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ベ ロ毒 素産生性 大腸 菌0157の 各種抗 菌薬 感受性 と薬剤作 用時 の

verotoxin遊 離 につ いて
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ベ ロ毒素産 生性 大腸菌0157と して臨床 分離 され た Escherichia coli 35株 の verotoxin (VT) 産 生 性,

各種抗 菌薬 に対 す る感受性 お よび薬剤作用時 のVT遊 離景 を調べ た。

1) VT産 生 性

検討 した35株 中3株 がVT-2を 産 生 し,他 の32株 はVT-1,VT-2両 方の 毒素を産生 していた。

2)薬 剤感受性

β-ラ クタム系21薬 剤,キ ノロ ン系5薬 剤,そ の他10薬 剤 の抗 菌活性 を測 定 した結 一果,35株 中1株

が ペニ シリン耐性株 であ ったが,そ の他はすべ ての薬剤 に感受性 であ った。 今回検討 した株1よ キ ノロ

ン系抗 菌薬,カ ルバペ ネム系抗 菌薬, ceftazidime (CAZ), cefaclor(CCL) を除 くセ フェム系抗 菌薬,

お よびモ ノバ ク タム系 抗 菌薬の aztreonam (AZT) に 高 い感受 性 を示 した。 使用 した抗 菌薬 の うち,

tosunoxacin (TFLX) のMIC90値 が もっ とも小 さ く0.0125μg/mlで あ った。

3)VT遊 離

VT-1,VT-2両 毒 素 を産 生す る E.coli TK-806 株 にTFLX, kanamycin (KM), fbsfbmycin (FOM)

を2MICお よび100MIC濃 度 で2時 間作川 させ,培 養 上清 中のVT遊 離 鼠を測 定 した。 その結 果,

TFLXお よ びKMの2MIC, 100MIC作 用 後の培 養上清 中のVT遊 離 量は薬剤無添 加時 とほぼ同 じで

あ ったが,FOMで は2MICで64倍, 100MICで48倍 のVT遊 離 が 認め られ た。

以 上,今 回検 討 したべ 口毒 素産生性 大腸 菌0157の ほ とん どの株 は,VT-1お よびVT-2の 両 毒素 を

産生 し,良 好 な薬剤 感受性 を示 した。 また,キ ノロン系薬剤のTFLX作 川 時のVT遊 離 量はFOMよ り

少 なか った。
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ベ ロ毒素産生性 大腸 菌0157に よる集団食中毒は,社1会 的

な問題 として大きな波紋を広げている。本菌は腸性川血性 大

腸菌の 一種であ り,そ の 上要な病原因子は verotoxin (VT)

で あ る1)。VTは 赤痢 菌の産生する志賀 毒素類似の毒素であ

り,真 核細胞の60Sリ ボ ソームを酵素的に失活させ,蛋 白

合成を阻害することにより毒性を示すゴ.特 に 子後不良 とな

る溶血性尿 毒症症候群 (hemolytic uremicsyndrome: HUS)

は,川 血性大腸 炎によ り腸管 上皮が破壊 され 血流に人った

VTが 腎の遠位尿細性に結合して起こる急性腎炎と考え られ

てお り,小 児と老人で多発するため治療学的に重要な問題と

なっている3)。

抗 菌薬使用に関しては,赤 痢,コ レラの病状を悪化 させた

という過去の臨床 上の経験か ら,ベ ロ毒素産生性 大腸菌など

の毒素産生菌による感染症に対して,慎 重に行うべきとの意

見がある4)。これは薬剤で細菌が死滅す ることによ り,菌 体

内の 毒素が 一時に遊離 し,症 状が悪化す るとの報告日 にも

とついている。 しか し,1990年 に発生 した埼 玉県の園児ら

を中心 とした ぐ)157の 集団感染において,早 期の抗菌薬治療

は有用であった と報告丁されている。VT産 生陽性のべロ毒

素産生性 大腸菌に対して抗 菌性 化学療法を実施する場合,発

症早期にいかに菌体からVTを 遊離させず速やかに除菌する

かが大きな課題であると考えられる。

今回,ベ ロ毒素産生性大腸菌の抗 菌薬による化学療法の基

礎研究 として,臨 床分離ベロ毒素産生性 大腸菌35株 を用い

て,各 種薬剤の抗 菌活性および抗菌薬作用時のVT遊 離につ

いて検討したので報告する。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 川 菌株

* 富山県富 山市 下奥 井2-4-1
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1996年 に 臨 床材料(便)か ら分離 され,病 原 大腸 菌

免疫1飢清 「生研 」(デ ンカ生研)で 陽性 と判 定 され たべ

ロ毒素産 生性 大腸 菌O157 35株 を用 いた。薬 剤作 用時

のVT遊 離量 の検討 には, verotoxin-1(VT-1), vero.

toxin-2 (VT-2) を 共 に産 生す る TK-806 株 を 川いた。

2. VT産 生 の確 認

vT-1, vT-2 産 生 を Escherichia coli VT 検 出 用 キ ッ

ト ・ベ ロ トック ス-F「 生研 」(デ ンカ生研)を 用 い て

調べ た。 す なわち, 90μg/ml濃 度 の lincomycin を含 有

す る Brain Heart Infusion agar (栄研 化学)斜 面 に菌

を接 種 し,一 夜 培 養 後,被 験 菌 を5,000単 位/mlに

polymyxin B (PL-B) を加 えた生理 食塩 液1mlに 懸

濁 した。37℃ で30分 間 振 盪培 養 後,培 養液 を3,000

rpmで30分 間 遠心 した 上清 を検体 と した。検体 を添付

の操 作法 に従 い試験 し,ラ テ ッ クス沈 降像 を模式 図 の

基準 に従 い判定,(+)以 上 を陽性 とした。 また,用 い

た試験株 にお ける VT-1, VT-2 産 生遺 伝 子の有無 につ

いてPCR法 に よ り chromosome DNAの 一部 を増幅 し

調べ た。 なお,PCRに はKobayashiら の 報11押 した

VT型 別 用混 合プ ラ イマー(Table1)を 用 いた。

3. 使 用 薬剤

Tosufloxacin (TFLX), ofloxacin (OFLX), le-

vofloxacin (LVFX), norfloxacin (NFLX), flero-

xacin (FLRX), tetracycline (TC), minocycline

(MINO), chloramphenicol (CP), clarithromycin

(CAM), erythromycin (EM), gentamicin (GM),

kanamycin (KM), tobramycin (TOB), fosfomycin

(F0M), PL-B, flomoxef (FM0X), ceftazidime

(CAZ), cefoperazone (CPZ), cefozopran (CZOP),

cefotiam (CTM), cefazolin (CEZ), cefteram

(CFTM), cefaclor (CCL), cefditoren (CDTR), cef-

dinir (CFDN), cefixime (CFIX), amipicillin

(ABPC), carbenicillin (CBPC), amoxicillin

(AMPC), piperacillin (PIPC), ampicillin/sulbac-

tam (ABPC/SBT), piperacillin/tazobactam

(PIPC/TAZ), imipenem (IPM), meropenem

(MEPM), aztreonam (AZT) を 用 い た 。 な お,

CFTM, CDTR,  TFLX, LVFX, FLRX は,富 山化学

工業株式会社で合成 した。CCL, NFLX, MINO, EM,

GM, KM, TOB はSigma社 か ら,TCは 和 光純薬 社

か ら購 入 した。CFDN, CFIX, CP, CAM は 市販 品 よ

り抽 出 した。 他 は 市販 の注射 川 製剤 をその まま用 いた。

いず れの薬剤 も使 用直 前に溶解 した。

4. 各 種 薬 剤 に対す る感受性 の測定

日本化 学療法 学 会標 準法9)に もとづ き,測 定培地 と し

て Mueller-Hintonagar (Difco) を用 い, MICを 測 定

した。FOMの 場 合 は Nutrient agar (栄 研) を用 いた。

5. 遊 離VT量 の 測 定

Heart Infusion agar (HIA:栄 研) 平板 上で37℃'

夜 培 養 し た 菌 を 約1×108CFU/mlと な る よ う に

Mueller-Hinton broth (MHB: Difco) に 懸 濁 した。 な

お,菌 量 は試験 開始 時 よ りVTがi一 分検 出で きる1×

108CFU/ml と した。 菌液を30分 静 概後,菌 液9容 に

対 し各薬 剤の 終濃 度の10倍 (20MIC, 1,000MIC)

溶 液1溶 を加え た。 薬剤添 加2時 間 後に培 養液 を採取

し,メ ンプ ラ ンフ ィル ター (0.2μm: ミリポ ア) で 濾 過

後,そ の 濾液 をVT測 定用 試料 とした。 また,同 時 に

生 菌数をHIAを 用 いた混釈 法で測 定 した。FOMの 場

合は, Nutrient broth (栄 研) を 用 いた。

培 養液中のVT扇1は,Vero細 胞 をmい たbioassay法

で 測定 した1{})。VT測 定 用試 料 をvero細 胞 培 養培 地 で

あ る5%FCS添 加E-MEM(日 水)を 用い,公 比10

倍 で 希釈 した。 各希釈溶液の 100μl を 96 well マ イ ク

ロプ レー ト (CORNING) に 移 入後, Vero 細 胞1×105

cells/ml溶 液100μlを 添加 し,炭 酸 ガス培 養装 置内で

5%CO2, 37℃ の 条件 下で48時 間培 養 した。培養 終 了

時 にXTT溶 液 (XTT: Sigma 1mg/ml, phenazine

methosulfate: 和 光純薬25μM) 50μ1を 加 え,3時 間

イ ンキュベ ー シ ョン後,測 定波 長450nmで 吸 光度 を

測 定 し,細 胞の生 死 を判定 した11)。VT量 は ベ ロ トック

スーF (生 研) のVT標 品 を川 いて検 量線 を作成 して換

算 し, 2MIC 濃 度 の TFLX, FOM は3回 の 試験 結 果

を,そ の他は2回 の試験 結 果を平均 した。

なお,本 試験 にお けるVT-1,VT-2の 検 出限 界 は

0.1ng/ml と 0.02ng/ml で あ り.標 品 と して用 いた

VT-1, VT-2 の Vero 細 胞 に対す るIC50他 は,5.06pg/ml

と0.83pg/ml で あ った。 また,使 川 したTK-806株 に 対

す る TFLX, KM お よ び FOM の MIC は, 0.025,

3.13, 25μg/ml で あ った。

6. 走 企 型電 子顕 微鏡観察

TFLX, KM お よ び FOM の 100MIC で1ま た は6

時 間作 用 させ た 菌を走 査型電 子顕 微鏡(日 立S-4500)

で 観 察 した。 電 子顕微 鏡 試 料の作 製は常 法 に従 って 行

った す なわち,MHBに て 振盪培 養 した対数増殖期 の

Table 1. PCR primer used to amplify the fragment of verotoxin gene
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菌 に 薬剤 を1ま たは6時 間作 用 させ,菌 体 を12,000

rpmで 遠 心 集 菌 した。Kerenberger bufferで 洗 浄 し,

1.5%グ ル タールア ルデヒ ド(和 光純薬)で1時 間,さ

らに1%オ ス ミウ ム酸(和 光純薬)で18時 間 固定,

ア ル コー ル脱水 後,酢 酸 イソ ア ミルで置換 し,試 料 を

臨界点乾燥 お よび金 蒸着 を行 って観察 ・撮影 した。

II. 結 果

1.  VT産 生 性

今 回検 討 した35株 に対す るベ ロ トックス に よるVT

の 検 出結 果お よびPCR法 で確 認 したVT産 生遺伝子有

無の結果 をTable2に 示 す。 また,VT産 生遺 伝子確認

にお けるアガ ロース電気 泳動 像の一例 をFig.1に 示 す。

ベ ロ トックスに よるWの 検 出結果 とPCR法 に よる産

生遺伝子 の確 認結果 は全株 で一致 した。35株 中3株 は

Table 2. Results of Verotox-F and PCR against verotoxin pro-

ducing Escherichia coli 0157

A missing numbers= not verotoxin producing Escherichia coli

0157

VT-2の み の産 生が,他 の32株 で はVT-1,VT.2の 両

方 と も産 生 して い るのが 確 認 され た。本 試験 で使用 し

たTK-806株(Fig.1No.31株)はvT-1,vT-2を と

もに産生 していた。

2. 薬 剤 感受性

臨床分離 ベ 口毒素 産生性 大腸 菌015735株 に対す る

各種薬 剤 のMIC値 の 分布 お よびMIC50,MIC90値 を

Table3に 示 す。

ペ ニ シ リン系 薬剤 に耐 性 な株(MIC:>100μg/ml)

が1株 認 め られ たが,そ の他 の株 はす べて の薬剤 に対

して感 受性 を示 した。

今 回検討 した株 は キノ ロ ン系 抗 菌薬 に も っ とも高 い

感 受性 を示 し,MICg。 値 は0,0125～0.1μg/mlで,

TFLXのMIC90値(0.0125)が も っ とも小 さか った。

β-ラ クタム系薬 では,カ ルバペ ネム系,CEZ,CCLを

除 い た セ フ ェム系 抗 菌 薬,モ ノバ ク タム系 抗 菌薬 の

AZTに 対 す る感受性 が 高 く,そ れ ぞ れのMIC90値 は

0.025～0.20μg/ml,0.05～0.39μg/ml,0.1μg/mlで あ

っ た。 そ の他 の抗 菌 薬 に対 す るMIC90値 は,MINO

1.56μg/ml,KM1.56μg/ml,FOM12.5μg/mI,EM

50μg/ml,PL-B1.56μg/mlで あ った。

3. 薬 剤 作 用時のVT遊 離

108CFU/mlのTK-806株 に殺 菌効果が確実 に現 れる

と思 われ る2MIC濃 度,な らびに腸 管内で の薬剤 との

高濃 度接触 を考えて100MIC濃 度 のTFLX,KMお よ

びFOMを 作 用 させ,VT遊 離 量 を作 用前 のVT量 と比

較 してFig.2に 示 す。

2時 間後の薬剤無添加 時の遊離VT量 は,培 養 開始時

の値(VT-2換 算2.69μg/ml)と 比 べ5.7倍 の値 を示 し,

2MIC濃 度 のTFLX,KM作 用 時で は,そ れぞ れ2.6

倍,4.1倍 の値 で薬剤無 添加 の場合 と変 わ らなか った。

FOM作 用 時で は,薬 剤添加前 の64倍 のVT遊 離 が見

られた。100MIC濃 度 では,TFLXで3,9倍,KMで

5.4倍,FOMで48倍 で あ り2MIC濃 度 添加 時 と同傾

向であ った。

2MIC濃 度 添 加時 の2時 間後の 菌数 はTFLXで 約

M .W. 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 #

Fig. 1. Example of agarose gel electrophoresis of PCR

products.
M. W.: Molecular weight marker. #: Strain No..
Strain No. 40 was not 0157. Strain No. 37 pro-
duced only VT-2. Other strains produced both
VT-1 and VT-2.



VOL. 46 NO.11 0157の 薬 剤感受性 とVT遊 離 453

Table 3. Antibacterial actlvlties of drugs against verotoxin-producing Eschertchia coli

0157 (35 strains)

Fig. 2. The amounts of verotoxin released from Echerichia

coil TK-806 (0157) after exposure to tosufloxacin,

kanamycin and fosfomycin for 2 h.

Tosufloxacin, kanamycin and fosfomycin were used

at the concentration of 2 MIC and 100 MIC.

The amounts of released verotoxin are presented as a

ratio of before and after exposure to drugs.

1/104に 減 少 した。FOMで は 約1/50に 減 少 したが,

KM作 川 時 には薬 剤 無添 加 と同様 の 生菌 数推 移 を示 し

た(Fig.3).100MIC濃 度 添 加時の2時 間後 の菌数 は

TFLXお よ びFOMで 約1/106に 減 少 した.ま た,KM

で は約1/107に 減 少 した(Fig.4)、

4. 走 査 型電 了顕微鏡 観察

TFLX,KMお よびFOMの100MICで 作 用 させ た

菌の 走査型電 了顕微鏡 像 をFig.5に 示 す,TFLX。KM

は6時 間作 用 させ た が溶 菌像 は 観 察 され な か った.

FOMで は1時 間で強 い溶 菌像が観察 され,6時 間で は

菌体が 崩れ観察 用試料が作 製で きなか った

III. 考 察

今回,VT産 生 陽性 の 臨床 分離 ベ 口 毒素 産 生性 大腸

菌O157 35株 を 川いて,各 種 薬剤 に対す る感受性お よ

び薬剤 作 川時の遊 離VT量 を検討 した そ の結 果,感
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受性 はTFLXを は じめとするキノロン系薬剤がもっと

も高く,次 いで β-ラクタム系薬剤のカルバペネム系 と

セフェム系薬剤の順であった。また,使 用 した35株 の

中にはペニシリン系薬剤耐性株が1株 認められたが,

他の株はすべての薬剤に感受性であった。 この結果は,

伊藤 らの0157で の検討成績'2}と良 く一致 してお り,

1994年 に尿路感染症患者か ら分離 された大腸菌の薬剤

感受性報告13)(ペ ニ シリン系薬剤耐性株:約20%,キ ノ

ロン系薬剤耐性株:約6%)と もほぼ一致 し,ベ 口毒素

産生性大腸菌0157は 現状では一般のE. coliと 比べ特

別な薬剤感受性を示すことはないと考えられた。

今回,TFLX,KM,FOMの 試験濃度を,殺 菌性が

確実に現れる濃度として2MICを,ま た,後 述するよ

うに腸管内薬剤濃度が高濃度であると想定されること

か ら100MICを 設定 した。薬剤作用時のVT遊 離は薬

Fig. 3. Reduction of viable cells of Escherichia coli
TK-806 (0157) after exposure to 2 MIC of tosu-
floxacin, kanamycin and fosfomycin for 2 h.

剤間で大 きな差が認められ,2MICお よび100MIC濃

度においてTFLX,KMは 対照群 と同程度の低 い遊離

量 しか示 さなかったが,FOMで は多量の毒素遊離が認

められた。殺菌作用の強さは,2MIC濃 度でTFLX,

FOM,KMの 順であり,100MIC濃 度では各薬剤 とも

強い殺菌性 を示 したが,毒 素遊離と殺菌作用 には相関

が認められなかった。

100MICの 薬剤を作用 させた時の菌体の電子顕微鏡

観察から,FOM作 用時には短時間内での溶菌がみられ,

TFLX,KM作 用時では溶菌が認められなかった。毒素

遊離量は菌が死滅する時の溶菌 の程度と相 関する結果

であった。

ところで薬剤作用後のVT遊 離についての報告には,

ST合 剤が菌のVT産 生 を増大させ,逆 にCPFXがVT

産生を抑制するとの報告14)がある。最近,伊 藤 らはキ

Fig. 4. Reduction of viable cells of Escherichia coli
TK-806 (0157) after exposure to 100 MIC of tosu-
floxacin, kanamycin and fosfomycin for 2 h.

control 6 h

kanamycin 100 MIC 6 h

tosufloxacin 100 MIC 6 h

fosfomycin 100 MIC 1 h

Fig. 5. Morphological alteration of Escherichia coli TK-806 (0157) after
exposure to tosufloxacin, kanamycin and fosfomycin.
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ノロン剤のNFLXがsub MIC濃 度でVT-2産 生を誘

導すること,ま たFOMな ど溶菌作川の強い薬剤では

VTが 多量に遊離することを報告12)している。今回の検

討において伊藤 らの報告と同様 にFOM作 用時(100

MIC)に は多量のVT遊 離が認め られた。 一方,キ ノ

ロン系抗菌薬であるTFLX作 川時には0157に 対 して,

強い殺菌力を示 したが溶菌は見 られずVT遊 離 縫は少

なかった。TFLXの 高濃度作川時に溶菌像 も見 られず

またVT遊 離}曇1:は少なかったことか ら,TFLXで は,

sub MICでVT産 生を誘導する 可能性 はあるが,2

MICを 超えるような濃度では,殺 菌作用が優先しVT

産生の増加までは至らないと推定された。

抗 菌剤内服後の ヒ ト糞便 中濃 度は,FOM(小 児)

197～605μg/ml15),NFLX(成 人)102～960μg/ml16),

TFLX(成 人)205～449μg/ml17)KM(成 人)1,354～

14,612μ9/ml18)と 報告されてお り,い ずれも高濃度で

ある。腸管感染症における 下痢時の糞便中濃度に関す

る報告はほとんどないが,下 痢時 において も腸管内で

は比較的高濃度の抗 菌薬 とべ 口毒素産生性 大腸菌が接

触するものと考えられる。

以 上,高 濃度作用時 に速やかに殺菌しVT遊 離 も少

ないキ ノロン系抗菌薬は,す でに種 々の腸管感染症に

対す る有用性 も確 立されていることか ら,小 児の場合

を除 くべ 口毒素産生性 大腸 菌感染症に対する化学療法

にも適 した薬剤 と考えられる。 しか し,キ ノロン剤の

場合低濃度でVT量 を増加 させ る可能性 もあるので,

ベ口毒素産生性 大腸 菌感染に対す るキ ノロン剤の有用

性を見 きわめるには,下 痢時の腸管内濃度推移を測定

することや腸管内濃度推 移を再現 したような条件での

殺菌作用,VT遊 離を検討すること,糞 便中での抗菌

作用などさらに種々の検討が必要であろう。

本論文の要旨は,第43回 日本化学療法学会東日本 支

部総会および第71回 日本感染症学会総会において発表

した。
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Antibacterial effect and verotoxin-release of antibiotics exposure o 

verotoxin-producing Escherichia coli 0157
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Thirty five clinical isolates of Escherichia  coli 0157 were subjected to verotoxin-production, sus-
ceptibility and verotoxin (VT) release testing against various antibiotics.

1) Verotoxin-production of clinical isolates of E. coli
Three strains produced only VT-2 and an other 32 strains produced both VT-1 and VT-2 in

our tested 35 clinical isolates of E. coli 0157.
2) Susceptibility testing
Thirty five clinical isolates of E. coli 0157 were subjected to susceptibility testing against 21

drugs of fl -lactams, 5 drugs of quinolones and 10 other drugs. Only one strain was resistant to

penicillins, whereas, an other 34 strains were susceptible to all drugs tested. Quinolones were
most active against E. coil 0157, and its MICs were 0.0125-0.1,ug/ml.

3) Verotoxin release
The amounts of VT released from E. coli TK-806 were measured after exposure to 2 MIC of

tosufloxacin (TFLX), kanamycin (KM) and fosfomycin (FOM). The amounts of VT were increased
64 fold after exposure to FOM for 2 h. On the other hand, no increase was observed in the case
of TFLX and KM.

In the study described here, clinical isolates of verotoxin-producing E. coli 0157 were tested for
susceptibility to various antibiotics, and TFLX made E. coli release less VT than FOM did.


