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消 化器 外科 領域 にお いて嫌 気性 グラム陰性 桿菌 に よ る腹腔 内感 染の発 症頻 度 は高い。 また,こ の ほ とん

どの場合 は他 菌種 との複数菌 感染で ある。 そこで,臨 床 的 に もっ とも問 題 とな る菌種 の1つ であ るBacter-

oides spp.と,検 出率が 高 く治療 に難渋 す るPseudomonas aeruginosaを 混 合培養 して,Bacteroides spp.

の増 殖状態 に関 して検 討 した。臨床材 料か ら採 取 されたBacteroides 14菌 株(Bacteroides fragilisが9株,

Bacteroides thetaiotaomicronが2株,Bacteroides caccaeが2株,Bacteroides eggerthiiが1株)か ら低

栄養状態 またはsub MIC下(cefmetazole 6.25μg/ml)で 作 製 され た種 々の程度 の増 殖抑制株 の菌液 お よ

び,こ れ とPseudomonas aeruginosaと の 混合 菌液 を嫌気 条件下,37.5℃ で 振盪培 養 し経時 的に生菌数 を

測定 した。Bacteroides spp.単 独 培 養で は,増 殖抑制 の程度 に よ り種 々の増 殖曲線 を描 いた。 高度増殖抑

制株 は増殖 が不安 定 で,途 中で増 菌が完 全 に止 まった。 中等度増 殖抑 制株 では増 殖 は比 較的安 定 してい た

が,109CFU/mlま で は増 菌 しなか った。軽 度増殖 抑制株 で は生菌 数 は109CFU/mlに 達 したが.培 養 に時

間を要 した。 高度増 殖抑 制株 を継 代培 養す る と徐 々に増 殖 の抑 制 の程度 は軽快 し,中 等 度増殖 抑 制株 か ら

軽 度増 殖抑 制株 に移行 した(増 殖抑 制 因子 は継代 され る も徐 々 に消 失 した)。 これ らの菌 株 に106CFU/ml

のPseudomonas aeruginosaを 加 えて培 養す る と増殖抑制 の発現が制御 され,生 菌 数は全株 とも109CFU/

ml以 上 とな った。 増殖初期 で は速 度が遅 い場 合 もみ られたが,そ の後 は増殖 が 良好 とな った。 以上 の結果

か ら,感 染巣 に感 染 して いる増殖抑 制状態 にあ るBacteroides SPP.がPseudomonas aeruginosaと の 混合

によ り再 び対数増 殖の状態 に戻 って しまう可 能性 が示唆 され た。
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消化器外科領域 において嫌気性 グラム陰性桿菌 による腹腔

内感染の発症頻度は高 く,教 室で は同菌の検出率 は25～50

%1.2)(膿 汁:日 本大学板橋病院第三外科1987年 ～1997年)

である。この感染症の特徴は,重 症感染症 として発症す る症

例が多 く,し か も,そ のほとん どが複数菌感染例である2)。

このため,治 療 においては嫌気性 グラム陰性桿 菌のみな ら

ず,他 菌種を含めた考慮が必要 となる。そこで,嫌 気性 グラ

ム陰性 桿 菌の う ちで もっ と も検 出率 の 高 いBacteroides

spp.と,検 出率が高 く治療 に難渋するPseudomonas aerug-

inosa 3)を選択 し,基 礎的研究を行った。病巣に存在するBac-

teroides spp.は 性 状や増殖 に相違がみ られることが予想 さ

れるので4～6),各 条 件下で生存するBacteroides spp.を 用い

て,P.aeruginosaがBacteroides spp.の 増 殖におよぼす影

響について検討 した。

I.　 材 料 と 方 法

1.使 用菌株

日本大学板 橋病 院第三外科 に入院 中の感染症患 者か ら

分 離 され たBacteroides spp.14菌 株(No.1～No.14)と

P.aeruginosa 1菌 株 を実験 に使用 した。 これ らの 菌株

は臨床材 料 か ら分 離 され た後,20%ス キ ム ミル クを保

護剤 と して-80℃ で保 存 され た。

2.使 用培地

Bacteroides spp.の 増 菌用 にはGAM agar(ニ ッス

イ),GAM broth(ニ ッス イ)を 使 用 した。 選択培地 と

してBacteroides spp.の 発 育用 にBacteroides agar(ニ

ッス ィ),P.aeruginosaの 発 育用 にDHL agar(ニ ッス

イ)を 使用 した。

3.生 菌数の測 定

菌液 をGAM brothで10倍 ず つ 希釈 し,各 希釈 液 を

選択培地 に10μl塗 布,生 菌数(CFU:colony forming unit)

を測 定 した。

4.Bacteroides spp.菌 液 の作製

菌液A

a.保 存 菌株(No.1～No.14)をGAM agarに 画 線
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塗抹,37.0℃ で30時 間嫌 気培 養 〔ア ネロメ イ ト-J(ニ

ッス イ)〕後,1 colonyを 釣 菌 し,500μlのGAM broth

に溶 解,こ れ をcefmetazole(CMZ)6.25μg/ml加GAM

brothで10-7倍 に希釈 し,Bacteroides spp.約100CFU

/mlの 菌 液5ml(CMZ 6.25μg/ml)を 作 製 した。

b.嫌 気条件(炭 酸 ガ ス100%)下37.5℃ で30時 間

振盪培養 後,24時 間室 温 に放 置。生菌 数が109CFU/ml

以 上 である ことを確認 し,2℃ で5日 間保存 した。

菌液B

a.Bacteroides fragilis(No.4)の 保 存菌株 をGAM

agarに 画 線 塗抹,37.0℃ で30時 間 嫌 気培 養 〔ア ネ ロ

メイ トーJ(ニ ッスイ)〕後,1 colonyを 釣 菌 し,こ れ を

GAM broth 5 mlに 接 種 した。

b.嫌 気条件(炭 酸 ガス100%)下37.5℃ で30時 間

振 盪培養 し,培 養 液 をpH5.5～6.0に 調 節 し,2℃ で7

日 間保存 した。 菌液の生菌数 を測 定 し,B.fragilis 100

CFU/mlのGAM broth 5 mlを 作 製 した。

c.こ れ を嫌 気条件 下で48時 間振 盪培 養 し,培 養 液

をpH5.5～6.0に 調 節 して,2℃ で10日 間 保 存 した。

生菌数 を測 定 し,B.fragilis 100 CFU/mlのGAM broth

5mlを 作 製 した。

d.cを2回 繰 り返 した。

継代培養

菌 液Aま た はBか ら0.5mlを 採 取,こ れ をGAM

broth 4.5mlに 混 和 し,嫌 気 条件下37.5℃ で30～48時

間 振盪培養 した(継 代培 養)。 菌液Aま た はBを 第1世

代,継 代 培養 した菌 株 を第2世 代,こ れ を継代 培 養 し

た菌 株 を第3世 代,さ らに継 代培 養 して作 製 され た 菌

株 を第4世 代 とした。

5.P.aeruginosa菌 液 の作 製

保存菌株 をDHL agarに 画 線塗抹 し,37.0℃ で24時

間 好気培養後,1 colonyを 釣 菌 し,こ れ を10mlのGAM

brothに 接 種,好 気 条件下37.5℃ で24時 間 振盪培 養 し

た。

6.Bacteroides spp.の 増 殖 曲線 の作 成

a.Bacteroides spp.単 独 培 養

各 世 代 の 菌 株 を100 CFU/mlに な る よ う にGAM

broth 5 mlに 接 種 した。 ただ し,使 用す る各 世代菌液 の

菌数が100CFU/ml以 下 の場 合は4mlのGAM broth

に1 mlの 菌 液 を加 えた。 嫌気条件下37.5℃ で 振盪培 養

し,経 時的 に300μlの 菌液 を採取,生 菌数 を測定 した。

縦 軸に菌数(単 位log CFU/ml),横 軸 に培養時 間 をプ

ロッ トして増殖 曲線 を作成 した。

b.Bacteroides spp.とP.aeruginosaの 混 合培養

各世代 の菌株100CFU/ml,Paeruginosa 106CFU/

mlのGAM broth 5mlを 作 製 し,嫌 気条件 下37.5℃ で

振 盪培 養 し,経 時 的 に300μlの 菌液 を採 取,Bacteroi-

des spp.用 にBacteroidesagar,Paeruginosa用 に

DHL agarを 用 いて生菌数 を測定 した。縦軸 にBacteroi-

des spP.の 菌 数(単 位log CFU/ml),横 軸 に培 養時間

をプ ロッ トして増殖 曲線 を作成 した。

7.菌 の形態 変化

No.5(B.fragilis)の 形 態変化 を観察す るために,a

～dの 菌液 を作 製 して グラム染色 した後 ,光 学 顕微鏡で

鏡顕 した。

a.正 常発 育菌株:Bacteroides spp.保 存 菌株 をBac-

teroides agarに 画 線塗抹 し,37.0℃ で30時 間嫌 気培

養後,1 colonyを 釣 菌 し,5mlのGAM brothに 接 種,

こ れを嫌気条件下37.5℃ で 振盪培養 した。

b.第1世 代(菌 液A):sub MIC下 の 菌形態 と した。

c.第2世 代:第1世 代(菌 液A)の 菌 株100CFU/

mlのGAM broth 5mlを 作 製 し,37.5℃ で48時 間 嫌

気培養 した。

d.第3世 代:第2世 代 の菌株100CFU/mlのGAM

broth 5mlを 作 製 し,37.5℃ で48時 間嫌 気培 養 した。

II.　 結 果

1.菌 液A中 の第1世 代 株 の生菌 数(Table 1)と,

そ の増殖 曲線(Fig.1)

Bacteroides spp.(No.1～No.14)の 内訳 はBfragi-

lisが9株,Bacteroides thetaiotaomicronが2株,Bac-

teroides caccaeが2株,Bacteroides eggerthiiが1株 で

あ る。β-ラ ク タマーゼ産生菌 は14株 中12株 で ある(ニ

トロ セ フ ィ ン法)。 生 菌 数 で はNo.1が1.0×104CFU/

ml,No.3が3.2×108CFU/ml,No.5が9.0×105CFU/ml,

No.8が4.0x106CFU/ml,No.9が2.2×108CFU/mlで あ

った。他 の菌株 の生菌数 はすべ て102CFU/ml以 下 であ

った。

No.1～No.14のBacteroides spp.の 増 殖 曲線 をみる

と,増 殖 の抑 制 され た株 はNo.3,5,8,9の4株 で,

この うちNo.3が もっ とも増殖が抑 制 され,培 養開始30

時 間後 か ら増 菌が な く,48時 間 後 の生 菌 数 は2.6×106

Fig. 1. Growth curve of Bacteroides species prepared by

6.25 ,ug/ ml cefmetazole.

Four strains (No.3 B. caccae , No.5 B. fragilis, No.8

B. eggerthii, No.9 B. caccae) of 14 Bacteroides species

became slow growing bacteria by sub MIC. Ten strains

of 14 strains of Bacteroides species grew rapidly at

37.5•Ž in GAM broth in an anaerobic environment.
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CFU/mlで あ っ た。 その 他の 菌株 はすべ て20時 間後 に

108CFU/ml以 上 となっ た。

2.菌 液Aの 第2世 代株の増殖 曲線(Figs.2～5の 細

実線)

菌 液AのNo.3(B, caccae),No.5(B.fragilis),No.8

(B. eggerthii), No.9(B.caccae)を 継 代培 養 して作製

した 第2世 代 を培 養 す る と第1世 代(Fig.2～5;太 実

Table 1. 14 strains of Bacteroides species isolated from pus

*Bacteroides species which grew up to 10 CFU/ml by

anaerobic culture in GAM broth including 6.25 pg/ml

cefmetazole at 15-20t for 24 hours. They were then stored at

2•Ž for 5 days in the same broth.

Fig. 2. Growth curve of No.3 Bacteroides caccae

prepared by 6.25 iug/ml cefmetazole in the absence or
presence of Pseudomonas aeruginosa. 

B. caccae prepared by sub MIC (6.25 pg/ml
cefmetazole) was named as the first generation.

Nutrient culture of the first generation provided the
second generation. The first generation and the

second generation were then cultured anaerobically
at 37.5t in GAM broth in the absence of P.

aeruginosa or in the presence of P. aeruginosa.

Fig. 3. Growth curve of No.5 Bacteroides fragilis pre-

pared by 6.25 ig/ml cefmetazole in the absence or

presence of Pseudomonas aeruginosa.
B. fragilis prepared by sub MIC (6.25 pg/ml

cefmetazole) was named as the first generation. Nu-
trient culture of the first generation provided the sec-

ond generation. The first generation and the second

generation were then cultured anaerobically at 37.5
C in GAM broth in the absence of P. aeruginosa or
in the presence of P. aeruginosa.

Fig. 4. Growth curve of No.8 Bacteroides eggerthii

prepared by 6.25 ,ug/m1 cefmetazole in the absence or
presence of Pseudomonas aeruginosa.

B. eggerthii prepared by sub MIC (6.25 ,ug/ml
cefmetazole) was named as the first generation . Nu-
trient culture of the first generation provided the sec-
ond generation. The first generation and the second

generation were then cultured anaerobically at 37.5
C in GAM broth in the absence of P. aeruginosa or
in the presence of P. aeruginosa.
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Fig. 5. Growth curve of No.9 Bacteroides caccae 

prepared by 6.25 ƒÊg/ml cefrnetazole in the absence or 

presence of Pseudomonas aeruginosa. 

B. caccae prepared by sub MIC (6.25 ƒÊg/ml

cefmetazole) was named as the first generation. Nu-

trient culture of the first generation provided the sec-

ond generation. The first generation and the second 

generation were then cultured anaerobically at 37.5 

•Žt in GAM broth in the absence of P. aeruginosa or in 

the presence of P. aeruginosa.

線)に 比較 して増殖 が著 し く良好 で,4株 とも培養 開始

30時 間後 に菌 数 は109CFU/mlま た は,そ れ以 上 に達

した。

3.菌 液A第1世 代株 または第2世 代株 と,P.aerug-

inosaと の 混合培 養にお けるBacteroides spp.の 増 殖 曲

線(Figs.2～5の 点線)

No.3,5,8,9の 第1世 代(菌 液A)と,こ れを継代培

養 した第2世 代 を用 いて,P.aeruginosa(106CFU/ml)

との 混合培養 を行 った。第2世 代 にP.aeruginosaを 混

合 した場合(細 点線)は,同 株 単独 培養(細 実線)に 比

較 す ると増殖期 に軽 度の増殖抑 制がみ られ た(菌 数の相

違 は1/10～1/100)が,30時 問 後 に は菌数 は109℃FU/

mlと な った。第1世 代 にP.aeruginosaを 混 合 した場

合(太 点 線),培 養 開始30時 間 以後 で は 同株単 独培 養

(太実線)に 比較す る と増殖勾 配 は急 で,44時 間 後には

109CFU/mlに 達 した。

な お,P.aeruginosaの 菌 数 は 各 時 間 と も106～107

CFU/mlの 値 であった。

4.No.5(B.fragilis)の 形 態 変化(多 様性)(Fig.6)

a.正 常 発 育形 態 で は,ほ とん どの増 殖株 が 桿状 の

細長い形態 を していた。

b.第1世 代(菌 液A)で は,多 くの 増殖 株 が フ ィ

Fig. 6. Photomicrograph showing the morphological changes of No.5 Bacteroides fragilis (•~ 500) . 

A. Rapid growing B. fragilis 

B. First generation: Most B. fragilis cells prepared by 6.25 ƒÊg/ml cefmetazole showed formation of long filaments. 

C. Second generation: The form is small. 

D. Third generation: The extent of growth was almost recovered, but their form is still small and not long.



VOL.47 NO .5 Bacteroides spp. の増 殖抑制株 とP.aeruginosaと の 混合培 養 291

ラメ ン ト化 し,溶 菌 した菌体 も多数認 め られ た。死 菌 と

生菌の数の比 は約1,000:1で あ った(表1:生 菌 数9.0

×105CFU/ml)。

c.第2世 代 は,大 小種 々の大 きさの菌が散在 し,小

さい ものは球形 に近 か った。

d.第3世 代 は,aに 比 べ て大小種 々の大 きさの菌が

散在 し,cに 類 似 していた。

5.菌 液B第1世 代 株 お よびそ の継 代 培 養 株(第2

～4世 代)の 増殖 曲線(Fig .7)

高 度 増 殖抑 制 株(菌 液B)で あ る 第1世 代 と,こ れ

を継代培 養 した 第2～4世 代 を用 い て増 殖 曲線 を描 い

た。第1世 代 は培 養 開始10時 間 を ピー ク に菌 数 は減 少

し(1.1×104CFU/ml),29時 間 後 で は3.2×103CFU/ml

となった。 第2世 代 は培養 開始10時 間 まで増 殖 曲線 は

一定の勾 配 を もって
,菌 数増 加 を示 した(1.2×102CFU

/ml→1.3×104CFU/ml)。 そ の 後8時 間 は まっ た く増加

がな く,そ の後 も不 安 定 な 曲線 を描 い た。第2世 代 を

継代培養 した第3世 代 では増殖が安 定 して,培 養開始29

時間後 には生 菌 数 は7.0×107CFU/mlに 達 した が.第4

世代に比較す る と,増 殖の速 度 は明 らか に遅 か った。

6.菌 液B第1世 代 株 または第2世 代株 と,P.aerug-

inosaと の 混 合 培 養 にお け るB.fragilisの 増 殖 曲 線

(Fig.8の 点線)

B.fragilisの 第1世 代(菌 液B)お よびそ の第2世 代

Fig. 7. Growth curve of Bacteroides fragilis prepared by

limiting nutrition.
B. fragilis strain prepared by limiting nutrition

was called the first generation. Nutrient culture of
the first generation provided the second generation,
and likewise for the third and fourth generations.

の単 独培 養(Fig.8の 実 線)で は培 養 開始10時 間後 の

菌数 が104CFU/mlで あ った。 これ に対 して,106CFU/

mlの 濃 度 のP.aeruginosaを 加 え て 混 合 培 養 す る と

(Fig.8の 点 線),培 養 開始10時 間 まで は単 独培 養 の場

合 と同一の増 殖軌線 を描い たが,そ れ以後 は単 独培養 の

時 と異 な りB.fragilisの 増 殖 は抑 制 され る こ とな く増

殖 し,29時 間 で109CFU/mlと な った。

III.　 考 察

腹 腔 内感 染症 にお いて検 出 され る嫌 気 性 菌 の うち,

Bacteroides spp.の 検 出率 は高 く,(1)抗 菌 活性 を低 下

させ る7),(2)膿 瘍 を形 成 させ る,(3)種 々の病 原性8,9)

を有 す る,な どの ために治療 の上で十 分 に考慮 しなけれ

ばな らない主 な治療 対象菌種 であ る。Bacteroides spp.

の検 出率が 高い理 由 として,下 部腸管 の常 在菌叢 の優 勢

菌 であ るこ とがあ げ られ る。 しか し,こ れだ けの理 由で

はない。 なぜ ならば,下 部腸管 の常在菌叢 の優勢 菌 と し

て,他 にBifidobacterium spp.やEubacterium spp.

な どが あ るが腹腔 内 の感 染巣 か らの検 出率 はBacteroi-

des spp.よ り低 い。この理 由 として,Bacteroides spp.

の,(1)病 原 性 や組織 親和性,(2)他 菌 種 との共 生10),な ど

が考 え られる。そ こで,今 回,(2)に つ いて検討す るため

に,感 染 巣か らの 検 出率 の高 いP.aeruginosaを 混 合

し,Bacteroides spp.の 増 殖へ の影響 をin vitroで 調

べ た。Bacteroides spp.の うち,検 出率が高 いBacter-

oides fragilisを 中 心 に臨床検体 か ら分離 された14株 を

用いた。

Bacteroides spp.はFig.6に み るよ うに環境 に よっ

て種 々の形態 を とり,ま た,同 一条件 で増殖 した場合で

Fig. 8. Growth curve of No.4 Bacteroides fragilis prepared

by limiting nutrition in the absence or presence of P.

aeruginosa.

B. fragilis prepared by limiting nutrition was

named as the first generation. Nutrient culture of the

first generation provided the second generation. The

first generation and the second generation were then

cultured anaerobically at 37.5•Ž in GAM broth in the

absence of P. aeruginosa or in the presence of P.

aeruginosa.
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も1個1個 の菌 形態 も さまざ まで ある。 これがBacter-

oides spp.の 特 徴(特 に後者)で あ るが,大 腸 内で変化

す る環境 の中で増殖 ・生 存が可能で,常 に常 在菌叢 内で

優 勢 に一定 の菌 数 を保 つ 理 由の1つ と考 えて い る。環

境 によって形態 を変化 させ る現 象 は他菌種 で もみ られ る

こ とが 知 られてい る。Helicobacter pyloriで は 低温,栄

養素 の欠乏,酸 素の欠乏,抗 菌薬の存在 な どに よ り球状

体(コ ッコイ ド)に な る11)。自然界(体 外)に 存 在 して

いる時はこの形態 を している。Escherichia coliな ど で

も球状体 形成がみ られ る。 この ような状態 にあ る細菌 で

は増殖 が抑 制 され,そ して 自己に不利 な環境 で も生存 し

ている11～13)。本 実験 で もsub MIC下 で 抵抗性 を示 し長

期 間生 存 してい る菌株 は増殖抑 制が強 い とい う結果が 出

ている。 この ような細菌 の形態,性 状の変化 は過酷 な環

境 に対応 して生存す る手段 か もしれ ない。

Bacteroides spp.は 腸 管 内では通常,栄 養や環境 な ど

に障害 がな く十分 な増殖が されてい るもの と考 え られ る

が,な ん らかの原因で遊離腹腔 内に遊 出される とまった

く異 なる環境 で増殖(感 染)す る ことになる。 この環境

とは生体 防御,抗 菌薬,栄 養 障害,酸 素 の存在 な どであ

る。 この ような環境(以 下,ス トレス状態 と言 う)で,

前 述 のご とく菌形態 に変化 を起 こす ことになる。ス トレ

ス状態 ではBacteroides spp.は 徐 々に死滅 してい くが,

生 き残 った ものは菌形態変化 とともに増殖能力 が低下 し

てい る4～6),14)。したが っ て,腹 腔 内感染 巣 で は増 殖抑 制

株 が遺残 または出現す る可能性 が高い。そ こで,腹 腔内

感染症 において,よ りin vivoに 近 い状態 を研 究す る目

的 で,Bacteroides spp.増 殖 抑 制株 を作製 し,こ れ にP.

aeruginosaを 混 合培養 した場 合のBacteroides spp.の

増 殖 の様子 を検 討 した。

Bacteroides spp.増 殖 抑制株 は増 殖速度が不安 定で,

高 度抑制株 においては一定の濃度 に達す る と抑制 が発現

した。CMZ処 理 を した場合,postantibiotic effect(PAE)

に よ って増殖抑 制 されたか,Bacteroides spp.の 増 殖抑

制株が選択 されたか,Bacteroides spp.の な ん らかの増

殖抑制因子が発現 したかは不明 である。 しか し,今 回の

実験 で 「(1)抗菌 薬処理 を行わ な くて も高度増殖抑 制株 が

得 られた こと。 しか も,こ の増殖抑 制株 の培養 中.突 然

に増 殖抑制が発現 し正常 な増殖が で きな くなった こと。

(2)CMZ処 理 で生存菌数が 多か ったBacteroides spp .ほ

ど増殖抑 制がみ られ,菌 数が激減 したBacteroides spp.

に は増 殖抑 制株が み られ なか った こ と。 」か らPAE効

果 よ りも,何 らかの増殖抑 制因子が発現 また は同因子 を

有す る菌株 が選択 された可能性が 高い。E.coliの ス ト

レス抵抗性 のあ る球状体形 成 はrpoS遺 伝 子が 関与 して

い る。 また,H.pyloriや 淋 菌 な ど環 境 変化 の ための性

状 変化 も遺伝子 が関 与 している15)。Bacteroides spp.に

お いて増殖抑制株 を継代培 養 した場合,こ の性状が受 け

継 がれてい くこ とか ら遺伝 子変化 によって増殖抑制が発

現 した可能性が 高い。詳細 な原因解明 は今 後の検討課題

であ る。 この増殖抑 制株 とP.aeruginosaを 混 合す ると

(嫌 気 条 件 下 の た め にP.aeruginosaは 増 殖 しな い),

Bacteroides spp.は 増 殖初期 では増殖速度 が遅い場合 も

み られたが,そ の後は対数 またはそれ に近 い速 さで増殖

して,最 終濃 度は109CFU/mlに 達 した。P.aeruginosa

は,こ の実験 で作 製 され たBacteroides spp.増 殖 抑制

株5株 の増殖抑 制 の発 現 を制御 した こ とにな る(Figs.

2～5,8)。Fig.8で はB.fragilisの 増 殖抑制程度 の異 な

る2タ イプ におい てP.aeruginosaを 混 合す るとB.fra-

gilisの 増 殖 曲線 は まっ た く同 一 の 軌 線 を描 い た。P.

aeruginosaがBacteroides spp.増 殖 抑制 を制御す る機

序 と して,(1)P.aeruginosaの 産 生 す る蛋 白 質 な どが

Bacteroides spp.に 直 接作用す るのか,(2)代 謝物 質な

どが間接的 に作用 す るのか(Bacteroides spp.が 増 殖

するの に必要 な もの を産生す るか,増 殖す る環境 を調整

するのか)は 不 明であ るが,増 殖抑 制 を制御 しているこ

とは確 かで ある。 一方,Bactεroides spp.の 増 殖 その

ものに対 してはP.aeruginosaの 存 在 は軽度の障害にな

って い る と思 われ る。Figs.2～5の 継 代培 養 株(細 線)

の 増殖期で はP.aeruginosaが 混 合する ことに よ り増殖

速度 が遅 くなって い る。P.aeruginosaはbiofilmを 形

成す る16)。こ れ は 菌周 辺 にalginateを 産 生 し,個 々の

菌体が集合 している状 態であ る。今回の研究 においてP.

aeruginosaは 酸 素 が無 く,増 殖 で きない環境 にあ って

alginateを 産 生 してい る可能性 もある。実 際にP.aerug-

inosaとBacteroides spp.の 混 合培 養液 をグラム染色

し,鏡 顕 す る と各 菌 が集 合 し,colonyを 形 成 してい る

のが確認 され た。 この よ うな環 境 で軽 度のBacteroides

spp.の 増 殖障害 がみ られて いるが,明 確 な原因は定か

でない。

以上述べた よ うに,(1)Bacteroides spp.の 増 殖抑制

株 は増殖が不安定 である こと,(2)P.aeruginosaは 増 殖

抑 制発現の制御お よび増 殖抑制 な どの相 反 した作用 を有

する こと,な どか らBacteroides spp.は 種 々の増殖曲

線 を描 くことになる。 この 曲線 はBacteroides spp.の

増 殖抑 制程度 によって まった く異 なるため,増 殖抑制程

度別 に分 けて,本 研 究で確 認 された4タ イプのBacter-

oides spp.の 増 殖曲線 を提示 す る(Fig.9)。aタ イプ

か ら徐 々に増殖抑制 の程 度が強 くな り,dタ イプが もっ

とも高度に抑制 され ている。

aタ イプ;増 殖 抑制株 は単独培 養 におい て最終 の最高

濃 度 が10gCFU/ml近 く まで 増 殖 す る。P.aeruginosa

混 合 時 の増 殖期で はP.aeruginosaの 増 殖抑 制作用 によ

り増 殖抑制株 単独 培 養の 方が 菌数 が多 い(Fig.2～5の

細線)。

bタ イプ;最 終 の最 高濃 度 が109CFU/mlに 達 せ ず に

増殖が停止す る増 殖抑制株で あるが,増 殖期 の一時期で

はaタ イプ と同様 に抑 制株 単独 培 養の 方 が菌 数が 多 い
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(Fig.3の 太 線)。

cタ イプ;Bacteroides spp .の 増 殖 の抑制発現 が強 く

なるため,単 独培 養で は混 合培 養時 の菌数 よ り常 に少 な

い値 を示 す(Fig .2の 太 線)。Fig.4とFig.5の 太 線 は

bタ イプとcタ イプの 中間型で ある。

dタ イプ;cタ イ プ よ りさ らに増 殖 の抑 制発 現 が 強 く

(a)

(b)

(c)

(d)

Fig. 9. Growth curve of Bacteroides species.

なるため,増 殖が 非常 に不安定 とな る。これ にP.aerug-

inosaが 混 合 す ると増 殖が安 定 し,増 殖 曲線 が なだ らか

なカーブ を描 く(Fig.8)。

腹 腔 内 に遊 出 され たBacteroides spp.に よ る感染症

の ほ とん どがP.aeruginosaを 含 む好気性 菌 との複数菌

感染症2)で あ るが,以 上 の成績 は,Bacteroides spp.感

染 症 におい て,P.aeruginosaの 菌 量 を減少 させ る こと

は治療上(Bacteroides spp.の 菌 量 を減少 させ る上 で)

効 果的 であ るこ とを意味 してい る。

近年,P.aeruginosaは 術 後感染症 の起炎 菌 と して増

加 傾 向 に あ る1)。 特 に,重 症 腹 腔 内 感 染 症 で はP.

aeruginosaが 出 現 して くる頻 度が 高 く,術 中の 腹水 か

ら検 出 され(Table 2)術 直 後 よ り菌 量 が急激 に増加 し

てい く症例 を しば しば経験す る。急 性虫垂 炎 などでは重

症化 す るほ ど術 中腹水 か らのP.aeruginosaの 検 出率 は

高 くな る17)。また,軽 症 の急性 虫垂炎 で も術 中腹 水か ら

同菌 は20～30%程 度 検 出 され る。 これ らの こ とか ら,

P.aeruginosaは 下 部腸管 内で は増殖 で きない ものの,

存 在(通 過)し てい るもの と推 測 される。そ して,腹 腔

内 に遊 出,ま たは壊 死腸管 の存在 な どに よって酸 素が供

給 され増 殖 してい くのであ ろ う。生体 内では他 の因子 な

どいろいろ な条件 が複雑 に関与 するた めに,単 純 に結論

づ ける ことは危険 であ るが,以 上 の ことを総 合的 に判 断

す る と,重 症Bacteroides感 染 症 ではP.aeruginosaの

Table 2. Organisms isolated with Pseudomonas aeruginosa in purulent fluid from the operative site

Note: very few: < 103  CFU/ ml

few:  103  CFU/ ml

+ 1:104•`105  CFU/ ml

+ 2:106 107  CFU/ ml
+3:> 107  CFU/ ml

(): time between operation and onset
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菌量 を減 少 させ る こ とは重 要 な概 念(治 療 理 論)の1

つ と言 える。

今後,Bacteroides spp.の 増 殖が抑 制 され る機序 の解

明 と,こ れ に対 してP.aeruginosaが どの ように作用 す

るか を検討す る予 定であ る。 また,P.aeruginosa以 外

の菌種の影響 も調べ る必要が ある と考えてい る。

本論文の要 旨は,下 記で発表 した。

第47回 日本感染 症 学会 東 日本 地 方会 総 会,第45回

日本化学療法学 会東 日本支部総 会合 同学会 シ ンポジウム

(嫌気性 菌感染症),東 京,平 成10年11月27日 。

第11回 日本外 科感染症 研究 会 イブニ ングシ ンポジ ウ

ム(外 科感染症治療薬 の選択理論 とそ の実 際),名 古屋,

平 成10年12月10日 。
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An in vitro study of mixed culture with slowly growing Bacteroides species and

Pseudomonas aeruginosa

Koumei Kato 1), Yoshiteru Nakagawa 1), Takeshi Sato 1), Hisashi Huruhata 1),

Kojirou Okumura 1), Kazuhide Otsuka 1), Runa Kato 1), Yumiko Ito 1),

Shigetomi Iwai 1) and Michiko Yagoshi 2)
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The Third Department of Surgery, Nihon University School of Medicine, 30- 1 Kamimachi, Oyama,

Itabashi- ku, Tokyo 173- 8610, Japan

2) 

Division of Clinical Laboratory, Nihon University School of Medicine, Itabashi Hospital

The growth of Bacteroides species in the environment of mixed infection was studied. The growth of

Bacteroides species in a nutritionally limited in vivo environment with antibiotics is different from that

under optimum conditions in the laboratory. In an attempt to mimic possible in vivo conditions, slow

growing Bacteroides species were produced by limiting nutrition or in an sub- mic antibiotic (6.25 ƒÊg/ ml

cefmetazole) environment. Clinical strains of Bacteroides species were used, and five strains of Bacteroides

species (Bacteroides fragilis 2, Bacteroides caccae 2, Bacteroides eggerthii 1) were obtained; which grew

slowly at 37.5•Ž in GAM broth under 100% CO2. About 100 colony forming units per ml (CFU/ ml)

Bacteroides species were cultured alone or in the presence of 106CFU/ ml Pseudomonas aeruginosa at 37.5•Ž

in GAM broth in an anaerobic environment. The numbers of viable cells were counted at various times of

incubation. One slowly growing B. fragilis strain prepared by the limiting nutrition showed optimal

growth without dormant or slow growing states in the presence of P. aeruginosa, and the number of viable

cells after 30 hours was about 109CFU/ ml. Four Bacteroides strains prepared with cefmetazole exposure

showed slow growth in the absence of P. aeruginosa. On the otherhand, they showed optimal growth in the

presence of P. aeruginosa. All slow growing strains in this study almost recovered their optimal growth in

the presence of P. aeruginosa . Therefore, the choice of antimicrobial agents should include at least agents

with activity against both Bacteroides species and P. aeruginosa in treatment of polymicrobial aerobic/

anaerobic bacterial infections.


