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小児下痢症 より分離さ れた C o lif o r m s の

E n t9 r O t O X i n 産生 に 関す る研究

金沢大学医学部小児科学教室 ( 主 任代理 : 谷 口 昂助教授)

渡 部 礼
( 昭 和5 3 年3 月2 2 日 受 付)

本論文の 要旨は , 昭和 51 年第3 回日本小児栄養発育研究会お よ び昭和 52 年第 80 回

日本/ト児科学会総会 に お い て 発表 し た .

1 9 6 7 年 , S m i th と H a ll s
IJ
は . ブ タ の 急性下痢症の

原因と して 分離し た大腸菌か ら E n t e r o t o x i n を 証 明

して 以来 , 人の 下痢症 の 一 部 に大 腸菌の E n t e r o t o x i n

産生株が関与 して い る こ と が 判り . 臨床細菌学 に お い

て も注目さ れ ると こ ろと な っ た .

我 々 の 教室で こ れ ま で 多数の 幼君乳児遷延性下痢症

を経験 し
2】

,
こ れ ら の

一 瓢 の 患児で 検索 しえ た 上部腸管

に 大腸菌や Kl e b si ell a を 中心 と し た C o lif o r m s が 異

常増殖 して い る事実 をみ と め . 高橋 ら
3 加 報告 し た . 元

来生理 的 に はと ん ど生息 して い な い 所 に 薗 が増殖 して

い る 事は異常で あ り , 更 に 対象が 幼若乳児 で あ る が故

に 宿主 へ の 影響が 大な る こ と は想像 に 難く な い . 西 田

は
4l
,
こ れ ら の 知見に 基 き . 上部腸管の C o lif o r m s の 異

常増殖を抑制す る こ と を主眼 と し た治療的研究成果を

報告 し た .

そ の 幼君乳児遷延性下痢症 の 上部腸管で 増殖 して い

る C o lif o r m s は . 1 ) 病原大腸菌 , 2 ) E n t e r o t o x i n

産生 菌, 3 ) 下部腸管 より の 上行薗等の 可能性が 考 え

ら れ る . そ こ で 2 ) の 上 部腸 管 で 増 殖 し て い た

C o lif o r m s の E n t e r o t o x i n 産生の 有無と併 せ て ,
′ト

児 の 急 性下 痢 症 の 糞 便 を 中 JL ､ と し て ,
そ こ に

E n t e r o t o x i n 産生の C o lif o r m s が どれ だ けの 頻 度 で

検出さ れ る か検索を始め た .

既 に 著 者 ら は
5 働

, 小児 の 下 痢 症 よ り 分 離 し た

C o lif o r m s の
一 部 に 皮内反応に よ る血管透過性 因 子

陽性株( 易熱性E n t e r o t o x i n 産 生株) を み と め報告し

たが , 今 回ほ更 に多く の 小児の 下痢症 ( 急性下痢症 ,

自痢 , 病原大腸菌性腸炎 . 幼若乳児遷延性下痢症) お

よ び成人の 重症下痢症 に お け る十二 指腸液と糞便 か ら

分離 し たC o lif o r m s の E n t e r o t o x i n を 検索し た の で

報告す る .

対象およ び方法

1 ) 対象 と使用南棟 ( 表1 )

対象 は小児急性下痢症 79 例 ( H e m o l y ti c - U r e mi c

s y n d r o m e l 例 を含 む) , 白痢 9 例 , 病原大腸菌性腸炎

12 例 ､ 幼君乳児遷延性下痢症4 例 . 成人 重症下痢症3

例の 十 二 指腸液お よ び糞便か ら. 変法 ドル か レス キ ー

培地 ( 日水) と D H L 培地 ( 日水) に はば 純培養的 に分

離 し た大腸菌 95 株 お よ び Kl e b si ell a 1 2 株 で , 1 検

体 に つ き 1 コ ロ ニ ー 鈎菌し , 披検菌と した .

ま た ,
い わ ゆ る毒性大腸菌 H - 1 0 4 07 ( バ ン グ ラ デ イ

シ ュ の 重症 下痢患者か ら分離 し た E n t e r o t o x i n 産生

の 大腸 菌で , 国立予防衛生研究所 . 坂崎利 一 博士より

分与 をう け た . ) と大腸菌標準株 K -1 2 お よ び非下痢症

/ト児 の 十二 拇腸液お よ び糞便 より 分離 し た 10 株 の 大

腸 菌 と Kl e b s i ell a l 株 を c o n t r o l と し て 用 い 計 120

株 を検索 した .

2 ) E n t e r o t o x i n の 調

毒 素産生用培地 は E v a n s ら
7I
の カ ザ ミ ノ 酸を 主と し

表 1 対 象

p o s i ti v e c o n tr oI E ･ C Oli H -1 0 4 0 7

n e g a ti v e c o n tr oI
E ･ C Oli K-1 2

小児 急性下痢

白 痢

病原大腸菌性腸炎

幼若乳 児 遷 延 性下痢

成人 重症 下痢
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79 株 芝i蕊 ｡Il ｡
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た培地 を用い た . 5 0 0 mエの コ ル ベ ン に 80 m⊥ず っ 分注

線栓し . 1 1 5
0

c 1 5 分 間滅菌後使用 に 供 した .

あ らか じ め 前培養 し た菌を 一

白金耳 あて 毒素産生用

培地に 接瞳し . 3 7
0

c 1 8 時間振墟培養( 60 ～ 7 0 r p m )

後 , 4
0

c 1 2 .0 0 0 G 1 5 分間遠心 し , そ の 上 清 を p o r e

si z e O . 45 fL m の フ ィ ル タ
ー

( S a r t o ri u s p

M e m b r a n 別 t e r G m b H ) で 濾過 し た . そ の 濾 液 を 90

% 飽和の 硫 安で 塩折 し . 4
0

c 1 2 , 00 0 G 1 5 分 間 遠 心､ し

た後. 0 . 01 M p H 7 .2 の P h o s p h a t e
- b u ff e r e d s a li n e

O . 8 mL で 溶解 , 同じ b u ff e r を用 い て 4 ℃18 時 間透析

し . こ れ を E n t e r o t o x i n 調製液と し た . E n t e r o t o x i n

調製液は使用ま で - 20
0

c に て 保存 し た .

3 ) E n t e r o t o x i n の 検出法

a) 皮 内反応に よ る血管透過性試験法( 以 下 P F テ ス

トと 略す)

体重1 . 5 k g 前後の 自 ウ サ ギの 背中 の 毛 を 前 日 に /ト

動 物用 バ リ カ ン で 刈 り , 実 験 に 供 し た . 各

E n t e r o t o x i n 調製 液を そ れ ぞ れ 2 . 5 c m の 間隔を あ け

て 0 .1 mエ ず っ 皮 内接 種 し た . 1 8 時 間 後 . 2 %

E v a n s -bl u e 生食水を 3 m L / k g 静注 し た . 3 時 間 後屠

殺し , 皮膚を 剥離し . 更に皮 下組結 をて い ね い に 除去

し た後, 青変部お よ び 硬結部の 短径 と長径 を測定し .

それ ぞ れ の 平均値を記録 し た . 判定 基準 は即 ち . 3

( + ) は青変部お よ び 硬結部が共 に 10 m m 以 上 の も

32 5

の I 2 い ) は 肯変部が 川 m m 以 上 で 硬 結部 が 5 ～

9 m m の も の . 1 ( + ) は青変部が 5 ～

9 m n l で 硬結部

が 1 ～ 4 m m の も の と し , 同 … 菌株で 少なく と も 2 回

2 ( + ) 以 上の 反応 が あり , 常 に 1 ( 十) 以 上 の 反応

を示す も の を陽性と判定し た .

b ) ウ サ ギ腸管結染 ル ー プ 法

D e ら の 方法
8
協 改変 し施行 し た . 体 重 2 . 0 な い し

2 ･5 k g の 堆 ウ サ ギを 2 日前 より 絶食と し , 水だ け はそ

の ま ま 与 え た . ル
ー プ に 注 入 す る 毒 素 液

は ･ E n t e r o t o xi n 調製液を使用し た .

T h i o p e n ta l N a の 静脈麻酔下で 開腹し , 回腸と虫垂

の 結合部よ り 30 c m 吻側で 最初の 結数を行 ない ,
そ れ

よ り 更に 5 c m 吻側で 結致 し . そ の 場所を 起点 と し て

10 c □1 の ル ー プ を っ く り , 各 ル ー プ 聞に 5 c m の 間隔を

も う けて , 順次吻側 に 向 っ て ル ー プ を作製し た . そ れ

ら の ル
ー プ に E n t e r o t o x i n 調製液1 .O m L ず つ 注入 し

た後 , 腸管を腹腔 に 戻し , 腹膜, 筋層 , 皮膚を そ れぞ

れ縫合 した . 約18 時間後屠殺し . 再 び開腹 , 腸 管をと

り 出して 各 ル ー プ 毎 に 切り離し , そ の 重量を計量 し長

さ当り の 重量比を算出し , 2 .0 以上を 陽性と し た .

4 ) 抗毒素血清の 作製

下痢症患児よ り分離し P F テ ス トで 陽性反応を示 し

た 2 株 ( S E 5 8 ,
S E 6 0 ) と . い わ ゆ る 毒性大腸菌 H-

10 4 0 7 の E n te r o t o x i n 調製液を 馴 ､ て 作製し た .

写 真 1 O S O 4 : 圭一ト1 0 4()7



3 2 6 渡 部

表 2 P F テ ス ト結果

No . 菌 株 1 st 2 n d 3 rd
ゝ

判 備 考t Nn 菌 株 1 s t 2 n d 3 r d 判司 備 考

口 H -1 0 4 0 7 3 + 3 + 3 十
■P 毒性大腸菌l 42

4 3

4 4

4 5

S E O 9

S E l l

S E 1 2

S E 1 3

3 +

3 十

1 +

3 +

3 十

3 +

2 +

P

P

N

N

N

N

N

N

N

P

N

N

N

P

N

N

N

P

N

P

N

P

P

P

N

P

P

P

N

N

N

N

P

N

N

N

N

N

N

N

N

N

P

小 児

急 性 下 痢

2

3

K - 1 2 N 堅一旦旦
S EO8 N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

健 康 小 児

4 S E 2 9
4 6 S E 1 8

5 S E 3-0
4 7 S E 21 1 十

6 S E 3 1
4 8 S E 2 2

7 S E 3 4
4 9 S E 2 3

8 S E 3 5
5 0 S E 2 4 1 十

9 S E 3 6
5 1

5 2

5 3

5 4

5 5

5 6

5 7

5 8

5 9

6 0

6 1

四
63

6 4

田
66

田
68

6 9

7 0

田
田
73

7 4

田
76

田
78

S E 2 5 2十 1 十

四
田
四
四

14

田

田
17

S E 3 9

S E 4 1

S K O 3

D E O 2

1 +

S E 2 6

S E 2 7

S E 2 8

S E 3 2

S E 4 0

S E 4 2

S E 4 3

S E 5 0 a

2 +

3 +

3 +

2 +

2 +

1 +

1 十

S E ロ7

S E l■4

S E 1 5

S E 1 6

1 +

N

N

N

N

N

N

N

N

自 粛

18

1 9

四
田

S E 1 7

S E 1 9

S E 2 0

S K O 5

S E 5 2

S E 5 3

S E 5 4

S E 5 5

3 +

2 十

3 +

3 十

3 十

3 +

3 +

2 2 D E O l 1 + 1 十 N S E 5 7

S E 5 8

3 +

3 +

3 +

3 十

四 S E p O 2 N

病 原大腸菌

24

2 5

2 6

2 7

S E p O 3

S E p O 4

S E p O 5

S E p O 6

1 +

1 +

N

N

N

N

S E 5 9

S E 6 1

S E 6 3

S E 6 4

3 +

3 十

3 +

3 +

3 +

3 +

2 8

2 9

田
田
32

田
34

S E p 6 2

S E p l 1 6

･ S E p l 1 7

S E p l 1 8

S E p l 1 9

S E p 1 2 0

S E p 1 2 1

3 十 3 +

1 +

P

N

N

N

N

N

N

性腺炎
S E 6 5

S E 6 6

S E 6 7

S E 6 8

S E 6 9

S E 7 0

S E 7 1

S E 7 2

S E 7 3

3 +

1 +

3 +

2 +

3 5

田
田
田

S E lO

3 +

N

幼君乳児遷D K O l 2 十 2 + P
7 9

8 0

田
田
83

鱒4

S E 7 4

D K O2

D K O4 3 + 1 十 3 +

N

P

延性下痢
S E 7 5

S E 7 6

S E 7 7

2 +

1 +

田
40

4 1

S E 3 3

3 +

N

S E 3 8 N
成 人

重 症 下 痢
S E 7 8

S E 6 0 3 + 3 + P S E 8 0 ･ 3 十 3 +
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恥 菌 株 1 s t 2 n d 3 r d 判 備 考 N n 薗 株 1 st 2 n d 3 r d 判 備 考

田 S E8 1 2 十

1 十

N

小 児

103 S E 9 8 2 + 1 +

1 +

3 +

2 十

1 +

N

小 児

田 S E 82 N 1 0 4 S E 9 9 N

田 S E 8 3 1 + N 1 0 5 S E l OO 1 + N

田 S E 8 4 N 1 0 6 S E l Ol
■

N

田 S E 8 5 1 + N 1 0 7 S E l O 2 N

9 0 S E 8 6 N 1 0 8 S E l O 3 1 十 N

四 S E 8 7 N 四 S E l O 4 N

四 S E 8 8 N 四 S E l O 5 N

四 S E 8 9 1 + 1 + N 四 S E l O 6 1 十 3 + P

9 4 S E 9 0 N 四 S K O l N

四 S E 9 1 N 急 性 下 痢 四 S K O 2 3 + 2 + P 急 性 下 痢

田 S E9 2 N 1 1 4 S K O 4 N

9 7 S E 9 3 N 四 S K O 6 N

田 S E 9 4 N 四 S K O8 2 + 1 + N

9 9 S E 9 5 3 + 3 十 P 1 1 7 S K tl O N

四 S E 9 6 N 1 1 8 S K l l N

四 S E 9 6 a 3 + 2 十 P 四 S K1 6 N

1 0 2 S E 9 7 N 1 2 0 Ⅸ 03 N

S : 糞便由来 D : 十 二 指腸液由来

E p :. 病原大腸菌 K : K l e b si e 11 a

E n t e r o t o x i n 調 製 液 と i n c o m pl e t e ･ F r e u n d

a dj u v a n t を1 : 1 の 割合で e m u l si o n を作製 し , そ の

1 .O m ほ 体重約3 .O k g の 白 ウ サ ギの 足 既皮 内 に 接種

し, そ の 後 4 日間隔で 7 回E n t e r o t o x i n 調製液だ け を

0 .7 mエず つ 足瞭皮内 に 接種し , 最終接種の 2 週 間後 に

全採血し た . 血清 を分離し . 2 .O ml ず つ 分け て - 20
0

c

に て 保存し た .

尚 . c o n t r o l と して 接種前 に 一 部採血し . 血清 分離

後
-

2 0
0

c に て 保存 した .

5 ) E n t e r o t o x i n の 中和試験

E n t e r o t o x i n 調製液 0 . 1 mL t 抗毒素血清 0 .O l mL と

混和し , 3 0 分間37
0

c i n c u b a t e 後 , そ の 0 . 1 mL を P F

テ ス ト の 披験液と し た .

C O n t r O l と し て . 免疫前の 血清 と の 混 和液 お よ ぴ

0 .0 1 M p H 7 .2 p h o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e を 用 い

た .

研 究 成 績

1 ) P F テ ス ト ( 写真1 )

披検12 0 株 の P F テ ス ト の 成徳 は
一 括 して 表2 に 示

した .

即ち , p O Si ti v e c o n t r o l と し て 用 い た い わ ゆ る 毒

性大腸菌 H -1 0 4 0 7 は常 に 3 ( + ) の 陽性反応を示し た .

～ 方 . n e g a ti v e c o n t r o l と し て 用 い た大腸菌標準株

E : 大腸 菌

P : P o si ti v e N ; N e g a ti v e

K - 1 2 と 健康小児由来の 大腸菌10 株と Kl e b si ell a l

株はす べ て 陰性で あ っ た .

次 に 下痢症由来 の 分離殊 に つ い て み ると , 小児急性

下痢症の 79 株 中18 株は陽性反応 を呈し ,
そ の 内訳 は

大腸菌が 71 株 申17 株 , K l e b si ell a は 8 株 中 1 株 が

陽性で あ っ た .

白痢由来の 分離株9 株 はい ず れ も陰性で あ っ た .

病原大腸菌性腸炎由来 の 12 株 中1 株 ( 04 4 K 7 4 ) は

陽性反応を呈 し た .

次 に 成人の 重症下痢症患者由来の 大腸菌3 株 中1 株

は陽性反応 を示 し た .

2 ) ウ サ ギ腸管結勢 ル ー プ 法 ( 写真2 )

披検株と そ の 成績 は表3 に 示し た . 即ち P F テ ス ト

陽性株の 5 株( HTl O 40 7 , S K O2 . S E O 9 , S E 5 8 , S E 6 0 )

と . P F テ ス ト陰性株の 3 株 ( K ･1 2 , S E p O 2 , S E O l )

計8 株 に つ い て 試 み たが陽性反応 ( W /L r a ti o > 2 ) を

示し たの は H -

1 0 4 07 だ け で , 他の 7 株 はい ず れ も陰性

で あ っ た .

3 ) E n te r o t o x i n の 中和試験

H ･ 1 0 4 07 , S E 5 8 . S E 6 0 の 抗毒素血清 を用い て , 当該

菌の 毒素中和反応 お よび , 交叉中和反応を行な い . 表

4 の ごと き 成績を得た .

即 ち , H ･ 1 0 40 7 , S E 5 8 . S E 6 0 の 各 E n t e r o t o x i n

製液は H - 10 4 07 の 抗毒素血清 に よ っ て P F 活性は 失活



3 2 8

写 真 2

蓑3 腸 管結蟄 ル ー プ 法

南 棟 重 さ g 長 さ g W / L

H- 1 0 4 0 7 3 7 . 5 1 2 . 0 3 , 1 3

K-ユ2 2 . 9 8 . 0 0 . 3 9

S E p O 2 3 . 5 7 . 5 0 . 4 7

S E O 9 2 . 5 1 0 . 5 0 . 2 3

S E 5 8 1 . 7 7 . 0 0 . 2 4

S E 6 0 2 . 4 1 0 . 0 0 . 2 4

S K O 2 2 . 6 1 0 . 5 0 . 2 5

し た . し か し , S E 58 , S E 6 0 の 抗毒素血清 で は い ず れ

の 組合せ で も , P F 活性は失宿 し なか っ た .

考 接

大腸菌の E n t e r o t o xi n に 関 す る研究 は , 前述 し た ご

と く 1967 年S mi th と H a ll s
l)
に よ っ て ブ タ の 流行性

腸炎 が 大腸菌の E n t e r o t o x i n に 起因す る こ と を 証明

し た の に 始ま る .

人 に お い て は 19 7 1 年 , S a c k ら
9) が カ ル カ ッ タ に お

蓑 4 中和 試験 ( P F テ ス ト)

抗 血搾

鳶缶
株

H-1 0 4 0 7 S E 5 8 S E 60

H -1 0 4 0 7 N

S E 5 8 N

S E 6 0 N

N : 中和

- : 中和 され ず

け る コ レ ラ様 重症下痢患者由来の 大腸菌か ら ,
コ レ ラ

毒素様 の E n t e r o t o x i n を産生す る こ と を証明し た .
こ

れと 相前後し て , D u P o n t ら
10 1
も べ ト ナ ム に お け る ア

メ リ カ人の 急性下痢症か ら同様 に E n t e r o t o x i n 産生

の 大腸菌を証明し た . こ れ らの 報告 を契機と し て い わ

ゆ る毒性大腸菌の 関心 は高ま り . 単 に コ レ ラ 様の 重症

下痢症 だ け で な く . 小児や 旅行者 の 下痢症 の 原因と し

て も極 めて 重 要な こ とが 報告さ れ る に 至 っ て い る .

ま た Kli p s t ei n ら
川
は ス ブ ル ー 患者 の 上部腸管か ら

.1
､

.【

..
‥

.11
∵

･二
･

･･

･

-

･…･
1

･‥
ヱ

･…

㌧i

萱
-
7

-

-
=

･
･･1､
妄
…

1
-
-

1

･-
-
■

･

モ
ー

･･一
こ

､･-
阜
‥

･



.1
､

.【

..
‥

.11
∵

･二
･

･･

･

-

･…･
1

･‥
ヱ

･…

㌧i

萱
-
7

-

-
=

･
･･1､
妄
…

1
-
-

1

･-
-
■

･

モ
ー

･･一
こ

､･-
阜
‥

･

小規 下刑症 よ 畑 分離 され た C (二)lif ( 汀 m S の E rl t e I
†

0 Ⅹi Il 産土= こ関 する研 究

分 離 し た K l e b si ell a と E n t e r o b a c t e r か ら も

E n te r o t o x i n の 存在 を証明し て い る .

そ も そ も大腸菌の E n t e r o t o x i n の 毒素原性は , 染色

体外因子 の Pl a s m i d の 支配T に あり , 大腸菌以 外 の グ

ラ ム 陰性梓薗に も伝達可能な こ とが 証明さ れ
12 卜 川1

1くI e b si ell a , E n t e r o b a c t e r を は じ め Ci tr o b a c t e r .

S al m o n ell a . S h i g ell a , P r o t e u s , A e r o m o n a s .

S e r r a ti a , Y e r si n i a , お よ び P s e u d o m o n a s か ら も

E n t e r o t o x i n が証 明さ れて い る
= J1 511 61

大腸菌 の E n te r o t o x i n は , 現在熟安定性 を異 に す る

2 橿の t o x i n の 存在が知 られ て い る .

一

つ は 60
0

c 3 0

分加熱で 失活す る 易熱性 ( L T ) で あ り , もう
一

つ は熟

に安定な耐熱性 (S T ) で ある 川 . 大腸菌が 上部腸管内

で増殖す る際 , こ れ ら の 一 方 , あ る い は両方が 産生さ

れ る と , 小 腸 粘膜 の 上皮細胞 に 作 用 し , A d e n yl
-

C y cl a s e
･

C y Cli c - A M P s y s t e m を介 し て 下痢 を ひ き お

こ すと さ れ て い る
1 引

～ 20 I

E n t e r o t o x i n の 検 出法 と し て は L T , S T を 包 括

し , E n t e r o t o x i n 本来の 作用で あ る 液体貯留因子 を

みる ウ サ ギ 腸管結数 ル
ー

プ 法理 ㌧ L T の 血管透過性因

子( P F ) を み る皮内反応法
7J
, 同様に L T の 細胞反応を

利用 し た 培養細胞 法 ( M o u s e a d r e n al c ell s
2 り2 21

C hi n e s e h a m s t e r o v a ri a n c e11 s
2 31

, R a t e pi d i d y m a l

f a t c ell s
19 J2 0)

, M o u s e th y m o c y t e s
2 4)
) お よ び S T の み

を検出す る S u c k li n g m o u s e
2 5J26 J

. な ど が あ る .

我々 は皮内反 応 に よる P F テ ス ト と 一 部 の もの に つ

い て ウ サ ギ腸管結緊 ル ー プ 法を 用い た . 前者 は E v a n s

ら
7 仰
の 精力的な 一 連の 研究が あ り , 実験成績 の 信頼性

の 高い こ と な どか ら . 彼ら の 方法を 一 部修正 して 行な

っ た . P F テ ス トの 判定の 際, 大橋ら
28】の 指 摘 す る 通

り . 屠殺後皮膚 を剥離し , 裏面か ら観察 し た方が , よ

り正確で 硬結 も よ く わか っ た .

一

方 , 我々 は D e ら
81の 方法 に 従 っ て ウ サ ギ腸管結穀

ル ー

プ 法を 試み た . 当初 は不 慣れ の た め 開腹中に 死 亡

する こ と も あ っ たが . 手技に 慣れ る 内 に比較的短時間

に . 確実 に遂行す る こ と が で き る よ う に な っ た .

し か し , 我々 の 分離 した P F テ ス ト 陽性株が ウ サ ギ

腸管結教 ル ー プ 法で は全く 反応 しな か っ た . 従 っ て 厳

格に は P F テ ス ト陽性株と腸 管結紫 ル ー プ 陽性 株 が ,

直ち に 同じ も の で あ ると 断定す る こ と はさ し ひ か え た

いが Fi n k e l s t ei n
29J
は P F テ ス トの E n te r o t o x i n の 最

少反応量が 0 .0 0 0 0 1 5 ～

0 ,0 0 0 0 6 g で あ る の に 対 し . 液

体貯留因子 っ ま り腸管結繋 ループ 法で は0 .2 g で や っ

と反応す る と 述 べ て い る 如く , b i o a s s a y と し て の

E n te r o t o x i n 検 出感度 は . P F テ ス ト の 方が は るか に

優れて い る . 今後我々 は , 大量 の 培 養濾披 か ら 得 た

:う29

E n t e r o t o x 山 調製液を 更に 濃縮操作を加え , 腸 管結染

ル ー プ 法を 再検討 した い と 考え て い る .

ま た .

一 度に 出来る検体数 に お い て も , 腸管結穀 ル

ー プ 法で はせ い ぜ い 5 ～ 6 検体で あ る の に 対 し , P F

テ ス トで は
一 度に 20 ～ 3 0 検体出来る利点 があ る .

坂 崎
3 0)
や 工 藤

川
ら の 推奨 し て い る 培 養 細 胞 法

は , P F テ ス ト と 同様 S T の 検出 は出来 ない が ,
L T の

検出法と して 広く 利用さ れ て い る もめで あ り , 我 々 も

現在 , 国立予防衛生研究所よ り Y - 1 m o u s e a d r e rl al

c ell の 分与 をう け検討中で あ る .

E r tt e r o t o x i n の 免 疫学的特 徴 と し て , 大腸 菌 の

E n t e r o t o x i n (L T ) はす べ て 免疫学的に 同 一 と 考 え ら

れ て お り , ま た コ レ ラ 毒素と も抗原関係 があ り .
コ レ

ラ 抗毒素血清に よ っ て 中和さ れる こ と が 知 ら れ て い

る
2 7)32 )3 31

我々 が試 み た毒素中和試験 で は ,
い わ ゆ る毒性大腸

菌 H ･1 0 4 0 7 の 抗毒素血清 は ,
い ず れ の 菌株の 毒素活性

を も中和さ せ たが , 我々 の 分離株の 抗毒素血清 は , 当

該菌の 毒素活性す ら中和する こと が 出来 なか っ た . お

そ らく 我 々 の 分離株の 毒素量で は . 中和しえ るだ けの

充 分な力価の 抗毒素血清が得ら れ て い な い た め と考え

られ 上 陽 管結穀 ル ー プ法の 再検討 と平行し , 高濃度 の

E n t e r o t o x i n を 得る べ く検討中で ある .

ま た . 従来単 に培養濾液の 原液を そ の まま 用い て の

P F テ ス トや 腸管結繁 ル ー プ 法 を行な っ て い 阜報告 が

あく つ か あ るが . 我々 は い わ ゆる 毒性大腸菌 H ･1 0 4 0 7

を使 っ て 試 み たが . い ずれ も 反応 はみ られ ず 仁 培養濾

液 の 調製 .
っ ま り蛋白濃縮と い っ た操作 の 必要性 をみ

と め た .

こ こ で . 大腸 菌の E n t e r o t o x i n に 関し て
一

つ 問題と

な る の は , 毒素原性 の 低下 ない し は無毒索化の 現象 で

あ る
3 4)

. 前述し た 如く , 大腸菌の E n t e r o t o x i n 産生性

は薬剤耐性園子と同様 に Pl a s 血 d に よ っ て 伝 達 さ れ

る こ と が実験的 に 証明さ れ て い る
1 2 卜1 4)

. そ の ため 薗の

継代や 最期保存 に よ っ て 毒素原性の 脱落が当然起り得

よ う . 事実 , 我 々 の 分離株に お い て も , 新鮮 な分離当

初で は , P F テ ス ト で 陽性反 応を示し た もの が .普 通寒

天 高層 培地に て 6 ヵ 月 ～

1 年間保存の 同
一

懐旧 株に つ

い て P F テ ス ト を行 なう と , そ の 反 応 ははと ん ど の 分

離株で 弱陽性な い し は陰性化 した .
こ の 様な事実か ら

も . 毒素原性株の 保存 に あ た っ て は , 凍結乾燥と か .

ゼ ラ チ ン デ ィ ス ク を用 い る 等の 配 慮が必 要で あ ろ う .

我 々 の E n t e r o t o x i n 中和交叉反 応の 不成立 は こ こ に

原因 して い る の か も し れ な い .

さ て . 下痢症と い わ ゆ る毒性大腸菌の 研究 は . 外国

に お い て 19 7 1 年以 後報告さ れる に 至 っ た が , 本邦で は



3 3 0

小児の 下痢か ら P F テ ス ト陽性株を証明し た の は 我 々

が 最初で あ ろう .

下痢症 か ら の い わ ゆ る毒性大腸菌の 検出率 は , 表 5

に 示す ごとく . G o rb a c b ら
呵
は シ カ ゴ の 小 児下痢症

より 82 % , G u e r r a n t ら
3 61
は ブ ラ ジル の 小児下痢症 よ

り 50 % , E c h e v e r ri a ら
3 7)
は ボ ス ト ン の 小児下痢症 よ

り 0 % , ま た G o r b a c h ら
細
は メ キ シ コ へ の 旅行した 学

生 より 71 % ( c o n t r o l 1 5 % ) , S a c k ら3 9) は ア パ ッ チ族

の 小児下痢症 より 16 % , R u d o y ら
岬
は テ キ サ ス の 小

児下痢症 より 86 % ( c o n t r o 1 41 % , N ali n ら
叫
は バ ン

グ ラ デ イ シ ュ の 全年令層の 下痢症 よ り 55 % ,
R y d e r

ら
42 )
は同 じく バ ン グ ラ デ イ シ ュ の 下痢症 より 2 才以下

は 0 % . 1 1 才以 上 は 56 % ,
そ し て W a d s t r 8 m ら

15 I
は

エ チ オ ピ ア の 小児下痢症よ り 分離 し た グラ ム 陰性梓菌

の 37 % に E n t e r o t o x i n 塵生 株を証明し , そ の う ち 大

腸菌 は3 8 % に検出 した と報告 し て い る .

我 々 は白痢 を除く 小児下痢症 よ り 23 % の P F テ ス

ト陽性株を検出した . こ の 様 に検出率 に ひ らき が あ る

の は ･ E n t e r o t o x i n の 検出法 , 対象の 相違 , 地域 の 衛

生状態等を考 えれ ば当然 の 結果で あ ろう .

白 軌 こ関し て は , 我々 の 検索 した 株 はい ず れ も陰性

で あ っ た ･ 同様 に E c h e v e r ri a ら
3 7)
と R y d e r ら

4 2 1
は ,

下痢 症の う ち r e o v i ru S -1i k e a g e n t が 関与 して い たと

考え られ る子供か ら は い わ ゆ る毒性大腸菌 を検出でき

な か っ た と述 べ て い る .

病原大腸菌 と い わ ゆ る毒性大腸菌 の 関係 に つ い て

は 瀾 在病原大腸菌診断用と し て 市販 さ れ て い る■20 余

種の 血清塾は , い わ ゆ る毒性大腸菌 と は余 り関連性が

な い と さ れ て い る .

しか し , 病 原大腸菌 に n o n i n v a si v e 型 とi n v a si v e

型が あ り , そ の 下痢発現機構 に も不明な部分が多い こ

と ･ また 06 な ど数種の 血清型 に毒性大腸菌が高頻度に

み られ る こ と , 毒性大腸菌 の 毒素原性の pl a s m i d 伝達

性等 の こ と か ら , 病原大腸菌と毒性大腸菌 の 分類さえ

も混乱 の 域 に あ る . た だ病原大腸菌 は経 口摂取 によっ

て 人 に下痢を発症 させ る こ と が 出来る が ,
い わ ゆる毒

性大腸菌 はそ れ 自身原発性腸炎 はお こ さ な い が l ウ ィ

ル ス 感染等そ の 他 の 一 次的要因が加わ っ た 吼 小腸内

で 増殖 し腸炎を お こ さ せ る潜在的病原性が あ るも のと

さ れ て い る様で あ る .

G o r b a c h ら
3 5J
や G u e r r an t ら

3 8)
は病原大腸菌の 一 部

が E n t e r o t o x i n 産生 株で も あ っ た こ と を 報告 し て い

る が . 我々 も病原大腸菌044 K 7 4 の 1 株が PF テ ス ト陽

性株で あ っ た . 従来 , 下痢症 に関 して は病原大腸菌に

表 5 毒性大腸菌 の 検出率

報 告 者 検出率 対 象 地 域 方 法 備 考

G o r b a c h
,
S . L . 8 2 % C hil d r e n C h i c a g o Ⅰ. L .

G u e r r a n t
,
R . L . 5 0 % C h il d r e n B r a zil

C . B . 0 .

Ⅰ. L .

S . M .

E c h e v e r r i a
,
P . 0 % C h il d r e n B o s t o n

A . C .

Ⅰ. L 二
R . L . A ∴ 3 5 %

G o r b a c h
,
S . L . 7 2 %

( 1 5 %

S t u d e n t s

( t r a v ell e r s)

C O n t r Ol)

M e x i c o
P . F .

Ⅰ. L .

S a c k
,
R . B . 1 6 %

C h il d r e n

( A p a c h e)
A li z o n a

A . C .

Ⅰ. L .

R u d o y , R . C .
8 6 %

( 4 1 %

C h il d r e n

C O n t r Ol)

T e x a s S . M .

N ali n , D . R . 5 5 % all a g e B a n g l a d e s h C . H . 0 .

R y d e r , R . W .

0 %
5 6 %

u n d e r 2 y r

0 V e r l l y r
B a n g l a d e s h A . C .

R . L . A ∴ 5 5 %
R . L . A . : 0 %

W a d s t o m
,
T . 1 4 % C h il d r e n E t hi o p i a
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主力がお か れ て い たが , 今後 は血清型を含め . 毒素 レ

ベ ル で の 検討 も必要 に な ろ う .

幼君乳児遷延性下痢症 に 関 し て∴ 例 数 は 少 な い

が . 4 株中2 株 に 陽性株が検出さ れ た こ と は何 ら か の

下痢 を遷延さ せ る要因と し て E n t e r o t o x i n が 働 い て

い る の か もし れ な い .

ま た , H e m o l y ti c - U r e m i c s y n d r o m e の 前 駆 症状

と し て み ら れ た 血性下痢便 よ り 分離 し た 大 腸 菌

(S E5 8 ) よ り P F テ ス ト 陽性株を検出し たが , 本症の

発症機掛 こE n t e r o t o x i n が 関与し て い る の か も し れ

ない . 今後は下痢症 に 限らず , 敗血症 , 髄膜炎 , 尿路

感染症等より 起炎菌と し て 分離し た グ ラ ム 陰性梓菌に

つ い て も E n t e r o t o x i n の 検索を すす め た い と 考 え て

い る .

結 論

小児の 下痢症と
一 部成人 の 重症下痢患者の 十二 指腸

液と 糞便 よ り 分離 し た 大腸 菌 と Kl eb si ell a の

E n t e r o t o x i n を皮膚反応 に よる血管透過性試験 (P F

テ ス ト) に よ っ て 検 索し , 以下の 結論 を得た .

1 ) 自粛 を除く 79 例 の 小児急性下痢症 よ り 分離 し

た大腸菌71 株申17 株( 23 .6 % ) お よ び Kl e b s i e ll a 8

株申1 株 ( 12 .5 % ) に 陽性株を み と め た .

2 ) 1 2 例の 病魔大腸菌性腸炎 より 分離 し た 病原大

腸菌12 株中 1 株に 陽性株を み と めた .

3 ) 9 例 の 白 痢 よ り 分 離 し た 大腸 菌 8 株 と

Kl eb si ell a l 株は い ず れ も陰性で あ っ た .

4 ) 4 例の 幼君乳児遷延性下痢症 より 分離し た 大腸

菌1 株は陰性で あ っ た が , K l e b si ell a 3 株中2 株に 陽

性株を みと め た .

5 ) 3 例の 成人重症下痢症 よ り分離 した 大腸菌3 株

中1 株 に 陽性株を み と めた .

6 ) 1 1 例の 健康小児 より 分離 し た 大腸菌 10 株 と

Kl e b si ell a l 株は い ず れも 陰性で あ っ た .

稿を終え るに あた り , 御指導と御校閲 をい た だ きま し た前
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