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Ⅰ．緒言

　緑膿菌は好気性グラム陰性桿菌で、環境中や
生体内の常在菌として広く分布しており、日和
見感染症をはじめ、院内における様々な急性感
染症や慢性感染症の原因菌の一つである1）。近
年、感染症法により緑膿菌に効果のあるイミペ

ネム （IPM、R≧16 μg/mL）、シプロフロキサ
シン （CPFX、R≧4 μg/mL）、アミカシン （AMK、
R≧32 μg/mL）に耐性を示す多剤耐性緑膿菌
（multidrug - resistant Pseudomonas aeruginosa; 

MDRP）が世界中で出現し、現行の治療法が困
難になっている2），3）。さらに、緑膿菌による感
染症の難治化の原因としてバイオフィルムの形
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成が報告されている。バイオフィルムは、細菌
が人工呼吸器の挿管チューブや尿道カテーテル
等の壁に線毛を用いて付着し、一定数の菌が集
まりアルギン酸や細胞外多糖体を産生する4）。
さらに細菌を包み込むことで抗菌薬や好中球な
どの貪食に抵抗性を示している5）－9）。しかし、
日本では、バイオフィルム形成時の抗菌薬感受
性検査の報告はほとんどない。そこで本研究で
は、喀痰由来緑膿菌のバイオフィルム形成前後
の抗菌薬感受性検査の比較検討及びバイオフィ
ルム形成後の抗菌薬暴露におけるバイオフィル
ム形成量を測定した。

Ⅱ．材料と方法

1．使用菌株
　本研究で使用した緑膿菌は本邦の複数の医療
施設で分離された喀痰由来の臨床分離株20株で
ある。これらは感染症法に準拠し2）、IPM（≧
16 μg/mL）、CPFX（≧4 μg/mL）、AMK（≧
32 μg/mL）の3薬剤耐性を同時に示す多剤耐性
緑膿菌と、同3系統の薬剤に感性を示す緑膿菌（3

剤感性緑膿菌）をそれぞれ10株ずつ使用した。

2．使用薬剤
　セフェム系のセフタジジム（CAZ、東京化成
工業株式会社、東京）、カルバペネム系のIPM

（LKT Laboratories inc、USA）、ドリペネム
（DRPM、LKT Laboratories inc）、アミノグリコ
シド系のAMK （和光純薬株式会社、大阪）、キ
ノロン系のCPFX （和光純薬株式会社）の計5薬
剤を用いた。

3．抗菌薬感受性検査
3.1．  最小発育阻止濃度（minimal inhibitory 

concentration; MIC）
　抗菌薬感受性検査はClinical and Laboratory 

Standards Institute （CLSI）に準拠し10）、cation-

adjust Mueller-Hinton broth（CAMHB; 日本ベク
トンディッキンソン; BD、東京）を用いて微量
液体希釈法にて測定した。各抗菌薬の濃度は
0.06-128 μg/mLに調整し、35℃の好気環境下で
20時間培養後、CLSIの各ブレイクポイント判
定基準に基づき感性（Susceptible; S）、中間
（Intermediate; I）、耐性（Resistant; R）の判定を

した11）。

3.2．  最小バイオフィルム発育阻止濃度（minimal 

biofilm inhibitory concentration; MBIC）と
最小バイオフィルム撲滅濃度（minimal 

biofilm eradication concentration; MBEC）
　MBICとMBECの測定はCalgary  Biofi lm 

methodに準拠し実施した12）。Mueller-Hinton寒天
培地（MHA; BD）で前培養した集落をCAMHB 

5 mLに懸濁し、一晩振盪培養し、培養後の菌
液を McFarland（以下McF）0.5に調整し、さら
にCAMHBで10倍希釈して107 CFU/mLの濃度に
調整した。調整した菌液をCalgary Biofilm 

Device（CBD; サーモフィッシャーサイエンテ
ィフィック株式会社、東京）に150 μL接種し
24時間、35℃の好気環境下で培養した。培養後、
CBDの蓋を生理食塩水にて2回洗浄し、新しい
2.5-1024 μg/mLに調整した各抗菌薬を接種した
CBDにバイオフィルムが付着したCBDの蓋を
被せ、24時間、35℃の好気環境下で培養した。
その後、再度CBDの蓋を生理食塩水にて2回洗
浄し、CAMHBを接種した96wellマイクロプレ
ートにC B Dの蓋を被せ、E p i S o n i c  M u l t i -

Functional Bioprocessor 1100 （フナコシ株式会
社、東京）を用いて超音波処理を行った。超音
波処理後、24時間、35℃の好気環境下で培養し、
MBIC及びMBECを測定した。MBECはバイオ
フィルム内細菌が除菌された最小濃度と定義し
た13）。

4．バイオフィルム形成試験
　O'tooleら14）の方法を改変して実施した。
Trypticase soy agar（TSA; 日水製薬株式会社、
東京）で前培養した集落をTrypticase soy broth

（TSB; 日水製薬株式会社） 5 mLに懸濁し、一晩
振盪培養し、培養後の菌液を McF0.5に調整し、
さらにTSBで10倍希釈して107 CFU /mLの濃度
に調整した。調整した菌液を96wellマイクロプ
レート（ビーエム機器株式会社、東京）に180 

μLずつ接種し，24時間、35℃で培養した。培
養後、生理食塩水で2回洗浄し2.5-1024 μg/mL

に調整した抗菌薬を接種した後、さらに24時間
培養した。その後、各wellに1%クリスタル紫
液20 μLずつ加え、室温で10分間染色した。染
色後、各wellに生理食塩水を200 μLずつ加え
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脱色を繰り返し、プレートを十分乾燥させた。
乾燥後、各well内に99%エタノールを200 μL加
え、15分間静置後、吸光度計（サーモフィッシ
ャーサイエンティフィック株式会社）にて
OD570で測定した。

Ⅲ．結果

1．抗菌薬感受性検査
1.1．MIC

　MICの結果をTable 1、Table 2に示した。3剤
感性緑膿菌におけるC A Z、 I P M、D R P M、
AMK、CPFXに対する90%の株が発育阻止され
る最小濃度（ 9 0 %  m i n i m u m  i n h i b i t o r y 

concentration; MIC90）はそれぞれ、128, 8, 2, 8, 

0.25 μg/mLであった。多剤耐性緑膿菌におけ
るMIC90はCPFXを除く4剤では>128 μg/mLであ
り、CPFXでは64 μg/mLであった。CLSIが示
した各抗菌薬のブレイクポイントの判定基準に
基づくと11）、3剤感性緑膿菌はIPM、DRPM、
AMK、CPFXに対して感性を示したが、CAZに
対しては耐性を示す株が多く、多剤耐性緑膿菌
はすべての抗菌薬に対して耐性を示した。

1.2．MBIC、MBEC

　MBIC、MBECの結果をTable 1、Table 2に示
した。3剤感性緑膿菌における90%の株のバイ
オフィルムが阻止される最小濃度（ 9 0 % 

minimal biofilm inhibitory concentration; MBIC90）、
90%の株のバイオフィルム内細菌が除菌される
最小濃度（90% minimal biofilm eradication 

concentration; MBEC90）は、CPFXを除く4剤で
それぞれ>1024、>1024 μg/mLであり、CPFX

では256、512 μg/mLであった。多剤耐性緑膿
菌におけるMBIC90、MBEC90は全ての抗菌薬で
それぞれ>1024、>1024 μg/mLであった。

1.3．MICとMBIC、MBECの比較
　Table 1より、3剤感性緑膿菌はMICとMIBC、
MBECを比較すると、CAZでは3管差以上（8倍
以 上 ）、IPMで は7管 差 以 上（128倍 以 上 ）、
DRPMでは9管差以上（512倍以上）、AMKでは
7管差以上（128倍以上）、CPFXでは11管差（2048

倍以上）耐性が上昇した。Table 2より、多剤耐
性緑膿菌はMICとMIBC、MBECを比較すると、
CAZ、IPM、DRPM、AMKでは3管差以上（8倍
以上）、CPFXでは4管差以上（16倍以上）耐性
が上昇した。3剤感性緑膿菌において、バイオ
フィルムを形成する前ではIPM、DRPM、

Table 2　Antimicrobial susceptibility tests of multidrug-resistant 

Pseudomonas aeruginosa

Table 1　Antimicrobial susceptibility tests of three-drug-sensitive 

Pseudomonas aeruginosa
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AMK、CPFXは感性だったが、バイオフィルム
を形成することで同4剤に対して耐性を示した。
多剤耐性菌に関しては、バイオフィルム形成後
でも耐性を示していた。

2．バイオフィルム形成試験
　バイオフィルム形成量をFig. 1に示した。抗
菌薬を接種せずにバイオフィルムを形成させた
3剤感性緑膿菌、多剤耐性緑膿菌を基準（100%）
として比較した。CAZを接種した3剤感性緑膿
菌が形成するバイオフィルムは1-128 μg/mLの
抗菌薬濃度で7-39%の形成低下を認め、多剤耐
性緑膿菌の形成するバイオフィルムは、全ての
抗菌薬濃度で26-75%の形成増加を認めた。
IMP、DRPMを接種した3剤感性緑膿菌の形成

するバイオフィルムは、全ての抗菌薬濃度でそ
れぞれ22-64%、16-55%の形成増加を認め、多
剤耐性緑膿菌の形成するバイオフィルムでも全
ての抗菌薬濃度でそれぞれ、14-66%、29-88%

の形成増加を認めた。AMKを接種した3剤感性
緑膿菌の形成するバイオフィルムは32-128 μg/

mLの抗菌薬濃度で18-27%の形成低下を認め、
多剤耐性緑膿菌の形成するバイオフィルムは、
全ての抗菌薬濃度で21-69%の形成増加を認め
た。CPFXを接種した3剤感性緑膿菌の形成する
バイオフィルムは4-128 μg/mLの抗菌薬濃度で
7-29%の形成低下を認め、多剤耐性緑膿菌の形
成するバイオフィルムは、64-128 μg/mLの抗
菌薬濃度で3-25%の形成低下を認め、0.25-32 μ
g/mLの抗菌薬濃度で7-54%の形成増加を認め

Fig. 1 Effect of biofilm on antimicrobial agents

 Comparison of biofilms formed by three-drug–sensitive Pseudomonas aeruginosa and untreated multidrug-resistant 

P. aeruginosa
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た。多くの抗菌薬でバイオフィルム形成は有意
に増加したが（p<0.01）、3剤感性緑膿菌の形成
するバイオフィルムにおいてCAZ及びCPFXは
低濃度であってもバイオフィルム形成有意に低
下させた（p<0.01）。

Ⅳ．考察

　慢性閉塞性肺疾患および嚢胞性線維症患者で
は、緑膿菌によるバイオフィルム感染症が起こ
ると抗菌薬治療が困難となり、呼吸不全から死
に至ることが多い10）。さらにバイオフィルムは
院内感染症の65%に関連していると言われてお
り、バイオフィルムを形成すると抗菌薬耐性が
非形成時よりも10-1000倍にまで上昇すること
で難治化の原因になると報告されている9）。今
回の検討においてもTable 1、Table 2に示すよう
に,多くの抗菌薬でバイオフィルム非形成時よ
りも形成時で抗菌薬耐性が上昇していたため既
存の報告と一致している。しかし、3剤感性緑
膿菌が形成するバイオフィルムではCPFXが他
の抗菌薬の濃度よりも低値であり、バイオフィ
ルムに浸透していることが認められた。Suciら
はCPFXのバイオフィルム表面の濃度はバイオ
フィルム形成前よりバイオフィルム形成後の方
が低下しており、CPFXがバイオフィルムに浸
透していることを報告した15）。そのため、
CPFXが他の抗菌薬よりバイオフィルムに対し
て有用であることが考えられる。他の抗菌薬の
MBIC90とMBEC90は、3剤耐性菌と感性菌とでほ
とんど差がなかった。バイオフィルムの抗菌薬
耐性メカニズムの一つとして、菌体外毒素によ
り抗菌薬の浸透が物理的に妨げられたり、浸透
が遅れることが知られている16），17）。これにより、
3剤感性緑膿菌ではバイオフィルム内部にTable 

1で示した抗菌薬濃度より非常に低い濃度で、
バイオフィルム内生存菌が抗菌薬に暴露されて
いる可能性が考えられる。したがって、バイオ
フィルムを形成したままバイオフィルム内生存
菌が長期間抗菌薬に暴露されると耐性を獲得し
得ることが示唆される。その結果、バイオフィ
ルム内で3剤感性緑膿菌が耐性を獲得し、抗菌
薬治療の難治化を促進していることが考えられ
る。

　MDRPは様々な抗菌薬に対して耐性を示す菌
であるが、2015年に日本ではこれらの多剤耐性
菌に対する治療薬としてコリスチン（CL）投
与を承認した18）。Table 2で示したようにMDRP

がバイオフィルムを形成すると抗菌薬を1024 

μg/mLを暴露してもバイオフィルム内生菌は
撲滅されない。したがって、今回使用していな
いCLに対しても同等の結果を示し、治療の最
終手段としてのCL投与も無効になる可能性が
考えられる。多剤耐性緑膿菌は耐性遺伝子を獲
得するだけでなくバイオフィルムを形成するこ
とで抗菌薬治療から逃れていることが推測さ
れ、今後、現行の抗菌薬では治療が困難を極め
る可能性がある。
　バイオフィルムはQuorum-sensing機構（QS機
構）とcyclic diguanylate（C-di-GMP）によって
制御されている。QS機構は細菌の増殖が進み、
菌密度が高まるとホモセリンラクトンと呼ばれ
るAutoinducer濃度も高まり一定の閾値に達する
とバイオフィルムなどの各種病原因子の発現を
促進すると言われている19）。また、C-di-GMPは
C-di-GMP合成酵素とホスホジエステラーゼ含
有タンパク質により濃度を制御され、その
C-di-GMP濃度によりバイオフィルムを調整す
るとされている20），21）。Fig. 1に示したように3剤
感性緑膿菌、多剤耐性緑膿菌では多くの抗菌薬
でバイオフィルムの増強作用が認められた。抗
菌薬がQS機構のAutoinducer及びC-di-GMPの濃
度を高める誘発因子となったために増強したと
推定される。しかし、CPFX、CAZは3剤感性緑
膿菌においてバイオフィルムを抑制した。
CPFXはバイオフィルムを透過しバイオフィル
ム内の緑膿菌の発育を阻止することで、バイオ
フィルム内の菌密度が低下し、Autoinducer濃度
（ホモセリンラクトン）も低下することでバイ
オフィルムの発現が抑制されたと考えられる。
CAZはTable 1で示したようにバイオフィルム透
過性は認められないので、C-di-GMPを制御す
る酵素になんらかの作用を及ぼしバイオフィル
ムを抑制したものと推測できる。本報では
CPFXとCAZのバイオフィルム減少作用は異な
ると考えられるため、今後2つの抗菌薬を用い
た時のQS機構、C-di-GMPの変化について検討
する必要があると考える。
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Ⅴ．結論

　本報においてバイオフィルム形成前より、バ
イオフィルム形成後におよそ10-2000倍耐性上
昇が認められたので、臨床において抗菌薬の早
期使用が必要である。また、3剤感性緑膿菌は
バイオフィルムを形成すると、多剤耐性緑膿菌
と同様に抗菌薬に対して高い耐性を示すことか
ら、3剤感性であっても抗菌薬治療が困難にな
ることが示唆される。
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