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I. 緒 言

我 々は 大 腸 手 術 後 の創 感 染症 を臨 床 的,細 菌 学 的 に 検

討 した 結 果,原 因 菌 の 主 体 を な す の は 偏 性 嫌 気 性 菌 で あ

るBacteroides fragilisで あ り(以 下 Bacteroidesと

略 す),さ らに BacteroideSは 通 性 嫌 気 性 グ ラム 陰性 桿

菌 で あ る大 腸 菌 の感 染 症 の成 立 に 密 接 な関 連 の あ る こ と

を 知 った1)。 外 科 的 軟 部組 織 感 染症,こ と にこ術 後 創 感 染

症 に 関 す る検 討 は 数 多 くみ られ るが,炎 症 巣 に適 した 実

験 モ デル の 報 告 は 少 く,こ とに 炎症 巣 に お け る細 菌 の 消

長 の検 索 を 定 量 的 に行 な うに 適 した モ デ ル の報 告 は ほ と

ん どみ な い 。 我 々 は ウ ィス タ ー系 ラ ッ トの 背 部 皮 下 に

Granuloma pouchを 作 成 し,創 感 染 症 の実 験 モ デ ル と

し て の特 性 を 検 討 し,そ れ を 使 用 し炎 症 巣 にこお け る大 腸

菌,Bacteroidesの 共 同性 に つ い て 検 討 を 行 な っ た。

II. Granuloma pouchの 基 礎 的 検 討

1) 方 法

Granuloma pouchの 作 成 法 はROBERT等 の方 法2)に

準 じて 行 な った 。 被 検 動 物 は生 後3～4週 雄 性 ウ イス タ

ー系 ラ ッ ト,体 重150～170gを 使 用 した 。 エ ー テ ル 麻

酔 下 の ラ ッ トの 背 部 皮 下(肉 様 膜 下)に20mlの 室 内 空

気 を23G針 を用 い,滅 菌 注 射 器 で 注 入,pouch作 成 後

その内腔に23G針 で,滅 菌1%ク ロ トン油加オ リーブ

油1mlを 注入,内 面に用手塗布 した。2日 後 に23G針

を用 い空気だけを除去,そ の5日 後に実験動 物 として使

用 した。

pouch作 成中 の ラッ ト6頭 に対 して,作 成 日,2,4,5,

7,8日 目に そのpouch壁 を採取,10%ホ ルマ リン固定

後Hematoxylin-Eosin染 色を行な い,組 継 学的 検索に

供 した。他 の12頭 に対 してpouch作 成7,8日 目に,

各6頭 のpouch内 滲 出液量の測定を行 なった。 また他の

10頭 に対 しpouch内 滲出液の塗抹標 本を作 り,グ ラム

染色を行な い滲 出液成 分の検討を行 なった 。次にpouch

作成4日 目2頭,5日 目3頭,7日 目9頭,8日 目1頭

か ら,pouch内 滲出液1mlを 採取 し,Corning-Evans

blood gas analyzer(Model-165)に よ りガス分析を行

な った。 またpouch作 成4日 目3頭,5日 目3頭,7日

目3頭,8日 目3頭 についての滲出液 の蛋 白含有 量を,

屈折蛋 白計(日 立)を 使 用して測定 した。

2) 結 果

a) Granuloma pouchの 病理 組織学的所見

背部皮下 に空 気を注入 した直後には,肉 様膜 を含む皮

下組 織に著変が み られなか ったが(Fig.1),2日 後 すな

わち空気 の除去 日には,肉 様膜下に リンパ球 浸潤,線 維

芽細胞の増生 を件 う水腫 様変化が,わ ず か に み られ る

(Fig.2)。4日 目,5日 目には リンパ球,線 維 芽細 胞の増

加,不 規則 な線 維の出現を件 う肉芽組織 の形成が み られ

た。4日 目に比べ5日 目の変化は増強 し,7日 目には線

維形 成がい っそ う強 ま り,炎 症細胞は極めて少 いが,線

Fig. 1
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維芽細胞,血 管増 生が著 しい 肉芽組 織の所見が み られた

(Fig.3)。8日 目には,肉 芽層が増 加 した所見が認 め られ

た。全経過 を通 じて,好 中球 の浸潤はほ とんどみあた ら

ず,細 菌感 染性炎症の組織変 化は乏 しか った。

b) Granuloma pouch内 滲 出液

i) 滲 出液量

pouch作 成7日 目にこは6頭 に おいて10～15ml,8日

目に は6頭 において11～18mlの 滲出液が得 られた。

ii) 滲 出液成分

pouch作 成2日 目には,赤 血 球を主体 とす る血球成分

が,原 形 を保 って多数 みとめ られた。4日 目,5日 目も2

日目とほぼ同様 の所見 であった。6日 目には,血 球成分

は減 少 し,形 態 的 に も萎 縮 が み られ た 。7日 目にごは,こ

の傾 向 が 強 ま った(Fig.4)。 した が っ て作 成5日 目頃 ま

で は,pouch壁 の血 管 か らpouch内 腔 へ の 血 球 漏 出 は

存 在 す るが,6日 目以 降 は,新 た な漏 出 は な い もの と考

え られ る。

iii) 滲 出 液 ガ ス 分 析

代 表 的 な7日 目の 値 は 平 均 す る と,pO215.7mmHg,

pCO2 50.3mmHg,pH 7,184,HCO3-18.9mEq/L,total

CO2 18.7mMol/L,BE 11.7mEq/Lで あ り,血 液 にこ比 し

PO2,BEが 低 値,pCO2が 高 値 で あ る こ とが 判 明 した 。

蛋 白含 有 量 は 平 均3.939/dlで あ っ た(Table 1)。

3) 小 括

以 上,Granuloma pouch壁 の 病 理 組 織 学的 所 見, pouch

内 滲 出 液 液 量,成 分,ガ ス分 析 か ら,Granuloma pouch

は作 成7日 目に性 状 は 安 定 して い る こ とが 判 明 し た。 従

っ て 炎 症 巣 の モ デ ル と し て適 して い る と判 断 し,感 染実

験 を この 時 期 か らは じ め る こ と と した 。

III. Granuloma pouch内 接 種E. coliお よ び Bac-

teroidesの 消 長

1) 方 法

E.coli NIHJ株 をHeart Infusion Agar斜 面 培 地 に

純 培 養 し た1白 金 耳 をGAMgブ イ ヨ ン培 地10mlに 接

種 し,37℃,48時 間 好 気 培 養 し,大 腸 菌 原 液 と し た 。

Bacteroides fragilisは 臨 床 材料 か ら分 離 し,GAM半

流 動 培 地 に 培 養,そ の0.1mlをGAMブ イ台 ン 培 地

10mlに 接 種 し,48時 間GAS-PAK法 嫌 気 培 養 を行 な

い,原 液 と した 。 これ ら実 験 原 液 は 希 釈 法 に よ る菌 数 算

定 に よ り,各 々10g/mlの 菌 濃 度 で あ る こ とを 確 認 した 。

34頭 の ラ ッ トにこつ い て,作 成7日 目のpouch内 に大

腸 菌107を 注 入 接 種 し,そ の うち20頭 に さ らにBac-

teroides 109を 注 入 し た 。24時 間 後pouch内 か ら滲 出

液1mlを 採 取,GAMブ イ ヨン培 地 で10倍 希 釈 系 列 を

作 り,滲 出 液 中 のE.coli NIHJの 菌 数 を算 定 し た 。

他 の6頭 に は,大 腸 菌108を 注 入,そ の うち3頭 に は

Bacteroides 109を 注 入 した 。 各 々24時 間 後 のpouch

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

Table 1. Gas analysis of pouch exudate on 

7 th day
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内大腸菌濃度 を測定 した。

また他 の13頭 には,大 腸菌109を 注入,そ の うち7

頭 にごはBacteroides 109を 注入,各 々24時 間 後 に,

pouch内 大腸菌濃度 を測定 した。

なお,上 記 の3系 列にて,大 腸菌 だけを注入 した群 を

E群,Bacteroidesも 共に注入 した群をEB群 とした。

2) 結 果

作成7日 目のpouch内 滲出液 は約10mlで あ るので,

大腸菌 を107接 種し た 場 合,滲 出液 中の大腸菌 濃度は

lo61m1で あ ると考え られた。24時 間後に は14頭 のE

群 では106/ml,す なわち注入時 の濃 度を保 った も の は

1頭(1/14),13頭 は1041ml以 下 で,そ の うち8頭 は

102/ml以 下 であった,20頭 のEB群 で は108/ml 3頭,

107/ml 2頭 であ り,半 数以上が104/ml以 上 の濃 度であ

った(Fig.5)。

108の 大腸菌を接種 した場 合,24時 間後 のpouch内

滲 出液 中大 腸菌濃度は,E群 において101/ml 12頭,102/

mlが1頭 で あった。EB群 では106/mlが2頭,103/ml

が1頭 で あった(Fig.6)。

大腸菌 を109接 種す ると,24間 時後 の大腸菌 濃度は,

E群 にお いて106/ml 1頭,105/ml 2頭,104/ml 3頭 で

あ った。EB群 では108/ml 3頭,106,10s,104,108が 各

1頭 で あった(Fig.7)。

以上 の実験経過 中に,菌 注入後死亡 した ラッ ト,お よ

びpouch内 に 肉眼的に膿形成 を認 めた ラッ トは な か っ

た。

3) 小 括

作成7日 目のGranuloma pouchに 大腸菌を109,108,

107注 入 した場 合,24時 間後 のpouch内 の大腸菌濃度

は,注 入 時 の濃度 を保 ち得たのは107注 入群 の1頭 で,

他 はいずれ も注入時濃度 の102オ ーダー以下 の濃度で あ

った。 これに対 して同時 にBacteroides109を 注入 した

群 では,全 般に大腸菌単独注 入群 よ り高い濃度 で大腸菌

は検 出 された。大腸菌107注 入 例においては,そ の傾 向

が明 らかであ り,こ とに注 入時濃度の106/mlを 上 まわ

る濃度 で検出 された例が,5頭 すなわち1/4に み られ た。

IV. 考 按

手術創感 染の発症の メカニズ ムは未 だ明 らかに されて

いないが,基基本的には汚染細菌数 とその病原 性を総 合 し

た病原 力が,局 所の細菌防御力 とのバラ ンスに打ち勝 っ

た場合にご発 症す ると考え られ て い る3)。宿主条件が 一定

で あ り,汚 染細菌種が一定な らば,汚 染後 の細菌 数の増

減が その後の発症を左右す る大 きな因子で ある と思われ

る4)。一方,臨 床的にごは消化管手術,と くに大 腸手術後

で は創 感染頻度が高 く,菌 検索 を行な うと大腸菌,Bac-

teroides fragilisの 創汚染が大 きな役割を 果 して い る

成績 を得 ているため,創 部 にこおけ る大腸菌数 の増減 を左

右 す る因子 の1つ として,従 来弱毒菌 と考 え られ ていた

Fig. 5. E. coli counts in granuloma pouch exu-

date ; 24 hours after inoculation of E. coli 

and Bacteroides

Fig. 6. E. coli counts in granuloma pouch exu-

date ; 24 hours after inoculation of E. coli 

and Bacteroides

Fig.7. E. coli counts in granuloma pouch exu-

date ; 24 hours after inoculation of E. coli 

and Bacteroides
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Bactereidesの 存在 に注 目した。 そ こで実験的に ウイス

ター系 ラ ッ トのGranuloma pouch内 に接種 した大腸菌

菌数 の 消長 に対 す るBacteroides fragilisの 存在 の影

響を検討 した。

今 日まで細菌性局所性 炎症を論 じた報 告は数多 くみ ら

れ る。教 室 大井は家兎 の,皮 内皮下,切 創内にStaph.

aureusを 接種 し,そ の後の菌の 消長にこついて は,滅 菌

綿棒 で擦過 し,血 液寒天 平板に塗抹培 養,菌 数 を測定す

る方 法を行な った。 この方法では,菌 の回収に おいて定

量的 な精 度に欠け る離 点があ る と考 えて実験 モデルを種

種検 討 した。ROBERT等2)に よ るGranuloma pouchは

肉芽形成実験 モデル として作成 した もので あるが,我 々

は予備実験 として基 礎的検討 の項 で述べた とお り,次 の

点 で創部局所感染 症実験モデ ル,こ とに炎症巣 におけ る

菌 数の増減 の追 求に適 して いる と考えた。(1)作成7日 目

には,pouch壁 に肉芽組織が形成 されて お り,そ の組織

像 は創傷治癒 の過 程にお け る 肉芽新生期 の創 部の状態6)

に 類似 してい る こと,(2)pouch内 滲 出液が創 部の肉芽組

織 間におけ る滲 出液 とそ の性状 が類似 している こと,(3)

滲 出液は外 部か らの再汚染 の危険が ない こと,(4)作 成7

日目に は,滲 出液の性状が均 一であ り,滲 出液 量 も菌数

計 算にご適す る量であ ること,で あ る。

Granuloma pouch内 接種実験 の結果,大 腸菌 とBac-

tereidesが 共存 し,そ の菌 数比率が ことに1:100の 場

合に大腸菌 が増殖 しやす い と考 え られた。一方,正 常人

腸 内細菌叢 では,Bacteroidesは 大 腸菌の約100倍 の濃

度 で存在 してい ると報告 されてい る7～10)。今回の実験で,

pouch内 大腸菌 とBacteroidesの 至 適菌数比率 は 腸 内

細菌 叢のそれ と一致 してい るとい えよ う。 この成績 は,

生体 内におけ る両菌種 の増殖 には至適 比率が存在す る こ

とを示 唆す るもので はないか と考 える。

V. 結 語

1. ウイス ター系 ラ ッ トの背部皮下に作成 したGranu-

loma pouchは 作成7日 目に,滲 出液性状が安定 し,細

菌 数の変動を追求 するための局所 炎症巣 モデル として適

してい る。

2. Granuloma pouch内 では,大 腸菌はBacteroides

と共存 す ると増殖 しやす く,こ とにその菌数比率が1;

100の 場合 にその傾向が著 しか った。

本論文 の要 旨は第23回 日本化学療法学会東部支部総

会 にて発表 した。

本研究 に,慶 応義塾大学 医学部 外科学教室 石引久弥

講 師,そ の他諸先生 の御協力 を得,感 謝す る。

なお,本 研究 の1部 に大山健康財団研究助成 金を使用

した。
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EXPERIMENTAL STUDIES ON SYNBIOSIS OF E. COLI AND 

BACTEROIDES IN THE GRANULOMA POUCH

NOBUATSU MURAYAMA 

Department of Surgery, School of Medicine, Keio University

It was the aim of this experiment to confirm the role of co-existence of Bacteroides fragilis and 
E. coli in the postoperative wound infections which has been obtained from our clinical studies on 
colon surgery. 

Seven days old granuloma pouches on the back of Wistar-rats were proved to be suitable as the 
experimental models of local infections. The pouches showed stabilized characteristics in chemical, 

physical and histological studies. 
E. coli of 107, 108 and 109 was inoculated in the pouches with or without Bacteroides fragilis of 109. 

Twenty-four hours after inoculation, bacterial counts of E. coli revealed that E. coli survived and in-
creased in counts when it was with Bacteroides fragilis. It also revealed that maximal counts of 
E. coli were obtained when the inoculated counts of E. coli were one-hundredth of Bacteroides counts. 
which suggested the optimal ratio of both bacteria in their symbiosis in postoperative wound infec-
ton.


