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血液培養から CO2要求性 Escherichia coli が分離された 1 症例
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CO2要求性 Escherichia coli による敗血症を経験した。症例は 79 歳 男性。総胆管結石性胆
管炎による敗血症を発症し，血液培養よりグラム染色にてグラム陰性桿菌を認めた。好気培養
では発育せず，CO2ガス環境下での培養にて発育するグラム陰性桿菌が検出された。MicroScan
WalkAway 96SI（シーメンスヘルスケア・ダイアグノスティクス）を用いた NBP6.23J パネル
による同定・薬剤感受性検査では，菌の発育が観察されず結果を得ることが出来なかったた
め，5％CO2ガス環境下での生化学的性状検査や，質量分析装置 MALDI-Biotyper（ブルカー
ダルトニクス），16S rRNA 遺伝子学配列による同定検査を行った結果，E. coli と同定された。
また，薬剤感受性試験についても 5％CO2ガス環境下にて実施したところ，各種抗菌薬に対す
る感受性試験判定が可能となった。

グラム染色にて菌は観察されるが，好気培養にて菌が発育してこない場合には CO2要求性
small-colony variants による感染の可能性を念頭において検査を実施する必要がある。
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序 文
Small-colony variants（SCVs）とは，何らかの原因

で代謝が不活性な状態になり，発育の遅延や，コロ
ニーの極小化といった変異を生じた株の総称である。
SCVs はその非典型的なコロニー性状や，発育の低活
性による典型的生化学的性状の消失等により，見落と
されたり，誤同定される可能性が指摘されている。
SCVs には通常のコロニー性状を示さない特徴以外に
も，ヘミン要求性 Staphylococcus aureus１）やチミジ
ン依存性 S. aureus２）や Methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus３）などの栄養要求性の変異株，カタラー
ゼ陰性 Citrobacter freundii４）や Escherichia coli５）など
の生化学的性状の変異株，発育に CO2を要求する

MRSA６）や Klebsiella ozaenae７），Proteus mirabilis８）な
どの様々な変異株が報告されている。

E. coli に関する SCVs の報告は，尿路感染症由来に
よる報告が最も多く９）～１１），糞便１２），慢性人工股関節感
染症１３）や血液由来５）等からも報告されている。SCVs の
発現原因には，抗菌薬持続投与の影響等が考えられて
いるが，SCVs の報告例は少なく，詳細な代謝経路異
常については未だ解明されていないものが多い。ま
た，現在の臨床検査における細菌同定試験は生化学的
性状試験によるものが主流のため，SCVs が誤同定さ
れる可能性を否定できない。

今回，筆者らは血液培養より CO2要求性の E. coli
を分離した症例を経験したので報告する。

症 例
患者：79 歳，男性
主訴：発熱，呼吸苦，血圧低下
既往：脳梗塞，症候性てんかん，慢性心不全，前立

腺肥大，胃瘻あり
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表 1.　入院時血液検査所見

WBC 9.4×103 /μL TP 7.2 g/dL γ-GT 399 IU/L
RBC 441×104 /μL A/G 3.3 g/dL UN 19 mg/dL
Hb 13.7 g/dL T-Bil 1.6 mg/dL CRE 0.66 mg/dL
Ht 39.5 % AST 856 IU/L eGFR 87
PLT 22×104 /μL ALT 398 IU/L Glu 101 mg/dL

LD 580 IU/L CRP 3.16 mg/dL
ALP 1,215 IU/L

表 2.　臨床経過

家族歴：特記事項なし
臨床経過：介護施設入所中。長期臥床による誤嚥性

肺炎に対して sulbactam�ampicillin（SBT�ABPC）に
よる治療を繰り返していた。2012 年 11 月に 38℃ 台
の発熱を認め，SpO2が 63％ まで低下したため，酸素
を 3 L�分で開始した。その後も発熱が続き，血圧も
83�68 mmHg と低下したため，当院に救急搬送され
た。救急外来で発熱の原因精査として，血液培養 2 セッ
トを採取し，血液検査では肝胆道系酵素の上昇を認め
た（表 1）。CT 検査で下部胆管内に結石像を認めたた
め，総胆管結石性胆管炎の診断で，精査加療のため入
院となった。本症例は，早急の内視鏡的逆行性胆管膵
管造影（ERCP）が必要と考えられたが，家族の強い
要望により温存療法が選択され，第 1 病日より tazo-
bactam�piperacillin（TAZ�PIPC）2.25 g×4�day に
よる化学療法を開始した。入院第 1 病日の救急外来で
採取した血液培養が，翌日第 2 病日に陽性となり，グ
ラム陰性桿菌が検出された。その後，解熱傾向を認め

たため，第 6 病日に sulbactam�cefoperazone（SBT�
CPZ）1 g×2�day に変更となった。第 25 病日に再度
発熱を認め，血液検査上，胆管炎の急性増悪を認めた
ため，緊急の ERCP を施行した。ERCP 施行前に採
取された血液培養 2 セット 4 本中 1 本より，第 1 病日
と同様のグラム陰性桿菌が検出された。ERCP にて総
胆管結石摘出後は炎症反応改善し，第 38 病日に提出
された血液培養 2 セットから菌は検出されず，軽快と
なった（表 2）。

培養検査法と成績
血 液 培 養 に は BacT�ALERT SN お よ び BacT�

ALERT SA ボトルを用い，自動血液培養装置は Bact�
ALERT 3D（シスメックス・ビオメリュー）にて培
養した。第 1 病日の救急外来で 2 セット採取された血
液培養は，4 本中 3 本陽性となった。グラム染色では
グラム陰性桿菌を認め，形態からは腸内細菌科が疑わ
れた。培養陽性までの時間は 17～26 時間と有意な延
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図 1.　BTB 培地を用いた培養結果（24 時間培養）

図 2.　試験管培地による生化学的性状

長は認めなかった。分離培養は羊血液寒天培地（極東
製薬）を 5％CO2ガス環境下，BTB 寒天培地（極東製
薬）を好気環境下にて 35℃ で約 18 時間培養した。羊
血液寒天培地には smooth 型で非溶血性コロニーの発
育を認めたが，BTB 寒天培地には発育を認めなかっ
た。第 26 病日の血液培養では 2 セット提出中，4 本
中 1 本が陽性となり，第 1 病日の血液培養から分離さ
れた同様の菌が分離された。

同定および薬剤感受性試験は，全自動同定感受性測
定装置 MicroScan WalkAway96SI を使用し，同定感
受性試験パネル NBP6.23J（シーメンスヘルスケア・
ダイアグノスティクス）を使用した。試験の結果，24
時間では発育を認めず，48 時間後に発育不良となっ
た。5％CO2ガス培養を行なった羊血液寒天培地に発
育し，好気培養を行った BTB 寒天培地に発育を認め

なかったため CO2要求株であることを疑い，BTB 寒
天培地に菌を接種後，5％CO2ガス培養を行なったと
ころ，乳糖分解陽性の黄色コロニーの発育を認めた（図
1）。以上より，CO2の存在が菌の発育に関与している
と考えられた。そこで TSI 培地，SIM 培地，VP 培地，
OLMI 培地，シモンズ・クエン酸ナトリウム培地（す
べて栄研化学ポアメディア）を用いた用手法による生
化学的性状確認試験を，好気環境下と 5％CO2ガス環
境下にてそれぞれ 35℃，18 時間培養を行なった（図
2）。好気培養では TSI のみに反応を示したものの，
その他は反応を示さなかった。CO2ガス環境下では
TSI（＋�＋），インドール（＋），運動性（＋），VP
反応（－），リジン（＋），オルニチン（＋），シモン
ズ・クエン酸ナトリウム（－）と E. coli 様の性状を
示した。CO2要求性の菌である事が示唆されたため，
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表 3.　5%CO2 ガス環境下における薬剤感受性結果

薬剤名 MIC
（μg/ml）判定

Ampicillin（ABPC） ＞16 R
Piperacillin（PIPC） ＞64 R
Cefazolin（CEZ） 16 I
Cefotiam（CTM） ≦8 S
Cefotaxime（CTX） ≦8 S
Ceftazidime（CAZ） ≦8 S
Cefepime（CFPM） ≦8 S
Cefpirome（CPR） ≦8 S
Cefozopran（CZOP） ≦8 S
Cefaclor（CCL） ≦8 S
Cefditoren pivoxil（CDTR-PI） ≦1 S
Cefdinir（CFDN） ≦1 S
Cefcapene pivoxil（CFPN-PI） 1 S
Cefmetazole（CMZ） ≦16 S
Flomoxef（FMOX） ≦8 S
Clavulanic acid/amoxicillin（CVA/AMPC） ≦8/4 S
Tazobactam/piperacillin（TAZ/PIPC） ≦16 S
Sulbactam/cefoperazone（SBT/CPZ） ≦16/8 S
Aztreonam（AZT） ≦8 S
Imipenem/cilastatin（IPM/CS） ≦4 S
Meropenem（MEPM） ≦4 S
Faropenem（FRPM） ≦1 S
Gentamicin（GM） ≦4 S
Amikacin（AMK） ≦16 S
Tobramycin（TOB） ≦4 S
Minocycline（MINO） ≦4 S
Levofloxacin（LVFX） ＞4 R
Ciprofloxacin（CPFX） ＞2 R
Sulfamethoxazole/trimethoprim（ST） ≦2/38 S
Fosfomycin（FOM） ≦4 S

S：susceptible　I：intermediate　R：resistant

再度同定感受性試験パネル NBP6.23J を用い，5％CO2

ガス環境下にて 35℃18 時間培養後，自動同定感受性
測定装置 MicroScan autoSCAN-4（シーメンスヘルス
ケア・ダイアグノスティクス）による試験判定を行っ
た。同定試験では E. coli（同定確率 99.9％ バイオタ
イプ 73115012）と同定され，薬剤感受性試験結果で
は ampicillin（ABPC），piperacillin（PIPC），SBT�
ABPC，levofloxacin（LVFX）に耐性（R）を示した

（表 3）。ディスク拡散法における薬剤感受性試験は，
ミューラーヒントン寒天培地（日本 BD）を用い，CLSI
に準じて菌接種し，35℃18 時間培養を行なった。好
気条件下では菌の発育を認めず判定不能であったが，
5％CO2ガス環境下では菌の発育を認め阻止円の計測

が可能となり，液体希釈法と同様に ABPC，PIPC，
SBT�ABPC，LVFX に R（耐性）を示した（図 3）。

また，質量分析装置 MALDI バイオタイパーによる
菌種同定検査と 16S rRNA 遺伝子の塩基配列による
菌種推定を行った結果，MALDI バイオタイパーでは
同定スコア 2.2 にて E. coli MB1464_1 CHB と同定さ
れ，16S rRNA 遺伝子解析においても E. coli ATCC
11775T に対し 99％（1441�1450 bp）と高い相同性を
示すことがわかった。MALDI バイオタイパーと 16S
rRNA 遺伝子による同定試験では，E. coli と Shigella
sp．を区別することはできないが，前述の生化学的性
状確認試験の乳糖および白糖の分解性から，本菌株は
E. coli であると同定された。

考 察
本症例は，CO2要求性という特徴をもつ E. coli に

よる感染症であったが，胆管炎および菌血症に特異な
臨床経過は示さなかった。本菌株は第 1 病日の血液培
養から分離され，さらに第 26 病日の胆管炎増悪時に
も血液培養から分離されたことより，本菌が生体内で
長期間感染していたと考えられた。SCVs は野生株よ
りも長期間細胞内に生存可能という報告１４）や，抗菌薬
の影響を受けにくく，再発を繰り返す治療難渋例が多
いと報告されている１１）１５）。本分離株は抗菌薬に対し比
較的良好な薬剤感受性を有していたにも関わらず，生
体内で長期間感染していた原因は，この SCVs による
治療抵抗性に起因していた可能性がある。

本分離株の分離当初，発育に CO2が必須であった
ため，同定感受性結果を報告するまでに通常よりも大
幅な時間を要してしまった。臨床検体からの菌の分離
培養方法は，施設の規模等の違いにより異なるのが現
状であり，本分離株が CO2ガス培養環境を持たない
施設で分離された場合，死菌や嫌気性菌と誤って考え
られる可能性がある。また，本分離株は，血液培養好
気ボトル SN および嫌気ボトル SA で発育し得た。血
液培養好気ボトル SN および嫌気ボトル SA 中に含ま
れるガス環境についてシスメックス・ビオメリュー社
に問い合わせたところ，濃度は教えられないとのこと
だが，それぞれの培養ボトルにはある濃度の CO2ガ
スが含まれているとの回答が得られた。ガス濃度は不
明であるが，培養ボトル中の CO2ガスが，本菌株の
発育の一因となったと考えられる。

試験管培地を用いた生化学的性状試験で，好気環境
下で TSI のみ反応を示した原因は不明であった。し
かし，5％CO2ガス環境下における，試験管培地での
生化学的性状試験や，同定感受性試験パネル NBP6.23J
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図 3.　ディスク拡散法による薬剤感受性試験（18 時間培養）

を用いた同定試験では，両者とも E. coli の性状を示
す結果が得られ，生化学的性状を必要としない質量分
析装置 MALDI-Biotyper と 16S rRNA 遺伝子配列に
よる同定試験結果と一致した。CO2要求性となった
SCVs の同定試験には，CO2ガス環境下における生化
学的性状試験や質量分析装置による同定試験，もしく
は遺伝子学的同定試験が有用であると考えられた。

薬剤感受性試験については，薬剤感受性試験に及ぼ
す CO2濃度の影響について考えなくてはならない。
薬剤感受性試験における CO2濃度が及ぼす Mueller
Hinton broth（MH broth）の pH への影響はすでに知
られており，CO2濃度上昇によって起こる pH 低下
により aminoglycoside と quinolone, erythromycin は
MIC 高値を示し，penicillin は MIC 低値を示すとされ
ている１６）１７）。宇田川らによる培養環境下の CO2ガス濃
度と MH broth の pH の関係について検討した結果で
は，CO2濃度が 5％ の場合，MH broth の pH は 72 時
間後も大きな変化は認められなかったが，CO2濃度が
15％ の場合，72 時間で pH が 0.61 低下し，clarithromy-
cin の MIC が高値となると報告している１８）。以上の報
告より，本菌株に対し実施した 5％CO2ガス環境下で
の薬剤感受性試験では，MH broth の pH への影響は
少ないと考えられ，Clinical and Laboratory Standards
Institute に準じた方法と変わらない試験結果が得ら
れたと考えられる。本菌株の LVFX に対する MIC 値
が高かったことは，キノロン耐性遺伝子 qnr の保有
や，DNA ジャイレースもしくはトポイソメラーゼ IV
の変異によるものが推測された１９）。

E. coli の発育には代謝基質として CO2の存在が必

須であり，様々な小分子の生合成や脂肪酸生合成時に
必要といわれており２０）２１）通常，菌自身の産生する CO2

を利用して様々な生合成を行なっている。大気中の
CO2濃度はおおよそ 0.038％ であり，通常の E. coli は
この大気中の CO2濃度で発育可能である。本菌株は
5％CO2濃度で発育が認められたことから，発育に必
要な CO2濃度は 0.038～5％ であることが推測され
た。この濃度を分圧に換算すると，発育に必要な CO2

分圧は 0.29～38 mmHg となる。生体内における血液
ガス中の CO2分圧は通常 35～45 mmHg であり，本菌
株の発育に必要な CO2分圧を満たすことから，生体
内において長期間感染が可能であったと推測された。

発育に CO2を要求する菌は，各種細菌の SCVs と
して少数例報告されているが，原因については未だ解
明されていない。本症例の SCVs を誘発した原因との
関連性は不明であるが，本菌分離の約 4 ヶ月前に誤嚥
性肺炎＋尿路感染症に対して SBT�CPZ 1 g×2 を 5 日
間，SBT�ABPC 1.5 g×3 を 10 日間，TAZ�PIPC 2.25
g×4 を 15 日間，延べ 30 日間の抗菌薬長期投与がな
されていた。SCVs の誘発原因として S. aureus では
gentamicin や sulfamethoxazole-trimethoprim の長期
投与の関連性３）１５）が報告されている。また腸内細菌科
でもアミノグリコシド系抗菌薬の投与との関連性が報
告４）５）されているが，本症例においてはこれら薬剤の投
与歴は認められなかった。

ルーチン検査において，塗抹陽性・培養陰性となっ
た場合，CO2要求性 SCVs の存在を考慮して検査を行
う必要がある。また，CO2要求性 SCVs に遭遇した際
の同定・薬剤感受性試験には，本症例にて実施した
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CO2ガス環境下での試験が有用であると考えられる。
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Carbon dioxide-dependent Escherichia coli isolated from a sepsis patient
with cholangitis: a case report
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Small-colony variants (SCVs) constitute a slow-growing subpopulation of bacteria with distinctive phenotypic
and pathogenic traits. Atypical colony morphology and altered biochemical profile may lead to failure in identifica-
tion of SCV strains. We here report for the isolation of an Escherichia coli SCV phenotype from a sepsis patient
with cholangitis. A gram-negative bacterium from blood culture was isolated in pure culture. Gram-negative, rod-
shaped organisms failed to grow on BTB agar incubated in ambient air. On the other hand, the isolate grew on
BTB agar under 5％CO2 gas condition. It was the typical features of a SCV. Matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry systems (Bruker Daltonics) and 16S rRNA sequencing identified the
bacterium as Escherichia coli . We failed to identify the E. coli isolate or determine its antimicrobial susceptibilities
using the MicroScan WalkAway 96SI (Siemens Healthcare Diagnostics) System because the isolate did not grow
in the system. However, we were able to obtain results of identification and antimicrobial susceptibilities by under
5％CO2 gas condition. To our knowledge, this is the first clinical isolation of capnophilic E. coli in Japan.


