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放射線照射実験に使用するSPFマウスの腸管中における

Enterobacter　cloacaeの意義
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緒言

　　実験動物を用いた放射線照射実験は、放射線影響研究はもとよ

りガンの放射線治療研究、　免疫研究、骨髄移植研究等において広く

行われている。動物に比較的高い線量の放射線を照射すると生体防

御能は大きく低下し、一般的な病原体に感染しやすくなるだけでは

なく、不顕性感染の顕性化や日和見感染が起こることは良く知られ

ている。　このため、放射線照射実験には特定病原微生物が存在しな

いSPF動物が広く使用されている。

　SPF動物は一般に無菌動物あるいはノトバイオートをいわゆる

バリア施設で飼育することによって作出・維持される。この施設は

動物と病原微生物との接触を防ぐことを目的として維持・管理され

るため、　ここでは必然的に病原微生物以外の微生物と動物の接触の

機会も大幅に低下してくる。このため、バリア施設で飼育されてい

るSPF動物の腸内菌叢はコンベンショナル動物に比べ、単純かつ

不安定で変化しやすい。

　放射線医学総合研究所（放医研）のSPFマウスも無菌マウスを

SPF施設で飼育することによって作出され、腸内菌叢が自然定着

したものである。このため、　これらのマウスでは飼育開始から約3

年間はFamily　Enterobacteriaceae（腸内細菌科）に属する菌が存

在しなかったが、その後、明らかな臨床症状なしにEnterobacter

cloacae（E．cloacae）が腸内に侵入・定着した。本菌はヒトでは日

和見感染の一原因であることが知られているが、下水や土壌申に広

く分布し、健康な動物の糞便からもしばしば分離されることから、

コンベンショナル動物にとって消化管内への侵入は臨床細菌学的に

は大きな意味を持たない（50）。しかし、先に記したように放射線を

照射された動物では生体防御能が低下するため、低病原性の細菌で

あっても感染を起こし宿主に影響を与える場合がある。事実、本菌
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が糞便から分離され始めた時期のSPFマウスを使用したところ、

致死線量のγ線照射後の生存曲線の変化や骨髄移植成績のバラツキ

が観察された。本菌に関し、私どもが調べた限りでは実験動物にお

ける一次感染発症例の報告はこれまでになく、　日和見感染症として

平賀（私信）は無菌ネコへ旦．cloacaeを単独投与すると致死的感染が起

こると述べている。　したがって、放射線照射実験に使用するマウス

における本菌存在の意義はほとんど不明であると言ってよい。

　本研究の目的は、放射線照射実験に使用する実験動物の腸内菌叢

管理上、マウス腸管中における旦．cloacaeの存在が放射線照射実験に

どのように影響するかを明らかにするとともに、マウスにおける本

菌存在の意義を考察しようとするものである。このため、E．cloac一

鎚の疾患発現作用、生体防御作用さらに実験結果の修飾因子という

面から、それぞれ1）放射線照射後の早期死について、　2）病原菌

などの腸管内定着阻止について、　3）腹部放射線照射マウスの移植

腫瘍の肺転移に及ぼす影響について検討した。

一2一

第1章　放射線照射マウスにおけるEnterobacter

　　　　現作用

Cloacaeの疾患発

1．　γ線全身照射によるEnterobac七er　cloacae　汚染SPFマウス

　　の早期死

ひま　じめひご

　放医研のSPFマウスは生産開始後約三年間腸内細菌が存在しな

い状態で維持されていた。その後、一部のマウスの糞便から明かな

臨床症状を伴うことなく旦．cloacaeが分離されるようになり、時を同

じくして骨髄死線量のγ線を照射されたマウスの一部で早期死が認

められたり、免疫抑制のために放射線を用いた骨髄移植成績のバラ

ツキが観察されだした。早期死を起こしたマウス諸臓器の微生物検

査から、これらのマウスはすべて旦．cloacaeに汚染しており心臓血液

（心血）から画塾が分離されたが、放射線照射後早期死の原因菌と

して広く知られているPseudomonas　aeruginosa（P．aeruginosa）（10）

はもとより他の腸内細菌（59）やマウスの一般的な病原微生物には汚

染されていないことが明かとなった。これらの観察結果は、一般に

非病原性とされている旦．cloacaeが放射線照射後の早期死の原因とな

ることを示唆している。

　本研究の目的は、　SPFマウスにおけるE．cloacaeの汚染と致死あ

るいは亜致死線量の放射線照射後30日間の生存時間との関係を明ら

かにすることにある。
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マウス

　8週齢の雄及び雌C57BLf／6JNrsマウスを使用した。　これらのマウ

スは、無菌マウスを放医研のSPFマウス生産施設に搬入し、そこ

で維持・生産されているもので、菌叢は自然定着によって形成され

たものである。これらのマウスは定期的な検査（26）で、Salmonella

spp・，　　Eat　s！．g！uz－s2－1－1．as　t　e　u　r　e　i　l　a　　ELg－g！！．11．g一！tL1一g－R－1．gg，　　1i；st．slL1｝一e一！lg11一！gc　h　e　r　i　c　h　i　a　　s｝．gt一！1，l　i　O115a・

c：K（B），gst－e一1！gg一！1g－gg－se　u　d　o　m　o　n　a　s　　gt一！2一1L！！一gLl－g－g－s－gr　o　　，　　｛Clg－1．xg－f2NbgNs2一！LgA！！！1r　b　　t　！s一1t1！Ls－sz1｝．e－zi．t　s　c　h　e　r　i，

Tyzzer菌，1Mi1．X．g．g．R．！，一tc！一s1！！．｛i！c　l　　　pulmonis，センダイウイルス，　マウス肝炎

ウイルス、および内外寄生虫は検出されていない。

　マウスはオートクレーブ滅菌したアルミニウム製ケージに5匹つ

つ入れ、温度23±2℃、湿度55±5％、全新鮮濾過無菌空気が供給さ

れているいわゆるバリア施設内で飼育した。飼料は高圧蒸気滅菌し

た市販固形飼料（船橋農場製MB－1）を自由摂取させ、　飲水は塩素

（10ppm）添加水に塩酸を加えPH3．0としたものをオートクレーブ滅

菌した給水瓶に詰めて与え、それを週2－3回交換した。ケージは

週1回床敷ごと滅菌済みのものと交換した。

本実下期間中、　E．cloacaeの汚染は生産施設の1部グループのマウ

スにのみ認められ、残りのマウスでは腸内細菌が存在しない状態が

維持された。

放射線照射

　マウスは10－11週齢時に、　シールドタイプのユ37Csγ線照射装置

（東芝メディカル製、137Cs　5000Ci、線量率　91。96R／min）により

　6．70－33．5Gyのγ線の一回全身照射を受けた。

糞便申腸内細菌の検査

　検査マウスから新鮮糞便を無菌的に採取し、ブレインハートイン

　　　　　　　　　　　　　　一4一

フユジョンブイヨン培地（栄研科学一以下栄研）に接種、　37℃に一

夜培養後、　その一白金梅をDH：L寒天平板培地（栄研）に塗抹し、

37℃に一夜培養し、発育したコロニーの形態から腸内細菌の有無を

調べた。腸内細菌と思われたコロニーは5％ウマ血液加トリプチケ

ースソイ寒天培地（栄研）に塗抹・純培養した。腸内細菌の同定は

坂崎および波岡の方法（47）により行った。すなわち、クリグラ培地

（栄研）で高層部が黄：変、　ガスの発生がみられ、　斜面部は赤変、　S

IM培地（栄研）で、　硫化水素およびインドールの産生が陰性、　運

動性は陽性、シモンズのクエン酸ナトリウム培地（栄研）でクエン

酸を利用、尿素培地（栄研）で尿素を分解、ブドウ糖リン酸ペプト

ン培地（栄研）でフォーゲス・プロスカウエル（VP）試験が陽性、

メチルレッド（MR）試験が陰性、　リジン脱炭酸試験用培地（栄研）

でリジン脱炭酸試験が陰性を示すものをE．cloacaeとした。

　上記の方法で糞便中のE．cloacaeを検査し、マウスをE．cloacae陽

性群と陰性群とに分けた。

死亡個体の細菌検査

　マウスは放射線照射後30日間、毎日2回観察を行い、死亡個体は

直ちに解剖し、盲腸内容と心血、また一部の個体ではさらに肝臓、

腎臓および脾臓を無菌的に採取した。　盲腸内容はその一白金耳量を

DH：L寒天平板培地に直接塗抹し、37℃に18時間培養後、糞便検査

と同様の方法で旦．cloacaeの有無を確認した。　心血はその一白金野

量を臨床用チオグリコレート培地（栄研）に接種し37℃に18　一一・48時

間培養後、その一白金耳量を5％ウマ血液加トリプチケースソイ寒

天平板培地に塗抹、　18－48時間培養後、発育したコロニーの生物性

状を検査し菌の同定を行った。すなわち、グラム染色性、形態、運

動性、　空気中での増殖性、　嫌気条件下での発育、　カタラーゼテスト、

チトクロームオキシダーゼテスト、　ヒューレイフソン培地（栄研）

による酸化還元テストを行いCowanの方法（13）によって同定した。チ

　　　　　　　　　　　　　　一5一



オグリコレート培地で細菌の発育が認められ、血液寒天培地で発育

の見られなかったものは、滅菌毛細管ピペットでチオグリコレート

培地から菌液を採取し、　GAM寒天平板培地（日水製薬）に塗抹、

ガスパック（BBL）法によって嫌気培養を行い、発育したコロニ

ーの生物性状を血液平板の場合と同様に検査し、　菌の同定を行った。

肝臓、腎臓および脾臓は秤量後ガラスホモジナイザーにいれ、等量

の滅菌生理食塩水を加えホモジナイズした。それを10倍段階希釈し

その0．5mlを血液寒天平板培地とDHL寒天平板培地とに塗抹し37℃

で一夜培養後、発育したコロニー数を測定した。

E．cloacaeの経口投与

　SPFのC57BLマウスの糞便から分離し、先に記述した方法で

E．cloacaeと同定され凍結保存されていた株（皿株）をハートインフ

ュジョンブイヨン（Difco）で37℃に一夜培養後門心し、沈澱した

細菌を滅菌生理食塩水に浮遊させ比色法で2×108個／mlに調整した。

その0．5m1を胃ゾンデを用いてマウスの胃内に直接投与した。
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L　D　so／30

　6．70一一8．62Gyの全身照射後、30日目の死亡率からプロビット図解

法によってLD50／30値およびその95％信頼限界を求めた。
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図工　8．62Gy全身照射　マウスの死亡パター・ン

1）骨髄死線量照射後30日間の死亡パターンの比較

　旦．cloacae陽性マウス103匹（雌67、雄36）および陰性マウス93匹

（雌62、雄31）に8．62Gyのγ線を全身照射後、30日間毎日生死を観

察した。各群の死亡率の変化は図1に示した。照射後、E．cloac一

　　　　　　　　　　　　　　一6一 一7一

語



皇図陽性マウスの：最初の死亡は8日目（雌）と9日目（雄）に観察さ

れ、　その後死亡率は急速に上昇し13日目には雌で65％、雄で80％に

達し、19日（雄）一23日目（雌）ですべてのマウスが死亡した。平

均生存日数は雌で12．6±4．5（標準偏差）日、雄で11．0±3．6日であ

った。一方、旦．cloacae陰性マウスでは、　11日目雌）一13日目（雄）

から死にはじめ、30日目でも雌で7％、雄で32％もの動物が生存し

ていた。死亡した個体の平均生存日数は、雌で20．2±4．9日、雄で

21．3±4．9日であった。

　陽性群と陰性群の平均生存日数の間には、　雌雄ともt一検定（

p＜0．05）で有意な差が認められ、30日目の生存率の比較でもXz一

検定（p＜0．05）で有意差が認められた。

　死亡個体の剖検で、旦．cloacae陽性個体では皮下、肺、　胃、腸、膵

臓、泌尿生殖器、体内各所のリンパ節、下等に多数の出血斑が認め

られ、陰性個体でも数は少ないものの同じような出血斑が認められ
た。

　死亡個体の心血の細菌学的検査成績および分離細菌別の平均生存

日数は表1に示した。E．cloacae陽性マウス67匹申59匹の心血から

旦．cloacaeが分離されたが陰性マウスからは分離されなかった。陽性

マウス6匹と陰性マウス38匹の心血からはStreptococcus、　Staphy－

lococcusおよびLactobacillusが分離された。　E．cloacae以外のグラ

ム陰性桿菌はいずれのマウスからも分離されなかった。E．cloacaeが

分離されたマウスの照射後平均生存日数は13．3±3．0日であり、これ

は心血から他の細菌が分離されたマウスや現行の検査法では細菌が

分離されなかったマウスのそれよりも明らかに短い値であった。

2）旦・虻皇鍍i堕経口投与マウスにおける照射後死亡パターン

　旦・cloacae陰性雄マウス20匹に108個のE．cloacaeを経口投与し、4

週後に8・62Gyのγ線で全身照射した。照射マウスは9日・16日の間に

すべてが死亡し、その平均生存日数は11．9±2．0日であった。死亡し

　　　　　　　　　　　　　　一8一

田
三
二
載
爵
b
％
纏
謹
魚
姻
累
e
心
灸
日
’
、
2
、
e
民
心
レ
喫
⊃
羽
潔
二
二
匪
あ
O
N
㊤
．
q
。
一

（
N
麟
田

膨

累
謹
Φ
僧
．
9

レ

O
．
。
っ

　
O
．
o
o
一

　
。
o
．
ぐ
一

刊
。
っ
．
の
一

2　0　N

Φ
邸
O
邸
〇
一
〇
。
国

馬
γ
坦
曖
Φ
而
O
邸
〇
一
〇
。
国

　
　
（
の
胡
鐘

（
姻
麹
累
e
摯

一
．
ゆ
』
ロ
α
◎
．
一
N

σり

D
卜
』
目
q
◎
．
⑩
一

。　霧　蕊

怨
g

£
　　e　坦9

国1　摯　謹

馬
γ
坦
鐘
O
邸
O
而
〇
一
〇
．
国

9一

累
e
鳥
三
国
5
e
の
コ
H
H
州
。
邸
ゑ
o
ρ
0
6
日

　
翠
鐘
齪
余
樋
楚
P

，
の
コ
o
o
o
o
o
属
‘
α
邸
ρ
の㎡柵斑
ゴ

。鯉R
り

。鰻喫
Σ灘。
の
a＋1に
ゆ

』載回
房脚く卜

（（（
H（Ncつ



たマウスの臓器からはE．cloacaeが肝臓で105－10s個、腎臓で104－

106個、脾臓で103－105個また心血からは102－104個、分離された。

剖検では、　1）の実験の陽性例と同様の所見が得られた。

3）LD50／30値の検討

　照射後30日以内に半数のマウスが死亡する線量を明らかにするた

めに、6．70－8．62Gyのγ線の全身照射をE．cloacae陽性雄マウス80匹、

陰性雄マウス76匹に行った。図2に照射後30日目の死亡率のプロビ

ットを示した。プロビット5が50％死亡率に相当する。陰性マウス

のLD50／30は8．22±0．11Gy（±95％信頼限界）であったが、陽性マ

ウスでは7．50±0．096Gyとなり明らかにL、　D　50／30は低下した。

4）腸死線量照射後生存日数の比較

　腸粘膜上皮の障害によってマウスが死亡する線量が照射された場

合、E．cloacaeの存在が照射後生存時間に影響するか否かを明らかに

するために、E．cloacae陽性マウス32匹、陰性マウス21匹にそれぞれ

33．5Gyの全身照射を行った。旦．cloacae陽性マウスは32匹すべてが照

射後6日目に死亡した。一方、　陰性マウスでは21匹中20匹は7日目

に、残り1匹は8日目に死亡した。

　死亡個体の剖検で、小腸の拡張・弛緩、　暗褐色の液状内容物の充

満、および出血性下痢がすべてのマウスで観察された。心血の培養

検査で、陽性マウスから多数のE．cloacaeが分離されたが陰性マウス

からは該菌は全く分離されなかった。
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図2

670 7e66 8．62 Gy

γ線照射後30日目の雄マウス死亡率のプロビット

1）から4）の実験において、照射後死亡したマウスからはR．ALt二

i1！at11一gsgを含む病原体はもとより旦．cloacae以外の腸内細菌も分離さ

れなかった。
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　健康なコンベンショナルマウスに骨髄死線量の放射線を全身に照

射した場合、　10日以内に死亡する個体は少ない。　しかし、　同様の線

量が照射された後マウスが早期に死亡する例では9・一に汚

染されていることが多く、この場合マウスは一般に3－8日以内に

敗血症死する（15、63）。今回、放医研生産SPFマウスで観察された

骨髄死線量照射後の死は旦．一汚染の場合ほど早期ではなく、

もちろん死亡した個体から旦．一は分離されなかった。

　本実験において、　E．cloacae汚染マウスは放射線照射後8日目から

死に始め、　13日目には65－80％の動物が死亡した。一方、非汚染マ

ウスは11日目以前には1匹も死なず、　13日目の死亡率も5％以下で

あった。13日目以降の死亡率曲線は汚染、非汚染マウスともほぼ同

じであった。　このことは汚染マウスと非汚染マウスの30日生存率の

差は早期死が起こるか否かに原因していることを示唆している。　ま

た、　この早期死はE．cloacaeが体内に侵入し敗血症を起こすことによ

ってもたらされることが表1から示唆された。

　E．cloacaeは、　ヒトおよび各種動物の糞便、下水、土壌等から分離

され、　ときに腸間膜リンパ節、尿路、　下痢便やその他の病的材料か

ら分離されることがある腸内細菌の定義に一致する運動性菌である

（48）。その生化学的性状はKlebsiellaに類似しているが、運動性、

グリセリンおよび可溶性デンプンの分解能、d一酒石酸塩利用能なら

びにアミノ酸デカルボキシラーゼの分布の相違でKlebsiellaと区別

される（37）。本菌の血清学的研究は主としてSakazakiとNamioka（48）

によって系統的に行われ、彼らは53のO抗原群、　56のH抗原群

および79の血清型を確立した。本堤は各種抗生物質に対し自然耐

性傾向が強いので、　ヒトでは化学療法の普及および免疫不全患者の

増加などにより、近年その感染症が増加している（16）。しかし、実

験動物では無菌ネコへの該菌単独投与によって致死的感染が起こる

　　　　　　　　　　　　　一12一

と平賀（私信）が述べているだけである。放射線照射動物の敗血症に

関する研究（17，60，62，63）はいくつかあるがEnterobacterに関しては

私どもが調べた限り行われておらず、　本研究が始めてである。

　骨髄死線量の放射線を全身照射されたマウスは白血球や血小板が

減少するだけではなしに腸上皮細胞も障害をうけるため腸内に存在

する細菌による感染が高率に起こり敗血症になりやすい（59）。私ど

もの実験では、放射線照射マウスの心血からE．cloacaeの他に腸内容

物中にも存在するStaphylococcus、　Streptococcus、　Lactobacillus

が分離された。　しかし、E．cloacae汚染マウスの心血から分離された

細菌の90％近くはE．cloacaeであり、また本菌が心血から分離された

マウスの平均生存日数は他の細菌が分離されたマウスのそれより明

らかに短かかった。さらに、E．cloacae陰性マウスでは敗血症になら

ない個体も多いことから考えると、放射線照射後の敗血症とそれに

ともなう照射後生存日数の短縮は、放射線照射による宿主の生体防

御能の低下だけではなしにE．cloacae自身の侵襲力の強さや毒力に大

いに関係しているものと思われる。

　Nakamura等（36）はX線照射による造血器障害死の主因は血小板減

少に伴う重要臓器の出血であるとし、Wilson（64）は放射線照射によ

りコンベンショナルマウスの血小板数は無菌マウスのそれよりもは

るかに低い値に達することを報告するとともに、照射後コンベンシ

ョナルマウスの血液中にE．coli由来のvasoactiveな毒素（エンドト

キシン）が生じ、それが血小板減少に関係しているとした。E．clo－

acaeはグラム陰性桿菌であり、細胞壁にはエンドトキシンが存在す

る。このエンドトキシンには血管透過性や粘着性の昂進、　白血球や

血小板の減少そして白血球および血小板の血管内凝集等の作用があ

ることが知られている（66）。放射線照射によるE．cloacae汚染マウス

の早期死は、放射線照射による生体防御能の低下にともない腸管か

ら血管内に侵入したE．cloacaeおよびそのエンドトキシンが、放射線

照射によるマウスの出血傾向をさらに促進させ重要臓器の出血を早

　　　　　　　　　　　　　　一　13　一
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めることによると説明されるかもしれない。

　　本実験で、十分な腸死線量を照射されたE．cloacae汚染マウスは

非汚染マウスより明らかに早期に死亡した。哺乳動物では腸死線量

の放射線をうけると線窩にある腸上皮幹細胞の死が起こり、上皮細

胞の生産が停止された後も絨毛先端から上皮細胞が失われっづけ、

粘膜下織が露出し、　そこから大量の水分と電解質を失い動物はショ

ック状態で死亡する（30）とされている。腸死線量を照射された動物

の平均生存時間と腸上皮細胞の寿命との間には正の比例関係があり、

また腸上皮細胞の寿命は絨毛の先端から腸上皮細胞の失われる早さ

に依存していることが知られている（31）。腸管内のE．cloacaeは腸

上皮細胞の寿命を短縮させる方向に作用しているのかも知れない。

　本研究から得られた成績は、腸管内におけるE．cloacaeは放射線の

照射を受けた宿主の状態を悪化させる方向で作用することを示して

いる。致死線量の放射線照射を行う動物実験においては、再現性を

確保するために、少なくとも、旦．cloacae陽性動物と陰性動物とが混

在するような動物群は使用すべきではないといえよう。

　SPFマウスを管理する際、放射線照射後早期死をもたらすP．a一

旦幽の排除は飲水への塩素や塩酸の添加で比較的容易に行える

（33，65）が、放医研のSP：Fマウスコロニーは塩素・塩酸水を飲水と

して与えていたにもかかわらずE．cloacaeに汚染された。　Serrano

（53）も塩素添加水を与えているSPFマウスコロニーにE．cloacaeが

侵入したことを報告しており、旦．cloacaeの制御はこの斜な方法では

難しいものと思われる。　SPF動物管理に際し、　日常的な微生物モ

ニタリングの対象としてきた特定の病原微生物にのみに注意を払う

のではなく、旦．cloacaeのような低病原性細菌の管理にも十分に意を

そそぐ必要がある。
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　前述の研究で著者は、　腸内細菌が存在しないSPFマウスが何ら

かの原因で旦．cloacaeに汚染されると致死線量の放射線照射後の生存

立聞が短縮し、この早期死は旦．cloacaeに原因することを明らかにし

た（27）。

放射線照射後、低病原性腸内細菌が敗血症を引き起こす場合がある

ことは良く知られている（11、16，34，60）。また、抗生物質投与によっ

て大腸菌群が除去されたラットは非投与ラットよりLD50／30値が高

くなることも報告されている（45）。これらのことは放射線が照射さ

れた動物の生存時聞や生存率に対し低病原性腸内細菌の存在は大き

な修飾因子となることを示している。

　本研究の目的は、先に旦．cloacae陽性マウスでみられた放射線によ

る早期死が旦．cユoacaeに特異的な現象なのか、あるいは低病原性腸内

細菌に一般的にみられる現象なのかを明らかにすることにある。こ

のため、コンベンショナルマウスの糞便から分離した腸内細菌を画

塾群不在のSPFマウスに投与し、　γ線照射後の生存率の変化を非

投与マウスの場合と比較検討した。

マウス

　放医研生産C57BL／6JNrs雄のSPFマウスで、

　　　　　　　　　　　　　一　15　一
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とE．cloacaeに既に汚染しているもの（E．cloacae汚染マウス）の両

方を使用した。　これらの動物は前述の研究と同様の条件で飼育した。

細菌投与

　腸内細菌陰性マウスに投与する細菌としてEscherichia　coli（

No．1株），Klebsiella　pneumoniae（No．1株），およびProteus

vulgaris（No．2株）を使用した。これらの細菌は放医研で生産さ

れたコンベンショナルC57BL／6JNrsマウスの糞便から分離されたもの

である。菌株は各々5％ウマ血液寒天培地で37℃に一夜培養した後、

リン酸緩衝生理食塩水（PBS；pH7．4）に浮遊させ、10s／0．5mlの

生菌液を作製した。　この生菌液0．5ml／匹を胃ゾンデを用いて経ロ的

に5－6週齢の腸内細菌陰性マウスに投与し、該菌投与マウスとし

た。なお、　5％ムチンとともにマウス腹腔内に投与されたこれら3

種の細菌と旦．cloacaeのLD50値は、旦．coliが105・95個、　K．哩』二

iaeが106・o個、　P．vulgarisが106・59個またE．cloacaeが106・05個であ

った。

放射線照射

　マウスは8－9週平時（菌投与後3週目）に先の実験と同一条件

で7．20Gy－33．5Gyのγ線1回全身照射を受けた。

細菌学的検査

　投与した細菌の定着を確認するため、放射線照射の2日前にすべ

てのマウスから個々に糞便を採取しDHL寒天培地に直接塗抹した。

37℃に一夜培養後、培地上のコロニーを5％血液寒天培地で純培養

した後、　ミニテックシステム（BBL）によって同定した。

　放射線照射後死亡したマウスから盲腸内容と心血を採取し、盲腸

内容はDHL寒天培地に直接塗抹し37℃に一夜培養した。心血は臨

床用チオグリコレート液体培地（栄研）に接種し、37℃に42時間培
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際後その一白金耳量を5％ウマ血液寒天培地とGAM寒天培地に塗

抹し37℃に24－48時間、好気的およびガスパック（BBL）を用い

て嫌気的に培養した。　これら培地上のコロニーは5％血液寒天培地

またはGAM寒天培地で純培養した後、　Cowanの方法（13）によって同

定した。

1）骨髄死線量照射後死亡パターンの比較

　20匹と25匹の2群のマウスに旦．塑ユあるいはK．一を各々

投与し、菌投与後3週目に8．62Gyを全身照射した。対照として腸内

細菌陰性マウス31匹およびE．cloacae汚染マウス36匹にも8週齢時に

同線量を照射した。　なお、旦．幽亘s投与マウスについては実験期

間中に給水瓶水漏れ事故が発生したため成績が得られなかった。

　各群の照射後死亡パターンを図3に示した。E．cloacae汚染マウス

は照射後9－18日の間にすべて死亡したが、腸内細菌陰性マウスは

30日をすぎても10匹（32％）が生存していた。照射後30日以内に死

亡したマウスの平均生存日数を表2に示した。E．cloacae汚染マウス、

旦．coli投与マウスおよびK．】一投与マウスの平均生存日数は

ほぼ同じ値を示し、腸内細菌陰性マウスの値より明らかに短かかっ

た。

　照射野死亡した動物の剖検で、腸内細菌陽性グループマウスの皮

下、肺、消化管、泌尿生殖器、　リンパ節、脳などに著しい出血性の

病変が多数確認された。腸内細菌陰性マウスでも同様な病変が確認

されたが出血箇所は少なくその程度も汚染マウスほど高くはなかっ

　　　　　　　　　　　　　　一17一
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た。死亡したE．cloacae汚染マウスのすべての心血からE．cloacaeが

分離された。　同様に、E．coli投与及びK．pneumoniae投与マウスの心

血からはそれぞれ旦．翅ユおよび同一のみが分離された。一

方、腸内細菌陰性マウスの心血からはStreptococcus、　Staphylococ

cusおよびLactobacillusが分離され、　それ以外の細菌は今回用いた

培地によっては分離されなかった。

2）LD50／30の比較

　全身照射野30日以内の：LD50を比較するため各グループのマウス

にそれぞれ7．20・8．62Gy（1点は15匹一25匹）のγ線照射を行った。

LD50は照射後30日目の死亡率のプロビット値をプロットした図か

ら求めた。　腸内細菌陰性マウスの：LD50／30は8．22Gyであったが、

旦．cloacae汚染マウス、旦．聖母投与マウス、亙．Ri1．eqpmg投与マウス、

2．塑投与マウスでは各々7．50Gy、7．64Gy、7．57Gyおよび7．70

Gyであった（図4）。腸内細菌陽性4グループのLD50はほぼ同じ

値を示したが、これらの値は腸内細菌陰性マウスのそれよりも明ら

かに低かった。

　死亡したE．cloacae汚染マウスの心血からはE．cloacaeが、　E．coli

投与マウス、　K．一投与マウスおよびR．遡投与マウス

の心血からはそれぞれ旦．⊆亜、K．Eggpmおよび旦．埜が分

離された。
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図4　γ線照射後30日目死亡率のプロビット

。　　。：腸内細菌　陰性マウス、

9……i：旦．延⊥投与マウス、

P一…一・・δ：£。vul　aris裂与マウス

’　　．：E．cloacae陽性マウス

P一・一…z：K．pneumoniae投与マウス

3）撃手線量照射後生存日数の比較

　腸死線量を照射されたマウスの生存時間に及ぼす投与細菌の影響

を明らかにするために旦．廻ユ投与マウス、K．R．！！．g！，！．！！1一g－p－1．投与マウス、

P．vulgaris投与マウス、　E．cloacae汚染マウスおよび腸内細菌陰性マ

ウスはそれぞれ9週齢時に33．5Gyのγ線を照射された。表3に示し

たように、腸内細菌陰性マウスは他のマウスより明らかに長く生存

したが細菌投与マウスおよびE．cloacae汚染マウスの生存時間の間に

　　　　　　　　　　　　　　一　20　一 一21一
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は各々有意差は認めなかった。

　剖検により、　グループに関係なく死亡したマウスはすべて特徴的

な出血性腸炎（小腸の拡張、弛緩、　暗褐色の液体状内容物、　血管系

のうっ血と点状出血、粘膜表面の浮腫等）を起こしている事が確認

された。また、旦．coli投与マウスの心血からは旦．coliが、墨．理哩巫二

〇niae投与マウスの心血からは旦．pneumoniaeが、　R．vulgaris投与マウ

スの心血からは2．vulgarisがそれぞれ分離されたが、腸内細菌陰性

マウスのそれからはStreptococcusのみが分離された。

　以上の実験期間中、いずれのマウスからも病原体はもとよりE．c－

loacaeおよび投与した細菌以外の腸内細菌は分離されなかった。

　本節の実験は、旦．⊆豆旦、K．　neumoniaeあるいは旦．塑を経口

的に投与されたSPFマウスがE．cloacaeに汚染されたマウスと照射

後同じ死亡パターンを示すか否かを明らかにするために行われた。

これらの細菌を有するマウスは放射線照射後同様な死亡パターンを

示したが、腸内細菌陰性マウスのそれとは明らかに異なっていた。

細菌学的検査結果からみても、　これら4種の細菌は致死線量を照射

されたマウスに対しほぼ同じような起病力を持つことが示唆された。

　亜致死から致死線量域の放射線を照射されたコンベンショナルマ

ウスの大部分は敗血症で死亡するが、　その原因菌の大部分は内在性

細菌である（17）。特にP．aeruginosaは放射線照射後生存時間を大幅

に短縮させ実験成績に誤差を生じさせるため（15，63）放医研では特定

病原体の一つに指定している。　しかし、　内在性細菌の一つである腸

内細菌の照射後生存時間や生存率への影響に関する研究はあまり多

　　　　　　　　　　　　　　一　23　一
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くない。それらの申で、McLaughlinら（32）はX線照射E．coli単一汚

染ノトバイオートマウスのLD50／30は無菌マウスのそれよりも明ら

かに低下し、健康なコンベンショナルマウスのLD50／30とほぼ同じ

になることを報告している。また、Onoueら（40）は無菌マウスに腸内

菌叢を構成している菌をそれぞれ単独に投与したノトバイオートマ

ウスを作成し、　2KRのX線照射後平均生存日数を比較する実験を

行い、Clostridium、　BifidobacteriumあるいはLactobacillus単一投

与マウスの平均生存日数は無菌マウスのそれより明らかに長くなり、

Peptostreptococcus、量．一、　BacteroidesあるいはEubac－

teriumを投与されたマウスのそれは無菌マウスの場合と同じになる

が、Streptococcus　faecalisあるいはE．coli単一投与マウスの平均

生存日数は無菌マウスのそれより明らかに短くなりコンベンショナ

ル化したマウスのそれと同じになることを報告している。　これらの

報告は、致死線量の放射線を照射されたE．a－12．11！一9Lj．iL9－s．｛！の存在しない

健康なコンベンショナルマウスの死亡パターン（照射後平均生存日

数やLD50／30）は腸内の特定の細菌、特にE．coliによって左右され

ることを示唆している。先に記したように、私どもの実験成績はマ

ウスに対し旦．coli、　K．　neumoniae、2．埜および旦．cloacaeの4

菌種はほぼ同じ様な起病力を持つことを示した。このことは、P．a一

盤の存在しないコンベンショナルマウスの死亡パターンは旦．

c。liのみならずK．pneumoniae、　P．vulgarisおよびE．cloacaeによって

も同じように左右される、換言すればマウス腸管内に1種類でもこ

れらの細菌が存在すれば放射線照射後の死亡パターンは旦．鯉』二

〇saの存在しないコンベンショナルマウスと同じになることを示唆し

ている。

　X線全身照射後、　P．aeruginosa陰性コンベンショナルC57BL／6J雄

マウスのLD50／30は670±19cGyであった（早川　未公表）。また、

X線（200kVp，20mA，　O．5mmCu＋0．5mmAlフィルタ）に対する137Csの

γ線の相対的生物効果比（RBE）は0．89である（早川　未公表）。

　　　　　　　　　　　　　　一　24　一

この値からγ線照射のLD50／30をX線照射の場合に換算すると　E．

cloacae汚染マウス、旦．璽投与マウス、聾pneumoniae投与マウスお

よび旦．遡投与マウスのLD50／30はそれぞれ6．68Gy、6．80Gy、

6．74Gyおよび6．85Gyとなる。　この値は早川が示した旦．一陰

性コンベンショナルマ．ウスのLD50／30とほぼ同じである。このこと

は、先の示唆が正しいことを示している。

　SPFマウスは一般に無菌動物から作出され、バリア施設内で維

持される。このため、　SPFマウスの腸内菌叢はコンベンショナル

マウスに比較して単純・不安定でしばしば変化する（53，62）。腸内細

菌フリーで維持されているSPFマウスコロニーの一部にEnterob－

acterやProteusが侵入したことをSerrano（53）は報告しているし、放

医研でも3年間腸内細菌フリーで維持されていたSPFマウスコロ

ニーの一部に旦．cloacaeが侵入・定着した。前節で著者は腸内細菌陰

性マウスが旦．cloacaeに汚染されると致死線量照射後の生存時間の短

縮やLD50／30値の低下が起こりうることを明らかにし、放射線照射

を行う動物実験では、再現性を確保するためE．cloacae陽性動物と腸

内細菌陰性動物とが混在するような動物群は使用すべきでないこと

を示した。本節において、照射後生存時間の短縮やLD50／30値の低

下は旦．cl。acaeのみならず本実験で使用した腸内細菌4種でも同様に

起こり、これらの細菌を1種類でも持つマウスは致死線量照射後P．

aeruginosa陰性コンベンショナルマウスと同じ死亡パターンを示す

ことを明らかにした。これらのことは、放射線照射実験の成績の安

定にとってマウス腸管内における低病原性腸内細菌の存在の重要性

を示している。再現性ある放射線照射実験を行うためには使用する

SPFマウスの作出に際し、本実験で用いた低病原性腸内細菌の一

つを予め定着させておく必要があると考えられる。
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第2章 腸内細菌およびPseudomonas　aeruginosaの腸管内定着に

およぼすEnterobacter　cloacaeの影響

導ま　じめやこ

　著者は放射線照射実験に使用する実験動物を管理する立場から、

マウスの腸管内に定着した旦．cloacaeの影響を検討し、放射線照射実

験を行う場合、　再現性ある成績を得るためには腸内菌叢の安定（特

に腸内細菌の有無）が重要な要因の一つであることを示した（27、28）。

　この研究を遂行する過程で、数種の腸内細菌を保有するコンベン

ショナルマウスが飼育されている環境下でE．cloacae陽性および腸内

細菌陰性SPFマウスを飼育した場合、陰性マウスでは比較的短期

間に旦．並旦などの腸内細菌が侵入、　定着するにも関わらず、　E．clo一

隅陽性マウスでは旦．cloacae以外の腸内細菌の定着は困難であるこ

とに気づいた。嫌気性菌を申心とする常在菌叢が、新たに侵入して

くる病原体の定着・増殖を抑える生物学的バリアーを構築している

ことは良く知られている（42）。E．cloacae陽性マウスの腸内菌叢にも

このような作用があることが考えられる。

　本研究の目的は、予め常在菌叢構成菌の・一つとなっているE．clo一

塑が、他の腸内細菌および放射線照射実験において特に聞題とな

る旦．as2一！1！g2－g．g！s－g（15、17，60）の腸管内定着にどの様に影響するかを明

らかにすることにある。
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マウス

　放医研生産の無菌C3H／HeNrs雄およびC57BL／6JNrsのSPF雄マウ

スを使用した。無菌、　ノトバイオート、Limited　flora（無菌動物に

未同定のある種の菌叢を投与しアイソレータ内で維持されているも

の）およびSPFマウスにはオートクレーブ滅菌した固形飼料（船

橋農場、KB－1）を与えた。飲料水として、無菌、　ノトバイオートお

よびLimited　floraマウスにはオートクレーブ滅菌水を与えたがSP

Fマウスには塩素・塩酸水を与えた。無菌、　ノトバイオートおよび

Limited　floraマウスの飼育は2％過酢酸によって滅菌したビニール

アイソレータにより常法（23）にしたがって行った。　SPFマウスは

前述の研究と同様の条件で飼育した。

細菌投与

　無菌、　ノトバイオー・トおよびSPFマウスに経口投与する細菌と

して、放医研で生産された健康なSPFおよびコンベンショナルマ

ウスの糞便から分離された旦．cl。acae（皿株）、低病原性E．coli（

No．2株、以下旦．coli）、国立予防衛生研究所獣疫部から分与された

マウス腸粘膜肥厚症の原因菌旦．coli　O115，a．c：K（B）（予研株、　以下

旦．coli　O115）、　また放医研で全身放射線照射を受け敗血症を起こ

したコンベンショナルマウスの心血から分離されたR．一

（皿株）を使用した。各々の菌株は5％ウマ血液寒天培地で37℃に

一・ 驫ｦ養し、　リン酸緩衝生理食塩水（PBS）に浮遊させ、　光電比

色法によってそれぞれ目的とする濃度の生菌液を作製した。なお、

それぞれの濃度（菌数）は成績の項に示した。この生菌液0．5mlを胃

ゾンデを用いて経口的にマウス胃内に投与した。また、Limited

floraマウスを作成するため腸内細菌陰性SPFマウスの糞便を光岡

のA液（35）で10“7に希釈し、それをGAM寒天培地（日水製薬）上

に塗抹し、　ガスパック　（BBL）を用い37℃に24時間嫌気培養した

　　　　　　　　　　　　　　一　27　一



後、培地上のコロニー40個を高圧滅菌後急冷した5mlのPBSに混和

し、その0．5mlを胃ゾンデを用いて無菌マウスに投与した。

選択培地及び細菌選択方法

　糞便細菌の選択培地として、腸内細菌用としてはDHL寒天培地

（栄研）、P．aeruginosa用としてはNAC寒天培地（栄研）を用い

た。　糞便をPBSで適当希釈後これらの培地に塗抹、　37℃に一夜培

養後、NAC寒天培地上のコロニーを旦．as！．Z－ggl－p－gsgとした。同様に、

DH：L寒天培地上で周辺部が透明で中心部がピンク色のコロニーを

E．colio115とした。また、　DHL培地上でコロニー全体が湿潤で明

るいピンク色をしているものをE．cloacaeとし、表面が乾燥気味で濃

いピンク色をしたコロニーをE．coliとしたが、これだけでE．cloac－

aeとE．coliを正確に区別することは難しいため、　これら2菌種の比

較を行う場合には、DHL培地を45℃で培養し、発育したコロニー

をE．coliとし（49）、0．059／1クリスタルバイオレット加トリプチケー

トソイ寒天培地（栄研）上のコロニーをE．cloacaeとした（51）。なお、

以上の方法で各々の細菌が正しく分類されていることについては、

予めこれらのコロニーを血液寒天培地で培養し、　ミニテック（BB

L）で同定する事により確認してある。腸内菌叢検索用として、前

島らの方法（21）に準じLactobacillusおよび一部Bifidobacterium用

としてLBS寒天培地（BBL）、Bacteroides用としてBacteroi－

des寒天培地（日水製薬）、Clostridium用としてTSN寒天培（B

BL）、総菌数用としてGAM寒天培地、腸内細菌用としてDHL

寒天培地、S．faecium用としてSF寒天培地（栄研）、Staphyloco－

CCUS用としてマンニット食塩寒天培地（栄研）、真菌用としてポテ

トデキストロース寒天培地（栄研）をそれぞれ用いた。

糞便細菌数の測定

一　28　一

　マウスの肛門から直接採取した新鮮糞便1個月秤量後、滅菌ガラ

スホモジナイザーに入れ100倍量のPBSまたは光岡のA液（菌叢検

索の時）を加えてホモジナイズしたものをPBSまたは光岡のA液

で10倍階段希釈し、その0．1mlを上記の選択培地に塗抹した。37℃ま

たは45℃に1夜培養後、培地上のコロニー数を測定した。菌叢検索

の場合、　LBS寒天培地、　Bacteroides寒天培地、　TSN寒天培地、

GAM寒天培地はガスパックを用いて嫌気培養し、他の培地は好気

培養した。

1）E．cloacae陽性ノトバイオートマウスにおける旦．堕⊥エおよび

　　旦．一の腸管内定着
　　E．cloacae単一陽性ノトバイオートマウスを用い、旦．coliおよび

旦．agiL1！g．1．U－g．saの腸管内定着性について検討した。すなわち、4－5

週齢の無菌C3H／He雄マウスに107個の旦．cloacaeを経口投与し旦・clo－

acae単一陽性マウスとした。その4週後に糞便内E．cloacae数を測定

したのち、105・3個あるいは108・9個の旦．coliをゾンデで胃内に投与

した。E．coli投与後7日ごとに35日目まで糞便中の旦．coli数を測定

した。比較のため無菌マウスに同様の方法でE．coliを投与し5週後

の糞便細菌数を測定した。その成績は表4に示した。旦．⊆爆ユは実験

期間中E．cloacae単一陽性マウスでは投与計数に関わりなく糞便から

109’iO個／gの高い値で安定して分離された。この値は無菌マウスに

E．coliを投与したノトバイオートマウスの35日目の糞眼中の旦．coli

数より少なかったが有意差はなかった。同様な実験を£．一
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について行った。すなわち、上記の実験と同様にして作成したE．c－

loac壁単一陽性マウスに108個の？．aeruginosaを経口的に胃内に投与

し、35日間糞便中の旦．一町を測定した。表4に示したよう

に、投与1週目に旦．一はやや減少したがその後は107・5個前

後で安定した値を示した。この値は無菌マウスにP．aeruginosaを投

与したものの糞便内細菌数より有意に少なかったが、その差は大き

くなかった。

2）Limited　floraマウスにおけるE．coliの腸管内定着

　6週齢で、SPFマウスの糞便から分離した嫌気性菌40コロニー

を経回投与したLimited　floraマウスを用い上記実験と同様な検討

を旦．c。liについて行った。なお、　このマウス糞便からはLactobaci・

llus、　Bifidobacterium、　Bacteroidesのみが分離された。　7週齢で

マウスを2群に分け、一方には108個のE．cloacaeを経口投与し　E．

cloacae（＋）マウスとした。他方は対照とした。10週齢時にこれら

2群のマウスに10＆5個のE．coliをゾンデを用いて胃内に投与し、4

週間糞便中の旦．coli数を測定した。表5に示したように、投与翌日

では2群の間に差を認めなかったが1週目以降は明らかにE．cloac・

ae（＋）マウスの方が低い値を示した。

3）sPFマウスにおけるE．coli、　E．coli　o115および

　　旦．ag1．1！．g．tag－s．gの腸管内定着

　より複雑な腸内菌叢を有するSPFマウスについて上記と同様な

検討を行った。すなわち、腸内細菌陰性SPFマウスを5－6週平

時に2群に分け、一方には106個のE．cloacaeを経口投与しE．cloac－

ae陽性マウスとした。他方は陰性対照とした。9－10週齢時にこれ

ら2群のマウスに105・6－106側のE．coli、　E．coli　o115あるいはP．

一を経口投与し、約1か月間糞便内の投与細菌の消長を調

べた。成績は表6に示した。105・6個のE．coliを投与した場合、
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旦．cloacae陽性マウスおよび陰性マウスとも14日以内に投与細菌は

103以下になったが、107・6個を投与した場合にはE．cloacae陽性マウ

スでは20日以内に103以下になったにもかかわらず陰性マウスでは1

か月以上にわたって1／3のマウスから投与細菌が分離され続けた。

また、E．coli　O115を投与した場合には、　E．cloacae陽性マウスでは

106および108個投与とも14日以内に103以下となったが、陰性マウス

では7日目に1度半数以上のマウスが103以下になったにもかかわら

ず、　その後再び大部分のマウスから投与細菌が分離されるようにな

った。さらに、旦．cloacae陽性マウスに10s個の旦．一を投与

した場合、．20日一28日の間にほとんどのマウスにおける該菌数は

103以下となったが陰性対照マウスではこの間も定着し続けるものが

多かった。なお、E．cloacae陰性マウスの糞便からはBifidobacter－

iumを含むLactobacillusが105・56’　9・83個、　Bacteroidesが

10s・62”　9・13個、　Streptococcusが105・5　i　一一　7・41個、　Staphylococcusが

103－4・51個分離され、他の細菌は分離されなかった。

　　病原性旦．coliや2．一の腸管内定着に腸内菌叢の状態が

関係しているという報告は多数（19、44，57，58）ある。特に、P．aeru一

興の定着に関してはltohら（20）がノトバイオートやLimited

floraマウスを使用して詳細な検討を行い、本菌の定着抑制には嫌

気性菌、特にClostridiumの存在が重要であることを明らかにした。

私どもの実験では、無菌マウスから作成されたE．cloacae単一陽性ノ

トバイオートマウスはその後に投与された旦．coliや旦。ag131i91，LgSAの

定着を抑制することはなく、またE．cloacae陽性Limited　floraマウ
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スでもE．coliの定着抑制は認められなかった。腸管内におけるE．c－

loacaeの存在は、その後に侵入してきたE．coliやP．aeruginosaの定

着に直接には関係しないことを、このことは示唆している。旦．⊆⊥皇一

acae単一陽性ノトバイオートマウスでは投与された旦．coliの増殖抑

制も認められていない。しかし、E．cloacae単一陽性ノトバイオート

マウス申の旦．一数は無菌マウスに該菌を投与したときより

も明らかに減少していた。Itohら（20）は、　E．coli単独投与ノトバイ

オートマウスに旦．a12．1一11一gLl－g－g－saを投与すると、無菌マウスに該菌を投

与したときよりも糞便内菌数は減少することを示している。これは

単に、先に定着した細菌による物理的障害によるものではない。な

ぜなら、E．cloacae単一陽性ノトバイオートではE．coliの増殖抑制は

認められていない。また、予め無菌マウスに投与された旦．coliはそ

の後に投与したShigellaの増殖を強く抑制するとの報告もある（41）。

腸管内における旦．cloacaeや旦．璽はR．ger一！！一9Ll．p．gs－aの増殖に拮抗する

ものと思われる。

　前述のようにItohらはノトバイオートやLimited　floraマウスを用

いて腸内菌叢構成菌と2．g．g1L！！一g－lm！Lg．s．aの定着抑制に関して詳細な検討

を行っている。彼らは、9．g．s；．1L！！．9L！p－gs－gの定着抑制に関しもっとも重

要な菌叢構成菌は偏性嫌気性菌、特にClostridiumであるとし、腸内

細菌との関係には特に注目していない。また、ClostridiumはE．co－

liの腸管内における増殖を抑制していることも報告している。

Ducluzeauら（14）もShigellaとある種のClostridiumについて、同様

なことが起こるとしている。私どもが使用したLimited　fl。raマウス

やSPFマウスからはガスパック法で培養可能なClostridiumは分離

されていない。　それにもかかわらず、　E．cloacae陽性Limited　flora

マウスに投与したE．coliの増殖は明らかに抑制された。　E．cloacaeに

は少なくともLimited　floraマウスが持っていたLactobacillus、

Bifidobacterium、　Bacteroidesなどの存在下でE．coliに拮抗する作

用があるのかもしれない。また、少なくともLimited、floraマウスよ

　　　　　　　　　　　　　　一　36　一
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りは複雑な腸内菌叢を持っているE．cl。acae陽性SPFマウスに投与

したE．coli、　E．coli　O115およびP．aeruginosaは、陰性SPFマウス

の場合とは異なり、腸管内に定着する事はなかった。このことは、

乳糖分解性腸内細菌科の菌を保有するマウスはそれらを保有しない

マウスよりもE．coli　o115が定着し難いという斉藤らの報告（46）とも

一致する。

ここに示した実験成績は、比較的複雑な菌叢を持つマウスにおいて、

その構成菌としての旦．cloacaeには旦．⊆dユや2．一の定着を阻

止する作用があることを示唆している。菌叢の安定ということは長

期にわたり構成菌種が変化しないということとそれら菌種間のバラ

ンスが変化しないというふたつの意味を持つが、前者の意味で考え

れば放医研生産SPFマウスにおいてE．cloacaeは腸内菌叢の安定に

深くかかわっていると思われる。
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第3章 腹部放射線照射による肺転移抑制現象とEn七erobacter

cloacae

骸ま　じめ骸こ

　安藤ら（2）は、腹部を放射線で照射したマウスに同系の線維肉腫細

胞を静脈内（i．v．）に投与すると腹部を照射しない場合より肺転移数

が減少することを明らかにし、この現象をAIRIM（Abdominal

Irradiation－induced　Inhibition　of　Lung　Metastases）と名

付けた。肺転移数が最も顕著に減少するのは、マウスの腹部を12Gy

で照射後7日目に腫瘍細胞をi．v．投与した場合である。私どもは本

現象の発現には腸管、特に盲腸の照射が必須であること、また無菌

動物では腹部を照射しても転移抑制現象は起こらないことを示した

（3）。これらの観察から、AIRIMは腹部照射によって腸管が障害

を受け、何らかの腸内菌叢構成細菌が腸上皮から体内部に侵入する

ことによって引き起こされるものと仮定した。

　本研究の目的は、　無菌マウスや抗生物質投与マウスを用いること

により、上記の仮説を証明するとともにAIRIM発現にとって必

須な腸内菌叢構成細菌を明らかにする事にある。

マウス

　　放医研生産C3Hf／HeNrsマウスで、9－16週齢のSPF及び無菌の

雄を使用した。　SPFマウスおよび無菌マウスは前述の方法と同様

の条件下で飼育した。ただし、無菌マウスには50kGy放射線滅菌飼料

（船橋農場、MB－1）を与えた。　SPFマウスの糞便には少なくとも

Bacteroides．　Bifidobacterium．　Lactobacillus．　Clostridium．

　　　　　　　　　　　　　　。38一

g
．

Enterobacter、　Staphylococcus、　Streptococcusそしてfusiform

bacteriaが存在する。なお、　EnterobacterとしてはE．cloacae、　St－

reptococcusとしてはStre　tococcus　faeciumだけが分離された。

Bacillus、旦．一および真菌は分離されなかった。

腫瘍細胞

　　腫瘍細胞としてC3Hf／Kamマウスに自然発生し、液体窒素の申で

保存している17世代目の線維肉腫（NFSa）を使用した。　この腫

瘍は以下の方法で単一細胞浮遊液にした。すなわち、腫瘍を細切し

た後、　o．2％トリプシン　（Difco、1：250）、　o．02％パンクレアチン

グレードIV（Sigma）および5mgデオキシリボヌクレアーゼ1グレ

ード皿（Boehringer）を含むDulbeccoの溶液20mlに入れ35℃に5分

間振とう、上清液を捨て、新たにこの蛋白分解酵素を含む溶液20ml

を加え、さらに20分間振とうした。この後、＃80のステンレスメッ

シュを通し、10％ウシ血清を含んだHank’s液を加えて酵素を申和さ

せた後、さらに＃200のステンレスメッシュを通過させ10％ウシ血清

を含むHank’s液に浮遊させて単一細胞浮遊液とした（4）。この浮遊液

申の細胞の生存率は95％以上であった。

放射線照射

　　腹部照射のため、　シールドタイプの137Csγ線照射装置（線量率

0．75Gy！min．）およびX線照射装置（島津製作所、信愛、200KVp、フ

ィルター0．5mmCu＋O．5mmAl　FSD　81．3c皿、線量率0．45Gy／皿in．）を使

用した。ベントバルビタールナトリウム（ネンブタール）50mg／kg腹

腔内（i．p．）投与でマウスに全身麻酔をかけ、　γ線照射の場合には

50mm、　X線照射の場合には5mmの鉛で腹部以外（2）を遮蔽し、腹部の

みを照射した。　この方法による腹部以外の照射量は腹部照射量の8

％以下である。

　E．cloacaeを殺菌するための照射は当研究所に設置してある60Coγ
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線照射装置を用い、線量率60．3Gy／min．で行った。

抗生物質投与

　　腹部照射2日前に、蒸留水に3種類の抗生物質を溶解させた液

（chlortetoracycline　2g／l．　gentamicin　40mg！1．　kanamycin

lg／1）0．5ml、またはgentamicin（40mg／1）溶解液0．5mlを胃ゾンデ

を用いてマウスに投与し、以後、肺摘出時まで各々の抗生物質溶解

液を飲料水として与え続けた。

細菌検査

　　マウス腹部照射後、　経時的無菌的に種々の臓器　（肺、　肝臓、　脾

臓、腎臓、下顎リンパ節、腸間膜リンパ節）を摘出するとともに心

血を採取した。臓器は直ちに滅菌ガラスホモジナイザーに入れ5mlの

臨床用チオグリコレート培地（栄研）を加えて無菌的に撹労した後、

さらに5mlのチオグリコレート培地を加え滅菌アルミホイルで蓋をし

て37℃に2昼夜培養した。　その0．1mlをGAM寒天培地（日水製薬）

に塗抹、37℃に18時間好気的および嫌気的（ガスパック法）に培養

し、発育したコロニーをCowanの方法（13）によって同定した。血液は

直接チオグリコレート培地に加え同様に培養し、菌の同定を行った。

　また、腹部照射後、経時的に盲腸を摘出し、　内容物をPBSで10

倍階段希釈するとともに、内容物を取り出した盲腸を50mlのPBS

に入れ十分に振り、洗浄した。　これを新しいPBSで5回行った後、

ガラスホモジナイザーに入れ10倍量のPBSを加えてホモジナイズ

し、　10倍階段希釈を行った。　各々適当希釈のもの0．1mlをDHL寒天

培地およびLBS寒天培地上に塗抹、　DHL寒天培地は好気的に

：LBS寒天培地は嫌気的（ガスパック法）に培養した。　DHL寒天

培地上のコロニーはEnterobacterとしてカウントし、　L　B　S寒天培

地上のコロニーはBifidobacterium＋Lactobacillusとしてカウント

した。
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単一細菌投与ノトバイオートマウスの作成

　ノトバイオートマウスを作成するため、放医研生産SPFマウス

の糞便から分離し私どもが維持しているE．cloacae（11株）、S．fa－

ecium（1株）、B．adolescentis（1株）、および健康なコンベンシ

ョナルマウスの糞便から分離したE．coli（No．1株）を使用した。上

記した細菌のいずれか1種をPBSで108個／0．5mlの濃度に調整し、

胃ゾンデを用いて無菌マウスに投与、　3－4週間後に糞便培養で投

与細菌の定着を確認し、単一細菌投与ノトバイオートマウスとした。

肺転移数の測定

　　マウスにNFSa細胞を尾静脈に投与後、10　一一11日目にエーテ

ル麻酔下でマウスを安楽死させ、肺を摘出しプアン液で固定した。

肺表面の腫瘍結節数を肉眼的に測定し転移結節数とした。　なお、私

どもは肺転移結節数は投与した細胞数に比例して変化するがAIR

IMの程度は投与細胞数とは無関係であることを既に報告している
（2・　3）o

1）無菌及び抗生物質投与マウスにおけるAIRIMの発現

　　AIRIMの発現に腸内菌叢が関わっているか否かを明らかに

するために以下の実験を行った。初めに、　SPFマウスと無菌マウ

スを比較した。すなわち、各々のマウスの腹部を10．2GyのX線で照

射し7日目に5×104または2×105のNFSaをi．v．投与し、その10

日後に肺の転移結節数を測定した。その成績は表7に示した。無菌
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マウスでは腹部照射による転移抑制効果は認められず、　むしろ転移

数は増加した。

　次に、腸管非吸収性抗生物質を経口投与し腸内の細菌を除去した

SPFマウスと非投与SPFマウスについて上記と同様な検討を行

った。　SPFマウスにgentamicinを含む3種類の抗生物質または

gentamicinを単独投与した。　AIRIMは3種抗生物質処置で多種

類の腸内の細菌を除去した場合だけではなく、gentamicin単独投与

の場合でも発現しなかった（表8）。抗生物質投与マウスの糞便細

菌検査においてgentamicin単独投与マウスではE．cloacaeとS．faec－

iumが除去されていた。

2）腹部照射後SPFマウスにおける細菌の挙動

　　12Gyのγ線による腹部照射後マウス体内の細菌の挙動を明らか

にするため、まず盲腸内容と盲腸壁の細菌数の変化を調べた。その

成績は図5に示した。腹部照射前BifidobacteriumとLactobacillus

は内容物中でも腸管壁でもE．cloacaeより100・10000倍も多かった。

照射後BifidobacteriumとLactobacillusは減少しはじめ3－7日目

にかけて最も低い値を示し、14日目にこれらの細菌の値は照射前の

レベルに戻った。一方、E．cloacaeは照射後3－7日にかけて大幅に

増加し、BifidobacteriumとLactobacillusよりも高い値を示したが、

14日目には照射前の値に戻った。

　次に12Gy腹部照射後体内諸臓器からの細菌分離を経時的に行った。

麻酔殺した非照射SPFマウスの諸臓器からの菌分離は陰性であっ

た。　しかし、腹部を照射したマウスでは照射後5日目と7日目に腸

間膜リンパ節からE．cloacaeが分離され、14日目には同部位からBi－

fidobacteriumが分離された。この間、その他の臓器からは何も分離

されなかった（表9）。8．5Gy腹部照射マウスでも同様な検討を行っ

たが、いずれの臓器からも細菌は分離されなかった。
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3）AIRIMの発現に関わる腸内細菌の同定

　　1）および2）の実験から、AIRIMの発現には旦．cloacaeあ

るいはS．faecium等の特定の腸内菌叢構成菌が関係していることが示

唆されたので、さらに検討を行った。無菌マウスに旦．cloacae、旦．

faeci・um、　B．adolescenしisおよびE．coliのいずれかを腹部照射の3－

4週間前に経口投与し、単一細菌投与ノトバイオートマウスを作成

した。Bifidobacteriumは放医研生産SPFマウス糞便の最優勢菌で

あり、腹部照射後14日目に腸間膜リンパ節から分離された菌である。

E．c。liは放医研のSPFマウスからは分離されないが腸内細菌を代

表するものである。10．2Gy腹部照射後7日目にNFSa細胞を無菌

マウスとこれらのノトバイオー・トマウスにi．v．投与し、10日目に肺

転移結節数を比較した。表10に示したように、AIRIMは旦．clo－

acaeを投与したマウスだけに観察された。　この成績から、旦．clo－

acaeが転移抑制に関与していることが明かとなった。

4）E．cloacaeの抗転移作用

　　AIRIM発現におけるE．cloacaeと腹部照射の役割を明らかに

するため、以下の実験を行った。無菌マウスにE．cloacaeを経口投与

しE。cloacae単一投与ノトバイオートマウスを作成した。このマウス

を用い腹部照射の有無による肺転移の変化を無菌マウスを対照とし

て比較した。その成績は表11に示した。腹部を照射しなくても単一

投与マウスの肺転移数は対照よりも明らかに減少し、腹部を照射す

ると減少率はさらに大きくなった。臓器の細菌検査を行うと、　SP

Fマウスでは何も分離されなかったが、単一投与マウスでは腸間膜

リンパ節から腹部照射の有無に関わらずE．cloacaeが分離された。

　次に、SPFマウスに腹部照射を行わずE．cl。acaeをi．v．または

i．p．投与し、　7日後にNFSaをi．v．投与して肺転移数の変化をみ

た。表12に示したように107E．cloacaeを投与されたマウスでは肺転

移は明らかに抑制され、104投与でも転移抑制効果が認められた。
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放射線で殺菌した旦．cloacaeを投与した場合でも生菌投与と同程度の

転移抑制効果が認められた。

　SPFマウスではAIRIMが観察されたが、無菌マウスでは腹
部照射による転移抑制効果は認められなかった。　また、　3種類の抗

生物質を投与されたマウスのみならずgentamicinだけが投与され、

旦．cloacaeと旦．faeciumが除去されたSPFマウスでもAIRIMは

観察されなかった。このことは、E．cloacaeとS．faeciumの両方また

は一方が本現象に関係していることを示唆しているが、　ノトバイオ

ートマウスを使用した実験結果から、AIRIMに強く関わってい

る腸内細菌はE．cloacaeであることが明かとなった（29）。

　12Gy腹部照射後、　腸粘膜の上皮細胞やリンパ球系細胞は強く障害

され（2）、盲腸内容物中のE．cloacaeは増殖し、腸粘膜に付着すると

ともに腸管壁から腸間膜リンパ節に侵入する（図5、表9）。この

経過は安藤ら（2）が先に示したAIRIM発現のそれとミラーイメー

ジの関係にある。なお、Bifidobacteriumが腹部照射後14日目に腸間

膜リンパ節から分離されているが、この時期にはAIRIMは発現

しない（2）。8．5Gy照射の場合、　E．cloacaeの腸間膜リンパ節への侵入

は観察されなかったが、　この線量では腸上皮細胞の障害は軽度であ

り（30）また腹部照射による転移抑制効果がほとんどないことが報告

されている（2）。これらの事から、AIRIMは腹部照射によって腸

上皮細胞が傷害され腸内酒中のE．cloacaeが腸粘膜から内部に侵入す

ることによって引き起こされると推察した。すなわち、腹部照射は

E．cloacaeが体内に侵入するための誘引であると考えた。無菌マウス

　　　　　　　　　　　　　　一51一



に経口的に細菌を投与する，と、他の処置をしなくても投与細菌は腸

管から腸間膜リンパ節に侵入する（9）ので、先の推察が正しければ、

E．cloacae単一投与ノトバイオートでは腹部を照射しなくても肺転移

は抑制されるはずであり、また腹部照射の代わりにSPFマウスに

E．cloacaeの生菌をi．v．あるいはi．p．投与することによっても転移は

抑制されるはずである。表11と表12はこのような考えで行われた実

験であり、その成績はこの考えが正しかったことを示している。表

11の実験で、腹部を照射されたノトバイオートマウスは非照射のも

のより強く転移が抑制された。　これは、腹部照射によって腸粘膜の

上皮細胞やリンパ球系細胞が傷害され　より多数の細菌が体内に侵

入したためであると考えられる。この考えは、非照射のSPFマウ

スにE．cloacaeをi．v．投与したとき、投与菌量を増やすとより強く転

移が抑制されたこと（表12）からも明らかである。さらに、旦．clo－

acae死菌の投与によっても生菌と同様に転移が抑制されたことから、

本現象はE．cloacaeの菌体成分が体内に存在することによって引き起

こされることが強く示唆された。

　E．cloacaeはグラム陰性桿菌であり、細胞壁にはエンドトキシン

（LPS）が存在する。細菌性エンドトキシンは1血肝で、生体防

御能の活性化（43，54，56）、すなわちマクロファージの活性化（1・18）・

腫瘍壌死因子（TNF）やインターフェロン産生の誘導（8、12、24、

39）等、　各種の抗腫瘍作用を発揮することが知られており、　これが転

移抑制因子である可能性が高い。　しかし、旦．cloacaeと同じ腸内細菌

であるE．coliが投与されたノトバイオートマウスではAIRIMが

観察されず（表10）、Brucella　ab。rtusのエンドトキシンには転移

抑制作用がないという報告（52）もある。さらに、Mycobacterium、

Nocardia、　Corynebacterium（6）、　Propionibacterium（7）の細胞壁成

分やBacillus一のペプチドグリカン（38）、一巫
　bovis（BcG）のDNA（55）等にも同系腫瘍に対する抗腫瘍活性

が認められており、　LPS以外の細菌成分が本現象に関係している
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ことも考えられる。いずれにもせよ、本現象を導くE．cloacaeの菌体

成分の同定が今後の研究課題となる。　このため、旦．cloacae菌体を乾

燥菌体、　細胞外膜、　内膜および：LPSに分離し、　これをC3H／Heマウ

スとLPS低応答性マウスであるC3H／HeJに静注しその後に投与され

た腫瘍細胞の転移率を比較する実験を私どもは開始した。

　血管内に侵入した腫瘍細胞による転移が成立するためには、該細

胞がリンパ球、　NK細胞、活性化マクロファージ等の生体防御系や

血流による物理的障害を逃れ、微小血管壁への着床、血管壁の通過、

転移臓器実質内での発育という複雑な過程を経る必要があり、転移

抑制の機構もまた複雑である。　　私どもは、シリカや抗アシアロ

GMi抗体を投与されたマウスではAIRIMが発現しないことを明

らかにし、転移抑制諸因子の中でマクロファージまたはNK細胞の

存在が重要であることを示した（5）。腹部照射後、腸管壁を通過し腸

間膜リンパ節に侵入した細菌がマクロファージまたはNK細胞を刺

激し、それが腫瘍細胞を攻撃するものと推察されるので、その解明

も今後の研究課題となる。私どもはLPS低応答性でNK細胞活性

が極端に低下しているC3H／HeJ－bgマウスを米国から導入するととも

にこのマウスにnu遺伝子（T細胞欠損）を導入したコンジェニック

マウスを作成し、　これらのマウスを用いて転移抑制機構を解明しよ

うと計画している。さらに、本現象には腫瘍特異性があるのか否か

を明らかにすることも、今後の重要な研究課題であると考えている。
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総括

　　実験動物管理にとって、動物をとりまく環境をできるだけ一定

にし、実験結果の再現性を確保するということは最も重要なことで

あり、放射線照射実験に使用するマウスの場合も例外ではない。こ

の様な観点にたち、マウスの内なる環境因子として、腸管内のE．c－

10acaeが照射実験にどの様な影響を与えるかを、　三一の疾患発現作

用、生体防御作用さらに実験成績の修飾因子という面から、　それぞ

れ1）放射線照射後の早期死、　2）病原菌などの腸管内定着阻止、

3）腹部放射線照射マウスの移植腫瘍の肺転移に及ぼす影響につい

て検討した。

　はじめに、　SPFマウスにおけるE．cloacae汚染と致死線量放射線

照射後の生存時間および半数致死線量の変化との関係について検討

した。骨髄死線量である8．62Gyのγ線を全身照射すると、　E．cloac－

ae陽性マウスは照射後30日以内にすべてが死亡し、平均生存日数

は雌で12．6±4．5日、雄で11．0±3．6日であった。しかし、腸内細菌

陰性マウスでは照射後30日目でも7％の雌と32％の雄が生存し

ており、死亡した個体の平均生存日数は　雌で20．2±4．9日、雄で

21．3±4．9日であった。死亡したE．cloacae陽性マウスの88％の心血

からE．cloacaeが分離された。　E．cloacae経口投与マウスの死亡パタ

ーンは該菌陽性マウスの場合とほぼ同じであった。：LD50／30値を求

めたところ、E．cloacae陰性マウスは8．22±0．11Gyであったが、該菌

陽性マウスでは7．50±0．096Gyとなり明らかにこの値は低下した。腸

死線量である33．5Gy全身照射後、　E．cloacae陽性マウスは照射後6日

目に全個体が死亡したが陰性マウスでは7－8日目に死亡した。　これ

らの実験期間中P．aeruginosaはいずれのマウスからも分離されなか

った。これらの成績から、E．cloacaeは致死線量照射後マウスの敗血

症の原因菌となり生存時間の短縮や：LD50／30値の低下をもたらすご
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とが明かとなった。

　次に、旦．cloacae陽性マウスでみられた放射線照射による早期死は

旦．cloacaeに特異的な現象なのか、あるいは低病原性腸内細菌に一般

的にみられる現象なのかを明らかにするために、腸内細菌陰性マウ

ス・旦・cloacae陽性マウス・腸内細菌陰性マウスに旦．辿、　K．E！1．！2．！1二

moniaeあるいはLvulgarisを経口投与したマウスの致死線量照射後

死亡パターンとLD50／30について比較検討した。骨髄死線量あるい

は腸死線量照射後、腸内細菌陽性マウスはいずれも陰性マウスより

明らかに早期に死亡したが腸内細菌陽性マウス聞では差を認めるこ

とができな．かった。腸内細菌陽性マウスそれぞれのしD50／30値はほ

ぼ同じであり2．aeruginosa陰性コンベンショナルマウスのそれと差

を認めなかった。以上の成績から、ここで用いた4種の腸内細菌は

致死線量を照射されたマウスに対し同様な作用を及ぼすことが明か

となった。

　生体防御作用のうえから、予め腸内菌叢構成菌の一つとなってい

る旦．cloacaeが他の腸内細菌およびR．一の腸管内定着にどの

様に影響するか検討した。旦．cloacae単一汚染ノトバイオートマウス

はその後に投与された旦．延ユや2．一の定着を抑制すること

はなく、旦．cloacae陽性Li　mi　ted　floraマウスでもE．coliの定着抑制

は認められなかった。　しかし、E．cloacae単一陽性ノトバイオートマ

ウスに投与された旦．aeruginosaやE。cloacae陽性Limited　floraマウ

スに投与された旦．⊆坐の増殖は抑制された。E．cloacae陽性SPFマ

ウスに投与された旦．coli、旦．匹旦0115、旦．一は、旦．cloa一

画陰性SPFマウスの場合とは異なり、腸管内に定着しなかった。

これらの成績から、比較的複雑な菌叢を持つマウスにおいて腸内菌

叢構成菌としての旦．cloacaeにはE．coliやP．aeruginosaの定着を阻止

する作用があることが示唆された。

　最後に、実験成績の修飾因子という面から、腹部を放射線で照射

されたマウスに同系線維肉腫細胞を静脈投与すると肺転移が抑制さ
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れる現象（AIRIM）に腸内菌叢、特に旦．cloacaeがどの様にかか

わっているかを無菌マウス、ノトバイオートマウス、抗生物質投与

および無処置SPFマウスを用いて検討した。無菌マウスと抗生物

質投与SPFマウスでは腹部照射による転移抑制作用は認められず、

E．cloacae単一投与ノトバイオートマウスでは腹部照射効果が認めら

れたが、S．faecium、　B．adlesentisおよびE．coli単一投与ノトバイオ

ートマウスではこの効果は認められなかった。　SPFマウスの腹部

照射後、E．cloacaeは盲腸内容物中で増加し、盲腸粘膜に付着すると

ともに盲腸壁から腸間膜リンパ節に侵入することが観察された。旦．

cloacae単一投与ノトバイオートマウスでは腹部を照射しなくても転

移は抑制され、照射すると転移抑制効果はさらに大きくなった。腹

部照射を行わずにE．cloacaeの生菌あるいは死菌をi．v．投与しても肺

転移は抑制された。　これらの成績から、本現象は腹部照射により障

害を受けた腸管からE．cloacaeあるいはその菌体成分が体内に侵入す

ることにより引き起こされることが明かとなった。

　以上の実験成績は、E．cloacaeがマウスの腸内菌叢の安定とそれに

基づく放射線照射実験成績の安定すなわち再現性の確保に重要な役

割を担っていることを示している。放射線照射実験に使用するマウ

スの生産とその飼育管理という立場からみると、本甲は無菌マウス

からSPFマウスを作出する際に予め投与しておく細菌の一つに加

える必要があろう。
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Significance　o　f　1iLtR！e2zg2｛）gst　e　r　o　b　a　c　t　e　r　c　l　o　a　c　a　e　i　n　t　h　e

　intes’ヒine　of　SPF　mice　in　radiation　research

　　　　　　The　purpose　of　present　study　is　to　analyze

significance　of　Eltx1！s2zg！2gpt！s！12terobacter　g．ILggE！agoacae（；e一，．一gc．一10acae）in

　the　intestine　of　SPF　mice　in　radiation　research．

The　author　studied　（1）　the　pathogenicity　of

llL，．一g2g＠2g，gcloacae　in　mice　after　whole　body　irradiation，

〈2）　the　i　n　h　i　b　i　t　i　o　n　by　llL，．一一g一1kgas．g－gc　l　o　a　c　a　e　a　g　a　i　n　s　t　the

colonization　of　pathogenic　or　non－pathogenic

bacteria　in　the　intestine　of　mice，　and　（3）　the

influence　o　f　li；．，．nys”Lg．a．g．g．gc　l　o　a　c　a　e　o　n　t　h　e　i　n　h　i　b　i　t　i　o　n　o　f

artificial　lung　metastases　induced　by　abdorninal

irradiation　to　mice．

　　　　　Both　103　mice　excreting　一E．．cloacae　in　their

feces　and　93　mice　being　free　of　Enterobacteriaceae

were　i　r　r　a　d　i　a　t　e　d　w　i　t　h　8．62　G　y．　E．，．s：lgggac　l　o　a　c　a　e一一positive

mice　died　earlier　than　negative　ones．　All　the

positive　mice　died　by　30　days　after　irradiation，

but　7－32g　of　the　negative　mice　survived　30　days　or

over・　　　E・cユoacae　was　isolated　from　the　pos・ピーmortem

samples　of　heart　blood　in　57／67　positive　mice，　but

was　not　in　any　of　the　negative　mice．　Pseudomonas

BtN9－IL1！g－IA．9AE31L（IPEI．＝9S1．Y9一“！LgEga　），　which　i　s　u　s　ually

associated　with　the　unexpectedly　early　deaths

after　irradiation，　was　not　detected　in　dead　mice．

The　LDso／30　of　11一：．一g！ggs2g12cloacae－positive　mice　was　7．5＋O．1

Gy，　whereas　that　of　the　negative　mice　was　8．22＋O．11
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Gy．　　After　irradiation　wit二h　33．5　Gy，　all　E．cloacae－

positive　mice　died　on　day　6，　whereas　no　negative

ones　died　by　day　6．　The　negative　mice　of　20　out　of

21　died　on　day　7　and　the　remaining　l　on　day　8．　工t

is　concluded　that　cont二amination　with　E．cloacae　is　a

potential　modifier　in　experiments　to　rneasure

radiation　！ethality．

　　　　　　The　author　analyzed　the　significance　in

radiation　lethality　experiments　of　colonization

wit二h　　the　　non－pathogenic　　Enterobacte：riaceae，　　that

is，　Escherichia　coli（E．coli・），Klebsiella　R．旦夕幽

（！tS＝．｝2pgig11gu．iggu　）and　lZiti　g　gsusoteus　y．ulLggi12．si　（1tl．　zy！！ggx．igi　）e

　　　　　　　　　Whole一一body　irradiation　with　8．62　Gy　or

33．5　Gy　was　delivered　t二〇　mice　having　3　different

flora；　i．e．　mice　free　from　Enterobacteriacaea，　mice

contaminat二ed　with　：E．cloacae，　and　mice　inoculated

with　；S2．一g－g－iL；Lcolir　．K．一一1一pn．．eunoniae　or　P．vulqaris．　The

mortality　pattern　of　Enterobacteriaceae－negative

mice　showed　a　marked　difference　from　all　the　3

con‘ヒaminated　ones．　　　　No　clear　differences　were

observed　among　the　infected　groups．　The　LDso／30　Of

Enterobacteriaceae－negative　mice　was　8．22　Gy，

whereas　those　of　liL：・一g112si1sasc　！l　o　a　c　a　e一，　E＝・．ggL2，c　o　l　i一，　！tS＝．｝2112Y！119PELA　－

r　ltEl＝yyLiLgAx．1－gtv　1　一positive　m　i　c　e　w　e　r　e　7．50，　7．64，　7．57　o　r

7．70　Gy，respectively・　LDso／30　Of
Enterobacteriaceae－positive　rnice　was　similar　to

that　of　conventional　mice．　All　4　non－pathogenic
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Enーヒerobacteriaceae　had　▽ery　similar　det二rimental

effects　on　mice　aft二er　lethal　irradiation．

　　　　　Bacterial　species　in　intestinal　flora　possess

two　opPosite　func『ヒions；i・e・，hazardous　pathogenicity

to　host　animals　and　proヒec’ヒive　barrier　　against

other　pathogenic　or　non－pathogenic　bacteria．　The

aut：hor　invest二igated　ba：rrier　effects　of　　　E．cloacae

against　　『ヒhe　co！onization　of　Enterobacteriaceae　or

王幽≧旦皇　　in　the　intestine　of　SPF　mice．

　　　　First，IE．．一gELgggg，gc　l　o　a　c　a　e－monoassociated　gnotobiotic　mice

were　orally　inoculated　with　non－pathogenic　E．coli

or　P．aeru　inosa．　　　E．cloacae　did　not　inhibidヒ　t二he

colonization　of　these　bacteria．　Second，　E．cloacae－

posit二ive　limited　flora　mice　were　inoculated　with

E．coli。　The　inoculat二ed　organisms　successfully

colonized　in　the　intestine．　The　number　of　the

organisms　in　feces　was，　however，　！ess　than　that　in

E．cloacae－negative　limit二ed　flora　mice．　　Third，　the

colonization　resistance　executed　by　一E．．．cloacae　was

further　exarained　in　the　complicated　intestinal

flora・　　Enterobacteriaceae－negat二ive　　or　　E．cloacae＿

positive　SPF　mice　were　inocuiated　with　pathogenic

or　non－pathogenic　EL，．．gg2，ELc　o　l　i　and　2tR＝gs22zyLgLngEga　u　・　A　U

the　orqanisms　inoculated　‘ヒ。　negative　mice

successfully　colonized　in　the　intestine　over　a

month，　whereas　　t二he　organisms　inoculated　to

posit二ive　mice　were　eliminated　from　the　intestine

within　2－3　weeks．　From　these　results，　it　was
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suggested　tha’ヒ　E．cloacae　in　the　complicated　f：Lora

inhibited　the　colonizat二iOn　of　E．coli　and

P．aeruqinosa．

　　　　We　have　previously　reported　that　abdomina！

irradiation　prior　to　i．v．　injection　of　syngeneic

fibrosarcorna（NFSa）　cells　reduced　metastases　in

lung．　The　phenomenon　is　termed　abdominal

irradiation－induced　inhibition　of　lung
met二astases，or　AIR工M．　The　author　defined　an

intest二inal　organism　that　is　＄pecific　for　A工R工M，　and

in▽e＄tigat二ed　the　role　of　abdominal　irrad　．i　・a　tion

aqainst　the　inhibition　of　tumor　metast二asis．

　　　　Abdorninal　irradiation　failed　to　inhibit　lung

metastases　in　germ－free　rnice　while　lung　metastases

were　inhibited　by　abdominal　irradiat二ion　in　normal

SPF　mice．　　To　ident二ify　enteric　bacteria　inducing

the　phenomenon，　SPF　mice　received　either　gentarnicin

alone　or　a　cocktail　of　3　antibiotics．　rn　the

intestine　of　SPF　mice，　gentamicin　eliminat二ed
liL：・MglLgA．gg．si｝c　l　o　a　c　a　e　and　sS2y：g｝2vegg－g．gJ，！一st　t　u　s　Eggt－ggiL！uge　c　i　u　m（Sin：．一1．gg－gMiggf　a　e　c　i　u　m）．

Ei『ヒher　of　these　antibio『ヒic　treatments　abolished

AIRIM，　suggesting　that二　E．cloacae　and　S．faecium　are

indispensable　for　AIR工M．　　Germ－free　mice　were

monoassociated　wit二h　one　of　the　following　bacte：ria

3一・4　weeks　before　abdominal　irradiat二ion，　E．cloacae，

S．faecium，　　Bifidobact二erium　　adolescentis，　　E．coli．

A工RIM　was　　observed　only　in　mice　monoassociat二ed
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with　ll．，．．s2．iLgg，ga－gc　l　oacae．　F　rom　t　hese　r　e　sults，　i　t　became

clear　that　IE1ny，．一glgs！ggsc　l　oacae　．was　the　organism　i　nducing

Aコ：RIM．

　　　　　In　SPF　mice　tha『ヒ　received　12　Gy　of　abdominal

irradiation，　liL，．一glLg－itgg－gc　l　o　a　c　a　e　rn　u　l　t　i　p　l　i　e　d　i　n　c　e　c　a　l

contents，　adhered　ヒ。　mucous　membranesr　invaded　t二he

cecal　wall，　and　translocated　to　the　mesent二eric

lymph　nodes．　liL，．一gELgg，ggs！cloacaermonoassociated　gnotobiotic

mice　developed　fewer　metastases　than　germ－free

mice，　and　the　reduction　was　further　enhanced　by

abd。minal　irradiati。n・When　SPF　mice　were　inゴected

with　v　i　a　b　l　e　o　r　k　i　l　l　e　d　11．，．一g－Lgg－s2s！．gc　l　o　a　c　a　e　i　n　p　l　a　c　e　o　f

abdominai　irradiation，　the　num，ber　of　lung

met二astases　was　significantly　reduced．　The　　author

concluded　that　abdominal　irradiation　caused　the

inva　s　i　o　n　o　f　IE一．．　glggs2gsc　l　o　a　c　a　e　f　r　om　t　h　e　rn　u　c　o　u　s　m　e　m　b　r　a　n　e　o　f

the　intestine，　which　in　turn　inhibited　formation　of

the　lung　metastases．

　　　　　These　data　presented　here　indicate　that

E．cloacae　is　playing　’important　roles　in　t二he　field

of　radiation　research．　　工t；　is　sugges『ヒed　that

liL：・sl．ggsiLgcloacae　should　be　given　to　the　mice　in　the　early

stage　after　birt二h，　when　SPF　mice　are　produced　from

gerrn－free　stock．
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