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胆 汁 酸 の 細 菌 に 対 す る 影 響

特に抗生物質存在下の胆汁酸適応大腸菌の態度について

松 本 義 孝

北海 道大学医学部第二 内科(主 任:真 下啓明教授)

(昭和44年3月31日 受付)

緒 言

胆 汁酸 と腸内細菌 の関係につい ての研究 は主に生化学

者に より胆 汁酸 の代謝過程やそ の運命 についてな された

ものがほ とん どであ り,細 菌 の側か らの研究は未だ未知

の分野 が多 い。 また臨床 的に胆道感染症 を治療 す る場合

には細菌 に対 する化学療 法剤の作用 と ともに胆 汁酸の影

響 が問題 となる。

胆汁酸 が細菌 に どの よ うな影響を与 えるかについては

LEIFSON (1935) 1)がDeoxycholate Agarお よ びDe-

soxycholate-Citrate Agarの 開発の研究 の な か でDe-

oxycholateの 抗菌作用を報 告 し て い る。 またPORT-

MAN(1962) 2,3)は 大腸菌 を コール酸含有培地 で継代 する

ことに よ り胆汁酸培地 で増殖 の促 進す ることを認 め,こ

れを適応現象 と呼ん でい る。 したがつて腸内細菌 は腸 管

内であ る程度胆汁酸 の)影響 を うけてい ることが予想 され

る。 著者は この点を さ らに追求 するため胆道感染症 のな

かで最 も高頻度に検出 され る大腸菌 に つ い て,in vitro

で各種抗生物質に対 し胆汁酸 の存在 下で,ど の よ うな態

度を とるかについて研究 し,あ わせ て生 体内での態度 に

ついて も考察を加えた。

実 験 方 法

I.　 胆 汁 酸 の 主 と して大 腸 菌 に対 す る 影 響

1.　 胆 汁 酸 の細 菌 発育 抑 制 作 用

ブ ドウ球 菌209P,腸 球 菌C-3,大 腸 菌B,大 腸菌C-

43.大 腸 菌NIHJ,変 形 菌OX-19株 を 用 い て,Sodium

cholate"ミ ノ フ ァー ゲ ン製"(C),,Sodium Deoxychol-

ate" "Difco製"(DC),Sodium Taurocholate"東 京 化

成",Sodium glycocholate"東 京 化 成"と 牛 胆 末 の 最 小

発 育 阻 止 濃 度(Minimal Inhibitory Concentration : 

MIC)をTrypt-Soy Broth"栄 研"(T. S. B.)を 用 い る

Tube dilution methodで 行 な つ た。

2.　 胆 汁 酸 継 代 培 養 大 腸 菌 作 成

大 腸菌C-43株 ま た はNIHJ株 を0.2,0.6,0.8,

1.0%Cお よ び0.01,0.2%DC含 有T. S. B.に3代

～5代 継 代培 養 を 行 な い,こ れ を 胆 汁 酸 継 代 大 腸 菌 と し,

さ らに この 大腸 菌 をCお よびDCの 含 有 しな いT. S. B.

に継 代 し これ を リバ ー ス 菌 と し て使 用 した。

3.　 生 物 学 的 性 状

大 腸 菌C-43株 を1%Cお よびDC含 有T. S. B.に

7代 継 代 培 養 した もの と継 代 しな い 大 腸 菌(原 株)に つ

い てTSI培 地,SIM培 地 の 性 状 並 び に ピオ テ ス ト"栄

研"を 用 い て.Urea, VP, Mamit, Lactose, Maltose, 

Sucrose分 解 能 に つ い て検 討 した 。

4.　 胆 汁 酸 培 地 で の増 殖 速 度

大 腸 菌NIHJ株 を0.2,0.6'0.8,1.0% Cお よ び

0.01,0.2%Dc含 有T. S. B.に3代 と5代 継 代 した も

の と,継 代 しな い 株 を0.2,0.4,15.2.0% Cお よび

0.01,0.2%DC含 有T. S. B.に 接 種 し,そ の 後 の菌 数

の 変 動 を3時 間 までTrypt-SoyAgar"栄 研"(T. S. A.)

を 用 い る 混 釈 定 量 培 養 と ま た5時 間 ま で,uv-vis Spe-

ctrophotometerを 用 い る比 濁 法(波 長600mμ)で 検 討

した 。

II.　 抗 生 物 質 の 影 響 に つ い て

1.　 胆 汁 酸 の抗 生 物 質 の 抗 菌 力 に 及 ぼ す 影 響

C, DC, Sodium Taurocholate, Sodium glycocholate 

の 各 胆 汁 酸 のMIC以 下 の 濃 度 とAminobenzyl-peni-

cillin (AB-PC), Penicillin G (PC), Cephaloridine (CER), 

Tetracycline (TC), Chloramphenicol (CP), Kanamycin 

(KM), Erythromycin-base (EM), Dihydro-Strepto-

〓 ycin (SM)の 各 抗 生 物 質 を 併 用 し て ブ ドウ球 菌209P

株,腸 球 菌C-3株,変 形 菌OX-19株,大 腸 菌C-43

株 につ い て,T. S. B.を 用 い るTube dilution method 

で行 な つ た 。 た だ し大 腸 菌C-43株 はHeart Infusion 

Agar"栄 研"(H. I. A.)を 用 い るPlate dilution method 

で行 な つ た 。

2.　 胆 汁 酸 含 有 培 地 継 代 大 腸 菌 の感 受 性

H. I. A.を 用 い るPlate dilution methodお よびT. S. B.

を 用 い るTube dilution methodで100 mcg/mlか ら

0.1mcg/rn1ま で2倍 稀 釈 で1% Cお よび1% DC継 代

大 腸 菌C-43の1代 か ら5代 ま で'な ら び に リバ ー ス5

代 まで のAB-PC, CER, CP, KMの 感 受 性 を 検 討 し た 。

ま たTube dilution methodでMICよ り1段 階 低 い濃

度 のtubeの 濁 度 をuv-vis Spectrophotometer(日 立)

に よ り比 濁 法(波 長600mμ)で 測 定 した 。 な お 接 種 菌
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量 はPiate diiution methodで はT.S.B.に て24時 間

培 養液1白 金 耳を接種 し,Tube dilution methodで は

24時 間培養液10倍 稀釈液0.1ml接 種 した。な お 判

定 時 間は18時 間培養後 に行なつた。

3.　 尿 お よび十二指腸液B胆 汁分離大腸菌 の感受性に

つ いて

昭和43年 度北大中検 で分離 され た大腸 菌の うち,任

意 に尿路感染症尿分離株25株,十 二指腸液B胆 汁分離株

14株 を選びH.1.A.を 用 い るPlate dilution method

で100mcg/mlよ り0.1mcg/mlま で2倍 稀 釈 でCP,

CER, AB-PC, KM, Cephaloglycin (CEG), Deoxy-Kana-

mycin (KNM)のMICを 測定 した。

4.　 In vitroで の生菌 数の変動

a) 抗 生 物 質.胆 汁酸存在下 の胆汁酸培地継代 大腸

菌 と非継代大腸菌

抗 生物質 はCP, KM, CER, AB-PCを 使 用 し,各 抗生

物 質の濃度 を12.5mcg/ml,Cま たはDC 10mg/mlを

含 有す るT.S.B.に0時 点 で106個 の菌数に な るよ う

に大腸菌C-43株 を接 種 し恒温振〓培養 にて1,2,3,

5時 間 の生菌 数をT.S.A.を 用 い る混釈定量培養 を行

な い算定 した。

b) 抗 生物質単独存在 下の胆汁酸培地 継代 大 腸 菌 ・

非継代 大腸菌 ・リバ ース大腸菌

大 腸菌C-43株 でCP,KM,CER,AB-PCの 濃度12.5

mcg/ml含 有T、S.B.培 地 にて同様の時間 につ い・て生 菌

数 を算定 した。

c) 尿路感染 症患者尿分離大腸 菌 と同一人糞 便 分 離

大 腸菌につ いての検討

尿路感染症 患者尿分離大腸菌 と糞便分離大腸 菌にて両

者 の生菌数 の時間的推移 の比較 をCP,KM,CER,AB-PC

に てb)と 同 じ方法 にて検討 した。糞便 より大腸菌の分

離 ・同定 はEMB培 地"栄 研"を 使用 し,コ ロニーの性

状,グ ラム染色性,生 物学 的性状に より行 なつた。なお

両分離 大腸菌の血清学的 同定は行 なつ ていない。

d) イ ヌ実験的胆 の う炎分離大腸菌 についての検討

体 重10kg前 後の正常 なイ ヌを用い てARONSOHN等

の方法5,6)に準 じて5%DC3mlと24時 間T.S.B.で

培養 した大腸菌C-43株 ブイ ヨン培養液1mlを 経 胆管

的 に ビニール ・チ ューブで胆の う内に注入 し て 作 製 し

た。 なお全経 過を通 じ無菌操作 に注意 をは らつた。

術後5日 目に胆 の う内に定 着 した大腸菌を と り出 し,

生菌数 の時間的推移 を注 入前大腸菌C-43株(原 株)と

比較 検討 した。な お 抗 生 物 質 はCP,KM,CER,AB-PC

を使用 し方法はb)に 従 がつた。

実 験 成 績

I.　胆 汁酸の主 と して大腸菌 に対する影響

1.　 胆汁酸 の細菌 発育抑制作用

表1に 示す とお り,各 種胆汁酸 の うちでDCが 最 も強

い抗菌力を しめ し,と くに球菌類 に対 し著 明で,例 えば

ブ ドウ球菌209P株 には0.064g/dl,腸 球菌C-3株 に

は0.25g/dlで あ る。 また遊離型 胆汁酸のほ うが抗菌力

が強 く,抱 合型胆汁酸では著 しく低 下す る。 また牛胆末

の抗菌力 は抱合型胆汁酸 とほぼ同程 度であつた。

2.　 生 物学的性状

使用 した大腸菌C-43株 の生物学的性状は,表2の と

お りであ り,7代 胆汁酸含 有培 地で継代 した大腸菌 の糖

分解 等の性状 の変化 はみ られなかつた。

3.　 胆汁酸培地 での増殖速度

培 地中 に0.2%Cを 含有 させて,こ れ に継 代 した 大

腸菌NIHJ株 を0.4,1.0,1.5,2.0%にCを 含 む液

体培地 に接種 し,そ の後 の菌数 の変化 を比 濁法にて測定

す ると,0.4%含 有培地 ではC含 有培地 に継代 した菌は

継代 しない菌 に くらべむ しろ発育 がお くれ るが,1.0,

1.5,2.0%C培 地ではC含 有培地 継代菌のほ うが明 らか

に発育 がはやかつた(図1)。

次 に0.01,0.2%DC含 有T.S.B.で3代 継代 と5代

継代 大腸菌NIHJ株 をそれぞれ0.01,0.2%DC含 有液

体培地 に接種 し.そ の後 の菌数の変化を混釈定量培養 に

て測 定す ると5代 継代株 の発育が最 もはや く,3代 継代

株 は非 継代株 よりやや発育がはやかつた。な お大腸菌接

表1 Minimal inhibitory concentration of biie

acids

表2 Biochemical nature of non-adapted and

adapted E. coli (C-43)



VOL. 18 No.2 CHEMOTHERAPY　 159

種後1時 間でいずれ も生菌数 の減少を認め たが5代 継代

株が最 も減少度が少 なか つた(図2)。

また0,6,0.8,1.0%C含 有T.S.B.に5代 継代 し

た大腸菌NIHJ株 を1.5%C含 有液体培地 に 接種 し,

その後の菌数の変化 を比濁法で測定す ると,い ずれ の継

代株も非継代株 よ り発育がはやかつ たが,な かで も0.8

%C継 代株が最 も発育がはやか つた(図3)。

II.　抗生物質の影響 につ いて

1.　胆汁酸 の抗生物質 の抗菌力 に及ぼす影響

ブ ドウ球菌209P株,腸 球菌C-3株 に対 してはPC,

EM,TC,CERと 著明な併用効果 が み られ,例 えばブ ド

ウ球菌ではPCのMIC0.1mcg/mlがDCの 併用 に よ

り0.0015mcg/ml以 下,CERのMIC0.1mcg/mlが

DCの 併用で0.0015mcg/mlと な る。 しか も遊離型 ぽ

か りでな く抱合型 と併用 した場合 に も抗菌力 の上昇 は著

明であ り,例 えば腸球 菌 で はPCのMIC0.1mcg/mi

nTaurocholateの 併 用 で0.006mcg/ml以 下,Gly-

cocholoteの 併用 で も0.006mcg/ml以 下 とな る(表3)。

しか し変形菌OX-19株,大 腸 菌C-43株 に対 しては胆

汁酸 との併 用に よる抗菌 力の増大は さほ ど著明 では ない

nMICの 軽度の低下 を示 した。例 えば 変形菌 ではCP

のMIC6.4mcg/mlがDCの 併用 で0.4mcg/ml,大

腸 菌 で はCERのMIC3.12mcg/mlnDCの 併 用 で

1.6mcg/miと な る(表4)。

2.　 胆汁酸含有培 地継代大腸菌 の感受性

1%C,1%eDC1代 継代 か ら5代 継代 大腸菌C-43株

お よびC,DCの リバ ース菌5代 までの大腸菌 の感 受 性

図1 Adaptation of E.Coli (NiHJ) to bile acid

(Turbidometric Method)

図2 Adaptation of E.coli (NlHJ)to bile acid

(Plate Count method : 0.2% containing T.S.B.)

図3 Adaptation of E.coli(NlHJ) to cholic acid

(TurbidometriC method)

表3 Effect of antibiotic-bile acid combination

in strains of Staph. aur. and Enterecoccus

表4 Effect of antibiotic-bile acid combination

in strains of Proteus υulg. and E. coli
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をPlate dilution methodで 検討 す ると非継代株(原 株)

がCP122mcg/ml, KM6.25mcg/ml,CER3.12mcg/

ml, AB-PC6.25mcg/mlで あ り,継 代お よび リバ ース

後 もC,DC継 代株 ともに同 じMICを しめ し感 受 性 の

変化 はみ られ な か つ た。 また1%C,1%DC5代 継代

大腸菌 の感 受性をTube dilution methodで 検 討 す る

と非継 代 株nCP12.5mcg/ml,KM6.25mcg/ml,

CER6.25mcg/ml,AB-PC6.25mcg/mlで あ りC,DC

5代 継代 大腸菌 のMICも また同 じであつ た。 し か し

Tube dilution methodでtubeの 濁度の差がみ られ るこ

とか ら1%C5代 継代大腸 菌につい てMICよ り1段 階

低 い濃 度のtubeを 比濁 法で測定す る と,表5の とお り,

CER, AB-PCに て濁度 に著 明な差を認 めた。 しか しKM,

CPで はあ ま り著 明な差が認め られ な か つ た。 す な わ

ち1%C5代 継代 大腸 菌 と非継代 大 腸 菌(原 株)で は

CER, AB-PCに て 発育阻止 に差 がみ られ,そ の影 響は

5代 継代 大腸菌のほ うが強 かつた。

3.　 尿 お よび十二指腸液B胆 汁 分離大腸菌 の感 受性に

つい て

尿路感 染症尿分離大腸菌 と胆 道感染症胆汁分離 大腸菌

の各種抗 生物質 の感受性 の分 布 に つ い て,100mcg/ml

以上 の耐 性株を除外 して,100mcg/ml以 下 の大腸菌で

推計学 的に検討す る と,CER(P<0.05), KM(P<0.01),

KNM(P<0.01),AB-PC(P<0.01)で 有意 の差 が み ら

れ たが,CP,CEGで は有意 の差を認めなかつた。すなわ

ち,胆 道 感染症分 離 大 腸 菌 はCER, KM, KNM, AB-PC

の各抗 生物 質に対 して尿路 感染症分離 大 腸 菌 よりMIC

が低 い傾 向にあ るこ とが推 測 された(表6)。

4.　 Inυitroで の生菌数の変動

a) 抗生 物質 ・胆汁酸存在 下の胆汁酸培地継 代 大 腸

菌 と非継代 大腸菌の検討

i CER 12.5mcg/ml+C10mg/ml+1%C5代 継.

代菌CER 12.5mcg/ml+C10m9/ml+非 継代菌

この両者 を比 較検討す る と,C継 代 大腸菌の生菌数の

減少が非継代 大腸菌(原 株)に くらべて著明で5時 間 目

に102の 生菌 数の差を認 めた(図4)。

ii CER12.5mcg/ml+DC10mg/ml+1%DC5代

継代 菌

表5 Turbidity of E. coli (C-43) after 18hrs'

incubation (Turbidmetric method)

図4 Cephaloridine

Conc.12.5mcg/ml+C10mg/m/

表6 Susceptibility of E. coli isolated from urine and duodenal juice
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CER12.5mcg/ml+DC10mg/ml+非 継 代菌

この場合 もDC継 代大腸菌 の生菌数 の減 少が非 継代大

腸菌にくらべ著明であ り,5時 問 目に102の 生菌数 の差

を認めた(図5)。

iii AB-PC12.5mcg/ml+C10mg/ml+1%C5代

継代菌

AB-PC12.5mcg/ml+C10-mg/mlχ 非継代菌

この場合 もC継 代 大腸菌の生菌数 の減 少が著 明で,5

時 間 目に非継代大腸菌 に くらべ102の 生菌数 の差 を認 め

た(図6)。

iv AB-PC12.5mcg/ml+DC10mg/ml+1%DC5

代 継代菌

AB-PC12.5mcg/ml+DC10mg/ml+非 継代菌

この場合 もDC継 代 大腸菌は非継代大 腸菌に くらべ生

菌数 の減少がみ られ,5時 間 目に101の 生菌数 の差 を認

め た(図7)°

b) 抗生物質 単独存在下 の 胆 汁 酸培地 継代大腸菌 ・

非継代 大腸菌 ・リパー ス菌 の検討

図5  Cephaloridine 
Conc. 125mcg/m/+ DC 10mg/ml

図6  Ampicillin 
Conc. 125mcg/ml+C 10mg/ml

図7  Ampicillin

Conc.12,5mcg/ml+DC10mg/m/

図8  Cephaloridine 
Conc. 125mcg/ml C- adap+ E. coli

図9  Cephaloridine 
Conc. 12.5mcg/ml D-adap+E.coil

図10  AmpiCillin

Conc. 125mCg/ml C-ado+E.Coli
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i CER 12.5mcg/ml+1%C5代 継代菌

CER 12.5mcg/ml+非 継代菌

CER 12.5mcg/ml+1%C3代 リバース菌

この3者 につい て比較検 討す ると,C継 代 大腸菌 は非

継代菌,リ パ ース菌 に くらべ生菌数 の減 少が著明 で,5

時 間 目に102の 生菌数 の差を認め た。 また非継代菌 は3

代 リバ ース菌 よりも生菌数が減少す る傾向が み ら れ た

(図8)。

ii CER 12.5mcg/ml+1%DC5代 継代菌

CER 12.5mcg/ml+非 継 代菌

CER 12.5mcg/ml+1%DC3代 リバ ース菌

この場 合 もDC継 代菌 の生 菌数の減少が著 明であ り,

5時 間 目の生菌数は非継代菌,リ バ ース菌 に くらべ102

の 差 を 認 め た。 ま た 非 継 代 菌 は3代 リバ ー ス菌 よ り生 菌

数 の 減 少 す る傾 向 が み られ た(図9)。

iii AB-PC 12.5mcg/ml+1%C5代 継 代 菌

AB-PC 12.5mcg/ml+非 継 代 菌

AB-PC 12.5mcg/ml+1%C3代 リバ ー ス菌

C継 代 大 腸 菌 で は 非 継 代 大腸 菌 リバ ー ス菌 に くらべ

生 菌 数 の 差 を 認 め,5時 間 目に101の 生 菌 数 の 差 が み ら

れ た。 また 非 継 代 菌 は3代 リバ ー ス菌 よ り生 菌 数 の減 少

す る傾 向 が み られ た(図10)。

iv AB-PC12.5mcg/ml+1%DC5代 継 代 菌

AB-PC12.5mcg/ml+非 継 代 菌

AB-PC12.5mcg/ml+1%DC3代 リバ ー ス菌

図11 Ampicillin

Conc, 12.5MCg/ml D-adap+E. coli

図12 Kanamycin

Conc. 12,5mcg/ml/C-adap+E. Coli

図13 KαnamyCin

Conc.12.5mcg/ml D-adop+E. coli

図14 ChlorampheniCol

Conc, 12.5mCg/m/ C-adap+E. coli

図15 Chloramphenlcol

Conc. 12. 5mcg/mlD-adap+E. coli

図16 Cephaloridine Conc. 12.5mcg/ml

E.COli iSOlated from urine and feces in patient

of urinary tract infeCtion
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この場合 もDC継 代大腸菌 が非継代大腸菌,3代 リバ

ース菌に くらべ,5時 問 目で101の 生菌数 の差を認めた。

まな非継代菌 は3代 リパー ス菌 よ り生菌数 の減 少す る傾

向がみ られた(図11)。

v KM 12.5mcg/ml+1%C5代 継代菌

KM 12.5mcg/ml+非 継代菌

KM 12.5mcg/ml+1%1C3代 リパ ース菌

C継 代 大腸菌 の生菌 数の減少は著明 で,5時 間 目の生

菌数は非継代大腸菌 に くらべて102,3代 リバ ース菌 に

くらべて103の 差 を認 めた。すなわ ち リバース菌 の減少

度が一番悪か つた(図12)。

vi KM12.5mcg/ml+1%DC5代 継代菌

KM12.5mcg/ml+非 継代菌

この場 合 もDC継 代 大腸菌が非継代大腸菌 に くらべ5

時問 目で101の 生菌 数の差を認め た(図13)。

vii CP12.5mcg/ml+1%C5代 継代 菌

CP 12.5mcg/ml+非 継代菌

5時 間 までの生菌数を比較検討す ると,C継 代大腸菌

と非継代 大腸菌の間に生菌数 の差 を認 め な か つ た(図

14)。

viii CP12.5mcg/ml+1%DC5代 継代菌

CP12.5mcg/ml+非 継代菌

この場合 もDC継 代 大腸菌 と非継代大 腸菌の間 に生菌

数の差を認めなかつた(図15)。

以上の結 果か ら,胆 汁酸含有培地5代 継 代 大 腸菌 は

CERで 最 も生菌数が減少 し,次 いでAB-PC,KMで あ

り,CPで はほ とん ど影響 を うけない(表7)°

c) 尿路感 染症患者尿分離 大腸菌 と同一人糞 便 分 離

大 腸菌につ いての検討

尿路感染症患 者尿分離大腸菌 と同一人糞便分離 大腸菌

の5時 間 までの生菌数 を測 定す ると,AB-PC,CERで 後

者のほ うの生菌 数の減少が著 明であ る例が みられた(図

16,図17)。 この例 ではKM,CPで は差がみ ら れ な か

つた。

d) イ ヌ実 験的胆 の う炎分 離大腸菌 についての検討

イヌ胆の う炎分離大 腸菌C-43株 と注入前大腸 菌C-

43株(原 株)でCER, AB-PC,KM,CPに つい て,5時

間 までの生菌 数の減少 について検討 したが,い ずれ も著

明 な差 がみられなかつ た。

総括 および考案

胆汁 が細菌 発育に及ぼす影 響につい ては,古 くか ら数

多 く報告 があ り7,8),それ は胆汁 酸に起因す る も の で 選

択的 発育抑制 であるOLEIFSON(1935)1)もDCの 抗菌作

用 について詳述 してい るが,著 者 の実 験 で もDCnC

に くらべて特に抗菌力 が強 く,グ ラム陽性 菌群に対 して

は1mg/ml以 下 であ り,ま た遊離型が 抱合 型 に比 して

抗菌 力は まさ つ て い た。抗生物質 と胆汁 酸の併用 の結

果 は,か な り強 い協力効 果がみ られ,球 菌 に対 して著明

であ り桿菌に対 してはそれほ ど著 明ではな いnMICの

低下 がみ られた。

この よ うに胆汁酸 には抗菌力が あ り胆汁 中での細菌 の

発育 には不利 な点 が多いが,一 度胆道系 に感染を起 こ し

た細 菌は長期 にわ た り生存,死 滅 しない ことが しば しば

み られ る。 この場合,肝 機能異常,胆 汁 うつ滞,胆 汁成

分 の変化,胆 石 の存在等,種 々の生体側 の条件があ る と

考 えられ るが,細 菌 の側 か らは胆汁酸 に対す る耐性 の獲

得 ない しは胆汁酸 に対 す る適応が考 えられ る。 この点 に

関 してはDCに よ り大腸菌がDC耐 性 を獲 得 した と考 え

てい る報 告 もある。

いつぼ う,PORTMAN(1962)2,3)は 培 地 中 に0.2%C

を含 有 させて,こ れ に継代 した 大 腸 菌 を0.01,0.1,

表7 Effect of 5 times transfer in biie acid con-

taining media (E. coli C-43)

図17 Ampicillin Conc. 12.5mcg/ml

E.coli isolated from urine and feces in pgtient

of urinary tract infeCtion
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0.4%にCを 含む液体培地 に接種 しその後 の菌 数変化 を

比 濁法にて測定す る と,Cで 継代 した大腸菌 が明 らか に

発育 がはやい と報告 し,こ れを適応現象 と呼んでい る。

-なお大腸菌の他 に変 形菌,腸 球菌,Clostridiaに つ いて

も適応 を認め てい る。著 者 も0.2%C含 有培 地で継代 し

た大 腸菌を0.4～2.0%にCを 含む液体培 地に接種 し,

そ の後の菌数変化 を比濁 法で測定す る と,0.4%C含 有

培 地 ではC培 地 に継代 した菌は対照菌 に くらべむ しろ発

育 がお くれ るが,1.0～2.0%C培 地 では継代 菌のほ うが

明 らかにはや い。 この事 実か らCの 含 まれ る濃度が低 い

時 には著 明な差は ないが,高 濃度 の場合 には適応が大 き

い意 味を もつ と思 われ る。 またDCに つい ても0.01%,

0.2%の 濃度 で継代 した時に もこの事実 を認めた。 なお

この現 象は胆汁酸 との接 触をた つ と少 な くとも3代 ～5

代 で消失 して しま うが,胆 汁酸培地 に継代 す ると容易 に

復 帰 す る。 この点か ら著者 は種 々薬剤 に対 す る耐性獲 得

機構 と異 な り胆汁酸 に対す る適応現象 と考え る。 ヒ トの

正常 の胆汁中 あるいは肝臓内 に細菌 を証 明 す る(AND-

-REWS1935)10)こ とか ら,腸 内細菌叢 は胆汁 酸に適応 し

て,こ の適応 した細菌 が胆道内 に定着 す る可 能 性 が あ

る。

従 来か ら胆 の う症 患者胆汁内 に異型 大腸菌の存在す る

こ とが知 られ11,12,13),各種胆汁培地 お よび胆汁酸培地 で

の異 型菌 の発生 に関 す る実 験的研究 は古 くか ら 行 な わ

れ9,11,12,13),また細菌 の核酸 に対す る影響 も研 究 され て

い る。 こ れ に 関 して飯田14)は大腸菌電子顕 微鏡的研究

で,発 育増殖期 におけ る大腸菌体 はDC濃 度の高濃度 に

な るに従がっ て細胞壁 の融 解 原形質 の凝 塊あ るい は逸

脱 の像が確認 され,高 濃度のDC存 在下 で細胞壁あ るい

は細 胞膜の崩壊 を来 た し,原 形質内部 の核 あ るいは核様

物質 に影響を うけ,そ の発育が抑制 され ると 云 つ て い

る。 さらにDCの 菌発 育抑制作用が,SH基 物質に よ り

阻害 され るこ と等 から,DCに よる大腸菌体 中の核 酸 に

対 す る影響につ いて研 究 されRNA,DNAの 減少,と く

にRNAの 顕著 に減 少す るこ とが報告 され てい る。

著者は これ らの適応 大腸菌 の糖分解等 の生物学的性状

の変化につい て検討 したが,他 の報告9)と同様 に変 化 が

み られなかつ た。

以上の事実か ら,胆 汁 酸含有培地 で継代 した大腸菌,

す なわち適応現象 を得た大腸菌は抗生物 質に よる影響 が

非適 応大腸菌 と相違 す ることが予想 され る。 この点 を検

討 す る た め,胆 汁酸 適応大腸菌,非 適 応 大 腸菌 でin

υitroでの生菌数 の減 少を5時 間 までCP,KM,CER,AB-

PCを 用 いて検討 した。そ の結果 はC,DC適 応 大腸菌は

共 に,CP以 外 の抗生物質 で非適応菌 に くらべ5時 間 で

101～102の 生菌 数の減少 を認 めた。 また1%Cお よび

1%DC含 有培地 を使用 して,胆 汁 に類似 した環境 で の

検討 を行 なつたが,AB-PC,CERで は適応菌 が非適応 菌

よ りも5時 間で生菌数の減少す るこ とを認 めた。 この よ

うに適応菌 は抗生物 質の作用 を うけ易 い こと が 判 明 し

た。

抗生物質 はその種類 に より作用機 序が異な り,AB-PC,

CERは 共 に細胞 壁 ム コペ プチ ド合成 障碍剤 として働 き,

KM,CPは 蛋 白合成 障碍剤 と して働 く。す な わ ち,KM

は と くに リボ ソー ムに よる蛋 白合 成障 碍 を お こ し,CP

は蛋 白を合成 する リボ ソームの形成 を阻害 す る15,16)。し

か し胆汁酸 の細 菌に対す る作用機序 は未 だほ とん ど解明

され ていないが,電 顕所 見か ら細胞壁 に影響 を及ぼす と

考え られ,こ の ように胆汁酸 と併用 した場合抗 生物質の

作用が との ようにmodifyさ れ るかにつ いて も全 く不 明

であ るが,す くな くとも薬剤 の菌体 への透過 性の 亢進 す

るとこが考 えられ る。 この問題は なお今 後検討 されなけ

ればな らない問題 であ る。

また胆汁酸 適応 菌の抗生物質 に対 す る感受性は,Plate

dilution method, Tube dilution methodと もに非 適応

菌に くらべ変化はみ られな か つ た が,MICよ り1段 階

低い濃度 でCER, AB-PCに て濁度 に差を認めた ことは,

弱い なが ら も感 受性に差を しめ した と考え る。

次 に尿 お よび十二指腸液B胆 汁分離 大腸菌 について,

CP, CER, CEG, KM, KNM, AB-PCの 各抗生物質 で 感 受

性 の分布 について検討 したが,こ の場合100mcg/ml以

上 の株 については抗生物質 の作用機序 が異な ると考え ら

れ る17)から除外 して,100mcg/ml以 下 について推 計 学

的 に考察 す ると,CP, CEGを 除い た他 の抗生物 質でいず

れ も有意 の差(CERはP<0.05, AB-PC, KM, KNMは

P<0.01)を 認 め一般 に胆道感染症分離 大腸菌 の抗 生 物

質感受性 が尿 路感 染症分離大 腸菌 に くらべ上 昇 してい る

ことが推測 され る。

以上 の事実 か ら,in vivoの 実験 のモデルの1つ と し

て,尿 路感 染症患 者尿分離大腸菌 と同一人糞便 分離菌 に

つい て,各 抗 生物 質で5時 間 まで の生菌数 の減 少を検討

した。糞便分離 大腸菌はあ る程度胆汁酸 に適応 を得てい

ると考 えられ,こ の場 合 も図16,17に しめす ように明

らかにinυitroと 同様 の成績 を しめ した例がみ られ た。

しか しながら この場 合,胆 汁 酸 はEntero-hepaticcir-

culationで 大部分再吸収 され るこ と,正 常人 で は11eo-

coecalvalveよ り上部,す くな くとも上 部 小 腸 に は大

腸菌が存在 しない こと19,20),2次 胆汁酸 は糞便 中に排 泄

され る量がす くない こと18)などinvitroと は異 な る条

件 であ るため必ず しもこ うい う事実 の認 め難 い例 もみら

れた。

さらに生体 内においてin vitroと 同様の 適 応 現象 が
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予想され ることか ら,正 常 なイ ヌ胆の う内に胆汁酸 とと

もに大腸菌を接種 して5日 後 に とり出 し,原 株 と抗生物

質に よる生菌数の差を比較検討 したが著 明な差を認 め得

なかつた。 しか しなが らin vivoで は胆汁内 の 胆 汁酸

の種類 ・濃度 適 応 させ る期間 お よび炎症巣の状態,た

とえば閉塞 などに よる胆汁 の流 入流出障碍 な ど,in vitro

と異なる条件 もあ ると考 えられ,さ らに と り出 した大腸

菌を24時 間胆汁酸を含有 しない培地 で増菌す るため リ

バ ース した こととな り適応 が とれて しま う可 能 性 が あ

り,こ の点はなお検討す る必要 があ る。 また この ような

ことは選択培地,分 離培地,増 菌培 地を用いて 胆道分離

菌の感受性 を検討す る場合,胆 汁酸を含有 しない培 地で

継代することにな り適応 が とれて しまい,生 体 内での真

の感受性 より低い感受性 を しめす可能性を暗示 す る。

以上の ような事実 は胆道感染症,腸 管感染症 の化学 療

法 をお こな う場合影響 を与 え ると考 えられ,こ とに胆汁

中 に高濃度 に排泄 され,し か も細菌の細胞壁 に作用す る

抗生物質の使用がす ぐれた治 療に なる と考 える。

結 論

1) 大腸菌 のCholate, Deoxycholateに 対 す る適 応

現象を確認 した。

2) 適応菌 の生物学 的性状の変化は認 めなかつた。

3) 適応菌,リ バース菌 の感受性 の変化 はほ とん どみ

られなかつた。

4) 尿路感 染症患 者尿分離 大腸菌 と胆道 感染症患者胆

汁分離大腸菌 ではCER, AB-PC, KM, KNMで 感受性 の

分布に推計学 的に有意 の差を認めた。

5) In vitroで 適応 大腸菌 は非適応菌,リ パー ス菌 に

くらべCER, AB-PC,KMに 対 して生菌 数の減少が 著明

であ り,CPで は認め られなか つた。

6) 尿路感染症患者で糞便分離 大腸菌 が尿分離大腸菌

よ りも抗生物質に よる生菌数 の減少 が著 明な例がみ られ

た。

御指導御校 閲をたまわ つた真下教授に深謝致 します と

ともに教室員各位 の御協力 に謝意を表 します。
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THE STUDY ON INFLUENCE OF BILE SALTS ON

PATHOGENIC MICROORGANISMS

With Special Reference on the Behaviour of Microorganism Adapted to Bile Salts under 

the Presence of Antimicrobial Agents

YOSHITAKA MATSUMOTO

The Second Department of Internal Medicine, Hokkaido University School of Medicine

(Directer : Prof. K. MASHIMO)

1) The ability of E. coli (NIHJ) to grow in bile salt containing media was studied. E. coli was adap-
ted by serial transfer in cholate and deoxycholate containing media to grow more rapidly than unadap-
ted cultures.

2) No changes of biochemical nature of E. coli adapted by 7 times transfer in 1% cholate and 1% 
deoxycholate were shown comparing with unadapted E. coli. 

3) In study of antibiotic susceptibility of unadapted, adapted and reversed E. coli, these 3 micro-
organisms showed the same values of minimal inhibitory concentration to cephaloridine (CER), kana-
mvcin (KM), ampicillin (AB-PC) and chloramphenicol (CP).

4) Antibiotic susceptibility to CER, cephaloglycin (CEG), KM, deoxykanamycin, CP and AB-PC was 

studied in 25 strains of E. coli isolated from the patients with urinary tract infection and 14 strain, 

isolated from those with biliary tract infection. The patterns of susceptibility between these 2 groups 

of E. coli were different except CEG and CP. These differences were statistically significant (P<0.01•` 

0.05) .

5) Between adapted and unadapted E. coli, a marked difference in viable numbers inmedia with 
several antibiotics was demonstrated. The adapted E. coli grown in media containing CER, AB-PC or 
KM decreased more rapidly after 5 hours than the unadapted E. coli. 

6) In 5 hours' culture in media containing CER and AB-PC, the decrease in viable counts of E. coli 
isolated from feces of the patients with the urinary tract infection was often found to be more signi-
ficant than E. coli in urine from the same patients.


