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研究成果の概要（和文）：臨床研究は、①岡山大学泌尿器科で分離された大腸菌の薬剤感受性について調査、②薬剤耐
性大腸菌の選択的培地の開発、③急性単純性膀胱炎に対する抗菌薬の投与期間を検証、④各種抗菌薬の精巣上体組織へ
の移行性の検証、を遂行した。一連の研究成果として、薬剤耐性大腸菌の分離効率が上昇し、それらの特徴を解析する
ことで、有効な抗菌薬の選択と治療法の検証ができた。
基礎研究は、①尿路感染症由来大腸菌の遺伝子解析、②マウス尿路感染モデルの作製と抗菌薬の投与法を検証したが、
抗バイオフィルム効果を最大限にする抗菌薬の投与法を確認するまでには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In clinical study, characterization of clinical isolates of Escherichia coli (E. 
coli) isolated from urinary tract infection; development of culture medium in which drug-resistant E. 
coli isolates could be selectively cultured; investigation of administration duration of antimicrobials 
against uncomplicated cystitis; evaluation of penetration of various antimicrobials to human epididymis 
tissue, were completely performed.
In basic research, analysis of bacterial gene related with drug resistance; construction of mice model of 
urinary tract infection; evaluation of administration manner of antimicrobials using the model, were 
performed. However, effective dose and duration of antimicrobial treatment against biofilms in urinary 
tract could not be clarified.

研究分野： 泌尿器科
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１．研究開始当初の背景 
大腸菌は尿路性器感染症において最も分

離頻度が高く、宿主に対して強い病原性を発
揮することから、泌尿器科領域において最も
重要な菌種である。我が国におけるフルオロ
キノロン系抗菌薬に耐性を示す大腸菌（キノ
ロン耐性大腸菌）および基質拡張型 β-ラク
タマーゼ（ESBL）産生大腸菌の分離頻度は、
近年増加傾向にあり、2016 年現在もその傾向
は続いている。また、キノロン耐性大腸菌や
ESBL産生大腸菌の分離率が低かった欧米でも
薬剤耐性大腸菌の分離頻度、分離率は最近急
激に上昇しており、泌尿器科領域の薬剤耐性
大腸菌に対する感染制御と重症化症例での治
療法の確立は喫緊の課題であった。 

大腸菌は慢性あるいは反復性に抗菌薬に
暴露されることによって薬剤耐性を獲得す
るため、特にバイオフィルムに関連した感染
に対しては既存の抗菌薬をより有効に使用
することが、今後の重要な治療戦略になる。   

そこで、in vivoの 尿路感染モデルの確立、
PK-PD
（Pharmacokinetics-Pharmacodynamics）理
論に基づいた抗菌薬の投与法の検証、さらに
多剤の併用療法における相乗的抗菌効果、バイ
オフィルム形成抑制効果についても評価する
ことが耐性菌対策にもなることが期待された。 
 

２．研究の目的 
現在、新規抗菌薬の開発が停滞しているが、

薬剤耐性大腸菌が国内外で増加し、今後感染
防御能の低下した患者での重症症例の出現
が問題となる可能性が高い。本研究は尿路感
染症由来の薬剤耐性大腸菌に関し、免疫不全
マウスにおける重症感染症モデルを含む in 
vivo の実験系を用いてキノロン薬を中心と
した各種抗菌薬の抗菌効果を検証し、PK-PD
理論に基づいた解析を行うことにあった。特
に、我々が in vitro で検討してきた
fosfomycin とキノロン系薬との併用効果に
関しては、マウスの尿路バイオフィルム感染症
モデルを用いて検討し、臨床現場での投与設計
法の確立を目指した。 

今回、改めて大腸菌に関する基礎的・臨床
的・分子疫学的研究を追加遂行し、新たに in 
vivoで大腸菌に対する PK-PD理論に基づいた
抗菌薬の使用法を評価・検証した。マウス緑
膿菌感染症モデルを大腸菌に適用し、PK-PD
解析理論の新しい定量的画像評価法の確立を
目指した。具体的には、尿路感染症由来大腸
菌による実験モデル系を確立し、IVIS 
Imaging System (Lumina)で評価することであ
った。さらに、fosfomycin とキノロン系薬と
の相乗効果を評価するためのマウス大腸菌感
染症モデルを確立して定量的に解析する研究
を計画した。 
 

３．研究の方法 
（１）．尿路感染症由来大腸菌に関する基礎

的・臨床的検討 

岡山大学泌尿器病態学分野には、1983 年以降
の尿路感染症由来の大腸菌 1000 株以上が
保存されている。薬剤感受性（ESBL 産生
株およびキノロン耐性株）やバイオフィ
ルム形成能といった細菌側因子と患者背
景を含むデータベースを作成しており、
研究期間内に分離される大腸菌株につい
て更新した。 

尿路感染症由来大腸菌の分子疫学的解析：
MLST（multilocus sequence typing）に
よるタイピング 

MLST 解析は < http://mlst.ucc.ie > の
方法に従い、プライマーを注文、PCR 増幅
産物をシーケンスした。データベースにア
クセスし、得られた塩基配列のタイピングを
行い、薬剤耐性大腸菌の世界的増加に対する
位置づけを行った。 
（２）．in vitro の実験モデル系における多

剤耐性大腸菌のバイオフィルム形成
能。 

薬剤感受性、特徴的な薬剤耐性遺伝子を
もつ菌株を選択し、緑膿菌尿路バイオフィ
ルム感染症モデルとして確立した最新のin 
vitro 実験系を用い、多剤耐性大腸菌のバ
イオフィルム形成過程ならびに形成能を検
討した。 
（３）．マウス腎盂腎炎モデル 

上記 1-3 の成績に基づいて、特徴的な大腸
菌株を選択した。雌マウスの膀胱内に菌液を
注入して一定時間クランプし、腎盂腎炎を高
率に惹起、持続するが 3-4 日後まで死亡しな
いマウス腎盂腎炎モデルの作製を試みた。 
（４）．マウス大腿部感染モデル 

既に確立している緑膿菌マウス大腿部感
染モデルを基に、市販の発光性大腸菌株を
用い、新たに大腸菌大腿部膿瘍モデルを作製
し、先端画像化システムである IVIS 
Imaging System (Lumina)を使用して、マ
ウスの生存した状態でリアルタイムイメー
ジングによる定量的画像評価法で効果を検
証した。 
（５）．マウス膀胱異物モデル 

上記 1-3 の成績に基づいて、特徴的な大
腸菌株を選択し、Caliper 社から購入したプ
ラスミド（pXen13）を導入し、発光性大腸
菌株を作製した。膀胱内にプラスチック製の
スパイラルチューブを挿入して大腸菌を感
染させ、尿道をクランプしてチューブ表面に
バイオフィルムを形成させるモデルの作製
を試みた。 
 
４．研究成果 
 本研究に関連して、多くの臨床研究を行う
とともに、実験研究においても多くの成果を
上げることができた。 

 臨床研究においては、①岡山大学泌尿器
科で分離された菌株、特に大腸菌のうちキノ
ロン耐性株の年次的な推移と薬剤感受性の
年次推移を調査した。その結果、最近 10 年



間における複雑性尿路感染症分離菌におい
ては、緑膿菌や MRSA が減少して大腸菌が増
加していること、大腸菌の薬剤感受性が低下
していることが判明した。これまでに蓄積し
ていたデータと合わせ学会発表、論文化して
投稿した。②キノロン耐性大腸菌や ESBL 産
生大腸菌選択的培地の有効性を多施設共同
研究として実施し、同培地の有効性を示すこ
とができた。具体的には 694 例について同培
地を使用し、217 例（31.3 %）でキノロン耐
性大腸菌が陽性であった。また、ESBL 産生
大腸菌は 640 例中 85 例（13.3 %）であった。
分離された大腸菌株 396 株について、LVFX
に対する MIC（微量液体希釈法）と本培地の
結果を比較したところ、耐性／感受性の結果
が 91.7 %一致し、選択培地の感度と特異度
はそれぞれ 96.8 %、88.2 %であった。前立
腺生検の合併症である急性細菌性前立腺炎
については、他の報告で約 2 %と報告されて
いるのに対し、この選択培地を使用すること
で 0.8%まで低下させることができ、国際学
会で報告した。③大腸菌がもっとも原因菌と
して多い急性単純性膀胱炎の患者を無作為
にセフジトレン ピボキシル3日間または7
日間投与に割付し、両群間の治癒率を検討、
両群間に差がないことを示し、国内の学会で
報告した。④原因菌として最も多く分離され
る精巣上体炎を想定し、各種抗菌薬の精巣上
体組織への移行性を検証した。抗菌薬はフル
オロキノロン系、マクロライド系、経口セフ
ェム、ST 合剤を選択し、フルオロキノロン
系抗菌薬の良好な組織移行性が示された。そ
の結果は国際学会で報告した。以上の臨床研
究に基づいて、薬剤耐性大腸菌が原因菌の尿
路性器感染症患者に対する有効な抗菌薬の
選択と治療法の検証ができた。 
基礎研究においては、尿路感染症由来大腸

菌の MLST 解析と耐性遺伝子タイピング、in 
vitro、in vivo 感染モデルの作製を行った。
①平成20年から平成27年までに尿から分離
された ESBL 産生大腸菌 69 株の MLST 解析と
耐性遺伝子タイピングを行った。その結果、
42株（60.9%）が国際的な流行株であるST131、
5 株（7.2%）が ST648、4 株（5.8%）が ST38
であった。耐性遺伝子は 30 株（43.5）が
CTX-M-27、23 株が CTX-M-14 保有株であるこ
とが判明した。②in vitroでの尿路感染モデ
ルは、緑膿菌尿路バイオフィルム感染症モデ
ルとして確立したものを応用し、大腸菌のバ
イオフィルム形成能を評価した。③発光性大
腸菌株を用い、マウス大腿部膿瘍モデルを作
製した。すでにモデルとして確立していた緑
膿菌モデルと比較して急速な経過をたどる
ことから抗菌薬の効果を判定するためのモ
デルには不向きであった。④マウス腎盂腎炎
モデルは、免疫機能に関する調製が難しく、
薬効評価はできなかった。⑤マウスの膀胱異
物モデルは、バイオフィルムが形成されるま
でに死亡するマウスが緑膿菌よりも多いこ
とが難点であった。膀胱内挿入したプラスチ

ック製のスパイラルチューブを摘出して走
査型電子顕微鏡で確認したところ、バイオフ
ィルムが形成されていることが確認された。
BIPM、フルオロキノロン系抗菌薬、FOM によ
る抗バイオフィルム効果を確認するには至
らなかった。 
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