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In vitroに お け る緑 膿 菌 の バ イ オ フ ィル ム の性 状 に つい て

藤巻 一雄 ・池 田 靖 ・高畑 正裕 ・保 田 隆

富山化学 工業株式会社綜合研究所*

(平成3年12月16日 受付 ・平成4年3月18日 受理)

医 療 用 テ フ ロ ン シー トを 用 い て,in vitroで 緑 膿 菌 に よ る バ イ オ フ ィ ル ム を 作 製 し た 。 電 顕

に よ り,菌 の 産 生 し たglycocalyxと 菌 体 で パ イ オ フ ィ ル ム が 形 成 さ れ て い る の が 確 認 で き

た 。 キ ノ ロ ン 系 薬 剤 のtosufloxacin(TFLX)お よ びciprofloxacin(CPFX)は,1MIC濃

度 で は 浮 遊 菌(floating cell)に 対 して 優 れ た 殺 菌 力 を 示 し,パ イ オ フ ィル ム 形 成 蘭(sessile

cell)対 し て は 菌 数 を1/10以 下 に減 少 させ た 。 しか し な が ら,ceftazidime(CAZ)はsessile

cellお よ びfloatillg cellに 対 し,1MIC濃 度 で も ま っ た く殺 菌 作 用 を 示 さ な か っ た。 次 に,

TFLXお よ びCPFXの1MIC濃 度 とerythromyicin(EM)1/4MIC濃 度 の 併 用 に よ る 生 菌

数 の 経 時 変 化,あ る い はTFLX 1 MIC濃 度 とEMお よ びclarithromycin 1μg/mlの 併 用 に

よ る経 口変 化 に お い て,sessile cellに 対 し著 し い併 用 効 果 が 認 め ら れ た が,CAZとEMを 併

用 し て も 協 力 作 用 は 認 め ら れ な か っ た。 ま たsessile cellに 対 し て,lysozyme,hyalur-

onidase,proteaseお よ びstreptokinaseの 多 糖 類 あ る い は 蛋 白分 解 酵 素 とTFLXを 併 用 し て

も効 果 は認 め ら れ な か っ た 。
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細菌はその生育条件の悪い環境においては,し ばしばバ

イオフィルムを形成し,外 部環境から身を守ることが知ら

れている。このバイオフィルムの形成は自然界における生

活環境への適応の一つと考えられるが,こ れは生体内,す

なわち感染状態においても認めることができる。血漿や各

種蛋白などの生体成分 と細菌分泌物 とあいまって形成され

たバイオフィルムという特殊な環境は,感 染時においては

白血球の貪食作用あるいは各種抗菌剤の殺菌作用への抵抗

性をもたらし,感 染症を難治化させる要因の一つとなって

いると考えられる1～3)。また,い ったん形成 された強固な

バイオフィルムに対しては,た とえば泌尿器科領域におけ

るカテーテルの物理的除去あるいは外科的処置が施される

が,効 果的な化学療法が期待されているのも事実である。

今回我々は,こ の生体内バイオフィルムに対する化学療

法の可能性を模索するため,in vitroに おいて形成された

緑膿菌性バイオフィルムを用いて基礎的検討を試みた。

I.実 験材料および方法

1.菌 株

臨床分離の呼吸器由来株 であるPseudomonas aer-

uginosa S-827株 を用いた。

2.薬 剤および試薬

Tosufloxacinお よびerythromycin(TFLXお よび

EM,富 山 化 学工 業),ciprofloxacin(CPFX,バ イ

エル薬品),ceftazidime(CAZ,日 本 グラクソ)お よ

びclarithromycin(CAM,大 正 製薬)を 使 用 した。

多糖類あるいはタンパ ク分 解酵素 としてlysozyme,

hyaluronidase(type I-S),protease(type IV)お よ

びstreptokinase(い ずれ もSigma)を 使用 した。

3.MIC測 定

最小発育阻止濃度 は,日 本化学療法学会標準法4)に

従い寒天平板希釈法お よび液体希釈法 にて測定 した。

すなわ ち,液 体希釈法 は試験 菌 をMueller Hinton

broth(MHB,Difco)で 一 夜培養 し,同 培地で1041

CFU/mlと な るように希釈 し,そ の希釈菌液4 .5ml

と2倍 希釈系列 の薬液0.5mlを 混 合 し,37℃,18時

間 培 養 し肉眼的 に濁 りの認 め られな か った濃 度を

MICと した。

4.バ イオフィルムの作製方法

バイオフィルムの作製方法をFig .1に 示 した。す

なわち,P.aeruginosa S-827株 の一夜培養液を集菌

し,生 理食塩水 にて2度 洗浄 した後,そ の菌体を0.2

%の グルコースを含む生理食塩水に浮遊 させ,そ の菌

液 中に滅菌 した医療用テフロンシー ト(中 川医療機

器,1cm×1cm)を 入 れ,37℃ で7日 間培養 した。7

* 富山市下奥井2-4-1
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Pseudomonas aeruginosa S-827

Fig. 1. Method of biofilm formation.

日後,そ のテフロンシー トに付着 したものをバイオフ

ィルム形成菌(sessile cell)と し,付 着せずに菌液中

に浮遊 してい た もの を浮遊 菌(floating cell)と し

た。

5.走 査型電子顕微鏡 による検鏡

菌が付着 したテフロンシー トを1.5%グ ル タールア

ルデヒ ド(和 光純薬)お よび1%オ ス ミウム酸(和 光

純薬)で 固定 し,エ タノールにて脱水後,第3級 ブチ

ルアル コール(和 光純薬)に 置換 し乾燥 した試料を金

蒸着 し,日 立走 査型電子 顕微鏡X-650に て 観察 し

た。

6.菌 体外膜 タンパ クの調製法

菌液 とテフロンシ.ト を接触させて3日 後および8

日後のfloating cellとsessile cellを 超 音波にて破砕

後,20分 室温で2%ザ ル コシル(Sigma)処 理 した。

その後,10万Xgに て40分 超 遠心を行 いその沈澱 を

外膜 タンパ クとし,10%SDS-PAGEに よる電気泳動

で外膜パターンの確認 をした。

7.Sessile cellに 対 す る抗菌剤および多糖類等分

解酵素の殺菌作用

上記の方法で作製 したバイオフィルムの付着したテ

フロンシー トを含む菌液に,薬 剤液あるいは分解酵素

液を各種組み合わせて添加 し,経 時的にそのテフロン

シー トに付着 した菌 を強力なボルテ ックスにて はが

し,薬 剤を含 まない寒天平板上に塗抹 し,生 菌数の変

化 を調べた。

8,Broth中 におけるP.aeruginosa S 827株 に対

するTFLXとEMの 併 用効果

試験菌 をBrain Heart Infusion broth (BHIB,

Difco)で 一 夜培 養 し,新 鮮BHIBに 約104CFU/ml

とな るように接種 し,37℃ で2時 間振 とう培養した後

薬剤を添加 した。その後,経 時的に生菌数 を測定 し薬

剤の影響を調べた。

II,実 験 結 果

1.P.aeruginosa S-827株 に対する各薬剤の抗菌

力

P.aeruginosa S-827株 に対するTFLX.CPFX,

CAZ,EMお よびCAMのMICをTable1に 示 した。

その結果,平 板上ではキノロン剤2剤 のMICは 共 に

0.2μg/m1と 最 も優 れた抗菌力を示 し,CAZは6.25

μg/mlで あ った。EMお よびCAMは そ れ ぞれ400

μg/mlお よび100μg/mlと 抗 菌力 は弱か った。 また

平板上でのMICと 液 体培地 中でのMICは,TFLX,

CPFX,CAZお よびCAMで 同 じであり,EMで は液

体培地中でのMICは 平 板上でのそれ よりも1管 上昇

した。

2.電 子顕微鏡によるsessile cellの 観察

菌液接触5日 後および10日 後のテフロンシー ト上

の菌の走査型電子顕微鏡像 をFig.2に 示 した。それ

によると,5日 目で菌体の他に菌が産生 した粘着状物

質であるglycocalyxを 認 め,10日 目で さらに強固な

バイオフィルムを形成 している像が確認 された。 また

菌液接触後,7か ら10日 目 までのバイオフィルム像

にほ とん ど差 異 は認 め られなか った(デ ー タ未 発

表)。

3.外 膜 蛋白のパターン

菌液接触3日 後および8日 後のnoating cellお よび

sessile cellの 外膜パ ター ンに,差 異 は認 められなか

った(Fig。3)。

Table 1. Susceptibilities of antimicrobial agents on

agar plate and in broth against Pseudomonas

aeruginosa S-827

8)106 CFU/ml b)104 CFU/ml
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Fig.2. Scanning electron microscopy of Pseudomonas aerugi-

nosa S 827.

Fig. 3. Outer membrane profile of sessile and
floating cells of Pseudornonas aeruginosa S-
827. Lanes: A, S-827; B, S-827 sessile cell (8
days); C, S-827 floating cell (8 days); D,
molecular size standards were Cytochrome c

hexamer (74.4 KDa), Cytochrome c tetramer

(49.6 KDa), Cytochrome c trimer (37.2
KDa), and Cytochrome c dimer (24.4 KDa);
E, S-827 sessile cell (3 days); F, S-827 float-

ing cell (3 days).

4.Floating cellお よびsessile cellに 対 す る 薬 剤

の 殺 菌 作 用

Floating cellあ る い はsessile cellに 対 す る

TFLX,CPFXお よ びCAZの 殺 菌 作 用 を,Fig.4に

示 した 。 殺 菌 作 用 濃 度 は,3薬 剤 と も液 体 培 地 中 で の

(A) Floating cells (B)Sessllc cells

Fig. 4. Bactericidal activity of quinolones and

ceftazidime against Pseudomonas aeruginosa

S-827 (A) floating cells and (B) sessile

cells in saline and 0.2% glucose. Symbols:

(-), control: (•›), tosufloxacin 0.2ƒÊg/ml;

(•œ), ciprofloxacin 0.2ƒÊg/ml; (ƒ¢), ceft-

azidime 6.25ƒÊg/ml.

1MIC濃 度 とした。Floating cellに 対 してキ ノロ ン

剤2剤 は共に優れ た殺菌力を示 し,薬 剤接触後3時 間

で,両 薬剤共生菌数を1,000分 の1以 下にまで減少せ

しめた。それ に対 しCAZは まった く生菌数 を減少 さ

せえなかった。 また,sessile cellに 対 してキ ノロン

剤2剤 の殺菌効果 は,floating cellに 対 してよ り劣 る

ものの,90%以 上 の生菌数の減少が認められ た。 しか

し,CAZはfloating cellに 対 して と同様 まった く効

果を示 さなかった。

5.TFLXと 多糖類あ るいはタンパ ク分解酵素 と

の併用効果

0.2μg/mlのTFLXと,0.125mg/mlのlysozy-
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me,hyaluronidase,proteaseお よびstreptokinase 4

剤 の分解酵素 とのsessile cellに 対 する併用効果 を,

Table 2に 示 した。それによると,い ずれの分解酵素

を併用 した場合において もTFLX単 独 の場合 との殺

菌性 に差 はな く,併 用効果 は認められなかった。

6.Sessile cellに 対 す るTFLX,CPFXお よ び

CAZとEMと の併用効果

1)経 時変化

TFLXお よびCPFX 0.2μg/mlとEM 200μg/ml

は,単 独では殺菌力が弱いにもかかわ らず,各 々を併

用することにより,薬 剤接触後7時 間 まで著 しい協力

作用が認 め られた。CAZに お いては,EMと の 協力

作用は認 められなかった(Fig.5)。

2)経 口変化

人血中濃度 を考慮 し,EMお よびCAMの 濃 度 を1

μg/mlと した ときの,TFLXと の併用効果 を検討 し

た。その結 果,TFLX 0.2μg/mlとEMあ る い は

CAM 1μg/ml各 々単独では殺菌的に作用 しないにも

Table 2. Activity of tosufloxacin combined with mucolytic enzymes

against Pseudomonas aeruginosa S-827 sessile cells

(A) Tosufloxacin (B) Ciprofloxacin (C) Ceftazidime

Fig. 5. Bactericidal activity of (A) tosufloxacin, (B)

ciprofloxacin, and (C) ceftazidime combined with eryth-

romycin against Pseudomonas aeruginosa S-827 sessile

cells in saline and 0.2% glucose. Symbols: (A): (-) , con-

trol; (•›), tosufloxacin 0.2ƒÊg/ml;(ƒ¢), erythromycin 200

μg/ml; (•œ), tosufloxacin 0.2 ƒÊg/ml and erythromycin 200

μg/ml,  (B): (-) , control; (•›), ciprofloxacin 0.2ƒÊg/ml;

(△),erythromycin 200μg/ml;(●),ciprofloxacin 0.2μg/

ml and erythromycin 200μg/ml.(C):(-),control,(□),

ceftazidime 6.25μg/ml;(△),erythromycin 200μg/ml;

(■),ceftazidime 6.25μg/ml and erythromycin 200μg/ml.
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(A) Erythromycin (B) Clarithromycin

Fig. 6. Bactericidal activity of tosufloxacin and

(A) erythromycin or (B) clarithromycin

against Pscudomonas acru,ginosa S 827 sessile

cells in saline and 0.2% glucose. Symbols:

(A): (-), control; (•œ), tosufloxacin 0.2ƒÊg/

ml, (•¢), erythromycin 1ƒÊg/ml; (•œ),

tosufloxacin 0.2 pg/m1 and erythromycin 1

ƒÊg/ml. (B): (-), control; (•Z), tosufloxacin

0.2 pg/ml; (A), clarithromycin 1ƒÊg/ml;

(•œ), tosufloxacin 0.2 pg/ml and clarith-

romycin 1 pg/nil.

Fig. 7. Combined effect of tosufloxacin an

erythromycin against Pseudomonas aer-

uginosa S-827 in brain heart infusion broth.

Symbols: (•¢), control; (•›), tosufloxacin 0.2

ƒÊg/ml; (A), erythromycin 200 pg/ml; (•œ),

tosufloxacin 0.2 pg/ml and erythromycin 200

ƒÊg/ml.

かかわらず,併 用す ることにより,薬 剤接触後10日

っまで著 しい協力作用が認め られた(Fig,6)。

7,BHIB中 でのTFLXとEMの 併 用効果

BHII3中 でのTFLXとEM併 用 効果をFig,7に 示

した。その結果,TFLX0.2μg/ml単 独 では速 やか

に殺菌 されるのに対 し,EMを 加 えることによりその

殺菌作川が減弱 され,拮 抗作用が認められた。

III.考 察

慢性 の感染症 においては起因菌の同定お よびMIC

を測 定 し,そ の結果 に基づ きMIC値 を超 える血中濃

度および臓器移行性を示す薬剤を投与 しても,菌 が排

1りし続けることが多い。その感染症難治化の要因の一

っとして,バ イオフィルムの形成が関与 していると考

えられる1～3)。これ らバ イオフィルム形成の起因菌 と

な りうる もの は,P.aeruginosaの 他 にStaphylococ-

Cus aureuss),Staphylococcus epidermidis6),Streptococ-

Cus viridans7)お よびEscherichia coli8)な どである。

なかで もP.aeruginosaは 各 種薬 剤に 自然耐性 であ

り,compromised hostに おいてはなかなか除菌 しに

くい菌の～つである。

そこでは今回我々はin vitroに お いて臨床分離の呼

吸器由来緑膿 菌 を用 い,バ イオ フ ィルム を作製 し,

TFLX,CPFX,CAZ,EMお よびCAMの 各薬剤と,

多糖類等分解酵素単独あるいは併用 した場合 による影

響 について検討 した。

走査型電子顕微 鏡で観察す る と,菌 体が産生 した

glycocalyxを 介 して塊状 にな ったバイオフィルムが

形成 されていた。 また,こ のバ イオフィルムはすでに

報告されているように,形 成 されて日数 を経 るごとに

一層強固な ものへ と変化 してい くこと勒 が確認 され

た。本実験に供試 した医療用テフロンは,最 も菌が付

着 しに くい材質であるが,そ れで も緑膿菌は付着 し,

バ イオフィルムを形成 した。このことは,も っと付着

が容易である骨,金 属およびシリコンなどにも当然バ

イオフィルムは形成 されるであろうし,ま た生体内に

おいては,フ ィブ リンや血小板な どの タンパ クが存

在,付 着するためにさらに強固なバイオフィルムが形

成 されることが予想される1)。

また,今 回実験に供試 したPamlginosaS-827株

はムコイ ドタイプの菌株であ り,ム コイ ドタイプの株

は薬剤に対する感受性 は高い もののバイオフィルムを

形成 しやす く,ま た除菌 しに くいあるいは細胞等に対

する付着能が高いとの報告9)も ある。実際,臨 床由来

の非ムコイドタイプの菌株を用い,同 上の条件でバイ

オフィルムを作製 して電顕下で確認すると,非 ムコイ

ドタイプの方がバイオフィルム形成 は少なかった(デ
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一 タ未発表)
。 なぜムコイ ドタイプの緑膿菌が非ムコ

イ ドタイプのものよ りバイオ フィルムを作 りやす く,

また除菌 しに くいのかという点については,今 後 さら

なる検討が必要であ ろうと思われる。

Floating cellとsessile cellの 薬 剤に対 する抵抗性

に差異があるのは菌自体の何 らかの耐性化 によること

も考 えられるが,SDS電 気 泳動 によ.る外膜パ ター ン

は,floating cellお よびsessile cellと もにまった く変

化 はな く,バ イオフィルム形成がその抵抗性に関与 し

ていることが考えられる。バイオフィルムがいったん

形成されると一種の被膜に覆われることによって薬剤

が菌に到達 しにくいばか りでな く,菌 自体が静止期の

状態にあ り,静 止期の菌に対 して殺菌力が劣 るCAZ

の よ うなβ-ラ クタム剤が殺菌 し得な くなる10)。と こ

ろがTFLX11)の よ うなキノロン剤 は,静 止期の状態

にある菌に対 して も十分 とはいかないまで もsessile

cel1の 菌 数 を減 少 させる こと12)がで きる。 しか しな

がら,臨 床での除菌効果を考えた場合 にはまだまだ殺

菌力を高めると同時に,バ イオフィルムへの薬剤の透

過をよ くするか,あ るいは形成 されたバイオフィルム

を崩壊 させる薬剤を開発 してい く必要がある。

そこで,形 成 されたバイオフィルムを溶解する目的

で,TFLXと 多糖類 あるいはタンパ ク分解酵素の併

用について検討 を行 った。それによると,lysozyme,

hyaluronidase,proteaseお よ びstreptokinaseと

TFLXを 併 用 しても効果 は認め られなか った。 しか

しなが ら,lysozyme13)あ るいはdextranase7)と 抗 生

剤の併用でバイオフィルムに対する効果が認められた

との報告 もあ り,分 解酵素の濃度あるいはpH等 につ

いては今後 さらに検討 を要すると思われた。

次に,マ クロライ ド系薬剤はグラム陽性菌 と一部の

グラム陰性菌に対 して抗菌力を有するものの,緑 膿菌

に対 して はほ とんど抗菌活性 を有 していない14)の は

周知 のことである。 ところが緑膿菌が起因菌 とみ ら

れ,ま た生体内でバイオフィルムの形成が疑われる症

例に対 してこのマクロライ ド系薬剤 を長期少量投与す

ることによって,症 状 の著 しい改善が認められたこと

が報告15,16)され るようになって きた。 このマ クロラ

イ ド系薬剤には,菌 の付着能の低下17),piliの 運 動能

の 低 下17),エ ラ ス タ ー ゼ産 生 抑 制18,19)あ る い は

glycocalyxの 産 生能 の低 下1,20)などの作用 を有 す る

ことがわかってきた。そこで我 々は,キ ノロン剤 とマ

クロライ ド系薬剤のバイオフィルムに対する併用効果

について検討 した。

まず,キ ノロン剤あるいはβ-ラ クタム剤の液体培

地中での1MIC濃 度 とEM1/4MIC濃 度 で併用効果

を生菌数の経時変化によって検討 したところ,TFLX

お よびCPFX 0.2μg/mlとEM200μg/mlで,単 独

では殺菌されないに もかかわらず併用することにより

その協力作用が認め られ た。 また,CAZとEMの 併

用については,そ の協力作川 をまった く認 めなかっ

た。 さらに,マ クロライ ド系薬剤の常川職での血中濃

度 を考慮 して,EMお よ びCAMと もに1μg/mlと

した時の併用効果 を生菌数の経日変化で検討した。そ

の結果,キ ノロン剤およびマクロライ ド系薬剤単剤で

はさほど殺菌されないに もかかわらず,各 々を併川す

ることにより,著 しい協力作用が認められた。 ところ

が,一 般的にbroth中 に おいてキノロン剤 とマクロラ

イ ド系薬剤の併用は,マ クロライ ド系薬剤の菌に対す

る作用によりキノロン剤の殺菌作川が減弱 され,ど の

ような菌種において も拮抗現象が認められることがす

でに報告 されている22)。また,こ の実験 に用 いたP.

amginosa S-827株 を用 い てbroth中 でTFLXと

EMを 併 用すると,や はり拮抗現象が認められた。 こ

の形成 されたバ イオフィルムに対 してのみキノロン剤

とマクロライド系薬剤の間で併用効果が認められた原

因については,マ クロライド系薬剤のバイオフィルム

に対する何 らかの作用により,キ ノロン剤がバイオフ

ィルムそのものを透過 しやす くなったためと思われる

が,詳 細については現在検討中である。他系統の薬剤

の併用効果については,緑 膿菌のsessile cellに 対 し

てin vitroに お いてpiperacillinとtobramycinと の

協力作用が認められたとの報告 もある9)が,そ の作用

機作 については言及 していない。 また,福 岡231ら は,

この薬剤の組み合せで通常の状態の緑膿菌 においても

併用効 果が認め られ る としてい る。 この こ とよ り,

piperacillinとtobramycinと の 併 用 効 果 はsessile

ce11に 対 してだけではないと思われ る。

いずれにせ よ,生 体内においてはフィブ リンなどの

血奨成分や各種 タンパクが複雑 にからみあい,よ り強

固なバイオフィルムが形成 されていることが予想 され

る。 そのことより,in vitroに おいても生体内でのバ

イオフィルム形成の条件により近づけるために,人 血

清を添加 し強固なバイオフィルムを作製中である。

今後は,こ のバイオフィルムに対 しキノロン剤 とマ

クロライ ド系薬剤の間に併用効果が現れる原因,薬 剤

のバイオフィルムの透過等についてさらに検討する予

定である。
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Characteristics of biofilm formed by Pseudornonas aeruginosa in vilro

Kazuo Fujimaki, Yasushi Ikeda, Masahiro Takahata and Takashi Yasuda

Research Laboratories, Toyama Chemical Co., Ltd., 2 4-1 Shimookui, Toyama, Japan

Biofilm formation by Pseudornonas aeruginosa was investigated by using medical teflon sheet as an

artificial foreign device in vitro . Biofilm formed by the glycocalyx and cells was observed by

scanning electron microscopy. Ceftazidime (CAZ) at 1 MIC did not show any bactericidal activity

against sessile or floating cells. Tosufloxacin (TFLX) and ciprofloxacin (CPFX) had excellent

bactericidal effects at 1 MIC against floating cells and a >90% decrease was observed in the number

of viable sessile cells. Enhanced activities were observed against sessile cells not only with a

combination of TFLX and CPFX at 1 MIC and erythromycin (EM) at 1/4 MIC to when the hourly

changes of viable cells were observed but also for TFLX at 1 MIC and EM or clarithromycin at 1ƒÊg/

ml when the changes were observed over days. However, synergism was not observed when CAZ

and EM were combined. The activity of TFLX was not enhanced when it was combined with

lysozyme, hyaluronidase, protease or streptokinase.


