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抗菌剤の緑膿菌バイオフ イルム透過性の測定法
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難治性感染症の原因の1つ に細菌のバイオ フィルム形成による抗菌剤の菌体への透過障害が

考えられている。そこで,in vitroに お いて緑膿菌バイオフィルムを作成し薬剤の透過性 を測

定する方法を考案 した。すなわち,ブ レインハー トインフユジョン寒天平板培地上に底面にメ

ンブランフィルターを張 り付けた市販のインターセルを設置 し.そ の中で緑膿菌 を37℃,3日

間培養 したものをバ イオフィルム形成菌 とした。 これを走査型電子顕微鏡で観察 した ところ,

多量の網目構造をしたグリコカリックス層 と菌体が厚 さ約100μmの 厚い層 を形成 しているこ

とが確認できた。 また,所 々に膜状 の物質や板状になった ものが認められた。 これを24穴 マ

ルチウェルプレー トにセットし細菌用寒天で表面 を保護 し,イ ンターセル内に薬剤溶液,外 層

に燐酸緩衝液 を内層 と外層の液面をそろえるように注入 し,24時 間 後外層液に白然拡散 した

薬剤濃度をバイオアッセイ法にて測定 し,薬 剤のバイオフィルム透過率 を算出 した。 この方法

で,ceftazidime(CAZ)とgentamicin(GM)の バ イオフィルム透過性 を測定 した ところ,

CAZは 透過障害を受けなかったがGMは 明らかな透過障害を受けた。 また,緑 膿菌か ら分離

したスライムを薬液 に添加 しディスク法による阻止円形成におよぼす影響を検討 した。その結

果CAZの 抗 菌力はほ とんど影響 を受けなかったがGMは 添加す るスライム濃度に応 じて抗菌

力が低下した。同様の結果 はスライム添加時 における殺菌作用でも認められ,薬 剤のバイオフ

ィルム透過率の結果 を反映 していた。
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異物挿入に伴う感染1,2)や慢性炎症13,な どでは,細 菌が

グリコカリックスを産生しそれが生体内成分(フ ィブリ

ン,血 小板,細 菌結合蛋白)を 巻き込み,菌 体がパイオフ

ィルムに埋 もれた形で存在している4}様子が観察されてい

る。また,マ ウス腹腔内に生体材料を挿入し菌を接種する

ことにより,細 菌はバイオフィルムを形成し生体材料に付

着している状態が電顕的に観察されている5）。この細菌の

バイオフィルムは自然界でも観察され,細 菌にとっての外

界からの防御機構 と考えられている6)。また,こ のような

バイオフィルム形成を伴う疾患では菌体表面から情報を得

ることにより成立する宿主の免疫機構は活性化されず細菌

は生体防御反応に抵抗性を示し,ま た,抗 菌剤も十分細菌

細胞に到達できないため難治性になるものと考えられてい

る1)。

In vitroでバイオフィルムを作成し抗菌剤に対するバイ

オフィルム形成菌の感受性を測定する実験が現在までいく

つか行われている7)。すなわち,生 理食塩水中にテフロン

片を入れ菌を接種してパイオフィルムを作成 し,浮 遊菌と

パイオフィルム菌に対する薬剤の抗菌作用の検討綱 や

Robbins deviceを 用いてのバイオフィルムの形成過程と

抗菌剤に対する抵抗性の検討勘などである。また,バ イオ

フィルム形成を伴う疾患において適正な抗菌剤の用量を検

討するために細菌の増殖速度を調整できるchemostat sys-

temを 用いた実験系が有効であるとの報告もある2)。さら

に,old biofilmに 比較 してyoung biofilmは 抗菌剤の透過

が前者より良いこと,バ イオフィルム内の細菌自体は抗菌

剤に高い感受性を示すことが報告されている11,12)。パイオ

フイルムによる抗菌剤抵抗性のメカニズムは非常に複雑で

抗菌剤の透過性の変化,酵 素産生の変化などがあげられ,

さらに個々の細菌のバイオフィルム内での存在位置によっ
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ても生理状態が異なるとされている13)。このように複雑な

バイオフィルムに対する抗菌剤の作用を明らかにするため

には,バ イォフィルム細菌の抗菌剤に対する抵抗性につい

て抗菌剤の透過性 と殺菌力とを分けて評価することが重要

であると考えた。そこで,臨 床上重要な緑膿菌のバイオフ

ィルムをinvitnで 作成し,抗 菌剤のバイオフィルム透過

性を測定する方法を検討した。

1.材 料および方法

1.使 用菌株

緑膿菌のバイオフィルムに対する抗菌剤の透過性測

定に,当 研究所保存の臨床分離株10菌 株を使用 した。

また,薬 剤透過性におよぼすバイオフィルム形成菌の

培養日数,な らびに,薬 剤作用濃度 の影響 の検討 に

は,臨 床 分 離 株10菌 株 中 特 に 粘 性 の 強 い

Psmdomonas aeruginosa 201-3株 を用いた。

2.使 用薬剤

抗緑膿菌作用 を有す る薬 剤の 中か らceftazidime

(CAZ.田 辺 製薬(株)),gentamicin(GM.シ ェ リン

グ・プラウ(株))を用 いた。

3.感 受性測定法

最小発育阻止濃度(MIC)は 日本化学療法学会標

準法14)に従 い測定培地に ミュラー ヒン トンS寒 天培

地(栄 研化学(株))を用 いた寒天平板希釈法,お よび,

沮掟 培地に感受性ブイヨン培地(栄 研化学(株))を 用 い

た液体希釈法により接種菌量105CFU/mlに て測定 し

た。

4.バ イオフィルムの薬剤透過性測定法

ブレインハー トイ ンフユジ ョン寒天平板(BHIA;

栄研化学(株))に底面にメンブランフィルターを張 り付

けたインターセル(ポ リカーボネイ ト製;倉 敷紡績(株))

を設 置 し,生 理食塩 水 に懸濁 し調整 した菌液(約

3.0×108CFU/ml)200μ1を イ ンターセル内に接種 し

37℃ で3日 間培養 した。 このイ ンターセルを24穴 マ

ルチウェルプレー ト(住 友ペークライ ト(株))にセ ッ ト

し表面を保護するために0.7%細 菌用寒天(栄 研化学

(株))100μ1を重層 し,イ ンターセル内に1/15M燐 酸

緩衝液(PB,pH7.0)に 溶 解 した薬剤 溶 液500μl,

外層 にPB1,300μlを 注入 し内層 と外層の液面の高さ

をそろえて室温下 に24時 間放置 した。 その後,外 層

液を採取 し濾過滅菌を行い外層液中に拡散 した薬剤濃

度をバイオアッセイ法にて測定 し,0.7%細 菌 用寒天

処理のみ行ったインターセルの透過薬剤濃度 を100%

とした相対値 を薬剤透過率 とした。 なお成績 は,試 料

3個 の平均透過率で示 した。

5.ス ライムの抽出

ブレインハー トインフユジョン寒天平板100枚 に無

菌的に滅菌セロファンを密着 させ.そ の上にP.aer-

uginosa 201-3株 の一夜培養菌液100μ1を 塗抹 し37℃

で2日 間培 養後,尾 花の方法瑚 によ りスライム を得

た。得 られたスライム は凍結乾燥を行い,PBま た は

生理食塩水で用時溶解 して用いた。

6.阻 止円形成におよぼすスライム添加の影響

P.aeruginosa 201-3株 か ら分離 したスライムをPB

で溶解 し,そ の濃度が最終的に0,0.1,0.5%と な る

ように添加 した薬剤溶液 を調整 し,デ ィスク法により

阻止 円形成 にお よぼす影響 を検討 した。CAZ,GM

の濃度測定には検定菌 としてそれぞれProteu smir-

abilis ATCC 21100, Bacillus subtilis ATCC 6633を

使 用 した。

7.殺 菌作用におよぼすスライム添加の影響

P.aeruginosa 201-3株 を感受性 ブ イヨン培地 にて

37℃ で一夜培養し,こ の培養菌液を5%の 割合で同培

地に接種 し2時 間振盈培養を行 った。この対数増殖期

にある菌 を約105CFU/mlに 希 釈調整 し薬剤を添加 し

た直後にスライムを最終濃度0.1%と なるように添加

し,37℃ で振盈培養 した。薬剤添加後,1,2,4時 間

目に生菌数測定を行い,ス ライム未添加時の殺菌作用

と比較 した。薬剤濃度 は液体希釈法 により測定 した

MIC,す なわち,CAZ,25μg/ml,GM,6.25μg/m1

を用 いた。

8.バ イオフィルム形成菌の走査型電子顕微鏡観察

ブレインハー トインフユジョン寒天平板上に設置 し

たインターセル内で3日 培養 したメンブランフィルタ

ー上のPaeruginosa201-3株 を0 .15%ル テニ ウム ・

レッド(ナ カライテスク(株))を含 むグルタルアルデヒ

ド,オ ス ミニウム酸 にて二重固定 し,上 昇エタ ノール

系列で脱水 し,酢 酸 イソア ミルで置換後臨界点乾燥

(JCPD-5,JEOL)を 行 った。 その後,金 で スパ ッ

タ ・コーテ ィング(JFC-1100,JEOL)し,走 査型電

子顕微鏡(JSM-T220,JEOL)で 観察 した。

II.結 果

1.薬 剤 のバイオフィルム透過性

当研 究所保存 の臨床分離株中,CAZ,GMに 感 受

性であるムコイ ド型緑膿菌10菌 株について薬剤透過

性 を検討 した。CAZ50μg/ml濃 度 で は平均95.6±

14.2%(71.8%～120.7%)の 透過率 を示 した。一方,

GM200μg/m1濃 度 では平均42.0±9.0%(25.5%～

58.1%),50μg/m1濃 度 で は1株 が23.7%の 透 過率

を示したが,他 の9株 は測定限界以下の濃度で,濃 度

低下 に伴 って透過率が減少した(Table 1)。

試験菌株中 もっとも粘性の強いP.aeruginosa 201-

3株 を用いてバイオフィルム形成菌の培養日数による
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Table 1. Antibiotic permeability through biofilm of clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa

CAZ: ceftazidime, GM: gentamicin.

Fig. 1. The effect of incubation periods on perme-
ability of gentamicin through Pseudomonas
aeruginosa 201-3 biofilm at a concentration of

50 ,ug/ml.

薬剤透過の変動を検討 した。その結果,明 らかな透過

障害を受けたGMは1日,2日,3日 と培養 日数が増

えるにつれ透過率が減少 した(Fig.1)。 一 方,CAZ

は3日 培養 したバイオフィルム形成菌 に対 しても良好

な透過性を示した(Table1)。

薬 剤濃度200,50,12.5,3.13μg/ml作 用 において

バ イオフ ィルムに対 す る透過率 を測定 した とこ ろ

CAZは65.0%～93.7%の 透過率 を示 したが,GMは

濃 度が低 くなるにつれて透過率の低下が認め られた

(Fig.2)。 なお,本 方法では,コ ン トロールに寒天層

のみを用いているため薬剤が非特異的に菌体へ吸着 さ

れることが懸念されたが,測 定条件 と同一の菌数を薬

液に添加 しバイオア ッセイ法により力価を測定 したと

ころ影響のないことが確認された。

CAZ: ceftazidime, GM: gentamicin.

Fig. 2. Permeability of ceftazidime and genta-

micin through Pseudomonas aeruginosa 201-3

biofilm.

2.阻 止 円形成におよぼすスライム添加の影響

スライムを最終濃度0,0.1,0.5%と なるように添

加 した薬剤溶液についてデ ィスクからの薬剤の拡散に

お よぼす ス ライム添加 の影 響 につい て検討 した。

CAZは 低 濃度域で阻止 円が若干縮小 しスライム添加

の影響がわずかに認められたが,高 濃度域では影響は

ほ とんど認め られなかった。一方,GMは スライム添

加の影響を大 きく受け,低 濃度域から高濃度域まで全

般に阻止円の縮小が認め られた。 また,そ の程度はス

ライムの添加濃度に依存的であった(Fig.3)。

3.殺 菌作用 におよぼすスライム添加の影響

0.1%ス ライム添加時 において,CAZは1/16MIC

の作 用においてもスライム未添加時 と同様の殺菌力を

示 したが,GMは0.1%の ス ライ ムの添加 により1
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CAZ: ceftazidime, GM: gentamicin,

Fig. 3. The effect of Pseudomonas aeruginosa slime on the

standard curves of antibiotics.

Fig. 4. The effect of slime on bactericidal activi-

ties of ceftazidime and gentamicin against

Pseudomonas aeruginosa 201-3.

MIC以 下の濃度での殺菌力は完全に阻害され薬剤無

添加時とほぼ同様の増殖曲線を示した。また,4MIC

作用において も殺菌力の減弱が認め られた(Fig。

4)。

4.バ イオフィルム形成菌の電顕的観察

インターセル内のメンブランフィルター上で3日 培

養 したP.aeruginosa201-3株 を走査型電子顕微鏡

で観察したところ,試 料 の大部分が剥がれ落ちてメン

ブランフィルターが露出 した部分ではその付近 に菌体

が産 生 した と思 わ れ る フ ィル ム状 の物 質(Fig-

5(a)),ま た は厚い板状 となった構造物が広 く観察 さ

れ た(Fig.5(b),(c))。 そ の 上 方 に 多 量 の 菌 体

(Fig.5(d))と 密集 した繊維状物質(Fig.5(e))が

層 状 に重 な り合 っ てい る像 が観 察 され た(Fig.5

(f))。 また,所 々に様々な厚 さと形状 のフィルム状物

質 が存 在 し(Fig.5(g))全 体 的 に は約60～100μm

の厚い層を形成 していることが確 認で きた(Fig5

(h))。

III.考 察

細菌のバイオフィルム形成を伴 う感染症が難治化す

る原因の1つ に抗菌剤浸透のバ リアーとしてのグ リコ

カリックス層があげられる。 このグリコカリックス層

についてSlackら は(a)抗 菌剤が菌体表面に到達す

るために拡散するのに障害 となる(グ リコカ リックス

の表層 と深層部での薬剤濃度が平衡に達するまでの時

間が延長 される)。(b)polysaccharideの 構 造その も

のが内部摩擦や粘性を供給するため抗菌剤の通過 を減

少させる。(c)グ リコカ リックスの成分である多糖体

は陰イオンに帯電していることから,イ オ ン交換樹脂

様のはたらきをしてイオン化した抗菌剤を吸着 し細菌

への到達 を阻止 して い る,こ とな どを提唱 して い

る16)。

また最近では,バ イオフィルムによる抗菌剤抵抗性

はバイオフィルム内の細菌の増殖速度が遅いことにあ

るとし17),Robertら はcarbapenem,fluoroquinolon,
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(a)

(c)

(e)

(g)

(b)

(d)

(f)

(h)

Fig. 5. Scanning electron microscopy of Pseudomonas aeruginosa 201-3 grown on the membrane

filter.
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aminoglycoside,お よ び β-lactamの 中 でfluoroqui-

n0lonの みが分裂の遅いグラム陰性菌 にも殺菌力を示

したと報告している18)。したがって,バ イオフィルム

内の細菌を殺菌するために抗菌剤はバイオフィルムに

対して透過性が良 く,か つ静止期の状態にある細菌 に

も殺菌的に作用することが重要であると考えられる。

以上のことか ら,我 々は抗菌剤のバイオフィルム透

過性に着目し,イ ンターセルを用いた透過性の測定法

を考案 した。データーは示 さなか ったが,GM200

μg/m1を 作用させた時の透過率を試料10個 で測定 し

たところ,変 動係数 は15.4%で あ った。 また,CAZ

に関して,臨 床分離株である緑膿菌10菌 株のバ イオ

フィルム透過性 を測定 した ところ,120.7%を 示 す菌

株が認められた ことか ら(Table1),本 方 法に は20

%前 後のバラツキがあると考 えられる。

まず,aminoglycosideで あ るGMに つ いてP.ae-

ruginosa 201-3株 のバ イオフィルム透過性 を測定 した

ところ,3日 目には53.8%以 下 とな り,バ ラツキを考

慮しても培養日数の延長に伴 い透過性が著 しく減少 し

た。また,同 様 に作用濃度の低下に伴い透過率が著 し

く減少し,こ の現象 は試験 した緑膿菌10菌 株で共通

に認められた。スライム添加時の阻止円形成におよぼ

す影響で もGMは スライムの添加濃度が増す につれ

阻止円の縮小が認 められ,さ らにGMの 殺 菌力 もス

ライムの添加により明らかに低下した。 これ らの結果

はムコイド型緑膿菌のスライムの主な構成成分である

アルギン酸19)にGMが トラップされた との報告20,21)

と同様の結果であった。一方,弱 酸性 のCAZは バ イ

オフィルムによる透過障害 をほ とん ど受けてお らず,

緑膿菌バイオフィルムの培養日数や添加薬剤濃度にも

影響を受けなかった。 また,緑 膿菌スライムの添加に

よってCAZの 阻止円形成お よび殺菌効果 の阻害が認

められなかった ことは,CAZが 緑 膿菌のバ イオ フィ

ルムをよく透過 した結果 と一致 していた。以上の結果

はSlackら の提唱(c)16)を 支 持するものであった。

現在では細菌バイオフィルムに対 し高い透過性 を有

し,中 の細菌を完全に殺菌する抗菌剤は見つかってい

ない9)。しか し,今 回CAZで 認 め られた ごと く,バ

イオフィルムの透過障害を受け難い薬剤の存在するこ

とは,バ イオフィルム形成菌 に対する有効な薬剤,す

なわち,バ イオ フィルムの透過障害が少な く,分 裂速

度の遅い菌にも殺菌的 に作用する薬を見つけ出すため

に重要な知見と考 える。今回は,緑 膿菌のバイオフィ

ルムについて抗菌剤の透過性 を測定 したが,本 法 はイ

ンターセル内でバイオ フィルムを作成するため多数の

菌株について試験することが可能であ り,他 の菌種に

も応用することは十分可能と考えている。

なお.本 輪文の要旨は第39回 日本化学療法学会西

日本支部総会にて発表した。
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A new method of measuring antibacterial agents through biofilms

Machiko Naito, Tadahiro Matsushita and Totaro Yamaguchi

Pharmacological Research Laboratory, Tanabe Seiyaku Co, Ltd, 2-2-50,

Kawagishi, Toda, Saitama 335, Japan

Takeshi Yokota

Juntendo Medical College of Nursing

The formation of biofilm is a cause of chronic infection because biofilm blocks the diffusion of

antibacterial agents, preventing them from reaching bacteria. To assess the permeability of

antibacterial agents through Pseudomonas aeruginosa biofilms, we devised a simple method using an

Intercell(R) and a multi-well plate. P. aeruginosa cells were inoculated in an Intercell(R) placed on a

brain heart infusion agar plate. Biofilm was formed on the membrane filter of the Intercell(R) during

incubation at 37•Ž for 3 days. Scanning electron micrographs showed that the biofilm formed was

about 100 pm in thickness and consisted of bacterial and spongy glycocalyx layers. The biofilm-

formed Intercell I was placed in a multi-well plate, and the surfaces of the biofilm were coated with

agar to prevent peeling. A solution of antibacterial agent was added to the Intercell(R) and phosphate

buffer was poured into the outside of the Intercell(R) until the levels of the solution on both sides were

equal. After incubation at room temperature for 24 hours, the concentration of the antibacterial

agents outside the Intercell(R) was measured by bioassay. The diffusion rate of gentamicin (200ƒÊg/

ml) in the presence of biofilm was 42% of that in the absence of biofilm. In addition, the slime

prepared from P. aeruginosa lowered the antibacterial potency of gentamicin, and its bactericidal

activity decreased with an increase in the concentration of the slime. These findings suggest that

biofilm forms a barrier to diffusion of gentamicin, attributable to binding of the drug to alginate

which is a primary constituent of P. aeruginosa biofilm. On the other hand, in the case of ceft-

azidime, no change was observed in the diffusion rate regardless of the presence or absence of

biofilm. Furthermore, addition of P. aeruginosa slime did not affect the potency of ceftazidime and

its bactericidal activity, suggesting that ceftazidime diffuses freely through biofilm.


