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サイトカイン誘導能よりみた消化器外科術後

MRSA腸 炎起炎菌の実験的検討
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当科病棟で最近13年間に分離された Methicillin‐ReSstant Sたが2jlわごθ“″s″ク化″S(以 下,MRSA)

をCoagulase型 とenterotoxin型で分類し,MRSA腸 炎の起炎菌を検討した。起炎菌は,第 1例 目が

coagulase II型,enterotoxin C,TSST‐ 1産生株 (IICT型 株)で ,他 は27例が coagulase II型,

enterotoxin AC,TSST-1産 生株 (IIACT型 株)で , これら2種 の型の株に限られていた。 ヒ ト末梢

血単核球に各種 MRSA培 養上澄を加えた際の的mor necroSs factOr α(以下,TNFα ),interleukin‐

2(以下,IL 2)産 生を測定した結果,IIACT型 株で最も多くの TNFα ,IL‐2産生が認められ,こ の系

にmethylpredon蔦01oneまたはヒト免疫グロブリン添加すると有意に産生が抑制された。以上より,

MRSA腸 炎の治療におけるステロイドやヒト免疫グロブリンの有用性が示唆された.
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術後メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (Methicillin―

Resistant S物ウダ何θCσクsαク″″Si以 下,MRSA)腸

炎は時に極めて激烈な症状を呈し,多 臓器不全に移行

することもあり,消化器外科術後の大きな問題である。

最近その予防,治 療についての知見も増え
1レ),やや鎮

静化した感があるが,今 なお MRSAが 完全に駆逐さ

れていない現状では,今 後も注意すべき合併症である

ことには変わりはない.MRSAに は種々の coagulase

型 enterOtOxin型が存在 し, ひ と くちに MRSAと

いっても単一ではない。われわれは当科病棟における

年次別の MRSA流 行株の coagulase型,enterotoxin

型の変遷について報告してきたが3),今回,自 験術後

MRSA腸 炎症例におけるこれらの型を検討し,本症に

おける起炎菌についてブドゥ球菌産生毒素の面から検

討したので報告する。

方  法

1983年 1月 から1995年12月までに当科で入院加療し

<1997年 2月12日受理>別 刷請求先 :山東 敬 弘

〒730 広島市中区本川町 1-4-3 広 島記念病院

外科

た症例について,術 後に下痢,腹 部膨満,発 熱などの

腸炎症状を有し,便 よりMRSAが 検出された症例を

術後 MRSA陽 炎症例とした。

また同時期における当科病棟分離 MRSA株 につい

て, 1症 例 1株 としcoagulase型をデンカ生研製キッ

トにて判定 し,逆 受身ラテックス凝集反応りによる

toxic shock syndrome toxin l(以下,TSST‐ 1)お

よび enterOtOxin A～Dの 産生能をデンカ生研製キッ

トにて判定した。また,こ れらの全 MRSA株 につい

て,寒 天平板希釈法により37°C18時 間培養での cef‐

metazole(以 下,CMZ)の 最小発育阻止濃度 (以下,

MIC)を 測定した。

MRSA腸 炎症例の便から分離された MRSA株 に

ついても,同 様の方法で coagulase型,TSST‐ 1産生

性,enterotoxin型を判定し,さ らに判定結果が確実で

ないものについてはpolymerase chain reactionを用

いて既報の方法によりDTSST l遺 伝子,enterotoxin

A～ D遺 伝子の有無を判定し,逆 受身ラテックス凝集

反応の結果とあわせて MRSA腸 炎起炎株の型分けを

正確に行った.

比重遠沈法にて採取した健常人末梢血単核球をイス
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コフ培地に5X105/ml浮 遊させ,こ れにイスコフ培地

にて2 4 時間 培 養 した 当科病 棟 分 離 各種 M R S A

( c o a g u l a s e  I V  t t  e n t e r O t O x i n  A 産生株 : 以下 I V A

型株 と田各言己, coagulase II tt enterOtOxin B産生株 :

以下 IIB型株,coagulase II tt enterotoxin C TssT_

1産生株 :以下 HCT型 株,coagulase II tt enterOtOx

in AC TssT_1産生株 :以下 IIACT型 株,coagulase

VII tt toxin非産生株 :以下ⅥI―型株)培 養上清10μ1/

mlを 加 え37°C24時間 incubateした上澄中の tumor

necrosis factOr α(以下, TNFか , interleukin‐2(以

下,IL‐2)を ELISA法 にて測定した。

さらに TNF2,IL‐ 2産生に対する薬剤の効果をみる

ため coagulase II tt enterotOxin AC TssT_1産生株

上澄で刺激した同様の系にincubate直前に,おのおの

methylpredOniso10ne O.25,0.5,2.5mg/mlま たはヒ

ト免疫グロブリン製剤0.63,13,6.3mg/mlを 加え,

添加薬剤は洗浄せずそのまま37°C24時 間 incubateし

た場合の上澄中の TNF2,IL‐ 2を同様にELISA法 に

て測定した。統計処理には対応のあるt検定を用い,危

険率 5%以 下 (p<0,05)を もって有意差ありとした。

成  績

19 8 3年1月 から19 9 4年12月までの当科病棟分離

1997+7 H

Fig. 1 Number of isolated various type of MRSA
classified by coagulase type and the production of
staphylococcal enterotoxins and TSST-1.
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Table l Number of the case of h/1RSA enter_

ocolitis and causative帥IRSA strains classined by

coagulase type and the prOductiOn Of staohylocOc_

cal enterotoxins and TSST‐ 1 (1983～ 1995)

Fig. 2 Susceptibility for cefmetazole (CMZ) of
each type of MRSA.
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MRSA株 の coagulase型,toxin産 生性型により分類

した各タイプ MRSAの 分離数の年次別推移を示した

(Fig.1).初期は IVA型 株が流行の主流であったが,

順次 IIB型株,IICT型 株 と移行し,199o年よりIIACT

型株が大流行したが,1994年には新たにⅥl‐型株がやや

増加し種々のタイプが検出され 1種類のタイプの流行

傾向はなくなった。

MRSA腸 炎症例の年次別発症数,起 炎 MRSAの タ

イプを示した(Table l)。1990年の第 1例 が IICT型 株

によるものであったが他の27例はすべて IIACT型 株

であった。1994年以降はMRSA腸 炎発症を認めてい

ない。症例の内訳は胃腫瘍切除後10例,結 腸腫瘍切除

後 6例 ,膵 頭十二指腸切除後 3例 ,そ の他術後 9例 で

あった。

各 タ イ プMRSAの CMZの MIC分 布 を示 した

(Fig。2)。年次別の流行が後に起 こった MRSA株 ほ

どMICが 高い傾向を示した。

予備実験 として,各 タイプ MRSAを イスコフ培地

にて24時間培養した上澄をイスコフ培地に浮遊させた

ヒト末梢血単核球に加え24時間 incubateした上澄中

の TNFα ,IL‐2産生量を示した(Fig,3).図 には 2名

の健康成人より採取した末梢血単核球を用いた結果を

Causative strains

IICTl,IIACT6

11ACT9

11ACT7

11ACT5

い‐ＶＡ‐‐Ｂ回耐沖
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Fig, 3 TNFa and IL-2 production from human
peripheral blood mononuclear cell incubated with

culture supernatant of various types of MRSA

st ra ins  (n :2 ) .

IVA    HB    HCT   HACT   VH‐

示したが,IIACT型 株株培養上澄についてのみ 5名 の

末梢血単核球で TNF″ ,IL‐2産生を測定した。その結

果は TNFα が750±429pg/ml,IL‐2が587±253pg/ml

(Mean± SD)で あった。この実験に用いた各タイプ

MRSAの toxin産生量を,デ ンカ生研キットで検出で

きた培養上澄の最大希釈倍率で示すと,IVA型 株は

enterotoxin Aが ×16借, IIB型 株 ヤまenterotoxin B

力ゞ ×32イ音, IICT型 株 はenterotoxin Cが ×1倍 で

TSST‐ 1が×16倍, IIACT型 株はenterotoxin A力S×

1 2 8 倍e n t e r o t o x i n  C が×1 倍で T S S T  l が×1 6 倍で

あった。IIACT型 株培養上澄で刺激した際に TNFα ,

IL‐2産生が多 くみられたが,enterotoxin Aを産生し

ない株ではTNFα 産生はほとんど認められなかっ

た。

次 いで TNF2,IL 2産 生 が最 も多 くみ られ た

IIACT型 株培養上澄でヒト末梢血単核球を刺激した

系に阻害物質として methylpredonisolone, ヒト免疫

グロブリン製剤を加えた場合の TNFα ,IL‐2産生を示

した (Fig.4)。 Methylpredonisoloneを 力日え る と

TNFα 産生はほぼ完全に阻害され,ヒ ト免疫グロブリ

ン製剤ではわずかにTNFα 産生がみられたが,す べ

て有意に抑制作用がみられた (p<0.05)。また IL‐2で

はmethylpredonisolone,ヒト免疫グロブリン製剤と

もに有意差をもってほぼ完全に産生を阻害した (p<

0.01).

考  察

MRSA腸 炎は時に極めて激烈な症状を呈し消化器

外科術後の重大な問題であるが,最 近やや鎮静化した

感がある61し かし,MRSAは 今なお完全には駆逐さ

れておらず,現 在までに経験した教訓をふまえて今後

Fig. 4 TNFa and IL-Z production from human
peripheral blood mononuclear cell incubated with

culture supernatant of IIACT type of MRSA

strain with or without methylpredonisolone or

human immunoglobulin (Mean+SE). Methyl-
p redon iso lone or  human immunog lobu l in

significantly reduced the TNFa and lL-z produc-

t ion  in  the  cu l tu res  (p<0.05) .
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も監視を続けていく必要がある。

MRSAに は種々の coagulase tt enterotoxin型が

存在し, これらによりMRSAを 分類することでより

詳細な疫学的検討が可能である。

当科における病棟分離 MRSAの 変遷をみると,

1980年代前半の coagulase IV型 からII型への変化に

伴い順次 IIB型株,IICT型 株,IIACT型 株 と流行株が

推移し,1994年には新たにⅥI‐型株が出現し種々のタイ

プの株が検出され全体の検出数 も減少 している.

MRSA腸 炎はIICT型 株,IIACT型 株で起 こってお

り,全国的にはIICT型 株の報告が多いが
1),IIACT型

株の報告もあるの。当科ではほとんどが IIACT型 株で

あり,この株はTSST‐ 1,enterotoxin Aを高力価に産

生 している。MRSA腸 炎の原因 としてなんらかの

toxinに よるものが推定されており,TSST‐ 1がその病

因として推定されているが的,enterotoxin Aの関与も

否定できないと思われる。

10μ10f Cuiture supernatant of the
type HACT MRSA
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当科では1987年頃より保菌者の隔離や医療従事者の

手指消毒の徹底などの対策を施行 したが MRSAの 減

少は一時的であった。IICT型 株はminOcychne(以下,

MINO)に 感受性があったためこれを多用していたと

ころ1990年にMINO耐 性の IIACT型 株が大流行 し

MRSA腸 炎が多発した。1992年頃より抗生剤の短期投

与を徹底し,こ れにつれ MRSA腸 炎,MRSA検 出数

が減少してきたように思われる。1994年に増力『したV11‐

型株はtoxinを産生せず,MRSA腸 炎という面からは

有利なように思われるが,先にCMZの MIC分 布で示

したようにより高度耐性化しており,我 々の検討では

arbekacinの感受性も他の型よりやや低 く,除 菌とい

う面からはますます不利 となっていると考えられる。

現在のところ,当科ではこのⅦ‐型株はclindamycinの

感受性が高く,ま た術後肺炎を起こす率が高いような

印象を受けているがまだはっきりとした結論は得られ

ていない.今後,こ の株の動向にも注意が必要である。

また,当 科では現在でもIIACT型 株がかなり検出さ

れており,MRSA陽 炎の減少の要因として,抗生剤の

短期投与の徹底化により菌交代の機会の減少が関与し

ているのか,IIACT型 株自体の何らかの変化が関与し

ているのか不明であるため,今 後も厳重な監視と対策

が必要である。

TSST‐1や enterotOxinはsuper antigenと して単

核球よりの cytokine産生を誘導しり10),これが toxic

shock syndromeの 原因であると考えられてお り,

MRSA腸 炎においてもこのような病因が推定されて

いる印.イ スコフ培地に浮遊させたヒト末梢血単核球

に各タイプの MRSA株 培養上澄を加 えて incubate

した際の TNFα ,IL‐2産生量では,enterotoxin Aを

産生する株の培養上澄を加えたもので TNFα ,IL‐2産

生量が多い傾向があった。意外にもTSST‐ 1を産生す

るIICT型 株で TNF″ 産生が低かったが,今回使用し

た IICT型 株の TSST‐ 1産生能が比較的低かったこと

にも起因するのか もしれない。今 までの報告では

MRSA腸 炎 を起 こした IICT型 株では TSST‐1産生

能がかなり高 く11ち今回使用した IICT型 株に比べ病

原性は高いと考えられる。

MRSA腸 炎発症の要因として,増 殖した MRSA菌

数,MRSAの toxin産生能,患 者の toxinに対する抗

体価,患者単核球の toxinに対するcytokine産生能な

ど種々の要素がからんでおり,単 一の要因では説明で

きない。MRSA腸 炎患者の単核球が健常人に比ベ

toxinに対 しての cytOkine産生能が高いという報告

47(1737)

は見うけられないが,MRSA腸 炎の激烈な症状より推

測すると,toxinに よリラ末還≧の cytokineが 産」三さヤして

いるものと思われる。MRSA腸 炎の治療においてはこ

の cytOkineに対する対策が重要である。今回の実験的

検討で,IIACT型 株培養上澄による単核球 よりの

TNF″ ,IL‐2産生を,ス テロイド,ヒ ト免疫グロブリ

ン製剤が抑制することが示唆された.ス テロイドは前

投与によりcytokineの転写や trandadonを 抑制す

るとされており12ち今回の実験でもステロィドは前添

加にて cytokine産生を抑制した。toxinと同時添加な

いし後での添加では,添 加時期が遅 くなるほどcyto‐

kine産生抑制作用は弱くなるものと思われる。また,

ヒト免疫グロブリン製剤はtoxinに対する抗体作用に

よりcytokine産生抑制作用を現していると考えられ

るため,toxin投 与後での添加では抑制作用は発揮さ

れないと考えられた。なお今回同様に interleukin‐lβ

についても少数であるが測定し,ス テロィド,ヒ ト免

疫グロブリン製剤による産生抑待」はやや弱いもののほ

ぼ同様の傾向が認められた。

われわれはMRSA腸 炎の際の重篤な全身症状の対

策の一つとして,cytokine産 生抑制の面からステロィ

ドIめ,抗 TSST‐ 1抗体の効果を期待してヒト免疫グロ

ブリン製剤の投与
14)をvancOmycinの 胃管注入に併用

してよく行った。これらはcytokine産生の起こる前に

投与することが効果的と考えられるため早期投与が原

則である. とくにステロイドは感染防御の面で長期の

投与は好ましくないため,わ れわれは早期 1～ 2回 の

みの投与にとどめており, ときに奏功する例をみてい

る1'.

近年の MRSAに 対する知見によりMRSA腸 炎の

対策も普及し,以 前のような脅威はなくなってきつつ

ある。しかし今なお MRSA腸 炎を多発させた型の

MRSA株 が存在し,状 況によっては MRSA腸 炎が発

症する可能性があり,今 後も注意を怠ってはならない

と考える。
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The Experimental Study with the Induction of Cytokines by

Methicillin-Resistant Staphglococcus aureus Causative

Strains of Postoperative Enterocolitis in

Gastroenterological Surgery

Takahiro Santo, Takashi, Yokoyama*, Takashi Kodama, Yoshio Takesue,

Eiso Hiyama*, Yoshiaki Murakami, Yuji Imamura,Kanae Shinbara,

Hiroaki Tsumura and Yuichiro Matsuura
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In order to study the characteristics of the strains causing Methicillin-resistant Staphylococcus

aureus (MRSA) enterocolitis, we investigated the coagulase type and the production of staphylococcal

enterotoxin (SE) of MRSA strains isolated in our ward for the past 13 years. Among the 28 strains causing

MRSA enterocolitis, the first one was a coagulase type II and SE C and TSST-1-producing strain (II CT

type), and the remaining 27 strains were coagulase type II and SE C, SE A and TSST-l-producing strains
(IIACT type). Tumor necrosis factor a (TNFa) and interleukin-2 (lL-2) production from human periph-

eral blood mononuclear cells incubated with the culture supernatant of various types of MRSA was

examined. TNFa andIL-z production from human peripheral blood mononuclear cells incubated with the

culture supernatant of the IIACT type of MRSA was the highest. Methylpredonisolone or human im-

munoglobuiin significantly reduced the TNFa andIL"2 production in the cultures (p<0.05). These results

suggest that methylpredonisolone or human immunoglobulin is effective in the treatment of MRSA

enterocolitis.
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