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口腔内より分離したE荻θηθ砺cowγo∂θηsの生化学的

性状と薬剤感受性

本田　寿子　　田近志保子　　高橋　義和

　　　　浜田　　育男　　金子　　克
岩手医科大学歯学部口腔微生物学講座＊（主任：金子　克教授）

〔受付：1984年1月21日〕

　抄録：E硅θ〃θ〃αcorro4εη5｝よ口腔常在微生物の1種で，骨髄炎1），心内膜炎2’3）など，疾患からの分離

報告があり，最近では歯周疾患との関連性が話題になってきている。

　私たちは歯周疾患との関連性を検討することを目的として，口腔内より　E．corro4εη5の分離を試み，

その生化学的性状検査と薬剤感受性試験を行った。

　歯周疾患の認められない学生66名の歯垢から25株（37．9％），唾液から1株（1．5％），歯周疾患患者28名

の歯肉溝滲出液から10株（35．7％）計36株のE．co〃04拠sを分離した。また3種類の培地（血液寒天培

地，Chocolate寒天培地，　Todd－Hewitt寒天培地）と4種類の培養法（嫌気培養，10％CO、培養ローソ

ク培養，好気培養）でE．‘orro4εη5の培養条件を検討したところ，培地はKNO321ng／ml，　hemin　10

μg／m1を添加した血液寒天培地が優れており，培養条件は嫌気培養，10％CO2培養，ローソク培養いずれ

の方法でもよい成積を得たが，好気培養法では発育が悪かった。

　E．co〃04θπs分離株をglucose無添加Heart　infusionブイヨンと91ucose　3％添加Heart　infusion

ブイヨンで培養したところ，glucose無添加Heart　infusionブイヨンでは壁固着性がみられたが，3％

glucose添加Heart　infusionブイヨンでは壁固着性が抑制されることがわかった。またE．τo〃04εη5分

離株36株についてペニシリソ系薬剤6剤，セフェム系薬剤15剤，Clindamycin，　Erythromycin，　Amikacin，

Chloramphenicol，テトラサイクリン系薬剤2剤，　Fosfomycin，　Azthreonamの計29剤を用い最小発育阻止濃

度を測定した。その結果，ペニシリン系薬剤にはすべて感受性を示し，セフェム系薬剤の中ではLatamoxef，

Ceftizoxime，　Cefotaximeに高い感受性をCephalexin，　Cefroxadine，　Cefadroxi1には耐性を示した。ま

たAmikacin，　Clindamycin，　Fosfomycinには耐性を示した。

Key　word8：Eikenella　corrodens，　susceptibility　to　antibiotics，　adherence．

緒 言

　E泌θηε”αcoプro4εη5は口腔常在微生物の

1種として知られており，骨髄炎1），心内膜炎2’3）

の起炎菌として，また肺炎，肺膿瘍4），膿胸5），

原発性肺癌の，眼窩蜂巣炎7）などから分離報告

がされている。また最近では鶴蝕と共に口腔内

の2大疾患といわれる歯周疾患とE．coττ04εηs

の関連が話題になってきている8’”1°）。

　私たちはE．coプτo∂εηぷと歯周疾患との関

連性を検討することを目的として歯周疾患の認

められない学生と歯周疾患患者の口腔内から

E．corτ04θ川の分離を試み，さらにその生化

学的性状検査と薬剤感受性試験を行ったので報

告する。

Biochemical　characteristics　of　E舗επεZ1σεorグ04θηs　from　human　oral　cavity　and　susceptibility　to

antibiotics
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　（Department　of　Microbiology，　School　of　Dentistry，　Iwate　Medical　University，　Morioka，020）

＊岩手県盛岡市中央通り1丁目3－27（〒020）　　　　　　D6励．」．1w碗εMθ4．ση‘η．9：31－39，1984



32

実　験　方　法

1　材　　料

　歯周疾患の認められない学生66名から歯垢と

唾液を，歯周疾患患老28名からは歯肉溝滲出液

を採取し，材料とした。

2．培　　地

　1）血液寒天培地（Trypticase　soy寒天

（TS寒天）　〔BBL〕1000ml，　KNO329，

hemin　10mg，ヒト保存血50m1），2）Todd－

Hewitt寒天培地　．（Todd－Hewittプロス

（T－Hプロス）　〔BBL〕1000ml，　KNO32

g，hemin　10mg，寒天159），3）チョコレ

ー ト寒天培地（TS寒天1000ml，　hemoglobin

109，Bacitracin　150mg），4）分離用培地：①

Clindamycin加血液寒天培地（血液寒天培地

1000m1，　Clindamycin　5　mg），②Clindamycin

加T－H寒天培地　（T－H寒天培地1000ml，

clindamycin　5　mg），5）増菌用培地（T－H

ブイヨン1000ml，　KNO329，　hemin　10mg），

6）糖分解用基礎培地（PYP基礎培地〔ニツ
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スイ〕1000ml，　KNO329，　hemin　10mg），

7）硝酸塩ブイヨン（beef　extract　39，

peptone　59，　KON319，　hemin　10mg，

蒸留水1000ml），　8）オルニチン脱炭酸培地

（Mφller培地：peptone　pepsin　5．09，　beef

extract　5．09，91ucose　O．59，1．6％bromcre－

solpurple液2．5ml，　pyridoxal　5．　Omg，

KNO3　29，　hemin　10mg，　L－ornithine

monohydrochloride　10　g，蒸留水1000ml），

9）インドールテスト用培地（L－tryptophane

19，1／15M　phosphate　buffer　1000ml，　KNO3

29，hemin　10mg），10）尿素培地（K2HPO4

19，KH2PO419，　Nac159，　phenol　red

O．1mg，　KNO329，　hemin　10mg，蒸留水900

ml，20％urea液100ml）．

3．E．　corro4θη5εの分離と同定

　無菌的に採取した材料を滅菌生理食塩水で

10’2，10’3に希釈し，その0．1mlをClindamycin

加血液寒天培地とClindamycin加T－H寒天

培地に接種し，37°C，48時間，嫌気培養法，お

よびローソク培養法を行った。この分離用培地

Table　1 Biochemical　characteristics　of　Ei為θηθ〃αωrro∂εηs，

αCZ仇oηZlycετθ沈coηz‘’αη3　and　Hαθ仇呼碗ψ512）

／1Cτ仇05αCゴ〃μ3

Tests E．corグ04θπ3
A．αcτ抗o仇ツcε一

Zε〃ZCO7ππαη5
H・・』カん諏・琵溜吻乃「ぴ

Porphyrin　test 十 十 十 十

NAD　requirement 一 一 一 十

ONPG 一 一 十 十

Nitrate　reduction 十 十 十 十

Cata】ase 一 十 一 一

Oxidase 十 一 一 一

Acid　from

glucose
一 十 十 十

sucrose 一 一 十 十

Iactose
一 一 十 十

maltose
一 十 十 十

mannitol
一 一 一 一

xylose
一 一 一 一

Ornithine　decarboxylase 十 一 一 一

Indole
一 一 一 一

Urease
一 一 一 一

十：posltlve　reactlon

－ ：negatlve　react10n
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に発育したコロニーについてグラム染色をし，

グラム陰性桿菌であることを確認して，ONPG

テスト（β一galactocidaseテスト），　glucose分解

テストでいずれも陰性のコロニーを選び，類似

のHaemophilus属菌，　A6zゴη06αc‘〃μ∫α6zツ

ηo沈ツ6θzθ沈co硫施η∫を鑑別した。このように

して分離したコロニーについて，さらに硝酸塩

還元性，糖分解能など13種類の生化学的性状を

検討し，E．τorro4θηsと同定した12）（表1）。

4．生化学的性状検査

　増菌用培地で培養したものを被検菌として用

い，培養はすべて37°C，ローソク培養法で行っ

た。

1）ONPGテスト（β一galactocidaseテスト）

　ONPG　（o－nitrophenyl一β一D－galactopyra・

noside）ディスク（ニッスイ）を用いた。　ONPG

ディスク1枚を小試験管にとり，滅菌蒸留水1

1nlを加え，これにT－H寒天培地に培養した

被検菌1白金耳を接種し，48時間培養後，液が

黄色になったものを陽性とした。

2）硝酸塩還元テスト

　被検菌1白金耳を硝酸塩ブイヨンに接種し，

5日間培養後，スルファニル酸試薬0．5mlと

悟ナフチルアミン試薬0．5mlを培養液に加

え，赤変したものを陽性とした。

3）カタラーゼテスト

　3％H、0、を白金耳で1滴スライドグラスに

のせ，被検菌1白金耳を混ぜ，気泡が生じたも

のを陽性とした。

4）オキシダーゼテスト

　Kovacの方法11）に従い，1％tetramethylpa・

radiaminedihydrochloride液をろ紙に1滴し

みこませ，その上にT－H寒天培地に培養した

被検菌を白金耳で塗り，5～10秒後に暗紫色に

変ったものを陽性とした。

5）糖分解テスト

　糖分解用基礎培地にghlcose，　sucrose，1acto－

es，　maltose，　mannito1，　xyloseを1％に加え

て用い，被検菌1白金耳を接種し，培養後，7

日間まで観察し，培養液が上層から黄変したも

のを陽性とした。
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6）オルニチン脱炭酸テスト

　オルニチン脱炭酸培地に被検菌1白金耳を接

種し，24～48時間培養後，培養液が紫色に変っ

たものを陽性とした。

7）インドールテスト13’1＋）

　インドールテスト用培地に被検菌を1白金耳

接種し，24時間培養後，Kovac試薬を滴下し，

培養液上層部が赤変したものを陽性とした。

8）ウレアーゼテスト

　尿素培地に被検菌1白金耳を接種し，24時間

培養後，培養液が赤変したものを陽性とした。

6．培養条件の検討

　血液寒天培地，T－H寒天培地，チョコレー

ト寒天培地の3種類の培地にE．corro4θηぶ5

株を101～107まで階段希釈したものを5μ1ずつ

接種して，これを嫌気培養，10％CO2培養，

ローソク培養，好気培養の4つの培養法で比較

検討した。

7．培地中のGlucoseの有無と壁固着性

　Heart　infusionブイヨン（HIブイヨン〔ニ

ッスイ〕）に3％にglucoseを添加したものと

無添加の培地に，分離したE．co〃04θηs　36株

を1白金耳ずつ接種し，37°Cで嫌気培養，10％

CO、培養，ローソク培養の3つの方法で行っ

た。壁固着性の判定は試験管壁に付着した菌体

の量を肉眼的に観察し，その程度を一，＋，＋，

柑と表わした。

8．薬剤感受性試験

1）供試菌株

　分離したE．coττo∂θη∫θ36株を用いた。

2）培　　地

　化学療法学会最小発育阻止濃度測定法15），ホ

スホマイシン抗菌力測定法16）に基づき，増菌用

にはKNO321ng／m1，　hemin　10μ9／mlを加

えた感受性測定用ブイヨン（ニッスイ）を，平

板培地にはKNO，21ng／ml，　hemin　10μ9／m1

を加えた感受性測定用寒天培地（ニッスイ）を

用いた。なお，ボスホマイシンには指定された

普通ブイヨン（栄研）と，普通寒天（Difco）に

KNO32mg／ml，　hemin　10μ9／mlを加えたも

のを用いた。
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3）使用薬剤

　ペニシリン系薬剤として　Benzylpenicillin

（PCG），　Amoxicillin（AMPC），　Talampicillin

（TAPC），Piperacillin（PIPC），Bacampicillin

（BAPC），Mezlocillin（MZPC），セフェム系薬

剤としてCephaloridine（CER），　Cephalexin

（CEX），Cefaclor（CCL），Cefroxadine（CXD），

Cefoxitin（CFX），　Cefmetazole（CMZ），　Cefo・

tiam（CTM），Cefuroxime（CXM），Cefoperazo－

ne（CPZ），　Ceftizoxime（CZX），　Latamoxef

（LMOX），　Cefadroxil（CDX），　Cefamandole

（CMD），　Cefatrizine（CFT），　Cefotaxime

（CTX），その他Clindamycin（CLDM），　Ery・

thromycin（EM），　Amikacin（AMK），　Chlora・

mphenico1（CP），　Tetracycline（TC），　Mino・

mycine（MINO），Fosfomycin（FOM），Azthre－

onam（AZT）の計29剤を用いた。

4）最小発育阻止濃度（MIC）の測定法14）

　増菌した菌液を106CFU／mlに調整し，ミク

ロプランター（佐久間）を用い，5μ1ずつ接種

し，37°C，ローソク培養法で，48時間培養後に

MICを判定した。

結
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果

1．E．　corro4θηぶの分離

　歯周疾患の認められない学生66名の歯垢から

25株（37．9％），唾液から1株（1．5％），歯周疾

患患者28名の歯肉溝滲出液から10株（35．7％），

計36株のE．cOrro4εη∫を分離した（表2）。

2．E．　corプ04εη5の生化学的性状

　分離したE．corプ4θηs　36株について生化学

的性状を調べたところ，すべての株が硝酸塩還

元陽性，カタラーゼ陰性，オキシダーゼ陽性，

糖類（91ucose，　sucrose，1actose，　maltose，

manitol，　xylose）からの酸産生は認められず，

ONPG陰性，オルニチン脱炭酸酵素陽性，イ

ンドール陰性，ウレアーゼ陰性であった。

3．培養条件の検討

　培地，培養法別にE．COブro4επ5の発育を検

討すると，好気培養法では血液寒天地で5株中

3株が101希釈での発育がみられたのみで，チ

ョコレート寒天培地，T－H寒天培地では発育が

みられなかった。嫌気培養法では血液寒天地，

T－H寒天培地で5株すべてが104～106希釈ま

での発育で，チョコレート寒天培地では5株中

1株が101希釈での発育をみたのみで他の4株

Table　2　1solation　of　E．‘07ro4θη5　in　human　oral　cavity

Subject lM・・・…1

Healthy　students

Patients　with　periodontitis

Dental　plaque

Saliva

Gingival　fluid

N・m・・・…am・1・IN・m・・・・・…1…d・……・…（％）

∠
U
∠
U
8

6
∠
U
2

25　（37．9％）

1（1．5％）

10（35．7％）

Table　3　Growth　of　E．　corro4θηs　under　some　conditions　of　cultivation

Cultivation

Y16

Y24
Y22

Y24
Y25

Anaerobic（Gas　Pak）

Blood　Chocolate　T・H＊a

agar　　　agar　　　agar

106

106

106

104

106

　

㌔

∬

一

106

105

106

104

104

10％CO2

Blood　Chocolate　T・H

agar　　　agar　　　agar

106

105

106

104

104

104

105

105

104

104

102

101

101

Candle　jar

Blood　Chocolate　T・H

aga「　　　agar　　　agar

106

106

106

104

104

105

104

104

104

104

102

103

102

102

102

Aerobic

Blood　Chocolate　T－H
agar　　　agar　　　aga「

101

101

101

＊a：Todd－Hewitt　agar

＊b：no　growth
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Table　4　Effect　of　glucose　on　adherence　of　E．　coτro4θηぷ（under　10％CO2）

Adherence

in　broth　without　glucose in　broth　with　glucose

Number　of　strains

一＊a 6

十＊b

冊

2
」
ズ
」
∩
フ

十 13

＊a　：no　adherence

＊b：degree　of　E．　60rro4θη5　adhering　to　tube

は発育しなかった。10％CO2培養法では血液寒

天培地，チョコレート寒天培地とも104～106希

釈までの発育したが，T－H寒天培地では5株中

3株が101～102希釈での発育で他の2株は発育

しなかった。またローソク培養法では血液寒天

培地，チョコレ／一ト寒天培地とも104～106希釈

までの発育でしたが，T－H寒天培地では5株す

べてが102～103希釈での発育であった（表3）。

4．培地中のGlucose有無と壁固着性

　分離したE．corro4εη536株について10％

CO、培養法で壁固着性を調べるとglucose無

添加HIブイヨンで壁固着性が認められた30株

のうち，3％glucose添加ブイヨンで壁固着

性を消失した株が17株，また固着の程度が明ら

かに減少した株が13株あった。　またglucose

の有無に関わらず壁固着性を示さない株が6株

であった（表4）。この成績は嫌気性培養法，

ローソク培養法でも同じであった。

5．薬剤感受性

　ペニシリン系薬剤は図1にみられるように

PIPC，　MZPCのMIC　100％は0．78μ9／mlであ

り，AMPC，　TAPC，　BAPCのMIC　100％は

1．56μ9／ml，　PCGのMIC　100％は3．13μ9／ml

であった。

　セフェム系薬剤についてはLMOX，　CTX，

CZXに対する感受性が非常に高くMIC100％が

それぞれ0．05μg／ml，0．1μg／ml，0．1μg／mlで

あった。CFX，　CMZ，　CTM，　CPZのMIC

100％は0．78μg／ml，1．56μg／mlであり，高い

感受性を示した。CER，　CCL，　CXMでは感受

性が低くMIC100％は12．5μg／ml，6．25μg／ml

であり，CMD，　CFT，　CEX，　CXD，　CDXの

MIC　100％は12．5μ9／mlとなり耐性であった

（図2）。

　CPのMIC　100％は0．78μg／mlであり感受性

が高かった。TC，　MINO，　AZTはそれぞれ

のMIC　100％が1．56μ9／m1，3．13μ9／ml，1．56

μ9／m1であった。　AMK，　FOMにはやや耐性で

あり，EM，　CLDMではMIC100％が50μ9／m1，

200μ9／mlにあり，耐性であった（図3）。
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Fig．3　Susceptibility　of　E．　corro4θηぷto　Tetracyc】ines，　Erythromycin，

　　　Amikacin，　Clindamycin，　Chloramphenicol，　Fosfomycin　and　Azthreonam

考 察

　E．corro4εη∫は骨髄炎’），心内膜炎2’3）など

の起炎菌として報告されており，また近年，歯

周疾患8’9’1°）にも深い関わりをもつ菌として注

目されてきているが，細菌学的にはコロニーが

小さく，見にくいこと，発育が他の菌より遅い

ため，他の優勢な菌におおわれてしまうなど，

不利な条件があった。

　Sleeら17）はこうしたE．　corτ04θη∫の特徴

をふまえ，T－H寒天培地にclindamycin　5

μg／mlを添加することで他の細菌の発育を抑え
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られると報告している。私たちはclindamycin

の他にE．coプτ04θη5の発育を促進させる目

的で，KNO3，　heminを添加18）した血液寒天培

地を用いて，よい成績を得た。また血液寒天培

地，T－H寒天培地，チョコレート寒天培地に

おけるE．coアro4θη5の発育の検討結果から

も血液寒天培地が最適であること，培養法では

嫌気培養，10％CO、培養，ローソク培養のいず

れの方法でも差のないことがわかった。

　そこで私たちは，血液寒天培地を用い，ローソ

ク培養法で歯周疾患の認められない学生66名の

歯垢から25株（37．9％），唾液から1株（1．5％），

歯周疾患患老28名の歯肉溝滲出液から10株（35

．7％）のE．corro4εη5を分離したが，両者

間には差はみられなかった。歯周疾患とE．

corτ04θη∫についてはNewmanらlo）が歯周

疾患患者の歯肉溝滲出液からE．corro4εη∫

を分離し，歯周疾患との関連について報告して

おり，Jonsonら8），　Behlingら9）は動物実験で

E．corro4εηsが無菌ラットに歯槽骨吸収をと

もなった歯周疾患をひきおこしたことを報告し

ている。このようにE．corro4εヵ5と歯周疾

患の関連性が話題になりながら健康者と歯周疾

患患者におけるE．coτro∂εη5の実態について

は，Goldsteinら19）の健康者と口腔疾患患者歯垢

中のE．corro4■π∫の分布には差がなかったと

いう報告のみで，歯周疾患とE．60ττ04εヵぶの

関連性についての報告は少ない。

　生化学的性状についてBottoneら2°）はE．

corro4¢η5をglucoseブイヨンで培養した場

合，均一に混濁した発育を示す株と試験管壁に

固着し，混濁せずに発育を示す株があることを

報告しているが，私たちの実験結果では壁固着

性は単に株間の相違ではなく，glucoseの添加

で抑制されることが明らかになった。

　またYamazakiら21）はglucose，　galactose，

mannoseを含むブイヨンで培養したE．　co・

アグ04θη∫は頬粘膜への付着が抑制されると報

告しており，試験管壁への固着，粘膜への付着

にglucoseが関与していることを示唆してい
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る。これらのことにっいては今後検討していき

たい。

　E．corro4θη5の薬剤感受性についてGold’

steinら22’23）はPCG，　AMPC，　CTX，　CFXに

高い感受性を示しBAPC，　CDX，　CMDには

感受性が低く，抵抗性を示すと報告している。

私たちの得た成績ではペニシリン系薬剤にはす

べて感受性を示し，セフェム系薬剤の中では藤

井2‘）の分類による5群に属するLMOX，　CZX，

CTXが非常に高い感受性を示したが，3群に

属するCEX，　CXD，　CDXには耐性であった。

またAMK，　CLDM，　FOMに対しては耐性で

あった。なお，健康者と患者由来のE．60τro・

∂θη5株間には生化学的性状，薬剤感受性試験

の成績で差は認められなかった。

結 論

　歯周疾患の認められない学生66名の歯垢と唾

液，歯周疾患患者28名の歯肉溝滲出液からE．

corro4εη5の分離を試み，歯垢から25株（37．9

％），唾液から1株（1．5％），歯肉溝滲出液か

ら10株（35．7％）を分離した。また培養条件を

検討したところ，KNO3，　heminを加えた血液

寒天培地で嫌気培養，10％CO2培養，ローソク

培養のいずれの方法でも良い成績が得られた

が，好気培養法での成績は悪かった。

　E．60rプo∂ε刀5がブイヨンで発育するさいに

みられる壁固着性に対するglucoseの影響を

検討したところ，3％glucoseの存在下で壁

固着性が抑制される事が明らかになった。

　E．coアro4．η5分離株36株についてペニシリ

ン系薬剤，セフェム系薬剤，CLDM，　EM，

AMK，CP，　TC，　MINO，　FOM，　AZTの計

29剤に対するMICを測定したところ，ペニシ

リン系薬剤にはすべて感受性で，セフェム系の

中ではLMOX，　CZX，　CTXに高い感受性を

示したが，CEX，　CXD，　CDXには耐性であ

った。またAMK，　CLDM，　FOMには耐性
を示した。
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　　Ab8tract：It　has　been　reported　that　E椛θπε〃ε‘orro4επぶwas　isolated　from　various　infections

containing　osteomyelitis　and　endocarditis．　In　addition，　E．　corro4θπ5　has　been　known　to　be　in・

volved　in　periodontal　desease．　The　fact　has　beg皿to　arise　considerable　attention．

　　We　investigated　the　biochemical　characteristics　and　susceptibility　testing　of　isolated　E．　corro∂eηs

which　is　one　of　oral　microbia】flora．

　　We　isolated　25　strains　of　E．co”04εη5（37．9％）from　dental　plaque　of　66　students　with　healthy

gingiva，　one（1．5％）from　saliva　of　them，　and　10（35．7％）from　gingiva　fluid　of　28　patients　with

periodontal　desease．

　　We　observed　the　growth　of　E．　corア04επ50n　three　media（blood　agar，　chocolate　agar，　and

Todd－Hewitt　agar）through　four　methods　of　cultivation（anerobic　cu】ture　method，10％CO2　culture

method，　candle　jar　method　and　aerobic　culture　method）．　BIood　agar　supP［emented　with　KNO3

2mg／ml，　and　hemin　10μg／ml　was　better　suited　to　the　cultivation　of　E．‘oτro4θη∫than　other

medium，　by　all　the　methods　but　aerobic　culture　method．

　　E．ε07rodθ驚5　adhered　to　tube　in　broth　containing　no　glucose，　but　not　in　broth　containing　3％

glucose．　The　resu】ts　suggested　that　inhibit　adherellce　of　E．　corro4θ刀s．

　　The　susceptibility　of　36　strains　of　E．εo”04θη5　was　determined　to　29　antibiotics．　All　strains

were　very　susceptible　to　Penicillins，　and　LMOX，　CZX　and　CTX　among　cephems．　On　the　other

hand，　they　were　resistant　to　CEX，　CXD，　CDX，　AMK，　CLDM　and　FOM．
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