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Enterococms faeoalisの 病 原 性 に 関 す る 研 究

―無 処置および糖 尿病 マウスにおける尿路感染実験―

川 端 岳 ・荒 川 創 一 ・守 殿 貞 夫

神戸大学医学部泌尿器科学 教室*

(主任:守 殿貞夫教榎)

(昭和63年4月14日 受付)

臨床分離Enterococcus faecalis(以 下E.faecalis)の 無処置および糖尿病 マ ウス尿路に対す る病

原性 につ き実験的に検討 した。その結果は以下 の通 りである。

(1)臨 床分離E.faecalis 23株 に対 し,MIC上 は新 しく開発 された ピリ ドン カ ル ポ ン酸剤

(CPFX,OFLX,ENx,NFLX)の 抗菌 力が 最 も強 く,ST,MINO,ABPC,IPM/CSが それ

に続いた。 セフェム剤 に対 してはほ とん ど全株 が高度耐性 を示 した。

(2)無 処置 マウスにおいて被験11株 中9株 のE.faecalisが 上行性腎盂腎炎を惹起 し,対 照 グ

ラム陰性菌4株 のID5。 値 と近似 した値が得 られた。

(3)Streptozotocin投 与に より作製 された糖尿病マ ウスにおいては 被験5株 全株が上行性腎盂

腎炎を惹起 し,無 処置 マウスのID50と 比べ て1/477～1/1.3の 値を示 した。

(4)無 処置マ ウ スでのE.faecalis上 行性腎盂腎炎治療実験 ではCPFXが 最 も良好な 治療 効

果 を示 し,以 下OFLX,MINO,ENXの 順 であ った。

(5)糖 尿病 マ ウスでの上行性腎盂腎炎 治療実験においてはABPCが 最 も優 れた効果を示 し,

以下CPFX,MINO,ENXの 順であ った。 また無処置マ ウス と同様の治療 効果 を得 るには より長

い投薬期間が必要 であ った。
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尿路感 染症患 者 の尿 中分 離 菌 の 頻 度 は 年 々変化 してお

り,1970年 代に は 従 来 よ り弱 毒 菌 と考 え られ て い た も

しくはそ の病原 性 の 明 らか で は な か っ たPseudomonas

aeruginosaに 代 表 され る ブ ド ウ糖 非 発酵 グ ラ ム 陰 性

桿菌やSerratiaな ど の 増 加 が 問 題 と な り,近 年 で は

Enterococcus faecalis(以 下E.faecalis)の 分 離 頻 度

の増加 が神戸 大学 医 学 部 附 属病 院 泌尿 器 科 を は じめ と し

各施設におい て認 め られ て い る。 これ ら の細 菌 は い わ ゆ

るopportunistic pathogenと 呼 ばれ て い る もの が ほ と

ん どで,多 くは複 雑 性 尿 路 感 染 よ り 分 離 さ れ る
。E.

faecalisは 現 在臨 床 上 頻 繁 に使 用 され てい るセ フ ェ ム系

薬剤に耐 性で あ る こ とか ら も,治 療 学 上 問 題 とな りつ つ

ある。 しか し,本 菌 の病 原 性 に 関 す る報 告 は 少 な く動 物

を用いた尿 路感 染 実験 モ デ ルに よ る検 討 は ほ とん ど行 な

われてい ない。 今 回著 者 らは ,1)臨 床 分離E.faecalis

に対す る各種 抗 菌剤 のMIC ,2)無 処 置 マ ウス に お け る

E.faecalis膀 胱 内接 種 後 の 実 験 的 腎 盂 腎 炎 の 成 否
,3)

compromised hostモ デル として実験的に作製 した糖尿

病マウスにおけ るE.faecalisに よる上行性腎盂 腎炎の

成否,お よび4)上 記感 染実験系におけ る各種抗菌剤治

療効果 を検討す ることによ り,本 菌の病原性,抗 菌剤に

対す る感受性お よびin vivo治 療効果 に つ き考 察 し,

興味 ある知見を得たので報告す る。

I.　 実験材料および方法

1.　 臨床分離E.faecalisに 対す る各種抗菌剤 のMIC

測定

ヒ ト尿路感染症 由来E.faecalis 23株 を用 いて各種抗

菌剤 のMICを 測定 した。方法は 日本化学療法学会標準

法1)に従い,倍 数希釈濃度 の 薬剤 を 含有 す るMuller-

Hinton寒 天培地(Difco)に ミクロブランター(佐 久間

製作所)を 用 いて106 CFU/mlの 菌液 を接種 し測定 した。

被験抗菌剤は,ampicillin(ABPC),cefaclor(CCL),

cefmenoxime(CMX),latamoxef(LMOX),ceftazi-

dime(CAZ),imipenem/cilastatin sodium(IPM/CS),
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618 CHEMOTHERAPY SEPT. 1988

Experimental schedule

Experimental conditions
Animal: Jcl- ICR female mice, 7 week- old, weighing 23- 27g
Organisms: Enterococcus faecalis and four standard organisms (clinical isolates)
Inoculation: 0.1 ml of bacterial suspension (104-109 CFU/ ml) was inoculated

transurethrally into the bladder
Bacterial recovery: on day 7
Necropsy and histopathological findings: on days 7, 14, 21 and 40.

Fig. 1. Pathogenicity of E. faecalis on urinary tract in mice

flomoxef sodium(FMOX),gentamicin(GM),mino-

cycline(MINO),sulfamethoxazole-trimethoprim

(ST),pipemidic acid(PPA),norfloxacin(NFLX),

ofloxacin(OFLX),enoxacin(ENX)お よびciproflo-

xacin(CPFX)の 計15種 であ る。

2.　 マ ウス感 染 実験

1)実 験 動 物

(i)Jcl-ICR系 マ ウ ス(雌 性,7週 齢,体 重23～27

g,静 岡実 験 動物 農 業 協 同 組 合)を 実 験 動 物 と して 使 用

した。

(ii)実 験 的 糖 尿病 マ ウ スの 作製

streptozotocin(Sigma Chemical)150mg/kgを マ ウ

ス尾 静 脈 内投 与 し,経 日的 に血 糖 を測 定 し,高 血 糖 状 態

で安 定 した 時 点 で糖 尿 病 マ ウ ス と して使 用 す るこ と と し

た。

2)感 染 実 験-上 行 性 腎 盂 腎炎

(i)無 処 置 マ ウス(Fig.1)

E.faecalis 569,612,617,622,687,6009,6321,

6322,6325,6486お よび16148(数 値 は 当 科 で の 菌 株

整 理 番 号 を 示 す)の 計11株 を被 験 菌 株 と し,対 照 菌 株

と してE.coli P-5101,C.freundii 53,S.marcescens

S-9お よびP.aeruginosa No.12の 計4株 を用 いた。

接 種 菌 液 は10倍 希 釈系 列 で104～109CFU/mlに 調 製 さ

れ た。 懸 濁液 に はtrypto soy broth(栄 研)を 用 いた 。

マ ゥ スをpentobarbital-Na(25～50mg/kg,尾 静 脈 よ

り注 入)に よ り麻 酔 後,21G鈍 針 つ き1ml注 射 筒 に て

上記 菌 懸濁 液(104～109CFU/ml)0.1mlを 経 尿 道 的 に

膀 胱 内 に 注 入 し,外 尿道 口を5時 間 ク ラ ンプ した 。 な

お,こ の操 作 の 前 に,膀 胱 を腹 壁上 よ り圧 迫 し,排 尿 さ

せ膀胱 を空 虚な状態 と した。菌接種 までは 自由に飲水さ

せ,外 尿道 口 クランプの間のみ絶水 とした。菌回収は菌

接種7日 後 にマウスを頸椎脱 臼法によ り屠殺 し,腎 およ

び膀胱 を無菌的に摘出 し,そ の割面をCLED寒 天培地

上にスタ ンブ し,37℃ 下24時 間培養後 の コロニー形成

の有無を観察 し,接 種菌量 と菌回収の有無 の関係から各

菌株 のID50(50%感 染菌量)値 をprobit法2)に より

算定 した。 なお,各 菌株 とも接種菌量 ごとに5匹 のマウ

スを実験 に用 いた。また菌接種7日,14日,21日 およ

び40日 目の腎お よび膀胱 の肉眼的お よび病理組織学的

検索 を 行 なった。 病理組織標本は 摘出腎お よび 膀胱を

10%ホ ルマ リン液 で固定,パ ラフィン包埋,薄 切後,

H.E.(hematoxylin-eosin)染 色を型 のごとく施行し,

作製 された。

(ii)糖 尿病 マ ゥス(Fig.1)

被験菌株はE.faecalis 569,6009,6322,6325お よび

16148の 計5株,対 照菌株 と して無処置 マウスでの実験

と同一 の4菌 株を用 いた。前述の方 法で作製 した実験的

糖尿病 マウスを用 い,sreptozotocin静 注後10日 目に無

処置 マ ウスと同様の方 法で膀胱内へ菌 を接種 し,7日 目

に屠殺 し,ID50値 を算出 した。病理組織学的 検索 も同

様 に施行 した。

3)感 染治療実験

接種菌株は上記上行性腎盂腎炎作製実験において最も

ID50値 が 低 く 病原性が 強 い と考え られ たE.faecalis

16148と した。

(i)無 処 置マ ウス上行性腎盂腎炎治療実験(Fig.2)

被験薬剤は,ABPC,CCL,MINO,ST,NFLX,

OFLX,ENXお よびCPFXの 計8種 で,す べて経口
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Non- treated and Experimental achednle
DM- 1 group

DM- 2 group

Organism: E. faccalis 16148
Inoculation: 106 CFU/ mouse (non- treated mice)

104 CFU/ mouse (DM- 1 and DM- 2 group)

Fig. 2. Drug efficacy against E. faecalis induced urinary tract infection in
non- treated and diabetic mice

投与 とした。接種菌量 は106 CFU/mouseで あ り,薬 剤

は菌接種24時 間後 より1日2回5日 間投与 した。菌接

種後7日 目にマウスを屠殺 し,投 薬量 と菌 回収 の有無 の

関係からprobit法 に よりED50(50%有 効用量)値 を

算定 した。

(ii)糖 尿病マ ウス上行性腎盂腎炎 治療実験(Fig.2)

接種菌量は104 CFU/mouseと し,薬 剤投与法は,1

日2回5日 間 投 与(以 下DM-1群)と,1日2回10

日間投与(以 下DM-2群)の2群 で 検討 した。 投与薬

剤はDM-1群 で,ABPC,CCL,OFLX,ENX,CPFX

の5種 とし,DM-2群 では無処置マ ウス(以 下N群)と

同 一の8種 の 薬剤を 用 いた。DM-1群 では 菌接 種7日

目.DM-2群 では14日 目にマ ウスを屠殺 し,ED50値

を算定 した。

上記感染治療実験系 において も病理組織学的検討 を行

な った。N群,DM-1群 お よびDM-2群 とも上述のそ

れぞれ の 接種菌量に より100%の マ ウスに 上行性腎盂

腎炎が惹起 され るこ とが確認 されている。

II.　 結 果

1.E.faecalisに 対 する各種抗菌剤のMIC分 布

臨床分離E.faecalis 23株 に 対 す るABPCお よ び

IPM/CS(Table 1)のMICの ピークは ともに1.56μg/

Table 1. Sensitivity distribution of clinical isolates of Enterococcus faecalis (23 strains)

Table 2. Sensitivity distribution of clinical isolates of Enterococcus faecalis (23 strains)
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Table 3. Sensitivity distribution of clinical isolates of Enterococcus faecalis (23 strains)

Table 4. Sensitivity distribution of clinical isolates of Enterococcus faecalis (23 strains)

Fig. 3. Changes in blood glucose levels after
injection of streptozotocin in mice

Fig. 4. Infectivity of E. faecalis and four standard
organisms in urinary tract infections in non-
treated mice.
(ID50: 7 days after bacterial inoculation)

mlに あ りABPCで は100μg/mlの 耐性株 が2株 み ら

れ,IPM/CSで は感受性側ではABPCと 近似 した分布

を示 したが,100μg/mlを 超 える高度耐性株が2株 認め

られた。 セ フェム剤(Table 2)で はCCL,CMXお よ

びFMOXで 一部25～100μg/mlの 菌株 がみられたが

全般に100μg/mlを 超える高度耐性株が大多数 を占め て

お り,LMOX,CAZで は全株高度耐性 を示 した。 ピ リ

ドンカルボ ン酸剤(Table 3)のMIC分 布をみ る と,

PPAで は全株50μg/ml以 上に分布 し,中 等度 ない し高

度耐性で あ っ た が,ENX,NFLX,OFLXお よ び

CPFXで は全株6.25μg/ml以 下 に分布 していた。これ

ら4種 の うちCPFXが 最 も優れ,OFLXは 一管劣 り,

NFLXお よびENXは さらに一管劣 っていた。 そ の他

の3種 抗菌剤(Table 4)の うちGMは6.25μg/mlに

ピークを 有 し,100μg/mlの 耐性株が3株 認め られ,

MINoで は12.5μg/mlに ピー クを有 し,0.1μg/mlの

高度感受性株が4株 認め られた。STで はMICの ピー

クは0.1μg/mlに あ り,全 般 に 良好 な 感受性を示 した

が,25μg/mlの 中等度耐性株が2株 認め られた。

2.　 マ ウス感染実験

1)実 験的糖尿病マ ウスの血糖値(Fig.3)

Streptozotocin投 与前 のマ ウス血糖値95±5mg/dlに

対 し,投 与後 の血糖値は10日 目で200±10mg/dlと 有

意 に高値 とな り,同 値が14日 間以上持続 した。

2)上 行性腎盂腎炎

(i)無 処置 マウス

(1)ID50値(Fig.4)
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Fig. 5-1. Necropsy finding of a non-treated mouse (control)

Fig. 5-2. Necropsy finding of a non-treated mouse killed 7 days after inoculation

with E. faecalis 16148 (1•~105 CFU/mouse).•¨Abscess formation

Fig. 5-3. Necropsy finding of a non-treated mouse killed 40 days after inoculation

with E. faecalis 16148 (1•~105 CFU/mouse)
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Fig. 6-1. Histopathological finding of a non-treated mouse kidney (control).

H. E.•~150

Fig. 6-2. Histopathological finding of a non-treated mouse kidney killed 7

days after inoculation with E. faecalis 16148 (1•~105 CFU/mouse).

H. E.•~150

Fig. 6-3. Histopathological finding of a non-treated mouse kidney killed 40

days after inoculation with E. faecalis 16148 (1•~105 CFU/mouse).

H. E.•~150
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E.faecalis 11株 中E.faecalis 687,6322の2株 で は

108 CFU/mouse接 種 に て も腎 お よび 膀 胱 よ りの 菌 回収

は認め られ なか った こ と か ら,ID50値 は>108CFU/

mouseと した 。 菌 回 収 陽性 で あ っ た9株 の 腎 に 対 す る

ID50値 は2.1×104～3.6×107 CFU/mouseに 分 布 して

いた。

対 照4菌 株 のID50値 は2.5×104～2.9×106 CFU/

mouseで,上 記E.faecalisの 成 績 と類 似 して い た。 ま

た,膀 胱 に対 す るID50値 はE.faecalisで2.1×104～

7.4×107,対 照菌 で5.8×104～9.1×105で あ り,そ れ ぞ

れ腎 におけ るID50値 と近 似 して い た。

(2)病 理 学 的 所見

a.肉 眼的 所 見(Fig.5):腎 の 外 観 は7日 目で 点 状

お よび それ らの 融合 した 膿 瘍 と腎 の 浮 腫 状 腫 大 を 認 め

(Fig.5-2),14日 目には 点 状 ・斑 状 の混 濁 病 巣 とな り,

21日 目では 広 範 囲 な腫 脹 した 退 色病 巣 を 認 め た 。40

日目で は 退 色 病 巣 は 瘢 痕 収 縮 し,膿 瘍 は 消失 して いた

(Fig.5-3)。

b.病 理 組 織 学 的所 見(Fig.6):7日 目 で は 尿 細 管

内,間 質 へ の好 中 球 の 浸潤 が み られ,急 性 感染 性 腎 盂 腎

炎の像 を呈 し,腎 組 織 の一 部 は 破壊 され て い る(Fig.6-

2)。14日 目にな る と 間 質 の結 合織 の 増 殖,炎 症 細 胞 の

浸潤がみ られ,尿 細 管 の一 部 は拡 張 して い る も の のそ の

多 くと糸球 体 は 萎縮 して いた。21日 目で は,尿 細 管 の壊

死が進行 し,40日 目では 尿 細 管 や 一 部 の糸 球 体 が 消 失

n=5

Fig.7. Infectivity of E. faecalis and four standard
organisms in urinary tract infections in st-
reptozotocin- induced diabetic mice.

(ID50: 7 days after bacterial inoculation)

して い た(Fig.6-3)。

(ii)糖 尿 病 マ ウス

(1)ID50値(Fig.7)

E.faecalis 5株 の 腎 に 対 す るID50値 は4.4×101～

9.0×106 CFU/mouseに 分 布 してお り,対 照4菌 株 で は

1.8×101～2.0×105 CFU/mouseで あ った 。膀 胱 に 対 す る

ID50値 はE.faecalisで7.2×101～9.0×106 CFU/mouse

Fig.8. Comparative infectivity of E. faecalis and four standard organisms in urinary
tract infections in non- treated and streptozotocin- induced diabetic mice
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Organism: E. faecalis 16148
Inoculation: 106 CFU/ mouse

n= 5

Fig.9. Effect of various antimicrobial agents against ascending pyelonephritis
induced by E. faecalis 16148 in non- treated mice

Organism: E. faccalis 16148

Inoculation: 104 CFU/ mouse

n= 5

Fig.10. Effect of various antimicrobial agents against ascending pyelonephritis
with E. faecalis 16148 in streptozotocin- induced diabetic mice (DM- 1

group)

に分布 してお り,対 照菌 では1.8×101～2.0×105 CFU/

mouseで あ り,そ れぞれ類似 した値を示 していた。

(2)病 理学的所見

肉眼的 および病理組織学的 に,7日,14日,21日 お

よび40日 目ともそれ ぞれが,健 常 マ ウスにみ られた の

とほぼ同様 の所見を呈 し,す なわち急性化膿性腎盂腎炎

像に始ま り,一 部瘢痕 を形成 しつつ慢性化す る炎症像が

認め られ た。

上記成績 の うち 無処置 マウスと糖 尿病 マウスのID50

値を比較す る と(Fig.8),E.faecalisに おいては糖尿病

マウスのID50値 は 無処置 マウス の1/477～1/1.3で あ

り,E.faecalis 6322に おいては無処置 マウスでは病原性

が み られ な か ったが,糖 尿病マ ウスでは菌が回収され

た。対照菌 において も1/1,722～1115の 比 を示 し,腎 に

おいて 糖尿病 マウスでは 無処置マ ウスに比べ,ID50値

が明らか に低か った。 また,膀 胱 においても同様であ っ

た。

3)感 染治療実験

(i)無 処置マ ウス上行性腎盂腎炎 治療実験(Fig.9)

使用 した8薬 剤中治療効果が最 も良好 であった ものは

CPFXで,そ の腎 に お け るED50は17.7mg/kg/dose

で あ り,以 下OFLX(45.8mg/kg/dose),MINO(46.1

mg/kg/dose),ENX(48.7mg/kg/dose),ABPC(71.3

mg/kg/dose),NFLX(75.1mg/kg/dose),ST(117mg/

kg/dose),CCL(>100mg/kg/dose)の 順 であ った。

(ii)糖 尿 病 マ ウ ス上 行性 腎 盂 腎 炎 治療 実験

(1)DM-1群(Fig.10)

使 用 した5薬 剤 中 治 療 効果 の得 られ た も の はABPC

(ED50:69.9mg/kg/dose)お よ びCPFX(100mg/kg/

dose)の み で あ り,ENX(>100mg/kg/dose),OFLX

(>100mg/kg/dose)お よびCCL(>100mg/kg/dose)

で は 治療 効 果 を認 め な か っ た。

(2)DM-2群(Fig.11)

使 用 した8薬 剤 中,最 も 良好 な治 療 効果 を示 した もの

はABPCで,そ のED50値 は27.5mg/kg/doseで あ

り,以 下CPFX(28.8mg/kg/dose),MINO(41.9mg/

kg/dose),ENX(43.3mg/kg/dose),OFLX(43.3mg/

kg/dose),NFLX(84.3mg/kg/dose),ST(84.3mg/

kg/dose),CCL(>100mg/kg/dose)の 順 であ った。

(3)病 理 学的 所 見

ENX 1回50mg/kgを1日2回5日 間投 与す るこ と

に よ り除 菌 の 得 られ た 腎 では 正 常 腎 とほ ぼ 同様 の組 織学
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Organism: E. faccalis 16148

Inoculation: 104 CFU/ mouse

n= 5

Fig.11. Effect of various antimicrobial agents against ascending pyelonephritis
with E. faecalis 16148 in streptozotocin- induced diabetic mice (DM- 2
group)

的所見が示 され,炎 症 像は認め られなか った。CCL 1

回100mg/kg1日2回5日 間投与す るも治療効果 の得

られなかった腎では無投薬 マウスと同様の腎盂 腎炎像が

認められた。

III.　 考 察

E.faecalisは グラム陽性菌 である連鎖球菌の一種 であ

り,以前はD群 連鎖球菌 として分類 されていたが,1984

年発刊のInternational Journal of Systematic Bacterio-

logyに おいて新 たにgenus"Enterococcus"が 設 けら

れ,E.faecium,E.avium,E.casseliflavus,E.durans,

E.gallinarum,E.malodoratus,E.hiraeお よびE.

mundtiiと ともにEnterococcus属 として分類 され るよ

うになった菌である3～6)。一般 にEnterococcus属 の う

ち,臨 床上問題 にされ るものはE.faecalis,E.faecium

およびE.aviumの3菌 種 であ りその中でE.faecalisの

頻度が最も高い。 これ らEnterococcus属 は ヒ トの腸管

内常在菌であ り,従 来その病原性 は低 いもの と考 え られ

てきた。近年種々の臨床 材料か ら比較的高頻度に分離 さ

れるようになってきて お り,特 に尿路感染症,心 内膜

炎,髄 膜炎などにおいて しば しば起炎菌 として重要な役

割を演じることが明らかにな りつつ ある7～10)。神戸大学

医学部附属病院におけ る全科病棟 および泌尿器科 外来 の

尿中細菌(≧104/ml)の 分離頻度11)を年度別にみ ると,

E.faecalisは1980年 よ り増加傾向を示 してお り,特 に

泌尿器科入院患者 よ り分離 され る割合が年 々増 加 してい

る。本菌は一般 に基礎疾患 のない急性単純性の尿路感染

症からはほとんど分離 されず,大 多数が尿路に基礎疾患

を有する複雑性尿路感染症か ら分離 され12～14),感染防禦

能の欠落した部位,す なわ ち易感染状況下 においては じ

めて尿路に定着 し増殖す ることが推測 されている。尿路

に基礎疾患のない場合 でも,易 感染状態 の全身的 因子 と

して悪性腫瘍,糖 尿病,腎 不全をは じめ とす る代謝疾患

な どが挙げ られ る。

KAMIDONOら15)は グラム陰性桿菌 の一種であるcitro-

bacter freundiiのcompromised host尿 路に対す る病

原性を検討す る目的で,エ ール リッヒ腹水癌を移植 した

担癌マ ウスは無処置マ ウスに比べ明 らか に易感染性 であ

ることを報告 した。

今回は,前 述の ようにグラム陽性弱毒菌 と考え られ る

E.faecalisの 尿路 に対する病原性を,無 処置マ ウスおよ

びcompromised hostモ デル とし実験的 に作製 した糖尿

病 マウスを用 い比較検討 した。それ ら実験系を用い,E.

faecalisに よる上行性腎盂腎炎 に対す る各種抗菌剤の治

療効果を定量的 に検討 した。

これ らの実験 に先立ち,ヒ ト尿路由来のE.faecalis 23

株 に対す る各種抗菌剤のMICを 測定 した。その結果 ピ

ークMIC値 で み ると
,被 験15薬 剤 中STが 最も良

好な成績 を示 し,次 いでCPFX,ABPC,IPM/CS,

OFLX,NFLX,ENX,GM,MINO,CCL,PPA,

FMOX,CMX,LMOX,CAZの 順であ った。最近 開発

された ピ リドンカルボ ン酸系抗菌剤ではCPFXが 最 も

優れ,次 いでOFLX,NFLX,ENXの 順 であ り,こ れ

ら4薬 剤に耐性 を示す株 は認め られなかった。STは そ

の ピーク値では最 も良好な 成績 を示 したが,MIC分 布

は0.1μg/mlか ら25μg/mlま で と広 く分布 してい る。

MINOで は高度耐性株 は認め られず 比較的良好な 成績

であ ったが,そ のピークは12.5μg/mlで あった。GM

では耐性株 が3株 認め られ,ABPCとIPM/CSで は,

MIC分 布は 類似 してお り,総 じて良好 な成績 であ った

が,耐 性株が2株 ずつ認められた。セ フェム系薬剤に対

しては,ほ とん どの菌株 が耐性 を示 していた。以上を ま

とめ ると臨床分離E.faecalisに 対す るinvitro抗 菌 力
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は新 しく開発 された ピリ ドンカルボ ン酸系薬剤が最 も強

く,か つ平均 してお り,ST,MINO,ABPC,IPM/CSで

は一部 耐性株 を認め るが全般 には比較的良好 であ り,第

3世 代を含め セフェム剤に対 して本菌は高度耐性 である

ことが示された。今回の成績 は当教室での報告11)(1985

年)お よび他施設 での報告12～14)とほぼ近似 してお り,E.

faecalisの 特徴的な薬剤感受性パ ターンを示 していた。

実験的腎盂腎炎 モデルの作製につ いては現在 までにさ

まざまな方法が報告 されてお り16～25),まだ統一 された も

のはな い。HARTER and PETERSDORF26)は 感染症 モデル

作製 の条件 として,i)感 染経路 は ヒトにおけるそれ と

同様 であること,ii)感 染菌 は ヒ トにも動物にも毒力 を

有す ること,iii)感 染の経過は治療効果の評価が行なえ

る程度持続す ること,iv)感 染状態は生物学的変動 の範

囲で再現性のあ るこ と,v)病 変は形態学的に ヒ トのそ

れ と類似 してい るこ と,vi)手 技が簡単であ るこ と,と

している。 またMCRIPLEY and WHITNEY27)は 薬効

評価のため の感染症モデルの条件 として,i)簡 単 な手

技で作製できること,ii)感 染は容易 に成立 し定量性 の

あ ること,iii)種 々の抗菌剤の薬効評価が できる程度多

数 の感染動物 を一時に作 製できること,な どを挙げてい

る。今回の著者 らのICR系 マ ウスを用 い,前 処置は行

なわず,経 尿道的 に菌を膀胱 内に接種 し,外 尿道 口を5

時間 クランプす ることに より感染 を成立させ るとい う方

法 は,以 下 の点で前述の実験的感染症モデルの条件 と適

合す る点が多いことか ら適切 なものと考えられた。すな

わ ち,ヒ トの腎盂腎炎の細菌侵入経路 としてはそ の大多

数が 尿路上行性感染 であ るこ と19,22,25,281)経尿道的菌接

種操作は手技上容易 であ り,短 時間 に多数の動物 を処理

できること,マ ウスであれば特 に扱 い易 く膀胱尿管逆流

がある29)ため前処置を 施さな くて も上行性 に 腎盂 まで

細菌が到達 しやす いこと,既 に同様 の方法に よる各種 グ

ラム陰性菌を用 いたマウス実験 的腎盂腎炎に関する著者

らを含む 多数の 報告15,20,28～32)がみ られ ることがあげ ら

れ る。

今回経尿道 的にE.faecalisを 膀胱内に接種 し,そ の腎

お よび膀胱 における病原性 につ き検討 した。無処置マ ウ

スでは 接種 したE.faecalis 11株 中2株 で最高接種菌量

である108 CFU/mouse接 種に よっても感染 を惹起 させ

得なか ったが,他 の9株 では腎盂腎炎 が惹起 され,そ の

ID50値 は2.1×104～3.6×107 CFU/mouseで あ り,対

照 として用 いたE.coli P-5101,C.freundii 53,S.mar-

cescens S-9お よ びP.aeruginosa No.12のID50値

(2.5×104～2.9×106 CFU/mouse)と 同程度 であった こ

と,か つこれ ら対照4株 はすべ てヒ ト尿路に対 して病原

性 を有す る と考え られ る菌株 であることか ら,上 記E.

faecalis 9株 の ヒ トに対す る病 原性 が示唆 された。 病理

学的 にも,E.faecalis接 種 マ ウス腎 の炎症組織 像は対照

菌接種 におけ るそれ とほぼ同様 であったが,そ の炎症は

組織 学的 に菌接種後40日 目で も存続 してお り,慢 性化

す る傾向が認め られた。GUZEら33)の 報告ではラッ トを

用 い,E.fraecalisを 静脈内接種 した ところ,腎 内生菌数

は57週 間105CFU/g以 上検出 されつ づけ,組 織学的

に も慢性化 の傾向がみ られ た としている。KALMANSON

ら用はE.faecalisの 経 尿道的接種 によ りラッ ト腎に感染

を惹起 し得,や は り40週 間以上感染は持続 していたと

報告 している。ただ し血行性感染に比べて感染性,病 理

学的変化は軽度であ ったと してい る。一方 マウスを用い

た実験 としては,血 行性 感染 モデル と して,ERLANDSON

ら85),PITCHONら86)の 報告がみられ,慢 性化 の傾向を認

め た としてい る。 このE.faecalis感 染症 の遷延傾向は守

殿 ら87)の報告 した ラ ット前立腺 にE.faecalisを 接種す る

こ とによる実験的前立腺炎 モデルにおいても認め られて

お り,臓 器を問わず本菌 による感染の一つの特徴 と考え

られ る。

この ように 無処置マ ウスに対 して も大 多数のE.fae-

calis菌 株が腎盂腎炎を 惹起 し得 ることが 明らかとなっ

た。Compromised hostモ デルにおけ る感染性を検討す

る目的で,5株 のE.faecalisを 選定 し,対 照菌種4菌 株

とともに実験的糖尿病 マウスにお け る そ れ ら のID50

値 を算定 した。糖尿病マ ウスの作製 については種々の報

告88)があるが,現 在一般化されているものは,alloxanま

たはstreptozotocinを 用 いる方法である。今 回我々は予

備実験 として,こ れ ら両者を用いて糖尿病マウスの作製

を試みた。 そ の結 果,alloxan 100mg/kg i.v.に よ り

約250mg/dlと い う高血糖 を示す マウスを作製 し得た

が,こ れ らalloxan投 与マ ウス20匹 中8匹 が死亡 した。

Streptozotocinで は投与量 を25mg/kg,50mg/kgお よ

び150mg/kgの3群 に分け,投 与後 の血糖値を測定 し

たが,こ れ ら3群 いずれ でも死亡す るマウスは認められ

ず,150mg/kg投 与群では血糖値は200mg/dl程 度 とな

り,か つ長期間その状態が続 くことが明らか となった。

以上の ことか ら,今 回の 実験 はstrePtozotocin 150mg/

kg i.v.投 与 によ り作製 した糖尿病 マウスを使用するこ

と と した。 その結果,糖 尿病 マ ウスでは,ID50値 は低

く,無 処置マ ウス との比はE.faecalisで1/1.3～1/477,

対照菌 で1/15～1/1,722と 明 らかに少 ない菌量接種によ

り感染 の成立す ることが示 された。無処置マウスでは感

染 を起 こさなか ったE.faecalis 6322で も糖尿病マウス

では感染が成立 した ことか ら,糖 尿病での易感染性が示

唆され た。糖尿病マ ウスでの腎 の炎症像 は無処置マウス

におけるそれ とほぼ同様であ り,慢 性化傾向も認められ
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た。糖尿病状態下 での動物 感染実験 につ いての報告は数

多くみ られ るが,著 者 らの実験法すなわちstreptozoto-

ciaに よる糖尿病マ ウスに経尿道的膀胱 内菌接種 し,上

行性腎盂腎炎を 作製 した 報告はみ られ ない。LEVISON

ら89)はalloxan投 与糖尿病 ラッ トにacoliを 被験菌 と

して経膀胱感染お よび血行性感染に よる病原性 を検討 し

てお り,無 処置 ラッ トに比べ少量の菌量 で感染 を起 こ し

得たことを報告 している。EDWARDSら40),FROMTLING

ら41)およびSAIKIら42)も 糖尿病動物の易感染性 を報告 し

ている。 一方,RAFFELら48)は 糖尿病 ラ ヅトにC.albi-

cans,S.aureusお よびE.faecalisを 静脈 内接種 し,血

行性腎感染の成立お よびそ の経過を無処 置マ ウスにおけ

る成績 と比較 して い る。 そ の結果,菌 接 種後42日 目

で,C.albicansお よびS.aureusで は無処置 ラッ ト腎に

生菌は認め られなかったが,糖 尿病 ラヅ トで105 CFU/g

以上が回収 され,E.faecalisで は無処置お よび糖尿病 ラ

ット両者 とも菌 回収は認められたがそのID50値 は糖尿

病マウスにおいて明 らかに低値 であった。

今回の著者 らの実験成績 では,E.faecalisは マ ウス尿

路に対 し病原性を有 し,糖 尿病状態下 では易感染状態 と

なることから,そ れ らモデルを用 い,同 菌に よる感染治

療実験を行なった。感染治療実験 は,こ れ ら病 原性 の検

討成績か ら,ID50値 が最 も低 く強 い感染性を示 した 瓦

faecalis 16148を 用いて行なった。

その結果,無 処置 マウスでの5日 間投薬に よる腎盂腎

炎治療効果は,用 いた抗菌 剤の中ではCPFXのED50

値が最も低 く優れた成績であ り,以 下OFLX,MINO,

ENX,ABPC,NFLX,STお よびCCLの 順 で,こ れ

らは各々のMICに 見合 った結果 と考え られた。ただ,

STに 関 して は,E.faecalis 16148に 対 しそのMIC

が0.1μg/mlと 低いにも かかわ らず,ED50値 は117

mg/kg/doseと 他剤 に比べ高かった。す なわ ちin vitro

での抗菌力 とin vivoの 治療効果が平 行 していない。こ

のことに関連する問題 として前立腺炎 に関す る検討では,

ヒトの慢性前立腺炎 におけ る前立腺液が アルカ リ性であ

りSTの 移行が アル カ リ環境下 では 低下す るとい う考

え44),さらに抗菌剤 の中にはpHに よりそ のMICに 変

動を示すものがある という報告45)がみ られる。 これ らを

勘案すると,今 回の著者 らの実験系 では マウス腎組織あ

るいは尿中でSTの 抗菌活性が低下 していた可能性 も否

定できないが,今 後 の検討を要す る問題 と考え られ る。

一方
,糖 尿病 マウスにおけ るE.faecalisに よる上行性

腎盂腎炎に対 し,上 述の無処 置マ ウス と同様5目 間投薬

で抗菌剤治療効果 を観察(DM-1群)し た 場 合,今 回

の投薬量設定条件下 で 有意の 治療効果 を 示 した 薬剤は

ABPCの みであ った。次に各薬剤 の効果 を比較す るため

には より長期の投薬 が必要 と考え られ たため,投 与期間

を10日 間(DM-2群)と した場 合の成績 について も検

討 した。その結果,CCLを 除 く薬剤 では治療効果が認め

られ,ABPCが 最 も優 れ,次 いでCPFX,MINO,

ENX,OFLX,NFLX,STの 順 であ った。 また糖 尿病

マ ウスでは10日 間投薬 で無処置マ ウス5日 間投薬にお

けるの と同程度のED50値 が 得 られた ことか ら,糖 尿

病 マ ウスでは無処置マ ウスと同等の治療効果 を得 るには

2倍 の投薬期間を要す ることが示され た。糖尿病マ ウス

においてもSTはMICが 低 いわ りに はED50値 は高

値であった。 糖尿病状態下 で の 感染治療実験 に 関 して

は,FROMTLINGら46),尾 花 ら47)の報告がみ られ るが,我

々の今回の成績 と同様に無処置動物に比べ,糖 尿病動物

では抗菌剤 の治療効果が劣 るとしている。

このよ うに,今 回の実験成績か らE.faecalisで はマ ウ

ス尿路 に対 して病原性 を有す る菌株 が多 いこと,ま た同

菌 に より惹起 された上 行性腎盂腎炎 は病理学的に非特異

性炎症像 を呈 し,慢 性化傾 向を示すこ と,さ らにstrep-

tozotocin投 与に より実験的に作製 した 糖尿病マ ウスで

はE.faecalisは より強 い病原性を 示す ことが 明 らか と

な った。 これ ら実験系 を用いて各種抗菌剤の感染 治療効

果 を検討 した結果,ST以 外 ではMICを 反映 した成績

が得 られ,ま た糖尿病 マウスでは,一 定 の治療効果 を得

るのに無処置 マウス よりも長 い投与期間 を要す ることが

示 された。

本実験 にお いては,薬 物すなわちstreptozotocin投 与

に よ り糖尿病 マウスを作製 したが,こ れ は本物質が膵の

β細胞を特異的 に破壊す るこ とに よるものである38)。し

たが って,今 回作製 した糖尿病マ ウスが ヒ ト糖尿病に類

似 した内部環境 を有す るこ とが推測 されるが,こ の よう

に薬物に より急激 に惹起 された糖尿病状態 が病原微生物

に対す る免疫応答能な どにおいて ヒ トの慢性 に経過す る

糖尿病 と類 似す るものか どうかに関 して以下 に言及 した

い。一般 に,ヒ ト糖尿病 において易感染である原因 と し

て多核 白血球機能(貧 食能,遊 走能,殺 菌能)の 低下,

リンパ球機能(芽 球形成反応,免 疫 グロプ リン産生細胞

誘導能等)の 低下,血 管障害に よる種 々の障害(組 織酸

素分圧の低下,組 織浮腫等),神 経障害に よる防御機構

の低下(知 覚鈍麻,知 覚消失等)な ど47～50)が考 えられ て

いる。Streptozotocin投 与 に よる実験的糖尿病 マ ウスで

の感染に 対する 抵抗性の減弱の原因 についてはSAIKI

ら42)はT-cell機 能 の低下やmacrophageの 貧食能 の低

下 にあるとし,KITAHARAら51)はinsulin不 足状態 に よ

り抗体 の作用が損なわれた り,貧 食細胞 の異常や微小循

環が損なわれた りす るこ とにあるとしている。 尾花 ら47)

は,こ れ ら糖尿病 マ ウスにおけ る 好中球 お よびmacro-
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phageのchemotaxis能 の低下 を指摘 してい る。KITA-

HARAら51),尾 花 ら47)およびCOILら52)に よると糖尿病 マ

ウスにイ ンス リンを投与 した場合,上 記免疫機能低下状

態 の改善が認め られている。 熊坂 ら49)はヒ ト糖尿病にお

いて もイ ンス リン投与に よりこれ ら機能の改善 を認め ら

れた としている。 これ らのこ とよ り考え,今 回用 いた糖

尿病マ ウスは,そ の高血糖の状態,免 疫機能 滅弱の病態

な どか ら,ヒ トの糖尿病状態 を反映 し得 る実験 モデルと

して妥当な もの と思われ,今 後compromised host実 験

モデル作製の標準的 な手法の一つ として活用 され得 るも

の と考え られ る。

E.faecalisの 有する病原因子は,本 菌に よ り産生 され

る β-haemolysinとbacteriosinで あ り,こ れ らの産生

菌株が一般 にマウスに対 し強い病原性をもつ53)とされ て

い る。 同様 にプロテアーゼ活性陽性 を示す菌株では病原

性が高い54)とされ ているが,今 回我 々はこれ らについて

は検討を加えていない。

臨床的 に 尿路か らE.faecalisが 単独で 分離 され る頻

度 に関 しては報告者12～14)によ り異な るが,複 雑性尿路感

染 症患者尿中か らの分離率が高 いことは一致 してお り,

臨床的 になん らかの易感染状況下 にお いて病原性 を発揮

す るもの と考え られ,こ の ことは今回 の実験 において基

礎 的に裏づけ られた。尿路感染症 以外 で本菌の病原性が

認め られた もの として,心 内膜炎 や敗血症患者が あげ ら

れ る。

本菌 は,最 近高頻度に使用 されているいわゆる第3世

代cephem剤 の抗菌 スベ ク トラムか ら外れ てお り,こ れ

らの薬剤が使用 され始め られた頃 より分離率が上 昇 して

いることは諸家 の指摘するところであ り,Yu55)の 報告

にみ られ るように,他 の菌での感染症 に対 してLMOX

を使用 し病因菌 は消失 したが,Enlerococcusの 分離 が新

たにみ られた とい うような 例 は 日常的 に 経験 されてい

る。このよ うにE.faecalisは 日和見感染菌す なわち宿主

の感染防禦能低下 に応 じて病原性 を発 揮 し,ま た化学療

法 による交代菌 と して分離 され ることが多 いことを念頭

にお くべ きと考 えられ る。E.faecalisは 他菌 との複数菌

感染 の一つ として分離 される場合 も多 く本菌が特異な薬

剤感受性パ ター ンを示す とい うこ とか らも,今 後 これ ら

複 数菌感染実験モデルについての検討が必要 と考 えられ

る。

IV.　 結 語

ヒ ト尿路 よ り分離 され たE.faecalisのin vitro抗 菌

剤 感受性 を検索す るとともに,無 処置お よび糖尿病 マウ

ス尿路 に対す るその病原性な らびに腎盂腎炎薬剤治療効

果 につ き検討を加え以下 の結果を得た。

(1)ヒ ト尿路感染症 由来E.faecalis 23株 に対す る

15種 の抗菌剤 のMICを 測定 した。 新 しく開発 された

ピリドンカルポ ン酸系薬剤(NFLX,OFLX,ENX,

CPFX)の 抗菌力が最 も強 くかつ耐性株が少な く,ST,

MINO,ABPC,IPM/CSで は一部耐性株 を認めるが全

般 に良好 であ り,第3世 代 を含めセ フェム剤に対 しては

ほ とん ど高度耐性であった。

(2)無 処置 マウスに 対 しE.faecalisを 経尿道的に

膀胱 内接種 し,上 行性感染実験 を施行 した。被験11株

中9株 に 腎盂腎炎が 惹起 され,対 照の 病原菌4菌 株 の

ID50値 と近似 した値が 得 られ尿路への 病原性が示唆 さ

れ た。

(3)糖 尿病 マウス(streptozotocin 150mg/kg投 与

に より作製)に 対 し上行性 尿路感染実験 を行な った。被

験5株 全株が 腎盂腎炎を惹起 し,無 処置マウスのID50

値 と比べて1/477～1/1.3の 値を示 した。

無処置 マ ウスでは腎盂腎炎を惹起 しなかった菌株でも

糖尿病マ ウスにおいては腎盂腎炎を惹起 し,易 感染性で

あることが示 された。

(4)無 処置マ ウス で のE.faecalis上 行性腎盂腎炎

治療実験ではCPFXが 最 も良好な治療効果を示 し,以

下OFLX,MINO,ENXの 順 であった。

(5)糖 尿病マ ウス で のE.faecalis上 行性腎盂腎炎

治療実験では無処置 マウスと同様の治療効果を得るには

約2倍 の投薬期間が必要 であ り,最 も効果のあったもの

はABPCで あ り,以 下CPFX,MrNO,ENXの 順で

あった。

以上 の成績か ら,E.faecalisは マ ウス尿路に対 し病原

性 を有 し,糖 尿病 とい う易感染状態下 においてはその病

原性が増強 され ること,そ の腎盂腎炎に対す る治療には

新 しく開発 された ピ リドンカルポン酸系薬剤が有用であ

るが糖尿病環境下 での感染には2倍 の投薬期間が必要で

あ ることが実験的 には じめて示された。これ らより全身

性易感染状態下 あるいは複雑性の尿路感染症の治療にお

いては 本菌 に対す る 対策 を 念頭にお くべ きと考えられ

た。

稿 を終 るにあた り,本 研究遂行にあた り多大な御協力

をいただ きました中田勝 久氏は じめ教室 の諸先生方に深

く感謝 いた します。

なお本論文 の一部は第74回 日本泌尿器科学会総会,

第34回 日本化学療法学会総会 お よび第15回 国際化学

療法学会において発表 された。
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STUDIES ON THE PATHOGENICITY OF

ENTEROCOCCUS FAECALIS

―E XPERIMENTAL ASCENDING PYELONEPHRITIS IN

NON- TREATED AND DIABETIC M ICE―
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Kobe University, 7- 5- 1 Kusunoki- cho, Chuo- ku, Kobe 650, Japan

We experimentally investigated the pathogenicity of clinically isolated Enterococcus faecalis (E.

faecalis) in urinary tract of non- treated and diabetic mice. The results are summarized as follows.
(1) In vitro, new pyridonecarbonic acids (CPFX, OFLX, ENX and NFLX) were most effective

against 23 clinically isolated strains of E. faecalis, followed by ST, MINO, ABPC and IPM/ CS. Most
of the isolates showed high resistance to cephems.

(2) In non- treated mice, ascending pyelonephritis occurred with 9 of 11 E. faecalis strains tested.
These strains showed similar pathogenicity (ID50) compared with four standard Gram- negative species.

(3) In streptozotocin-induced diabetic mice, ascending pyelonephritis occurred with 5 of 5 E. fae-
calis strains tested and values of ID50 were 1/ 1.3- 1/ 477 of those in non- treated mice.

(4) As to drug efficacy against experimental ascending pyelonephritis in non- treated mice, CPFX
was most effective, followed by OFLX, MINO and ENX.

(5) Against experimental ascending pyelonephritis in streptozotocin- induced diabetic mice, ABPC
was most effective, followed by CPFX, MINO and ENX; a longer administration period was neces-
sary to eradicate E. faecalis than in non- treated mice.


