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腸管出血性大腸菌0-157にin vitroで 抗菌薬を作用させた場合の殺菌作用 とverotoXtnの 遊離量を検

討した。臨床由来の腸管出血性大腸菌O-157:H7型 株に対する抗菌薬の好気条件下における抗菌力は,

norfioxacin(NFLX)が もっとも優れ,fosfomyein(FOM),ampicillin(ABPC),chloramphenicol

(CP)お よびkanamycin(KM)が,ほ ぼ同等の抗菌力 を示 した。FOMの 抗菌力は,好 気条件下の時

に比べ,嫌 気条件下では16倍 増強されNFLXの それとほぼ同等であった。 しか し,KMの 抗菌力は嫌

気条件下では16倍 減弱された。一方,各 抗菌薬作用後の培養上清中のverotoxin 1(VT1)の 遊離は,

FOMの 作用により短時間で一時的な遊離が認められるものの,作 用時間に依存 した増加は認め られな

かった。この遊離現象は,ABPC作 用時についてもほぼ同等であった。 しか し,NFLX作 用時では,作

用時間に依存 したVT 1の 遊離量の増加が認め られた。一方,CPお よびKM作 用における遊離は弱い

ものであった。VerotoXin 2(VT2)の 遊離については,FOMの1MIC濃 度以上の作用によりVT 1

の場合 と同様に,VT 2の 一時的な遊離が認められたが,作 用時間に依存 した遊離量の増加は認められ

なかった。ABPCお よびNFLXの 1MIC濃 度作用では,作 用時閥に依存 したVT2の 遊離量の増加が

認め られ,そ の遊離はNFLX作 用時がもっとも強いものであった。 さらに,CPお よびKMの1MIC

濃度以上の作用におけるVT 2の 遊離は,作 用時間に依存性がなく弱いものであった。
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腸管出血性大腸菌による下痢症については,1982年 にア

メリカで最初に報告1)さ れている。 日本 においては,1984

年に最初に腸管出血性大腸菌による集団下痢症が報告2)さ

れ,1996年5月 下旬以降さらに全国各地で大腸菌0-157:

H7型 株 による大規模な食中毒が続発 した3}。 また,腸 管出

血性大腸菌による集団下痢症に対 し,抗 菌薬投与が有効か ど

うかについて も議論の対象になっている。そこで今回,腸 管

出血性大腸菌O-157:H7型 菌(以 下大腸菌0-157)に 対 す

る抗菌力およびverotoXin(以 下VT)遊 離作用 とい う観点

から数種の抗菌薬について基礎的検討を行った。

I.実 験材料 および 方法

1.使 用 菌株

臨床 由来 の大腸 菌0-157:H7型 菌21株 お よび北里

大学医学部微 生物 学教 室保存 のEscherichia coli KU

3342(0-157:H7)を 被験 菌株 と した。

2.使 用薬剤

Fosfomycin Na塩(FOM,FOSB 20224,745μg/mg,

明 治 製菓),ampicillin(ABPC,PAS-12200,917

μg/mg,明 治 製菓),norfloxacin(NFLX,18F 0428,

1,000μg/mg,SIGMA),chloramphenico1(CP,73H

0174,1,000μg/mg,SIGMA),kanamycin(KM,

RKD22901,690μg/mg,明 治製菓)以 上のいずれも力

価が明らかな5薬 剤を使用薬剤 とした。

3.各 種抗菌薬の最小発育阻止濃度(MIC)測 定法

Mueller-Hinton broth(MHB,DIFICO)を 用いた

日本化学療法学会標準法に準 じた微量液体希釈法によ

りMICを 測定 した。なお,通 常FOMの 感受性測定に

おいては,FOM小 委員会法で定められた方法で検討す

るが,VTの 遊離作用の検討において,他 抗菌薬と同一

条件で比較す る必要性があるとの考えか ら,日 本化学

療法学会標準法に準 じた微量液体希釈法によ り実施 し

た 。 ま た,嫌 気 条 件 下 で のMIC測 定 は,

AnaeroPack・ ケンキ(三 菱ガス化学株式会社)を 用い

て嫌気条件を設定す ることにより行い。 この判定は,

培養48時 間後に行った。

4.各 種抗菌薬作用時の生菌数お よびverotoXin(VT)

遊離の測定

被験菌株(E.coli KU 3342)をMHBで37℃,一 夜

培養 したものを同培地で100倍 希釈 した。さらに,こ

の菌希釈液 を37℃ で2時 間振湯培養後,各 抗菌薬を最
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終濃度が所定濃度になるように培養液中に添加 して37

℃で振温培養した。その後,経 時的に生菌数測定用 に

200μ1お よびVT titer測 定用に500,ulず つサンプリン

グした。生菌数測定は,サ ンプリング液を0.05%agar

入 り生理食塩水で適宜希釈(10倍 段階希釈)し,そ の

100μ1をMueUer-Hinton agar(MHA,DIFCO)平

板に塗抹 して,37℃ で一夜培養後観察されたコロニー

数をカウントすることにより行った。一方,VT遊 離の

測定は,サ ンプリング液を室温で8,000rpm,10min

間遠心後,そ の上清をミリポアフィルター(0.22μm,

マイレックスHV4,ミ リポア社)で 濾過し,こ の濾液

を検体 として,大 腸菌ベ ロ トキシン検出用キッ ト(デ

ンカ生研)を 用いることによる逆受身ラテックス凝集

反応により行った。

5.各 種抗菌薬作用時のVT 1お よびVT 2遊 離量の

統計処理

各種抗菌薬の64,1お よび1/16MIC作 用時におけ

るVT1,VT2遊 離量における抗菌薬および時間を元

とする2元 配置の分散解析(ANOVA)を 行った。有意

水準は,5%お よび1%と した。

II.実 験 結 果

1.臨 床由来大腸菌0-157の 各薬剤に対する感受性

分布

臨床由来大腸菌0-157菌21株 の各種抗菌薬に対す

る感受性分布をFig.1に 示 した。その結果,大 腸菌

0-157菌21株 に対 し好気条件下では,NFLXが もっと

も優れた抗菌力を示し,FOM,ABPC,CPお よびKM

の抗菌力は,ほ ぼ同等であった。また,VTの 遊離実験

Fig.1.Antibacterial activites of fosfomycin,norfloxacin,

chloramphenicol,ampicillin and kanamycin against

21 strains of clinically isolated Escherichia coli

0-157:H7.

に用いたE.coli KU 3342に 対する各種抗菌薬の好気お

よび嫌気条件下でのMICをTable 1に 示 した。E.coli

KU 3342に 対するFOMの 抗菌力は,姓 気条件に比較

して嫌気条件下において16倍 増強されほぼNFLXの 抗

菌力 と同等になるのに対 し,KMの 抗菌力は16倍 減弱

された。ABPC,NFLXお よびCPの 抗蕩力は培養条

件の違いによる変化は認められなかった。

2,各 抗菌薬作用時の殺菌効果 とVTの 培養上清中の

遊離

E.coli KU 3342に 対する各種抗菌薬の64,1お よび

1/16MIC濃 度作用時の生菌数と培養上清中のVT遊 離

の経時的変化をFigs.2,3に 示 した。その結果,抗 菌

薬無添加 におていは,経 時的な生菌数の増加とVT1

(0時 間では検出限界であるが6時 聞後では約32ng/ml

である)お よびVT2(0時 間では約8ng/mlで あるが

6時 間後では約2,048ng/mlで ある)の 遊離の増加が認

められた。それに対 し,FOMの64お よび1MIC濃 度

添加群は,強 い殺菌効果による生菌数の減少が認め ら

れると同時に,短 時間でのVT 1お よびVT 2の 遊離が

認められた。しかし,VT 1お よびVT 2の 遊離は,経

時的な増加が認められず,一 定以上の遊離は認め られ

なかった。一方,ABPCの64MIC濃 度作用では,そ

の殺菌効果およびVT 1,VT 2の 遊離においてFOM

作用時とほぼ同等の効果であるが,ABPCの1MIC濃

度作用によ りVT 2の 経時的な遊離の増加が認められ

た。さらに,NFLXの1お よびV/6MIC濃 度作用で

は,VT 1お よびVT 2の 経時的な増加が認められ,特

にVT 2の 遊離は顕著であ った。CPの64お よび1

MIC濃 度作用では,そ の殺菌効果は弱いもののVT1

およびVT 2の 遊離については経時的な増加は認められ

ず弱いものであった。KMの64お よび1MIC濃 度作

用では,64MIC濃 度作用により強い殺菌効果が認めら

れると同時にVT 1お よびVT 2の 遊離はほとんど認め

られなかった。一方,1MIC濃 度作用では,わ ずかな

殺菌効果が認められVT 1の 遊離についてはかなり弱い

ものの,VT 2の 若干の経時的な遊離増癩が認められ

た。

3.VT遊 離量の統計処理

大腸菌0-157か らのVT 1の 遊離は,抗 菌薬の濃度

にかかわ らず,薬 剤間お よび時間経過のいずれにおい

て も,1%で 有意差あ りとなった。VT2の 遊離は,

Table 1.MICs of fosfomycin,norfloxacin,chloramphenicol , ampicillin and kanamycin

against Escherichia coli KU 3342 under aerobic or anaerobic conditions

(μg/ml)
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Fig.2.Time-dependent changes in viable cells and verotoxin release

after treatment with fb8fbmycin,ampicillin and norfloxacin.

1/16MIC濃 度において,薬 剤間は5%,時 間経過は1

%で 有意差あ りとなった。MIC濃 度においては,薬 剤

間および時間経過のいずれについても1%で 有意にな

った。また,64MIC濃 度においては,薬 剤間は1%で

有意となったが,時 間経過には有意差が認め られなか

った(Tables 2,3)。

III.考 察

大腸菌0-157:H7型 菌による感染は,腸 管部を中心

とした感染症の1つ であり,抗 菌剤投与による生体内

からの菌の早期排除は大 きな意義を持つものと考 えら

れる。この観点から今回使用 した5種 の薬剤の抗菌力

は強いものであり,特 にNFLXに ついては優れた抗菌

力が認められ,菌 の早期排除 とい う点においては大 き

な武器 となることが考えられる。FOMの 抗菌力は好気

条件に比較 し,嫌 気条件下において増強されることが

報告されているが4,5),今 回の実験結果において も,嫌

気条件下においてFOMの 抗菌力の増強が認め られ,

ほぼNFLXの 抗菌力に匹敵するものであった。すなわ

ち,嫌 気状態 に近い と考 えられる腸 管内部にお いて

FOMは より強い抗菌力を発揮するものと考えられ,こ

のことは菌の早期排除という点で臨床的に大 きな意義

を持ち,臨 床所見の早期改善が期待できる。
一方,大 腸菌O-157:H7型 菌による感染症において

は,薬 剤の抗菌力 による菌の早期排除とともに,そ の

時のverotoxin(VT)の 遊離をいかに抑制す るという

観点からも抗菌剤使用 について考える必要があ り,実

際この点について多 くの議論の対象になっている。 し

か し,VT1お よびVT2の 作用についての詳細は明確

化されていない。VT1は 非放出型であ りVT2は 放出

型のtoXinで あると言われ,VTを 産生する大腸菌の感

染 に よ り0.2～1%の 割 合 で溶血性 尿毒症 症 候群

(hemolytic uremic syndrome,HUS)に 進展すること

が報告されている6,7)。しか し,HUSへ の関与について

は どちらのVTが 主であるかについても議論 されてい

る。また,LPSがVTの 作用(HUSに 進展する)に 関

係 しているとも言われている。さらに,構 造お よび機

能,マ ウスに対する致死毒性(VT2の 方がVT1よ り

強い),細 胞傷害作用および免疫学的性質等多 くの報告

がある8～12)。しか し,抗 菌剤投与によるVTの 遊離につ

いては抗菌作用 とともに重要なポイン トであるが,そ
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Fig.3.Time-dependent changes in viable cells and vero-

toxin release after treatment with chloramphenicol

and kanamycin.

の報告は少ない。

今回の実験は,こ の点について検討を行った。その

結果,抗 菌作用の強いFOM,ABPCお よびNFLXに

ついては,ほ ぼ類似のVT遊 離作用が認め られた。

MIC以 上の濃度域において,FOMはABPCと 同様に
一時的なVT1の 遊離増加が認められた。これは,抗 菌

作用の標的が,と もに細胞壁であることに起因するも

のと考えられる。NFLXはW1お よびVT2の 経時

的な遊離の増加が他剤に比較 して強い傾 向にあった。

MIC以 上のFOMを 作用させた場合では,VT1お よび

VT2の 遊離の経時的な増加は認められなかった。蛋白

合成阻害のCPお よびKMに ついては,殺 菌効果にお

いてCPは 弱いものの,両 薬剤 とも作用機序による菌

のVT産 生抑制のため,VT1お よびVT2の 遊離作用

については弱い傾向にあった。VT1は,菌 体の溶菌に

より放出されるため,薬 剤無添加群において も時間と

ともに増加 しているが,薬 剤間で有意差が認められた

のは,薬 剤 による殺菌効果あるいは作用機序の違いに

より,菌 体の溶菌する時間に差がでてきたためと考え

Table 2.ANOVA (verotoxin 1 release into culture medium)

*p<0.05
,**p<0.01

Table 3.ANOVA (verotoxin 2 release into culture medium)

*p<0 .05,**p<0.01

られる。一方,恒 常的に菌体外 に放出されるVT 2に つ

いては,1/16MIC濃 度での結果より,低 濃度の薬剤が

経時的に遊離量の増加 を招いていることが推定された。

しか し,FOMは 投与後糞便中で197～605μg/gの 濃度

と高濃度となる13)ため,今 回高濃度の薬剤の効果を検

討 した。64MIC濃 度では,経 時変化に有意差がなく,

早期の殺菌効果が,以 後の産生 ・遊離を抑制 している

ものと推察される。
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今回,E.coli KU 3342株(O-157:H7)に ついて群

細 に検討 したが.各 抗菌薬 の一定濃度(た とえば,

MICの 何倍か)を 作用させた場合,他 の菌株に対して

もほぼ同様の傾向にあった。 しか し,一 度に多数の菌

株を本実験の系で処理することは,非 常に難しいこと

である。 したがって,今 回の報告は,1株 の結果である

が,そ の結果については十分に情報として価値がある

ものと考えられる。

以上のinvitro試 験については,今 後,使 用菌量,抗

菌薬作用濃度および菌の接着等in vivoで の状態をよ り

反映 した系で検討を進める必要がある。また,腸 管出

血性大腸菌の感染症に対 し,抗 菌薬の投与がどの程度

有効か どうかを殺菌効果およびVTの 遊離作用 という

観点か ら,基 礎的立場で報告するためには,培 養細胞

系およびin vivoの 実験系での抗菌薬の有効性について

の検討など,よ り臨床の場 を反映した実験系での検詞

が必要になると考えられる。今回の実験結果よ り,蛋

白合成阻害作用を有するCPのVT遊 離作用は弱いもの

の,抗 菌作用は静菌的である。このように菌が静菌的

で増殖しないことは,菌 を排除す る意味において も有

利である可能性がある。 また,殺 菌的な作用を持つ も

のは,毒 素の遊離において も強い傾向にあ り,完 全 に

殺菌されれば問題は少ない。ただし,殺 菌力が増強さ

れると毒素の遊離が増加するかというとそうでもない。

FOMは,1/16,1,16MICと 作用濃度が増加するとそ

の殺菌作用 も増強されるが,毒 素の産生量も対照に比

較 して同等かむ しろ少 ない傾向にある。KMは 殺菌効

果が強 くVTの 遊離作用も弱い という点において,そ

の有効性が期待 されるが,嫌 気条件下においてその抗

菌力が減弱 されることも考慮に入れる必要がある。 ま

た,NFLXの 作用により,VT 1に ついて経時的な遊離

の増加が認められる。これに対 しFOMは,嫌 気条件

下においてその抗菌力が増強されること,強 い殺菌作

用を有すること,お よびVTの 遊離については作用後

短時間に一時的遊離があるものの,作 用時間に依存 し

た遊離量の増加は認め られないことなど,他 剤には認

められないFOM特 有の作用や前述の ごとく対照に比

較してVTの 遊離量が少ないこと等を考え合わせると,

大腸菌O-157:H7型 菌による感染症に対 し,よ り優 れ

た有効性が期待される抗菌剤であると考えられる。
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The effects of various antibacterial agents on the release of verotoxin against

Escherichia coli 0-157:H7 strains
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Among the five antimicrobials tested,norfloxacin(NFLX)showed the strongest antimicrobial
activity against clinical isolated strains of Escherichia coli 0157fH7.The other four antibiotics,
fosfomycin(FOM),ampicillin(ABPC),chloramphenicol(CP)and kanamycin(KM)also showed
antibiotic activity against this organism,and this potencies were similar.Antibacteial activity of
FOM was much greater under anaerobic conditions than under aerobic conditions.This potency
was similar to that of NFLX.Whereas the activity of KM was greatly decreased under anaerobic
conditions.In terms of verotoxin release,E.coli treated with FOM released verotoxin 1(VT 1)in
a few hours after tatment and the amount of toxin did not increase time dependently.
Treatment with ABPO.induced the toxin release in the same manner as FOM.In contrast
NFLX-treated E.coli released VT 1 time dependently during the observation period.The amounts
of VT 1 release after treatment with CP or KM were not very high.The release of verotoxin 2
(VT 2),after treatment with more than the MIC of FOM was very little and the time-dependent
increase in the release could not be observed,in contrast with the control release.The treatment
by other antibiotics gave similar results.On the other hand,the treatment by antibiotics at a
concentration around the MIC did not inhibit the increase in the control release of VT 2,and
NFLX treatment tended to increase the release.


