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ABSTRACT

Fifty str'ains of diarrheagenic E. coli (isolated from human diarrheal stool specimens) and

49 strains of uropathogenic E. coli (from human infected urinary specimens) were characte-

rized for their biological behaviors: 38. 9% of the latter strains produced hemolysin, while

only lO% of the former did so. Resistance to human serum was identified in approximately

20% of the two groups. However, high susceptibility to the bactericidal effect of human

serum was more commonly observed in the diarrheagenic strains. Protease productivity, ex-

tracellular protein secretion, and presence of Type I pili were observed in an equivalent

population of the two groups. In contrast, the presence of hemagglutinin other than Type工

pili were observed in 45.9% , of diarrheagenic group compared to 23.1% of the uro-

pathogenic group. SDS-PAGE profiles of whole cell lysates showed some differences in

protein distribution between the two groups for some selected strains. Ryukyu Med. J., 14
(4) 231-234, 1994
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描 言

大腸菌(Escherichia coli)は腸内細菌科に属するグラ

ム陰性梓菌でヒトおよび各種動物の腸内に常在する共

生体であるとともに、ある種の大腸菌はヒトおよび動

物に種々の疾患を起こす病原細菌でもあるD。大腸菌

によるとトの疾患は腸管および尿路を主とするほか、

髄膜炎・胆道炎から敗血症に至るまで広範囲に認めら

れる。大腸菌が常在する腸管に病変を起こすものは他

の大腸菌と異なった特有の病原因子を持つことが知ら

れているl)。しかし、通常無菌状態の尿路・髄膜腔等

で病変を起こすものについては、上部尿路感染に関連

したP一線毛などのほかは2)、その病原因子が余り詳し

くは分かっていない。今回我々は尿路感染症を起こす

大腸菌の病原因子を研究する糸口として、尿路病原性

大腸菌の持つ性質を腸管病原性大腸菌と比較した。
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材料と方法

1.使用菌株

ケニア及びインドネシアで下痢患者の便から分離し

た各種腸管病原性大腸菌50株と沖縄県内の病院で患者

の感染尿から分離した大腸菌49株を使用した。

尿路からの大腸菌は10倍段階希釈法によって

10sCFU/ml以上の細菌尿から分離したものであり、本

文中では仮に尿路病原性大腸菌と称する。

2.赤血球凝集性

赤血球はモルモットの2%洗浄赤血球を用い、菌体は、

ハートインフュージョンブイヨン(HIB)で37℃、 48時間

培養したものをIl.OOOrpm、 15分間遠心した後、生理的

食塩水で濃厚懸濁液として用いた。両者を1滴ずつスラ

イドグラス上で混合し、凝集を肉眼で判定した。
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3.溶血素産生性
7%ヒト血液寒天培地(基礎培地:ハートインフュー

ジョン)に各棟を一点穿刺法で接種し、 37℃、 24時間

培養後、溶血環の有無によって定性的に判定した。

4.プロテアーゼ産生性

3%スキムミルク(Difco)加ノートインフュージョ

ン寒天培地(HIA)に各棟を一点穿刺法で接種し37℃、

24時間培養後、コロニーの周囲に透明環が生じたもの

を陽性として定性的に判定した:1'。

5.血清感受性

ヒト新鮮血清100/∠‖こHIBで一夜培養した菌を生理

的食塩水で100倍に希釈したもの(菌数約10`'CFU/ml)

を10/;を加え(最終薗濃度約105CFU/ml)、 37-C、 2

時間静置した後菌数計算を行った。

菌数>105CFU/mlをヒト血清に耐性であるとして

(-)、 (103<菌数≦105)CFU/mlを(+)、 (102<菌数≦

10二りCFU/mlを(++)、菌数≦102CFU/mlを(+++)

として判定した。

6.分泌蛋白量

分泌蛋白量は、 100ml用三角コルベンを用い、 Davis

の大腸菌用最小培地"10mlに菌を接種し35℃、 24時間

振盤培養(85回/分)後、 14,OOOrpm、 15分間遠心した上

清中の蛋白演度をLowry法により測定した5'。標準曲

線にはBovine serum albumin(sigma)を用いた。

7. TypeI線毛

TypeI線毛の検出は抗Type工線毛血清による菌体
の凝集およびマンノース感受性のモルモット血球凝集

反応によって行ない、同時に菌体による赤血球凝集の

マンノース感受性を検査した。

菌体は赤血球凝集性を判定した方法と同様に生理的

食塩水で漉厚菌液(NSS)としたもの、および1%D-

マンノース加生理的食塩水で濃厚菌液(MAN)とした

ものの2種類を用いた。

抗体による凝集は、抗TypeI線毛血清および生理的

食塩水濃厚薗液のそれぞれ1滴をスライドグラス上で

混合し凝集の有無を判定した。

モルモット血球凝集反応のD-マンノース感受性検

査では、 2種類の薗液一滴(NSS、 MAN)にそれぞれ

一滴ずつの2%洗浄血球をスライドグラス上で混合し

て凝集の有無を判定した。

8.菌体構成蛋白

HIBで37℃、 24時間静置培養した菌体をドデシル硫

酸ナトリウム(SDS)で処理したwhole cell lysateを
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Fig. 1 Susceptibility of E. coli to human serum,

-: resistant, +: slightly, ++: moderately, +++:
strongly sensitive*: p<0. 1
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Fig. 2 Frequency distribution of protein concentration in

the culture supernatant.

LaemmliのSDS電気泳動りで分析したo
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腸管病原性大腸菌群と尿路病原性大腸菌群の示す各

種性状を比較した結果、モルモット赤血球を凝集させ

る株は腸管群で74% (37/50) 、尿路群では80% (39/49)

であった。溶血性を有する株は、腸管群の10%(5/50)

に対して尿路群では38.8%(19/49)であり、この差を

X2検定を用いて有意水準p<0.01で検定すると有意に

差が認められた。スキムミルク消化性のプロテアーゼ

が陽性を示した株は腸管群で18%(9/50)、尿路群では

14.3%(7/49)であった。ヒト血清に耐性であった株

(-)は、腸管群で18%(9/50)、尿路群では20.4%

(10/49)と殆ど同様な頻度であったが、高度感受性(+

++)株は腸管群で60%(30/50)、尿路群では40.8%

(20/49)であり(Fig. 1)、有意水準P<0. 1で有意に差が
認められた。
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Tab一e 1 Classification of agg一utination pattern

Agglutination of Hemagglutination Number of strains
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NSS : Suspension of E. coli in 0.9% NaCI

MAN: Suspension of E. coli in 0.9% NaCI with l%
D-mannose

A: Diarrheagenic E. coli

B: Uropathognic E. coli

Guinea pig erythrocytes

*p<0.05

Fig. 3　SDS PAGE profile of diarrheagenic E. coli and

uropathogenic E. co/uwhole cell lysates).
Lane 1: molecular marker

Lane 2, 3, and 4: Diarrheagenic E. coli

Lane 5, 6, and 7: Uropathogenic E. coli

腸管群大腸菌の培養液液中に出現した総蛋白量は最

低15!`g/mlから最高113/∠g/mlの間に分布していた(辛

均値±SD-57.9±20.6),一方尿路群の培養液液では

景低17〃g/ml、最高142!∠g/mlであり(平均値±SDは
50.5±23.4)、各株の分泌蛋白量は両群とも殆ど同一

の分布を示した(Fig. 2)。 Type工線毛の保有率(捕

Type工線毛抗体による凝集)は、腸管群で74.0%

(37/50)、尿路群では75.5%(37/49)であった　Type工
線毛保有薗株のうち赤血球凝集性がD-マンノース処

理によって完全に消失された株は腸管群で54.1%

(20/37)、尿路群では78.4%(29/37)であった。血球凝

集がD-マンノ-ス処理によって完全に抑制されない

薗株(Type I以外の線毛あるいは凝集素を同時に保有
する株)は腸管群で45.9%(17/37)、尿路群では21.6%

(8/37)にみられた。この差の有意水準はP<0.05であっ
た。モルモット血球を凝集しないものが腸管群で26%
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(13/50)、尿路群で20%(10/49)にみられた。これらの

株についてヒト赤血球の凝集性をみると両群とも凝集

しなかった　TypeI線毛をもたずモルモット赤血球を
凝集する株は尿路群の2株のみであった。抗TypeI線

毛による菌体凝集と菌体による血球凝集との関係を

Table lに示した。

whole cell lysateの電気泳動像では両群から無作為
に選んだ3株各々を比較したところ分子量約35KDaの

外膜蛋白と思われる部分に両群の差を認めた(Fig.

3)0

考　　察

今回、腸管病原性大腸菌と上記の方法で判定した尿

路病原性大腸菌を比較してみると線毛を含めた赤血球

凝集素の分布などにおいて両群間でかなりの差がみら

れた。溶血性の頻度では尿路群の方がかなり高値を示

し(p<0.01)、血清感受性については尿路群が血清殺
菌能にやや耐性を示す傾向がみられた。このように尿

路感染症患者から分離された大腸菌は、赤血球凝集能、

溶血素産生性ならびに血清抵抗性などにおいて特徴を

もつ傾向にあり、これはHughsらの報告とも一致して
いる7'。健康人の糞便から分離した大腸菌については

今回データを示さなかったが、健康人由来の大腸菌は

溶血性においては、腸管病原性大腸菌と同率であり、

プロテアーゼ産生株は全くみられなかった(0/50)こと

から溶血素産生は尿路病原性大腸菌の特質であり、プ

ロテアーゼも尿路・腸管双方に対して病原性との関わ

りが疑われる。線毛を含めた赤血球凝集素の分布では

マンノース耐性の凝集素を持つ株が腸管群において有

意に高率であったが、これは腸管病原性大腸菌におい

ては定着因子として多い赤血球凝集性腺毛が確認され

ていることからも充分考えられることである。尿路群

では大半の株において赤血球凝集素がType I線毛のみ

であったことからTypeI線毛と尿路病原性の関係を解
明する必要がある。尚、定着因子としての可能性が高

い線毛の産生は培養条件によって著しく異なるためin

vIVO¥感染の現場)に於ける菌の生態を明らかにしなけ

れば病原因子としての確認は出来ないであろう。

今日では腸管病原性大腸菌に関してはその同定基準

が明確であり、他の大腸菌でみられない各種の定着因

子、侵入因子、毒素などの存在が明らかにされている。

これに反して尿路病原性大腸菌についてはその基準が
余り明確でなく、腎孟炎と関連の深いP一線毛など一

部の病原因子を除けば不明な点が多い。従って、現在

は白血球尿で菌数が10r'CFU/ml以上ある場合その菌が

現症の起炎菌であると判定することになっている。こ

れまで尿路感染症の起因菌が腸管病原性大腸菌であっ
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たという報告はみられず、また無症候性細菌尿の存在

などを考えると尿路病原性大腸菌は他の大腸菌と異っ

た特有の性状(未知であるが)を持つことは確かだと言

える。
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