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目 的

臨床の場において，起炎菌に対してinvitroでは有効

な殺菌剤も，実際の病巣で十分な殺菌効果が得られない

場合がある。そういった細菌感染症の難治化要因のひと

つとして生体表面や組織内に形成する細菌のbiofilmが

注目されている。なかでも慢性気道感染症などの原因と

なっているPseudomonasaeruginosa（緑膿菌）による

biofilmは難治性感染症の病態として注目され，種々報

告されているものの，biofilmそのものの形成メカニズ

ムやbiofilmとしての生態などは十分に解明されていな

い。そこで，形成メカニズムおよびその生態，薬剤抵抗

性を検討する目的で，invitro人工biofilm形成モデル

を 案し，形成した人工biofilmを共焦点レーザー顕微

鏡（CLSM）を用いて分析した。CLSMは，試料内の焦

点面からのみの蛍光を抽出して画像化することにより，

試料の３次元構造を壊すことなく任意の深さでの光学的

断層像を取得，解析することが可能である。

方 法

臨床分離株 P.aeruginosaPT1252株の人工biofilm

形成は細菌を 一に分散した状態に遠心することのでき

る機器であるCytoFugeにて，スライドグラス上におい

たカバーグラス上に被験細菌を遠心し，人工的に付着さ

せ，その後，培地を灌流し培養した。０－24時間培養し

形成されたbiofilmはグルタールアルデヒドにて固定

後，菌体はpropidium iodide（PI），菌体外多糖体は

FITC-ConAにて染色し，CLSMにて観察した。また，

CLSMによるbiofilm中の総細菌数の測定のために，既

知の菌数の細菌をCytoFugeにて付着させ，PIにて染色

後，総蛍光量と細菌数の比例関係を調べた。また，biofilm

形成菌とそうでない浮遊菌との薬剤感受性の違いを調べ

るため，37℃，24時間緩やかな攪拌培養中に培養瓶に付

着した細菌を超音波で回収し，P.aeruginosaにもっとも

効果があるとされるシプロフロキサシン（CPFX）に対す

る最小発育阻止濃度（MIC）と最小殺菌濃度（MBC）を

測定した。浮遊菌についても同様に測定した。また，人

工biofilm中の細菌の薬剤抵抗性の検討として，12時間

および24時間培養したbiofilmに対し，浮遊菌に対する

MBC（6.26μg/ ）のCPFXをそれぞれ60-120分作用さ

せ，SYTO9で生菌を，PIで死菌をそれぞれ分別染色し，

CLSMでその割合を調べた。

結 果 と 察

biofilm形成過程の観察では，経時的に面積を増す方

向（XY方向），厚さを増す方向（XZ方向）ともに増加

しており，XY方向には遠心直後には10％程度を占めて

おいた細菌は，8時間後にガラス表面の25％を，12時間培

養で50％，24時間で75％を占めるまでに増殖していた。

biofilmをXZ方向に１μmの厚さの断層分析をする

と，細菌はガラス平面付着部に最も多く，深部から表層
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図１ 24h培養で形成されたbiofilmの断層解析

A：biofilm中の細菌の分布 B：菌体外多糖の分布



にいくにしたがって細菌数が減じていた。（図１A）厚さ

は８時間で６μm，12時間で9.5μmに増加していた。ま

た，biofilm中にはConA反応性菌体外多糖も形成され

ていた。24時間後には，ガラス表面が一番多く面積の

19.5％を占め，上方に行くにしたがってその割合を減ら

し，5μm付近でまた増加する，２峰性を示した。（図１B）

薬剤感受性試験では，浮遊菌，biofilm形成菌共にMIC

は3.13μg/mlと違いはみられないものの，MBCでは浮

遊菌が6.26μg/mlであるのに対しbiofilm形成菌が25

μg/mlと約３倍もの濃度であった。（表１）これは，

biofilm形成により細菌自身の代謝活性が変化し，浮遊

菌に比してはるかに抵抗力がもった可能性を示唆してい

る。人工biofilmでの薬剤抵抗性の検討では，12時間培養

のbiofilmに対するCPFX60分作用では全体の約38％が

生菌で，ガラス平面から１μmごとの生菌の割合は，ガ

ラス平面で約37％であるのに対し，８μm上方ではわず

か１％にすぎなかった。（図２）CPFX90分作用ではすべ

て殺菌されていた。一方，厚みを増した24時間培養の

biofilmでは，120分作用させても約11％が生菌であっ

た。

以上の成績の様に，CytoFugeによる遠心力を利用し，

人工biofilmの形成が容易に行えるようになった。また，

CLSMを用いることによりbiofilmの複雑な３次元構

造を壊すことなく，これを構成する細菌数を蛍光強度を

測定することで算出できた。また，人工biofilm構造分析

や死菌/生菌の分別が可能なことから，その生態や，

biofilmとしての薬剤に対する抵抗性などの測定もでき

た。本研究によりbiofilmの研究を飛躍的に高める基本

的な研究手段が確立された。
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表１．浮遊菌とbiofilm形成菌のCPFXにおけるMIC，MBC

MIC MBC

non-adheredorganisms 3.13（μg/ ） 6.25（μg/ ）

naturalbiofilm-formingorganisms3.13 25

MIC：minimuminhibitoryconcentration

MBC：minimumbactericidalconcentration

図２ 12h培養のbiofilmに対するCPFX60分作用時の

biofilm底面から1μmごとの生菌，死菌の分布

192

68


