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臨床分離Pseudomonas aeruginosa No.1株 はserotypeお よびその他の生物学的性状が異な

るコロニーが共存す る菌株で,そ れ らのコロニーか ら抗菌薬感性細胞(1S)と 耐性細胞(1

R)を 分離 した。1Sの 培養上清は128倍 希 釈液 まで,1Rのsub-cultureの 増 殖を抑制 した。

また1S上 清 はP.aeruginosa No.4株 よ り分離 した4R,4Sの 増 殖 を強 く抑制 したが,P

aerulnosaNo.2株 の2S,2Rの 増 殖 には影響 を与えなかった。さらに1S培 養上清液中に

は,分 子量約20万 の蛋 白成分が存在す ることがSDS-PAGE電 気泳動 によって確認 された。

この蛋白成分が抑制活性 を示す本体であるが,pyocinで あ ることは証明できなかった。

Key words:Pseudomonas aemginosa,growth inhibitor,co-existance of drug-susceptible

and-resistant cells

我々は,さ きにPseudomonas aemginosaの 臨 床 分離

138株のコロニーを詳細に検索し,そ のうち48菌 株 に形

態または色調の異なるコロニーが共存 し,さ らにその17

菌株にはserotypeお よびβ-lactamase産 出能がまったく

異なるコロニーが共存することを報告した1,2)。また一部の

分離株でみられるこの種の共存 コロニーを,多 剤耐性細胞

と感性細胞に分離した3).こ の ような性状 をもつ典型的な

菌株であるP.aeruginosa No.1の 感性細胞の培養液の上

清は,共 存する多剤耐性細胞の増殖を抑制することを報告

した3)。

P.aeruginosaの 臨床分離株に異質 コロニーが共存する

原因と,そ の意義については現在までに得 られた成績をす

でに報告した4)。今回は,一 部のP.aeruginosaの 臨床分離

株の増殖抑制因子について検討を加えたのでその結果を報

告する。

1.材 料および方法

1)使 用菌株

既報1)の とお り,各 種の臨床材料 を5%ヒ ツジ脱繊

維血 液 寒 天 培 地(OXOID),チ ョ コ レー ト培 地

(BBL),CLED寒 天 培 地(OXOID),EG寒 天 培 地

(栄研)を 用い,35℃,18～48時 間培養を行 った。培

養後CLED培 地 上 に発育 したコ ロニーを肉眼的に観

察 し,コ ロ ニ ー 性 状 が 異 な る も の を 選 択 し,そ れ らの

グ ラ ム 染 色 性 を確 認 し た 後,各 種 性 状 試 験 に よ りP

aemginosaと 同 定 し た。

2)薬 剤 感 受 性 細 胞 と耐 性 細 胞 の 選 択

CLED培 地 上 に 発 育 し,Paemginosaと 同 定 さ れ

た 各 コ ロニ ー をMueller-Hinton broth(Difco)を 用

い て,そ れ ぞ れ37℃,一 夜 培 養 し,こ れ ら のsub-

cultureを 接 種 菌 液 と して,piperacillin,cefsulodin,

ceftazidime,gentamicin,sisomicinお よ びonoxacin

の 各 薬 剤 に 対 す る感 受 性 を 日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法9

に よ っ て 測 定 し た。

3)培 養 上 清 液 の 調 製

Paemginosa No.1株 そ の 他 の感 性 細 胞 は,Muel-

ler-Hinton broth中 で37℃,20時 間 培 養 後,培 養 液

を4℃,5,000r.p.m.で10分 間 遠 心 分 離 し,上 清 液

を0.45μmミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー(ミ リ ポ ア 社)で 濾

過 除 菌 して 用 い た。

4)増 殖 阻 止 活 性

Micro-titer用micro-plate(8×12穴,三 光 純 薬)

中 に,P.aeruginosa No.1の 感 受 性 細 胞 の 培 養 上 清

のMueller-Hinton brothに よ る2倍 系 列 希 釈 液 を,

そ れ ぞ れ100μ1分 注 し,そ の 各 上 清 液 に 臨 床 分 離P

*東 京都板橋 区志村3-10 -1
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aeraginosaのMueller-Hintonbrothに よ る一 夜 培 養

液 を104CFU/mlに な る よ う接 種 し た。 こ れ を35℃,

18時 間 培 養 後,菌 の 発 育 の 有 無 を 肉 眼 的 に 判 定 し

た。

5)増 殖抑制活性の安定性

3)で 記載した方法 により得 られた増殖抑制活性 を有

す る1S上 清 を-20℃,4℃,室 温で放置 して経 日的

に5日 目までの安定性 を,P.aemginosaの 耐性細胞

に対する増殖抑制効果を指標 として求 めた。

6)培 養上清中の蛋白の電気泳動

P.aenginosaNo事1を 含 む 合 計4株 の 培 養 上 清 を

前 記 の 方 法 で 調 製 し,SDSsample buffer(pH6.8)

で100℃,1分 間 加 熱 処 理 し た も の を 試 料 と し た 。 泳

動 ゲ ル はSDS-PAGEmini(4～12%)(TEFCO)を

用 い,20mA,1時 間 泳 動 し た 。 泳 動 後,Coomassie

Brilliant Blueで 蛋 白染 色 を行 っ た 。 分 子 量 標 準 マ ー

カ ー と して,バ イ オ ・ラ ッ ド社 製 の 低 分 子 用(MW

97,400,MW66,200,MW45,000,MW31.000,MW

21,500,MW14,400)お よ び 高 分 子 用(MW

200,000,MW116,250,MW97,400,MW66,200,

MW45,000)を 使 用 し た 。

7)pyocin typing試 験

pyocin様 物質の検討は,Gillies&Govanの 方法6)

に準 じて行った。すなわち試験株 を,シ ャーレ中の5

%馬 血液加Trypticase soy agar(BBL)の 中 央に,

上 か ら下へ1cm幅 で 塗抹 し,32℃ で14時 間 培 養 を

行 った。発育 した試験株 をスライ ドグラスでか きと

り,そ の平板をクロロホルム蒸気で15分 間殺菌した。

クロロホルムを蒸散させ,pyocin型 別 指示菌8株 お

よび1S,1R株 を1cm幅 の菌発育帯に直角方向に塗

抹 し,37℃,18時 間培 養 した。培養後,発 育阻止帯

の有無を肉眼的に判定 し,型 別 を決定 した。

IL実 験 結 果

1.P.aernginosaNo-1の 感 性 細 胞 培 養 上 清 のP.

aemginosa臨 床 分 離 株 に対 す る 増 殖 抑 制 活 性

実 験 の 項 に 記 載 し た 方 法 に 従 い,P.aenginosa

No-1株 の 薬 剤 耐 性 細 胞(1R),P.aemginosaNo .2

株 の 感 性 細 胞(2S)お よ び 耐 性 細 胞(2R),No.4

株 の4Sお よ び4Rの 各sub-cultureの 増 殖 に 対 す る

1S培 養 上 清 の 影 響 を 検 討 し た 。

Fig-1の とお り,1s上 清 は当然1sの 増殖 に はま

った く影響 を与 えない。 しか し1Rの 増殖 に対 して

は,128倍 希 釈濃度 まで抑制作用 を示す。2Sお よび

2Rの 増殖 には影響 を与えないが,4Sお よ び4Rの

増 殖にはそれぞれ32倍 および128倍 まで抑制作用を

示す。以上の結果か ら,P.aernginosaNo-1株 の感

Fig. 1. Growth inhibition of sub-strains from 

Pseudomonas aeruginosa isolates by superna-

tants of overnight culture of P. aeruginosa No. 

1-1 S.

Fig. 2. Stability of growth inhibiting factors in 

supernatants of overnight culture of Pseu-

domonas aeruginosa No. 1-1 S.

性細胞の培養上清 は,同 一菌種の特定菌株の増殖に抑

制的に作用する。 この場合,1S上 清 が抑制作用を発

揮するため,そ の対象 となるP.aenrginosaの 菌細胞

は,ど のような性状を有 しているのか現在のところ不

明で,引 き続 き検討が必要である。

2.P.aeraginosa1S培 養 上清中の増殖抑制活性の

安定性

1S培 養上清中の一部 のP.aeruginosaに 対 する増

殖抑制因子の活性の安定性 を,-20℃,4℃ お よび室

温(20℃)に1～5日 間保存後,上 清液の活性が認め

られる希釈倍数の判定によって求めた。

Fig-2の とお り,-20℃ の保存では5日 間は安定に

保 たれ る。 しか し4℃ お よび室温(20℃)で は失活

し,そ の傾向は室温においてより顕著であった。活性
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の本体は熱に不安定であることが判明した。

3.培 養上清中の増殖抑制に関与する蛋白性物質の

検索

p.aernginosaNo.1の1Sの 培 養上清に,同 菌種に

対する増殖抑制活性が認められ,そ の活性が熱不安定

で,経 日的に失活す ることが判明 した。 この結果は,

1S培 養上清中にはP.aenrginosaの 増 殖抑制 に関与

する特異蛋白の存在が示唆 された。

Fig. 3. SDS-Page of proteins in supernatants of 

overnight cultures of cells selected from Pseu-

domonas aeruginosa No. 1 and 4.

実験の項に記載 した方法により,上 清中の蛋白成分

を検索 した。活性 を有する1S培 養上清,ほ とん ど活

性のない1R,4S,4Rの 培 養上清についても同様に

検討 した。Fig.3の とお り,1S上 清 には分 子量,約

20万 に相当す る蛋 白成分 の存在 を示すバ ンドが認め

られた。 しか し他 の1R,4Sお よび4R培 餐 上清に

は,こ の種 の蛋白の存在を示すバン ドは認められなか

った。1sと ともにP.aeraginosaNo,1を 構 成する1

R上 清に,こ の種の蛋白が認められなかった点が注日

され る。

4.P.aenrginosa1S培 養 上 清 中 の 活 性 物 質 の

pyocmtyplng

前 述 の とお り,P.aeraginosalSお よ び 他 の 臨 床 分

離Raernginosaの 一 部 の 培 養 上 清 中 に 存 在 し,同 種

菌 の 増 殖 を抑 制 す る 物 質 がpyocinと し て 分 類 し得 る

も の で あ る か ど うか をGillies&Govanの 方 法 に準 じ

て 行 っ た 。 試 験 菌 株 と して,増 殖 に 対 す る抑 制 活 性 が

も っ と も強 いP.aeraginosa1Sの 培 養 上 清 を用 い た 。

ま た対 照 と してpyocintype6株 を用 い た 。

Table1の とお り,P.aeraginosalS培 養上清は,

type6株 を除 く他の指示菌の増殖を抑制 した。 また1

S株 その もの を試験菌 として,pyocintyping法 に準

じ阻止 帯 の 形 成 の有 無 を検 討 し た。そ の 結 果,

pyocintypeと して はtype31と 判 定 された。この場

合,1S株 の上清で抑制 されることが認められている

P.aenginosalRで は阻止帯 は形成されなかった。

対照 としたpyocintype6株 について も同様 な検討

を行 った。この菌株の培養上清 は,指 示菌type1,2,

3,5株 の増殖 を抑制 した。また阻止帯形成試験 では,

type6と8以 外の指示菌 お よびP.aeruginosaISお

Table 1. Inhibitory patterns of Pseudomonas aeruginosa 1 S and its culture supernatant for eight pyocin 

producers

+: Positive,-: Negative
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よび1Rに も阻止帯 を形成 した。

以上の結果から,1)aeruginosalSが 培 養液中に遊

離する同種菌の増殖抑制物質 は,pyocinと は性状 を

異にする蛋白と考える。

III.考 察

Paeruginosaの 一部 の臨床分離株 で は,serotype

その他の生物学的性状の異なる細胞が共存 し,さ らに

それ らの一部の異質細胞間で は薬剤感受性が異な り,

この種の同一分離菌で薬剤耐性細胞 と感性細胞が共存

することを報告してきた1剰。

Paeruginosaの 臨 床分離株で,異 質細胞 が共存 す

る原因については,単 純に異質の同一菌種の混合感染

の可能性 も否定で きないが,cystic fibrosisの 患者の

P.aeruginosa感 染 例では,喀 疲中に高率に存在 する

bacteriophageに よ るtransductionに よ る0一 抗 原構

造の変化が認め られている禰。 この問題に関連 して,

我々 も所定の保存培地中における長期保存によるser-

otypeの 変 化9),お よびinvitro4)お よびinvivo10)に

お いて数種の抗緑膿菌薬 によりserotypeが 変 化する

ことを認めた。このような原因 はPaeruginosaの 外

膜0一 抗 原構 造部 の1ipopolysaccharides repeating

unitのautotransformationま た は抗緑膿菌薬 による

変化 と考えられる。

このような検討 とは別に前報 において,同 一の分離

菌より分離 した異質の菌細胞のうち,薬 剤耐性細胞の

増殖が感性細胞によって抑制され,そ の増殖抑制因子

ガ培養液中 に放出 される ことを報告 した3)。Paer-

uginosa No.1の 感性細胞 の培養上清中の活性物質の

作用は菌種特異的で,P.aeruginosaの 一 部の菌株 に

作用 し,他 のブドウ糖非発酵菌 を含むグラム陰性菌の

増殖には影響を与 えない3)。またPaeruginosa No.1

の感性細胞の培養上清は,こ の種の増殖抑制作用以外

に,PaerUginosaの 一部の臨床分離株のserotypeの

変 化 を誘発す る9)。このserotypeの 変 化 も上記 の よ

うにlipopolysaccharideの0一 抗原構 造部の変化 が,

培養上清によって生ずるためと考えている。一方,増

殖抑制活性 は前述 のとお りPaemginosa No,1株 の

薬剤感性細胞以外のP.aemginosa臨 床 分離菌で も認

められ,こ の種の活性の有無 は産生細胞の薬剤感受性

とは関係がない。

活性物質は分子量約20万 の蛋白性物質であること

以外,詳 細は未検討である。ただ従来よりの知見 とし

て,Paemginosaは 同 種 または近縁 の細菌 に殺菌的

に作用す るpyocinを 産 生 し11,12),pyocin感 受 性菌の

pyocin receptorに 吸 着 され 殺菌作用を発揮 するこ

とが知 られて い る。本 報 の実験 結果 に よれ ば,P

aeruginosa No,1株 の感性細胞の培養上清中の活性物

質 は。Giilies & Govan法 で 分類 し得 るpyocinと は

判定で きなかった。 しかし一種のbacteriocinと 推定

され る。

同一菌種の,同 一の分離菌が異質のコロニーを形成

す る こ と は,P,aerUginosaの 場 合,heterogenous

cell populationと して理解 され るか も知れない。 し

か し本報の結果で は,P.aeruginmで,共 存細胞の

一方が他方の細胞の増殖 を抑制 することが確認 され

た。 この ようなin vitroに お ける現象が,こ の種の病

原菌による感染の成立 と経過で相互にどのように影響

す るか,ま たはhostに どの ような影響 を与 えるか,

さ らに化学療法により両群細胞の共存がどのように影

響を受けるか.な どの問題があり,引 き続 き検討中で

ある。
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 Biological characteristics of clinically isolated bacteria at colony levels

IV Growth-inhibiting factors produced by cells of Pseudomonas aeruginosa No. 1

Intetsu Kobayashi1,2), Miyuki Hasegawa1), Shuichi Miyazaki2),

Minoru Nishida1,2) and Sachiko Goto2)

1)Chemotherapy Division, Mitsubishi-Yuka Bio-Clinical Laboratories, Tokyo, Japan2

) Department of Microbiology
, School of Medicine, Toho University

Drug-susceptible cells (1 S) and -resistant cells (1 R) were isolated from Pseudomonas aer-

uginosa No.1, a typical isolate, forming colonies different in serotypes and other biological charac-

teristics. The supernatant fluid of the overnight culture of P. aeruginosa 1 S inhibited the growth of

P. aeruginosa 1 R completely at a 128-fold dilution, and inhibited that of 4 R and 4 S isolated from P.

aeruginosa No.4, but did not affect that of 2 R and 2 S from P. aeruginosa No.2. A protein compo-

nent (M. W. about 2•~105) was detected in the supernatant fluid of the overnight culture of 1 S, and

is considered to be an active substance that inhibits growth.


