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ウサ ギ を使 用 した 各 和 注射 用 抗 生 物 質 製 剤 の 発 熱 性 物 質 試 験 に お け る 下 痢 発 症 率 を調 べ た 。

ま た下 痢 原 因 菌 と し て のClostridium difficileの 分 離 を 行 っ た。 その 結 果,

1) ウサ ギ の 抗 生 物 質 起 因 性 下 痢 症 は,lincomycin系,methyltetrazo上thiomethyl基 を持

っcephem系 お よ び 一 部 のpenicillin系 の 抗 生 物 質 に よ り高率 に 誘 起 さ れ た。

2) 最 も下 痢 発 症 率 の 高 いsulbactam・cefoperazone投 与 お よ び そ の他 の 下 痢 発 症 率 が 高 い

抗 生 物 質(lincomycin, latamoxef, sulbenicillin)投 与 の ウ サ ギ盲 腸 内容 物 はC. diffiecileenter-

otoxin検 出 キ ッ ト(C.D.Check.D-1)に 対 して 陽 性 反 応 を示 し た。

3) Sulbactam・cefoperazone投 与 ウ サ ギ盲 腸 内容 物 よ りC. difficileを 分 離 した こ と か ら

本 菌 が 下 痢 の 主 な 原 因 と考 え ら れ た 。
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日本抗生物質医薬品基準(日 抗基)に よる注射用抗生物質

製剤の発熱性物質試験1)は,耳静脈投与後のウサギの体温上

昇を測定し,製 剤中に混入する可能性のある発熱性物質を

検査するものだが,近 年のcephem系 抗生物質を中心とし

た新抗生物質の開発もあり,供 試したウサギの約半数が下

痢により死亡する。また,人 において抗生物質の副作用で下

痢が起こることが知られており,こ れは抗生物質が腸内細

菌の菌交代症を引き起こしたためと考えられる。我々は多

種の抗生物質製剤について行った発熱性物質試験において,

どのような抗生物質によりウサギが下痢で死亡するか検索

するとともに抗生物質起因性下痢症の原因菌の一つといわ

れているClostridium difficile2～6)の分 離,同 定および毒素

の検出を行った。

I. 材 料 と 方 法

1. 発熱性物質試験に用い られた動物および抗生物

質投与方法

1985年8月 か ら1988年12月 までに,体 重2.9kgか

ら4.0kgの 日本 白色種の雌ウサギ,1,608羽 を試験に

用いた。 ウサ ギは同一 ウサギを繰 り返 し発熱性物質試

験に用い総注射回数は5,614回,投 与 した抗生物質の

種類は82種 であった。各注射用抗生物質は日抗基に従

った濃度溶液を1ml/kg,耳 静脈に投与 した。

2. C. difficileのenterotoxin とcytotoxinの 検 出

下痢 で死亡 したウサギの盲腸内容物については,液

状 の 内 容 物 を採 取 し3,000rpm,15min遠 心 し上 清 を

C.D.Check.D-1 kit(三 菱 化 成)の ラ テ ッ ク ス凝 集

反 応 に よ りenterotoxinを 検 出 した。 遠 心 上 清 を さ ら

に10,000rpm,20min遠 心 し,そ の上 清 を フ ィ ル タ ー

(0.45μm)で 濾 過 し た 液 をcytotoxinのassayに 用

い,HeLaS3cellsの 細 胞 変 性 に よ っ て検 出 した 。 細

胞 を24-well plateに105 cellsず つ ま き10%fetal

bovine serum 含 有 のEagle's Minimum Essential

Mediumで37℃,24h,CO2 incubator中 で 培 養 した。

サ ンプ ル は10倍 希 釈 で10"4ま て希 釈 し各100μlず っ

を 細 胞 に 加 え,0.5m1のgrowth mediumで 培 養 し,

48h後 に 顕 微 鏡 で 観 察 し た。

C. difficileの 産 生 す るenterotoxinお よ びcytotox-

inの 検 出 は37℃,48h,cooked meat mediumで 培

養 し た培 養 濾 液 を用 い た。

3. C. difficileの 分 離 と同 定

Sulbactam・cefoperazone(SBT/CPZ)投 与 に よ っ

て 下 痢 死 亡 し た ウ サ ギ3検 体 の 盲 腸 の10cm区 間 を

両 端 結 紮 し取 り出 し,嫌 気 性 グ ロー プ ボ ッ ク ス 内 で 盲

腸 内 容 物 を 採 取 し た 。 嫌 気 条 件 下 で10倍 希 釈 で10-5

ま で 希 釈 し卵 黄 非 添 加 のCCFA培 地7)に て37℃ で3

日間 培 養 した 。 分 離 した 菌 株 は 生 化 学 性 状 と揮 発 性 脂

肪 酸 の 分 析 に よ り同 定 し た8)。 さ ら に,C. difficileに 特

異 的 なP-cresolを 検 出 す る た め にP-hydroxy phenyl

*東京都品川区上大崎2丁 目10-35
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acetic acid添 加CCFA培 地 で培養 した。 参照 菌株 と

してtype strainで あ るjapanCdlection of Micro-

organisms (JCM)1296を 使用 した。

4. 整 腸剤による下痢予防

動物は薬剤投与経験のない体重2,5kgの 雌 のウサ

ギで,1群13羽 ずつ使用 した。抗 生物質の投 与は,発

熱性物質試験 と同量(25mgSBT/ml/kg)のSBT/

CPZを 耳 静脈接種 した。整腸剤には新 ビオフェル ミン

S錠(武 田薬品)と ミヤ リサンA錠(ミ ヤ リサ ン)を

使用 し,そ れぞれ1.5錠/日/羽 および2錠/日/羽 を飼

料に混入 し投与した。なお,整 腸剤は抗生物質投与前

1週 間より投与を始め,そ の後10日 間観察 した。

II. 結 果

1985年8月 か ら1988年12月 までの発熱性物 質試

験に用いたウサギ1,608羽 の うち下痢死亡 したものは

902羽,56.1%で あ った。同一のウサギは繰 り返 して発

熱性物質試験に用いたが,最 終回に投与した抗生物質

が下痢 を引き起こ したと考えると,投与 した82種 の抗

生物質の うち60種,73.2%が 下痢の原因となった。

同期間内の抗生物質の系統別による下痢発症率およ

ひ 高 い 下痢 発 症 録 の 抗 生・物 質 をTable1に 示 した。 抗

生 物 質 の 系 別 に 比 較 す る とlincomycin系 が 最 も高 く

40.2%,次 い でcephem系 が21.5%,peniclllin系 で

19.8%で あ っ た 。 一 方,aminoglycoside系 で は2.5

%,そ の 他 で7.8%と 低 い 値 で あ っ た。 ま た,個 別 に 比

較 す る と化 学 構 造 中 にmethyltetrazd・thiomethyl基

を1,つcephem系 は 高 い 発 症 録 を 示 す 傾 向 が あ っ た。

特 に,SBT/CPZが 最 も 高 く65,1%で あ っ た.そ の他

cefmetazole(CMZ)49.7%,cefmlnox 39.3%が 高 い

値 を示 し た。

各 種 抗 生 物 質 投 与 ウ サ ギ の 盲 腸 内 容 物 に つ い てC,

D.Check.D-1 kitを 用 い てCd顔cile enterotoxin

の 検 出 を行 っ た と こ ろ 多種 の 抗 生 物 質 で 陽 性 反 応 がみ

ら れ た。Fig,1にC.D.Check.D4kitの 陽 性 例 と陰

性 例 を示 し た 。1番 はSBT/CPZ投 与 ウサ ギ の サ ンプ

ル で 陽 性 反 応 を示 し て い る。4番 はpiperacillin投 与 ウ

サ ギの サ ン プ ル で 陰 性 反 応 を示 し て い る。2,5番 は 陰

性 コ ン トロー ル,3,6番 は 陽 性 コ ン トロ ー ル で あ る。

Table2は 各 種 抗 生 物 質 に お け るenterotoxin陽 性率

を 示 し て い る。8種 類 で 陽 性 反 応 が み ら れ た が 特 に

Table1. Incidence of diarrhea in rabbits after antibiotic injection

* antibiotics having a methyltetrazol•Ethiomethyl group.

** the number in parentheses indicates the number of antibiotics tested for pyrogens
.
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Table2. Rate of C. D. Check. D-1 kit positive reactions

in diarrheic rabbits after antibiotic injection

antibiotics having a methyltetrazol• thiomethyl group.

Fig.1. Detection of enterotoxin with the C. D.
Check. D-1 kit. 1, positive reaction with SBT

/CPZ; 2 and 5, negative control; 3 and 6,

positive control; 4, negative reaction with
piperacillin.

SBT/CPZは36例 中34例(94.4%)が 陽性 を示 した。

その他のcephem系 お よびpenicillin系 抗生物質 でも

数は少ないが陽性 を示 し,そ のほ とんどが高い死亡率

を示すものであった(Table1)。 一方,CMZで は死亡

率は高いが(49.7%),27例 中陽性反応例がまった くみ

られなかった。

SBT/CPZ投 与 によって下痢 を起 こした3例 の ウサ

ギの盲腸内容物か らCd塀ciZrと 思 われる黄色R型

グラム陽性有芽胞桿菌 を3検 体全てか ら106～107/g

分離 した。分離した菌 とC. dificileのtype strainの

生化学性状をTable3に 示 した。両者 を比較すると分

離菌株はriboseを 分解 しない点が異なっていたが,そ

Fig.2. Gas chromatograms of CCFA agar

extracts
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Table3. Biochemical characleristies of iseolatad baderial strains

-:pH>6 .0, +:pH<5.5, W:pH 5.5～5.9, +w:+>60% W<40%
,

-:->60% W<40%
, W-:W>60% -<40%, A:acetic acid, B:butyric acid,

ic: iso-caproic acid, ib: iso-butyric acid, v: valeric acid
, iv: iso-valeric acid
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れ 以 外 の 性 状 に つ い て は 両 者 共にBegy's Manual of

Systematic Bacteriologyの 記 載 と(致 して い た.よ

たGAM semi-solid mediumか らの 揮 発 性 脂 肪 酸 を

ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 分 析 し た 結 果,両 者 と も

acetic acid, butyric acidを 多 量 に,iso-capreoic

acid,iso-butyric acid,valericacidお よ びiso vaser-

ic acidを 少 量 な が ら 産 生 し た 。 ま た,P-hydroxy

phenyl aceticacid添 加 のCCFA培 地 の ガ ス ク ロマ ト

グラ フ ィー に よ る分 析 を 行 っ た 結 果,各 和 揮 発 性 脂 肪

酸 の 他 にC. difficileに 特 異 的 に 産 生 さ れ るP-cresol9)

を少 量 なが ら両 者 て検 出 した 。 以 上の 事 か ら分 離 菌 株

をC.diff7cileと 同 定 した 。 さ らに,分 離 菌 株 はC.D.

Check.D-1 kitに よ るenterotoxinの 検 出 お よ び

HeLa S 3 cellsを 用 い たcytotoxinの 検 出 で い す れ も

陽性 で あ り毒 素 産 生 株 で あ っ た。

III. 考 察

ウ サ ギの 抗 生 物 質 起 因 性 下 痢 症 を 注 射 用 抗 生 物 質 の

種 類 別 に 調 べ る とlincomycin系,methyltetrazol・

thiomethyl基 を もつcephenn系 お よ び 一 部 のpenicil-

lin系 抗 生 物 質 に よ り高 率 に 起 こ る こ と が わ か っ た 。一

方,aminoglycoside系 抗 生 物 質 で は 下 痢 発 症 率 が 低 か

っ た。 こ の 下 痢 発 症 率 の 相 違 は こ れ ら の 抗 生 物 質 の 排

泄 経 路 の 相 違 と 関 係 し,lincomycin系 や 一 部 のce-

phem系 抗 生 物 質 の よ うに 胆 汁 排 泄 の 良 い もの で は 下

痢 発 症 率 が 一 般 に 高 く,aminoglycoside系 の よ うに 尿

路 排 泄 が 主 た る排 泄 経 路 の もの で は 下 痢 発 症 率 が 低 い

と考 え ら れ る。

近 年,C.D.Check.D-l kit はenterotoxin以 外 の

細 菌 由 来 の 蛋 白 質 と反 応 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い

るが10,11),C. difficileのenterotoxinに 関 連 し た 下痢

症 の ス ク リー ニ ン グの 一 つ と して 有 用 で あ る。 この キ

ッ トを使 用 し て 各 種 抗 生 物 質 に よ り引 き起 こ さ れ た 下

痢 症 に つ い て 検 索 した 結 果,SBT/CPZ投 与 ウ サ ギ下

痢 症 で は36例 中34例(94%)がC.D.Check.D-1kit

に陽 性 を示 した 。 そ して,最 も高 率 に 下 痢 症 を 引 き起

こ した 本 抗 生 物 質 を 投 与 ウ サ ギ の 盲 腸 内 容 物 よ り(こ

difficileを 分 離 同 定 した 。 こ の こ とは ウ サ ギ の 抗 生 物

質 起 因性C.D.Check.D-1 kit陽 性 下 痢 症 の 主 た る原

因 菌 がCdifficileで あ る こ と を 示 唆 し て い る。 しか

し,CMZの よ うに 高 率 に 下 痢 を 発 症 す る に も か か わ

らず,C.D.Check.D-1kitに 対 して 陽 性 反 応 を 示 さ

な い(27例 中0例,Table2)も の もあ り,本 菌 以 外

の 原 因 菌 の 存 在 も推 測 さ れ る。 ま た近 年,ウ サ ギ の 抗

生 物 質 起 因 性 下 痢 症 の 原 因 菌 と し てClostridintm

spiroforme12)が あ げ られ て い る が,SBT/CPZに よ る

下 痢 症 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 しか し,そ の 他 の 抗 生

物質による 下痢症について検索行 進める必要かあると

思われる、,

ヒ トにおいても抗生物 質の副作用 として大腸 炎が問

題 となるか,ウ サギを用いた発熱性物質試験 での抗生

物質投 与量 は体 重当たりヒト1日 投 与量 の2～3倍 の

投 与最であること,抗 生物質の代謝,排 泄 経路に動物

種差かあることなど,今 回の結 果からヒトに対す る副

作用の強 さを直接、1命ずることはできないと思われ 為、

特に,下 痢により死亡したウサギの解剖所見 でり病変か

盲腸に限局 していたか,ウ サギは消化性に対する盲腸

の割合が大きいのか特徴であり盲腸はウサギの消化吸

収に重要な働 きを持つことか知られている。 また,ウ

サギは盲腸内容物中の栄養素の可吸収の役割があると

言われている食糞の行動 をす るが,下 痢の発症により

食糞できなくなるこ とが考えられ,ウ サ ギにおいては

特に重症化すると思 われる。

また,整 腸剤の前投 与によるSBT/CPZ起 因性 下痢

症予防効果について検討した。その結果,ビ オフェル

ミンS錠 および ミヤ リサ ンA錠 の17日 間の経 口投与

によりコン トロール群での死亡率100%と 比較 してそ

れぞれ69.0%お よび762%と 若 干の死亡率の低下が

み られたが,充 分な予防はできなかった。 しか し,整

腸剤の予防効果については実験条件や飼料のビタ ミン

強化などの検討の余地があると思われ る。
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ANTIBIOTIC-INDUCED DIARRHEA OF RABBITS INTHEPYROGEN TEST

AND ISOLATION OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Yukiko Hara, Yoshiaki Nagaoka, Sakiko Takahashi and Satoshi Mizuno

Department of Antibiotics, National Institute of Health,

Kamiosaki 2-10-35,Shinagawaku, Tokyo 141, Japan

We examined the incidence of diarrhea in rabbits used in the pyrogen test for injectable antibiotics,

and isolatedClostridium difficile as a causative bacterium of this antibiotic-induced diarrhea. The
results are summarized as follows:

1) Diarrhea was most frequently induced by lincomycins, cephem antibiotics having a methyltetr-
azol thiomethyl group, and some penicillin antibiotics.

2) The cecum contents from diarrheic rabbits given sulbactam• cefoperazone, lincomycin,
latamoxef and sulbenicillin, reacted positively with the kit for C.difficile enterotoxin (C. D. Check.

D-1).
3) C.difficile was isolated from the cecum of rabbits injected with sulbactam• cefoperazone,

which caused the highest incidence of diarrhea, indicating that this bacterium is a major etiological
agent in antibiotic-induced diarrhea.


