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ABSTRACT

The efficacy of probiotics(prophylactic use of microorgamisms to prevent diseases) which has

been empirically used for many decades, was determined by examining the antimicrobial associ-

ated proliferation of Clostridium difficile in the intestine and the mechanism of inhibition was

studied. Probiotics (C. butyricum spore) was adiministered to the 56 cases out of 109 patients

who were on antibiotics therapy. The detection rates of C. difficile in the stool samples(2 speci-

mens from one patient) after antimicrobial therapy were 27. 4% (29 specimens out of 106) in the

53 non-probiotics-administered group, and 15. 2% (17/112) in the 56 probiotics-administered

group(p<0.03). The detection rate of D-l antigen were 28.3% (30/106) , and 17.0% (19/112)

(P<0.05) , respectively. Log values of the geometric means of the detected C. difficile count

per gram of stool were 5.94±1.32 in the probiotics-administered group and 6.97±1. ll non-

probiotics-administered group(p<0. 02). When C. difficile and C. bulyricum were mixed and cul-

tured in GAM broth, the growth of C. difficile was inhibited after 9 hours of incubation. As the

pH tended fowards lower va一ues, the growth also increased. This phenomenon was not seen in a

pure culture of C. difficile in GAM broth when pH was lowered by the addition of HCl in con-

trast to the effect with butyric acid. The increase of antibody-titer was enhanced when mice

were immunized with C. difficile together with C. butyricum. These results suggested that C.

butyricum inhibit the proliferaton of C. difficile by means of some cellular product and by stimu-

lating the host defence mechanism. Ryukyu Med. J., 14(3)187-195, 1994
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てきたI-ど"。この疾患に対しては、第一に抗菌薬使用の

中止を原則とするが、原疾患の性質によっては抗菌薬

clostridium difficile^ま抗菌薬関連性下痢症や偽膜性　　投与の中止が困難な例も少なくない。その様な場合、
大腸炎の原因菌として1970年代の後半頃から注目され　　通常ハンコマイシンを併用するが、併用を止めると再
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発することが多い蝣I-G)。そのため、抗菌薬の投与を受け

る患者に対する偽膜性大腸炎の発症予防やC. difficile
の増殖を阻止する新たな方法が必要とされている。

近年、抗菌薬使用に関わる諸問題が多発しているこ

ともあり、生菌剤に対する関心が医学領域のみならず

畜産、養魚関係者においても高まっている。我が国に

おいて生菌剤は既に50年以上もの間経験的に使われて

おり、また市販品としても20種類を上回る製品が出

回っている。しかし、生菌剤の効果や作用機序に関す

る科学的な証拠は実に乏しいものである。

今回、著者はClostridium butyricumの芽胞を主成分

とする生菌剤を用い、 C. difficileに対する抑制効果と

その作用機序を検討した。

材料と方法

I.臨床材料の検討

A.対象症例

琉球大学附属病院及びその関連病院に入院し、特に

消化器疾患がなく抗菌薬を1週間以上授与された患者

を対象とした。このうち抗菌薬投与開始前に便からC.

difficileを検出した症例は除外した。
B.生菌剤の投与

生菌剤としてはC. butyricum M588の芽胞を成分とす

る散剤(1g中に芽胞約109個を含む、製剤名ミヤBM)
を使用した。 1症例おきの投与を原則とし、抗菌薬療

法開始と同時に1日3gを14日間連続で投与した。

C.検体採取

便検体は抗菌薬開始前、投与後・1週間目、 2週間目
の計3回採取した。

D.分離・培養と菌数測定

便検体は10倍に段階希釈し、 10"', 10-¥ 10-"'希釈液

をそれぞれ0.05mlづつを以下の寒天平板3分画に接種

し、 37。C、 2-3日間嫌気状態のもとで培養後C. dif-

Jicile及びC. butyricumの菌数を測定したo芽胞数は検
体をエタノール処理した後のコロニー形成数によって

求めた7)0

C. difficile検出用として変法cycloserine-cefoxitin-

fructose(以下CCFA)培地を用いた81。 C. butyricum検
出用としては5%馬血液添加BL寒天培地(日水製薬)を

基礎培地とし、培地1000ml当りノボビオシンナトリウ

ム(Sigma)5mg、プロピオン酸ナトリウム(和光純薬)

20g、フッ化ナトリウム(和光純薬)200mgを添加したり'。

検体の取扱いは嫌気性グローブボックス(株式会社

ヒラサワANX-1)と混合ガス(Nz:H2:CO*=80:10:10)を使

用し、嫌気環境下で行った。

E.菌の確認同定

C. difficileの同定はコロニーの形態、その独特の臭

気により鑑別、釣菌し、グラム染色を行った, 11上I

brain heart infusion(以下BHI) brothで培養を行い、そ

の上清でCDチェックDl(三菱化成)のラテックス凝集

反応が陽性のものをRAP ID ANA II anaerobic iden-

tification system (Innovative Diagnostic Systems, Inc..

Atlanta, Ga)にて同定を行った。

C. bulyricum M588の同定はコロニー形態、グラ∠、

染色とこの菌株に特異的なKMl phageに対する感受・I

により同定した10}。

Ⅲ.実験的検討

A.液体培地における混合培養

液体培地でC. difficileとC. butyricumの混合培養Jlr

行った時の菌数、及びtoxin A-Bの産生量をC. difficile

単独培養時と比較検討した。

1.菌数による効果判定

GAM, BHI brothにおいてC. difficile, C. butyricum

の混合培養を行い、単独培養時の増殖曲線との比較を

3時間毎の菌数計算にて効果判定を行った。

按種菌は栄養型のものを用い、接種薗量は培養開始

時点でHMO3 CFU/mlとなるように調整した。

2.毒素産生量による効果判定

BHI brothにおけるClostridium difficile toxin A (以

下CDTA), toxin B(以下CDTB)産生量の単独・混合培

養による差をenzyme-linked immunosorbant assay (以

下ELISA) ,軍費細胞変性効果(以下CPE)により比較
した。

ELISA法はPayneらの変法を用いたID。培養上溝を

漉過滅菌し、その100!∠1をELISA plate(Dynatech)の

各wellに入れ、 4℃、一晩で同相化を行った　0.02%

Tween 20含有PBS(以下PBS-T)にて5分、 3回洗浄

後、抗CDTA抗体(ウサギ、細菌学教室より分与され

たもの)を1次抗体、ベロキシダーゼ標識抗ウサギIgG

抗体(ヤギ、 Sigma)を2次抗体とし、基質として

2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)

(ABTS)を用い発色後、 microplate reader(MPR A4i,

Tosoh)を用いて波長415nmにおける吸光度にてCDTA

の産生量を比較した。

CPEはEdelsteinらの変法を用いたVI)。培養細胞は

Vero細胞を用い、培養液はRPMI 1630(10% fetal ca一f

serum、 SM10万U/1、 PCIOOmg/1添加)を使用した。

Vero細胞を1.5×105個/mlに調整した細胞浮遊液180

〃1を細胞培養用96穴平底マイクロプレート(Becton

Dickinson)の各wellに加え、 CO-'incubator(株式会社

ヒラサワCPD-170)にて37-C、 112日間培養し細胞が

wellに単層となるようにした。その後ELISAで使用し

た検体をPBSで倍数希釈を行い、その希釈系列各20//

1をそれぞれのwellに加え、 24時間後のCPEを判定し、
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細胞変性を示す最大希釈濃度を求めた。なお、 CPE陽

性の判定は細胞変性効果がwellの100%に起こってい

るものとした。

B.固定培地上における菌の発育

寒天培地を用いた実験ではmGAM agar、 0.1%

sodium taurocholate添加iGAM (以下t-mGAM) agar,

0. 1%sodium taurocholate添加GAM (以下t-GAM) agar,

BL agar, 0. 1% sodium taurocholate添加BL agar(以下

トBL) , 0. 1% sodium taurocholate添加cycloserine-

cefoxitin-fructose agar (以下tCCFA) , BHI agarの7

種類を用いた。寒天上にC. difficile8.0×107 CFU/ml
の薗液0.1mlを接種し、コンラージ棒にて塗り広げ、

その中心部にC. butyricum 1.0×10日CFU/mlを0.05ml

を滴下し、嫌気状態にて37℃、 24時間の培養後、 C.

butyricumの菌苔周囲においてC. difficileの発育が抑制

されているか否かを観察した。

C.感染実験

1.感染モデルの作成

実験動物としては体重120g前後のゴールデンハムス
ターを使用したo　エーテル麻酔下で胃ゾンデを用いて

Cefatrizine 9mgとC. difficile芽胞104個を1 mlの浮遊

液として授与した。今回は20匹のハムスターを使用し、

10匹には108個のC. butyricum芽胞を、他の10匹には生

理食塩水をそれぞれ1 ml授与した。

2.検査内容と方法

腸内容物中のC. difficile菌数及び抗菌・抗毒素抗体
を測定した。ハムスターが発症し、死亡する直前に屠

殺して、全腸管内容物を3mlの生理食塩水で洗い出し

たものを検体とした。生き残ったものは接種後120時

間目に屠殺して検体を作成した。菌数は検体の10倍希

釈系列を作り上述の方法によって算定した。抗体は

ELISA法によって測定した　ELISAのl即日はC. diffi-

cile死薗液(McFarland No. 3)および精製CDTA (細菌

学教室より分与)l^g/mlを用いて作成した。感作した

ELISA plate (Dynatech)各wellに検体の遠心上浦

(0.45//ミリポア源過)100//lを加えて反応させた後、
1次抗体として抗ハムスター全血清抗体(ウサギ、

Sigma)、 2次抗体はベロキシダーゼ標識抗ウサギIgG

抗体(ヤギ、 Sigma)を用いて反応を行い、波長415nm
での吸光度の平均値にて比較を行った。

D.生薗剤の免疫刺激実験

C. butyricumによるC. difficileに対する免疫応答の増

強効果を調べるためmouse(Balb/c, 8w, <f各群10匹づ

つの腹腔内にC. difficile, C. butyricumの死菌を10'

cFU単独または混合で総量1 mlとなるよう生理食塩水

にて浮遊させ授与し、 0,10,20,30日目の血清抗体価を

ELISA法で測定した。なお対照群として生理食塩水1

mlをマウス腹腔内に授与した。
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ELISA法はC. difficile, C. butyricumの死菌液の濁度

をMcFarland N0.3に調整した液にて固相化を行った。

各血清と反応後、一次抗体として抗マウスIgM抗体(ウ

サギ、 Sigma)を用い、前述の方法にて波長415nmでの

吸光度の平均値を求め、投与前の吸光度を1とした時

の比率にて抗体価の上昇を比較・検討した。

fc'i　　思

I.症例内零

便検体採取後、臨床データ-を病歴より収集した。

患者数は213例で、その内最初の便検体でC. difficileが

陽性であった例(14/213,6.6%)、便検体の採取が不完

全例、薬剤投与の不完全例の計104例を除いた109例を

対象とした。その内53例が対照群(Group 1 、 56例が

生菌剤投与群(Group　2)となった。年齢分布は全体で

11歳から95歳.mean±SD=59.5±17.8)、 Group lは11

歳から89歳(57.1±18.1)、 Group 2は17歳から95歳

(61.8±17.4)であった。男女比は全体で40/69、 Group

lで16/37、 Group 2で24/32であった。

基礎疾患は手術施行例では耳鼻咽喉科疾患が26例で

最も多く、手術非施行例では感染症が20例で最も多

かった(Table 1),抗菌薬療法については主治医に特

に指定していなかったため種々様々で、治療方法は32

種類であった(Table 2),

a.症例における効果判定

抗菌薬投与開始後の対照群・投与群各々の延べ検体

数106 - 112件におけるC. difficileの検出率はそれぞれ

27.4%(29/106)、 15.2%(17/112)と投与群で低く、 2

群の差の有意水準はP<0.03であった(Fig. 1),

またD11抗原陽性率は抗菌薬投与開始前で対照群・

投与群でそれぞれ8.9%、 9.4%であった。投与開始後

ではそれぞれ28.3%(30/106)、 17.0%(19/112)で投与

群において低かった。 2群の差の有意水準はP<0.05

であった(Fig. 1),

C. difficile陽性検体における便1 g中の菌数は幾何平

均の対数値で投与群・非投与群それぞれ5.94±1.32、

6.97±1.11で投与群の方が低く、両平均値の差の有意

水準はT検定にてp<0.02であった(Fig. 2),

Ill. In vitroにおける病原菌の抑制

A. C. difficileの増殖抑制

GAM brothでC. difficileとC. butyricumを混合培賛

した場合、 C. butyricumは単独培養と同様な増殖曲線

を示したが、 C. difficileは9時間目以降菌数の減少が認

められた(Fig. 3)。 BHI brothにおける混合培費ではC・

difficileの増殖曲線は単独培養時と同様であった.
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Table 1 Patient characteristics

Studies on Probiotics

Table 2　Antibiotics used in the experiment

antibiotics

probiotics

Operation

cholecystolithiasis

appendicitis

breast tumor

thyroid disease

ovarian tumor

orthopedical disease

tympanoplastics

others

Non-operation

respiratory disease

liver cirrhosis

heart failure

cerebral apoplexy

Unknown
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混合培養を行った時の9時間目以降の培地pHは

BHIbrothでは6.0前後であったのに対し、 GAM broth

では5.5-5.1であった(Fig.4)。この抑制効果が単にpH

の低下に基くものであるのか、 C. butyricumが産生す

る特定の物質によるものであるのかを調べるため次の

実験を行った　C. butyricumの主要代謝産物である酪

酸によりGAMbrothのpHを6.0、 5.0に調整し、 C. dif-

ficileの増殖曲線の変化を観察した(Fig. 5a)。 pH 6.0

では変化が認められなかったが、 5.0では菌の増殖が

認められず、特に9時間以降菌数が減少する傾向が認

められた。しかし培地を塩酸にてpH5.0に調整すると

菌数はpH6.0の場合とほぼ同様に増殖した(Fig. 5b),

寒天培地にC. difficileを塗り広げ、その中央にC.

butyricum液をスポットすると培地の種類により阻止円

形成に差が認められ、 t-mGAM agarで最もよく観察さ

れた(Fig. 6)。 mGAM agar、 t-GAM agar, BL agar, t-

BL agarにおいても阻止円の形成が認められたが、

tCCFA agar, BHI agarでは認められなかった。またC.

butyricumの培養上浦を滴下した場合にはこの様な発育

阻止作用は認められなかったO中心にC. difficileを接

種した場合、何れの培地にても阻止円は認められな

かった。
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ABPC: ampici】lin, AMK: amikacin sulfate,

AMPC: amoxicillin, AZT: aztreonam,

CCL: cefaclor, CDZM: cefodizime sodium,

CLDM: clindamycin, CMZ: cefmetazole sodium,

CPDX-PR: cefpodoxime prozetil,

CPZ: cefoperazon sodium, CTM: cefotiam

dihydrochloride, CZON: cefuzonam sodium,

FMOX: flomoxef sodium, LFLX: lomefloxacin,

LMOX: latamoxef sodium, OFLX: ofloxacin,

PIPC: piperacillin sodium,

SCE 2787: new drug(cepfem), TOB: tobramycin

B. C. difficileの毒素産生に対する影響

BHI brothにおける単独・混合培養ではtoxin Aの虐

生量に差は認められなかったが、 toxinBにおいては単

独培養の方が培養開始後24時間で産生畳が多く、そ
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⊂コ　　Group 1

因　　Group 2

D-1

10　　　20　　　30

rate (%)

Fig. 1 Detection rate of C. difficileand D-l antigen in the

stools. Group 1: patients without probiotics. Group 2:

patients with probiotics. *:p<0.03 -: p<0.05
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Fig. 2　Number of C. difficile organism per gram of stool.

The log of geometric mean(bar) SD is 6.97±1.ll in

Group 1 and 5.94±1.32 in Group 2.・: p<0.02 by

TLtest

の後は産生量に差が認められなくなった(Table 3)

Ⅳ.感染モデルにおける効果判定

ハムスターを用いた感染実験における死亡率は生菌
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¥　→

1　　　　　　蝣　　　　　　It　　　　　　　蝣

12　　24　　48 hr

Fig.3　Growth curves of C. difficile in mixed culture with

C. bulyricum. □ : BHI broth + : GAM broth

12　　24　　48 hr

Fig. 4　Changes of pH during mixed culture shown in Fig.

3.□:BHIbroth+: GAM broth

剤投与・非投与群でそれぞれ8/10　　,9/10

であった。死亡したハムスターの平均生存時間は投

与・非投与群でそれぞれ61.8、 55.2時間であった。腸

内容物のC. difficileの菌数は投与・対照群でそれぞれ

6.i 、 7.75】ogCFU/mlであった(p<0.4)。また腸内

容物の抗体は抗C. difficile抗体、抗CDTA抗体ともに

投与・対照群に差が認められなかった(Table4),

Ⅴ.免疫刺激効果

C. butyricum, C. difficile単独投与により抗C・ dがi-
cile抗体価の上昇は認められなかったが、 C. butyricum

を同時に授与した場合、抗C. difficile抗体価の上昇が
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12　　24　　48 h∫

Fig. 5 Growth curves of C. difficile in GAM broth

with a) butyric acid and b) hydrochloric acid at pH
5.Oand6.0. □:pH6.0十:pH5.0

認められた(Fig. 7),

考　　察

今回、抗菌薬投与前のC. difficile検出率は6.6%で

あった。日本人の保菌率は欧米に比べて高いと言われ

ており、本邦における健康成人糞便中の検出率の報告

によると0-16%であり、また欧米においては0-3%で

あるとの報告が多く、今回もほぼ従来の報告と同様の

結果が認められた13-17)。

抗菌薬は統一することができず、グループマッチン

グにおいて問題を残している。しかし、黒岩らの報告

Fig. 6 Inhibition of C. difficile by C. butyricum(spot)on

agar plate using modified GAM medium supplemented
O. 1% sodium taurocholate.

と同様、抗菌薬を投与された患者のC. difficileの検出

率が生薗剤投与群において対照群より低くなることが

確認された9'。更にD11抗原陽性率やC. difficileの菌数

が生菌剤投与群で有意に低いことから、 C. butyricum

M588は生菌剤として抗菌薬投与時の腸管内における

C. difficileの増殖を抑制する効果があると考えられる。

以上のような抑制効果の作用機序として①C. dijfi-

cileの発芽・増殖の抑制②C. difficileの毒素産生の抑制

③C. difficileまたはその毒素の腸上皮に対する結合の

抑制等が考えられ、それがC. butyricumの直接作用に

よるものであるのか、または宿主を介してのBRM

(biological response modifier)的な作用によるものか

を検討する必要がある。

C. difficileの発芽・増殖の抑制に関して、液体培地

を用いた実験ではGAM brothでC. butyricum, C. diffi-

cileを混合培養すると培地のpHが低下するとともにC.

difficileの抑制が認められることが判明した。更にこ

の培地pHの減少による増殖抑制現象は、培地のpHを

無機酸である塩酸で調整すると認められず、揮発性脂

肪酸でC. butyricumの主要代謝産物である酪酸で調整

することにより認められることが示された。このこと

はRolfeがin vitroにおいて揮発性脂肪酸(酪酸を含む)

はC. difficileの増殖を抑制すると言う報告と一致する

18)。また今回の検討においては増殖型細胞について調

べたが芽胞型については川崎が培地のpHによりC. dif-

ficileの芽胞の発芽が遅延し、 pH5.72以下では発芽が

認められなかったと報告している19)。更にこの現象は

酪酸により培地のpHを調節した時も認められたと述べ

ている.これらのことよりC. butyricumの代謝産物で

ある酪酸がC. difficileの増殖型のみでなく芽胞の発芽

を阻止し、 C. difficileの増殖抑制に重要な役割を果た
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Table 3　Production of toxins
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ELISA (OD-l.-.) +

Culture hr O　　　　12　　　　24　　　　48　　　　90

CPE++

12　　　　24　　　　48　　　　90

Single*　　　. 003　. 002　. 054　. 045　. 038　　　　　　　　　　　　　　　128　　128　　128

Mix‥　　　　. 006　　. 008　　. 039　　. 032　　. 021　　　　　　　　　　　　　　　　　　16　　　128　　128

optical density at 415 nm. ++ : reciprocals of maximum dilution with CPE.・: single culture of C. difficile in BHI broth.

: mixed culture of C. difficile and C. butyricum in BHI broth.

していることが示唆された。

C. difficileの毒素産生の抑制についてはtoxin Aでは

認められなかったがtoxin Bでは混合培養に於て24時間

までぼ産生量の減少が認められた。このことはC.

butyricumが存在することによりC. difficile toxin Bの

産生が短期間であるが抑制されることを示しており、

C. difficile関連性疾患の発症抑制に関与している可能

性が示唆された。

生体を介しての作用はgolden hamsterによる今回の

実験では認められなかった。しかし、 C. butyricumを

投与してもハムスターの死亡率や生存時間に影響を及

ぼさなかった事は生薗剤の投与を1回にしたこと(人

では2週間毎日投与した)及び人における作用機序が

ハムスターにおいて発現していない可能性もある。マ

ウスを用いた実験ではC. butyricumによる抗C. difficile

抗体産生の促進が認められた。このことは生体内にお

いてC. butyricumとC. difficileが同時に存在する時C.

difficileに対する抗体産生が刺激される事を示唆して

サ*

生菌剤としてのC. butyricumに関する臨床的検討は

以前も行われており、また基礎的検討も僅かではある

が認められるa-Jjo~ 。今回の研究でもそれらと同様な結

果が認められた。大腸ファイバー検査例にC. butyr-

icumを検査前1週間授与し、検査施行時に盲腸内容の

吸引検体よりC. bulyricumの検出を行ったところ、検

体5例中1例のみでしか発芽は認められず、しかもそ

の菌数は10r> CFU/mlレベルであった(未発表デー

ター)。このように授与したC. butyricumの腸管内にお

ける増殖が顕著でないことからC. butyricumの抑制機

序は薗同士の相互作用のみでは考え難く、マウスの実

験でみられたアジュバント効果のように腸管では局所

免疫の刺激など生体を介した作用の方が考えやすい。

以上よりC. butyricumのC. difficileに対する抑制機序

は単一のものではなく、宿主の免疫系を介した作用と、

Table 4　Experimental infection in Hamsters

probiotics

No. of animals examined 10 10

No. of animals died

Hours from innoculation

to death　　　　　　　　　　　61.8±19.2　　55.2±9.5

(n=9)

Antibody titer in the intestinal contents

Anti-C. difficile 0.071±0. 047　0. 068±0. 029

n=8)　　　　　n=9

Anti-CDTA Ab 1.053±0.564 1. 193±0.213

n=8)　　　　　n=9

The results are means±SD.

C. butyricum自体が産生する酪酸による作用の2つが

関与していると考えられた。

生菌剤を含む薬剤の有効性は詳細な臨床観察を伴っ

た多数の症例検討によって判定されるが、単一物質の

化学薬品とは異なる生菌性整腸剤に関する有効性のメ

カニズムを解明することは極めて融しい問題である。

一般的には乱れた腸内細菌叢を正常化することが効果

のメカニズムであるかのようにいわれてきたが、正常

な腸内細菌叢とは何であるかさえ唆味であり、またど

の様なメカニズムで正常にするのかと言うことは全く

論じられてこなかった。今回著者は目標を腸管病原菌

C. difficile一つに絞ってその動向を追求したOその結

果、 C. difficilelま同属のC. butyricumによって抑制され

るという事実を示すことができた。これはある種の症

状を予防または改善する作用機序の一つといえる。

臨床医学ではこれで一つの結論となるが、医学細菌
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Fig. 7 Anti-C. difficile antibody titer in mice after one

dose immunization. □ : physiological saline ◇ : C. diffi-

cile + : C. butyricum X : C. bulyricum-¥-C. difficile

学的にはどのようにして抑制するかという機序の解明

が必要である。この点についても種々の示唆に富む

データーを示したが、抗菌薬の最小発育阻止潰度

(MIC)などのようにclear cutな結果にはならないのは

当然かもしれない。

MRSAの出現により院内感染は現在更に大きな問題

となっている　MRSA、緑膿菌と共にC. difficileは院

内感染の起因菌として大きな注目を集めており、また

抗菌薬投与によるMRSA腸炎にC. difficileが同時に検
出される場合に重症となるという興味深い事実も報告

されている23.21)。院内感染の起因菌はいずれも多剤耐

性であり、抗菌薬による治療法には限界がある。その

ため、今後生菌剤による治療がますます期待されると

思われる。
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