける C .
diffi cil e を原因菌

と す る腸炎 に お い て, S t r . f a e c ali s は C . d iffi cil e の 毒

素産生 を促進す る こ と で, その 腸炎発症に 重 要な役割

り をは た して い る可能性が考 えられ る .

従来よ り ,
腸内正 常細菌草が C . d iffi cil e の 増殖を抑

えて い ると 考え られ て い る が
9)
, W il s o n ら

31)
は , この

こ と を ハ ム ス タ
ー

をモ デル に 僚い 証明 を試み た . その

中で , 正常盲腸内容物 を投与す る こ と で C . diffi cil e に

ょ る腸 炎の 発症が お さ え られ るが , こ の 作用 は妖気性

グラ ム 陰性菌 に よる も の で はな い か と述 べ て い る .
ク

リ ン ダマ イ シ ン 投与に よ る ハ ム ス タ ー 腸炎 で
,
B a c te ･

r oid e s が盲腸内 に お い て 減少 し て お り
2 5)
,
この 仮定は

十分 に 考 えら れ る こ と で あ る .

本研究の
一 部 で は , 嫌気性薗 の う ち B a ct e r o id a c e a e

に C . d iffi cil e の 毒素産生 を抑制す る現象が み られ, 今

後, C . d iffi cil e の 増殖及び毒素産生 に 及 ぼす B a ct e ･

r oid a c e a e の影 響 に 関し て も, さ ら に 検 討 して い く必

要が あ る .

結 論

C . d iffi cil e の 毒素産 生 に及 ぼ す
一 般腸 内菌 の 影響

をS t r . f a e c ali s を中心 に 12 菌穫 17 株 に つ い て検討

した .

① C . d iffi cil e の 毒 素産生 は好気条件 に お ける

S t r . f a e c ali s と の 透 析培養 に お い て著 しく 促進さ れ

た .

② S tr . f a e c a li s の 培養上 浦に も C . d iffi cil e の 毒

素産生 を促進 させ る 作用 が認め ら れ た .
しか し

,
こ の

作用 は C . d if fi cil e の 増殖 を促進す る こ と に よ る もの

で は な か っ た
.

③ S t r . f a e c ali s 培養上 清の 分子 量 10 , 0 0 0 以下の

分画に C . d iffi cil e の 毒素塵 生 を促進 す る作用 が認め

られ た .

以 上 の 結果 よ り, S t r . f a e c ali s の 培養上 清中に C ･

d iffi cil e の 毒素産 生能 を増強させ る因子 が 存在し, 透

析性 の 低分子物質 で あ る可 能性が示 唆 さ れ た .
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