
[医学と生物学 。第144巻 。第1号 。2002年 1月 10日 ]

11604

大腸菌の ICRマ ウス静脈内感染と足脈浮腫反応に

対する乳酸産生菌 肋た″εοεε′sルθεαιjS

EF‐2001加熱死菌体摂食の効果
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E′r ″́εοεc夕S力`εα′iS(E″.ヵθεαιiS)EF‐2001加 熱死菌体 (EFH‐201)の 摂食効果

を多面的に調べ ている過程
りで,EFH-201を 餌 に混ぜ た 10%EFH‐ 201餌 を lヶ

月間食べ させたマ ウスに,外 来大腸菌 を経 口投与 した場合,腸 管か ら外来大腸菌

を早期 に排除す る排除促進効果 を EFH‐201は 有 していた
〕。そこで,今 回はマウ

スの静脈内に投与 した大腸菌の消長 または皮下投与 した大腸菌によるICRマ ウス

足脈浮腫 反応 に対す る EFH‐201摂 食の影響 を調べ た。 さらに,EFH‐ 201の 経口

投与が ICRマ ウスの腸内菌叢 に与 える影響 を併せて調べた。

材料と方法

動物 :日本 SLC(株 )か ら購入した4週 齢の ICR系 雄マウスを 1週間の予備飼育後,1

群 5-6匹で各実験に使用した。

被験物質:E4.ヵιGθ′Is EF‐2∞1の加熱死菌体 (EFH‐201)粉 末は日本ベルム (株)か ら供

与された。その EFH‐201粉末を粉末飼料 CE‐2(日本クレア (株))に 10%の 割合で混合し,

加圧により固形状にしてICRマ ウスに食べさせた。対照として与えた飼料 CE-2も同様に固

形状にした。また,水 に懸濁させたEFH‐201粉末を動物の胃内に (経口)投 与した。

細菌 :使用した大腸菌 Esc/7griC力:α εθι,NB-101はヒトから分離し, 日本ベルム (株)で 保

存していた菌株である。この菌株をブレインハー ト・インヒュージョン培地(日水製薬(株))

で増菌 し,生 理食塩水で洗浄 した後凍結乾燥 した。動物には生理食塩水で洗浄したE.εθ′j

菌液もしくは凍結乾燥 したE.εθ″を生理食塩水に懸濁して投与した。

EFH-201投与の効果 :(1)アンピシリン (5mg/ml)と セフアレキシン (3mg/ml)を飲料

水に溶か して 3日 間 ICRマ ウスに与えた後,EFH‐201粉末 (1.5mg/日/マ ウス)を 胃内に
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13日間投 与‐した。その間,ICRマ ウスの新鮮糞便を採取 しその菌叢を光岡ら
'の

方法に従っ

て検索 した。(2)10%EFH‐201餌を 14日間食べさせた ICRマ ウスの腹腔内にサイクロホス

ファミド (CY,Sigma,Co.)5mg/マ ウスを注射 し
い
,4日 後尾静脈内に 1× 107/0.3mlの生

菌 E.`.ο」′NB‐101を投与 した。なお,こ の期間 もEFH‐201餌 を与 えた。ε.θθ′′投与後 24,

48,72時 間目に肝臓中の ε.εο′′数を MacCOnkey寒 天培地 (栄研化学 (株))で 測定 した。

(3)10%EFH‐201餌を 14日間食べ させた ICRマ ウスの背部皮下に E εθι′NB‐101の凍結乾

燥菌体 0.5mg/0.3miを注射 した。さらに 10日後,右足蹟の皮内にE cθ′′の菌体 75 μ g/0.03mi

を注射 し,左 足脈の皮内には生理食塩水 (0.03ml)を注射 した。そ して,24時 間後と48時

間後の浮腫をノギスで測定 し,E.εθ′′菌体による浮腫率を算出 した
い
。その期間もひき続 き

EFH‐201餌を与えた。5日 後,そ れぞれの ICRマ ウスから採血 し,血 清の E.εοι′菌体に対

Antbb●cs         EFH-201                   Antlbiot● ●         EFH-201

図 1 抗 生物質投与により消失 した腸内細菌叢の再構築に与えるEFH‐201経口投与の

効果
▲ 抗生物質投与前の菌数,中p<0.05,中

中
p<o.ol,n=5

する凝集素価を調べた。

統計学的処理 :各動物実験群で得 られたデータは平均 士標準誤差で示 し,対 照群 と被験

物質投与群 との間の統計学的検定は Student′テス ト法で処理 し,p<0.05(危 険率 5%以

下)を 有意差があるとみなした。

結果

1)抗 生物質投与後の腸内菌叢回復に与えるEFH‐201経口投与の効果

通常 ICRマ ウスに 10%EFH‐201餌を lヶ月間食べさせ,そ の糞便菌叢を培養

法で調べた結果,対 照群と比較してその菌属構成になんの変化も観察する事がで

きなかった。
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そこで,2種 類の抗生物質アンピシリンとセファレキシンを飲料水に入れて自

由に飲ませた ICRマ ウスは,3日 間以内に糞便菌叢が検出できなくなった。その

時点で抗生物質投与を止め,EFH‐201(1.5mg/日 /マ ウス)を 経口投与 して糞便

菌叢の回復状況を属 レベルで調べた (図1).EFH‐201群では対照群に比べて

ιαcrοわαεj′ルsは 早期 に しか も高い菌数で,β′あわασ′θ″′“′ηは高菌数で出現 し,

E″′″bαε′̀″fαὲα′は逆に低菌数で出現 した。しか し,10-13日 頃までには両群の

間に差が見られなくなった。E″′″σοεσ“Sとβαε′θ″:あεθθθの出現には両群間に差

表 1 免 疫抑制 IRCマ ウス静脈内投与 二 εθ〃NB‐101の

肝臓中菌数に与える EFH‐201摂食の効果

Group of

mice

Cyclophpsphamide

treatment

Nimber Of a ε θ′:in livers(log/g)

Time (hour) after administration of. E. coli

24hr 48hr 72hr

Control 6.3± 0.7 6.9± 0.6 6.2± 0.5

EFH‐201 4.8± 0.8 4.5± 0.5・ 4.4± 0.6ホ

Conventional 4.2±0.4Ⅲ  2,7± 0.3Ⅲ
Ⅲ

ND

ホ
p<0.05,‐ pく0.01,n=6,ND(検 出限界以下)

表 2 E.εθ′,誘発 ICRマ ウス足瞭浮腫に与える

EFH-201摂食の軽減効果

Swelling of footpad(夕 ι)
Group

24hr 48hr

Control 59.5± 7.0 48.3± 1.9

EFH‐ 201 35.7±3.9* 23.0± 3.1ホ
*

*pく0.05, ⅢⅢ pく0.01, n=5

が認められなかった。また,総菌数でみた場合も両群の間に差異はみられなかった。

2)免 疫抑制 ICRマ ウスの静脈内に感染させた大腸菌に与えるEFH‐201摂食の

効果

CYを 投与することにより抵抗力減弱状態にした ICRマ ウスの静脈内に二εο′j

懸濁液を投与 した後,肝 臓 と牌臓の大腸菌菌数を調べて,CY投 与前後に摂食さ

せた EFH‐201の大腸菌感染に対する効果をみた。その結果,肝臓における大腸菌

数は表 1に示 したように,対 照群に比べて EFH‐201群の 48,72時 間で有意に低

値であった。しかし,CYを 投与せず,EFH-201を 摂食させない通常 ICRマ ウス



4      [ M E D I C I N E  A N D  B I O L O G Y . V O l . 1 4 4 , N o . 1 ,」 a n u a r y  1 0 , 2 0 0 2 ]

ではそれ以上の低値を示した。

牌臓におけるE.εοι:数 (log値/g)は大腸菌投与後 24,48,72時間のEFH-201

群では4.1±0.2,3.5±0.3,3.3±0.2であり,対 照群では4.5±0.4,3.7±0.4,

3.2±0.3と,両 群間の牌臓の大腸菌数に差異は見られなかった。

3)大 腸菌で誘導したICRマ ウスの足脈浮腫に対するEFH‐201摂食の影響

10%EFH‐201餌を食べさせることが,二 σοι:NB‐101の生菌で誘発したICRマ

ウスの足脈浮腫にいかなる影響を及ぼすかを調べたのが表 2で ある。EFH‐201群

の足脈浮腫率平均は対照群の浮腫率平均に比較して,24時 間目で40.0%,48時間

後で52.4%の減少を示した。

足脈浮腫を測定して5日後のICRマ ウスから採血し,その血清のE.εοι:NB‐101

生菌に対する凝集素価を測定した (図2)。10%EFH‐201餌を24日間与えたマウ

スの血清でも,EFH-201を全く与えなかったICRマ ウス血清でも,E.εο′:に対す

る凝集素価 (1:320)|こ変化が見られなかった。

Control                 EFH-201

図 2 二 εο′j誘発足脈浮腫 ICRマ ウス血清のE.cοιj菌体

に対する凝集反応におけるEFH‐201摂食の影響

考察

前回の実験で,経 口投与した外来大腸菌の排除促進効果を明らかに示すには

10%の割合でEFH‐201を混合した餌を食べさせる必要があつたり。通常 ICRマ ウ

スに 10%EFH‐201餌を与えても腸内菌叢における変化を見出すことはできな

かったが,抗 生物質投与により腸内菌叢を排除させた後の菌叢の再構築 (回復)

にはEFH‐201(1.5mg/日/マ ウス)の 経口投与が有効であつた。特に,マ ウス

の 最優 勢 菌 属 で あ る助ε′οbαε:ιι“sの 再 出現 時いに最 も効 果 的 で あ り,

助′θ“bac′θ″jαεθαθや B′グοbαεたri““の再出現にも効果を認めた。

CYは 自血球,特 に好中球を減少させ,免 疫系を抑制
°することが知られてい

る。そこで,CYを 投与したICRマ ウスにE cο′jを静脈内注射した後,肝 臓中の

大腸菌数は対照群よりも10%EFH‐201摂食群で顕著に低値を示した。しかし,通
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常 ICRマ ウスほどではなかった。このことはEFH‐201摂食が貪喰能を主とする

好中球の回復を速めている・ことを示唆している。牌臓中のユεο′′菌数は相対的

に低 く,両 群間に菌数の差はみられなかった。また,こ εο′jの静脈内投与後 3日

以内にこの実験は終了するので,E.εο″に対する抗体価は測定しなかった。

次に遅延型過敏反応であるマウス足脈浮腫を二εοι′菌体で誘発し,浮腫形成に

対するEFH‐201摂食の影響を検討した。対照群に比べてEFH‐201群の浮腫率は

40-52%減少し,10%EFH‐ 201摂食は遅延型過敏反応を抑制することを示したつ。

この実験系のマウスは背部皮下に二εοιj菌体を注射し,10日後さらに同じ菌体を

少量ではあるが足脈皮下に注射しているのでE σο′′菌体に対する抗体が血清中に

産生されているものと考えられる。そこで,EFH-201群 と対照群のICRマ ウスの

血清の凝集素価を測定したところ,凝 集素価は 1:320と それぞれのICRマ ウス

血清で同じ値を示し,ど.`・ο″に対する血清抗体価にEFH‐201摂食の影響は認めら

れなかった。

だ″.力̀ εαι:SとE.εο′Jとの間に共通抗原の存在は知られていない。そして,乳酸

菌の経口投与は免疫を増強させると報告&りされている。しかし,EFH‐201は凝

集反応で調べた限り,E.εο″に対する血清抗体価に影響を与えず,遅 延型過敏反

応を抑制する因子を含むことになる。これらの作用は本試験に用いたE cο′,NB‐

101に特有な現象か, もしくは他の日和見病原菌に対しても生じる現象なのかを

確認してから次の段階 (免疫系の細胞への影響やアレルギーの軽減,類 似抗原を

含めた免疫学的考察)へ 進む予定である。

結語

1.抗 生物質を投与することにより腸内菌叢を排除 したICRマ ウスに,肋 .

力′εαιiS EF‐2001加熱死菌体 (EFH‐201)1.5mg/日 /マ ウスを経口投与して菌叢

回復状態を分析 した時,EFH‐201群では対照群に比べてICRマ ウスで最優勢菌

Lαε′οわαεj′ι“sは 早 期 に高 い 菌 数 で,β′グοわαε′θ″:“″は高 菌 数 で再 出現 し,

Eれた″わαcr″́jαὲα′は逆に低菌数で再出現した。

2.CY投 与により抵抗力減弱 ICRマ ウスの静脈内にE εοιjを投与した後,肝

臓の大腸菌数を調べて,CY投 与前後に摂食させた 10%EFH‐201の大腸菌感染に

対する効果をみた。E.εο′′投与後 48,72時間で肝臓における大腸菌数は,対照群

に比べてEFH-201群が有意に低値であった。

3.E.cοι′NB-101の生菌で誘発 したICRマ ウスの足脈浮腫率平均は 10%EFH‐

201摂食群で対照群の浮腫率平均に比較して惹起注射後 24時間目で40.0%,48時

間後で52.4%の減少を示し,遅 延型過敏反応を抑制した。
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物の抗腫瘍効果。本誌 143(3):11}1182001 -2)柳 沢異永,下 橋博隆,山 川敏郎 :



6      1  M E D I C I N E  A N D  B I O L O C Y . V 0 1 . 1 4 4 , N o . 1 , J a n u a r y  1 0 . 2 0 0 2」

乳酸産生菌 D:′ピrrprθ(.('ぉ力``'α′′. EゞF‐2001加熱死菌体による外来大腸菌の排除促進作
用。本誌 140(3):53-572000 -3)光 岡知足 :腸内細菌とその意義。臨床 と細菌 2:
55-つ7 1975 --4)Balow.」.E., Hurley, D.L.& Fauci, A.S.:Cyclophospharnide

suppression of established cell‐Inediated irnmunity. Quantitative vs. qualitative

changes in lymphocyte populations.ノCι′“ルソ̀sr 56:65-701975 -5)中村玲子,本ノ

本雅通 :遅延型過敏症反応 (DTH)。 藤原大美,淀 井淳百1(編 )免 疫研究法ハンドブッ

ク(2版),中外医学社 199622針225 -6)Hasegawa.T¨ et al.:E∬ect of orally admini¨
stered heat‐killed Eれrarrp`・οcc“.,′7`Ca′is FK‐23 preparation on leukopenia in mice

treated with cyclophosphanjde, ノン′′ノイ̀グSci 56:1203-12061994  --7) Nakamura.
N. & `「okunaga, T.: Non H‐2 1inked difference in delayed―type hypersensitivity in
rnice. /P,1″″″οノムι″2:87-89 1980  --8)Takada, H.・ et al.: 市lolecular and structural
requirements of a lipoteichoic acid from l)″ι″εοc('“S力′″ピATCC 9790 for cytokine‐
inducing, antitumor, and antigenic activities.  ルψε′ ′′7:′7:“′7 63:57-65 1995  司 )
Wagner, R. D., et al.: Biotherapeutic effects of probiotic bacteria on candidiasis in

immunOdeicient mice.ルルε′′″′η“466:4165-41721997

(受付 2001年 H月 14日 )

[通信先 下 橋博隆 :バ イオクイーン (株)研 究所,

東京都国分寺市東恋ヶ窪 2-29-8(〒 185-0014)]


