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D群 連鎖球菌の病原性に関与する因子の検索を目的として,臨 床材料からの分離株 と健常者糞便

由来株の各菌種の分離状況を検討 した。また各検査材料より分離されたE.feecalisお よびE.fae-

ciumの 溶血性およびプロテアーゼ活性の陽性率,さ らに これ らの菌種の薬剤感受性を材料別に比

較 した。

血液および尿などの病原材料由来株は,そ の大部分がE.faecalisお よびE.faeciumで,健 常者

の糞便由来からはこれら菌種以外に多 くの菌種が認められた。

E.faecalisで は血液,尿,胆 汁などの病原材料由来株の溶血性を示す株は 糞便由来の株に比較し

て高率であった。またプロテアーゼ活性についても同様に血液,尿 および胆汁由来株は糞便由来株

よりも陽性株が多く存在 した。 病原材料由来株では糞便由来株に比べ両活性共に陽性の株が高率に

認められた。

E.faeciumで は,多 数の菌株の検討が可能であった尿および糞便由来株を比較すると,前 者の株

の方に溶血性およびプロテアーゼ活性ともに陽性を示す株がより高率に認められた。

薬剤感受性においてはE.faecalisの 場合糞便由来株は血液および尿由来株に比べ,試 験 したすべ

ての薬剤に感受性の株が多 く認められた。 またE.faeciumで も糞便由来株は尿および胆汁由来株

よりもより感受性であった。

Enterococcus faecalisを 含 むD群 連鎖球菌は,ヒ

トの正常腸内菌叢を構成する常在菌で一般に非病原性と

みなされてきた。近年,こ の種の細菌が尿路感染症特に

複数菌感染に関与して分離されることが報告 され て き

た1～6)。

また高齢者またはcompromised hostに おける敗血

症例から分離され,本 菌種の病原性が問題視されるよう

になった。この菌種の病原性については今日までそれほ

ど多くの検討はな く,そ の実体は充分に明らかにされて

いない。

我々は一般にグラム陽性菌の病原性に関与すると推定

される溶血性およびプロテアーゼ活性を分離材料別およ

び菌種別に検討し,さ らにこれらの菌種の代表的な抗菌

剤,4種 に対する感受性を測定し,興 味ある知見を得た。

I. 実験材料および実験方法

1. 試験菌株

1985年 ～1986年 に,国 内の各医療施設において健康

人正常糞便および感染症が疑われる患者の血液,尿,胆

汁中より分離され,当 教室保存中のE.faecalis306株 お

よび,E.faecium152株 を含 むD群 連 鎖 球菌 を試験 菌 と

して用 い た。

また,血 液 由来 株 につ い て は,東 京 都 老 人医 療 セ ンタ

ー で分 離 され
,分 与 頂 い たE.faecalis23株 を試験 菌 と

して用 い た。

2. 使 用 抗 菌 剤

Penicillin G (PCG萬 有 製 薬)

Ampicillin (ABPC明 治 製 菓)

Cefazolin (CEZ藤 沢 薬 品)

Cefotaxime (CTXヘ キ ス ト)

Gentamicin (GM塩 野 義製 薬)

Amikacin (AMK萬 有製 薬)

Erythromycin (EM塩 野 義製 薬)

Minocycline (MINO日 本 レダ リー)

以 上,8薬 剤 を用 い た。

3. 薬剤 感 受 性 測 定

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は,化 学 療 法 学 会 標準 法 で

測 定 した 。 各 菌 株 は,Mueller Hinton broth(Difco)に

て35℃ で一 夜 培 養 し,各 薬剤 ご とに そ の希 釈 系列 濃 度
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を含むMueller Hinton medium(Difco)に,106cFu/

mlの 菌液 を1ス ポ ッ ト接 種 し,35℃,18時 間 培 養 後 に

判定 した。

4. 溶血性 お よび プ ロテ ア ー ゼ 活 性 測 定

溶血性 は,5%馬 脱 繊 維 血 液 加 寒 天 培 地(Blood agar

base No.2,Oxoid)に 各 菌 株 と も割 線 接 種 し,35℃,48

時間培養後 判 定 した。

接種 した 周 囲が 透 明 な も の を β型,深 緑 を α型,周 囲

が全 く変化 の認 め られ な い もの を γ型 と した 。

プロテア ーゼ 活 性 は,5%ス キ ム ミル ク加Nutrient

agar(Difco)を 用 い,各 菌 株 そ れ ぞれ 画 線接 種 し,35

℃,48時 間～2週 間培 養 を 行 な い,透 明 帯 や 白濁 帯 を形

成するものを 陽性 と した。

II. 実 験 結 果

1, D群 連鎖 球 菌 の検 査 材料 別 分 離 状 況

血液,尿,胆 汁などの臨床材料お よび健常者の糞便よ

り分離されたD群 連鎖球菌の分離状況をTable1に 示

した。血液(27株),尿(700株)か らそれぞれ92.6%

お よび80%がE.faecalisで,E.faeciumは7.4%お

よび19%と 両病原材料由来株はほとんど上記2菌 種で

あった。胆汁由来の12株 では上記の菌種 が75%を 占

め,こ れに加えてE.aviumが25%検 出 された。

一方 ,健 常者糞便由来株(280株)は,E.faecalis,E.

faeciumお よびE,auiumが 各 々28.2%,31.1%,

36.1%と な り,こ れ以外に病原材料からは検出されな

かった少数のE.durans,S.bovisお よび同定不能なそ

の他のD群 連鎖球菌が認められた。

少なくとも血液および尿か らの分離菌種のパターン

は,健 常者の糞便のそれ とはかなりの相違が 認 め られ

た。

Table 1 Isolation pattern of D group streptococci from 

different specimens in human (%)

(): Number of strains.
: 6 strains are other DGS.

Table 2 Haemolytic and protease activities of E. faccalis from different specimens

a) Haemolytic activity (%)

(): Number of strains. 

Medium: Blood agar base No. 2 supplemented 

with 5 horse blood. 

Incubation: 35•Ž, 48hr.

b) Protease activity (%)

(): Number of strains. 

Medium  Nutrient agar supplemented with 5% 

skim milk. 

Incubation: 35•Ž, 2 weeks.
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2. E.faecalisの 溶血性およびプロテアーゼ活性

次に上記の 各種材料由来のE.faecalisの 溶血性およ

びプロテアーゼ活性の有無について検討 した。

まず溶血性では,Table2-a)に 示すとお り,血 液,尿

および胆汁などの病原材料由来株ではβ溶血を示す菌株

がそれぞれ24%,25%お よび50%存 在 し,糞 便由来

株の14%に 対 し,高 率であることが認められた。この

成績から病原材料由来株と溶血性との間にある程度の関

連性が推測された。

次にプロテアーゼ活性の陽性率では血液および胆汁由

来株がそれぞれ96%お よび100%陽 性で,尿 由来株で

は88%,糞 便 由来株では82%と,前 二者が比較的高率

で糞便由来株が最も低率であった[Table2-b)]。

溶血性およびプロテアーゼ活性が ともに陽性の菌株の

比率を比較 したところ(Table3),こ の種の菌株は胆汁

由来株で50%と 高率で,血 液および尿由来株ではそれ

Table 3 Isolation percent of E. faecalis strains having 

both haemolytic and protease activities

(): Number of strains.

それ20%お よび19%で,糞 便由来株の10%と 比較

すると約2倍 高率であった。

3. E.faeciumの 溶血性およびプロテアーゼ活性

E.faeciumに つ いて同様な比較検討を行なった。本菌

種の場合,E.faecalisと は全 く異なった 溶血性を示 し

た。すなわち分離材料 とは無関係に大部分の菌株はγ溶

血を示 した。ただ尿由来株の14%,糞 便由来株の10%

が α溶血を示 したが両群間にそれほど顕著な差異はみら

れなかった。またβ溶血を示す株は尿由来株のみに4%

み られ他由来では全く認め られ な かった。血液由来株

は2株 のみのため溶血性の傾 向 は 判 断 で きなかった

〔Table4-a)]。

またプロテアーゼ活性は血液由来2株 とも陽性 であ

り,尿 および糞便由来株では94～96%で いずれの間に

も大差は認められなかった 〔Table4-b)〕 。

ただTable5に 示すとお り溶血性およびプロテアー

Table 5 Isolation percent of E. faecium strains having 

both haemolytic and protease activities

(): Number of strains.

Table 4 Haemolytic and protease activities of E. faecium from different specimens

a) Haemolytic activity (%)

(): Number of strains. 

Medium: Blood agar base No. 2 supplemented with 

5% horse blood. 

Incubation: 35•Ž, 48hr.

b) Protease activity (%)

(): Number of strains. 

Medium: Nutrient agar supplemented with 5% 

skim milk. 

Incubation: 35•Ž, 2 weeks.
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Fig. 1 Antibiotic susceptibility of E. faecalis from different specimens
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Fig. 2 Antibiotic susceptibility of E. faecium from different specimens
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ゼ活性がともに陽性の菌株は尿由来株で16%,糞 便 由

来株では6%と 低率なが ら一応の差異が認められた。

4.薬 剤感受性

β-ラクタム剤からE. faecalisに 高 い 感 受 性 を 示 す

PCG, ABPC,中 等度耐性のCEZ,高 度 耐性のCTX,

アミノ配糖体 としてGM, AMK,マ クロライ ドおよび

テトラサイクリン系としてEMお よびMINOを 用 い

た。Fig. 1に 示すとお り,PCGお よびABPCは 全般に

各由来株に高い感受性を示 し,そ の中でも糞便由来株が

若干感性側に分布 したが特別の差異は認め られ な かっ

た。CEZで は中等度感受性なが ら,糞 便由来株に比べ,

血液由来株ではやや耐性側に分布する傾向がみ られた。

またCTXで は血液および尿由来株に比較 して糞便由来

株は感受性を示す菌株が明らかに多かった。

GMお よびAMKに おいても同様な傾向が認め られ,

特にGMのMIC90で は著明な差が認め られた。さらに

EMお よびMINOに おいても糞便と他の材料 とでは明

らかに糞便由来株が感受性を示 した。

次にE. faeciumに つ いて糞便,尿 および胆汁由来株

について上記8薬 剤に対する感受性を 比較 した(Fig.

2)。E. faeciumの場合,PCGお よびABPCに 対する感

受牲は材料別で大きな相違が認められ,糞 便由来株は感

受性株で大部分を占め,尿 および胆汁由来株では耐性傾

向が認められた。PCGお よびABPCほ ど著明ではない

がCEZに おいてもある程度,糞 便由来株では感受性側

に分布した。CTXに は全般に耐性を示したが一部の糞

便由来株には感受性を示す菌株が認められたOGMお よ

びAMKに ついてもPCG, ABPCに 類 似した傾向が認

められたがGMに 比べAMKに 対する感受性の差が少

なかった。EMお よびMINOに 対 しても糞便由来株は

尿および胆汁由来株に比較 して明らかに感受性を示すも

のが多数存在 した。

III.考 察

D群連鎖球菌が病原性をもつかどうか,こ の病原因子

の本質は何かという問題の解明は興味ある問 題 で あ る

が,本菌種がヒトの腸内フローラを構成 し,常 在菌であ

る事実から明確な結論を導 くことは 容易で は な い。 し

かし,わ が国における臨床症例か らの分離報告ととも

に1～6),諸外国でもD群 連鎖球菌の臨床材料 よりの 分離

についての報告が珍 しくない。近年 ,P.E. COUDONら7)

}は基礎疾患をもった未熟児におけるE. faeciumに 原因

する敗血症および髄膜炎の発生例を報告 している。また

R. R. FACKLAM8)は ,臨 床材料よりの総計262株 のD群 連

鎖球菌を分析し,血 液培養より142株 が得られ,そ のう

ち96株 は亜急性細菌性心内膜炎の症例から分離されて

いる。これらのD群 連鎖球菌 の うち171株 はE. fae-

cahs,E. faeciumnが27株 と両菌種が大部分を占めてい

る。

我々の実験結果においても,健 常者の糞便からはE.

faecalisお よびE. faecium以 外 に各種の菌種が分離され

たが,血 液お よび尿など臨床材料より分離される菌種は

E. daecalisお よびE. faeciumの み に限られた。この事実

は両菌種がこれ らの感染巣へより高い侵襲性をもち,病

原性因子を保有する可能性を示唆すると考えられる。一

方,胆 汁由来株では両菌種に加えてE. aviumが 高率に

検出され,糞 便由来菌の分布と類似した検出傾向を示 し

ているが腸管に存在する主要菌種の胆道系への侵襲を反

映するものではないか と思われる。

今回の実験成績によれば,傾 向として血液,尿 および

胆汁より得られた臨床材料由来株では糞便由来株よりも

β溶血性を示す菌株が多くみ られ た。 これに関 しては

E. faecalisに は β-haemolysinを 産 生する菌株があ り,

この種の菌株は同時にbacteriocinを 産 生し両者は同じ

遺伝子決定因子によって調節されていることが知 られて

いる。この種の菌株が一般にマウスに病原性をもつこと

が報告 されている9)。G. M. DUNNYら10)は,E. flaenlis

DS-5株 が3種 のplasmidを もち,そ のうちpAMγ1

は β-haemolysinと2種 のbacteriocin活 性 をコードす

ることを認めている。このplasmidは 接合伝達により,

他 の菌株に移ることを明らかにしている。 彼らはSt.

Joseph's Mercy病 院 よりの臨床分離の50株 のうち,25

%は 牛血液に対 して溶血性を示すことを報告 している。

我々の成績ではプロテアーゼ活性 も血液,胆 汁由来株

では,あ る程度陽性株が多いことを認めている。ただこ

のような各要因がそれぞれ単独で決定的な病原因子であ

ると考えるよりも,Table 3の 成績 から明らかなとお

り,溶 血性,プ ロテアーゼ活性などその他未確認の複数

因子が総合的にE. faecalisの 病原性に関与する可能性

が考えられ,今 後その方向の検討の必要が考えられる。

一方,E. faeciumで は臨床材料由来株のうち菌株数の

少ない血液,胆 汁を除き尿由来株と糞便由来株を比較す

ると,α,β 両溶血性を示すものが臨床材料株では18%,

糞便 由来株では10%と 両者間である程度の相違を示 し

ている。またプロテアーゼ活性を加味 して両活性が陽性

のものは尿由来株で16%,糞 便由来株で6%と な り,

E. faeciumの 場合も複合的な要因が 関与する可能性を

示唆する成績を得た。

次にE. fraecalisお よびE. faeciumと も一部の例外を

除 き,臨 床材料由来株 と 糞便由来株の間に β-ラクタム

剤,ア ミノ配糖体系などに対する感受性に相違がみられ

ることは興味のある問題である。この原囚として病巣よ

りの菌株の採取に先行 して,β-ラ クタム剤などの抗菌剤
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の投 与 が 行 なわ れ,こ れ ら の薬 剤 に 感 受 性 菌 が 選 択 さ

れ,比 較 的 耐 性 株 が 残 存 す る こ と も考 え ら れ る。 また

E.faecalisに はR-plasmid由 来 の 耐性 が あ り11,12),臨 床

材 料 由来 株 に は こ の種 の耐 性 機 構 の 関 与 も考 え る必 要 が

あ ろ う。
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The haemolytic and protease activi ties of E. faecalis and E. faecium in the blood, urine and bile 
of patients were compared with those of the same organisms in the feces of healthy volunteers. 
The drug susceptibility of the two groups of isolates were also compared. 

Strains of E. faecalis and E. faecium were mainly present in clinical specimens of blood and 
urine and a wide range of species of D group Streptococcus were present in the feces. The frequency 
of the strains of E. faecalis with haemolytic activity was higher in the clinical specimens (blood, 
urine and bile) than in the fecal specimens. And this was also the case with protease activity. 
The frequency of strains with both activities was also higher in the clinical specimens than in 
the fecal specimens. This was also true of E. faecium. 

The fecal isolates, regardless of haemolytic or protease activity, were significantly more susceptible 
to various antibiotics than were these isolates from the blood and urine.


