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　クロストリディオイデス・ディフィシ
ル（Clostridioides（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）。
●�芽胞状態で長期生存、�
除去は極めて困難

　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存する1）2）。芽胞のままで
菌が増殖することはないが、熱や乾燥、アルコール消毒条件下
でも死滅せず1）3）、一旦院内環境への汚染が生じると、芽胞状
態で長期間存在するため2）、芽胞の除去は極めて困難である。
●抗菌薬等の投与で腸内細菌叢が撹乱されると…
　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撹乱されることで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）。症状としては、ブリストルス
ケール5以上の下痢、腹痛、偽膜性腸炎等がみられる。
●�抗菌薬による治療においては慎重投与が求められる
　治療法としては抗菌薬の投与や見直し、予防としてはプ
ロバイオティクス製剤の投与等が行われる。標準治療薬と

して、抗菌薬のメトロニダゾールやバンコマイシン、フィダキ
ソマイシン等が推奨されている2）。CDIは抗菌薬使用自体
が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）4）を参照
し、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。
●�CDIの主な危険因子は、高齢者、経管栄養の使用、
ICU入室患者

　CDIは、長期入院5）、免疫力が低下した高齢者や経管
栄養の使用などが危険因子となる6）。急性期では特にICU
等の集中治療室での発生が多く、一旦発症すると再発を繰
り返す患者も少なくない。
　欧米ではCDIの発生率が高い上、特に北米では偽膜性
腸炎、中毒性巨大結腸症など重症化し死に至る例も多く、
社会問題化し、CDIに対する関心度は高い7）8）。日本におい
ては、北米のような重症化したCDI症例に遭遇する例はそ
れほど多くはないのが実状であろう。
●�注目される加熱殺菌した乳酸菌のC.difficileに対する
増殖抑制効果

　近年、薬剤耐性菌の対応策の一環として、いくつかの
乳酸菌の加熱殺菌菌体を用いた薬剤耐性菌への効果
が検討されている。同様に院内感染症対策の一つとして 
C. difficileへの乳酸菌の効果を期待し、その使用が検討さ
れている。今回は、最近発表された、乳酸菌加熱殺菌菌体
E. フェカリスの、特にC. difficileに対する効果に関する2論
文を取り上げレビューしたい。

本論文は
■ 多剤耐性緑膿菌（Multiple-drug-resistant Pseudomonas aeruginosa, 以下、MDRP）
■ 肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae, 以下，S. pneumoniae）
■ クロストリディオイデス・ディフィシル（Clostridioides difficile, 以下，C. difficile）
の感染動物を用いて乳酸菌の投与効果を検討した報告である。ここでは、C. difficileのハムスター感染試験結果について紹介する。
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▼表1 ≪C. difficileハムスター感染試験≫試験方法概要
◆使用動物： 3週齢のSyrian系（Slc：Syrian）雄ハムスター
 ※ C. difficileはマウスの感受性が低く、感染モデルを作製するこ

とが困難であり、感受性の高いハムスターにて試験を実施した。
 ※ 正常な腸内細菌叢を撹乱させるために抗菌薬のクリンダマイ

シンを腹腔内投与
◆C. difficileの接種 ：経口投与
◆被験物質の投与：経口投与（HkEf を120億個/kg/日）

群 HkEf の投与期間 HkEf の投与量

非投与群 非投与 注射用蒸留水

全期間投与（Peri）群 全期間 120億個/kg/日：
ヒト換算量（体重50kg）：
6,000億個/日菌接種後投与（Post）群 C. difficile 接種後のみ

▼図1 ≪C. difficileハムスター感染試験≫試験スケジュール概要
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Day5～7：クリンダマイシン投与（抗菌薬）
Day8：C. difficile 菌液接種（経口）
グラフは10匹/群のうち生存した動物の割合（％）を示す。
Peri群では29日間（Day1～29）、
Post群では菌液接種日から22日間（Day8～29）HkEf
を経口投与した。

C. difficile感染症は、抗菌薬の使用により正常な腸内細
菌叢の撹乱が起こり、増殖したC. difficile 菌が毒素を産
生し腸炎を誘発することで下痢症状を呈する。また、芽
胞を形成する偏性嫌気性のグラム陽性桿菌である。

結果として、試験終了時におけるC. difficile 菌液接種ハ
ムスターの生存率は、Peri群（90%）、Post群（80%）と
なり、非投与群の生存率（20%）と比較し、両群とも有意
に高い生存率を示した。
今回の試験では経口より菌液を接種させ、HkEf につ 
いても経口から投与した。したがって消化管で直接的に
作用している可能性を模索するため糞便中のC. difficile
生菌数についても調査している（図3）。

▼図2 C. difficile菌液接種ハムスターの生存率推移

▼図3  C. difficile 菌液接種ハムスターの糞便中生菌数の推移

##: p<0.01 vs. Post群.  ＊＊: p<0.01 vs.非投与群（多重比較検定: Tukey検定. Steel-Dwass検定）
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今回の試験ではC. difficile菌液接種ハムス
ターの生存率の他に感染ハムスターの糞
便中の生菌数を測定した。
糞便中の生菌数と生存率（図2）について確
認した。

結果としてC. difficile菌接種前の糞便中の
C. difficile生菌数は、すべての群で検出し
なかったことを確認できた。C. difficile菌
接種1日後ではPeri群は、Post群、非投
与群と比較し生菌数は有意に少なく、さら
に4日後ではPeri群、Post群ともに非投
与群と比較し生菌数は有意に少ない数で
あった。これらの結果から、消化管内の生
菌数が少なかったことで、致死率の減少に
もつながっていることが示唆された。

論　文　概　要（一部紹介：C. difficile ハムスター感染試験）

C. difficileハムスター感染試験（試験方法の概要：表1、図1参照）
　加熱殺菌した乳酸菌E.フェカリス（Heat-killed lactic acid bacteria Enterococcus faecalis, 以下，HkEf ）の経口からの 
事前あるいは事後投与による感染防御効果をC. difficileハムスター感染モデル試験により検証した。
　試験終了時の生存率は、非投与群20%に対して、菌接種の前後（全期間）にHkEfを投与した群（Peri群）で90%、菌接種後
にHkEfを投与した群（Post群）で80%であり、両群とも有意に生存率が高い結果となった（図2）。さらにC. difficileは、糞便中の
生菌数がHkEf 投与群において有意に少なく、芽胞菌であるC. difficileに対する直接的な作用も示唆した結果となった（図3）。
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論　文　概　要

　原著①のC. difficileを経口で接種させたハムスター腸管感染モデル試験において、HkEf 投与群（経口投与）では、非
投与群と比較して有意に高い生存率と、感染直後の早い段階で糞便中C. difficile生菌数の抑制が確認された。この結
果より、HkEfには宿主生体への免疫賦活作用だけではなく、腸管粘膜上におけるC. difficileへの直接的な接触による
相互作用の可能性が推察された。そこで、著者らはHkEfのC. difficileに対する直接的な増殖抑制効果を確認するため、
HkEfとC. difficileとの混合培養試験を実施した。C. difficile生菌数は対照群に対し、低濃度群、高濃度群では12時間
後、24時間後、48時間後において有意な低値が認められた（図4、表4）。

▼表4　C. difficile 生菌数

▼図4　C. difficile 生菌数の推移

Mean（×10³ CFU╱mL）±SE　＊＊P ＜0.01 vs. 対照群（Wilcoxonの順位和検定）

C. difficile菌とHkEfの混合培
養試験の結果として、図4よ
り、C. difficile生菌数は対照群
で指数関数的に増加したのに
対し、低濃度群、高濃度群では
対照群と比較し、ともに12時
間後、24時間後、48時間後に
おいて生菌数は有意に少ない
値が認められた。
48時間後の生菌数は対照群
と比較して低濃度群では約
1/1,000に、高濃度群では約
1/10,000に抑えられてい
た（表4、図4）。このことから、
HkEfのC. difficileに対する増
殖抑制効果が確認された。

試験管に調整したC.difficile菌液1mL（2.8×105CFU/mL）に対して、調整した
HkEf 検体液1.63mg/mL（低濃度）、163mg/mL（高濃度）、対照としてGAM
ブイヨン＊1をそれぞれ0.65mLの割合で添加し、嫌気ジャーに入れて37℃で培
養した（表2）。HkEfとC. difficile菌の最終濃度は表3に示した通りである。
開始時、12、24、48時間後に取り出して、培養液の一部を採取し、適宜希釈し
てC.difficile菌を選択的に培養するCCFA培地＊2に塗抹後、37℃で5日間培養。 
コロニー数を計測し生菌数を算出した。
＊1　GAMブイヨン培地
•嫌気性菌を液体培養する際に使用する液体培地
•今回の試験ではC.difficileを培養する際の希釈液や対照検体として使用
＊2　CCFA培地
•多種の菌が混在する検体からC.difficileを選択分離する培地
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 HkEf の濃度の設定は、生体内の環境を試験管で再現することはでき
ないが、低濃度群はHkEf を6,000億個/125mLとなるように設定
し、高濃度群はこれ以上混ぜられない限界に近い濃度として低濃度
群の100倍濃度の60兆個/125mLとした。
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生菌数の測定ポイントは、ハムスター感染試験で糞便中生菌数がPeri
群の1日後（24時間後）で有意に少なかったことから混合培養試験
においても24時間後で有意な生菌数の変化が確認できると想定し、 
その1/2の12時間後、2倍の48時間後にも観察時間を設定した。

▼表2　≪C. difficile 混合培養試験≫試験方法概要 ▼表3　HkEfとC. difficile 菌の最終濃度

◆被験物質： HkEf粉末
◆病原微生物 ：Clostridioides difficile(ATCC43255)
◆サンプル数：n=5
◆試験方法： 試験管で接種菌液に検体液を添加して培養し、 培養開始時、

培養12、24および48時間後取り出し、適宜希釈した後、
培地で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。

群 HkEf 濃度
（mg/mL）

C.difficile菌液濃度
（CFU/mL）

対照群 （CD菌のみ培養） 0 1.7×105 

低濃度 HkEf群 （CD菌+低濃度HkEf） 0.64 1.7×105 

高濃度 HkEf群 （CD菌+高濃度HkEf） 64 1.7×105 
表示濃度は混合後の最終濃度  試

験
概
要

混
合
培
養
試
験
結
果

群 培養開始時 培養12時間後 培養24時間後 培養48時間後

対照群 （CD菌のみ培養） 360.0±75.9 3680.0±239.6 3880.0±475.8 33020.0±2267.5

低濃度 HkEf群 （CD菌+低濃度HkEf）  306.0±22.7  33.2±4.9＊＊ 27.1±6.7＊＊ 15.7±4.9＊＊

高濃度HkEf 群（CD菌+高濃度HkEf） 300.0±22.1  12.0±1.1＊＊ 8.4±3.4＊＊ 5.7±3.2＊＊
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　腸管感染症の治療においては抗菌薬、その使用に伴っ
て起こる菌交代現象、薬剤耐性菌の出現などが長年の話
題であった。そこにプロバイオティクスによる治療や便移植な
どの治療が新しい方法として我々に感動を与えるのは、お
そらくマイクロバイオータ※の調整をすることが生体の調整、
生きる調整をするという治療への期待感なのではないか。そ
れによって宿主の免疫能や消化器の機能を改善して、予
後の改善が得られるというイメージを持っている。
　C. difficile感染症（CDI）は北米やヨーロッパを中心に、
偽膜性腸炎や中毒性巨大結腸症をおこすことや、強毒株
による重症例や死亡例が非常に多い7）8）ことから、CDIの
診断、治療、感染制御に対する関心が高く、国家レベルで
の疫学調査や感染対策がなされている10）。一方、我が国
は、欧米とは異なり、現在は北米タイプの強毒株のアウトブ
レイクは見られていないものの11）、CDI合併患者の死亡リス
クは、加齢に伴い増加するという報告もある12）。世界で最も
高い高齢化率（28.7%，2020年；総務省統計局データ）の

我が国において、今後CDIは深刻な問題になり得ると考え
られ、決して軽視できない細菌感染症である。また、日本の
医療現場ではCDI検査が適切に行われず多数の患者が
見過ごされている可能性があるとの見方もあり13）、各医療
施設においてCDIに対する認識を高めるための職員への
教育・啓発が必要になっていくであろう。
　今回の加熱殺菌菌体の投与にさらに直接抑制作用の
期待が持たれたことにより、これまでメジャーであったプロバ
イオティクス、プレバイオティクス、シンバイオティクス領域とは
異なる新たな道が拓けるのではなかろうか。今後さらに加
熱殺菌した乳酸菌E.フェカリスの有するC. difficileに対す
る感染防御機構における作用機序が明確になれば、臨床
的にも腸管内のC. difficileの増殖を抑制し、病態の重症
化を防ぐ可能性が期待され興味深い。新たな武器のCDI
に及ぼす作用が、基礎と臨床の面から十分に解明されてい
くことにも期待したい。
※マイクロバイオータ：微生物叢。生きた微生物集団の全体を指す。14）

　先行するC. difficileハムスター腸管感染モデル試験（原
著①）では、HkEfを経口投与した群で高い生存率であっ
た。また糞便中のC. difficile生菌数はHkEf投与群では
非投与群と比較して、感染直後の早い段階から有意に少
ない結果が得られた。これらの結果よりHkEfの宿主生体の
免疫反応によらない、腸管内での何らかの直接的作用の
可能性が推察された。
　原著②のHkEfとC. difficile混合培養試験において
は、直接作用の可能性を検証するために、HkEfを低濃度
群（125mLあたり6,000億個換算）、高濃度群（125mLあた
り60兆個換算）、対照群と設定し、C. difficileと混合培養
したところ、対照群と比較し、低濃度群と高濃度群で12時
間後より有意なC. difficile生菌数の低値が認められた。こ

の結果から、HkEfの何らかの直接的な静菌あるいは殺菌
作用により、増殖抑制効果が確認された。先行研究では、
Ishijimaら9）がカンジダ菌（C. albicans）とHkEfの共培養
試験で、HkEfがC. albicansを取り囲むような直接的な接触
による相互作用を報告しており、今回の結果を後押しするも
のとなっている。
　今回の2つの研究より、HkEfのC. difficileに対する増殖
抑制効果が、C. difficile腸管感染モデル動物の糞便中C. 
difficile生菌数の急激な増殖を抑制した機序の一つであ
ると考えられた。また、C. difficileのように発症までの時間の
かかる病態では、C. difficileの腸管での増殖時期に経口
摂取したHkEfが粘膜上において直接的な接触を起こして
いる可能性が推察された。
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