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緑膿 菌バ イオ フ ィルム に対 す るclindamycinの 影響

一宮 朋来 ・竹岡 香織 ・山崎 透 ・那須 勝

大分医科大学医学部第二内科'

(平成7年2月9日 受付 ・平成7年5月8日 受理)

緑 膿 菌性慢性気 道感染症 の難 治化の要因 とされ るbiomm形 成 に朗 す るclindamycin(CLDM)お よ

びerythromycin (EM), tobramycin (TOB), piperacillin, ceftazidime, ofloxacinの 影 響 をin

vitroに て検 討 した。Biomm形 成 の指標 として,緑 膿 菌産生 の アルギ ン酸 と菌体 外 多糖 類 を定 量的 に

測 定 した。緑膿菌 ム コイ ド株 の アル ギ ン酸産生 量 は,普 通寒天培地 上で産生 された アル ギ ン酸 を高速 液

体 クロマ トグラ フ ィー にて定 量 し,非 ム コイ ド株 の菌体外 多糖類(91ycocalyx)は,シ リコン片上 に

形 成 させ たbiofilm中 の 多糖類 を トリプ トフ ァン法 に よ り定量化 した。 それ ぞれ につ き最小発育 阻止渡

度以下 の濃度(sub-MIC)作 用 下 での影響 を検討 した。 アルギ ン酸産生 はCLDM≧1/64MIC,EM≧

1/256MIC,TOB1/4MICに お いて(P<0.02),glycocalyx産 生 はCLDM≧1/16MIC,EM≧1/16

MICに て有 意 に産生抑 制が認 め られ た(P<0.05)。 他 の抗 菌薬 のsub-MICは ま った く影響 を与 えな

か った。走 査型 電子顕 微鏡 に よる観察 にお いて もCLDMのsub-MIC作 用 下 にてbiofi1mの 産 生が抑

制 され る像が得 られた。以上 より,CLDMは,EMと 同 様 にsub-MICに お いて緑 膿 菌biomm形 成 を

抑制 する ことが示唆 され た。
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緑膿 菌性慢性気道感染症の難治化の要因 として,気 道局所

における緑膿菌のbiofilm形 成 が着 目されている1～3)。抗 菌

薬に感受性 を示す緑膿菌 においても,い ったんbiommが 形

成されるとそれが防御的に作用し,除 菌されない場合が少な

くない樹。

慢性気道感染症 の治療 および難治化の予防のためには,

biomm形 成 の前段 階 としての菌体 外 多糖 類,い わ ゆ る

glycocalyx産 生 を抑制することが重要 と考 えられ る。ム コ

イ ド型緑膿菌の産生するglycocalyxは,ウ ロン酸のポ リマ

ーであるアルギン酸で構成 されている6)。 また,非 ム コイ ド

型緑膿菌 は,菌 体外 にグルコース,フ ル クトースなどの多糖

体を主成分 とするポ リマーであるglycocalyxを 産 生 し,菌

の付着および局所でのマイクロコロニー形成に重要な役割 を

果たしている7)。

今回の研究 は,ム コイ ド型緑膿菌についてはムコイ ド物質

の主成分であるアルギン酸 を,非 ムコイ ド型緑膿菌について

は菌体外 多糖 類の産生量 を最小発育阻止濃度以下 の濃度

(sub-MIC)のclindamycin(CLDM)の 存 在下 と非存在下

で定量化 し,他 の5種 の抗菌薬についても同様 に検討を加 え

比較 した。CLDMはerythromycin(EM)と 同様 に緑膿菌

の91ycocalyx産 生 を抑制することが明 らか となったので,

若 干の考察 を加え報告する。

1.材 料 と 方 法

1.使 用菌株

ム コイ ド型緑膿 菌 は当科入院 の気管支拡張症患者 の喀

痰 よ り分離 され た臨床 分離株Aeudomonas aeruginosa

OMU 91008を,非 ムコイ ド型緑膿菌 は,教 室保存のP磁 ・

ruginosa PAO 2001-2(pili保 有 株)8⊃ を使 用 した。MIC

測 定 は,ム コイ ド株 について は日本 化学療法学 会規定の

寒天平板希釈 法 にて測定 し,非 ムコイ ド株 につい ては同

学会規定 の微 量液体希釈 法 にて測定 した9)。

2。 使 用抗菌薬

CLDMg EM, piperacillin (PIPC), oeftazidime (CAZ),

tobramycin (TOB), ofloxacin (OFLX)の6薬 剤 を用

いた。使 用菌株 に対 す るMICはTable1に 示 す。

3.使 用 培地

ム コイ ド株 は,Mianら10)に よ るalginate-promoting

(AP)mediumに4℃ に保 存 し,使 用時 に5%の グ リセ

ロー ル を含 むMacConkey寒 天 培 地(栄 研)に 接 種 し

た。 非 コム イ ド株 はAPmediumに0-3MNaC1を 加

え高浸透圧条件 とした もの(modmedAPmedium)を

Table 1. MICs of antimicrobial agents to Pseudomonas aerkginosa

OMU 91008 (mucoid type) and PAO 20012

(non-mucoid type)

*大 分 県大分郡 狭間町医大 ケ丘1-1
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使 用 した。

4. Sub-MICの 濃 度系列

薬剤 濃度 は,1MICよ り2な い し4倍 希釈 を行 い,

1/4,1/8,1/16,1/32,1/64,1/128,1/256MICお よ

び薬剤不 含 の コ ン ドロール にて行 い,そ れ ぞれ のsub。

MICを 含 む5培 地 での産生量 の平均値 を算出 した。

5.ム コイ ド株 を用いた アル ギ ン酸定 量実験

MacConkey寒 天 培 地 上 の ム コ イ ドコ ロニ ー よ り

Mueller Hinton (MH) broth (Difco)に 接 種 したム

コイ ド型 緑膿菌 を37℃6時 間培 養 した後,滅 菌 したpH

7.2緩 衝 生理 食 塩水(以 下PBS)に て103CFU/mlに

希 釈 し,そ の0.1mlを 各 種 抗 菌薬 のsub-MIC濃 度 を

含 む普通寒天培 地(栄 研)に 接種 した。24時 間培養後,

培 地 上 のム コイ ドコロニー をPBSに て懸 濁 し,一 部 は

10倍 希 釈培 養法 に て菌 数計 算 を行 っ た。 横井 山 らm,

豊 田 ら12)の 方 法 に従 い懸 濁液 に硫 酸銅溶 液 を加 え,沈

殿物 をア ンモニ ア水 で溶 解 した後,ナ フ トレゾル シノー

ル(和 光)に て呈色 し,酢 酸 ブチル抽 出 した もの を高速

液体 クロマ トグラ フィー(以 下HPLC,島 津 製作 所C-

R4A)に て 定量 を行 った。

6.非 ム コイ ド株 を用 いたglycocalyx定 量 実験

MHbrothに て非 ムコイ ド型緑膿菌 を37℃ にて6時 間

培 養 し,こ れ に1cm×2cmの シ リコ ン片 を入 れ30分

静置 した後,PBSで3回 洗浄 し緑膿 菌付 着片 と した。

これ を各種 の抗菌薬 のsub-MICを 含 んだmodi艶dAP

mediumに て37℃3日 間培 養 し,glycocalyx産 生 菌 と

した。

測定可 能なglycocalyxを 得 るために1検 体 当た り15

枚 の シ リコ ン片(60cm2)付 着 菌か ら多糖類 のエタ ノー

ル抽出 を行 った。す なわち,PBS5ml中 に シ リコン片

を入 れ菌体 を破 壊 しない強 さで5分 間sonicationし,

付 着菌 をPBS中 へ 遊離 させ て懸濁 させ,そ の後 シ リコ

ン片 を除 いた。一部 の懸濁液 を希 釈法 にて菌数 を算 出 し

た。Dallら13),ShetlarらM}の 方 法 に従 い,シ リコ ン片

15枚 分 の懸 濁液 にエ タノール を少量 ずつ加 えアル コー

ル濃度35%に し,遠 心 して菌体 を除 き,さ らに45%エ

タ ノール を追加 して,多 糖類 を沈殿 させ た。沈殿物 は硫

酸 中で トリプ トフ ァン と加熱 し呈色 させ,波 長505nm

に て 吸光 度(UV-120-01,島 津 製 作所)を 測定 した。

7電 子顕微鏡 に よる観察

定量実験 と同様 の方法で作成 したム コイ ド株 の培地上

の コ ロニ ー,お よび非 コ ムイ ド株 の シ リコ ン片付 着菌

は,2.5% glutaraldehydeと8%tannicacidを 含 む

0.1M cacodylate buffer (pH7.2)(以 下CB)お よ び

1% osmium tetroxideを 含 む0.1MCBに て 固 定

し15),エ タ ノー ル脱 水,t1ブ チ ル アル コール凍結乾 燥,

金 蒸 着 を行 い,走 査型電 子顕微鏡(日 立S-800)に て観

察 した。

8.統 計処理

結果はすべて平均値±標準誤差にて示 した。統計処理

はnon-paired'-testを 用い,危 険率0,05以 下を有意差

ありと判定 した。

II-成 績

1.HPLCに よるアルギン酸の定量

コントロール として既知の濃度のalginicacid (Si-

gma)のHPLCに よる成績をFig.1に 示 した。アルギ,

ン酸は,保 持時間6分 にて溶出 され,こ の ピー ク面積 は

アルギン酸の濃度 と良好な相関性を示 した。今回用いた

ムコイ ド株が産生 したアルギ ン酸のHPLCに よる成績

は,コ ン トロールと同様 に,6分 でピークを認めた。以

下このピーク面積をアルギン酸産生量の指標 とし,ア ル

ギン酸産生量は109菌 数当た りのピーク面積 として表現

した。

2.吸 光度計によるglycocalyxの 定量

コントロール として各濃度のデキス トラン(和 光)溶

A

B

Fig. 1 Chromatograms of alginic acid. (A): Chroma-
togram of alginic acid solution (100 mg/1). The

peak area of alginic acid was found within the 6
min retention time (arrow). (B): Chromatogram of

alginic acid production by Pseudomonas aeruginosa
OMU 91008. The peak area was found to be
similar to (A)(arrow).

Fig. 2 Quantitative tryptophan assay with dextran

solution showed a good correlations between conce-
ntration and absorbance.
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Ceftazidime
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(*P< 0.02, *のP< 0.002)

Fig. 3 Alginic acid production by Pseudomonas aeruginosa OMU
91008 at subinhibitory concentrations of antimicrobial agents,

Piperacillin

Tobramycin

Ceftazidime

Erythromycin

Ofloxacin

Clindamycin

(*P< 0.05, **P< 0.02, ***P< 0.002)

Fig. 4 Glycocalyx production by Pseudomonas aeruginosa PAO
2001-2 at subinhibitory concentrations of antimicrobial agents.

液 を用い検量線を作製 したところ,デ キストラン量 と吸

光度は良好な相関性を示した(Fig.2)。

3.ア ルギン酸産生におよぼす抗菌薬の影響

薬剤無添加群 のアルギン酸産生量 を100%と した場

合,CLDM≧1/64 MICに て有意な産生抑制が認められ

た(P< 0.02)。EM≧1/256 MIC, TOB 1/4 MIC濃 度

においても有意なアルギン酸産生抑制が認められた(P

<0.02)。PIPC, CAZ, OFLXの 各sub-MIC濃 度では

薬 剤無添加群 との間 に産生性の差 はみ られなか った

(Fig.3)。

4.Glycocalyx産 生におよぼす抗菌薬の影響

薬剤無添加群の菌体外多糖類産生量を100%と した場

合,CLDM≧1/16 MIC, EM≧1/16 MICに て有意 に多

糖類の産生抑制が認められた(P<0.05)。PIPC, CAZ,

TOB, OFLXで は薬剤無添加群 との間に産生性の差 は

み られなかった(Fig.4)。CLDMを さらに細か く検討

し,10日 間の培養において20μg/mlに て有意に抑制 し

Fig. 5 Effect of sub-MICs of clindamycin on glycocalyx

production.

た(Fig.5)。

5.電 子顕微鏡所見

1)ム コイ ド株のアルギン酸産生所見

走査型電子顕微鏡では,抗 菌薬を加 えない場合,菌 体
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はムコイ ド物質産生による穎粒状構造物の中に埋没して

観察 された(Fig.6A)。CLDMの1/4 MICを 作用 さ

せた場合,菌 体表面構造物の減少が認められ,ム コイド

物質産生抑制が示唆された (Fig. 6B)。

2)非 ムコイ ド株 のglycocalyx産 生所見

抗菌薬を加えない場合,3日 間培養 したシリコン片付

着菌では,菌 体表面が粗造 とな り,菌 体自身 は菌体外の

網状,穎 粒状の物質中に埋 まっている状態で観察され,

biofilm形 成が認められた(Fig. 7A)。CLDM 1/4 MIC

作用下では,菌 体外の構造物 は著明に減少 し, glyco-

calyx産 生抑制によるbiofilm形 成の抑制が示唆 された

(Fig. 7B)。

III.考 察

慢性気道感染症患者よりしばしば分離 されるムコイ ド

型緑膿菌は,菌 体 よりアルギン酸を主成分 とする粘性物

質 を産生 し,菌 の付着能 を冗進 させるとともに161好中

球やマクロファージによる食菌作用を阻止 し17川,さ ら

に抗菌薬に対 し抵抗性を示すことも報告 されている剛。

一方,非 ムコイド株において も慢性気道感染症の難治化

の要因 としてbiofilm形 成が注目されている20噸24}。すな

わち,慢 性気道感染症成立の初期段階 として,ま ず菌が

粘膜面へ付着 し,そ こで菌 は菌体外多糖類,い わゆ る

glycocalyxを 産生 し,こ れを介 して細菌 は凝集 し,細

菌 は微少 コロニーを形成する(。 さらに生体内では周

囲にフィブリンが蓄積 し,貧 食細胞,赤 血球等を取 り込

み強固なbiofilmが 形成される26)。

今 回は,慢 性 気道感 染症 の難治化 の要因 といえる

biofilm形 成 について,in vitroに て緑膿菌ム コイ ド株

の産生するアルギン酸,お よび非ムコイ ド株が産生する

glycocalyxの 産生性 にっいてCLDMお よび各種 の抗

Fig. 6 On a picture of non-antimicrobial control gro-

ups of Pseudomonas aeruginosa OMU 91008 (A), 
the bacteria produced many granulous-structured 
mucoid substances extra-cellularly. On a picture 
of clindamycin under the 1/4 MIC (B) , the mucoid 
substances were found to be decreased (bar=2 pm) .

Fig. 7 On a picture of non-antimicrobial control gro-

ups of Pseudomonas aeruginosa PAO 2001.2 (A) , 
the bacteria were found to be embedded in the 

glycocalyx layers. On a picture of clindamycin 
under the 1/4 MIC (B), the glycocalyx was found 
to be decreased (bar= 2 pm) .
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菌薬の影響を検討 した。

ムコイ ド型緑膿菌 は臨床ではcysticnrosis患 者 にて

高頻度に検出され,予 後不良因子 とされているが27陶29),

わが国ではびまん性汎細気管支炎,そ の他の慢性気道感

染症にてみられ,難 治性の要因となっている。ムコイ ド

型緑膿菌は,患 者から分離 された後,継 代培養を繰 り返

すことにより容易に非ムコイド株へ と変異してい くが,

逆に非ムコイド株からムコイ ド株への変異はinvitroで

は起 こり難い。Terryら28)はinoit名oに て緑膿菌がムコ

イド変異を起 こす条件 として,高 浸透圧条件やphopho-

rylcholineの 存在を報告している。我々の非ムコイ ド株

のglycocalyx産 生実験においては高浸透圧のbrothを

使用 した。 これは,予 備実験においてこの条件下におい

てもっともglycocalyxを 産生 したからであるが,今 回

の実験では非ムコイド株か らムコイ ド変異株への出現は

認めず,ア ルギン酸の産生 も認められなかった。

緑膿菌ムコイド株の産生するムコイ ド物質の大部分が

アルギン酸 と言われている邸。)。一方非ム コイ ド株の産

生するglycocalyxの 成分は複数の多糖類 よりなり,そ

の構成や成分比等の詳細 はまだ明らかではない。本実験

における培養シリコン片より超音波処理によって分離し

た付着菌は,走 査型電子顕微鏡にて菌体が破壊されてい

ないことが確認 され,ま た生菌数の減少も認められなか

ったので,本 実験系は菌体外多糖類のみを分離すること

ができ,glycocalyxの 産生量を定量するうえで有用な

方法 と考えられた。

抗菌薬の緑膿菌菌体外産生物質 に対する影響では,

sub-MIC濃 度の作用下にて緑膿菌外毒素産生能抑制の

報告がなされている31～34)が,ア ルギ ン酸や多糖類産

生性に対する影響については,Trancassiniら33)はsub-

MICの βラクタム剤 とキノロン剤にてalginateの 産生

が著明に抑制することを報告している。さらにVerginia

ら35)は βactmi4eS属 菌においてCLDMを 接触 させる

とglycocalyx産 生抑制がみられ,好 中球貧食作用が亢

進 され ることを報告 した35)。横井山11)はrokitamycin

(RKM)が アルギ ン酸産生を抑制することを報告して

いる。

我々の成績で は,CLDMは マ クロライ ド系薬 と同様

に1/256MICか ら1/64MICの 低濃度(1.56～12.5μ9/

m1)に おいて有意 にアルギン酸産生 を抑制 し,1/16

MIC(12.5～50μg/ml)に おいて非ムコイド株の菌体外

多糖類産生 も有意 に抑制 した。 これ らの抗菌薬の濃度

は,ヒ トにおける体内動態において肺に劉達 しうる濃度

である。TOBも1/4MIC以 上で有意なアルギン酸産生

抑制 は示 したが.PIPC,CAZお よびOFLXは 抑制作

用 は示さなかった。

以上,緑 膿菌のアルギン酸および菌体外多糖類である

glycocalyx産 生 に対 してCLDMはEMと 同様 にその

産生を抑制することが示された。 これ らは細菌蛋白合成

阻害作用を示す薬剤であることから,菌 体外多糖類産生

酵素の阻害作用が考えられる。

本論文の要旨は,第40回 日本化学療法学会西日本支

部総会,第40回 日本化学療法学会絶会にて発表した。
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Effect of clindamycin on Pseudomonas aeruginosa biofilm formation

Tomoku Ichimiya, Kaori Takeoka, Tohru Yamasaki and Masaru Nasu

The Second Department of Internal Medicine, Oita Medical College, 1-1 Idaigaoka,

Hazama-cho, Oita-gun, Oita-ken 879-55, Japan

An in vitro study was conducted on the effects of clindamycin (CLDM) , erythromycin (EM),
tobramycin (TOB), piperacillin (PIPC), ceftazidime (CAZ) and ofloxacin (OFLX) on biofilm
formation, which is considered to be a contributing factor to the intractability of chronic
respiratory infections caused by Pseudomonas aeryginosa. Alginic acid and extracellular polysacc-
harides produced by P.aeruginosa were determined as indices reflecting the level of biofilm
formation. Alginic acid production by P. aeruginosa mucoid strains was investigated by determin-
ing alginic acid produced in standard agar culture medium using high performance liquid
chromatography. Extracellular polysaccharide (glycocalyx) produced by non-mucoid strains was
quantified by determining polysaccharides contained in biofilms formed on silicon strips using the
tryptophan method. The effects of the antibiotics on these indices at concentrations below the
minimum inhibitory concentration (sub-MIC) were investigated. The production of alginic acid
was significantly inhibited at CLDM g 1/16 MIC, EM g 1/128 MIC and TOB a1/4 MIC (p<0.02),
and that of glycocalyx at CLDM g 1/16 MIC and EM g 1/16 MIC (p <0.05). The indices were not
affected by other drugs at sub-MIC concentrations. Observations under a scanning electron
microscope showed inhibition of biofilm formation by CLDM at sub-MIC concentrations. These
results suggested that CLDM as well as EM inhibit P. aeruginosa biofilm formation at sub-MIC
concentrations.


