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実 験 的 上 行 性 腎 盂 腎 炎 モ デ ル に お け るEnterococcus faecalisと

Proteus mirabilisと の 複 数 菌 感 染 と薬 剤 治 療 効 果 に つ い て

Enterococcus faecalisを 中心 とした解析

山 崎 浩 ・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 夫教授)

(平成2年9月19日 受付 ・平成3年4月18日 受理)

ヒ ト尿路 感 染症 よ り分離 され たEnterococcus faecalis(以 下E.faccalis)お よ びProteus

mirabilis(以 下P.mirabilis)を 用 いマ ウス行性腎 盂腎 炎 モデル を作製 し,こ れ ら複 数 菌感染

にお ける両菌 種 の病 原性 お よび抗 菌薬 の治療 効果 を検討 した。 その結果以 下の よ うな成績 を得

た。

(1)複 数 菌接 種 した場合 の経 日的腎 内生 菌数 はE.faecalisは 単 独接 種時 よ り少 な く,P.

mirabilisは 単独接 種時 よ り多 かっ た。 この成 績 よ り両 菌 によ る複 数菌感 染 にお いて はP.mir-

abilisの 病原 性が 優位 であ る こ とが示 され た。

(2)複 数菌 接種 後,enoxacin,ofloxacin,lomefloxacin,pipemidic acid,ampicillinの い

ずれ か を投 薬 しそ の腎内 生菌数 の推 移か ら治療 効果 を判 定 した。P.mirabilisの 除 菌効 果 をみ

る と,本 菌 単独 接 種時 と同等 の効 果 を得 るの に約2倍 の投 薬量 を要 し,複 数菌感 染 での治療 抵

抗 性 が示 され た。

(3)複 数菌接 種 モデ ルに おいてE.faecalisは,P.mirabilisに 比 し全般 に薬 剤 によ る除 菌

効 果 が悪 く,感 染 防御 能低 下 宿 主等 に お け る日和 見 感染 の 原因 菌 として の重 要性 が示 唆 され

た。

(4)両 菌 混合接 種 時の 腎病 理組 織学 的所 見 は一 般 にみ られ る非 特 異性 炎症 像 を示 すが,そ

の生菌 数 に比 例 して炎症 像 は増 強 してい た。

Key words:実 験 的上 行性 腎盂 腎炎,Enterococecus faecalis ,Proteus mirabilis,複 数 菌接種

グラム陽性連鎖球菌 の一種であ るEnterococcus faecalis

は,主 として ヒト腸管内に正常細菌叢 として常在 し,自 然

界に も広 く分布 している。

本菌 は,一 般的に用 いられる多 くの抗菌薬 に低感受性 で

あること,特 に使 用頻度の高 いセ フェム系薬剤に高度耐性

であることか ら,E.faecalisに よる感染症が年々増加傾 向

にある。

従来,本 菌 は敗血症,感 染性心内膜炎の起 炎菌 の一 つと

されていたが,最 近で は,泌 尿器科領域の複雑性尿路感染

症 において も高頻度に分離 されている。本菌は尿路 に基礎

疾患 を有 する複雑性尿路感染 の他に,担 癌状態,糖 尿病,

腎不全な どの全身性 易感染状態 の(生 体防 禦能の低 下 し

た)い わ ゆ るimmuno-compromised hostに おけ る尿 路

感染症で も見 られる。泌尿器科,他 科を問わず本菌が漸増

傾向にあることは,最 近の神戸大学医学部附属病院におけ

る尿路分離集計結果1)にお いて も示 されている。 また,E.

faecalisは グ ラム陰 性 桿 菌 との 複 数 菌 感 染 の一 翼 と して 分

離 され る こ とが 多 い こ とも知 られ て い る。E.faecalisの 全

身 感 染 に対 す る病 原 性 に つ い て の 基 礎 的 研 究 と し て は,

Guzeら 他2～5)の報 告 が 見 られ るか,尿 路 感 染 症 に つ い て

は若干 の報 告6,7,9)がみ られ るの み で,い ま だ充 分 検 討 され

て い な い。

一 方,Proteus mirabilisは グラ ム陰性 桿 菌の 中 で もい わ

ゆ るmajor GNRの 一 種 と して位 置 づ け られ て お り,そ の

尿 路 に対 す る病 原性 につ い て もす で に確 立 し た一 定 の 見解

が得 られ て い る10)。

今 回 著者 ら は,E.faecalisの 尿路 に対 す る病 原性 を臨 床

の病 態 に即 し検 討 す る 目的 で,尿 路 感 染 症 患 者尿 中 よ り分

離 され たE.faecalisお よびP.mirabilisの 単独 お よび両 菌

の複 数 菌接 種 に よ るマ ウスの 実験 的尿 路 感 染 症 モ デ ル を用

い て検 討 す る と共 に,薬 効 評 価 モ デ ル を作 成 し,こ れ ら単

独 菌 お よ び複 数菌 感 染 に対 す る各種 抗 菌 剤 の 治療 効 果 を検
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討 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.実 験 動 物:4週 齢 のJCL-ICR雌 性 マ ウ ス(日 本

ク レ ア)を1～2週 間 予備 飼 育 し,体 重23～27gに

な っ た もの を用 い た。 マ ウ ス 数 は 各 検 討 項 目 ご とに5

匹 ず つ と し た。

2.被 検 薬 剤:Enoxacin(ENX大 日 本 製 薬),

ofloxacin(OFLX第 一 製 薬),lomefloxacin(LFLX

塩 野 義 製 薬),pipemidic acid (PPA大 日 本 製 薬),

お よ びampicillin(ABPC明 治 製 薬)を 使 用 した 。

3.使 用 菌 株:尿 路 感 染 症 患 者 よ り 分 離 さ れ たE.

faecalis 16148お よ びP.mirahilis P 3003を 用 い た。

4.実 験 方 法

1)上 行 性 腎 盂 腎 炎 モ デ ル の作 製 お よ び感 染 の推 移

E.faecalis 16148お よ びP.mirabilis P 3003は

Tryptosoy brothで 所 定 濃 度 の 菌 液 に な る よ う希 釈

し,単 独 菌 接 種 の 場 合,E.faecalisで は,1×107,1×

106お よ び1×105CFU/mouseを 接 種,P.mirabilis

で は,1×106,1×105お よ び1×104CFU/mouse,複

数 菌 接 種 で はE.faecalis 1×106CFUとP.mirabilis

1×105CFU/mouseを 同 時 に経 尿 道 的 に 膀 胱 内 に0.1

ml注 入 し た。 注 入 は,ネ ン ブ タ ー ル(大 日 本 製 薬)

麻 酔 下 に 先 の 丸 い23ゲ ー ジ の注 射 針 と1mlの 注 射 筒

を 用 い行 っ た 。 菌 液 注 入 後,外 尿 道 口 を5時 間 ク ラ ン

プ す る こ と に よ り,上 行 性 腎 盂 腎 炎 を 作 成 し た。 な お

菌 接 種 前 に膀 胱 を腹 壁 上 よ り圧 迫,強 制 排 尿 さ せ,膀

胱 を空 虚 と し,接 種 後24時 間 は 絶 水 させ た 。 接 種 後,

3,7お よ び14日 目 に マ ウ ス を麻 酔 下 に 処 理 し,両 側

腎 を無 菌 的 に 摘 出 し た 。 摘 出 腎 に5mlの 生 理 食 塩 水

を 加 え て ホ モ ジ ナ イ ズ した も の を,生 理 食 塩 水 で 希 釈

し,そ の 希 釈 液 をCLED(Oxoid),DHL(栄 研)

お よ び バ イ ル エ ス ク リ ン寒 天 培 地(Difico)に マ イ ク

ロ ピペ ッ トで0.1ml正 確 に 入 れ,コ ン ラ ー ジ 棒 で 平

板 全 体 に 広 げ た 。 そ の 平 板 を37℃ で24時 間 培 養 後,

腎 当 りの 生 菌 数 を算 出 した 。 病 理 組 織 学 的 検 索 は,腎

を10%ホ ル マ リ ン で 固 定 後,パ ラ フ ィ ン 切 片,ヘ マ

トキ シ リ ン ・エ オ ジ ン染 色 標 本 を作 成 し,光 学 顕 微 鏡

に て 観 察 し た。E.faecalisに よ る上 行 性 腎 盂 炎 の 病 理

組 織 学 的 検 討 に つ い て は,著 者 らb)の 報 告 に詳 述 され

て い る の で 今 回 は省 略 し た 。

2)感 染 治 療 実 験

P.mirabilis単 独 菌 接 種(I)お よ びP.mirabilis

とE.faecalisの 複 数 菌 接 種(II)の2群 に 対 す る 薬

剤 治 療 効 果 を検 討 した 。 接 種 経 路 等 は前 記 実 験 と同 様

と し た 。(I)群 で はP.mirabilis 1×105CFU/mouse

単 独 菌 接 種,(II)群 で はP.mirabilis 1×105CFUと

E.faecelis 1,106CFU/mouseと を 同 時 接 種 し,菌 接

種24時 間 後 よ り1日2回5日 間,各 薬 剤 を 投 与 した。

感 染7日 目 に マウ スを 麻 酔 下に 処 理 し,両 側 腎 を無 菌

的 に 摘 出,上 述 と同 様 に 生 菌 数 を算 出 し た。 薬 効 は 腎

内 か ら の 菌 の 消 失 お よび減 少 率 か ら評 価 し,対 照 群 に

比 し 有意 に減 少 し た場 合 を 有 効 と し た。 な お 生 菌 数 は

原 則 と し て10を 底 と す る対 数 値 の 平均 値 で 表 わ し た。

な お,E.faccalis単 独 菌 接 種 群 で の 薬 剤 の 治 療 効 果 に

つ い て は,す で に 箸 者 ら に よ り報 告 さ れ て お り 考察 で

は そ の 成 績 を 引 用 し た。

ま た,(I)(II)両 群 と も に 賢 の 肉 眼 的 お よ び病 理

組 織 学 的 所 見 を検 索 し た 。

II.結 果

1.上 行 性 腎 盂 腎 炎 モ デ ル に お け る 腎 内 菌 放 の 変 化

1)E.faecalis,P.mirabilis単 独 お よび 複 数 菌接 種

時 の 生 菌 数

a)P.mirabilis単 独 菌 接 種(Fig.1)

P.mirabilis 1×106,105お よ び104CFU/mouse単

独 菌 接 種 時 の そ れ ぞ れ の 経 日 的 平 均 腎 内 生 菌 数 は,

1×106CFU/mouse接 種 で は3日 目 で8.4(対 数 値),

7日 目 で7.4,14日 目 で6.2と 感 染 が 成 立 し,10～

20%の マ ウ ス に 感 染 死 が み ら れ た。1×105CFU/

mouse接 種 で は,3日 目 で4.9,7日 目 で4.2,14日

目 で3.2と 時 間 の 経 過 と共 に 生 菌 数 に 漸 減 傾 向 が 認 め

ら れ た が,す べ て の マ ウ ス で,3.0以 上 の 有 意 菌 数 が

検 出 され た 。1×104CFU/mouse接 種 で は,3お よ び

7口 目 で 有 意 菌 数 が 回 収 され て い るが,14日 目 は 全 マ

ウ ス で 測 定 限 界 以 下 に な り,感 染 の 自 然 消 退 が 観 察 さ

れ た 。

b)E.faecalis単 独 菌 接 種(Fig.2)

E.faecalis 1×101,106お よ び105CFU/mouse単 独

接 種 時 の 腎 内 生 菌 数 は,1×107CFU/mouse接 種 で は

接 種 後3日 目 で6.9(対 数 値),7日 目 で8.5,14日 目

で4.8と な り,7日 目 に 最 高 値 を 示 し た 。1×106

CFU/mouse接 種 で は.3,7お よ び14日 目 で の 腎 内

生 菌 数 は そ れ ぞ れ6.6,7.0お よ び5.4と い ず れ の 測

定 日 に お い て も有 意 の 生 菌 数 が 回 収 さ れ た。1×105

CFU/mouse接 種 時 に は,3,7お よ び14日 目 で は そ

れ ぞ れ5.7,4.6お よ び4.1と な り経 日 的 に 漸 減 傾 向

を 示 した 。

c)E.faecalis,P.mirabilis複 数 菌 接 種(Fig .3)

P.mirabilis 1×105CFU/mouseとE .faecalis 1×

106CFU/mouse同 時 接 種 後 の 両 菌 の 腎 内 生 菌 数 は
,

E.faecalisで は,3日 目5 .5,7日 目5.6 ,14日 目4.3

と全 般 に単 独 菌 接 種 時 に比 し菌 数 が 少 な く,か つ,14

日 目 で 減 少 が 認 め ら れ る の に 対 し て,P .mirabilisで
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は,3,7お よ び14日 に そ れ ぞ れ,6.0,6 .6お よ び

6.0と,単 独菌 接種 時 に比 し菌 数 が明 らか に多 くか つ

遷 延 す る傾 向 が認 め られ た。 本成 績 は,両 菌 に よる複

Fig. 1. Viable bacterial count in kidneys of mice

inoculated with Proteus mirabilis P-3003.

数 菌感 染 で は,P.mirabilisの 病 原性 が優 位 であ る こ

とを示唆 して い る。

2)病 理 組織 学的所 見

Fig. 2. Viable bacterial count in kidneys of mice
inoculated with Enterococcus faecalis 16148 .

Fig. 3. Viable bacterial count in kidneys of mice inoculated with
Enterococcus faecalis 16148 and Proteus mirabilis P-3003.
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a)P.mirabilis単 独菌接 種

P.mirabilis 1×105CFU/mouse単 独接種 後7日 目

の腎(Fig.4-1)は 肉 眼的 に退色 し,組 織 学 的(Fig.

4-2)に は腎 の皮 質 お よび髄 質部 に好 中 球 の浸 潤 お よ

び広範 な尿細 管 の変性 を認 めた。

b)E.faecalisお よびP.mirabilis複 数菌接 種P.

mirabilis 1×105CFU/mouseお よびE.faecalis 16148

1×106CFU/mouse複 数 菌 接 種7日 目 の 腎(Fig.5-

1)表 面 に は肉眼 的 に多数 の小膿 瘍 が認 め られ る。組

織 学 的(Fig.5-2)に 腎 の皮 質 お よび髄 質 部 に好 中球

の浸潤,出 血,尿 細 管 の変性 が広範 囲 に認 め られ た。

2.感 染治 療実験

1)P.mirabilis-P 3003 1×105CFU/mouse単 独

菌接種 時 の実験 的上行性 腎盂 腎炎 に対 す る各種薬 剤 の

治療効 果

Fig. 4-1. Necropsy findings of an untreated

mouse killed 7 days after inoculation with

Proteus mirabilis P-3003 (1•~105CFU/mouse).

Fig. 4-2. Histopathological findings of an

untreated mouse killed 7 days after inocula-

tion with Proteus mirabilis P-3003 (1•~105

CFU/mouse). (H.E.•~150)

a)ENX(MIC:0,39μg/ml)(Fig.6-a)

P.mirabilis単 独 菌感 染 にお け る無治 療 コ ン トロー

ル群 の 腎内生 菌 数5.5に 対 し,ENX 50mg/kg(1回

投与量として)投 与群では,全 てのマウスで菌陰性化

し,25mg/kgで も有 意 な 減 少 が 得 ら れ た が,12.5

mg/kgに おい て は減 少が み られ なか った。

b)OFLX(MIC:0.20μg/ml)(Fig.6-b)

OFLX 50mg/kg投 与群 で は,す べ ての マ ウス で菌

陰 性 化 し,25お よび12.5mg/kg投 与 群 に お い て も

有 意 に生菌数 が減 少 して いた。

c)LFLX(MIC:0.39μg/ml)(Fig.6-c)

LFLX 50mg/kgお よ び25mg/kg投 与 に お い て,

腎 内生 菌数 の有 意 の減 少 が 認 め られ た が,12.5mg/

Fig. 5-1. Necropsy findings of a non-treated

mouse killed 7 days after inoculation with

Enterococcus faecalis 16148 and Proteus mir-

abllis P-3003 (1•~106CFU/mouse) (1•~105

CFU/mouse).

Fig. 5-2. Histopathological findings of a non-

treated mouse killed 7 days after inoculation

with Enterococcus faecalis 16148 and Proteus

mirabilis P -3003 (1•~106CFU/mouse) (1•~

105CFU/mouse) (H.E.•~150)
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(a) (b) (c)

(d) (e)

drug dose
*P<0 .05

**P<0.01
vs Control

Fig. 6. Viable bacterial count in kidneys of mice 7 days after inoculation with Protots mirabilis

P-3003.

kg投 与 で は減 少 を認 め な か っ た 。

d)PPA(MIC:3.13μg/ml)(Fig.6-d)

PPA 100お よ び50mg/kg投 与 群 に お い て 有 意 の

生 菌 数 の 減 少 が 認 め ら れ た が,25mg/kg投 与 に お い

て は生 菌 数 の 減 少 を認 め な か っ た 。

e)ABPC(MIC:1.56μg/ml)(Fig.6-e)

ABPC 100お よ び50mg/kg投 与 に お い て 有 意 の 生

菌 数 の 減 少 が 認 め られ た が,25mg/kg投 与 に お い て

は 生 菌 数 の減 少 を 認 め な か っ た。

2)E.faecalis,P.mirabilis複 数 菌 接 種 時 の 両 菌 に

対 す る 各 種 薬 剤 の 治 療 効 果 。

a)ENX(Fig.7-a)

E.faecalisの 平 均 腎 内 生 菌 数 は無 治療 コ ン トロー ル

群 の7.3に 対 し,ENX 100,50お よ び25mg/kg投 与

群 で そ れ ぞ れ,3.5,4.0お よ び5.6で あ り,い ず れ の

投 与 群 に お い て も有 意 の 生 菌 数 の 減 少 を 認 め た 。P.

mirabilisは コ ン ト ロ ー ル 群 の 生 菌 数7.3に 対 し,

100,50お よ び25mg/kg投 与 群 で は,そ れ ぞ れ100,

60,20%の マ ウ ス で,菌 陰 性 化 し,50お よ び25mg/

kg投 与 で の 平 均 生 菌 数 は,そ れ ぞ れ3.4,4.3と な

り,コ ン トロ ー ル 群 に 比 し有 意 に 減 少 し て い た。

b)OFLX(Fig.7-b)

E.faecalisの 腎 内 生 菌 数 はOFLX 100お よ び50

mg/kg投 与 で そ れ ぞ れ3.8,4.1で あ り,コ ン トロ ー

ル 群 に比 し有 意 に 減 少 し た が,25mg/kg投 与 で 有 意

な生 菌 数 の 減 少 は認 め ら れ な か っ た。

P mirabilisで は,100,50お よ び25mg/kg投 与

群 に お い て,そ れ ぞ れ100,60,60%の マ ウ ス で,菌

陰 性 化 が み ら れ た 。50お よ び25mg/kg投 与 群 で の

平 均 生 菌 に お い て も そ れ ぞ れ3.3,3.1と 有 意 や 減 少

を認 め た。

c)LFLX(Fig.7-c)

E.faecalisの 腎 内 生 菌 数 は,100,50お よ び25mg/

kg投 与 群 で そ れ ぞ れ4.5,5.7お よ び6.9で あ り,

100お よ び50mg/kg投 与 群 で は コ ン トロ ー ル 群 に 比

し,有 意 な 生 菌 数 の 減 少 が 認 め られ た 。P.mirabilis

で は100,50お よ び25mg/kg投 与 群 で は,生 菌 数 は

そ れ ぞ れ3.2,3.1お よ び3.4で あ り,有 意 に 菌 数 が
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(a) (b) (c)

(d) (e)

drug dose

* P<0.05
**P<0

.01
vs Control

Fig. 7. Viable bacterial count in kidneys of mice 7 days after inoculation with Enterococcus faecalis

16148 and Proteus mirabilis P-3003.

Monomicrobial infection (P. mirabilis alone) Polyrnicrobial infection (P. mirahilis and E. faecalis)

*P<0
.05 **P<0.01 vs Control

Fig. 8. Effect of antibacterial agents against experimental urinary tract infection with
Enterococcus faecalis 16148 and Proteus mirabilis P-3003 in mice.
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減少 し,い ずれ の投与 群 にお いて も菌陰性 例 が認 め ら

れ た。

d)PPA(Fig.7-d)

E.faecalisに つ い て は,PPA 100、50お よ び25

mg/kg投 与 群 の いず れ にお い て も明 らか な菌 数 の減

少 は得 られ な か っ た。P.mirabilisで は,100,50お

よ び25mg/kg投 与 群 で の生 菌 数 の平 均 は そ れ ぞ れ

3.9,4.6お よ び62で あ り,100mg/kg投 与 群 で 有

意 の生菌 数 の減 少 を認 めた。

e)ABPC(Fig.7-e)

E.faecalisの 腎 内生 菌数 は,ABPC 100お よ び50

mg/kg投 与 群 で それ ぞ れ4.6お よび4.8で あ り,有

Fig. 9-1. Necropsy findings of an ampicillin 100

mg/kg treated mouse killed 7 days after inoc-

ulation with Enterococcus faecalis 16148 and

Proteus mirabilis P-3003 (1•~106CFU/mouse)

(1•~105CFU/mouse)

Fig. 9-2. Histopathological findings of an

ampicillin 100mg/kg treated mouse killed 7

days after inoculation with Enterococcus

faecalis 16148 and Proteus mimabilis P-3003

(1•~106CFU/mouse) (1•~105CFU/mouse).

(H.E.•~150)

意 の減 少が 得 られ たが,25mg/kgで は減 少 を認 め な

か った。P.mirabilisで は,い ず れ の投与 量 にお いて

も有 意 な菌 数減 少 を認 めなか った。

f)複 数 菌感 染腎盂 腎炎 モ デル に対 す る5薬 剤 の薬

効(Fig.8)

P.mirabilisとE.faecalisの 複 数菌 接種 モ デル にお

いて,ENXお よびOFLXは 両 菌 に対 し優 れ た除 菌

お よび菌減 少効 果 を示 したが,P.mirabilis単 独 菌感

染 と同 じ治 療効 果 を得 るに は約2倍 の投与量 が必 要 で

ある こ とが明 らか にな った。 これ ら薬 剤 の低 用量 投与

群 で は,E.faecalisが 残存 し,日 和見感 染菌 として存

続 しやす い可能性 が示 唆 され た。

Fig. 10-1. Necropsy findings of an enoxacin 50

mg/kg treated mouse killed 7 days after inoc-

ulation with Enterococcus faecalis 16148 and

Proteus mirabilis P-3003 (1•~106CFU/mouse)

(1•~105CFU/mouse).

Fig. 10-2. Histopathological findings of an enox-

acin 50 mg/kg treated mouse killed 7 days

after inoculation with Enterococcus faecalis

16148 and Proteus mirabilis P-3003 (1•~106

CFU/mouse) (1•~105 CFU/mouse). (H.

E.•~150)
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PPAはE.facealisに,ABPCで はP.mirabilisに

無効 であ った。

3)E .faecalis,P.mirabilis複 数 菌接 種時 の感 染冶

療実験 におけ る7日 目の病理 組織 学的所 見。

治療 実験 で の薬剤別 病理組 織学 的所 見に特 徴 は認 め

な か った ので,代 表 例 と して無効 で あ ったABPC投

与例(a),有 効 てあ ったENX投 与例(b)を 小 す。

a)ABPC 100mg/kg投 与マ ウス

肉 眼的 に腎表 面 に膿 瘍 を認 め(Fig.9-1)菌 回収 成

績 で も両 菌 と も陽性 で あ った。組 織 学 的(Fig.9-2)

に腎 盂粘膜 部,髄 質部 に好 中球 の浸潤 が広範 囲 にみ ら

れ,腎 乳頭 部 に も高度 の好 中球 の浸潤 と尿細 管の変性

を認 め た。

b)ENX 50mg/kg投 与 マウ ス

肉 眼 的(Fig.10-1)お よび 組 織 学 的(Fig.10-2)

に正 常腎 の形態 を示 し,薬 剤投与 に よ り治癒 した もの

と考 える。

III.考 察

今回の複 数菌接 種実 験 の複 数菌 の組 み合わ せ と して

は,E.faecalisとP.mirabilisを 用 いたが,冒 頭 で述

べ た ように後者 につ いて は尿 路へ の病原 菌 として の評

価 が一定 して い るのに対 し,前 者 で はその尿路 に対 す

る病 原 的 意 義 に 未 解 決 の 点 も多 い こ と か ら,E.

faecalisを 中心 に成績 を解析 し,以 下 に考 察 を加 えて

み たい。

E.faecalisは 腸 内 常 在 菌 の一 種 で,元 来 心 内膜 炎

等11～13)での 分離 が報 告 され て い たが,ヒ トの 各臓 器

に対 しては感染 力が弱 く,弱 毒菌 の一種 と言われ て き

た。近 年,尿 路感 染症 に おいて本 菌分離頻 度 の増加 が

多施 設で報 告 され て きて い る1,9,13,14)。この ことに は臨

床上頻 繁 に使用 され てい るセ フェム系抗 生剤 に本菌 が

非感 受性 であ る こ とが要因 とされ,ま た分離形 態 とし

て本菌 が主 と して グラム陰性 桿菌 との複 数菌感 染 にお

い て多 く分離 され る こ とが 指摘 され て い る16)。金子

ら8)の集 計 で は,E.faecalisの 分離 され た もの の うち

複 数 菌感 染 は泌尿 器 科 で35.7%,他 科 で63.1%で あ

り,泌 尿 器 科,他 科 とも複 数菌感 染 にお ける同時分離

菌 として はグ ラム 陰性 桿 菌 が78.8%と 多 くみ られ た

こ とが 報 告 され て い る。 この 点,松 本 ら17)はEnter-

ococcus分 離 時,複 数 菌感染 で あ っ た もの は122株 中

63株 であ り,後 者 で の同 時分 離菌 は82株 中 グ ラム陰

性 菌 が 多 くを しめ た と報 告 して い る。一 方 公 文 ら18)

はE.faecalis分 離 の尿 路 感染 症 の うち33.3%が 複 数

菌感 染 であ っ た としてお り,そ の同時分 離菌 として は

E.coli,P.aeruginosaが 多か っ た としてい る。

い ま まで に,動 物 で のE.faecalisの 尿 路 へ の 病 原

性 につ き単独接種 によ り検 討 され た成 績 と して は,ラ

ッ トを用 い た もの と してKalmansonら9),金 子 ら7)

の 報告 が あ り,マ ウ ス にお け る もの と し て は,著 者

ら6)の 報告が み られ る。 それ らに よる と本 菌 は単独 で

も腎 盂腎 炎を惹起 し,そ の感 染 は遷 延 して持続 する こ

とが示 され てい る。 特 に 著者 ら6)は,E.faecalis単 独

接種 の マ ウス腎 への病 原性 お よび薬 剤治療 効 果 を検 討

し,健 常 マウ スで も感 染 を惹起 す る菌判 が多 く,病 理

学 的 に非 特 異性 炎症 像 を 星 し,慢 牲 化傾 向 を示 す こ

と,ま た本 菌 は糖尿 病 マ ウスで は健常 マ ウス に比 し強

い病 原性 を示 す こ とを明 らかに して い る。 また,こ れ

ら上 行性 腎 盂腎炎 の実験 系 すなわ ちE.faecalis 16148

1/106CFU/mouse単 独接 種 モデル を用 い た各種 薬 剤

の感 染 治療 効 果(ED50)はENX(MIC 6.25μg/ml)

は,48.7mg/kg,OFLX (MIC 3.0μg/ml)は45.8

mg/kg,LFLX(MIC 6.2μg/ml)は84.3mg/kg,

PPA(MIC>100μg/ml)は>100mg/kg,ABPC

(MIC 1.56μg/ml)は71.3mg/kgとOFLX,ENX,

LFLX,ABPCの 順 で す ぐれて い た。

E.faecalisの 病 原 因子 とし て は本 菌の 菌 力 と溶 血

性,SDD活 性,カ タラー ゼ活性 お よ び プ ロテ ア ー ゼ

活性 との関 係 を検 討 した宮崎 らの報 告19～22)による と,

β溶 血株 の菌 力が,非 溶 血株 の それ に比 し明 らか に強

く,SDD活 性 そ の他 の菌 力 との間 に明 らか な関 係 は

認 め られ ない こ とが示 され て い る。

さて,E.faecalisと 他菌 との複 数 菌接種 感 染 モデ ル

と して は,本 邦 で は全身感 染 モデ ル として腹腔 内菌接

種実験 でE.coli,K.pneumoniae,P.aeruginosaと の

組 み合 わ せ で の検 討 が小 川 ら20)に よ り行 わ れ,い ず

れ の組 み 合 わせ にお い て もE.faecalisの 溶血 株 で は

非溶 血株 に比 し生残 マ ウス数が 少 な く感染 力 が強 い こ

とが上記 宮崎 らの報 告 と関 連 して,示 唆 され て い る。

さ らに小川 ら20)宮崎 ら19)は,E.faecalis溶 血 株 とE.

coliの 複 数菌接 種 モ デルに おい てマ ウス の血 中か ら回

収 され るE.coliの 菌 数 が 単 独接 種 時 に比 し増 加 し,

マ ウス死亡 率 も 上昇 す る ことを報告 してお り,こ の よ

うに複 数 菌接 種 した場 合 に溶 血性 のE.faecalisが 相

互 の菌 力 を増強 せ しめ るメ カニ ズムが好 中球 の殺 菌能

障害 に ある こ とを別 の実験 で立 証 してい る。

尿路 感染 モ デル としての複数 菌 接種 は金子 ら7)が ラ

ッ トを用 い た上 行性 腎盂 腎 炎 モ デル でE.faecalisと

P.mirabilisと の複 数菌接 種後3日 目か らlatamoxef

(LMOX)を5日 間投 与 す る治療 実験 に おい て,14日

目の腎病理 組織 所見 か ら治療後 も無治療 群 と同程度 に

70.8%の マ ウスで腎 盂 腎炎が認 め られ た として いる。
一 方

,欧 米 で の複 数菌 接種 実験 と して はFryら24)
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が マ ウ ス皮 下膿 瘍 モ デ ル にお い て,E.faecalisとE.

coliの 複 数菌 接 種 に よ り,そ れ ぞれの単 独菌 接種 時 に

比 し膿 瘍 が増 大 した として い る。E.faecalisと 嫌気性

菌 の複数 菌 接 種 実 験 と して はBrook25)の マ ウ ス皮 下

膿 瘍 モ デル の報 告 が あ り,Bacteroides fragilisを は じ

め とす る11菌 種嫌 気性 菌 とE.faecalisと の組 み合 わ

せ の うち7菌 種 との 混 合接 種 に お い てE.faecalisの

菌数 が有 意 に増加 した と して い る。 これ らの成 績 か ら

もE.faecalisは 動物 へ の混 合接 種 実 験 に お い て他菌

と共 存 して増 殖 す る性 質 の ある こ とが うかが え る。

複 数 菌 感 染 の モ デ ル実 験 につ い て は,五 島 ら26)の

指摘 にあ る ように(1)菌の組 み合 わせ,(2)菌 種 と菌数 の

組 み合 わせ(3)感染 死 の原 因菌検 索 お よび(4)菌相 互 の生

態 的相互 関係 す なわ ち共存 す る場合 どち らが優 位 か と

い う ことが 重要 となる。 この うち,菌 の組 み合 わせ と

い う問題 につ いて は,今 回の実 験 に用 いた2菌 種 で は

前 述 した よ う にE.faecalisが 弱毒 菌 とい え る の に対

し,P.mirabilisは 比 較 的感 染力 の強 い と して位 置 づ

け る ことがで きる。 臨床 の場 で,こ れ ら2菌 種 の組 み

合 わ せが尿 路感染 症 か ら分 離 され る頻 度 は,金 子7)ら

に よ る とE.faecalisが 関 与 す る複 数 菌 感 染 の う ち約

5%と され てい る。 この頻 度 は松 本17)ら の臨 床 報告 で

もほぼ同様 とな って いる。金 子 ら7)に よる と,尿 路 感

染症 で はE.faecalisとE.coliの 組 み合 わせが,22%

と頻 度 が 高 い。 これ ら臨 床 的 背 景 を勘 案 した場 合,

E.faecalisとE.coliの 組 み合 わせ が まず最 も重要 と

考 え られ るが,全 身感染 を主体 として,そ の解 析 は上

述 の ように諸家 に よ りすで に行 わ れて い るこ と,同 様

の組 み合 わせ と して次 にあ げ られ るE.faecalisとP.

mirabilisに つ い て は上 述 の よ うに金 子 ら7)が ラ ッ ト

で検討 を加 えて いるが尿路 感染 モ デル として は よ り普

遍 的 な実験 系 と考 え られ るマ ウス での追試 が望 まれ る

ことか ら,今 回 この後 者 の組 み合 わ せ を選択 し検討 を

加 え た。 そ の結 果,複 数 菌 接 種 後 の 回 収 菌 数(対 数

値)は,E.faecalisで は3日 目 で5.5,7日 目で5.6,

14日 目 で4.3,P.mirabilisで は3日 目6.0,7日 目

6.6,14日 目6.0を 示 し単独 接種 時 の それ らに比 し,

E.faecalな で は低 値 を,P.mirabilisで は高値 であ っ

た。 この こ とは,E.faecalisとP.miramisの 複 数菌

に よる腎盂 腎炎 で はP.mirabilisが 優 位 の感 染菌 とな

る可能性 を示 唆 して い る。 特 に,P.mirabilisで は14

日目 におい て も腎 内生 菌数 が多 く,感 染の遷 延 とと も

に病 巣内 で主 た る起 炎 菌 として の役割 を もつ こ とが推

定 され る。P.mirabilisはProteus属 の 中 で は感 染 力

の強 い菌 とされ,し ば しば尿路 に基礎疾 患 のな い単純

性 尿路 感 染症 か ら も分 離 され,そ の尿 路上 皮付 着 は,

E.faecalisと 競 合 した場 合に は優 位 であ る と 考え られ

て いる23)。今回 の成績 で はP mirabilisの 回収 菌数 は

E.faecalisと の複 数菌 接種 時 の方が,そ の単 独の場 合

よ り明 らかに 多 く,E.faecalisの 有在 がP.mirabilis

の病 原性 を増幅 して い る可能 性 も示唆 され,こ の こ と

は前 述 した全 身 感 染 モ デル19,20)にお け るE.faecalis

とE.coliの 複 数 菌接 種 での成 績 と類似 して い るが,

今 回の実験 に用 い た菌株 の溶 血性 な とに ついて今 後 さ

らに検 討 すべ きと思 われ る。 なお,こ れ ら2菌 種 の複

数 菌接種 に よ り腎 に形 成 され た膿 瘍 の中 に両 菌 が混在

す るか否 かに つい て,寒 天培 地 に摘出感 染 腎の割 面 を

スタ ンプ し培養後 の コ ロニー を検 討 したが,そ れぞれ

の膿 瘍部 か ら両菌の コ ロニーが認 め られ,そ れ ら膿 瘍

は両 菌の複 数菌感 染 として出現 して い るもの と判 断 さ

れ た。

治療 実験 に つ いて は,P.mirabilis単 独 接種 モ デル

にお ける抗 菌薬 治療効 果 は,ENX,OFLX,PPA,

ABPC,LFLXと も,そ れ ぞ れ のMICに 見 合 っ た成

績 を示 した。 これ に対 し,P.mirabilisとE.faecalis

の 複 数 菌接 種 モ デ ル で はP.mirabilisの 除 菌 効 果 か

らみ る と,上 記 単独接 種時 と同等 の効果 を得 るのに ほ

ぼ倍 量の投 薬 を要 した こ とか ら,複 数 菌感染 で は起 炎

菌 の治療抵 抗性 が増強 す る ことを示 してい る。複 数菌

感染 で はE.faecalisはP.mirabilisに 比 し全 般 に除菌

効 果 が や や悪 く,こ れ はMICが 高 い こ と に も よ る

が,本 実験 系 の無 治療 コン トロールで は両菌 と もに回

収菌 数 の対 数値 の平 均 が7.3と 同 等 で あ るの に対 し,

治療 後 はE.faecalisが 残 存 す る傾 向 に あ り,い わ ゆ

る感染 防御 能低下 宿主 に おけ る日和見感 染菌 と して の

E.faecalisの 特徴 が表 れ てい る もの と考 え られ る。

以上 の 腎内生 菌数 に よる成 績 は,病 理 組織 学的 所見

と もよ く一 致 してお り,除 菌 され て い るもので は腎組

織所見 もほぼ正常 で あ るのに対 し,有 意 菌数 が 回収 さ

れ た もの で は,肉 眼的 に は膿 瘍が,組 織 学的 には炎症

細 胞 の浸潤 を認 め た。

今 回著者 らの作 成 した上行 性腎 感染症 モ デル にお け

る腎 での菌増 殖 につ いて は,そ の複数 菌接種 後 の経 日

的 な 回 収 菌 数 か らみ た 限 り,P.mirabilis優 位 で あ

り,5日 間 の抗 菌薬 治療 後 にP.mirabilisが 除 菌 また

は減 少 して もE.faecalisが 残 存 す る傾 向 を 認 め た。

この ことにつ いて は,今 回 の被検 薬 のなか の キ ノロ ン

剤 にP.mirabilisは 高度 感受性 でE.faecalisは 中等度

感 受性 で あっ た ことが 一因 と考 え てい る。Cephem剤

で は この両菌 種 に対 す る感 受性 の差 は さ らに大 き く,

E.faecalisに ほ とん どが耐性 で あ る ことか ら臨床 的 に

はE.faecalisが 高率 に残存 す る可 能性 が本 成 績 よ り
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推 測 され た。

また この 実験結 果 は 上述 の金子 らの ラッ トで の実験

成 績 とよ く一 致 す る もの とい える。

E.faecalisの 病 原 性や臨床 像 につ いて,松 本 ら16)は

本菌単 独感 染 の75%で 膿 尿 を認 めた と報 告 して い る。

一方 で は他 方 の グラム陰性 桿 菌が消失 し本菌が残 存 し

た場 合,症 状 の軽快 す る ことが 多い とす る報告 もあ り

その評 価 が 一 定 して い な い。公 文18)ら はE.faecalis

分離 の尿路 感染 症 の臨床的 解析 結果 か ら,本 菌 の尿路

へ の定着性,病 原性 は低 く,複 数菌感 染例 に おいて も

本 菌 に対 す る感 受性 薬剤 をあ えて併 用す る必 要 はな い

と述 べ てい る。

一 方
,臨 床 的 には尿路感 染症 に対 す る抗 菌薬療 法後

の出現 細 菌 と してE.faecalisの 多 い こ とが報 告 され

てい る27)。ただ し この よ うに残 存 した り,交 代 菌 と し

て出現 しや すい とい う こと と,病 原性 は,必 ず し も平

行 しない とい う意 見 も多 く,selectionに よ るminor

な菌 種 のE.faecalお の 単 な る表在 化 と解釈 す る もの

もあ る18)。尿路 感 染 の臨 床 に お いて は本 菌 のMICが

高 くて も除菌 され る こと もあ り,著 者 らの経 験28)で

も,カ テ ー テル留 置 の難 治性 と考 え られ る複雑性 尿路

感 染 症28例 にceftazidime(CAZ)を 単 剤 投 与 した

とこ ろ,投 与 開始 前 のE.faecalis 4株 は投薬5日 目で

全 株 除 菌 され て お り,MICを 測 定 し た3株 中2株

が>100μg/ml以 上 で あ った。 しか も4株 中3株 は複

数菌感 染例 か ら分離 され てお り他 菌 の消失 と一致 して

除菌 され て いる。

E.faecalisの 尿 中分 離 頻 度 の上 昇 が いわ ゆ る第2,

第3世 代 といわれ るcephem剤 の登場 と機 を一 に して

いる こ と1,4)は事 実 で あ り,本 菌 が 弱 毒菌 とはい え実

験的糖 尿病 マ ウス で比 較 的強 い病原性 が報 告 され て い

る こ と6),無 処 置 ラ ッ ト腎 に対 し単独 で は明 らか な病

原性 は示 さないがcyclophosphamide前 処 置群 で は単

独接 種 で腎盂 腎炎 の発 生 を み,P.mirabilisと の混合

接種 を行 っ た場 合 に はLMOXに よる治療 後 もE.fae-

calisが 高 頻 度 に残 存 し回収 され る こ と7)な ど過 去 の

報告 を勘 案 して今 回 の実験 成績 をみ た場 合,immuno

compromized hostあ るい は尿路 局所 に易感 染性 の条

件 があ る場 合 に は,E.faecalisは 他 菌 との複数 菌感染

あるい は治療 後 の交代菌 と して難 治性 の尿 路感 染 をひ

きお こす可能性 が 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61回 日本 化 学療 法 学会 西 日

本支 部 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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BASIC STUDIES ON THE PATHOGENICITY OF ENTEROCOCCUS

FAECALIS: POLYMICROBIAL INFECTION WITH

ENTEROCOCCUS FAECALIS AND PROM'S

MIRABILIS IN EXPERIMENTAL ASCENDING

PYELONEPHRITIS MODELS

Hiroshi Yamasaki, Soichi Arakawa and Sadao Kamidono

Department of Urology (Director: Prof. S. Kamidono), School of Medicine,

Kobe University, 7-5-1 Kusunoki-cho, Chuo-ku, Kobe 650, Japan

We assessed the pathogenicity of Enterococcss faecalis and Proteus mirabilis and the in vivo activity
of antimicrobial agents against these organisms by ascending urinary tract infection models in mice.
The organisms assessed were E. faecalis-16148 and P. mirabilis-P 3003 clinically isolated from in-

patients with complicated urinary tract infections. The results were as follows.
(1) The number of viable bacteria in the kidney of polymicrobial infection models using these

two organisms was smaller for E. faecalis and larger for P. mirabilis than in monomicrobial infec-
tions. This suggests that in combined E. faecalis and P. mirabilis infections, P. mirabilis is more

prominent than E. faecalis.
(2) The efficacy of antimicrobial agents (enoxacin, ofloxacin, lomefloxacin, pipemidic acid,

ampicillin) was assessed by checking the number of viable bacteria in the kidney in combined E.

faecalis and P. mirabilis infections. To eradicate P. mirabilis in polymicrobial infection models
required twice the dose of each drug necessary in monomicrobial infection. The results suggest that
P. mirabilis is more resistant in poymicrobial than in monomicrobial infection.

(3) In combined infections, E. faecalis was more effectively eradicated by the drugs tested than
was P. mirabilis , reflecting the characteristics of E. faecalis as a cause of opportunistic infections.

(4) In combined infections, histopathological investigation showed nonspecific inflammation in

parallel to the number of viable cells in kidneys, as in monomicrobial infection.


