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研究成果の概要（和文）：2011年度～2021年度まで4期に分けて、MRSAの臨床分離株を収集し、POT型を決定し性
状を解析した。各期間に、院内感染とみられる同一のPOT型をもつ複数の菌株（重複POT型株）が分離された。1
～4期の全期間に継続的に分離された重複POT型株がある一方、2期以降に流入した重複POT型株が、院内に定着し
ていることが示された。
バイオフィルム（BF）形成能を比較したところ, 継続的に分離されている株の方が高いBF形成能を示す傾向にあ
り, 院内定着にBFの形成が関与していることが示された。BF形成能の高い株ではBFの成分として、細胞外DNAの
割合が減少し、タンパク質の割合が増加する傾向がみられた。

研究成果の概要（英文）：Clinical isolates of MRSA were collected in four periods between 2011and 
2021. POT types were determined, and characterization was performed. During each period, multiple 
strains with the same POT type(duplicate POT type strain) that appeared to be nosocomial were 
isolated.　 Some duplicate POT type strains were continuously isolated from the 1st to 4th periods, 
but from the 2nd stage onwards, new duplicate POT type strains were introduced and established in 
the hospital.
The examination of BF components showed that the proportion of extracellular DNA tended to decrease 
and that of protein increased in strains with high BF formation ability.

研究分野： 病原微生物

キーワード： MRSA　院内感染対策　バイオフィルム　薬剤感受性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一病院にて11年間で臨床分離されたMRSAを調べた結果、経年的に院内感染を起こすMRSAのPOT型の種類が増加
し、新たなMRSAが院外から流入し、院内に定着していた。継続して分離される株のBF形成能は高い傾向があり、
MRSAの定着にBF形成能が大きく関わっていた。BF形成を阻止するために、BFを形成する主たる成分の割合を調べ
た。また、耐性菌の観点から、化学物質を使わずBF形成を抑制する手法も検討をしている。2016年のAMR対策ア
クションプランの「2020年までのMRSAの分離率20％」の達成は抗菌薬の使用料の削減だけでは難しく、BF形成に
焦点を当てた対策を推進していくことが重要となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
2016 年に策定された「AMR 対策アクションプラン」では、2020 年までに抗菌薬の使用量を、

2013 年度を基準に 2/3 まで減少させるとした。その成果指標の一つに 2020 年までに「黄色ブド
ウ球菌のメチシリン耐性率を 20%以下に低下させる」を挙げている。2010 年には 50％を超えて
いた MRSA の割合は、2015 年までは減少傾向にあったが、それ以降の変動は少なく、2021 年度で
46.0％と、抗菌薬の使用料の削減だけでは目標達成は厳しい。2012 年に始まった感染防止対策
加算による感染対策強化の取り組みにより、HA-MRSA は大幅に減少したが、CA-MRSA は排除しき
れず、院内に定着し、拡大した可能性がある。新たに院内に持ち込まれ、定着しやすい株に対し
て、有効な封じ込めの方法を確立することが急務となる。 
 

２．研究の目的 
目的は「長期にわたり臨床分離される MRSA の定着に関わる因子の解明と排除のための方策」

を構築することにある。現在臨床分離される MRSA の 80％以上は CA-MRSA である。AMR 対策の推
進にもかかわらず排除しきれない CA-MRSA について、蔓延状況とリスク評価を行い、効果的な対
策を見出すことを目的とする。加えて、長期にわたり、院内に継続的に定着する MRSA のどのよ
うな因子が病院内への定着と蔓延に関わっているのかを明らかにするために精査したうえで、
院内からリスクの高い CA-MRSA を排除する方法を探ることとした。 
 

３． 研究の方法 
1) 菌株 
岡山県北の基幹病院で 1 期（2011 年 5 月～2012 月 11 月）、2 期（2015 年１月～2016 年１月）、

3期（2018 年）、4期（2021 年）に臨床分離された MRSA のうち、POT 法で識別できた SCCmecII 型
を HA-MRSA、SCCmecIV 型を CA-MRSA として分類した。標準株として MRSA N315（HA-MRSA）株を
用いた。 
2）MRSA の SCCmec 型の分類 
シカジーニアス分子疫学解析 POT キット(黄色ブドウ球菌用)を用い、 取扱説明書に記載され

ている標準プロトコールに従って実施した。  
3）バイオフォルム(BF)形成能の測定 
１％グルコース含有 Brain Heart Infusion(BHI)培地に培養した MRSA を添加した。 この混合

液を 96穴平底プレートに分注し、 37℃で 24時間培養した。 上清を除き、 滴下洗浄後、 0.1％
クリスタルバイオレットで 5 分間染色を行った。 滴下洗浄後乾燥し、 30％酢酸で染色物を溶
出させたのち、 この溶出液について波長 570nm で吸光度を測定した。 1 株につき 3点同条件の
ウェルを作成した。 BF(％)は標準株である MRSAN315 の吸光度に対する被験菌の吸光度の百分
率で算出した。 
4）BF 成分の解析 
BF を形成後のウェルに DNaseⅠ又はプロテイナーゼ Kを添加して、さらに 37℃で 24 時間静置

培養し BF の測定を行った。DNaseⅠ又はプロテイナーゼ K のどちらも添加しなかったサンプル
を BF 量 100％とした。 DNase Ⅰ又はプロテイナーゼ Kを添加したサンプルについて、 添加し
なかったサンプルと比較した BF量の減少率から、 BF 中の細胞外 DNA 及びタンパク質の割合を
算出した。 また、 細胞外 DNA とタンパク質以外の BF成分を多糖等として割合を算出した。 
5)  各種抗菌薬の最小生育阻止濃度 (MIC)の測定 

Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)に準じてマクロライド系抗菌薬（クラ
リスロマイシン（CAM）（1～3期）、エリスロマイシン（EM）（4期））及びレボフロキサシ
ン（LVFX）（1～4期）の MIC を測定した。抗菌薬の耐性度について、 感受性：≦0.25 µg/mL、
低度耐性：0.5～4 µg/mL、高度耐性：≧8 µg/mLとした。 

 
４．研究成果 
POT 型から SCCmecⅠ及びⅡ型又は SCCmecⅣ及びⅤ型と分類された MRSA それぞれを HA-MRSA、

CA-MRSA として、1期と 4期で全体に占める分離率を比較した。HA-MRSA の分離率は 62.9％から
16.0％へ大きく減少し、一方で、CA-MRSA の分離率は 33.7%から 81%と増加していた。また、各
期間に院内感染とみられる同一の POT 型をもつ複数の菌株（重複 POT 型株）を 1 期と 3 期で比
較したところ、図 1 で、CA-MRSA の A で示す POT 型 106-9-2 は 1 期と 3 期に加え 4 期でも分離
されており、長期に院内に定着していた。一方、POT 型で菌株を同定し、経年的に比較すること
で、 図 1に示すように、3期の CA-MRSA では、1期では検出されなかった POT 型をもつ株が多く
検出され。さらに 4期でも新規の重複 POT 型株が 4種類分離されていることが分かった。 



 

図 1 1 期と 3 期で分離された HA-MRSA と CA-MRSA における重複 POT 型株型ごとの菌株数と種類
の比較 
1） 円の直径は各期の総分離数を反映している 
2） a,b,c 又は A ～Gは同じ POT 型をもつ菌株が複数検出されたグループを示し、数字はその

菌株数を示している。 
 
 1 期～4 期まで継続して分離されている株と 4 期で新たに分離された株の BF 形成能を比較し
たところ、標準株の N315 と比較し、それぞれ 91.0±46.5％及び 67.2±44.3％、と長期にわたり
院内に定着した株の方が、BF 形成率が高いことが分かった。これらの結果から院内には多数の
型をもつ MRSA が流入しているが、その中でも BF 形成能が高い株が院内に定着していることが
示された。 
 院内で継続して分離される MRSA の特に BF 形成能が高い株について、BF 成分の割合を調べた
ところ、標準株の N315 に比較して、細胞外 DNA の割合が減少し、タンパク質の割合が増加して
いた。この結果が BF形成能にどのように関わっているかを今後明らかにしたい。 
 また、1期、3期及び 4期で収集した CA-MRSA の抗菌薬感受性に関する経年分析を行った（図
2）。用いた抗菌薬は「AMR 対策アクションプラン」で、2020 年までに抗菌薬の使用量を、2013 年
度を基準に 2/3 まで減少させるとしたマクロライド系抗菌薬及びレボフロキサシンとした。CA-
MRSA では、マクロライド系抗菌薬では、3、4期では 1期に比べ感受性株が減少し、高度耐性株
が増加していた。 レボフロキサシンではマクロライドほど顕著ではないが、1 期に比較し、感
受性株が減少し、低度耐性菌が増加していた。また、3期に比べ 4期では、高度耐性菌の数は減
少傾向にあったことから、抗菌薬適正使用の効果が表れていると考えられた。 

  

図 2 CA-MRSA の抗菌薬感受性に関する経年分析（1期、3期及び 4期の比較） 
 
 院内への MRSA の流入から定着については BＦ形成能が関わっていることから、BF形成能を阻
害する方法についても検討した。耐性菌の出現を防ぐ観点から、物理的手法を用い、紫外線発光
ダイオード（UV-LED）の照射により、MRSA のバイオフィルム形成能が抑制されることを見出し
た。265 nm を中心波長とする UV-LED は MRSA の菌体への殺菌効果、初期 BF 中の MRSA の殺菌効
果を有し、MRSA 感染症対策に応用できる可能性が示唆された。今後は、抗菌薬の使用量の削減
だけでなく、MRSA の院内流入量及び院内定着期間を最小化するような感染対策が求められる。 
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