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研究成果の概要：緑膿菌性尿路バイオフィルム感染症の予防法および治療法の確立を主要な

目的として研究を遂行した。抗バイオフィルム剤の評価に使用するバイオフィルム実験モデル系

（キャピラリーフローセルシステム）は、緑色蛍光蛋白質産生株・非産生株のいずれを用いても

再現性のある実験系として、本研究期間に格段の進化を遂げた。本実験系および新規スクリー

ニング法を使用し、人工尿中、抗バイオフィルム剤としての有用性が示唆される化合物を見出

した。 
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１．研究開始当初の背景 

細菌バイオフィルムは難治性感染症に関

与する病態概念として注目されており、その

病態の解明や予防・治療法の開発など基礎

的・臨床的研究が進展している。尿路感染症

においても、カテーテル留置感染症を代表と

する難治性感染症の多くにこの細菌バイオ

フィルムが関与している。複雑性尿路感染症

より分離される日和見感染菌は、本来尿路へ

の定着性は低いものの、留置カテーテルや高



度の尿流障害などの基礎疾患につけこんで、

細菌バイオフィルムを形成して尿路での定

着性と増殖性を獲得する。尿路バイオフィル

ム感染症は、潜伏・持続感染の様相を呈する

ことが多く難治性である。通常臨床症状に乏

しく比較的穏やかな感染症であるが、一旦、

尿流障害を合併すると尿性敗血症に移行し、

宿主を重篤化させる。また、除菌が困難であ

るため感染が持続し、院内感染の感染源とな

っている。特に、緑膿菌はバイオフィルム形

成能が高く、尿路バイオフィルム感染症の主

たる原因菌である。そのような背景のなかで、

尿路バイオフィルム感染症の予防と制御の

ための新しい治療法・医用材料・抗バイオフ

ィルム剤の開発は重要な研究課題である。 

 

２．研究の目的 

緑膿菌性尿路バイオフィルム感染症の予防

法および治療法の確立を主要な目的として、

本研究期間に抗バイオフィルム剤の評価系と

してのin vitro バイオフィルム実験モデル

系（キャピラリーフローセルシステム）を進

化させる。本実験系を使用して、クォーラム

センシング（菌密度依存的遺伝子発現制御）

機構の拮抗剤・阻害剤、植物成分であるポリ

フェノール類、非翻訳RNA（noncoding RNA: 

ncRNA）候補分子、抗菌薬などの評価（単独お

よび併用）を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）キャピラリーフローセルシステム 

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科泌尿

器病態学分野では、平成 14 年度に、in vitro

バイオフィルム実験モデル系としてのキャ

ピラリーフローセルシステムを導入した。本

実験系は、green fluorescent protein (GFP)

産生株がキャピラリー中に形成したバイオ

フィルムを共焦点レーザー走査型顕微鏡あ

るいは蛍光顕微鏡でリアルタイム（タイムラ

プス）に観察して、抗バイオフィルム剤の評

価を行うときに最も威力を発揮する。平成 17

年度までに、GFP産生株および GFP非産生株を

用いて再現性のある実験系として確立した。

本研究期間（平成 18～20年度）には、画像解

析のために最新のソフトウェアを導入、また

共焦点レーザー走査型顕微鏡での観察におい

て、高倍率での観察が可能なウォーターレン

ズを導入し、本実験系は格段の進化を遂げた。 

① 使用菌株およびバイオフィルムの観察 

カテーテル留置複雑性尿路感染症患者由

来の緑膿菌 Pseudomonas aeruginosa 

OP14-210 株（GFP 非産生株）を用いた。GFP

産生株は、GFP をコードしたプラスミド

pMF230 を OP14-210 株に導入して、P. 

aeruginosa OP14-210 (pMF230)株を構築した

（研究協力者：加藤純一教授・広島大学）。

ガラスキャピラリー中に菌液を接種して、

37℃、2時間放置したのち、人工尿を 20 ml/hr

で灌流させ、バイオフィルムを形成させた。

GFP 産生株が形成したバイオフィルムは、共

焦点レーザー走査型顕微鏡（Zeiss LSM 510）

あるいはオールインワン蛍光顕微鏡（キーエ

ンス BZ8000）で観察した。GFP 非産生株の場

合は、蛍光染色キット （Live/Dead BacLight 

Bacterial Viability Kits : Molecular 

Probes) を用いてバイオフィルム内の生菌

（Green）と死菌（Red）を染め分け、同様に

観察を行った。 

② 評価に使用した抗菌薬 

人工尿における浮遊菌に対する レボフロ

キサシン(LVFX), ウリフロキサシン（UFX： 

プルリフロキサシン の活性本体）, ホスホ

マイシン （FOM） の MIC は、それぞれ 8, 2 , 

64 μg/ml であった。薬剤濃度は、通常の臨床

投与量で尿中に十分に到達する濃度： それ

ぞれ 80, 20, 192 μg/ml を使用した。 



③ ソフトウェア 

画像解析（3次元画像構築）には、Imaris 

(Bitplane) および MetaMorph (Molecular 

Devices)を用い、Green/Red 蛍光強度の定量

化には MetaMorph を用いた。 

（２）バイオフィルム形成阻害候補化合物の

スクリーニング 

新規スクリーニング法として、ペグ（細い

短棒）付き 96 穴ポリスチレンマイクロプレ

ートを使用した。緑膿菌におけるクォーラム

センシング機構の阻害剤として見出された

17 種の化合物（研究協力者：菅 裕明教授・

東京大学）を用い、人工尿中でのバイオフィ

ルム形成阻害候補化合物を探索するために、

スクリーニングを行った。 

 

４．研究成果 

平成18年度は、主として抗菌薬を使用して、

キャピラリーフローセルシステムでの評価を

行い、実験系を進化させた。平成19年度まで

に、緑膿菌性バイオフィルムに対して濃度依

存的に抑制効果を発揮する数種類の化合物を

スクリーニング法にて見出した。平成20年度

に更なる進化を遂げた実験系において、抗バ

イオフィルム剤としての有用性が示唆される

化合物を見出した。 

以下、共焦点レーザー走査型顕微鏡を使用

して得られた主たる研究成果を報告する。 

（１）GFP産生株を用い、抗菌薬無添加ある

いは添加の条件下で観察 

図 1＆2 は、画像解析ソフトウェア Imaris

を使用して得られたイメージである。 

① GFP産生株が3日後に形成したバイオフィ

ルムは、100 μm 程度の厚さで全面を覆って

いた（図 1A）。GFP 産生株に FOM 単独を作用

させて 3日後に観察すると、部分的にマッシ

ュルーム状のバイオフィルムを形成した（図

1B）。LVFX 単独、LVFX・FOM 併用では、マイ

クロコロニーが点在するもののバイオフィ

ルムの形成を認めなかった。 

 

 図 1A  薬剤無添加    図 1B  FOM 単独 

② GFP産生株が1日後に形成したバイオフィ

ルムに 72 時間薬剤を作用させると、FOM 単独

（図 2B）では、薬剤無添加（図 2A）の場合

と比較して顕著な差を認めなかった。LVFX 単

独では、表面が剥離したイメージが得られた

（図 2C）。LVFX・FOM 併用では、併用効果と

しての剥離した薄いバイオフィルムが観察

された（図 2D）。 

 

図 2A  薬剤無添加   図 2B  FOM 単独 

 

図 2C  LVFX 単独   図 2D  FOM & LVFX 

（２）GFP産生株を用い、阻害候補化合物無

添加あるいは添加の条件下で観察 

 

図 3A  化合物無添加  図 3B  化合物添加 

図 3は、画像解析ソフトウェア MetaMorph 

を使用して得られたイメージである。阻害候

補化合物のスクリーニングにおいて、緑膿菌



性バイオフィルムに対して濃度依存的に抑制

効果を発揮する数種類の化合物を見出した。

それらの化合物を用い、人工尿中、キャピラ

リーフローセルシステムでの評価を行った。

スクリーニング法において最も抑制効果が高

かった化合物は、キャピラリーフローセルシ

ステムでの観察においても抗バイオフィルム

剤としての有用性が示唆された（図 3B）。 

（３）GFP非産生株を用い、抗菌薬無添加あ

るいは添加の条件下で観察（蛍光染色） 

 

）

X・FOM

併

が Green 

0 であり、併用による殺菌効

 

 

GFP 非産生株が 2日後に形成したバイオフ

ィルムに 18 時間薬剤を作用させると、LVFX

単独に比較して、UFX 単独では浅層部に死菌

（Red）が多く存在するイメージが得られた。

UFX・FOM 併用では、深層部まで死菌（Red）

が多く存在し、浅層部の大部分が死菌（Red

であるというイメージが得られた。UFX 単独、

LVFX 単独および UFX・FOM 併用、LVF

用を比較すると、いずれにおいても UFX が

LVFX より強い殺菌効果を示した。 

画像解析ソフトウェア MetaMorphの使用に

より、Green/Red 蛍光強度はUFX単独がGreen 

58.63/Red 23.30、UFX・FOM 併用

46.78/Red 51.6

果の増強が定量的に確認できた。 

（４）その他 

① 大腸菌性バイオフィルムに対して抑制効

果を示したクランベリー成分は、緑膿菌性バ

イオフィルムに対して抑制効果を発揮する

クス技術による非

索を行い、

候

には至らなかった。（研究協力者：伊東秀之

准教授、波多野力教授・岡山大学） 

② バイオインフォマティ

翻訳 RNA 分子（ncRNA）の文献検

補化合物を見出した。 

（５）考察 

近年、細菌の集団状態を感知し、遺伝子発

現を制御するクォーラムセンシング機構と

いう概念が、細菌の世界に導入された。クォ

ーラムセンシングはバイオフィルム形成に

も深くかかわっており、この機構の解明はバ

イオフィルム対策への活路を拓くものと期

待されている。本研究期間に、クォーラムセ

ンシング機構の阻害剤が、尿路バイオフ

薬剤 FOM 

無添加 3 MIC 

FOM 
3 MIC LVFX 

+ 
10 MIC LVFX 

10 MIC 

ィル

ム

学

分野において、現在推進中の難治性尿路感染

症対策に関する研究課題の礎となった。 

に対しても有用であることを示唆する価

値ある研究成果を得ることができた。 

国内外では、緑膿菌をはじめとするグラム

陰性菌およびグラム陽性菌に関してもクォ

ーラムセンシング機構の研究は進展してお

り、その阻害剤の開発研究がなされている。

クォーラムセンシング機構の阻害剤が尿路

バイオフィルム感染症の予防や治療に役立

てられるのかどうかは、今後の課題であるが、

一種の阻害剤で、病原性や薬剤抵抗性に関与

する遺伝子の発現を同時に制御できるよう

な抗バイオフィルム剤の開発が期待されて

いる。本研究成果は、岡山大学泌尿器病態

FOM 
UFX 3 MIC 

+ 
UFX 

10 MIC 

10 MIC 
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