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は じ め に

　クロストリディオイデス・ディフィシル（Clos-

tridioides（Clostridium）difficile，以下，C. difficile）
は，偏性嫌気性グラム陽性桿菌の一つであり，院内

感染や抗菌薬関連腸炎の起因菌として知られる1）。
生存に適さない環境下では芽胞を形成し休眠する
が，生存に適した環境になると再び増殖を開始する
ことで生残する1,2）。芽胞のままで菌が増殖すること
はないが，熱や乾燥，アルコール消毒などの過酷な

加熱殺菌した乳酸菌 Enterococcus faecalis の
クロストリディオイデス・ディフィシルに対する

増殖抑制効果
■
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ABSTRACT
Objectives　In this study, we evaluated the effect of a Heat︱killed lactic acid bacteria Entero-
coccus faecalis（HkEf）for inhibiting the proliferation of Clostridioides difficile（C. difficile）. 
A in vitro study was performed to assess the direct effect between HkEf and C. difficile.
Methods　C. difficile was co︱cultured with HkEf（0.64 mg╱mL or 64 mg╱mL）in an anaerobic 
condition, the amount of viable bacteria was estimated by counting the number of colonies 
immediately after incubated, after12h, 14h and 48h.
Results　Under the both condition, the number of C. difficile are significantly decreased at 12h, 
14h and 48h after incubated, compared to the control group. The number of viable bacteria 
colonies at 48h after incubated, are decreased to about 1╱1000（HkEf：0.64 mg╱mL）and to 
about 1╱10,000（HkEf：64 mg╱mL）, compared to the control group.
Conclusions　The results suggested that HkEf has a direct effect to inhibit the proliferation of 
C. difficile.
（Jpn Pharmacol Ther 2020；48：721‒5）
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条件下でも死滅せず1,3），いったん，院内環境への汚
染が生じると，病室等の院内環境中でも芽胞状態で
長期間存在する2）ため，芽胞の除去はきわめて困難
である。患者および無症候キャリアとの接触感染，
あるいは医療スタッフの手指などを介した伝播がお
もな感染経路となり，重篤な基礎疾患などの背景因
子に加え，抗菌薬投与などにより正常な腸内細菌叢
が攪拌されることでC. difficileが定着・増殖すると，
C. difficile感染症（Clostridioides difficile infection: 

CDI）を発症する1）。また，C. difficileは患者の体内
で菌体外毒素（トキシン）を産生し，大腸炎や重篤
な下痢，発熱や腹痛といった臨床症状をきたすた
め，実臨床において非常に治療に難渋する。一般的
に抗菌薬投与に伴う下痢は，抗菌薬関連下痢症
（antibiotic︱associated diarrhea: AAD）とよばれる。
抗菌薬関連下痢症（AAD）のうち約 10～25％が C. 

difficileに起因するものと報告されており4），偽膜性
大腸炎（pseudomembranous colitis: PMC）は，その
ほとんどが本菌に由来し院内感染症のなかでももっ
とも頻度が高い疾患と考えられている5）。
　欧米ではメトロニダゾールやバンコマイシンが
C. difficile感染症（CDI）の標準治療薬として推奨さ
れており6,7），本邦においても 2018年 7月にフィダ
キソマイシンの製造販売が承認された8）。しかし，
C. difficile感染症（CDI）は，抗菌薬使用自体がその
発症リスク因子としてあげられ1），治療薬の使用に
際しては，「抗微生物薬適正使用の手引き」（厚生労
働省）9）を参照し，薬剤投与の必要性を十分に判断す
るべきであり，薬剤の原則投与期間を超えて投与す
る場合には，ベネフィットリスクを考慮して投与継
続を慎重に判断することに留意する必要がある。さ
らに，長期入院10），経管栄養の使用なども危険因子
となり，C. difficile感染症（CDI）既往歴のある患者
や 65歳以上の高齢者，免疫不全患者，重症 CDI患
者では再発リスクが高い患者であると報告されてい
る2）。
　著者らはすでに，この院内感染で問題となる C. 

difficileの腸管感染モデル動物に対する，加熱殺菌
した乳酸菌（Heat︱killed lactic acid bacteria Entero-

coccus faecalis，以下，HkEf）の効果に関する検討を
行い，生存率の上昇と感染動物の糞便中の C. diffi-

cile生菌数の検出菌数抑制を報告した11）。このHkEf

による感染防御効果は，宿主生体の免疫賦活作用だ
けではない，別のなんらかの乳酸菌体直接作用によ
るものの可能性が推察された。今回我々は，HkEfと
C. difficileとの混合培養による in vitro試験を実施
し，HkEfの C. difficileに対する直接的な増殖抑制効
果を確認したため報告する。

Ⅰ　材料および方法

1　被験物質
　被験物質である HkEf粉末（75億個╱mg），は，必
要量を秤量（電子天秤：XP205DR，メトラー・トレ
ド㈱）し，GAMブイヨン培地（日水製薬㈱）で 1.63 

mg╱mLおよび 163 mg╱mLとなるように用時調製し
た。
2　病原微生物
　使用菌株は，Clostridioides difficile（ATCC43255，
以下 C. difficile）を使用した。菌株は，GAM寒天培
地に接種し，脱酸素剤を充填した嫌気ジャーに入
れ，37℃設定の恒温器（ILE800，ヤマト科学㈱）で
5日間培養した。培養後，コロニーを釣菌し，GAM

ブイヨン培地に加え，脱酸素剤を充填した嫌気
ジャーに入れ，37℃設定の恒温器で 2日間培養し
た。培養後の培養液を接種菌原液とした。接種菌原
液をGAMブイヨン培地で10倍希釈したものを接種
菌液とした。
　生菌数確認は，接種菌液の一部を採取し，生理食
塩液で適宜希釈し，GAM寒天培地に塗沫後，脱酸
素剤を充填した嫌気ジャーに入れ，37℃設定の恒温
器で 5日培養した。培養後のコロニー数をハンディ
コロニーカウンター（CC︱1，アズワン㈱）で計測し，
接種菌液 1 mL中に含まれる生菌数を算出した。そ
の結果，接種菌液濃度は2.8⊠105 CFU╱mLであった。
3　試験方法
　試験管に接種菌液 1 mLに対して，調製した検体
液（1.63 mg╱mL液および 163 mg╱mL液）をそれぞ
れ 0.65 mLの割合で添加し，脱酸素剤を充填した嫌
気ジャーに入れ，37℃設定の恒温器で培養した。培
養開始時，培養 12，24および 48時間後にそれぞれ
試験管を取り出し，培養液の一部を採取し，適宜希
釈して，CCFA培地（日本ベクトン・ディッキンソ
ン㈱）に培養液原液，希釈液を塗沫後，37℃設定の
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恒温器で 5日間嫌気培養した。培養後のコロニー数
をハンディコロニーカウンターで計測し，生菌数を
算出した。対照として，検体液の代わりに GAMブ
イヨンを加えた。サンプル数は 5とした。試験群構
成を表 1に示す。
4　統計処理
　生菌数は平均値および標準誤差を算出した。有意
差検定は，生菌数について，対照群 vs. 検体群で
Wilcoxonの順位和検定を用いて行った。危険率は

5％を有意とし，それぞれ 5％未満および 1％未満に
分けて表示した。
　なお，統計解析は市販の統計プログラム（SASシ
ステム：SASインスティチュートジャパン）を用い
た。

Ⅱ　結　　　果

　試験結果を表 2，図 1に示した。対照群の C. dif-

表　1　試験群構成

群 試験群 被験物質濃度
（mg╱mL）

C. difficile菌液濃度
（CFU╱mL）

1 対照 0 1.7⊠105

2 低濃度 HkEf 0.64 1.7⊠105

3 高濃度 HkEf 64 1.7⊠105

表示濃度は混合後の最終濃度

表　2　C. difficile生菌数

群 対照群 低濃度 HkEf群 高濃度 HkEf群

サンプル数 5 5 5

培養時間 0   360.0±75.9 306.0±22.7 300.0±22.1

　　　　12  3680.0±239.6  33.2±4.9＊＊  12.0±1.1＊＊

　　　　24  3880.0±475.8  27.1±6.7＊＊   8.4±3.4＊＊

　　　　48 33020.0±2267.5  15.7±4.9＊＊   5.7±3.2＊＊

Mean（⊠103 CFU╱mL）±SE
＊＊P＜0.01 vs. 対照群

図　1　C. difficile生菌数の推移
＊＊P＜0.01 vs. 対照群
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ficileの生菌数は，培養開始時で 360.0±75.9（⊠103 

CFU╱mL），培養 12時間後で 3680.0±239.6（⊠103 

CFU╱mL），培養 24時間後で 3880.0±475.8（⊠103 

CFU╱mL），培養 48時間後で 33020.0±2267.5（⊠103 

CFU╱mL）であった。
　低濃度 HkEf群（0.64 mg╱mL）の C. difficileの生
菌数は，培養開始時で 306.0±22.7（⊠103 CFU╱
mL），培養 12時間後で 33.2±4.9（⊠103 CFU╱mL），
培養 24時間後で 27.1±6.7（⊠103 CFU╱mL），培養
48時間後で 15.7±4.9（⊠103 CFU╱mL）であった。
対照群と比較して，培養後 12時間，24時間及び 48

時間で有意な生菌数の減少が認められた。高濃度
HkEf群（64 mg╱mL）の C. difficile菌の生菌数は，
培養開始時で 300.0±22.1（⊠103 CFU╱mL），培養
12時間後で 12.0±1.1（⊠103 CFU╱mL），培養 24時
間後で 8.4±3.4（⊠103 CFU╱mL），培養 48時間後
で 5.7±3.2（⊠103 CFU╱mL）であった。対照群と比
較して，培養後 12時間，24時間および 48時間で有
意な生菌数の減少が認められた。

Ⅲ　考　　　察

　今回の HkEfと C. difficileとの混合培養による in 

vitro試験の結果から，低濃度 HkEf群（0.64 mg╱mL）
および高濃度 HkEf群（64 mg╱mL）とも，培養後 12

時間，24時間および 48時間で，対照群と比較して
C. difficile生菌数の有意な減少が認められた。48時
間培養における C. difficile生菌数は対照群にくらべ
て，低濃度 HkEf群では約 1╱1000に，高濃度 HkEf

群では約1╱10,000まで抑えられていた。このことか
ら，HkEfの C. difficileに対する明らかな増殖抑制効
果が確認された。
　Ishijimaら12）は，Candida albicans（以下，C. albi-

cans）と HkEfを共培養したところ，HkEfが C. 

albicansを取り囲むような直接的な接触により，C. 

albicansのプレートへの接着を抑制したことを確認
している。また，口腔カンジダ症モデルマウスにお
ける HkEfの事前または事後の経口投与が，口腔カ
ンジダ症に対して防御的に働き，その効果は HkEf

とC. albicansとの直接的な接触による作用を反映し
ていると報告している。これらは，今回われわれの
得た結果を後押しするものである。また，Yamazaki

ら13）も，in vitro試験において，口腔カンジダ症の患
者から分離された C. albicansの菌糸の成長を HkEf

が抑制することを確認しており，さらに，口腔カン
ジダ症患者を対象に行った臨床試験において，HkEf

を 7日間摂取した患者におけるC. albicans生菌数減
少を明らかにし，HkEfの経口摂取が口腔カンジダ
症の予防および治療に効果的であることを報告して
いる。
　C. albicansは，通常，健常者の口腔，皮膚，咽頭
などの正常細菌叢に存在する二形性真菌で，病原性
を発揮する際には，酵母形から菌糸形へと形態を変
化させる。生体組織に定着して増殖し標的となる組
織に傷害を与え，感染の進行によって真菌血症や全
身感染を引き起こす14,15）。細菌であるC. difficileは，
真菌である C. albicansのような菌糸はもたず，運動
性のある周毛性鞭毛をもつが，芽胞を形成し休眠す
るなどの共通点がある。HkEfと C. albicansの直接
的な接触における結合の分子機構については，まだ
解明されていないが12），今回われわれは，C. albi-

cansと同じく病原性を有する C. difficileを用いた in 

vitro試験において，HkEfの同様の直接的な増殖抑
制効果を明らかにした。
　また，著者らは先行研究において，C. difficile腸
管感染モデル動物に対するHkEfの事前および╱また
は事後の経口投与により，生存率の上昇と糞便中の
C. difficile生菌数の検出菌数抑制を報告し，HkEfに
よる C. difficile生菌数の増殖抑制が生存率に寄与し
たことを明らかにしている11）。HkEfは，腸管粘膜を
介して腸管リンパ組織に取り込まれ，生体にシグナ
ルをもたらすことで，宿主生体の免疫反応に深く関
与することが明らかになっている16）。しかし，C. 

difficile腸管感染モデル動物に対する感染防御効果
は，それとは異なる機序，つまり宿主生体の免疫賦
活作用だけではない，HkEfの C. difficileに対するな
んらかの乳酸菌体直接作用によるものの可能性が推
察された。その理由として，通常，正常な腸内細菌
叢においては，腸内細菌の影響により C. difficileの
増殖は抑制されるが，C. difficile腸管感染モデル動
物はクリンダマイシン処理により腸内細菌叢の破錠
を起こしているにもかかわらず，HkEfの投与によ
り C. difficile生菌数の増殖が抑制されたことにあ
る11）。これは，腸内細菌による C. difficileの増殖抑
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制作用，あるいは腸管粘膜を介した宿主生体の免疫
反応とも異なる機序であり，HkEfが C. difficileに直
接接触することによる作用の可能性があるといえる。
　今回，われわれが得た in vitro試験の結果は，HkEf

の C. difficileに対するなんらかの直接的な相互作用
を裏づけるものであり，C. difficile腸管感染モデル
動物の糞便中の C. difficile生菌数の急激な増殖を抑
制した機序の一つと考えられる。C. difficileのよう
に発症するまでに時間がかかるような病態では，経
口摂取した HkEfが生体内において C. difficileの増
殖時期に，粘膜上で直接的な接触による相互作用を
起こしている可能性が大いに推察される。
　本検討は培養試験であり，ただちに動物やヒトへ
の効果を担保したものではないが，HkEfのもつ C. 

difficileに対する感染防御機構における作用機序を
明確にする大きな一歩であり，今後，臨床において
その効果を検証するさらなる研究が期待される。

結　　　論

　HkEfは C. difficileに対して，直接的な増殖抑制効
果を有することが確認された。
　【利益相反】　著者らは，本論文を公開するに際しなんら利
益相反はないことを宣言する。
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