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序 論 

 

医療現場において、細菌感染症は最も一般的な疾患である。通常、細菌感染症

は、感受性を示す抗生剤の適切な使用により良好な治癒経過を示すが、何らかの

要因により慢性化した場合、治療が困難となり、患者の Quality of Life は著し

く低下する。慢性感染症の原因には、宿主の免疫状態など様々な要因が関与する

が、近年、その発生の一因にバイオフィルムが関与している可能性が示唆されて

いる（Sauer ら、2002）。 

バイオフィルムとは、組織あるいは医療機器表面に付着した細菌が菌体外糖

タンパク質を産生し、その中でコロニーを形成した状態のことである（Sauerら、

2002）。バイオフィルムは、炭水化物、タンパク質及び DNA などを主成分とし

て、粘着性の高いマトリックスを形成する（Hernández-Jiménez ら、2013）。

バイオフィルムが形成されると、抗生剤や免疫系の刺激に抵抗性を示すことが

知られているが、その理由として外界からの物理刺激がマトリックスにより菌

体にまで到達しにくいことや、バイオフィルム内の細菌は静止状態にあり、その

ため代謝を阻害する抗生剤などは作用できないことなどが理由として挙げられ

る（Lewis、2002）。 

また、バイオフィルム内では、細菌間の情報伝達系により、抗生剤や免疫系に

対する抵抗性が伝達、自己誘導されることが知られている（Webb ら、2003）。

最近の研究において、大腸粘膜上に形成されたバイオフィルムから産生する代

謝物が、大腸がんの発生や進行を促進することが報告されている（Johnson ら、

2015）。このことは、これまで、バイオフィルムを形成することで外的刺激を回

避し、静的状態で存在していると考えられていたバイオフィルム内の細菌群が、

実は積極的に代謝産物を産生し、宿主の病態発生に寄与している可能性を示唆

するものである。興味深いことに、バイオフィルムの形成能は、同一菌種でも必

ずしも一様ではなく、形成能の強弱が存在すること、またバイオフィルム強度形
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成株では、薬剤耐性株が多いことなどが明らかにされている（Singh ら、2013）。

これらのことから、バイオフィルムの形成は、感染症の慢性化および難治化に関

連していると考えられ、感染症進行予防の観点から重要とされている。 

代表的なバイオフィルム形成菌として Staphylococcus 属菌が挙げられ、カテ

ーテルが関与して引き起こされるバイオフィルム感染症について問題視されて

いる（Meije ら、2014；Oufrid ら、2015）。日本国内におけるカテーテル関連感

染症については、厚生労働省院内感染対策サーベイランス事業において報告数

がまとめられ、カテーテル関連感染症の上位 3 菌種が、Staphylococcus 

epidermidis、メチシリン耐性 S. aureus（MRSA）及びコアグラーゼ陰性

Staphylococcus 属菌（CNS）と、全てが Staphylococcus 属菌となっている（厚

生労働省、2016）。しかし、この報告ではカテーテル感染症とバイオフィルムと

の関連性についての記載はなく、日本におけるバイオフィルム感染症の動態調

査は行われていない。 

医学領域において重要視される Staphylococcus 属菌は主に S. aureus である

が、獣医学領域、特に小動物臨床で主要な Staphylococcus 属菌として挙げられ

るのは S. pseudintermedius である。S. pseudintermedius は S. aureus と同様

にバイオフィルムを形成し、またメチシリン耐性 S. pseudintermedius（MRSP）

は多くの抗生剤に耐性を有することが世界各国で報告されている（Singh ら、

2013；Abdallah ら、2014）。我が国においても、MRSP は動物病院内で起こる

院内感染の原因菌として問題視されている（伊從ら、2014）。 

S. pseudintermedius は犬膿皮症の主要な原因菌として同定されることが多

く、本菌が産生する表皮剥脱毒素が、膿皮症の病態に重要であることが知られて

いる（Kapral ら、1971）。これに加えて、S. pseudintermedius は外傷感染、鼻

炎、腎炎、肺炎、尿路感染症および敗血症など、幅広い感染症の原因菌としても

認識されている（Wettestein ら、2008；Kadlec ら、2010；Pomba ら、2010）。 

S. pseudintermedius が犬に対して病原性を発揮するためには、宿主側の要因、
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例えば、皮膚バリア機能の低下、免疫抑制、基礎疾患の有無などと密接な関係が

あることも明らかにされている（Bannoehr ら、2012）。S. pseudintermedius の

犬に対する病原因子として、表皮剥脱毒素の他に、コアグラーゼ産生、サーモヌ

クレアーゼ産生、クランピングファクターやプロテイン A 等の菌体表層タンパ

ク質、サイトトキシン、エンテロトキシン等の外毒素の産生が挙げられる。この

ように、S. pseudintermedius の病原性については様々な要因が明らかになって

いるが、一方で S. pseudintermedius のバイオフィルムについての報告は未だ

少なく、獣医学領域におけるバイオフィルムの認知度は低いため、バイオフィル

ムに対する十分な S. pseudintermedius 感染症対策は行われていない。 

本研究では、S. pseudintermedius のバイオフィルム形成に着目し、第 1 章で

は、犬猫臨床症例由来 S. pseudintermedius を分離・同定し、さらにそれら分離

株を用いてバイオフィルム形成能を測定するとともに、バイオフィルム形成 S. 

pseudintermedius の分布状況を調査した。第 2 章ではバイオフィルム形成 S. 

pseudintermedius の薬剤耐性を調べ、抗生剤治療への影響を調べた。そして第

3 章ではバイオフィルム形成 S. pseudintermedius が動物細胞に及ぼす影響と

バイオフィルム形成能によって誘導される炎症反応の違いについて検討した。 
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第 1 章 Staphylococcus pseudintermedius の分離状況及び 

バイオフィルム形成能に関する疫学調査 

 

1 緒言 

Staphylococcus pseudintermedius は健康な犬の皮膚や粘膜などに常在する

ブドウ球菌であり、海外では 69.0～78.0 %、日本では 61.0～100 %の分離率が

報告されている（Paulら、2012；Murayamaら、2013；Kasaiら、2016；Priyantha

ら、2016）。また、膿皮症を罹患している犬の S. pseudintermedius 分離率は、

海外では 39.2 %であるのに対して、日本では 89.5 %と高い分離率を示している

（Kawakami ら、2010；Wang ら、2012）。このことから、S. pseudintermedius

は皮膚常在菌でありながら、膿皮症を発症させる主要な原因菌であり、日本にお

いて問題となっていることが考えられている。 

一方で、Stefanetti らの報告（2017）によると、全ての S. pseudintermedius

分離株がバイオフィルムを形成し、そのうちの 88.2 %は多剤耐性を示していた。

このことは、S. pseudintermedius 感染症に対する抗生剤治療は困難になる可能

性を示唆するものである。 

細菌のバイオフィルム形成能は、同一菌種にもかかわらず、菌株ごとに異なる

ことが明らかにされている。Darwish ら（2013）は、Staphylococcus 属菌のバ

イオフィルム形成能を調べ、47.2 %が高度なバイオフィルムを形成するが、全く

形成しない菌株も存在することを報告している。バイオフィルム形成能の高い

株については、抗生剤の浸透性に障害をもたらすため、治療が阻害され難治化す

ることが問題となっている（奥田、2013）。S. pseudintermedius 感染症とバイ

オフィルムの関連性を調べるために、病変部由来 S. pseudintermedius のバイ

オフィルム形成能のレベルを調査することは重要であるが、小動物臨床由来 S. 

pseudintermedius のバイオフィルム形成能を調査した報告は未だ少ない。 

そこで、S. pseudintermedius のバイオフィルムに関する調査を進めるにあた
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り、まず、犬猫の臨床由来 S. pseudintermedius の分離状況を調査し、S. 

pseudintermedius 分離株のバイオフィルム形成能を検討した。 

 

2 材料及び方法 

2-1 調査対象と菌分離 

2012 年 1 月から 2015 年 12 月までに日本獣医生命科学大学医療センター及

び青森県、宮城県、福島県、埼玉県、千葉県、東京都、神奈川県、愛知県、岡山

県の市中動物病院、27 病院に来院した犬及び猫の種々の疾患病変部位から採材

された合計 1,318 検体を供試した。 

輸送培地であるシードスワブ（栄研化学、東京）にて採取された検体は、5%

緬羊脱線維血液加Heart infusion agar（HIA、Becton, Dickinson and Company； 

BD、USA）及びマンニット食塩培地（栄研化学）に直接塗抹を行い、尿にて送

付された検体は 6,000 rpm、5 分間遠心後、沈査を同様の培地に塗抹し、それぞ

れ 35℃、24 時間好気培養した。培養後、マンニット食塩培地上にコロニー形成

が見られた株を HIA に培養し、グラム染色、カタラーゼ試験及び OF 試験を行

い、グラム陽性球菌、カタラーゼ陽性及びブドウ糖を発酵的に分解する F 判定

の分離株を Staphylococcus 属菌として同定した。 

 

2-2 菌種同定 

分離株をそれぞれ HIA で培養し、発育したコロニーを 1 エーゼ分掻き取り、

滅菌蒸留水（DW）200 μL に浮遊させ、100℃、10 分間加熱した。12,000 rpm、

5 分間遠心した後、その上清をテンペレート DNA として使用した。このテンペ

レート DNA は実験に用いるまで－20℃で保存した。 

菌種同定はポリメラーゼ連鎖反応（PCR）を用いて行った。反応液は、Go Taq 

Green Master Mix（Promega、USA）のマニュアルに従い、Master Mix 5 μL、

Primer-F（10 pmol）1 μL、Primer-R（10 pmol）1 μL 及びテンペレート DNA 
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1 μL を混合し、DW 2 μL を加え計 10 μL とした。プライマーは、nuc 遺伝子を

ターゲットとしたものを使用した（Primer - F : TRG GCA GTA GGA TTC GTT 

AA、Primer - R : CTT TTG TGC TYC MTT TTG G）。サーマルサイクラーは

TP100（タカラバイオ（株）、滋賀）を使用した。PCR 反応は、95℃、2 分間加

熱後、35 回の増幅反応（95℃の熱変性を 30 秒間、60℃のアニーリング反応を

30 秒間及び 72℃の伸長反応を 60 秒間）を行い、その後 72℃で 5 分間の伸長反

応により行った（Sasaki ら、2009）。PCR 後、アガロースゲル電気泳動を行っ

た。2 %アガロースゲル（Bio-Rad、CA、USA）と 0.5 × Tris Borate EDTA（TBE、

Thermo Fisher Scientific K.K.、USA）を用い、1 μg /mL エチジウムブロマイ

ド溶液（株式会社ニッポンジーン、東京）を添加した後、135 V、約 12 分間泳

動した。UV トランスイルミネーター（Wealtec Corp.、USA）を用いて、紫外

線照射下で PCR 産物のバンドを確認した。また、PCR の陽性コントロールと

して、基準株である S. pseudintermedius LMG20219 株を供試した。S. 

pseudintermedius と同定された分離株は、10 % skim milk（BD）0.5 mL に浮

遊させ、－80℃で保存した。 

 

2-3 バイオフィルム形成能の測定 

バイオフィルム形成能の測定は、Stepanivić らの報告に準拠したクリスタル

バイオレット染色法（Stepanivić ら、2007）により行った。分離株は HIA で

37℃、24 時間培養後、Tryptic soy broth（TSB、BD）2.0 mL にマックファー

ランド標準濁度液 0.5（1 ~ 2 × 108 CFU /mL）の濁度と同等になるように菌液

を懸濁した。200 μL の細菌懸濁液を、96 ウェルマイクロタイタープレート（日

本ジェネティクス（株）、東京）に接種し、35℃で 24 時間、好気条件下で静置

培養を行った。培養後、ウェルの内容物を捨て、1 × リン酸緩衝生理食塩水（PBS、

pH 7.2）で 3 回洗浄した。マイクロプレートのウェル内に接着したバイオフィ

ルム形成細菌を 200 μL の 0.1 %（w /v）クリスタルバイオレットで 15 分間、室
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温で染色し、超純水で 3 回洗浄した。95 %エタノールで 15 分間、室温で軽く振

とうしながら染色液を再可溶化した後、未使用の 96 ウェルマイクロタイタープ

レートにエタノール可溶液 180 μL を移し、各ウェルの吸光度（OD）を 590 nm

に設定し、定量的分光光度マイクロタイタープレートアッセイ（Bio-Rad）を用

いて測定した。また、培地のみの OD 値をネガティブコントロールとした。 

分離株のバイオフィルム形成能を、Singh らの報告に従い、ODcutoff（ODc）

値 = ネガティブコントロールの平均 OD590nm + （3 × ネガティブコントロール

の標準偏差）に基づいて以下の分類分けを用い、バイオフィルム形成度によって

バイオフィルム無形成株（以下、無形成株）、バイオフィルム形成弱度株（以下、

弱度株）、バイオフィルム形成中度株（以下、中度株）及びバイオフィルム形成

強度株（以下、強度株）と分類した。本実験は 3 回繰り返し、判定は、 OD590nm 

≤ ODc = 無形成株、 ODc < OD590nm ≤ 2 × ODc = 弱度株、2 × ODc < OD590nm 

≤ 4 × ODc = 中度株及び OD590nm 4 × ODc < OD590nm = 強度株とした（Singh

ら、2013）。 

 

3 結果 

3-1 S. pseudintermedius の検体分離株数 

調査期間内に収集された 1,318 検体から、Staphylococcus 属菌は 446 株分離

された。その中で、S. pseudintermedius と同定された株は 250 株（犬由来 228

株、猫由来 22 株）となった。本菌の主な分離病変部位は皮膚 80 株、耳 55 株、

眼 39 株及び泌尿器 36 株となり、皮膚由来株の分離株数が最も多かった。診療

施設別の分離株数を比較したところ、一次診療施設（市中動物病院）184 株、二

次診療施設（日本獣医生命科学大学動物医療センター）66 株となり、一次診療

施設が顕著に高かった（表 1-1）。 

 

3-2 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能の分布 
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臨床由来 S. pseudintermedius 250 株のバイオフィルム形成能を調べた結果、

強度株 62 株（24.8 %）、中度株 130 株（52.0 %）及び弱度株 58 株（23.2 %）と

なり、無形成株は存在しなかった（表 1-2）。また、動物由来別にみると、双方の

バイオフィルム形成株の割合は特に変わらなかった（表 1-2）。次に、各病変部

位由来株別に分離率を比較したところ、最も多く分離されたのが各病変部位と

も中度株であったが、病変部位間での特異的な違いは認められなかった。（表 1-

3）。また、一次及び二次診療施設間におけるバイオフィルム形成能別の分離頻度

においても、顕著な差は認められなかった（表 1-4）。 

 

4 考察 

今回の研究から、供試した全株がバイオフィルムを形成することが示され、そ

の中でも、70 %以上の分離株が中及び強度株に分類された。Singh らは、犬臨

床由来 S. pseudintermedius 140 株中、強度株が 31.0 %、中度株が 34.0 %認め

られたことを報告している（Singh ら、2013）。Singh らの報告に比べると、今

回の結果は中度株が強度株よりも分離率が高いことが分かった。他の

Staphylococcus 属菌のバイオフィルム形成能の分布を調べると、S. aureus や S. 

epidermidis においては、中及び強度株は無及び弱度株よりも少ないという報告

がある（Sahal ら、2014；Naicker ら、2016）。これらの報告から、S. 

pseudintermedius は、他の主要な Staphylococcus 属菌よりもバイオフィルム

を強く形成する菌種である可能性が示唆された。 

バイオフィルム形成の強弱について関わっている要因の１つとして、バイオ

フィルム関連遺伝子が存在している。S. epidermidis はバイオフィルム形成に

寄与している産物をコードしている ica 遺伝子を持っていることが Gerke ら

（1998）によって報告されている。しかし、S. pseudintermedius においても

ica 遺伝子の発現は認められるが、バイオフィルム形成能との関連がないとの報

告もある（Han ら、2015）。この他にも、Enterococcus faecalis では、プラスチ
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ック面などに対する初期付着に関与するタンパク質をコードする esp 遺伝子を

持っていることが報告されている（Toledo-Arana ら、2001；Asmat ら、2014）。

また、E. faecalis の ahrC 遺伝子がコードする AhrC は、初期バイオフィルム形

成の開始および心内膜炎の確立を促進することが明らかにされており、バイオ

フィルム関連感染症に関与している（Frank ら、2013）。これらの報告から、バ

イオフィルムに関する遺伝的メカニズムは非常に複雑であり、 S. 

pseudintermedius では、まだ遺伝学的な背景は調べられていないため、今後は

バイオフィルム形成能とそれに関与する遺伝子との関連性をさらに調べる必要

がある。 

S. pseudintermedius のバイオフィルム形成株が多い理由を調べるため、動物

種、病変部位及び診療施設での分離状況を比較し、検討を行った。まず、動物種

間を比較した結果、猫由来 S. pseudintermedius の臨床症例分離率は犬由来よ

りも顕著に低いことがわかった。他の報告でも、S. pseudintermedius の猫の分

離率は犬に比べてきわめて低く、今回の結果と同様のものとなっている

（Bardiau ら、2013）。S. pseudintermedius の感染リスクは犬の方が猫よりも

高い可能性が示唆されたが、バイオフィルム形成能で比較すると、双方のバイオ

フィルム形成株の割合は特に変わらなかった。犬由来 S. pseudintermedius の

バイオフィルム形成能の分類に関する報告はあるが（Singh ら、2013）、猫に注

目した報告はなく、猫由来株と犬由来株においてバイオフィルム形成能に差は

ほとんどないということが今回新たに分かった。このことから、猫由来 S. 

pseudintermedius によるバイオフィルム感染症は犬と同等のリスクがある可

能性が示唆された。しかし、今回調べた株は少数のため、検体数を増やし、さら

なる調査が必要と考えられた。 

 次に、S. pseudintermedius は膿皮症及び外耳道炎などの重要な病原体である

ことから、病変部位間のバイオフィルム形成能の比較を行った。その結果、皮膚

由来株あるいは耳由来株においてバイオフィルム形成能が高いことは特に認め
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られなかったため、病変形成とバイオフィルム形成との関連性は明らかにする

ことができなかった。したがって、S. pseudintermedius の病原因子の一つとさ

れるバイオフィルム形成能については、今後詳細に検討する必要があることが

示唆された。 

一次及び二次診療施設での分離株数を比較すると、一次診療施設が顕著に多

かったが、バイオフィルム形成能に両施設間での有意差は認められなかった。二

次診療施設の患畜は、様々な抗生剤による治療を受けており、投薬も長期間に渡

るケースがある。長期投与によって薬剤耐性の獲得や、バイオフィルム形成の増

強の原因となる（Savage ら、2013）が、今回の結果から、S.  pseudintermedius

のバイオフィルムによる感染症のリスクは施設に関係なく存在することが分か

った。 

以上のことから、犬猫の S. pseudintermedius 臨床由来株ではバイオフィル

ムが形成され、小動物臨床領域における S. pseudintermedius のバイオフィル

ム感染症のリスクは、動物種、病変部位及び診療施設に限らず存在している可能

性が示された。 

 

5 小括 

小動物臨床由来 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能を調査した報

告は未だ少ないため、犬及び猫の臨床由来 S. pseudintermedius の分離状況と

バイオフィルム形成能について調査した。分離株をバイオフィルム形成能別に

分類したところ、強度株 62 株（24.8 %）、中度株 130 株（52.0 %）及び弱度株

58 株（23.2 %）となった。S. pseudintermedius 分離株数は犬由来株が猫由来

株より顕著に多かったが、分離株のバイオフィルム形成能において双方の間に

違いは認められなかった。また、病変部位別に評価した際、バイオフィルム形成

能において特異的な差は認められなかった。さらに、一次及び二次診療施設由来

株においても、バイオフィルム形成能に顕著な差は見られなかった。したがって、



 

11 

 

S. pseudintermedius は、動物種、感染部位及び診療施設に限らずバイオフィル

ム感染症を引き起こす可能性があり、小動物臨床領域において重要な病原菌で

あることが示唆された。  
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表 1-1 犬猫臨床由来 S. pseudintermedius の分類（n = 250） 

分類項目 n % 

動物種 
犬 228 91.2 

猫  22  8.8 

病変部位 

皮膚  80 32.0 

耳  55 22.0 

眼  39 15.6 

泌尿器  36 14.4 

その他  40 16.0 

診療施設 
一次診療施設 184 73.6 

二次診療施設  66 26.4 

 一次診療施設：全 27 動物病院 

 二次診療施設：日本獣医生命科学大学動物医療センター 
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表 1-2 動物種別 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能分布 

バイオフィルム

形成能 

動物種 

犬 猫 合計 

（n = 228） （n = 22） （n = 250） 

n % n % n % 

強度  54 23.7  8 36.4  62 24.8 

中度 120 52.6 10 45.5 130 52.0 

弱度  54 23.7  4 18.2  58 23.2 

 

  



 

 

 

1
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表 1-3 病変部位別 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能分布 

バイオフィルム形成能 

病変部位 

皮膚 耳 眼 泌尿器 その他 

（n = 80） （n = 55） （n = 39） （n = 36） （n = 40） 

n % n % n % n % n % 

強度 22 27.5 12 21.8 10 25.6  8 22.2 10 25.0 

中度 46 57.5 26 47.3 21 53.8 19 52.8 18 45.0 

弱度 12 15.0 17 30.9  8 20.5  9 25.0 12 30.0 
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表 1-4 診療施設別 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能の分布 

バイオフィルム形成能 

診療施設 

一次診療施設 二次診療施設 

（n = 184） （n = 66） 

n % n % 

強度 48 26.1 14 21.2 

中度 94 51.1 36 65.5 

弱度 42 22.8 16 24.2 

 一次診療施設：全 27 動物病院 

 二次診療施設：日本獣医生命科学大学動物医療センター 
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第 2 章 バイオフィルム形成 Staphylococcus pseudintermedius の 

薬剤耐性に関する検討 

 

1 緒言 

細菌が薬剤耐性となる機序については、細菌が薬剤の分解や修飾する方法を

獲得する、薬剤の結合する作用点を変化させる、薬剤を菌体外へ排出する、前駆

体酵素の構造を変える等により、耐性化することが明らかにされている。これら

の耐性化には、細菌自身が遺伝子の突然変異による場合と薬剤耐性遺伝子を獲

得する場合があり、臨床的に問題となるのは後者による薬剤耐性化である。特に

Staphylococcus 属菌は、β-ラクタム薬が結合できないペプチドグリカン合成酵

素（Penicillin binding protein 2’; PBP2’）を作り出す。mecA 遺伝子を獲得する

ことによりメチシリンに耐性化し、特にメチシリン耐性 S. aureus が医学領域

では重要な薬剤耐性菌として認識されている（山口ら、2005; Tsubakishita ら、

2010）。 

獣医領域においても、膿皮症の犬から分離された S. pseudintermedius の

66.5 %が、メチシリン耐性 S. pseudintermedius（MRSP）であったことが報告

されている（Kawakami ら、2010）。 しかし、近年では、健康犬の鼻孔から採

取されたメチシリン感受性 S. pseudintermedius（MSSP）が多剤耐性を示して

おり、テトラサイクリンに関しては、当該薬剤に結合するタンパクが合成される

ことでリボソームへの結合を妨害し耐性化することが報告された（Gharsa ら、

2013）。このことから、S. pseudintermedius の薬剤耐性機構には、mecA 遺伝

子以外の要因が関与している可能性が考えられ、MSSP の薬剤耐性化について

も問題となってきている。 

一方で、薬剤耐性機序の一因として、バイオフィルム形成が挙げられる

（Mcdougald ら、2012）。バイオフィルムの高次構造によって抗生剤がバイオフ

ィルム内部の細菌に到達することができないために抗菌効果が阻害され、従来
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の抗生剤治療が困難となる（Melchior ら、2006）。また、Ferran らの報告（2016）

によると、バイオフィルムを形成した S. pseudintermedius は、アモキシシリ

ン、セファレキシン、クリンダマイシン、ドキシサイクリン及びマルボフロキサ

シンに暴露させた場合、0.5 ~ 2.0 log10 CFU しか減少せず、薬剤を使用した治療

は困難を極めることが明らかにされている。 

第 1 章において、犬猫臨床由来 S. pseudintermedius は、全ての分離菌株が

バイオフィルムを形成すること、及び菌株によりバイオフィルム形成能に違い

が認められることを明らかにした。本章では、これら犬猫臨床由来 S. 

pseudintermedius のバイオフィルム形成能の違いが薬剤耐性にどのような影

響を与えるのかを明らかにするため、各種薬剤に対する最小発育阻止濃度

（Minimum inhibitory concentration：MIC）を測定した。また、日本の獣医領

域における MRSP 分離状況、及び薬剤耐性遺伝子をもたない MSSP の薬剤耐性

とバイオフィルム形成能の関連性についても調べた。 

 

2 材料・方法 

2-1 使用菌株及びバイオフィルム形成能 

第 1 章で使用した日本獣医生命科学大学動物医療センター及び市中動物病院

に来院した犬及び猫から分離された S. pseudintermedius 250 株を用いた。各

分離株のバイオフィルム形成能については、第 1章で得られた結果を使用した。 

 

2-2 使用薬剤 

使用薬剤として、アンピシリン（ABPC、ナカライテスク（株）、東京）、アモ

キシシリン（AMPC、 ナカライテスク）、オキサシリン（MPIPC、Wako、大阪）、

エンロフロキサシン （ERFX、Sigma-Aldrich, Inc.、MO、USA）、オルビフロ

キサシン（OBFX、Sumitomo Dainippon Pharma Co., Ltd.、東京）、ゲンタマ

イシン（GM、Sigma-Aldrich.）、エリスロマイシン（EM、Sigma-Aldrich, Inc.）、
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クロラムフェニコール（CP、Sigma-Aldrich）、バンコマイシン（VCM、Sigma-

Aldrich）、セファレキシン （CEX、Wako）、セフォベジン（CFV、Zoetis Japan 

Inc.、東京）、ミノサイクリン（MINO、Pfizer Japan Inc.、東京）の合計 12 薬

剤を使用した。いずれの薬剤も力価が明らかなものを使用した。 

 

2-3 薬剤感受性試験 

 薬剤感受性試験は、Clinical Laboratory Standard Institute（CLSI）ガイド

ラインに準拠した寒天平板希釈法により実施した（CLSI、2008）。以下、CLSI

ガイドラインに記載されている培養方法である。 

 接種菌は HIA で 35℃、24 時間培養後、数コロニーを釣菌し、TSB 2.0 mL に

接種し、35℃、24 時間培養したものを接種菌液とした。ERFX 及び OBFX は

0.03～512 μg /mL、VCM は 0.03～64 μg /mL、その他の薬剤は 0.06～512 μg 

/mL に希釈した後、各希釈薬剤を添加した Mueller - Hinton agar （MHA、BD）

を作製し、1 mm 接種ピンを装着したミクロプランター（佐久間製作所、東京）

で菌接種を行った。培養条件は 35℃、16 時間とし、接種菌の発育が完全に阻止

された薬剤の最低濃度をもって MIC（µg /mL）とした。 

また、接種菌の耐性あるいは感受性を決定するために用いられる各薬剤のブ

レイクポイントの MIC は、CLSI（2012）及び Diagnostic center for population 

and animal health in Michigan State University（2014）の基準を使用し、各

薬剤に対する耐性及び感受性の判定を行った。また、薬剤感受性試験の精度管理

株として、Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 株、Escherichia coli ATCC 

25922 株、Staphylococcus aureus ATCC 29213 株、Enterococcus faecalis ATCC 

29212 株を供試し、寒天平板希釈法の精度を確認した。 

 

2-4 mecA 遺伝子の検出 

mecA 遺伝子の検出は、PCR によって行った。PCR 反応液は Go Taq Green 
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Master Mix のマニュアルに従い、Go Taq Green Master Mix（Promega）5 μL、

PrimerF（10 μM）1 μL、PrimerR（10 μM）1 μL 及びテンペレート DNA 1 μL

を混合し、DW 2 μL を加え計 10 μL とした。Strommenger らの報告（2003）

に従い、primer F（5’-AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3’）および primer 

R（5’-AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3’）を使用し、PCR 反応は、95℃ 

4 分間加熱後、30 回の増幅反応（95℃の熱変性を 1 分間、58℃のアニーリング

反応を 1 分間及び 72℃の伸長反応を 1 分間）を行い、その後 72℃で 7 分間の

伸長反応により、mecA 遺伝子の検出を行った。サーマルサイクラーは TP100

（タカラバイオ）を使用した。 

PCR 反応後、アガロースゲル電気泳動を行った。2 %アガロースゲル（Bio-

Rad）、0.5 × TBE（Thermo Fisher Scientific K.K.）及び 1 μg/mL エチジウム

ブロマイド溶液を用いアガロースゲルを作製し、サンプルを 135 V、約 12 分間

泳動した。その後、UV トランスイルミネーター（Wealtec Corp.）を用いて紫

外線照射下で PCR 産物のバンドを確認した。なお、本法での mecA 遺伝子に特

異的な DNA 断片は、532 bp である。 

 

2-5 統計学的解析 

犬猫由来 S. pseudintermedius の MIC と、バイオフィルム形成能を測定し

た OD590nm の相関性については、スピアマンの順位相関係数（rs）を用いて行

った。また、有意水準は P ＜ 0.05 とした。 

 

3 結果 

3-1 薬剤感受性試験の結果 

犬猫由来 S. pseudintermedius の薬剤感受性試験の結果を表 1 に示した。表

中の数値は、各 MIC を示した株数を表しており、ブレイクポイントの MIC 以

上を示した菌株を耐性株と判定し、耐性株数と耐性率を算出した。その結果、
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ABPC に対して 250 株中 211 株（84.4 %）が耐性を示し、次いで OBFX に対し

て 79.6 %、ERFX に対して 78.4 %の菌株が耐性を示した。一方、VCM に対し

ては、全分離株が感受性を示した（表 2-1）。 

次に、バイオフィルム形成能別に分離株を分類し、薬剤耐性株数と薬剤耐性率

を比較した。その結果、ABPC、AMPC、MPIPC、CEX、CFV、ERFX、OBFX、

EM 及び GM において、強度株が中度株や弱度株に比較して、薬剤耐性率が明

らかに高いことが判明した（表 2-2）。特にセファロスポリン系抗菌薬において、

強度株、中度株、弱度株のそれぞれの耐性率は、CEX では 77.4 %、53.8 %、

43.1 %、CFV では 74.2 %、42.3 %、22.4 %と、強度株における薬剤耐性率が著

しく高値を示した。 

また、各薬剤の MIC とバイオフィルム形成能を示す OD590nmの相関性を調べ

た結果、ABPC、AMPC、MPIPC、CEX、CFV、ERFX、OBFX、EM 及び GM 

において正の相関性が有意に認められた（P ＜ 0.01）（図 2-1-1、2-1-2）。しか

し、CP、VCM 及び MINO では、相関性は認められなかった（図 2-1-3）。 

 

3-2 MRSP 及び MSSP の検出 

MRSP は、MPIPC 耐性及び mecA 遺伝子陽性と定義づけられているとの報

告があるため、これに準拠して検出を行った（Dziva ら、2015）。また、本研究

では、MSSP の定義を MPIPC 感受性及び mecA 遺伝子非保有とし、MSSP の

検出を行った。その結果、MRSPでは145株（58.0 %）、MSSPでは75株（30.0 %）

が同定された。なお、MPIPC 耐性のみの株が 13 株（5.2 %）、mecA 遺伝子保

有のみの株が 17 株（6.8 %）存在した。動物種別に MRSP を分類したところ、

犬由来 MRSP は 127／228 株（55.7 %）、猫由来 MRSP は 18／22 株（81.8 %）

となった（表 2-3）。 

 

3-3 MSSP の ABPC 及び AMPC 耐性株のバイオフィルム形成能の比較 
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mecA 遺伝子非保有及び MPIPC 感受性を示す MSSP 75 株を選抜し、ABPC

及び AMPC に対する耐性を調べたところ、ABPC 耐性株は 43 株（57.3 %）、

AMPC 耐性株は 7 株（9.3 %）となった。それぞれの耐性株を、バイオフィルム

形成能別に分類し比較すると、ABPC においてバイオフィルム形成能が高い株

ほど耐性率が上昇している傾向が見られた（表 2-4）。 

 

4 考察 

S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能と薬剤耐性の関連性について

評価した結果、今回調べた 12 薬剤中 9 薬剤において、バイオフィルム形成能に

伴い薬剤耐性率が上昇傾向にあることが判明した。さらに、9 薬剤の MIC とバ

イオフィルム形成能の指標となる OD590nm 値に正の相関が認められ、バイオフ

ィルム形成能の高い株ほど、高濃度の抗生剤が必要であることが判明した。 

S. aureus において、MIC 以下の濃度の MPIPC（90 % MIC）、CEX（2.81 ~ 

45 % MIC）、セファロチン（25 % MIC）、及び VCM（6.25 % MIC）の薬剤は、

細菌の細胞表面に影響を及ぼし、疎水性が上昇することで接着性が高くなると

推測されることから、バイオフィルム形成の作動薬として作用することが報告

されている（Mirani ら、2011；Haddadin ら、2010；Subrt ら、2011）。今回

の結果から、VCM は全供試株が感受性であったため、獣医領域における VCM

耐性株は出現していないことが判明し、VCM とバイオフィルムの関連性につい

て証明はできなかった。しかし、MPIPC 及び CEX に関しては、同菌属である

S. pseudintermedius においても、バイオフィルム形成能の増強を誘導する可能

性も予想される。このことから、特に犬膿皮症の治療薬として小動物臨床領域で

汎用されている CEX の慎重な使用が求められる。 

バイオフィルムの薬剤抵抗性を調べる方法として、バイオフィルム最小撲滅

濃度（Minimum Biofilm Eradication Concentration：MBEC）の測定がある。

MBEC は MIC よりも顕著に高値を示すことが報告されている（Antunes ら、
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2011；Shimizu ら、2013）。本研究では、MBEC の測定を行っていないが、第

1 章において、犬猫由来 S. pseudintermedius 臨床分離株はバイオフィルムを形

成することがわかったことから、S. pseudintermedius 感染症の詳細な治療を行

うために、MBEC は今後必要な実験であると考えられた。 

今回の実験で使用した薬剤の 1 つである EM は、バイオフィルムの主要構成

成分であるアルギン酸塩の合成を阻害することによって抗バイオフィルム作用

を有するため、バイオフィルム形成細菌に対する第一選択治療として適用され

る（Soto、2014；Neupane ら、2016）。同系薬剤であるクラリスロマイシン（CAM）

においても、CAM の単剤投与または他薬剤との併用投与は、S. aureus 及び P. 

aeruginosa のバイオフィルム形成阻止に有効であることが報告されている

（Sano ら、1999；Tateda ら、2007；Fujimura ら、2008；Skindersoe ら、2008；

Fujimura ら、2009；Parra-Ruiz ら、2010；Cirioni ら、2011）。しかし、今回

の結果から、S. pseudintermedius 分離株の EM 耐性率は 76.4 %と高度耐性を

示した。同様の結果は過去の報告からも得られている（Feng ら、2012；Bardiau

ら、2013）。さらに、強度株での EM 耐性率は弱及び中度株に対して高く、MIC

とバイオフィルム形成能間での正の相関性も認められた。これらの結果から、マ

クロライド系薬剤は S. pseudintermedius が形成するバイオフィルム対する効

果が低いことがわかり、S. pseudintermedius を主因とするバイオフィルム形成

性感染症への治療薬として不適当であることが示唆された。 

次に、MRSP の分離状況を調べた結果、分離率は 58.0 %であった。海外の

MRSP 分離率を比較すると、タイでは犬猫由来 S. pseudintermedius 126 株中

39 株（30.1 %）、フィンランドでは犬猫由来 S. pseudintermedius 1,958 株中

266 株（13.6 %）、リトアニアでは犬由来 S. pseudintermedius 51 株中 15 株

（29.4 %）と、今回の結果が非常に高値であることが示された（Kadlec ら、2016；

Ruzauskas ら、2016；Grönthal ら、2017）。他の日本での報告においても、犬

由来 MRSP 分離率は 69.1 %と高値を示している（Kasai ら、2016）ことから、
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日本国内での MRSP の蔓延が示唆された。また、動物種別 MRSP の割合を見る

と、猫由来 MRSP が 81.8 %と非常に高い分離率を示した。猫の MRSP 分離率

では、ドイツでは 94.1 %、中国では 80.0 %であることが報告されている（Feng

ら、2012；Lehner ら、2014）。S. pseudintermedius 分離株数は犬が多いが、

MRSP の保菌率は猫が高いことから、猫は MRSP のリザーバーとしての意義が

高いことが示唆されるが、本研究において株数が少ないため、断定的な言及には

及ばなかった。 

今回、ペニシリン系薬剤に感受性を示すはずの MSSP における ABPC 及び

AMPC 耐性株を調査した結果、ABPC 耐性 MSSP は半数以上の耐性率を占め

た。さらに、バイオフィルム形成能別に分類したところ、バイオフィルム形成能

が高い株ほど耐性率が上昇している傾向が見られた。この結果から、高度なバイ

オフィルム形成能を保有する S. pseudintermedius は、mecA 遺伝子非依存的に

薬剤耐性を増加させることが示唆された。一方で、AMPC 耐性を示した MSSP 

は極少数であった。MSSP の AMPC 耐性にはバイオフィルム形成よりも耐性遺

伝子に依存している可能性が示唆された。また、今回の研究において、プラスミ

ド性耐性遺伝子のプロファイルについて検討していないため、更なる調査が必

要である。加えて、MSSP におけるバイオフィルム形成能は、酸性条件で増加す

るとの報告もある（Couto ら、2015）。MSSP の薬剤耐性が環境条件に基づいて

変化することも視野に入れて、今後研究を行う必要であろう。 

薬剤耐性株の増加が起こることによって、抗生剤に代わる治療法を検討する

必要性が考えられる。近年の報告によると、S. aureus のバイオフィルムに対し

て、proteinase K や serine protease Esp といった特定のプロテアーゼを作用さ

せ、バイオフィルムを破壊できることが判明している（Boles ら、2008；Iwase

ら、2010）。しかし、S. pseudintermedius が形成するバイオフィルムに対する

プロテアーゼの効果は、未だ報告されておらず、プロテアーゼの S. 

pseudintermedius バイオフィルムに対する効果を評価し、バイオフィルム除去
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に寄与する新薬の探索が必要となろう。 

結論として、獣医領域におけるバイオフィルム形成 S. pseudintermedius 分

離株は、様々な抗生剤に対して耐性を示すことがわかった。また、MSSP の

ABPC 耐性機構の一つとして、バイオフィルムが関与している可能性が示唆さ

れた。S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能は、薬剤耐性化を助長させ

る重要な特性といえる。したがって、抗生剤の単剤投与療法では、バイオフィル

ム感染症を治療するには不十分と考えられ、新たな医薬品の開発のためにも、S. 

pseudintermedius のバイオフィルム形成メカニズムの更なる研究が必要であ

る。 

 

2-5 小括 

S. pseudintermedius 感染症は薬剤耐性に関与するため治療が困難となるこ

とが多い。本研究では、S. pseudintermedius のバイオフィルムが薬剤耐性に関

与しているか否かを検討した。薬剤感受性試験の結果、9 薬剤において MIC と

バイオフィルム形成能間で正の相関性が明らかとなり、バイオフィルム強度株

には抗生剤に対する高度な抵抗力があることが示された。一方で、MSSP の

ABPC 耐性株における、バイオフィルム強度株の mecA 遺伝子非依存的な薬剤

耐性の増加が示された。このことから、バイオフィルム形成が MSSP の薬剤耐

性に関連性があると示唆され、MSSP に対する抗生剤治療を補填する新たな薬

剤を開発するために、バイオフィルム形成機序の更なる研究の必要性が示され

た。 
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表 2-1 犬猫臨床由来 S. pseudintermedius 分離株の最小発育阻止濃度（MIC）の分布（n = 250） 

薬剤名 

MIC（µg / mL）を示す分離株数 ブレイクポイント 

（µg / mL） 

耐性株数 耐性率 

≤0.06 0.125 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 ≥512 

ABPC 19 5 15 15 25 19 19 31 22 23 24 33   0.5 211 84.4 % 

AMPC 10 2 4 18 15 15 21 16 7 17 44 38 22 19  8 163 65.2 % 

MPIPC 23 37 32 35 13 8 1 2 6 4 4 8 21 56 0.5 158 63.2 % 

CEX    8 61 9 29 30 8 6 12 21 41 25  8 143 57.2 % 

CFV 19 36 32 14 20 11 4 9 5 3 2 7 3 85  8 114 45.6 % 

ERFX 33 16 1 3  1 4 47 91 48 6     4 196 78.4 % 

OBFX  1 27 21 1  1 1 1 67 126 3  1  8 199 79.6 % 

EM 4 36 15 4          191  8 191 76.4 % 

GM 33 18 3  1 5 39 71 53 17 7   3  8 151 60.4 % 

CP       27 90 13 6 97 17   32 120 48.0 % 

MINO 99 7 3 9 24 55 26 24 3      16   3 1.2 % 

VCM    1 109 139      ND ND ND 16   0 0.0 % 
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表 2-2 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能別の薬剤耐性分布 

薬剤名 

バイオフィルム形成能 

強度 中度 弱度 

（n = 62） （n = 130） （n = 58） 

n % n % n % 

ABPC 60 96.8 109 83.8 42 72.4 

AMPC 50 80.4 85 65.4 28 48.3 

MPIPC 49 79.0 82 62.3 27 46.6 

CEX 48 77.4 70 53.8 25 43.1 

CFV 46 74.2 55 42.3 13 22.4 

ERFX 56 90.3 101 77.7 39 67.2 

OBFX 56 90.3 102 78.5 41 70.7 

EM 52 83.9 99 76.2 40 69.0 

GM 41 66.1 76 58.5 34 58.6 

CP 26 41.9 72 55.4 22 37.9 

MINO  1  1.6  1  0.8  1  1.7 

VCM  0  0.0  0  0.0  0  0.0 

 

  



 

 

 

2
7
 

   

  

図 2-1-1 S. pseudintermedius の MIC 値及び OD590nm値の相関図（ペニシリン系、セフェム系薬剤） 
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図 2-1-2 S. pseudintermedius の MIC 値及び OD590nm値の相関図（ニューキノロン系、 

マクロライド系、アミノグリコシド系薬剤）  
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図 2-1-3 S. pseudintermedius の MIC 値及び OD590nm値の相関図（クロラムフェニコール系、テトラサイクリン系、 

ポリペプチド系薬剤） 
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表 2-3 動物種別 MRSP 及び MSSP 分布 

mecA 
MPIPC 

（μg / mL） 
定義 

犬 猫 合計 

（n = 228） （n = 22） （n = 250） 

n % n % n % 

+ ≧0.5 MRSP 127 55.7 18 81.8 145 58.0 

+ ＜0.5   16  7.0  1  4.5 17  6.8 

- ≧0.5   12  5.3  1  4.5 13  5.2 

- ＜0.5 MSSP  73 32.0  2  9.1 75 30.0 
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表 2-4 MSSP におけるバイオフィルム形成能別 ABPC 及び AMPC 耐性分布 

薬剤名 

バイオフィルム形成能 

強度 中度 弱度 合計 

（n = 10） （n = 44） （n = 21） （n = 75） 

n % n % n % n % 

ABPC 9 90 27 61.4 7 33.3 43 57.3 

AMPC 2 20  4  9.1 1  4.8  7  9.3 
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第 3 章 バイオフィルム形成 Staphylococcus pseudintermedius の 

炎症誘引物質に関する検討 

 

1 緒言 

バイオフィルムは、菌体外に分泌された多糖体やタンパク質などから構成さ

れており、慢性及び難治性感染症の原因としてしばしば問題視されている（Seth

ら、2012；Di Domenico、2015；Percival ら、2015）。バイオフィルム内の細菌

は休止状態であるため、分裂・増殖を活発に行っている細菌に対して特異的に働

く β - ラクタム系、ニューキノロン系及びアミノグリコシド系などの抗生剤に対

して耐性を示すことから、治療に障害が生じることが報告されている（Peterson、

2005）。また、Pseudomonas aeruginosa が産生したバイオフィルムは、インタ

ーロイキン 1β（IL-1β）及び腫瘍壊死因子（TNF-α）誘導、好中球浸入の亢進及

び続発的な組織損傷を引き起こすことが明らかにされている（Mittal ら、2009）。

これらの報告から、バイオフィルムは組織のホメオスタシスに対して局所的な

影響を及ぼすことが示唆される。 

Pompilio らの報告（2015）は、人の損傷関連感染症から分離される S. 

pseudintermedius はバイオフィルムが病原因子である可能性を、明らかにして

いる。S. pseudintermedius は犬や猫の膿皮症、膀胱炎、腎炎、肺炎、化膿性脳

室炎及び円板脊椎炎などの様々な炎症性病変から分離されることから（Kadlec

ら、2010；Rubin ら、2011；Casagrande Proietti ら、2012；Foster ら、2014；

Headleyら、2017）、S. pseudintermedius感染症による炎症反応の一因として、

バイオフィルムが関与している可能性が考えられる。さらに、バイオフィルム産

生菌の代謝物が大腸がんの発生や進行に関与しているとの報告も存在している

（Johnson ら、2015）。しかし、S. pseudintermedius のバイオフィルムは、遷

延性炎症性疾患を伴う可能性が示唆されているのみで、バイオフィルムによる

直接的な炎症性反応についての報告は未だない。 
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今回の研究では、バイオフィルム形成過程で産生される代謝産物に着目し、S. 

pseudintermedius のバイオフィルムがマクロファージに及ぼす影響を in vitro

で検討した。また、第 1 章において、同一菌種間バイオフィルム形成能に差があ

ることがわかったので、強度株と弱度株間において炎症反応に差はあるのかを

調べた。 

 

2 材料・方法 

2-1 使用菌株 

犬猫由来 S. pseudintermedius 250 株より、強度株と弱度株からランダムに

選抜し、各実験に供した。 

 

2-2 供試細胞 

供試細胞はマウスマクロファージ由来株細胞である RAW264.7 細胞

（American Type Culture Collection、USA）を使用した。RAW264.7 細胞は、

6 ウェルプレート（日本ジェネティクス、東京）内に細胞密度を 3.0 × 104 /cm2

に調整し、30 %グルコース加ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM、日水製薬、

東京）に 10 %牛胎仔血清（FBS）、1 % ペニシリン・ストレプトマイシン（PS）

を調整し培養したものを実験に用いた。 

 

2-3 RAW264.7 細胞と菌培養上清の共培養 

HIA で 37℃、24 時間培養した S. pseudintermedius を 30 %グルコース加

DMEM にマックファーランド標準濁度液 0.5（1 ~ 2 × 108 CFU /mL）の濁度と

同等になるように懸濁し、35℃、24 時間静置培養しバイオフィルムを形成させ

た。培養後、12,000 rpm、5 分間遠心し、上清を 0.22 μm メンブランフィルタ

ー（Sartorius Stedim Biotec GmbH、ドイツ）でろ過を行い、細菌を除去し

た。この工程を経て、バイオフィルム代謝産物を含む、バイオフィルム形成した
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細菌の培養上清（Biofilm conditioned medium：BCM）を作製した。BCM 20 

mL に対し、FBS 2 mL、PS 200 µL、50 % NaHCO3 2 mL を加え、コンフルな

状態まで培養した RAW264.7 細胞に 2 mL ずつ接種し、37℃、24 時間、5 % CO2

培養を行った。なお、第 1 章と異なる条件で培養しているが、 S. 

pseudintermedius 分離株のバイオフォルム形成能にはほとんど影響がない方

法であることを確認している。 

 

2-4 炎症誘引因子の同定 

BCM 中に含まれる RAW264.7 細胞の炎症を惹起する物質を同定するため、

BCM を proteinase K（0.5 U /mL；Roche、スイス）、 DNase（10 U /mL；タ

カラバイオ）及び RNase（12 U /mL；タカラバイオ）により、37℃、24 時間

の条件下で処理した。Proteinase K 及び DNase を失活させるため、95℃、10

分間加熱処理を行った。また、加熱による影響を比較するため、加熱処理のみを

行ったサンプルも用意した。なお、未処理の BCM を比較対照とした。 

 

2-5 RT-PCR  

BCM と共培養した RAW264.7 細胞 2 mL に対し、TRI ReagentⓇTM（コスモ

バイオ、東京）を 1 mL ずつ加え－80 ℃で一晩静置した。TRI ReagentⓇTMのマ

ニュアルに従い、RNA を抽出し、High capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit（Thermo Fisher Scientific K.K.）を用いて RT-PCR を行った。1 検体あた

りの組成は、RT buffer 2.0 μL、dNTP 0.8 μL、Random primer 2.0 μL、RT 1.0 

μL、RNase Inhibitor 1.0 μL、DW 3.2 μL、RNA 1 μL の計 10 μL である。RT-

PCR プロトコールは High capacity cDNA Reverse Transcription Kit の説明書

に従い、25℃、10 分間、37℃、120 分間、85℃、5 分間行い、4℃で静置した。 

 

2-6 Real-time PCR 
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Go Taq qPCR Master Mix（Promega）を用い、BCM と共培養させた

RAW264.7 細胞における IL-1β、IL-6、TNF-α、Toll-like receptor（TLR）1、

TLR2、TLR3、TLR4、TLR5、TLR6、TLR7、TLR8、TLR9 の mRNA 発現量

を⊿⊿Ct 法により定量した。Real-time PCR に用いたプライマーは既報のもの

を使用し、表 3-1 に記載した（Nishiumi ら、2010；Takeuchi ら、2012；Nishida

ら、2013；Milora ら、2014；Ren ら、2016）。また、各々のプライマーが載っ

ている論文に準拠し、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase （GAPDH） 

遺伝子を内因性コントロールとして用い実験を行った。1 検体あたりの real-

time PCR 組成は、Master Mix 10 μL、Primer forward（10 μM）0.4 μL 、

Primer reverse（10 μM）0.4 μL、cDNA 0.5 μL、DW 8.7 μL、合計 20 μL であ

る。Real-time PCR プロトコールは Go Taq qPCR Master Mix（Promega）の

説明書に従い、95℃、2 分、95℃、3 秒、60℃、30 秒を 40 回の増幅反応を行

い、60℃で静置した。 

 

2-7 ウエスタンブロット解析 

BCM とコンフル状態の RAW264.7 細胞を 37℃、5% CO2条件下で、5 分間、

15 分間、30 分間及び 1 時間共培養させた。その後 RAW264.7 細胞を回収し、

Lysis buffer（50 mM Tris-HCl pH 7.4、150 mM NaCl、1% Triton X-100、0.5% 

デオキシコール酸ナトリウム、0.1% SDS、1 mM EDTA、10 mM NaF）を用い

て全細胞懸濁液を作製した。ウエスタンブロット法を用いて、RAW264.7 細胞

内に存在する TLR シグナル伝達系に関わるタンパク質の発現量を、各培養時間

別に比較した。今回標的としたタンパク質は、myeloid differentiation primary 

response 88（MyD88）、phospho-interleukin-1 receptor associated kinase 4（p-

IRAK4）、total IRAK4（t-IRAK4）、 phospho - nuclear factor kappa B（NFκB） 

p65（p-p65） 及び total NFκB p65（t-p65）である。この実験に用いた各タン

パク質の一次抗体は Cell Signaling Technologies（Danvers, MA, USA）で購入
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し、500 倍希釈して使用した。また、二次抗体として抗ウサギ IgG ヤギ抗体（Cell 

Signaling Technologies）を 1,000 倍希釈して使用した。内因性コントロールと

しては GAPDH を用いた。 

 

2-8 ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE） 

BCM 19 mL に 2 % デオキシコール酸ナトリウム 400 μL を入れ、4℃で 30

分間静置した。その後、100 %トリクロロ酢酸 1.5 mL 入れ、4 ℃で一晩静置し、

アセトン 10 mL を加え 15,000 rpm、5 分間遠心を 2 回行い、沈殿物を 1 × TNE

バッファー（Tris 10 mM、NaCl 200 mM、EDTA 1 mM）100 μL で溶解した。

このサンプルを SDS-PAGE 用のサンプルバッファー（ナカライテスク）20 µL

に混合し、100℃、5 分加熱して泳動用サンプルを作製した。PierceTM BCA 

Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific K.K.）を用いて総タンパク量を測

定し、分離用ゲル e・パジェル 7.5 %（アトー、東京）を用いて、タンパク質量

が 20 μg ずつ入るようウェルに分注し、泳動用バッファー（Tris 25 mM、Glycine 

192 mM、0.1 % SDS）を用い、電圧は 30 mA、100 V で泳動を行った。泳動終

了後、EzStainSilver（アトー）のマニュアルに従い、鍍銀染色を行った。 

 

2-9 凍結乾燥 

15 mL コニカルチューブに BCM 2 mL を入れ、－80℃で凍結させた。凍結乾

燥機 FDU-1200（EYELA、東京）を用いて一晩かけ BCM を乾燥させ、0.1 % 

トリフルオロ酢酸（TFA）100 μL に溶解した。 

 

2-10 マトリックス支援レーザー脱離イオン化－飛行時間型質量分析法

（MALDI TOF-MS） 

ZiptipC18（Merck、ドイツ）を用いて、マニュアルに従い、凍結乾燥サンプル

の脱塩及び濃縮を行い、サンプルを ZiptipC18 内のフィルターに吸着させた。
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TA30（アセトニトリル 30 μL、0.1 % TFA 70 μL）を溶媒とした alpha-cyano-

4-hydroxyl cinnamic acid（HCCA）飽和溶液 2 μL を作製し、ZiptipC18に吸着

したタンパク質をターゲットプレート上に直接溶出し、乾燥させた。測定には

autoflex speed TOF /TOF（Bruker Daltonics、ドイツ）を用い、測定用ソフト

ウェアには flexControl、解析には flexAnalysis を使用した。パラメーターファ

イルとして「RP-1-5kDa.par」を使用し、Reflector Positive モードで 500 ~ 5,000 

Da の範囲を測定した。また、Peptide calibration standard（Bruker）で分子量

の校正を行った。 

 

2-11 統計学的解析 

各実験における有意差を調べるため、Wetch’s test、 Quade test、 Steel test、

Kruskal-Wallis test 及び Brunner-Munzel test を用いて統計学的解析を行った。

（BellCurve for Excel, Social Survey Research Information Co., Ltd.、東京）。

また、有意水準は P ＜0.05 とした。  

 

3 結果 

3-1 バイオフィルム形成能間の炎症サイトカイン発現量の比較 

強度株及び弱度株間での炎症反応の比較を行うため、ランダムに選抜したバ

イオフィルム弱度株 35 株及び強度株 37 株の BCM を、RAW264.7 細胞とそれ

ぞれ共培養を行った。弱度株の炎症性サイトカイン発現量を比較対照として、

real-time PCR にて測定した結果、IL-1β 発現量は 4.97 倍、TNF-α 発現量は 3.76

倍、弱度株より強度株の方が有意に高いことが判明した（**: P < 0.01；図 3-1）。  

 

3-2 BCM 中の炎症性誘引物質の検出 

Proteinase K、DNase 及び RNase を BCM に加え、無添加 BCM と比較対象

とし、炎症性サイトカイン発現量を測定し、BCM 中に含まれる炎症誘引物質の
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検出を行った。この時、バイオフィルム形成強度株 4 株を選抜し、実験に供し

た。Proteinase K 添加 BCM は無添加 BCM に比べて、IL-1β 発現量は 0.46 倍、

IL-6 発現量は 0.40 倍、有意に低下していることが分かった（*: P < 0.05）。ま

た、DNase 添加 BCM の IL-6 及び TNF-α 発現量と RNase 添加 BCM の TNF-

α 発現量の低下傾向が見られた。これに対し、熱処理 BCM では、全ての炎症性

サイトカイン発現量に特異的な変化は認められなかった（図 3-2）。このことか

ら、炎症誘引物質は耐熱性の菌体外分泌タンパク質であることが判明した。 

 

3-3 TLR シグナルの発現 

強度株 1 株の BCM を用いて、TLR と炎症反応の関連性を調べたところ、

MyD88 及び p-IRAK4 のタンパク質発現量が処理 15 分後において増加傾向に

あることがわかった。また、p-p65 のタンパク質発現量は、処理 15 分及び 30 分

後においても、増加傾向が認められた（図 3-3）。従って、Myd88 の発現量の増

加と、IRAK4 及び p65 のリン酸化が認められた。 

また、強度株 3 株を用いて、TLR の mRNA 発現量を BCM との反応時間ごと

に比較したところ、TLR1、2、3、4、6、7、8 及び 9 において 15 分後 に上昇

する傾向が見られたが、Kruskal - Wallis test を用いて統計的解析を行ったとこ

ろ、有意差は認められなかった。また、TLR5 は反応が確認されなかった（図 3-

4）。 

 

3-4 バイオフィルム形成能別の菌体外分泌タンパク質の比較 

弱度株と強度株を比較し、強度株に特異的な BCM 中のタンパク質を同定す

るため、弱度株 3 株及び強度株 3 株を選抜した。BCM 中に含まれるタンお悪質

を抽出し、SDS-PAGE にて形成能別にタンパク質のバンドパターンの比較を行

った。その結果、15～140 kDa のバンドが見られた。強度株で特異的なバンド

が 35 kDa 及び 50 kDa に存在していた。また、39、42、及び 60～120 kDa 以
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上のバンドが強度株で増強していることが認められた（図 3-5）。 

次に、SDS-PAGE で区別できない低分子タンパク質の比較を MALDI TOF-

MS を用いて解析した結果、強度株に特異的なピークが 2,715 Da 及び 2,789 Da

で観察された（図 3-6）。 

これらの結果から、強度株からは特異的なタンパク質が分泌されていること

がわかった。 

 

4 考察 

第 1 章より、バイオフィルム形成能には同一菌種間においても差があること

から、本研究では、バイオフィルム形成能が宿主炎症反応にも影響する可能性に

着目した。そして、炎症反応とバイオフィルム形成能との関係性を評価するため

に、S. pseudintermedius の弱度株及び強度株の BCM を用いて RAW264.7 細

胞の炎症性サイトカイン発現量を調べたところ、強度株は、弱度株と比較して

IL-1β 及び TNF-α が有意に高いことがわかった。近年の報告より、S. aureus 強

度株を接種したマウスの TNF-α 発現量が、S. aureus 弱度株を接種したマウス

の TNF-α 発現量より、1.47 倍有意に高いことが報告された（Gogoi-Tiwari ら、

2017）。このことから、強度株は炎症反応を増強する可能性が示唆された。また、

第 2 章及び他の報告により、強度株は高度な薬剤耐性を示すことが明らかにさ

れている（Sahal ら、2014）。過去の報告と今回の結果から、S. pseudintermedius

強度株は、抗生剤治療だけでは完治させることが難しく、さらに、宿主組織の炎

症を誘発することが示唆された。 

強度株の BCM 中に含まれる炎症誘引物質を探索するため、各酵素を添加し、

RAW264.7 細胞に反応させた結果、熱処理 BCM で特異的な変化が見られなか

ったこと、及び proteinase K 添加で炎症性サイトカインが有意に低下したこと

から、炎症誘引物質は耐熱性タンパク質であることが示唆された。この耐熱性タ

ンパク質が関与する炎症反応メカニズムについて調べるため、TLR との関連性
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を調査した。TLR とは、病原体に特異的な分子パターンを認識するレセプター

（pattern recognition receptor：PRR）の代表的な存在であり、病原体の構成成

分を認識することによって、IRAK4 や MyD88 などの細胞内アダプター分子を

介してシグナルが伝達され、NFκB の活性化がおこり炎症性サイトカインの発

現を誘導するなど、自然免疫応答において重要な役割を果たしている（Kumar

ら、2011）。今回の実験の結果、MyD88 及び IRAK4 の発現が認められた。この

ことから、炎症性サイトカインの発現は、RAW264.7 細胞内の TLR シグナル伝

達経路の刺激を経て誘発されたことが示唆された。過去の報告から、マクロファ

ージ内の TLR シグナル伝達経路は、炎症性サイトカインの発現を調整すること

が分かっている（Ness ら、2006；Shintani ら、2013）。副鼻腔炎の病態と関連

があるバイオフィルムは、副鼻腔組織内の TLR2 及び NFκB を介して炎症を引

き起こしているということが報告されている（Sun ら、2012）。本実験では、

MyD88 の発現及び IRAK4 のリン酸化が認められたことから TLR が関与して

いること、p65 のリン酸化が認められたことから NFκB の関連性を示している

ことが判明したため、TLR シグナル伝達経路から炎症性サイトカインの発現が

誘導されていることが示された。また、BCM と共培養させた RAW264.7 細胞の

TLR の発現量を比較し、RAW264.7 細胞で炎症反応に関係する特異的な TLR を

調べた。細菌由来のタンパク質に関与があるとされるのは TLR1、2 及び 6 と報

告されている（Kawai ら、2011）。本研究では、TLR5 以外の TLR の発現量増

加が認められたことから、BCM 中に含まれる炎症誘引物質は、TLR1、2 及び 6

に限らず、様々な TLR に関与していることが示唆された。したがって、炎症誘

引物質として、有意差の認められなかった DNA や RNA の可能性も否定できな

いため、今後更なる調査が必要と考えられる。また、今回の研究では強度株及び

弱度株の TLR シグナルの比較まで至っていないため、バイオフィルム形成能別

の検討も今後必要と考えられる。 

今回確認された耐熱性タンパク質について、強度株及び弱度株での比較を行
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った。SDS-PAGE の結果より、強度株において特異的なバンドが複数観察され

た。Secor らの報告によると、S. pseudintermedius を静置及び振とう培養で比

較すると、菌体外分泌タンパク質が異なるということがわかった（Secor ら、

2011）。今回のバイオフィルム形成能の比較においても、SDS-PAGE のバンド

パターンより、分泌タンパク質が異なることが判明した。一方、MALDI TOF-

MS で確認された強度株に特異的な低分子タンパク質は、検出率が低かったため

に、アミノ酸配列を同定するまでには至らなかった。しかし、強度株及び弱度株

を区別するための指標になり得る可能性が示唆された。S. pseudintermedius が

分泌する主要な炎症誘因物質として、表皮剥奪毒素や毒素性ショック症候群毒

素-1などがあり、様々な耐熱細菌外毒素を産生している（Iyoriら、2011；Garbacz

ら、2013）。しかし、外毒素とバイオフィルムとの関連性についての報告は認め

られず、今後は、バイオフィルム形成能で異なる菌体外分泌タンパク質を同定し、

炎症反応との関連性を調べることが必要であろう。 

以上のことから、S. pseudintermedius 分離株が形成するバイオフィルム形成

時の分泌タンパク質は、RAW264.7 細胞の TLR シグナルを介して、炎症性反応

を誘発する耐熱性タンパク質であることが示唆された。そして、強度株による感

染症は、炎症性反応を強く促進させる可能性が示唆された。今回の結果から示さ

れた耐熱性タンパク質は、S. pseudintermedius によるバイオフィルム関連炎症

を引き起こしている因子である可能性が考えられた。今後は、 S. 

pseudintermedius のバイオフィルム形成能で異なる分泌タンパク質を明らか

にし、TLR に特異的な作用機序を明らかにすることで、バイオフィルム関連感

染症の病態メカニズムの解明及びその治療方針の検討に役立つ可能性がある。 

 

3-5 小括 

細菌の形成するバイオフィルムは慢性及び難治性の感染症の原因となってい

る。S. pseudintermedius のバイオフィルムと炎症反応との関連性は示唆されて



 

42 

 

いるものの、未だ詳細な報告はない。本研究では、バイオフィルム形成過程にお

いて産生される代謝産物に着目し、犬及び猫の病変部位から採取された S. 

pseudintermedius のバイオフィルムがマクロファージに及ぼす影響を in vitro

で検討した。バイオフィルム形成能の異なる菌株の BCM と RAW264.7 細胞を

それぞれ共培養させたところ、強度株は弱度株よりも、IL-1β 及び TNF-α 発現

量の有意な増加が認められた。次に、強度株の BCM 中に含まれる炎症誘引物質

を調べた結果、proteinase K 添加による炎症性サイトカイン発現量の抑制が認

められたこと、及び熱処理を行っても炎症性サイトカイン発現量に変化が見ら

れなかったことから、耐熱性の菌体外分泌タンパク質が炎症反応を誘引してい

ることが明らかとなった。この炎症反応経路を調べたところ、MyD88 の発現と、

IRAK4 及び p65 のリン酸化がウエスタンブロット法により認められたため、

TLR シグナル伝達経路を経て炎症性サイトカインの発現が誘導されていること

が判明した。また、SDS-PAGE 及び MALDI TOF-MS を用いて強度株及び弱度

株での比較を行ったところ、強度株に特異的なタンパク質のバンド（35 kDa 及

び 50 kDa）及びピーク（2,715 Da 及び 2,789 Da）を示した。今後、これらの

タンパク質を同定し、TLR に特異的な作用機序を調査することで、バイオフィ

ルム関連感染症の病態メカニズムが解明され、S. pseudintermedius 感染症の治

療方針の検討に役立つ可能性がある。  
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表 3-1 Real-time PCR 解析に用いたプライマーの塩基配列 

遺伝子名 塩基配列（5'-3'） 引用文献 

GAPDH-F ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG  
Ren ら 

GAPDH-R CAC ATT GGG GGT AGG AAC AC  

IL-1β-F AAA GAT GAA GGG CTG CTT CC  
Nishida ら 

IL-1β-R TTC TCC ACA GCC ACA ATG AG  

IL-6-F GAT GGA TGC TAC CAA ACT GG  
Milora ら 

IL-6-R TCT GAA GGA CTC TGG CTT TG  

TNF-α-F CCA AAG GGA TGA GAA GTT CC  
Nishiumi ら 

TNF-α-R TCC ACT TGG TGG TTT GCT AC  

TLR1-F GTC AAA GCT TGG AAA GAA TCT GAA G 

Takeuchi ら 

TLR1-R AAT GAA GGA ATT CCA CGT TGTT TC 

TLR2-F GAA TTG CAT CAC CGG TCA GAA 

TLR2-R CCT CTG AGA TTT GAC GCT TTG TC 

TLR3-F CGA AAG TTG GAC TTG TCA TCA AAT C 

TLR3-R ACT TGC CAA TTG TCT GGA AAC AC 

TLR4-F TTC AGA ACT TCA GTG GCT GGA TT 

TLR4-R CCA TGC CTT GTC TTC AAT TGT TT 

TLR5-F CAG TCC TGG AGC CTG TGT TGT 

TLR5-R ACC CGG CAA GCA TTG TTC T 

TLR6-F TGA ATG ATG AAA ACT GTC AAA GGT TAA 

TLR6-R GGG TCA CAT TCA ATA AGG TTG GA 

TLR7-F TGC CAC CTA ATT TAC TAG AGC TCT ATC TTT AT 

TLR7-R TAG GTC AAG AAC TTG CAA CTC ATT G 

TLR8-F GAA GCA TTT CGA GCA TCT CC 

TLR8-R GAA GAC GAT TTC GCC AAG AG 

TLR9-F CTC CAT CTC CCA ACA TGG TTC T 

TLR9-R GCC AGC ACT GCA GCC TGT A 

 



 

 

 

4
4
 

   

図 3-1 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成能別の BCM における炎症性サイトカイン発現量の比較 

（A） IL-1β、（B） IL-6 及び（C） TNF-α 

（□）；バイオフィルム弱度形成弱度株（n = 35）、（■）；バイオフィルム強度形成強度株（n = 37） 

Brunner-Munzel test. **:P <0.01。 
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図 3-2 S. pseudintermedius バイオフィルム強度形成株由来 BCM の炎症性サイトカインの発現量の比較（n = 4） 

（A） IL-1β、（B） IL-6 及び（C） TNF-α。（■）；未処理、（■）；熱処理、（■）；proteinase K 処理、（■）；DNase 処理、

（■）；RNase 処理。Quade and Steel tests. *: P < 0.05. 

 

  

0

0.5

1

1.5

2

2.5

R
e
la

ti
v
e
 f

o
ld

d
if

fe
re

n
ce

in
 m

R
N

A
  
e
x
p

re
ss

io
n

A:IL-1β

*

0

0.5

1

1.5

2

2.5

R
e
la

ti
v
e
 f

o
ld

d
if

fe
re

n
ce

in
 m

R
N

A
  
e
x
p

re
ss

io
n

B:IL-6

*

0

0.5

1

1.5

2

2.5

R
e
la

ti
v
e
 f

o
ld

d
if

fe
re

n
ce

in
 m

R
N

A
  
e
x
p

re
ss

io
n

C:TNF-α



 

46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-3 バイオフィルム形成強度株 BCM と共培養させた RAW264.7 細胞の

TLR シグナルのウエスタンブロット解析 

NC；DMEM のみ BCM；バイオフィルム形成培養上清 
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図 3-4 RAW264.7 細胞及びバイオフィルム形成強度株 BCM の共培養時間ごとにおける TLR の mRNA 発現量の比較 
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図 3-5 バイオフィルム形成弱度株（n=3）及び強度株（n=3）の SDS-PAGE 像 

Lane M；分子量マーカー、Lane1-3；バイオフィルム形成弱度株、Lane4-6；バ

イオフィルム形成強度株、白及び黒矢印；バイオフィルム形成強度株で特異的な

バンド、†；バイオフィルム形成強度株で増加しているバンド 

 

 

M 1 2 3 4 5 6 

† 

260 

140 

100 

70 

50 

40 

35 

25 

15 

† 

† 

kDa 

弱度株 強度株 



 

49 

 

 

 

 

図 3-6-1 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成弱度及び強度株 3 株の 

TOF-MS 解析 

（2,700 ~ 2,776 m/z） 

 

弱度株１ RP 0:E24 MS Raw 

弱度株 2 RP 0:C24 MS Raw 

弱度株 3 RP 0:D24 MS Raw 

強度株１ RP 0:H24 MS Raw 

強度株 2 RP 0:G24 MS Raw 

強度株 3 RP 0:F24 MS Raw 
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図 3-6-2 S. pseudintermedius のバイオフィルム形成弱度及び強度株 3 株の 

TOF-MS 解析 

（2,780 ~ 2,856 m/z） 

  

弱度株１ RP 0:E24 MS Raw 

弱度株 2 RP 0:C24 MS Raw 

弱度株 3 RP 0:D24 MS Raw 

強度株１ RP 0:H24 MS Raw 

強度株 2 RP 0:G24 MS Raw 

強度株 3 RP 0:F24 MS Raw 
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総括 

 

小動物領域における S. pseudintermedius のバイオフィルム関連感染症対策を

行うために、犬及び猫の臨床由来 S. pseudintermedius の分離状況及びバイオ

フィルム形成能の測定を行い、薬剤耐性への関与を検討し、バイオフィルムと炎

症反応の関連性について評価した。その結果、以下の成績が得られた。 

 

１．犬及び猫の臨床由来 S. pseudintermedius 分離株のバイオフィルム形成能

の評価を行い、動物種、病変部位及び診療施設とバイオフィルム形成能との関連

性について調べた。S. pseudintermedius 分離株 250 株全てがバイオフィルム

形成能を有することが判明し、それらのバイオフィルム形成能を分類したとこ

ろ、強度株 62 株（24.8 %）、中度株 130 株（52.0 %）及び弱度株 58 株（23.2 %）

となった。S. pseudintermedius 分離株数は犬由来株が猫由来株より顕著に多か

ったが、バイオフィルム形成能を比べた結果、特に違いは認められなかった。ま

た、バイオフィルム形成能に基づき、病変部位及び診療施設別に分離したところ、

顕著な差は見られなかった。したがって、小動物臨床領域における S. 

pseudintermedius バイオフィルム感染症のリスクは、動物種、感染部位及び一

次・二次診療施設などの由来には関連性がないことが明らかとなった。 

 

２．犬及び猫由来の臨床由来 S. pseudintermedius の薬剤感受性を調べ、薬剤

耐性とバイオフィルム形成能の関連性について調査した。ペニシリン系、セファ

ロスポリン系、ニューキノロン系、マクロライド系及びアミノグリコシド系薬剤

において、MIC とバイオフィルム形成能との間で正の相関性が明らかになり、

バイオフィルム形成能の高い株は抗生剤に対する抵抗力が高いことが判明した。

小動物臨床領域におけるメチシリン耐性 S. pseudintermedius（MRSP）の分離

率を調べた結果、猫由来 MRSP の割合が犬由来 MRSP よりも上回ったことか
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ら、猫は MRSP のリザーバーとしての意義が高いことが示唆された。また、

MPIPC 感受性及び mecA 遺伝子陰性であるメチシリン感受性 S. 

pseudintermedius（MSSP）は 75 株（30 %）分離され、これらにおける ABPC

耐性株は 43 株（57.3 %）と高値を示した。ABPC 耐性株をバイオフィルム形成

能別に分類し比較すると、バイオフィルム形成能が高い株ほど、耐性率が上昇し

ている傾向が見られた。このことから、バイオフィルム形成能が MSSP の薬剤

耐性に関連性があることが示唆された。 

 

３．バイオフィルムが慢性及び難治性感染症を引き起こす原因として、薬剤耐性

化の増強のほかに、炎症反応との関連性が指摘されている。バイオフィルム形成

S. pseudintermedius が動物細胞に与える影響を検討するため、バイオフィルム

形成過程において産生される代謝産物に着目し、炎症反応及び炎症誘引物質に

ついて調べた。バイオフィルム形成能の違いを調べた結果、強度株における

BCM は、弱度株の BCM よりも、マウスマクロファージ由来株細胞である

RAW264.7細胞に対して IL-1β及び TNF-αの発現量の有意な増加を誘導してい

ることが判明した。次に、強度株の BCM 中に含まれる炎症誘引物質を検討した

ところ、菌体外分泌タンパク質であることが示唆された。炎症反応経路を調べた

結果、TLR を介して炎症を惹起していることがわかった。弱度株及び強度株の

菌体外分泌タンパク質の比較を行うため SDS-PAGE 及び MALDI TOF-MS を

実施したところ、強度株における特異的なバンド及びピークが明らかになった。

このことにより、バイオフィルム形成能の違いによって、菌体外分泌タンパク質

にも差が見られることが判明した。今後、今回の実験で明らかとなった強度株由

来タンパク質を同定し、TLR に特異的な作用機序を明らかにすることで、バイ

オフィルム関連感染症の病態メカニズムの解明及び治療方針の検討に役立つ可

能性がある。 
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本研究は犬及び猫の病変部位から分離した S. pseudintermedius の多くの株

がバイオフィルムを中度から強度形成し、このバイオフィルムによって薬剤耐

性や炎症の助長を起こすことを初めて明らかとした。本研究で得られた成果は、

犬及び猫の S. pseudintermedius 感染症の治療を実施する上で有用な知見であ

り、小動物臨床領域におけるバイオフィルム関連感染症対策に貢献するものと

考える。 
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