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ICR系,IQI無 菌マウス(5週 齢)にverotoxin産 生Escherichia coli O157:H7, NK2ま たはR29株

を経口的に接種 した。両試験菌の場合ともに,対 照とした2匹 の無治療マウスはいずれも投与1日 後か

ら糞便中に,1010～1011CFU/gの 菌量が認め られ,両 試験菌のマウス腸内における安定な定着が確認 さ

れた。 しか しこの期間内で死亡マウスはなかった。次に両感染マウス各3匹 にnorfloxacin(NFLX)

3mg/kg×2/日 を6日 間,連 続経口投与 したが,全 例 ともに投与1日 後には糞便中に625～2,500ng/g

のVT2が 排泄され,2日 後にはVT1が1,250～5,000ng/g, VT2が40,000ng/gと 糞便中か ら非常に

多量のverotoxinが 検出された。NFFLXを 投与したマウスでは糞便中の菌量の減少傾向がみ られたが,

全例 ともに薬剤の投与開始4日 または5日 後に死亡 した。他方,両 感染系にfosfomycin(FFOM)を25

mg/kg×2/日,6日 間の連続経口投与を行ったが,す べてのマウスの糞便中にverotoxinの 排泄はなく,

死亡マウスはみ られなかった。NFL,Xの 投与後に死亡 した全マウスの下部腸管の内容物中にVT2が 高

濃度に検出された。また腸管の剖検の結果では6例 中4例 に多量の出血がみ られ,他 の2例 の糞便は潜

血反応が認め られた。一方,FOMの 投与マウスにはこのような所見はなかった。無菌マウスを用いた

E. coli O157:H7の 腸管感染のためのこのモデル系は,抗 菌薬によるverotoXinのin vivo産 生の測定と

動物に対する障害作用を評価する1つ の方法 として有用であると思われる。
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1996年,夏 期に我が国の各地で,verotoxinを 産 生す る

主 としてEscherichia coli O157:H7そ の他の腸管出血性大

腸菌(EHEC)の 経 口感染による下痢症が集団的または散発

的に発生 し,一 部は溶血性尿毒症候群 または出血性大腸炎な

どの重症例が報告された1)。EHECに よる腸管感染症の治療

については,一 般 に抗菌薬の投与が有効であるとする報告が

あるが,抗 菌薬の投与を疑問視す る意見もある2,3)。この問題

に関連 して,in vitroの 実験結果か らE. coli O157:H7の

verotoxinの 産生 または培養液中への遊離が,抗 菌薬によっ

て増強 されることが報告 されている4"'6)。しか しこれ らの検

討 は試験管内に一定量の抗菌薬が連続 的に存在する条件で,

生 体内,特 に腸管内における薬物動態 とは大きな隔た りがあ

る。

今回我々は,従 来か ら実験に用いている無菌マウスに腸管

出血性大腸菌0157:H7を 感染定着 させ ることに成功 し,本

菌の感染治療薬 と指定 されているfbsfbmycin(FOM)お よ

びnorfloxacin(NFFLX)投 与と腸管内毒素産生性に関し,

興味ある知見を得たので報告する。

I. 材 料 と 方 法

1. 使用菌株

1996年.東 京の医療施設において腸管出血性大腸菌

感染症 と診断された患者2名 より分離 され,当 研究室

でスキム ミルク中に-80℃ に保存 しているVT1お よ

びVT2を 産生するE.coli O157:H7, NK2お よびR29

株を使用 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,日 本クレア社)

を実験動物として用いた。

マウスはAero Clean Bench(ニ ッコー)内 の1ゲ 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(日 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

*東京 都板橋区志村3-30-1
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の高 圧蒸気 滅菌 を した。

3. E.coli O157:H7試 験 菌株 の感染 と同定7)

E.coli O157:H7NK2ま た はR29株 を滅菌 生理食塩

水 に約1×108CFU/ml懸 濁 し,ゾ ンデを用 いて無菌 マ

ウスに0.5ml経 口投 与 した。 翌 日,マ ウスか ら自然排

泄便 を採 取 し,定 量 培 養 を行 い 菌 の定 着 を確 認 した。

す なわ ち採取 した糞便 重量 を正 確 に計 測 し,5mlの

Brain Heart Infusion Broth(BHIB, Difco)中 に入 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0.1ml

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 ら数個 を釣 菌 し同定 した。 同定 には

VITEK system(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)8)

を用 いて0157の 血 清 型 を確認 した。

4. 投 与 薬剤

Fosfbmycin-Ca塩(明 治製菓)お よびnorfloxacin

(杏 林 製薬)を 使用 した。

5. 抗 菌 薬 に よる治療

滅 菌 した0-5%カ ル ボ キ シメチルセ ル ロース水溶液

で,FOMは1,000μg/ml,NFFLXは120μg/ml濃 度 の

懸濁 液 を調 整 した。 各懸濁 液 を一群3匹 の感染 マ ウス

(菌 接種後2日 目)に0.5mlず つ,1日2回(FOMは

1日,合 計50mg/kg;NFLXは 合 計6mg/kg)6日 間 連

続 して経 口投 与 した。

6. 糞 便 お よび腸 内容物 中 のverotoxinの 測 定

薬剤 を投 与 した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 毒素 量 を測 定 した。毒 素 の定 量

に は糞 便 また は 腸 内容 物 を正 確 に 秤 量 し,5mlの

BHIB中 に入 れ,十 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-RPFLA「 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9)。

7. 腸 管 内の 感染菌お よび毒素 の分布

治療 実験 の期 間 中 に死 亡 したマ ウスか ら腸 管 を採 取

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 出 して,菌 数 お よび毒 素 を定 量 した 。

対 照 として薬剤 無投 与群(n=2)か ら糞 便 または腸 内

容 物 を採取 し,同 様 に測 定 を行 った。 また死 亡 マ ウ ス

の腸 内の 出血 を観 察 し,肉 眼的 に異 常 の な い場 合 は オ

ル トトルジ ン法に よ り潜 血の有無 を確認 した。

II. 結 果

1. E.coli O157:H7感 染 マ ウスにお ける糞便中菌 量

とverotoxin量 お よび抗 菌薬 に よる治療

Fig.1に 薬 剤無投 与群(コ ン トロール)の 成 績 を示 し

た。NK2株 ま たはR29株 の 感染後1日 経過 した各マ ウ

スの糞便 中の菌量 は1.2×1011か ら3.2×101lCFU/9と

高値 を示 した。 また図 か ら明 らかな とお り,観 察 した6

日 目 まで そ の菌量 の レベ ル は維持 され,試 験 菌の マ ウ

ス腸 管内へ の定着が確認 され た。

NK2感 染 マ ウス にNFLXを 連 続投 与 した成 績 をFig.

2に 示 した。投 与1日 後(2回 目の投 与か ら約15時 間

後)の 糞便 中の菌F量は1.2×1011～2.4×1011CFU/gで

VT2の み が625～1,250ng/g検 出 された。投与2日 後

(4回 目の投 与か ら約15時 間後)に お け る糞 便 中の菌

量 はほ とん ど変化 なか っ たがverotoxin量 は 激増 し,

VT1は2,500～5,000ng/g,ま たVT2は い ず れ も

40,000ng/gと 高 値 を示 した。投与3日 後で は1.2×108

～4 .0×109CFU/gと 糞 便 中菌量 の減少が認 め られ たが,

verotoxin量 はVT1,VT2と も に2日 目と同様 に高値

であ った。投与4日 後で は試験マ ウス3匹 中1匹 は死

亡 し,生 存 した1匹 か らの糞便 中 の菌量 は さ らに減少

Fig. 1. Bacterial cell counts and verotoxins in feces of mice after infection 

with Escherichia coli 0157: H7 NK2 or R29 strains. 
* The columns show viable cell counts in feces of each mouse
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し2.4×106CFU/g,VT2の み が2,500ng/g検 出 され た。

残 りの1匹 は排便 を認 めなか った。投 与5日 後 では残

り2匹 と もに死亡 した。図 中 に示 さなか ったが死亡 直

前 の観 察 では各 マ ウ ス ともに 明 らか な痙 攣作 用 を認 め

た。

一方FOM連 続 投与 群(Fig
.3)で は投 与1日 後 で

NFLX投 与 群 と大差 のない菌量 が存 在 したが,verotox-

inは 検 出 されなか った。投与2日 後以 降におい て も各

試験 マ ウス と もに投 与 前 と同 レベ ルの 菌量 が維持 され

(1.0×1010～4.0×1011CFU/g)投 与6日 後 まで全例

verotoxinは 検 出 され なかった。

Fig.4お よ びFig.5に 示 したR29感 染 マ ウスにおい

て もNK2感 染 群 と同様 な成績 を示 した。NFLX投 与 に

よ りまずVT2が 激 増 し,そ の後VT1が 増 加 した。投

与3日 後か ら菌量の減少お よび一部にVT1の 減少を認

め4日 後には3匹 中2匹 が死亡 し,5日 後には全マウ

スが死亡 した(Fig.4)。

FOM投 与群では投与6日 後まで投与前と同様の糞便

中菌量を維持 し,い ずれのマウス糞便か らもverotoxin

は検出されなかった(Fig.5)。

2. 死亡および生存マウスの腸管内の菌量とverotox-

in量

E.coli O157:H7感 染マウスの治療実験で,NK2お

よびR29株 の感染の場合 ともに,NFLXで 治療した計

6例 は,投 与第4ま たは5日 でいずれも死亡した。各

死亡マウスの腸管各部位の菌量およびverotoxin量 を測

定し,腸 管 出血の有無,お よび糞便の潜血反応の成績

をTable 1に 示した。NFLXが 投与された6例 のほと

Fig. 2. Bacterial cell counts and verotoxins in feces of mice infected

with Escherichia coli O157: H7 NK2 before and after oral dosing

with norfloxacin for 6 days.
*The columns show viable cell counts in feces of each mouse

Fig. 3. Bacterial cell counts and verotoxins in feces of mice infected
with Escherichia coli 0157: H7 NK2 before and after oral dosing

with fosfomycin for 6 days.
*The columns show viable cell counts in feces of each mouse
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Fig. 4. Bacterial cell counts and verotoxins in feces of mice infected 

with Escherichia coli 0157: H7 R29 before and after oral dosing 

with norfloxacin for 6 days. 
*The columns show viable cell counts in feces of each 

mouse

Fig. 5. Bacterial cell counts and verotoxins in feces of mice infected 

with Escherichia coli 0157: H7 R29 before and after oral dosing 

with fosfomycin for 6 days. 
*The columns show viable cell counts in feces of each mouse 

Table 1. Bacterial cell counts and verotoxins in the intestinal contents of Escherichia coli 0157: H7-infected mice which died during serial 

treatment with norilnxarin

The treatment regimen was 3 mg of norfloxacin per kg per dose, twice daily
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Table 2. Bacterial cell counts and verotoxins in the intestinal contents of Escherichia coli 0157-infected 

mice sacrificed at 7 days after the final fosfomycin treatment

ん どのマウスの腸管上部お よび中部の菌量は低 く,検

出限界以下の例が認め られた。 しか し腸管下部の菌数

は比較的高 く,1.0×109CFU/gが 最高値で他の2匹 の

マウス腸管下部で同レベルの菌量が検出された。

Verotoxin量 では,腸 管の各部位の うち下部にもっと

も多量に存在することが確認された。すなわちVT1は

この部位の内容物中に6例 中4例 に313～1 ,250ng/g,

VT2は6例 中5例 で20,000～40,000ng/g,残 り1例

は1,250ng/gと 高値を示 した。これに対 して腸管上部

お よび中部の内容物中か らはVT1は まったく検出され

なかった。 しかしVT2は6例 中5例 の上部腸管か ら

78～625ng/g,2例 の中部か ら10,000お よび156ng/9

検出された。死亡マウスの腸管の観察結果では,6例 中

4例 に明 らかな出血が認め られ,肉 眼的に腸管出血の見

られなかった2例 のオル トトリジン法による潜血反応

は強陽性であった。

Table 2に はNK2お よびR29に よる感染マウスに

FOMを 投与 した各3例 および無投与の各2例 につい

て,投 与実験が完了 した翌 日に前述同様に解剖を行い,

腸管内に残留す る菌量お よびverotoxin量 を示 した。

FOMの 投与群および対照群 ともに,腸 管各部位から多

量の試験菌が検出されたが,verotoxinは 全例か ら検出

されなかった。

III. 考 察

我々は,さ きにE.coliO157:H7の 臨床分離株は一

般に常用抗菌薬の多 くに感受性をもつことを報告 した

が10),同 様な結果は他の研究 によって も確認 されてい

る4,5)。それ らの薬剤のうち,我 が国ではFOMそ の他の

抗菌薬がE. coli O157:H7な どのEHECに よる下痢症

の治療 に応用 されている')。

一方
,NFLXな どのキノロン系抗菌薬はEHECに 対

して強いin vitro抗 菌活性 をもつが,こ れ らの抗菌薬は

EHECのverotoxinのin vitro産 生または培養液中へ

遊 離 を増 強す る こ とが報 告 されて い る4～6)。また 国外 に

お けるE且ECの 感 染に よる下痢 または出血性腸 炎に対

して,こ れ らの抗 菌薬 を投 与 して 無投 与群 と比 較 した

成績 では明確 な改善が報 告 され てい ない11)。こ の ような

事実 か ら,抗 菌薬 をEHEC感 染 症へ 臨床 的 に応用す る

こ とに積極 的 に賛成 しない意見 もあ る。Walterspielら6)

は,ciprofloxacin, trimethoprim/sulfamethoxazoleそ

の 他 の薬剤 がin vitroで 作 用 した とき,E.coli O157:

H7お よ び026か らのverotoxinの 遊 離 は菌株 および

抗菌薬 の種 類 によって大 きな相違が あ り,cipro且oxacin

が も っ と も強 い遊 離 作 用 を示 す こ とを明 らか に した。

この研 究 を通 じて,抗 菌薬 の投 与 はEHECの 腸 管感染

症 か ら溶血性 尿 毒症 を併 発 す る リス ク因子 に な る可能

性 を示 唆 して い る。 しか しEHECの 抗 菌 薬 に よる

verotoxinのin vitroに お け る遊離 が,そ の ま ま臨床の

EHEC感 染 にお け る抗 菌薬 の影響 をただ ちに反映す る

とは考 えに くい。

この 問題 に 関連 して,我 々 は無 菌マ ウス を利 用 して

E.coli O157:H7の 腸 管 感染モ デルを作 成 し,抗 菌薬の

投 与時 のverotoxinの 腸 管 内への遊 離 また は糞便 中への

排 泄,さ らにマ ウスへ の障 害 につ いて 検討 した。すで

にマ ウス を用 いたE.coli O157:H7の 腸 管感染 モデル

と しては,Wadolkowskiら12,13)お よ びKarpmanら14)

の 報 告 があ る。Wadolkowskiら の 実験 では,CD-1マ

ウス にstreptomycinを 前 投 与 し,常 在 好気性菌 の増殖

を抑制 してE.coli O157:H7を 経 口的に接種 した。こ

の条 件 で試験 菌 が腸 管 内 に高 レベ ル に定着 したが,感

染 マ ウス に下痢 そ の他 の腸 管の 異常 症状 を観察 しなか

った。

Karpmanら は,抗 菌薬 の前処理 を しない他 の系統 の

マ ウスにE.coli O157:H7を 腸 管 内に接種 し,マ ウス

の腸 管 内に安 定 的な菌 の 定着 と便 性状 の異 常 を観 察 し

てい る。す なわ ちマ ウスのE.coli O157:H7の 実 験感

*The treatment regimen was 25 mg of fosfomycin per kg per dose
, twice daily

**Control mice (untreated)
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染モデルでは,用 いられたマウスの系統および感染菌

としたE.coli O157:H7の マウスの腸管に対する病原

性 により,腸 管に試験菌が多量に定着 して も腸管の異

常症状が発現 しない場合があることを示 している。本

報の我々のマウス感染モデルでは,E.coli O157:H7の

経口接種によ りマウス腸管内に安定的に菌が定着する

が,マ ウスには外見上,格 別の異常な症状 は認め られ

ない。 しか し試験菌の接種条件の変化,ま たは菌の毒

力の強化によ りマウスの腸管に障害を誘発で きる可能

性はある。この系 を用いて,各 種の抗菌薬を連続投与

した場合のverotoxinの 糞便中または腸管内への遊離を

in vivoに おいて評価 した。

我々のE.coli O157:H7感 染のマウスモデルでは,

Fig.1の とお り,NK2お よびR29の 場合 ともに,薬 剤

無投与の対照群では糞便 中に1010～1011CFU/gの 生菌

数が検出されたが,verotoxinの 排泄はまったくみ られ

なかった。NFFLXの3mg/kg×2/日,6日 間の投与2日

終了(4回 の投与後)か らNK2お よびR29株 の両感染

で糞便中菌数が減少 し,同 時にVT1お よびVT2の 糞

便中への排泄が激増する傾向がみ られ,第4～ 第5日

終了後には全例が死亡 した。死亡マウスの剖検では,

下部腸管に出血所見 または糞便の潜血反応が認められ

た。死因に関する詳細な検討は行 っていないため断定

はできないが,腸 管内verotoxinの 顕著な増加 に伴い死

亡することか ら,こ のこ とが重要な要因である と考え

られる。 また,今 回の実験成績か らVT2に 比べVT1

が遅れて検出されVT2量 に比べ少ないのは,in vitro

における実験 でも認め られているようにVT2に 比べ

VT1は 菌体外へ放出されにくいためであろう4,15)。これ

に対してFOMの50mg/kg/日,6日 間の投与では,投

与6日 後まで投与前 と同様の菌量を維持 した。FOMの

投与群では腸管出血お よび潜血反応 はまった くみ られ

なかった。感染マウスに対するFOMの 結果は,FOM

がE.coli O157:H7感 染症の治療に不適当であること

を意味するものではなく,実 際には臨床的にFOMは

ヒ トのEHEC感 染症に投与 され治療効果を示 してい

る。一方薬剤の吸収排泄 は動物種によって大 きく相違

す ることは周知のとお りである。本報の実験において

E.coli O157:H7感 染マウスの腸管内の感染菌がFOM

の投与によって減少 しなかったのは,柳 沼 ら16)および

石沢 ら17)がラッ トを用いて示 したFOMの 実験動物 に

おける吸収性 の特異性 を反映 した ものと考え られる。

すなわち本報で用いたマ ウスと同 じ齧歯類のラ ットと

比較 して,ヒ トのFOMの 経口吸収率は25～36%と

低 く,ラ ッ トの1/3程 度であるとされている。今回の

マウスにおいて もFOMが 腸内のE.coli O157:H7に

抗菌作用 を発揮す る以前に吸収 され,感 染菌の減少 は

認め られなかった と考 えられる。 また,同 実験系で,

FOM投 与群か らはコントロール同様VTが 検出されな

かった点 につ いてはFOMの 腸管内濃度が明 らかに低

かったためであろう。高田 ら4)はEHECを 用いたin

vitroの 実験で,FOMはMIC以 上の濃度ではVT1,2

の経時的遊離は認め られなか った と報告 している。結

果には示さなかったが我々の実験では,菌 体内外のVT

量はFOMに よって影響を受けないことを確認 してい

る。しかしこれ らはあ くまでもin vitroで の成績である

ため,今 後 さらにヒ ト腸管内薬剤濃度に近い濃度 とな

るFOM投 与量で実験感染 に対する効果を検討する必

要がある。

この無菌マウスを用いるE.coli O157:H7の 腸管感

染モデルは,抗 菌薬の有効性評価に用い られる全身感

染モデルとは異な り,対 照マウスは死亡 しないが.こ

の腸管感染マウスに各種の抗菌薬を投与 した場合,感

染菌か らverotoxinの 遊離,マ ウスに対する障害作用 ま

たは致死作用 を判定する一方法 として有用であること

が示唆された。
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A mouse model of Escherichia coli 0157: H7 infection for evaluation of 

 antibacterial drugs 

In vivo release of verotoxins and toxic effect on mice

Intetsu Kobayashi1), Hiroe Muraoka1), Kaoru Matsuzaki1), Takeshi Saika1), 

Minoru Nishida1), Hironobu Akita2), Satoshi Iwata3), 

Yoshitake Sato4) and Keisuke Sunakawa5)

1) Chemotherapy Division
, Mitsubishi-Kagaku Bio-Clinical Laboratories, 

Shimura 3-30-1, Itabashi-ku, Tokyo 174-8555, Japan 

2) Department of Pediatrics
, St. Marianna University. Yokohama City Seibu Hospital 

3) Department of Pediatrics
, Kasumigaura National Hospital 

4) Ota General Hospital 

5) Department of Pediatrics
, The Second Tokyo National Hospital

IQI mice (ICR, 5 weeks old) were orally challenged with verotoxin-producing strains 

of Escherichia coli 0157: H7 NK2 or R29. The viable cells, at 1010•`1011 CFU/g, excreted into the 

feces were collected from the non-treated mice for 1•`6 days after infections with both strains, 

which indicates stable inoculation in their intestinal tracts. No mice died in the non-treated 

groups during or after the dosing period. Norfloxacin was given orally at a dose of 3 mg/kg 

twice/day for 6 days to three mice each which were infected with NK2 or R29 strains. VT2 of 

 625-2,500 ng/g was found in the feces of the infected mice for 15 hours after two doses on the 

first day of norfloxacin dosing, and large amounts of VT1 (1,250•`5,000 ng/g) and VT2 

(40,000 ng/g) were also found in the feces for 15 hours after dosing on the second day. Although 

a marked decrease in the viable cell count was found in the feces of the mice given norfloxacin, 

all the mice died within 4•`5 days after onset. On the other hand, when fosfomycin was given to 

the infected mice at a dose of 25 mg/kg twice/day for 6 days, no verotoxins were found in any 

feces of the mice and no mice died of infection with either E. coli 0157: H7 NK2 or R29. Very 

high concentrations of VT2 were found in the contents of the lower intestines of mice which died 

after norfloxacin dosing. Bleeding was detected in the intestines of 4 of the 6 dead mice, and a 

positive occult reaction was observed in feces of the other 2 mice. No such changes were observed 

in the mice given fosfomycin.This intestinal infection model in mice infected with E. coli 0157: 

H7 may be useful for evaluating the in vivo production or liberation of verotoxins by antibacterial 

drugs and their toxic effects on mice infected with this bacterial strain.


