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研究成果の概要：バイオフィルム形成能が高い多剤耐性緑膿菌（MDRP）やメタロ-β-ラクタマ

ーゼ（MBL）産生緑膿菌は、環境中に長期に生息することから、院内感染対策上、特に留意する

必要がある。なかでも MBL 産生緑膿菌は、ほぼ全ての抗菌薬に高度耐性を示し、プラスミド性

耐性遺伝子を菌株・菌種間で伝達する可能性が高い。MDRP や MBL 産生緑膿菌の伝播・拡散防止

のためには、標準予防策の遵守を基本とし、バイオフィルムを形成させないための医療・療養

環境の管理が重要である。 
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１．研究開始当初の背景 

近年特に問題となっている院内感染症の

原因菌として、多剤耐性緑膿菌（MDRP）があ

げられ、尿路カテーテル留置患者の尿から高

頻度に分離される。緑膿菌には異なる薬剤耐

性機序が存在し、バイオフィルム形成の他に、

不活化酵素の産生、作用点の変異、透過性障

害、排出ポンプ機能の亢進などがある。その

なかで、不活化酵素産生による耐性として、

メタロ-β-ラクタマーゼ（MBL）産生菌の出現



が問題になっている。この薬剤耐性遺伝子は

プラスミド上にコードされていることが多

く、菌株・菌種間を伝達することにより、耐

性遺伝子が拡散する。MBL 産生緑膿菌は、ほ

ぼ全ての抗菌薬に高度耐性を示す傾向が強

く、拡散防止策を講じることは必要不可欠で

ある。 

 

２．研究の目的 

MDRPまたはMBL産生緑膿菌を研究対象とし

て、分子疫学的・細菌学的実験を行う。研究

対象株のバイオフィルム形成能および薬剤耐

性遺伝子の伝達性に関して得られたエビデン

スに基づいて、院内感染対策上の問題点を明

確にして、有効な院内感染防止策を提言する。 

 

３．研究の方法 

（１）対象 

Ａ県3施設で分離された尿路由来IMP-1型

MBL産生緑膿菌75株（1症例1株）を対象とした。

また、比較検討のために、岡山大学泌尿器科

で分離された尿路感染症由来MBL非産生緑膿

菌66株（1症例1株）を用いた。 

（２）PCR法 

IMP-1 型 MBL 産生遺伝子（blaIMP-1）の検出

は、プライマーの最適条件にて行った。 

（３）薬剤感受性試験 

ドライプレート DP25（栄研化学）を用いた。

MDRPの判定基準は、感染症法に基づき MIC（最

小発育阻止濃度）値： イミペネム（IPM）≧

16 μg/mL、シプロフロキサシン（CPFX）≧4 

μg/mL、アミカシン（AMK）≧32 μg/mL とした。 

（４）バイオフィルムアッセイ 

96 穴ポリスチレン製滅菌平底プレートを

用い、供試菌を人工尿中、37℃で静置培養し

た。24 時間後に形成されたバイオフィルムを

クリスタルバイオレットにて染色した。その

溶出液の OD570値（3 穴の平均値）を求めて、

バイオフィルム形成能とし、高度形成群（OD570

≧1）、中等度形成群（1>OD570≧0.5）、低度形

成群（0.5＞OD570≧0）の 3群に分類した。 

（５）統計学的解析 

データの解析は Mann-Whitney の U 検定を

用い、P＜0.05 の場合を有意差ありとした。 

（６）接合伝達実験（フィルター法） 

受容菌として Pseudomonas aeruginosa 

ML5017 株、イミペネムおよびリファンピシン

添加の選択培地を用い、供与菌数あたりの伝

達頻度を算出した。伝達の有無は、PCR 法お

よび PFGE 法により確認した。 

（７）パルスフィールドゲル電気泳動法 

（PFGE解析） 

BIO-RAD 社のプロトコールに準じた。ゲル

ブロックを制限酵素 SpeⅠ処理後、アガロー

スゲルに埋め込み、Bio-Rad CHEF DR-Ⅲを使

用して泳動を行った。泳動終了後、ゲルを

SYBR Green I で染色し、デンドログラムを作

成した。 

 

４．研究成果 

（１）MBL産生緑膿菌株の薬剤耐性状況とバ

イオフィルム形成能 

MBL産生緑膿菌株がblaIMP-1耐性遺伝子保有

株であることを確認後、薬剤感受性試験を行

った。MBL 産生緑膿菌 75 株中、67 株（89.3％）

が IPM, CPFX, AMK の 3 剤に耐性を示す MDRP

であり、残り 8株は IPM, CPFX の 2剤に耐性

を示した。バイオフィルム高度形成群は 35

株(46.7％)、中等度 31 株(41.3％)、低度 9

株(12.0％)であった。バイオフィルム高度・

中等度形成群（66 株）では 3剤耐性の MDRP

（61 株）が 92.4％を占めていた。 

（２）MBL産生・非産生緑膿菌株のバイオフィ

ルム形成能の比較（図） 

MBL産生緑膿菌75株のバイオフィルム形成

能の平均OD570値1.25±0.09（Mean±SE）は、



MBL非産生緑膿菌66株の平均OD570値0.43±

0.07（Mean±SE）に比較して、約3倍の高値で

あり、MBL産生緑膿菌株は有意に高いバイオフ

ィルム形成能を示した。（P＜0.001） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）MBL産生緑膿菌株のバイオフィルム形成

能の比較－施設別－ 

施設 Aで分離された MBL 産生緑膿菌株のバ

イオフィルム形成能は低度から高度まで広

く分布し、高度・中等度の株が 81.6％、施設

Bでは高度・中等度の株が 96.7％、施設 Cで

は中等度の株が 71.4％を占めた。つまり、バ

イオフィルム形成能は施設ごとに特徴があ

ることが明らかとなった。 

（３）薬剤耐性遺伝子の伝達性 

接合伝達実験を行ったMBL産生緑膿菌15株

のうち5株が、比較的高い伝達頻度（10-4～

10-6）で、blaIMP-1遺伝子を伝達した。 

（４）PFGE解析（類似係数80％のデンドロ

グラム 

尿路由来MBL産生緑膿菌75株には同一株を

認めなかったが、類似係数80％の類似株を7

組14株認めた。類似株7組は全て同じ施設内で

分離された株で構成され、異なる施設間での

類似株は認めなかった。施設Cで分離された類

似株1組の分離日の隔たりは4日、施設Bで分離

された類似株1組の分離日の隔たりは5日であ

ったことから、直接的な交差感染の可能性が

考えられた。その他5組の分離日には、3週間

から約3ヶ月の隔たりがあり、環境中に生息し

ていたMBL産生緑膿菌を介した交差感染の可

能性が示唆された。 
OD570 
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（５）考察 3.5 

緑膿菌は尿路感染症の原因菌となる代表

的な菌種のひとつであり、尿路に基礎疾患を

有する複雑性尿路感染症、特に尿路にカテー

テルが留置された患者からは頻繁に分離さ

れる。緑膿菌は尿路上皮あるいは尿路内異物

（カテーテル、結石）に付着すると、そのす

ぐれた環境適応能力として菌体外多糖（グリ

コカリックス）を産生し、バイオフィルムを

形成する。緑膿菌をはじめとする細菌バイオ

フィルムの形成は、抗菌薬および生体の感染

防御系からの隠れ家となり、難治化の重要な

因子となる。緑膿菌は元来弱毒菌であり、た

とえ尿路に基礎疾患を有していても尿流動

態が比較的良好（尿路閉塞が無い状態）に保

たれていれば、発熱などの急性症状を呈する

ことはまれである。その一方で、緑膿菌性尿

路感染症患者はいわゆる緑膿菌保菌者とな

るケースが多く、病院・病棟内で交差感染の

汚染源となり得る。 
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免疫抑制宿主を主体とした長期入院患者

には尿路カテーテルが留置されることが多

いことから、緑膿菌性尿路バイオフィルム感

染症は泌尿器科病棟のみならず医療施設全

体の問題として対策に取り組むことが必要

である。また、バイオフィルム形成能が高い

緑膿菌は環境中に生息しやすいことを考慮

すると、特に水周りの環境を清潔かつ乾燥し

た状態に保ち、バイオフィルム形成の場とな

らないよう医療環境の管理を徹底する必要

がある。 

最近では、外来患者の尿中から MDRP や MBL

産生緑膿菌が検出されるようになった。MDRP

産生株 

（ｎ=75） 

 

非産生株 

（ｎ=66） 

図  尿路由来 MBL 産生・非産生緑膿菌の 

バイオフィルム形成能の比較 



は五類感染症定点把握疾患に指定され、注意

を喚起されているが、全数把握の感染症では

ない。大規模病院においては、MDRP に対する

関心度は高いが、中・小規模病院や療養型施

設では薬剤耐性菌に関する情報提供が組織

的になされているとは言い難い。MDRP は必ず

しも感染症の原因菌となっていない場合が

多く、患者は保菌状態で原疾患の治療や医療

処置を受けていることを考慮すると、大病院

に限らず、中・小規模病院においても、徹底

的な院内感染対策を実施することが求めら

れる。 

（６）結語 

① バイオフィルム形成能が高い緑膿菌は、

環境中に長期に生息し、プラスミド性遺伝子

の伝達により耐性を獲得している可能性がある。 

② MDRPやMBL産生緑膿菌の伝播・拡散防止

のためには、標準予防策の遵守を基本とし、

バイオフィルムを形成させないための医療・ 

療養環境の管理が重要である。 
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