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化学療法剤投与に よるマ ウス盲腸 内Clostridium difficile

の変動について

青木 誠 ・小林とよ子 ・渡辺 邦友 ・上野 一恵

岐阜大学医学部嫌気性菌実験施設

(昭和60年2月21日 受付)

ICR系 マウスに各種化学療法剤を投与 し,盲 腸内のC.difficileの 出現状況 と,C.difficileの マ

ウス間の感染について実験を行な った。

1.実 験に使用 した化学療法剤29剤 の うち27剤(93.1%)で マウス盲腸内か ら菌数 に差はあ

るもののC.difficileが 分離 された。中 で も ペ ニシ リン系抗 生剤4剤,CTX, CMX, LMOX,

CXM, CTM, CEZ, CFX, CPM, BRL25000,キ ノ リン ・カルボ ン酸系薬剤3剤 お よびFOMは

マゥス5匹 中5匹 ともc.difficileが 出現 した。 これ に反 し,CTT,VCMの 経 口投与 群 お よび

MINOで はC.difficileは 全 く分離 され なか った。

2.化 学療法剤 を投与 しないマウス盲腸内か らはC.difficileは 分離 されなかった。 しか し1ケ

ー ジ当 り1匹 のみ飼育 したマ ウスにCTXを 投与 して もC.difficileが100%に 分離 された。 した

がってICR系 マウスの腸管内にはc.difficileが 極 く少数常在 しているものと考える。

3.CTX投 与マウスと無投与 マウスの同居実験では,投 与 マウスか ら無投与 マウスへc.difficile

が移行することが確認 された。

4.分 離されたC.difficileの うち無作為抽出 した11株 についてHeLa細 胞 に対す る細胞毒性

を検査 したところ,全 株毒素産生株であ った。 しか しマ ウスには下痢,腸 炎は認め られ なか った。

近年,抗 生剤投与 と関 連 して発 症 す る偽膜 性腸 炎 また

は下痢 とClosrridium difficileと の 関 係 が 注 目され て

いる1～7,18)。またC.difficileの 病 院 内感 染 も 問 題視 さ

れてい る8)。

LUSKら9)はGolden HamsterにClindamycinを

経口あるいは非 経 口的に 投与 す る と,ヒ トに お い て抗 生

剤を投与 した際 にみ られ る偽 膜 性 腸 炎 と類 似 した 病変 が

みられることを報 告 した 。 その 後 各 種抗 生 剤 を投 与 した

ハムスターな どにお いて
,C.difficileに よ る と 考 え ら

れる腸炎が高率 に 発 病 す る とい う 報 告 は 多 数 み られ

る10～14,19)。

著者 らはICR系 マ ウスを 用 い て,各 種 化学 療 法 剤 投

与による盲腸 内C.difficileの 出 現状 況 を検 討 した ので

報告する。

I・ 材 料 と 方 法

1.マ ウス

ICR系 マウス(中 部科 学 資 材)
,♂ お よび♀,18～25

gを 用いた。ケ ージは ポ リプ ロ ピレ ン製 で高 圧 滅 菌 した

ものを用いた。

2.供 試薬剤 とマ ウスへ の投 与 方 法

使用薬剤はAmpicillin(ABPC),Amoxicillin(AMP

C), Carbenicillin(CBPC), Sulbenicillin(SBPC), Ce-

phalothin(CET), Cephaloridine(CER), Cefazolin

(CEZ), Cefuroxime(CXM), Cefoperazone(CPZ),

Cefotiam(CTM), Cefotaxime(CTX), Cefoxitin(CF

X),Cefmetazole(CMZ),Cefmenoxime(CMX), La-

tamoxef(LMOX), Cefotetan(CTT), Cefbuperazone

(CBPZ), Cefpiramide(CPM), BRL 25000,Clindamy-

cin(CLDM), Minocycline(MINO), Chlorampheni-

col(CP), Micronomicin(MCR), Vancomycin(VCM),

Metronidazole(MTN), Nalidixic acid(NA), Pipe-

midicacid(PPA), Nornoxacin(NFLX)お よびFos-

fomycin(FOM)の 計29種 で あ る。 いずれ の薬剤 も

10mg/mlの 水溶液を 作 製 し,1日1回2mgを 投与

した。投与方法はキ ノリン ・カルボ ン酸 系 薬 剤 である

NA,PPAお よびNFLXは 経 口投与 した。VCMは 皮

下 注射 と経 口投与の両方 につ いて実施 した。そ の他の薬

剤 はすベて皮下注射 に よって投与 した。

投与期間はキ ノリン ・カルボン酸系薬剤 は4日 間,そ

の他 の薬剤はいずれ も7日 間 とした。

3.C.difficileの 選択分離培地

小林の改良 した変法CCFA培 地15)を用いた。 培 地は
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使用 の2～3日 前に作製 し,ア ネ ロビックチャ ンバ ー内

に保存 して充分還元 され た培地 を用 いた。87℃,48時 聞

培 養後,3～5mm,R型,辺 縁粗,黄 色のC.difficileを

推定す る特徴的な コロニーをカ ウン トした。

4.嫌 気培養

アネ ロビヅクチャンバーを用 いて行 なった。 チャンパ

ー 内 は三 種 混 合 ガ ス(CO2 10%,H2 10%,N2 80%)と

触媒に より常時嫌気的に保持 された。

5.同 定

選択 分離培地 でC.difficileを 推定 した 分離株 は 嫌気

性菌であることを確認 した後,各 租化 学 的 性 状 とガス

クロマ トグヲフ イに よる 代 謝 塵 物の分析により同定し

た16)。

6.泰 素産 生能 の検査

各分離株はBrain heart infusion broth(Difco)48

時間培 養ろ液について,HeLa細 胞を 用いてcytotoxi-

cityを 検査 して毒素産生能を測定 した17)。

7.菌 腸内か らのC.difficileの 検出

通常は1群5匹 のマ ウスを 頸 椎 骨 折に劫 と殺開腹

し,盲 腸 内容物を採取 した。盲腸内容物は重量測定後直

ちにアネ 目ピックチャンパー内に搬入した。搬入した検

体 はそ のまま綿棒で,あ るいは嫌気性希釈液31)で10倍

Table 1 Appearance of C.difficile in caecum contents of mice
administrated various chemotherapeutic agents

sc:Subcutaneous injection,po:Oral administration.

卅 :>104/plate,™¿:104•`103/plate,œO:103•`102/plate,+:102•`1/plate,-:Negative.
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Table 2 Isolation of C.difficile from caecum contents of mice
administrated CTX

Table 3 No.of C.dihicile in caecum contents of mice administrated

CTX

ND:Not detected

希釈した後,選 択 分離 培 地 に 塗 抹 し半 定 量 的 に 培 養

した。 判定は選択 分離 培地1平 板 当 り のC.difficileの

コロニーが約104個 以上 の もの を 卅,約104～108個 の

ものを帯,約108～102個 の もの を 廾,102～1個 の も の を

+,陰 性のものを 一 と した 。 予 備 実 験 に よ り柵 は105

CFU19以 上,卅 は104～3CFU/g,廾 は102～1CFu/gで

あることが確 かめ られ て い る。

8.同 居飼 育に よる薬 剤 を投 与 しな い マ ウスへ のC」

difficileの移行 実験

(1)10匹 の マ ウスを 同一 ケ ー ジ 内 で 同居 飼 育 し,

このうち半数 の5匹 の マ ウス にCTXを2mg/day 4日

間投与し,残 りのマ ウ ス5匹 に は薬 剤 を投 与 しな い で飼

育した。5日 目に と殺 し,CTX投 与 マ ウ ス と投 与 しな

いマウスの盲腸 内C.difficileの 菌 数 を 検 討 した 。

(2)6匹 のマ ウスを 同一 ケ ー ジで 同 居 飼 育 し,そ の

うち1匹 のマウスにCTXを2mg/day 4日 間 投 与 し,

残りの5匹 には薬 剤 は 投 与 しな か った 。5日 目に と殺

し,CTX投 与 マ ウ ス と投 与 し な い マ ウス の 盲 腸 内

C.difficileの菌 数 を検 討 した
。

(3)10匹 のマ ウス を 同一 ケ ー ジ で 同 居 飼 育 し,半 数

の5匹 のマウスにはcTxを2mg/day 7日 間 投 与 し
,

残 りのマウス5匹 には薬剤は投与 しなか った。 この実験

系 を2組 つ くった。1組 は毎 日高圧滅菌 した ケージ と新

しい敷 き ワラに取 り換えて7日 間清潔な環境内で飼 育 し

た。他 の1組 は7日 間同一 ケージ内で敷 きワラを取 り換

えずに不潔な環境内で飼育 した。8日 目にす ベてのマウ

スの盲腸内C.difficileの 菌数を定量培養 に よって 測 定

した。

II.成 績

1.各 種化学療 法剤投与 による盲 腸 内C.difficileの

出現

各種化学療 法剤投与 によるマウス盲 腸内のC.difficile

の菌数の変動をTable 1に 示 した。対照 マ ウスでは5匹

中5匹 とも菌陰性 であった。

ペ ニシ リン系抗 生剤投与 マウスでは4剤 ともc.diffi-

cileが100%出 現 し,特 にABPCお よびAMPCは5

匹中5匹 ともc.difficileは 著 し く増加 した。 しか し

CBPCとSBPC投 与では出現率は100%で あ ったが,

C.difficileの 増殖は著 しくなかった。

セフ ェム系抗生剤では,セ ファロスポ リン系お よびセ

フ ァマイシ ン系 のCTX,CMX,CPM,CXM,CTM,

CFX,LMOX,BRL 25000お よびCEZで は100%に
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Table 4 Isolation of C.difficile from mice boarded with mice administrated CTX

(2mg/day,4 days,sc)

Table 5 No.of C.difficile in caecum contents of mice boarded with mice

administrated CTX for 7 days

ND:Not detected

C.difficileが 出現 した。特 にCTX,LMOX,CMXお

よびCPM投 与 マウスでは5匹 中5匹 とも菌数は卅 とな

り,C.difficileの 増加 が 著明であった。CBPZ,CPZ,

CMZ,CERお よびCETで は出現率は80～20%を 示

したが,CTTで は5匹 中5匹 とも全 くC.difficileは 検

出されなか った。

キ ノ リン ・カルボン酸系の3剤 も100%の 出現率を

示 した。 し か しNFLX投 与 ではC.difficileの 菌数は

NAお よびPPAの 投与群 より菌数は少なか った。

FOMは100%の 出現率を示 したが,廾 が1匹,+が

4匹 でC.difficileの 増 加 は 少 な かった。CLDMと

MCRは 出現率80%を 示 した。CLDMで は盲腸内の

C.difficileの菌数は比較的少な く,MCRで は マウス個

体に より菌数 にば らつ きがみ ら れ た。MTNは 卅が2

匹,一 が3匹 とい うば らつ いた結果が得 られた。CP投

与群 とVCMの 皮下投与では出現率はそれぞれ20お よ

び40%で あったが,い ずれ もC.difficileの 菌数増加は

少 なか った。

MINOお よびVCMの 経 ロ投与群はいずれ もC .diffi-

cileは 全 く分離され なか った。

2.同 居飼 育 に よる 無 投 与 マ ウスへ のC.difficileの

移行実験

Table2,3に 示す よ うに,CTXを 投与しない対照マ

ウス24匹 か らはC.difficileは 全 く分離されなかった。

しか しCTXを2mg/day 4～7日 間 投 与したすベての

マ ウス盲腸 内か らC.difficileが 多数分離された。この結

果 は1ケ ージ当 り1匹 飼育でCTXを4日 間投与したマ

ウス群,1ケ ージ当 り5匹 飼育 し,CTXを4日 間投

与 したマ ウス群お よび1ケ ージ当 り5～6匹 飼育 し,

CTXを7日 間投与 したマウス群 のいずれの実験系にお

いても同様 の成績であった。盲腸内C.difficileの菌量は

CTX 7日 間投与群で107CFU/gに 達 した。

薬剤 を投与 した マウス と投与 しないマウスを同居させ

た場 合のC.difficileの薬剤無投与マウスへの移行実験の

成績 をTable 4に 示 した。CTX投 与マウス5匹 と無投

与マ ウス5匹 を同一 ケージ内で4日 間飼育すると,無投

与 マ ウスの盲腸 内か らC.difficileが5匹 中5匹(100%)

に多数分離 された。 また薬剤投与マウス1匹 と無投与マ

ウス5匹 を同一 ケージ内で4日 間飼育したところ・無投

与 マ ウス5匹 中1匹(20%)の みか らC.difficileが少数
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Table 6 Biochemical properties of C.difficile isolated from human and mice

に分離されただけであった。

薬剤投与マウスと無投与マ ウスを 同一 ケージ内 で飼育

し,無投与マウス盲腸内か らのCdiがciの 分離 状 況

を環境の清潔度により比較 した成 績 をTable 5に 示 し

た。ケージ内の敷きワラを毎 日取 り換えた実験群 では無

投与マウス5匹 中2匹 か らC.difficileが 分離 された。一

方,7日 間敷きワラを取 り換えず不潔 な環境 で飼 育 した

無投与マウス群では,5匹 中5匹(100%)に103～104/

gのC.difficileが分離 され た。

3.マ ウス由来のC .difficileとヒ ト由来 のC.difficile

の生物学的性状お よび毒素産生能

各種化学療 法剤投与 のマゥス盲腸 内か ら分離 したC.

difficileのうち,無 作為に選 んだ11株 とヒ ト下 痢便由

来株 お よびC.difficile ATCC 11011株 と の 性状比較 を

Table 6,7に 示 した。各種 生化学的性状は マウスお よび

ヒ ト由来株 ならびにATCC 11011株 と も全 く 同一性状

を示 した。 また これ らの菌 株 の 培養 ろ液のHela細 胞

に対す る細胞毒性を検査 した ところ,ヒ ト由来株 には毒

素産生株 と毒素非産 生株が認め られた。 これ に対 してマ

ウス由来の11株 はいずれ も毒素産生株 であ り,そ の毒
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Table 7 Cytopathic effect of culture filtrate of C.calcite isolated from human and mice to HeLa cells

素産生能は菌株 によ り強弱がみ られ た。

III. 考 察

健康人のCdiがciloの 保菌状況はBURDONら29)お よび

BARTLETTら21,28)は 全 く菌は分離 されない と報告 してい

る。 しか しGEORGEら24,27,28)は137名 中4名(3%)か

ら102～103/g分 離 している。 また小林 ら30)は成人105

名 中17名(16.2%),小 児15名 中4名(26.6%)か ら

C.difficileを分離 し,菌 数は成人の1例 で105/gで あ っ

たほかはいず れ も102/g以 下 であった と 報 告 し た。

STARKら22)は90%の 新生児か らC.difficileを 分 離

し,菌 数は被検者に よっては106/g以 上 に検 出 し て い

る。 またHALLら25)お よびSNYDERら26)も 新生児糞便か

らC.difficileを 高率に分離 している。

我 々は化学療 法剤 を全 く投与 しないICR系 健康 マ ウ

スの盲腸 内容物か らC.difficileの 分離 を試みたが,1例

も分離 されなか った。 しか しマ ウスに各種化学療 法剤 を

投与 した ところ,薬 剤 の種類に よってはマウス盲腸内か

ら100%にC.difficileが 分離 された。

ABPC,AMPC,CBPC,SBPC,NA,PPA,NFLX,

FOXな らびにセ フェム系抗生剤の うちCTX,LMOX,

CMX,CPM,CXM,CTM,CFX,BRL 25000お よび

CEZで はC.difficileは100%の 出現率を示 した。しか

しCTT,MINOお よびVCMの 経 口投与例ではC

difficileは検出 されなかった。 したが って出現頻度に差

はあるものの,投 与 した被検薬剤29剤 中27剤(93.1

%)は マウス盲腸 内でC.difficileが 異常 増殖する ことが

示唆 された。

薬剤投与 マウス と無投与 マウスの同一 ケージ内飼育に

よるC.difficileの 無投与マ ウスへ の移行実験 では,無 投

与 マ ウス盲腸内からもC.difficileが 分離 され,投 与 マウ

スか ら無投与マ ウスへC.difficileが 移 行 し た こ とが

推測 された。 また投与 マウスの糞便汚染が著 しい環境下

で飼育 された 無投与 マウスほ ど,盲 腸 内C.difficileは

多数分離 された ことか ら,糞 便を 介 したC.difficileの

移行が示唆 された。す なわち薬剤投与 に よりマウス腸管

内で異常増殖 したC.difficileは 糞便 とともに排出 され,

その糞便を介 して無投 与マ ウスにC.difficileが 移 行 し

た ものと思われる。

分離 された マウス由来 のC.difficileの 毒素産生能 を

検査 したところ,す ベて毒素産生株であった。しかしマ

ウス盲腸 内でC.difficileが107/gに 増殖した場合にお

いても,マ ウスに下痢はみ られず,ま た肉眼所見では腸

炎 も認め られ なか った。 この理 由は明らかでないが,マ

ウス盲腸内 にはC.difficileの 毒素のReceptorが ないの

か も知れない。

本実験はC.difficileの 病院内感染モデルとして行な

ったものであ り,マ ウスに化学療法剤を投与した場合,

大多数 の薬剤で腸管 内C.difficileの 異常増殖が認めら

れた こと,薬 剤投 与マウスと無投与マウスの同居飼育に

よ りC.difficileの 移行が硅認 されたことから,欧米で

問題 とな っているC.difficileの 病院内感染の危険性が

示唆 された。
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CLOSTRIDIUM DIFF1CILE IN CAECUM OF MICE

AFTER ADMINISTRATION OF VARIOUS

CHEMOTHERAPEUTICS AGENTS

MAKOTO AOKI,TOYOKO KOBAYASHI,KUNIT0140 WATANABE

and KAZUE UENO

Institute of Anaerobic Bacteriology,Gifu University School of Medicine

Clostridium difficile in caecum content of mice after administration of various chemotherapeutics
agents were isolated.

29 chemotherapeutics agents were used in these experiments and the numbers of C.diffscile were
increased by 27 agents out of them.C.difficile wasn't isolated at all from normal mice but was
isolated 100%  from mice given 17 agents.

All 11 strains of C.difficile isolated from mice caused cytopathic effect in HeLa cell culture.
The normal mice were boarded with the mice administrated CTX.We certified to contagion of

C.difficile from mice to mice.


