
E.coliの 尿路粘膜上皮細胞への付着能に対する抗生物質の影響

広瀬 崇興 ・岡 山 悟 ・西 尾 彰 ・熊 本 悦 明

札幌医科大学泌尿器科学教室

(主任:熊 本悦明教授)

(昭 和56年3月12日 受 付)

急性単純性膀胱炎尿から分離 したE.coliと 健康成人女子から採取した膀胱粘膜の上皮細胞 を用

いた付着実験において,抗 生物質が,如 何なる影響を及ぼすかについて検討 した
。 抗 生物 質 は,

ABPC,CEXお よびGMを 用 いたが,い ずれの抗生物質 も明らかにE.coliの 上皮細胞への付着能

を低下させることを認めた。 このような作用は,各 抗生物質のE .coliに 対 する1/2MIC濃 度 で

も明らかに認め られ,ま た,付 着阻止作用は,抗 生物質の濃度に比例 して増強 した
。

尿路 感 染症 の発 症 機 序 につ い ては,い ろい ろな 立 場 か

ら検 討 され ては い るが,明 確 な こ とは,未 だ 解 明 され て

いない のが,現 状 で あ る。 基 本 的 に は ,尿 路 に 侵入 し た

細菌 が尿路 粘膜 に 付 着 し,そ の 後,colonization(定 着),

組織 内へ のinvation(侵 入)を 経 て,発 症 に至 る と考 え

られ てい る。

そ の意味 で,近 年,尿 路 感 染 成 立 の初 期 段 階 とし て,

細菌 の粘 膜 細 胞 へ の 付着 が,盛 ん に検 討 され る と と も

に,一 部 で は,そ の 細 菌 の 粘膜 細 胞 へ の付 着 能 力 を
,

virulence factorの 一 つ と考 え て い る も の もい る1,2,3)
。

われ われ は,す で に尿 路 へ の カ テ ー テ ル留 置 の 有 無

や,尿 中分 泌 型IgAな ど の 付着 能 へ の 影 響 につ い て 検

討 して きた が4,5),今 回,各 種 抗 生 物 質が 細 菌 の尿 路 粘膜

上皮 細胞 へ の 付 着 能 に 対 して,い か な る 影 響 を 及 ぼ す か

につ い て検 討 した の で,報 告 す る。

I.実 験 材 料

1.試 験 菌

急 性膀 胱 炎 患 者 尿 よ り分 離 され たE.coliをTrypto-

soy brothに て,37℃16時 間培 養 した後 ,5,000×g,20

分遠 沈 した 。 次 い で1/15MのPBS(pH7.3)に て 遠

沈洗浄 した後,同 液 に再 浮 遊 させ,109CFU/mlに な る

ように 調製 した。 ネ ガ テ ィ ブ染 色 に よ る電 子 顕 微 鏡 像 で

は,piliが 存 在 した(Fig.1)。 な お 後 に述 べ る抗 生 物質

(1/2,1,2MIC)を1時 間 作 用 した 後 の 観 察 で も,pili

は,形 態 的 にControlと 比 べ 変 化 して い な か った
。

2.尿 路 粘膜 上 皮細 胞

尿路 感 染症 の既 応 が な く薬 剤 を服 用 して い ない 健 康成

人女子 の 中間 尿 を,50～100ml採 取 し,1,000×g,10

分間遠 沈 して,上 皮 細 胞 を 採 取 し,次 い で1/15Mの

PBS(pH7.3)に て,3回 遠 沈 洗浄 した後 ,付 着 実 験 に

供 した。 なお,事 前 に グ ラ ム染 色 を行 な い,上 皮 細 胞 に

細 菌 の 付 着 が な い こ とを 確 か め た。 結 局 採 取 して か ら,

3時 間 以 内 に実 験 に供 した。

3.使 用 薬剤

Ampicillin(ABPC)

Cephalexin(CEX)

Gentamicin(GM)

II.実 験 方 法

上 記,細 菌液(0-1ml)と 上 皮 細 胞(0.1ml)と そ れ

ぞれ の 抗 生 物質(0.1ml)を 混 和 し,pH7.3のPBS

を加 え て1mlと し,混 和 後 の 細 菌数 は,108CFU/ml,

上 皮 細 胞 は105個/mlと し,抗 生物 質 の濃 度 は ,試 験

菌E.coliに 対 し,そ れ ぞ れ0,1/2MIC,1MIC,2

MIC(日 本 化 学 療 法 学 会 標 準 法108/ml接 種)に な る よ

うに 調 製 した 。 この 混合 液 を37℃,1時 間,静 置 培 養 し

た後,PBSに て1,000×g 10分 間 の遠 沈 洗 浄 を4回 く

り返 し(freeの 細 菌 を 除 去 した後),こ の沈 渣 を グ ラ ム

染 色 し,鏡 検(×1,000)し た 。Fig.2に 走 査 電顕 像,Fig.3

Fig. 1
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Fig.2

に光顕像を示した。40個 の 上皮細胞に付着している細菌

数を2教え,そ の平均値をも って表わした。

III. 成 績

1. E.coliの 上皮細胞付者条件の検討

本実験に人る前の予備検討として抗生物質非添加にお

けるE.coliの 上皮細胞付着数に及ぼす影響について検

討を行なった。

1) 菌数 の差による付着数の変動

作用させる菌数を106,107,108CFU/mlと した場合

の付着数の変化をFig.4に 示 した。作用条件は37℃,1

時間である。3検 体で行なったがいずれの菌数でも,平

均付着数には有意差がなく,こ の範囲の菌数では付着数

への影響があまりたきくないことが,確 かめられた。

Fig. 4 Relation between the number of 

viable E. coli and it's adhesion to 

the uroepithelial cells, these cells 

were obtained from three healthy 

subjects (37•Ž 1 hr.)

Fig.3

2) 一 定 菌 数 に お け る作 用 時 間 と薬 剤 濃 度の 検 討

E.coli数 を 一 定(108CFU/ml)に して,ABPCを0,

1/2MIC,1MIC,2MICの 各 濃 度 で それ ぞれ37℃,1

時 間 作 用 させ,生 菌 数 を 測定 した(Fig.5)。 いず れ の場

合 で も,108CFU/mlレ ベ ルが 保 たれ て お り,こ の作用

時 間 内 に お い て は,各 種 薬 剤濃 度 とも生 菌 数 自体 に著明

な変 動 が な い こ とが 確 認 され た。

Fig. 5 Relation between the number of 

viable E. coli and added ABPC con-

centration. E. coli was inoculated 

with ABPC for 1 hour
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Fig. 6 Effect of antibiotics on the adhesion of E.coli to epithelial 

cells obtained from urinary tract in ten healthy subjects (37•Ž, 

1 hr.) MIC: 6.25 ƒÊg/ml

(a) CEX (b) ABPC (c) GM

2. E.coliの 上 皮細胞への付着における各種抗 生物

質の影響

"

実験方法"の 項で述べた手順にした が い,ABPC,

CEX,GMを 用いて実験した。

1) CEX作 用時のE.coli付 着数の変化(Fig.6-a)

健康成人女子10人 から採取した上皮細胞を使用し,

10検 体で実験 した。抗生物質非添加(Control)に は,

10検 体平均で,一 上皮細胞に28個 のE.coliが 付着し

た。1/2MIC作 用 では平均15個/cell,1MIC作 用で

は平均13個/cell,2MIC作 用では平均11個/cellと な

り,Controlに 比べ,明 らかに付着数の減少が見られた。

2) ABPC作 用時のE.coli付 着数の変化(Fig.6-b)

Controlで は,平 均21個/cell,1/2MIc作 用では平

均21個/cell,1MIC作 用 では 平 均9個/cell,2MIC

作用では平均7個/cellで あ り,やはり付着数減少が見ら

れた。

3) GM作 用時のE.coli付 着数の変化(Fig.6-c)

controlで は平均16個/cell,1/2MIC作 用では平均

10個/cell,1MIC作 用 では平均8個/cell,2MIC作 用

では平均7個/cellで あ り,こ の 場合 もABPC,CEX

と同様に薬剤を作用させることによって,菌 の付着数は

著明に減少 した。なお,は じめ上皮細胞 と抗生物質1/2

MICを1時 間作用 させ,そ の後洗浄 した上皮細 胞 を実

験に供 したが,E.coliの 付着数はControlの 上 皮細胞

への付着数と有意な差はみられなかった。

以上の成績から,抗 生物質を作用させた場合の付着数

減少は,上 皮細胞に対する細菌(E.coli)の 付 着 機 序

に,何 らかの形で障害を及ぼ しているためと推測するこ

とができる。

4) 高濃度のABPC存 在下における菌付着数の変化

高濃度の薬剤下で上皮細胞への菌付着がどの程度まで

減少するかを確かめるため,3検 体についてABPCを

64MIC濃 度 まで作用させてしらべた(Fig.7)。

8MIC付 近 までは付着菌数の減少が増強 され,そ れ

以上の濃度では,ゆ るやかなカーブで減少 して お り,

ABPCの 量 と付着菌数減少との間 に はdose response

が認められた。 しかし,64MICの 高濃度でも付着数は

0に ならず,わ ずかながら上皮細胞に付着 したE.coli

が認められた。

Fig. 7 Effect of high concentration (8, 32, 64 MIC) 

of ABPC on the adhesion of E.coli to epi-

thelial cells obtained urinary tract three 

healthy subjects (37•Ž, 1 hr.)
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IV. 考 察

上皮細胞への細菌付着実験に関しては,近 年,い くつ

かの報告がみられる。

1970年 代前半にGIBBONSら6)が 口腔粘膜細胞を使い,

口腔 内菌 業について検討 したことから始まり,最 近で

は,腸 管粘膜細胞7)あ るいは,尿 路上皮細胞を用いて,

腸炎あるいは尿路感染について種々の検討が行なわれる

ようになった。その目的は,多 くの場合,細 菌 と生体か

ら採取 した粘膜上皮細胞のinteractionを 見るものであ

るが,感 染症発症の機序を解析するために,頻 用される

ようになってきている。従来,抗 菌剤の細胞に対する作

用を検討するin vitroの 方法 としては,抗 菌剤が細菌の

増殖に及ぼす影饗を観察し,一 定の判定規箪により裏現

する方法が用いられ,そ れらには,MIC,MBCな どが

頻用されている。また,in vivoで は,各 種の感染実験

動物を用いた感染防御効果をED50で 表わす こ とが 多

い。

しかしながら,実 験動物を用いたin vivoの 方 法は,

その実験系の組み立てと施行が必ずしも簡単とはいえな

い。また,MIC,MBC測 定法は,抗 菌剤が細菌の増殖

自体に影響を及ぼ した結果を表現 したものである。また

抗菌剤と細菌のinteractionを 顕微鏡的に観察すること

は,抗 菌剤の抗菌作用を検討するうえでも重要であ り,

効果的であると考えられるが,そ の場合の目的は,多 く

の場合,形 態的変化の観察 とそれによる作用機作の推測

にあると考えられる。

今回,著 者らが用いた本実験系は,抗 菌剤の抗菌作用

を細菌の機能的側面から検討することを 目的としたもの

で,そ の特色は,第 一に,そ の実験的な条件が生体から

採取 した粘膜の上皮細胞を直接用いることが可能である

こと,第 二に,そ の抗菌剤の抗菌作用を増殖阻止に至ら

ない時点でとらえることが可能であること,を 実証し得

たことである。さらに,こ の実験系の利点 としては,簡

便で特殊な器具や高度な技術を必要としないことなどが

挙げられよう。

さて,本 実験系において,影 響を及ぼすと考えられる

因子について,従 来の報告から考察すると,上 皮細胞に

ついては,個 体差,種 類,新 鮮度(上 皮細胞のviability)

な どが挙げ られ,ま た,細 菌に関するものとしては,

細菌の種類,分 離疾患,growth phaseあ るいは,細 菌

表面のpiliの 有無などが指摘され,さ らに,実 験に供

する細菌の前培養に用いる培地も,少 なからず影響する

といわれている。一方,実 験操作上の問題点としては,

上皮細胞と細菌数の比,mediumの 種類,pH,incuba-

tionの 条件(時 間,温 度)な ど も,考 慮しなければな

らない。 したがって,こ れ らの諸条件についての検討も

慎 重 に 扱 う必 更 が あ るが,こ れ らの 点 に つ い て は,す で

に 報 告 。,して い る。 今 回 の 実験 に お い て は,す で に

"実 験 方 法"の 項 に 述 べ た よ うな 条 件 を 設 定 し た が,本

実験 に供 す る上 皮 細 胞 は,同 一 人 か ら頻 回 に 採 取 す る こ

とが で きな か った。 した が っ て,抗 生 物 質 非 添 加 時 の

Controlで のE.coli付 着 数 も,CEXの 場 合 は平 均28

個/cell,ABPCの 場 合 は21個/cell,GMの 場 合 では

16個/cellと 変 動 す る こ と と な っ た。 なお,健 康 成人女

子 の 上 皮 細 胞 に お け る 付 着数 の 日差 変 動 に つ いて,わ れ

わ れ の 既 報 告 で は,6～21%(14土7%)の 成 績 を 得 てい

る。

細 菌 の上 皮 細 胞 に 対 す る付 着 機 序 に つ い て は,以 前か

らplliが 重 要 な役 割 を果 た して い るで あ ろ うこ とは推

測 され て い た が,最 近 では,細 菌 側 の 裏 面抗 原 であ る,

binding factor(ligand)と 細 胞 側 表 面 のreceptorが

分 子 的 レベ ル で 結 合 す る とい われ,そ のligandとrece-

ptorは,細 菌 の種 類 で 異 な る と され て い る。 例 え ば,

Streptococcus 8,9)のligandは,lippteichoic acldで あ

り,receptorは 明 らか で は な い。Vibrio10,11)で のlig-

andは は っ き り しな い が,receptorはbcoseと い わ

れ,Mycoplasma12,13)で はligandは 不 明 だ が,rece-

ptorはsialic acidと いわ れ て い る。 また,多 くのE.

coli14,15)で はligandがlectin like substanceで あ り,

receptorはmannoseで あ る とす る報 告 が 多 い。 しか

し,Enterotoxigenic E.coli16,17,18)に つ いて の最 近の

報 告 を み る と,そ のligandは,colonizing factor an-

tigen(CFA)と して い る もの もみ られ る。

この よ うなligandとreceptorの 結 合機 序 にお いて,

抗 生 物 質 が どの よ うなmechanismで,ど こに 作 用を及

ぼ して い る の か は,未 だ 明確 には され て い な い。例え

ば,EDENら19)は,ABPCの1/4MICをE.coliに 作

用 させ た と ころ,付 着 能 の低 下 を 認 め たが,そ の機序 と

して,ABPCに よ るE.coliの 表 面 構 造 の 変 化 にそ の原

因 を 求 め て い る。 ま た,OFEK20,21)はresting phaseと

logarithmic phaseのE.coliにPC-Gを 作 用 させ,

後 者 を 用 い た場 合 に の み 付着 能 の 低下 が あ っ た と 報 告

し,そ の 作 用 は,ligandの 産 生 障 害 に よ る もの だ と述

べ て い る 。 しか し,aminoglycoside系 で あ るSMの 付

着 能 低 下 作 用 の機 序 に つ い て は,β-lactam系 薬 剤 とは

異 な り,mRNAのmisreadingを ひ き お こす ことに

よ って,surface proteinがaberrant proteinに 変化す

るた め と説 明 して い る 。

今 回,わ れ わ れ が 用 い た,β-lactam系 抗 生 物 質,

ABPC,CEXお よびaminoglycoside系 抗 生物 質GM

の 抗 菌 作 用 機 序 は そ れ ぞれ 異 な る が ,3薬 剤 と もにほぼ

同 様 の 上 皮 細 胞 へ の 付 着 能 低 下 作 用 が み られ,ま たその
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程度も,同 じMIC間 では差がみられなかったことは,

興味ある結果であった。先に述べているように,E.coli

に対するこの抗付着作用の発現濃度はMICに 比べ,か

なり低い レベルにあると推測されているが,抗 菌剤の抗

菌作用のmechanismと も関連 して,さ らに詳細な検討

が必要であると考えられる。
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EFFECT OF ANTIBIOTIC CONCENTRATION ON ADHESION 

OF E. COLT TO UROEPITHELIAL CELLS 

TAKAOKI HIROSE, SATORU OKAYAMA, AKIRA NJSHIO and YOSHIAKI KUMAMOTO 

Department of Urology, Sapporo Medical College 

(Director: Prof. Y. KUMAMOTO)

An in vitro system with epithelial cells of the healthy female urinary tract and E. coli isolated from 

acute simple cystitis was used for the tests of the effect of antibiotics on bacterial adhesion. 

By addition of 1/2, 1 and 2 MICs of ABPC, CEX and GM, the number of adhered E. coli per cell 

decreased and it's effect was accelerated with antibiotic concentration. It's mechanism was unknown, 

but we suppose that antibiotics(ƒÀ-lactam antibiotics and aminoglycoside antibiotic)affect the function 

of the surface protein which might be needed in adhesion. 

Addition of a low concentration (1/2 MIC) of antibiotics to the medium resulted in a significant 

decrease of E. coli adhering to epithelial cells. 

Each of the antibiotics (ƒÀ-lactam and aminoglycoside), which has it's own antibacterial mechanism, 

showed a similar tendency of decreasing the number of E. coli adhered to the epithelial cells.


