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反復性尿路感染症由来大腸菌における反復メカニズムの解析
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Summary　Urinary tract infections are caused by Uropathogenic Escherichia coli (UPEC), and 

mainly treated with new quinolone antibacterial drugs. However, half of contracted women 

experience relapse within a year. Approximately 80% of E. coli isolated from recurrent patients is 

caused by the same strain as E. coli which caused primary infection despite appropriate antibiotic 

treatment. However, since its mechanism is still unknown, we investigated drug susceptibility test 

and cell adhesion / invasion using human bladder epithelial cells (HTB-9) in order to explore 

factors of recurrence did. Three E. coli strains (BK1, BK2, BK3) derived from recurrent urinary 

tract infection and one E. coli K-12 (ATCC 10538) strain were used. In the drug susceptibility test, 

BK1 and BK3 showed resistance to new quinolone antibiotics. In addition, BK2 and K-12 showed 

sensitivity to all the drugs used. We investigated BK1, which had high drug resistance rate with in 

vitro bactericidal effect. In GM and CAZ it was sterilized by 24 hours, while CPFX showed no 

bactericidal effect. In the investigation of cell adhesion and invasion, it was revealed that K-12 had 

adhesion but no invasion. On the other hand, three E. coli strains derived from recurrent urinary 

tract infection had higher adhesiveness and more intracellular invasiveness than K-12. Therefore, it 

was suggested that UPEC invaded and latent in the cell, and the remaining bacteria were one of the 

factors of recurrence of urinary tract infection.
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Ⅰ．緒言

　尿路感染症とは、腎臓、膀胱、尿管、尿道な
どの尿の排出経路に細菌が感染し炎症を起こす
疾患であり、複雑性尿路感染症と単純性尿路感
染症に分類される1）。単純性尿路感染症は健常
な女性が最も罹患し易い感染症で約50％の女性
が一生の間に少なくとも1回は罹患するとされ
ている2）。単純性尿路感染症の80％以上は大腸
菌によって引き起こされる。治療の第一選択薬
はニューキノロン系抗菌薬の投与であり、有効
な治療がなされているにも関わらず、罹患した
女性の25％が半年以内に、50％が1年以内に再
発する3）。さらに再発患者から分離された約半
数が初感染時に検出された菌と同一の大腸菌で
あることが報告されている4），5）。近年では、世
界中でニューキノロン系抗菌薬に耐性を示す大
腸菌の増加が報告されている6）。単純性尿路感
染症の患者から分離された大腸菌のうちニュー
キノロン系抗菌薬耐性率が20％以上である場
合、または6か月以内にニューキノロン系抗菌
薬の投与歴がある場合は第二選択薬の第三世代
セフェム系抗菌薬の経口投与が推奨されている
7）。また、欧米では尿路感染症の再発を予防す
るためにST合剤やニューキノロン系抗菌薬ま
たは、経口第三世代セフェム系抗菌薬の低用量
での長期投与が行われている8）－10）。しかしなが
ら我が国では口腔や膣などのカンジダ症や偽膜
性大腸炎といった副作用や抗菌薬への耐性化が
懸念されるため欧米での治療法が敬遠されてい
る11）。
　大腸菌はヒトの正常腸内細菌叢を構成する菌
の一種であるが、大腸菌の中でも尿路病原性大
腸菌（Uropathogenic Escherichia coli; UPEC）と
呼ばれる一部の菌が、糞便より尿道および膣周
辺組織に定着し、尿路を上行することで膀胱炎
や腎盂腎炎などの尿路感染症を引き起こすとさ
れている12）。従来、大腸菌には組織侵入性がな
いが、UPECには組織侵入性があり、抗菌薬の
効果から逃れられているのではないかと推測さ
れている13）。UPECは尿路に対する病原因子を
持っており、それらは付着、侵入に関与する
type-1線毛や細胞毒性を持つα-hemolysinの産
生などがあげられる14）。また、type-1線毛はヒト
膀胱上皮細胞のもつ構造を認識して付着する15）

との報告もあるが、細胞侵入性についての報告
はほとんどない。
　そこで我々は、尿路感染症再発の要因を探索
するため、薬剤感受性試験とヒト膀胱上皮細胞
株（HTB-9）を用いた大腸菌の細胞付着性と侵
入性について検討を実施した。

II．方法と材料

1）使用菌株と細胞
　被検菌として6か月以内に2回以上、あるいは
1年以内に3回以上尿路感染症の再発がみられた
70～ 80歳代の健常女性から分離された反復性
尿路感染症由来株Eschelichia coli BK1、E. coli 

BK2、E. coli BK3、便由来で非病原性のE. coli 

K-12（ATCC10538）を用いた。また、コントロール
には標準株であるE. coli ATCC25922を用いた。
　細胞はヒト膀胱上皮細胞由来のATCC HTB-9

を用いた。
2）使用薬剤
　Piperacillin（PIPC、東京化成工業、東京）、
Ceftazidime（CAZ、東京化成工業、東京）、
C e fa z o l i n（C E Z、東京化成工業、東京）、
Ceftriaxone（CTRX、Sigma、USA）、Gentamicin

（G M、和光純薬工業株式会社、大阪）、
Ciprofloxacin（CPFX、和光純薬工業株式会社、
大阪）、Levofloxacin（LVFX、LKT Laboratories、
USA）の7薬剤を用いた。
3）薬剤感受性試験
　米国の Clinical and Laboratory Standards 

Institute（CLSI）のM100S-2516）に準じた微量液
体希釈法にて最小発育阻止濃度（Minimum 

Inhibitory Concentration; MIC）を測定した。抗
菌薬を調整したMueller Hinton Broth（日本ベク
トンディッキンソン株式会社、東京）へ
McFarland0.5 （1.5×108 CFU/mL）に調整した菌
液をさらに100倍希釈（1.5×106 CFU/mL）し、
接種後35℃の好気的条件下で18時間培養しMIC

値を決定した。
4）in vitroでの殺菌効果の検討
　CAZとCTRXを除く他の薬剤に対して耐性を
示したBK1を対象としin vitroでの殺菌効果の検
討を実施した。使用細胞培養液は10％非動化済
みウシ胎児血清（ 1 0 % F C S、 I n v i t r o g e n 

Corporation、USA）添加、4500 mg/Lグルコー
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ス含有のRPMI-1640（High-Glu）（和光純薬工
業株式会社、大阪）を使用した。MIC以上に調
整したGM（500 μg/mL・250 μg/mL）、CAZ（50 

μg/mL・25 μg/mL）、CPFX（100 μg/mL・50 

μg/mL）を加えた各細胞培養液4.5 mLに1.5×
108 CFU/mLに調整した菌液を0.5 mL接種し殺菌
効果の検討を行った。培養3時間、6時間、24時
間後に普通寒天培地を用いて生存菌数の測定を
行った。
5）  ヒト膀胱上皮細胞への付着性、侵入性の検
討17）－19）

　10％ FCS添加RPMI-1640（High-Glu）と
HTB-9を24wellプレートに分注し、37℃、CO2

培養した。細胞数は約4×104 /mLになるように
調整した。約4×104 /mL に調整したHTB-9を
24wellプレートに1 mL接種し、37℃、48時間 

CO2培養した。10％ FCS入りRPMI-1640を捨て、
FCS free RPMI-1640で3回洗浄、最後にFCS free 

RPMI-1640を900 μL添加した。各wellに1.5×
108 CFU/mLに調整した菌液を100 μL添加で、5

時間反応させた。反応後の全菌数を確認するた
めLB agar を用いて算定を行った。リン酸緩衝
生理食塩水（phosphate buffered saline：PBS）を
用いwell内を3回洗浄し、洗浄液中の菌数算定
はLB agarを用いて行いHTB-9から剥離した菌
数を算出し、細胞に付着、細胞に侵入した菌の
残存率を求めた。
　次に、in vitroでの殺菌効果の検討からFCS 

free RPMI-1640で300 μg/mLに調整したGMを
洗浄したwellにそれぞれ1 mL添加後、24時間反
応させ、HTB-9細胞周囲の菌を殺菌させた。反
応後の上清中にすべての菌が殺菌されたことを

LB agarを用いて確認した。well内をPBS 1 mL

で3回洗浄し、0.5％に調整したTriton X-100（ロ
シュ・ダイアグノスティックス株式会社、東京）
を添加、室温で20分間反応させ、HTB-9を破壊
した後、LB agarを用いてHTB-9内に侵入した
菌数の算定を行った。
6）ヒメネス染色による細胞内侵入性の検討
　ヒト膀胱上皮細胞（HTB-9）への付着性、侵
入性の検討と同様の条件でBK1株と300 μg/mL

のGM含有FCS free RPMI-1640を添加し24時間
培養した。培養液を除去しPBSで洗浄、メタノ
ール固定後、染色を行った。染色方法は前染色
として石炭酸フクシン緩衝液、対比染色として
0.8%マラカイト緑液を用いた。染色後、光学
顕微鏡での細胞の観察を行った。

III．結果

1）薬剤感受性試験
　反復性尿路感染症由来株のうちBK1は、
PIPC、CEZ、GM、LVFX、CPFXに耐性を示した。
BK3はLVFX、CPFXに耐性を示したのに対し、
K-12、BK2は全ての抗菌薬に対して感性を示し
た（Table 1）。
2）in vitroでの殺菌効果の検討
　薬剤感受性試験の結果より、BK1における薬
剤耐性率が高かったためBK1に対する殺菌効果
について薬剤濃度の違いを比較した。
　GM、CAZにおいては低濃度、高濃度で24時
間後に殺菌効果が認められた。CPFXにおいて
は低濃度、高濃度共に24時間後に殺菌効果が認
められなかった（Fig. 1）。CPFXの高濃度はグ

Table 1　Drug susceptibility test by broth microdilution method.
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ラフ上では24時間後、菌数が0にプロットして
いるように見えるがわずかに菌が残存しており
殺菌効果が認められたわけではない。
3）膀胱上皮細胞への菌残存率の検討
　洗浄一回目、二回目、三回目にカウントした
菌の合計と洗浄前にカウントした全菌数から剥
離菌数を求め、残存した菌を付着または侵入し
た菌として菌残存率を導きだした。反復性尿路
感染症由来株はK-12株と比べ残存率が有意
（p<0.05）に高かった（Fig. 2）。BK1、BK2、
BK3では有意差が認められなかった。残存率が
高いものほど細胞付着性または侵入性が高く、
洗浄効果が乏しいことが明らかとなった。
4）膀胱上皮細胞への侵入性の検討
　非病原性のK-12と反復性尿路感染症由来株
の侵入性の比較について検討を行った。細胞周
囲の菌の死滅を確認し細胞を破壊後に侵入性し
た菌数の算定を行った結果、K-12株では侵入
菌は認められず、BK1、BK2、BK3では侵入菌
が認められた（Fig. 3）。

5）ヒメネス染色による観察
　HTB-9にBK1株を反応させた結果を示す（Fig. 

4）。コントロールには認められないBK1株菌の
侵入がHTB-9において認められた。

IV．考察

　近年ニューキノロン系抗菌薬耐性大腸菌の増
加が問題となっているとの報告がある20）。本研
究での薬剤感受性試験においても既報と同様
に、反復性尿路感染症由来株の検討した菌数は
少ないものの3株中2株が第一選択薬であるニュ
ーキノロン系抗菌薬に対して耐性を示した。
UPECは他の大腸菌と比べ、ニューキノロン系
抗菌薬に耐性を示す頻度が増加している可能性
があるため、尿路感染症の再発を引き起こして
いる株の収集と薬剤感受性の動向を把握する必
要があると考えられる。ニューキノロン系抗菌
薬は組織浸透性が高いが、それに対し第二選択
薬である第三世代セフェム系抗菌薬のCAZやア

Fig. 1 Bactericidal action against BK1.

 GM, CAZ were sterilized in 24 hours. On the other hand, CPFX was not sterilized in 24 hours.
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ミノグリコシド系抗菌薬のGMでは細胞内移行
性が極めて低い抗菌薬であるためMIC値は感性
を示している。このことからCAZやGMは細胞
表面上の菌は殺菌できるものの、細胞内に移行
した菌には薬効効果が乏しいものと考えられ
る。BK2ではニューキノロン系抗菌薬である
CPFXとLVFXに対して感性を示しているのに
も関わらず尿路感染症の再発を起こしている菌
株である。MIC値は感性でも肉眼的判定による
静菌効果を調べている可能性があり、殺菌され
ているか否かは明らかでない。よってMIC値以
下の薬剤濃度で最小殺菌濃度（minimum 

bactericidal consentration; MBC）の確認が必要
であると考えられた。
　箱崎の報告21）によると尿路感染症由来大腸菌
では付着性が高いことが論じられており本研究
の結果でも反復性尿路感染症由来株では多くの
付着、侵入による残存菌が認められた。非病原

性のK-12と比較すると有意に多く残存したこ
とから付着性、侵入性と病原性との関連性が示
唆される。加えて我々は細胞内に反復性尿路感
染症由来株が侵入したことを明らかにした。細
胞内に侵入した菌はオートファジーによって分
解が起こる菌も存在するが、分解されず細胞外
へと脱出する菌も存在する22）。反復性尿路感染
症由来株が細胞内で棲息できたのは特別な生存
メカニズムを有していた可能性が考えられる。
このことからUPECのメカニズムは膀胱上皮細
胞内に侵入、潜伏し残存した菌が増殖すること
で尿路感染症を再発させる可能性を示唆した。
つまり、細胞への付着、侵入を抑制することが
可能であれば尿路感染症の再発を防げるかもし
れない。今後は細胞内に残存した菌が再増殖す
るのか検討を行い既存の抗菌薬療法とは異なる
着想をもとに治療戦略を執ることが課題である
と考える。

Fig. 2 Remaining rate. 

 BK1, BK2, BK3 remained significantly more than 

K-12.

Fig. 3 Invasion assays. 

 After addition of Triton X-100, invasive bacteria 

were observed in BK1, BK2, BK3.

Fig. 4 Gimenez stain. 

 In BK1, invasion of bacteria not observed in the control was 

observed in the cells.

 1: Control HTB-9 2: BK1 addition HTB-9
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