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ICR系,IQI無 菌マ ウ ス(5週 齢,雄)にverotoxin 1お よ び2を 産 生 す るEscherichia coli O 157:

H7,NK2株 を経 口 的 に接 種 し,菌 が 定 着 した3口 後 にfbsfbmycin(FOM),600mg/kgを1口2回,

6口 問連 続 で 経 口投 与 を 行 った 。 投 与前,投 与 中 お よ び投 与後7目 問 毎 口 糞便 を 採 取 し,試 験 菌 数 の 推

移 と 糞便 中 のFOM濃 度 を 測 定 した 。 そ の 結 果,投 与前 に 約101・CFU/9存 在 したE.coli O 157: H7は,

FOMの 投 与1口 口 に は103～104℃FU/gに まで 減 少 し,投 与2日 口か ら投 与期 間 中 は まっ た く検 出 さ

れ な か っ た 。 ま た この 間,糞 便 中 のvorotoxinは 全 例 か ら検 出 さ れ な か っ た。 糞 便 中 にFOMは 投 与1

口 目 に 全 例(34.6～47.4μg/g),投 与6口 口 に2例(62.4,131.1μg/g)に 検 出 さ れ た 。 以 十の こ とか

ら,マ ウ ス に対 し実 験 的 にFOMを 大 吊投 与す る こ と に よ っ て,腸 管 出 前L性大腸 菌0157:H7のvero-

toxinを 遊 離 す る こ とな く感 染 菌 数 を 著 明 に 減 少 させ う る こ と が確 認 され た。
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Escherichia coli O 157: H7のverotoxinは あ る種 の抗 菌

薬 に よって 誘導 産生 お よび 菌体外 へ 遊離 され る こ とが 報 告 さ

れてい る1～3)。特 にfluoroquinolone系 抗 菌薬1)は この傾 向 が

他 の抗 菌薬2)に 比 べ 強 い と言わ れて い る。

前報 で 著者 ら もverotoxinを 産 生す るE.coliO 157: H7を

無 菌マ ウ スに 感染 定 着後,fosfomycin(FOM)お よびnor-

Hoxacin (NFLX)を 経 口投 与 した がNFLX投 与群 で腸 管 内

verotoxin量 が 著 し く増 加 し死 亡マ ウ スが 生 じる こ とを報 告

した4)。しか しFOM投 与群で は腸 管内E.colio 157: H7の

菌 量の 減 少 効 果 は 見 られ なか った が,腸 管 お よび 糞 便 中 の

verotoxinは 検 出 され ず,死 亡す るマ ウ スは認 め られ なか っ

た。 また腸 管 内FOM濃 度 は検 出限 界以 下で あ った。

これ らの事 実 か らFOMの 吸収性 が動物 種 に よ り異な り,

マ ウスで は ヒ トよ りFOMの 腸 管 吸収性 が よいこ とが関 連 し

てい る と考 え られ る。 そ こで腸 管 内E.colio 157: H7の 菌

量減 少 が み られ る臨 床 に近 い モ デ ル で の検 討 を 口的 と して

FOM高 用 量投 与群 に お ける 試験 菌の 腸管 お よび 糞便 よ りの

消 失 とverotoxin童 につ い て検 討 した ので報 告す る。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 菌 季朱

前 報4)で 使 用 したVT1お よ びVT2両 者 を 産 生 す る

E.coZi O 157: H7,NK2株 を 使 用 した 。 な お 用 い た 菌

株 は 当研 究 室 で ス キ ム ミ ル ク 中 に 一80℃ で 保 存 し,

Trypticase Soy agar (BBL)に て 前培 養 を 行 い使 用 し

た

2. 使 用 マ ウ ス お よび 飼 育 条 件

ICR系,IQI無 菌マ ウ ス(5週 齢,雄,口 本 ク レ ア 社)

を 実験 動 物 と して 川 い た 。

マ ウ ス はAero Clean Bench (ニ ッ コー)内 の1ケ ー

トに1匹 を 割 りふ り無 菌 的 に飼 育 した 。 固 形 試 料 は 放

射 線 滅 菌 したCL-2(口 本 ク レア 社)を 使 用 した。 水 お

よ び そ の 他 の 資 材 は す べ て あ らか じめ121℃,20分 間

の 高 圧 蒸 気 滅 菌 を し た 。

3.E.coli o 157: H7試 験 菌株 の 感 染 と 同 定5)

E.cozio157:H7,NK2株 を滅 菌 生 理 食 塩 水 に 約

1.0×108CFU/m懸 濁 し,ゾ ンデ を 用 い て 無 菌 マ ウ ス

に0.5ml経 口接 種 した。 翌 口,マ ウ スか ら 自然 排 泄 便

を採 取 し,定 量培 養 を 行 いE.coli o157: H7の 定 着 を

確 認 し た。 す な わ ち採 取 した 糞便 重 量 を1主確 に計 測 し,

5mlのBrain Heart IIlfusion Broth (BHIB, Difbo)

*  東京 都板橋 区志村3-30-
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中 に 人 れ,ボ ル テ ッ ク ス ミキ サ ー で 激 し く混 和 後,新

し い 同brothで100倍 の 希釈 系 列 を作 成 した 。 各糞 便

懸 濁 液0.05mlを ソ ル ビ トー ル マ ッ コ ン キ ー 寒 天

(OXOID)に コ ン ラー ジ塗 抹 し,18時 間 培 養 後,ソ ル

ビ トー ル非 分 解 集 落 を 数 え,そ の 中 か ら数 飼 を 釣 菌 し

同 定 した 。 同 定 に はVITEKsystem(bioMeluex)を 使

用 して 大 腸 菌 の 確 認 を 行 い,大 腸 菌0157検 出 キ ッ ト

「UNI」(OXOID)6)を 用 い て0157の1血L清 型 を 確 認 し

た。

4. 抗 菌 薬 と投 与 方法

明 治 製 菓 株 式 会 社 よ り供 給 を う け たfosfomycin-Na

塩 を 用 い 滅 菌蒸 留 水 で24mg/mlの 濃 度 に 調 製 した 。 溶

液 を 一群3匹 の 感 染 マ ウ ス(菌 接 種3口 口)に0.5ml

ず つ,1口2回(合 計1,200mg/kg)6日 間連 続 して 経

口投 与 し た。

5. 糞 便 中 お よ び腸 内 容 物 中 のverotoxinの 測 定

薬 剤 投 与 中 の6日 間,朝 の 投 与の 直 前 に糞 便 を 前 記

の とお りに採 取 してverotoxin量 を測 定 した 。verotox-

inの 定 量 に は 糞 便 ま た は 腸 内 容 物 を 正 確 に 秤 量 し,5

mlのBHIBに 人 れ1ム分 に 混 和 後,3,000r.p.m,30分

間,4℃ で 遠 心 分 離 し,そ の 上 清 をVTEC-RPLA「 生

研 」(デ ン カ生 研)を 用 い て 逆 受 け 身 ラ テ ッ ク ス凝 集 反

応 に よ り定 量 した7。 ま た薬 剤 投 与終 了後7口 間 連 続 で

毎 朝 糞 便 を採 取 し,上 記 同様 に 測 定 した。

6. 腸 管 内 の 感 染 定 着E.coli O 157: H7お よびvero-

toxinの 分 布

治 療 実 験 終 子後 マ ウ ス を 解 剖 し,腸 管 を摘 出 し,腸

上部(胃 か ら約3cm・ 十二指 腸 部 分),腸 中 部(盲 腸

よ り 上部 約3cm),腸 下部(大 腸 部 分)か ら内 容 物 を

無 菌 的 に 採 取 して,E.coli O 157: H7菌 数 お よ びvero-

toxinを 定 最 した,,対 照 と して 薬 剤 無 投 与群(n=3)か

ら糞 便 ま た は 腸 内 容 物 を採 取 し,同 様 に測 定 を 行 っ た 。

ま た マ ウ ス の 腸 内 の 出1血正を 観 察 し,肉 眼 的 に 異 常 の な

い場 合 は オ ル ト トリ ジ ン法 に よ り潜 血 の 有 無 を 判 定 し

た 。

7. 糞 便 中FOM濃 度

採 取 した 糞便 を5mlのBHIBに 人 れ,1分 に 混 和 後

FOM濃 度 をProteus sp.MB838を 検 定 菌 と したdisc

拡 散 法 に よ るbioassay法 で 行 っ た8)。 本 測 定 に お け る

FOMの 検 出 限 界 値 は0.25μg/ml×100倍 (希 釈 倍 率)

の25μg/gで あ った 。

II. 結 果

1. E.coli O 157: H7感 染 定 着 マ ウ ス に お け るFOM

治 療 と糞 便 中E.coZi O 157: H7菌 量 お よ びverotoxin

量

Table 1にE.coli O 157: H7感 染 マ ウ ス にFOMを1

日2回,合 計1,200mg/kg経 口 投 与 した(マ ウ スNo.

1～3)成 績 を 示 した。FOM投 与 群 お よび コ ン トロ ー ル

群 の 投 与前 糞 便 中E.coli O 157: H7菌 量 は,4.0×109

か ら3.0×1010CFU/9でFOM投 与1日 口 に は2.5x

103～1.5×104CFU/gと 著 し く減 少 し,投 与2Ll目 以 降

投 与期 間 中,す べ て の マ ウ ス 中 菌量 は く2.0×103CFU/g

と検 出 限 界 以 下で あ っ た 。 マ ウ スNo.4～6の 無投 与の

コ ン トロ ー ル 群 の 糞 便 中 の 菌 数 は7日 間3.4×108～

3.0×1010CFU/gと 観 察 中 多 くの 菌 量 が 維 持 さ れ た。

FOM投 与終 了後7日 間 で の 糞便 中E.coli O 157: H7菌

量 をTable 2に 示 した 。,マウ スNo.1で は投 与終 了 後1

口 目 にE.colio157:H7菌 最 は8.0×106cFu/g,終 了

後2日 口 に は4.0×10gCFU/gと 投 与 前 レベ ルの 菌 量 が

検 出 さ れ た 。 一 方 マ ウ スNo.2お よ びNo.3に お い て

は 投 与終 了後4日 目お よ び2日 目 まで 検 出 され ず,そ

の 後 投 与前 レベ ルのE.coli O 157: H7菌 量 を 認 め た。

FOM投 与 中 お よ び投 与終 了後 の 同 糞 便 試 料 で 測 定

したverotoxinは,表 に は 示 さ な いがFOMを 投 与 した

い ず れ の マ ウ スか ら も ま っ た く検 出 され ず,マ ウ スNo.

4～6の コ ン トロー ル群 と 同 じ成 績 で あ っ た 。

投 与 終 子後711目 に解 剖 し測 定 した 腸 管1.部,中 部

お よ び 下 部 にお け る 腸 内 容 物 のE.coli O 157: H7菌 量

とverotoxin.量 をTable3に 示 し た。 腸 管 上 部 にお け る

E.coli O 157: H7菌 量 はFoMの 投 与,コ ン トロー ル群

と も に他 の 腸 管 各 部 に比 べ,少 な い 傾 向 に あ っ た 。 一

方腸 管 下部 で は コ ン トロ ー ル群 を含 む い ず れ の マ ウ ス

に お い て も高 菌 量 が 認 め られ た 。 また 腸 管 各 部 の い ず

れ の 内 容物 か ら もverotoxinは 検 出 され ず 出 血 は見 られ

Table 1. Bacterial cell counts in  feces of mice infected with Esclwrichia coli O 157: H7 NK2 before and

during oral dosing with fosfomycin for 6 days

* Mice nos
,1to3 were treated with 1,200mg/kg/day of fbsfomycin and nos.4 to 6 were not treated

* * CFU/g*** N .D.:<2.0×103
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Table 2. Bacterial cell counts in feces of mice infected with Escherichia coli O157: H7 NK2 after the final

oral dosing with fosfomycin

* Mice nos. 1 to 3 were treated with 1,200 mg/kg/day of fosfomycin and nos. 4 to 6 were not treated
**  CFU/g ***

N.D.: <2.0 •~ 10

Table 3. Bacterial cell counts and verotoxin in the intestinal contents of Escherichia coil O157:

H7-infected mice sacrificed 7 days after the final fosfomycin treatment

* Mice nos. 1 to 3 were treated with 1,200 mg/kg/day of fosfomycin and nos. 4 to 6 were not treated
** CFU/g *** N.D.: <78 ng/g **** VT1, VT2: verotoxin 1, verotoxin 2

Table 4. Fosfomycin concentrations in  feces and intestinal contents of mice infect-

ed with Escherichia call O157: H7

* Mice lios. 1 to 3 were treated with 1,200 mg/kg/day of fosfomycin and nos. 4 to 6

were not treated

**

μg/g
*** N.L.: < 25

な か った 。

2. 糞 便 お よ び 腸 管 内 容 物 中FOM濃 度

実 験 マ ウ ス のFOM投 与 前 お よ び投 与 中6日 問 連 続

で 採 取 した 糞 便 中FOM濃 度 をTable4に 示 し た 。

FOM投 与1日 日の 各 糞 便 か らFOMは34.6～47.4μg/

g検 出 され た 。 そ の 後 投 与2日 日か ら5日 日 まで いず

れ の 糞 便 か ら もFOMは 検 川 限 界 以 ドで 投 与611日 に マ

ウ スNo.2の 糞 便 か ら 62.4μg/g, マ ウ ス No.3か ら

131.1μg/g 検 出 され た 。 投 与 終 子後 の 各 糞便 お よ び腸

管 内 容 物 か らFOMは 検 出 され な か った 。

III. 考 察

わ れ わ れ は さ き に 無 菌 マ ウ ス を 川 い て E.coli O157:

H7の 腸 管 感 染 モ デ ル を作 製 し,抗 菌薬 投 与時 のvero.

toxinの 腸 管 内 へ の 遊 離 ま た は 糞便 中へ の 排 泄,さ らに

マ ウ ス に 対 す る 障 害 に つ い て 報 告 し た4).す な わ ち

NFLXの 6mg/kg/日, 6日 間 の 投 与群 にお い て 菌 量 の

減 少 に 伴 い 糞便 中verotoxin量 の 著 し い増 加 お よ び腸 管

内 川 血1,さ ら に は 死 亡 を 確 認 し た 。 そ れ に 対 しFOM

の50mg/kg/日,6日 間 の 投 与 で は,糞 便 中 E.coli

O157:H7菌 量 は 変 動 な く,verotoxinも 検 出 さ れ な か

っ た,,こ の 要 因 と してFOMの ヒ ト腸 管 で の 低 い 吸 収
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性9)と 異 な り柳 沼 ら10)か 示 した ラ ッ トに お け る 本薬 の 高

い 吸 収 性 に 山 来す る 腸 管 内 濃 度 の 低 さ が 考 え られ る。

す な わ ち こ の こ と は 佐 藤 ら11)が 報 告 し たFOMの 高 い

ヒ ト糞 便 中 濃 度 とは 異 な る現 象 で あ る。

今 回 前 報4)と 同 様 の 実 験 モ デ ル を用 い て,FOMの 通

常 量投 与時 の マ ウ ス腸 管 内 濃 度 の 低 い こ と を 考慮 して,

高 用 量(1,200mgfkg/日)投 与 に お け る 腸 管 内 また は 糞

便 中E.coli O157:H7へ の 影 響 お よ びverotoxin産 生

性 に つ い て 検 討 した 。 そ の 結 果1200mg/kg/日,6日

間 連 続 投 与 した3匹 の 感 染 マ ウ ス 糞 便 中 に お い て,投

与1日 目 よ り E.coli O157:H7菌 量は 著 し く減 少 し,

投 与前 の1/100,000以 下 と な り投 与2日 日 に は検 出 限

界 以 ドと 明 ら か な 除 菌 作 用 を 認 め た 。 そ の 後,投 与期

間 中 い ず れ の マ ウ ス 糞便 か ら も E.coli O157:H7は 検

出 で き なか っ た 。 また この 期 間 中 に は 糞便 にverotoxin

は ま っ た く検 出 さ れ な か っ た 。 今 回 の 高 用 量 のFOM

投 与群 に はNFLX治 療 で 観 察 さ れ た 腸 管 内verotoxin

の 遊 離 作 用 は ま っ た く認 め られ な か っ た 。 す な わ ち

FOMは 至 適 最の 経 日 投 与に よ り腸 管 内 E.coli O157:

H7を 殺 菌 し減 少 させ る作 用 が み ら れ た 。 ま た 本 薬 は

NFLXの よ う に殺 菌 作 用 に 伴 っ たverotoxinの 遊 離 は

認 め られ な い こ とが 判 明 した 、,抗菌薬 のverotoxin遊 離

作 用 につ い て は 多 くの 議 論1～3)があ る が 今 回 の 成 績 は わ

れ わ れ が さ きに 報 告 したin vivoに お け る 実 験1や 高 田

ら1)が 示 したFOMのverotoxin非 誘 導 説 を 裏付 け る も

の で あ る 。 ま たFOM投 与 終 了後 に1例 は 翌 日か らE.

coli O157:H7が 検 出 さ れ,翌 々 日 に は投 与 前 E.coli

O157:H7菌 量 と ほ ぼ 同 程 度 と な っ た 。 他2例 は投 与終

了後2日 目お よ び4日 日 まで E.coli O157:H7は 検 出

さ れず,そ の 後 速 や か に投 与前E.colご0157:H7菌 量

に 達 した 。 こ れ ら の 理 由 と し て 今 回 用 い た 実 験 マ ウ ス

がgerm freeで あ る こ とか ら 同 一ケ ー ジ内 で の 再 感 染

ま た は,投 与薬 剤 の フ ラ ッ シ ュ ア ウ トに よ る 残 存 菌 の

再 増 殖 な どが 考 え られ る が,現 時 点 で は 解 明 す る こ と

は で き な い 。 また2例 で 感 染 菌 の 検 出 が 遅 れ た 現 象 は

FOM投 与6日 日 に 糞便 中FOMが 高 濃 度 に 認 め られ,

FOMが 再 感 染 また は 再増 殖 を遅 らせ た もの と推 測 さ れ

る 。 糞便 中FOM濃 度 が 投 与1日 日 に 全 例 よ り,投 与

61日 日こ3例 中2例 か らの み 検 出 され た 点 に 関 して は,

採 取 した 糞 便 臓 が き わ め て 少 な か っ た こ と に よ る 必 要

希 釈 倍 率 が 高 か っ た こ と(検 出 限 界25μg/g)も 一1月で

あ ろ う。 実 際 に は そ れ 以 上の 比 較 的 高 い 濃 度 のFOM

が 存 在 し て い た も の と思 わ れ る 。 こ れ ら の こ と か ら 今

回 設 定 した 投 与景 は 大 量 で は あ っ た が 糞 便 中FOM濃

度 か ら 判 断 す る と,マ ウ ス を 川 い た 実 験 と して は 適 当

で あ っ た と 考 え られ る 。 一 方,光 岡 ら 貼 は 腸 性 病 原 細

菌 の 腸 管 内 へ の 定 着 防 御 や 排 泄 に 正常 腸 内 細 菌叢 が 生

物 的 防 御 作 川 を 働 い て い る と 述 べ て い る 。 す な わ ち

FOMの 投 与に よ っ て 一度 検 出 限 界 以 下と な っ たE.coli

0157:H7が 再度腸管内よ り検出されたことは,germ

freeマ ウスでは他の 正常腸内細 菌叢が存在 しないとい

う事実に関連するか も知れない.こ の ことに関連 して

人交ら13)も感染性腸炎患者に対 し抗 菌薬の治療 によっ

て起 炎菌とともに除菌または減少 した正常腸内細菌叢

は治癒後速やかに回復 し,起 炎菌の再増殖 を防いでい

る成績を報告している。

以 上のことか ら E.coli O157:H7腸 管内感染マウス

に対 しFOM投 与によって腸管内にある程度のFOMが

存在 した場合,verotoxin遊 離を抑制 しつつ,感 染菌の

減少または殺菌する効果が認め られた。 またこれ らの

成績はFOMが 臨床において E.coli O157:H7 の感染

症の治療 に安全かつ有用であることを実験的に証明 し

た。
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Therapeutic effect of fosfomycin against interstinal infection with Escherichia coli

O157: H7 in a mouse model
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The therapeutic effect of  fosfomycin at a large oral dose against intestinal infection with

Escherichia coli O157: H7 was investigated in a mouse model previously described. Three ICR

strain (IQI, germ free) mice aged 5 weeks were challenged orally with a verotoxin-producing

strain NK2 of E. coli O157: H7. The high levels of viable cells, 3.0 X 101"-3.4 X 10 CFU/g, were

excreted into the feces of the untreated mice for 3-10 days after bacterial challenge. Fosfomycin

was given at an oral dose of 600 mg/kg twice a day for 6 days to 3 mice infected with E. coli

0157: H7, beginning 3 days after the challenge, to investigate changes in viable cell counts and

to measure fecal concentrations of fosfomycin. Results were that the viable cells decreased

markedly, (from about 1010 CFU/g before dosing) to 10-10' CFU/g on day 1 of dosing,

and no viable cells were detected in the feces from day 2 of dosing onwards. During the period,

no verotoxin was detected in fecal samples collected from all 6 test mice (including 3 control

mice). Concentrations of fosfomycin in the feces after dosing were 34.6-47.4 ƒÊg/g in all the mice on

day 1 of dosing, and 62.4 and 131.1 in 2 of the mice on day 6 after dosing, but nonde-

tectable otherwise. These results suggested that a marked decrease in viable cells without the lib-

eration of verotoxin was observed in the feces of infected mice after fosfomycin was given orally in

a massive dose.


