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研究成果の概要（和文）：研究目的は局所投与に適した抗菌薬を選択し、組織修復と局所投与を同時に行う新た
な薬物治療の開発を行うことである。バイオフィルムの成熟には段階があり、バイオフィルム成熟後では抗菌薬
の有効性はないかもしれないが、未成熟な段階では抗菌薬全身投与の有効性が考えられる。局所環境を改善する
とともに局所に高濃度の抗菌薬を投与することが有効である。局所投与に必要な抗菌薬濃度を検討する基礎的実
験を行った。ステンレススクリューにin vitroでバイオフィルムを形成させ、複数の抗菌薬を使用しminimal 
biofilm eradication concentration (MBEC)を分析し、有効な濃度を得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the study is to select antimicrobial agents suitable for 
local administration and to develop a new drug therapy that combines tissue repair and local 
administration. Biofilm maturation has stages, and while antimicrobial agents may not be effective 
after biofilm maturation, systemic administration of antimicrobial agents may be effective in the 
immature stages. Improving the local environment and administering high concentrations of 
antimicrobials locally may be effective. We conducted a basic experiment to examine the 
antimicrobial concentration required for local administration. Biofilms were formed on stainless 
steel screws in vitro, and minimal biofilm eradication concentrations (MBEC) were analyzed using 
several antimicrobial agents to obtain effective concentrations.

研究分野： 整形外科

キーワード： 黄色ブドウ球菌　抗菌薬　局所投与　骨髄炎　F G F　骨折　偽関節

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨軟部のインプラント手術後の感染症は治療に難渋し、抗菌薬長期投与とインプラント再置換を含む多数回手術
が必要になることが多い。この場合、組織欠損や血流不全が存在し、死腔のための細菌巣の形成や血流不全によ
る抗菌薬の局所濃度不足が懸念される。インプラントを残しての治療が困難な理由として、インプラント上にバ
イオフィルムが形成され抗菌薬治療に抵抗性となることや、抗菌薬の骨・関節への組織移行が悪く、抗菌薬の組
織濃度が十分に上がらないことが原因と考えられる。これらのことから組織修復が感染制御に大きな役割を果た
すことが予想され、組織修復と血流増加を図ることにより、抗菌薬投与による効果が増すことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
骨軟部の感染症、特にインプラント手術後の感染症はしばしば治療に難渋し、抗菌薬長期投与と
インプラント再置換を含む多数回手術が必要になることが多い。この場合、組織欠損や血流不全
が存在し、死腔のための細菌巣の形成や血流不全による抗菌薬の局所濃度不足が懸念される
(Gustilo RB, J Bone Joint Surg Am. 1990;72:299–304)。開放骨折においても組織欠損が問題と
なり感染治療と同時の組織修復が重要となる。インプラントを残しての治療が困難な理由とし
て、インプラント上にバイオフィルムが形成され抗菌薬治療に抵抗性となることや、抗菌薬の
骨・関節への組織移行が悪く、組織欠損や組織の血流が乏しいことと相まって、抗菌薬の組織濃
度が十分に上がらないことが原因と考えられる。これらのことから組織修復が感染制御に大き
な役割を果たすことが予想され、組織修復と血流増加を図ること（炎症再生）により、抗菌薬投
与による効果が増すことが期待される。 
我々はインプラント感染におけるバイオフィルム形成を詳しく検討して、in vitro と同様に、in 
vivo のバイオフィルム形成においても、細菌の接着、細菌の増殖、バイオフィルムマトリックス
の増殖、成熟、そして成熟したバイオフィルムからの細菌の分離というダイナミックなステップ
をたどることを同定した(Nishitani K, et al. J Orthop Res.  33:1311–9, 2015)。 
他にインプラント感染が難治性になる原因として骨髄内や軟部組織内の Staphylococcus 
abscess community (SAC)があり、これは黄色ブドウ球菌がコアグラーゼなどの酵素を分泌して
フィブリン偽膜であり、広義のバイオフィルムに含めることができる。SAC が成熟すると、免
疫細胞は膿瘍の中心の細菌に到達することができず、膿瘍内で細菌にとって安全な環境となる
（Varrone JJ, J Orthop Res. 2014;32:1389-96）。また、我々は先行研究によって、骨細管内
(osteocyte-lacuno canalicular network)への細菌の浸潤も難治性感染の大きな要因となり得る
ことを報告した。(Bentley KL de M, et al. J Bone Miner Res 32:985–90, 2017) 。骨細管内へ
は宿主の免疫細胞が侵入することができないため、インプラント感染が難治性となる原因だけ
でなく、数十年経過後に突如再発する骨髄炎の原因の一つとして考えられている。骨細管は骨髄
とは骨セメントで隔絶されているため、抗菌薬が骨細管まで達するかどうかは未知である。狭義
のインプラント上のバイオフィルムの存在と、周囲の組織の炎症、炎症組織内の SAC 形成、ま
た腐骨や皮質骨内への骨細管への細菌の浸潤など、インプラント感染が難治性となる原因につ
いては研究が盛んに行われているところである  (Masters EA, Nishitani K, et al. Bone 
Research. 7:20–18, 2019)。 
低濃度の抗菌薬はバイオフィルム形成を促し治療に逆効果であるため治療域の抗菌濃度を局所
において保つ必要がある。バイオフィルムが形成されると治療に必要な抗菌薬濃度は格段に上
昇すると考えられるが、高濃度の抗菌薬は細胞毒性・組織毒性を及ぼす可能性があり、全身投与
のみでは困難である。様々な抗菌薬の細胞毒性は報告されているが、治療濃度との関連は殆ど検
証されていない。また、バイオフィルム感染に対応するために必要な抗菌薬濃度は、最小発育阻
止濃度の 100~1000 倍とも言われているが、実験室でのプラスチックプレートを用いた検討に
とどまっており、整形外科手術に用いられるインプラント上に付着した、生体内で形成されたバ
イオフィルム感染に対して有効な抗菌薬濃度についてはこれまで検討されていない。そのよう
な必要濃度がわかった上で、細胞毒性濃度と治療有効濃度の差が大きい抗菌薬ほど安全域が広
いと言えるが、このような観点からの抗菌薬の検証が不足している。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は局所投与に適した抗菌薬を選択し、組織修復と局所投与を同時に行う新たな薬
物治療の開発を行うことである。バイオフィルムの成熟には段階があり、バイオフィルムが成熟
した後では抗菌薬の有効性はないかもしれないが、未成熟な段階では抗菌薬全身投与の有効性
が考えられる。バイオフィルムが成熟した感染症の治療は抗菌薬の全身投与のみでは十分では
ないとすれば、局所環境を改善するとともに局所に高濃度の抗菌薬を投与することが有効であ
る可能性がある。しかし、どの程度の濃度まで抗菌薬の局所濃度を高める必要があるのかはわか
っていない。そして、抗菌性と局所環境の改善という両者を達成するために、組織修復を促進さ
せる Fibroblast growth factor-2(FGF2) と抗菌薬を同時に投与する。FGF2 による組織修復、
血管新生と抗菌薬による細菌治療のシナジー効果が期待される。これはこれまで行われていな
かった全く新たな試みである。 
 
３．研究の方法 
（１）抗菌薬含有ゼラチンハイドロゲルの開発 
ゼラチンハイドロゲルに抗菌薬を含有させる実験を行う。抗菌薬単独、抗菌薬＋ポリ乳酸結合、
抗菌薬＋ハプテン結合などの条件を用いてゼラチンハイドロゲルに抗菌薬を含有させる。ゼラ
チンハイドロゲルをコラゲナーゼを用いて分解し、抗菌薬の徐放性を HPLC 法で検討する。 
 
（２）in vivo での抗菌薬のインプラント感染への効果の検討 



マウス脛骨骨髄炎モデルを用いて実験を行う。C57BL/6 マウスに感染時、感染後３日後、から薬
剤を投与し、走査電子顕微鏡でインプラント上のバイオフィルム、マイクロ CT で骨破壊抑制効
果、組織学実験で炎症と骨破壊の検討を行う。またコロニー形成単位試験を用いて、残存細菌数
を検討し抗菌効果を検討する。次に感染成立後 7日後、上記と同様の薬剤を投与しすでに成立し
た感染に対する治療効果をみる。 
 
（３）in vitro, in vivo バイフォイルム感染を抑制に必要な局所濃度の検討 
実際のインプラントを用いて、まず in vitro バイオフィルムをインプラント上に形成させて、
インプラント上の in vitro バイオフィルムに対する最小バイオフィルム根絶濃度：minimum 
biofilm eradication concentrations (MBEC)が、MIC やプラスチックプレート上の MBEC とどの
程度異なるのかを、複数の抗菌薬に対して検討する。次にインプラント感染動物モデルを用いて、
インプラント感染を起こし、生体内においてインプラント上に in vivo バイオフィルムが形成
されるのを待ち、インプラントを抜去した上でインプラントに付着したバイオフィルムに対す
る MBEC を検討する。 
 
４．研究成果 
（１） 
 ゼラチンハイドロゲルに抗菌薬を含有させる実験を行い、バンコマイシン、ゲンタマイシンを
ゼラチンハイドロゲルに含有させ、２日間徐放することができた。抗菌薬徐放ゼラチンハイドロ
ゲルを用いて、試験管内で黄色ブドウ球菌の増殖抑制実験を行い、培養液中にハイドロゲルを入
れることにより、黄色ブドウ球菌の発育を阻止でいることを確認した。 
 
（２） 
マウス脛骨インプラント黄色ブドウ球菌感染に対する抗菌薬全身投与の検討では、感染前に投
与したもの、バイオフィルムが成熟していない感染３日目に投与を開始したものでは、効果のあ
る抗菌薬、もしくは抗菌薬の組み合わせが存在した。具体的には、術前投与ではバンコマイシン
単剤、ゲンタマイシン単剤、およびリファンピシンとセファゾリン、バンコマイシン、ゲンタマ
イシンの組み合わせでバイオフィルムの形成を有意に抑制していた。３日目投与ではゲンタマ
イシン単剤、およびリファンピシンとセファゾリン、バンコマイシン、ゲンタマイシンの組み合
わせでバイオフィルムの形成を有意に抑制していた。さらに、インプラント上や感染した骨・軟
部組織からのコロニー形成単位においても、ゲンタマイシン単剤、もしくは上記の組み合わせに
おいて、細菌コロニー数の有意な減少を認めた。さらに、全くコロニー形成を認めない個体もあ
り、バイオフィルム成熟前においては抗菌薬全身投与でも有効性があることが確認された。 

 
しかし、バイオフィルムの成熟が進んだ術後７日目に抗菌薬投与を開始した場合は、いずれの抗
菌薬単剤、もしくは組み合わせにおいても全く有効性を見出せなかった。よってバイオフィルム
が完成した後は、抗菌薬の全身投与がバイオフィルム感染に対しては無効であることが確認さ
れた。 
 
（３） 
実際の整形外科インプラントに近いものを用いて MBEC を検討するために、ステンレススクリュ
ーを用いての検討を行なった。まずステンレススクリュー上の in vitro バイオフィルムに対す
る検討を行った。メチシリン感受性黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌に何れに対
してもゲンタマイシンが最も低い MBEC を示した。バンコマイシンの MBEC はメチリシン耐性黄



色ブドウ球菌に対してにおいても、ゲンタマイシンのそれより低いものであった。また、セファ
ゾリンの MBEC はメチシリン感受性黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌何れに対し
ても最も高い結果となった。セファゾリンのメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の MIC(128g/ml)を
除いて、各 MIC は 0.5〜2g/ml であり、ステンレスインプラント上のバイオフィルムに対して
も、MBEC は MIC に比べて非常に高いものであることがわかった 
 
 

 
in vitro バイオフィルムより遥かに複雑な構造と考えられる in vivo バイオフィルムに対する
MBEC を検討するため、ラット大腿骨骨折感染に対するプレート固定モデルを確立した。同モデ
ルは骨幹部の横骨折をポリエーテルエーテルケトン樹脂プレートと、４本のステンレススクリ
ューにより固定するモデルである。ラットをメチシリン耐性黄色ブドウ球菌で感染後に３日目、
１４日目にスクリューを抜去して形成されたバイオフィルムに対する感受性を検討した。 

in vivo で形成されたバイオフィルムに対してもゲンタマイシンが最も有効であり、セファゾリ
ンが最も有効性が低かった。その必要とする濃度は in vitro の MBECの５〜１０倍程度、MIC の
200〜2000 倍程度と、非常に高濃度を要することがわかった。 
これを受けて、この程度の高濃度において骨芽細胞、繊維芽細胞、間質性幹細胞に対する細胞毒
性を検討中であり、安全性と有効性を担保できる濃度において、FGF 含有ハイドロゲルでの動物
実験により、確立できた大腿骨骨折感染モデルを用いて、感染の治療と局所環境の改善によるシ
ナジー効果により骨癒合の促進が得られるかの検討を行う予定である。 
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