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［要　約］

　バイオフィルム（BF）は慢性あるいは難治性感染症に関わっていると考えられているが、国内の
産業動物の分野における報告は少ない。今回臨床型乳房炎罹患分房の乳汁から分離されたブドウ球菌
属（Staphylococcus aureus:SA, Coagulase Negative Staphylococci:CNS）、レンサ球菌属（Streptococcus 
uberis:SU, Streptococcus dysgalactiae:SD, Other streptococci:OS）、 腸球菌（Enterococcus spp.:Ent）、計
382 株の BF 形成能、薬剤感受性および病原性について調査を行った。BF 形成能の検出にはコンゴレッ
ド培地（CRA）を用い、黒色コロニーを形成したものを BF 形成株（BF+ 株）、赤色あるいは透明コロニー
を形成したものを BF 非形成株（BF- 株）とした。薬剤感受性の調査にはディスク法を、病原性の調査
には、発症後翌月の牛群検定成績の体細胞リニアスコア（LS）を用いて、BF+ 株と BF- 株間で菌種ご
とに比較した。分離された 382 株のうち BF+ 株は SA9/80（11.3%）、CNS23/90（25.6%）、SU65/68（95.6%）、
SD35/45（77.8%）、OS53/88（60.2%）、Ent10/11（90.9%）であった。薬剤感受性試験では、SA のペニ
シリンとエリスロマイシンを除き、BF+ 株と BF- 株との間で感受性率に有意な差は認められなかった。
また発症翌月の LS は、いずれの菌種においても BF+ 株と BF- 株の間で有意な差は認められなかった。
本調査から国内の臨床型乳房炎由来菌の一部は BF 形成能を有する事がわかった。一方薬剤感受性およ
び病原性については、BF が in vitro と in vivo での薬剤感受性の不一致の要因とも言われていること、
また慢性乳房炎の科学的指標が確立されていないことなどから、本調査に用いた方法では BF 形成下で
の薬剤感受性や病原性について正しく評価できていない可能性も示唆され、本調査の結果の解釈につい
ては慎重にならければならない。
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【はじめに】

　バイオフィルム（以下 BF）とは、微生物が
自ら産生した高分子基質に包まれ、生体、非生
体問わず、その表面に接着した集合体のことで
ある［7］。BF を形成することにより抗生物質
や生体の免疫機構などから身を守ることができ
るため、医療分野では、古くから医療器具関連
感 染 症（device related infections:DRIs）［17, 

26］、嚢胞性繊維症などの難治性感染症の原因
として注目され［29］、今なおその詳細なメカ
ニズム解明のために研究が進められている。近
年、動物の感染症由来の細菌からも BF 形成菌
が複数発見されており［31, 36］、特に牛の乳房
炎由来の細菌も BF を形成し、難治性乳房炎の
原因の一つとして注目されている［12, 14, 15, 
18, 35, 38, 45］。しかし、国内における乳牛の
臨床型乳房炎由来菌の BF 形成能についての報
告は少ない。今回、当診療所管内で発生した臨
床型乳房炎由来細菌の BF 形成能、薬剤感受性、
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病原性についての調査結果と近年盛んに行われ
ている BF に関する報告とを合わせて、産業動
物獣医療に関わる獣医師が BF 形成菌による乳
房炎とどう向き合っていくべきかを考えていき
たい。

【BFとは？】

BFの形成
　生体において BF は、BF 形成菌が生体組織の
表面に接着（adhesion）し、集合（aggregation）、
成熟（maturation）することで形成される。成
熟した BF 内で増殖した細菌の代謝活動で発生
した老廃物により環境が悪化すると、BF の一
部が破壊され、遊離菌（planktonic cell）とし
て離脱（dispersal）し、異なる場所に接着し感
染を広げることがわかっている［5, 13］。
BF の構成成分とBF形成能の検出
　BF は 微 生 物 が 作 る 細 胞 外 多 糖

（Exopolysaccharide: 以 下 EPS）、 蛋 白 質、
eDNA を構成成分とするが、多くの細菌で
EPS が BF の重要な構成成分であると言われ
ている［13］。EPS は微生物が生成する slime
として発見され、Christensen らにより DRIs
の 主 要 な 原 因 菌 で あ る S. epidermidis に よ
る slime 形成を定性的に検査する方法（Tube 
Method: 以下 TM）が開発された［5］。しかし、
TM では、BF 形成能の弱い微生物を検出しづ
らいとし、Freeman らによりコンゴレッド培
地（Congo Red Agar: 以下 CRA）を用いたよ

り簡便で感度の高い slime 形成能の定性的検査
方法が開発された［16］。その間 Christensen
らは 96 ウェルのマイクロタイタープレートと
分光光度計を用いた BF 形成の定量的検査方法

（以下 MP 法）を開発した［6］。その後、多く
の研究者により CRA 法や MP 法に改良が加え
られ［12, 15, 20, 28］、PCR による遺伝子解析
もあわせることによって微生物の BF 関連遺伝
子（icaADBC、bap など）の発見につながった

［3, 8-10, 18, 35, 37, 44］。ここで MP 法は実際に
BF 形成を検出しているが、CRA 法は BF の主
成分である slime の形成を検出している点を注
意されたい。

【当診療所管内で発生した�
臨床型乳房炎由来菌のBF形成能】

臨床現場で応用可能なBFの検出方法
　前述した BF 形成能検査の中で、臨床現場に
おいて簡便かつ低コストで実施可能な検査法
は分光光度計などの高額機器を必要としない
CRA 法である。牛の乳房炎由来菌で CRA 法
を用いて BF 形成能を見た報告は複数ある（表
1）。そこで筆者らも、CRA 法を用いて当診療
所管内で発生した臨床型乳房炎由来菌の BF 形
成能について調査を行った。
材料と方法
 平成 28 年 2 月から 8 月に管内で発生した臨床
型乳房炎のうち、細菌分離培養検査および薬剤
感受性試験を行った 427 分房のデータを用い
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著者 年代 菌種および検体数 BF形成能検査 結果

Dubravka et al(12) 2010
潜在型および臨床型乳房炎由来の黄色ブドウ球菌

70株
CRA法
MP法

CRA法でBF形成能あり 8/70（11.42%)
MP法で強いBF形成能 9/70(12.86%) 中程度 21/70(30%) 

弱いBF形成能 40/70(57.14%)

Baselga et al(2) 1993
牛乳房炎由来黄色ブドウ球菌

92株 CRA法 BF形成能あり 11/92(12%)

Castelani et al(3) 2014
牛乳房炎由来黄色ブドウ球菌

未経産 83株 初産および経産27株
CRA法
PCR

CRA法でBF形成能あり
未経産 52/83(62.7%) 初産および経産9/27(33.3%)

PCRでica遺伝子陽性
icaA 未経産 82/83(98.8%) 初産および経産26/27(96.3%)
icaD 未経産 83/83(100%) 初産および経産27/27(100%)

Melo et al(28) 2013
潜在型乳房炎由来黄色ブドウ球菌

94株

CRA法
MP法
PCR

CRA法でBF形成能あり 80/94(85%)
MP法でBF形成能あり 93/94(98.9%)
PCRでicaAD遺伝子陽性 90/94(95%)

CRA法でBF形成能がある株は全てicaAD陽性

Turkyilmaz and Eskiizmirliler(36) 2006
様々な動物から採取した

コアグラーゼ陽性ブドウ球菌(CoPS) 90株
コアグラーゼ陰性ブドウ球菌(CoNS) 90株

CRA法
MP法
TM

CRA法でBF形成能あり CoPS 70/90(77.7%) CoNS 40/90(44.4%)
MP法でBF形成能あり CoPS 67/90(74.4%) CoNS 33/90(36.6%)

TMでBF形成能あり CoPS 60/90(66.6%) CoNS(34.4%)

He et al(18) 2014
牛潜在型乳房炎由来黄色ブドウ球菌

102株

CRA法
MP法
PCR

CRA法でBF形成能あり 80/102(78.4%)
MP法でBF形成能あり 44/102(43.1%)

中国においてBF形成に最も重要とされる遺伝子は
rbf SigB icaAD

Vasudevan et al(37) 2003
牛乳房炎由来黄色ブドウ球菌

35株

CRA法
MP法
PCR法

CRA法でBF形成能あり 32/35(91.4%)
MP法でBF形成能あり 24/35(68.6%)

PCRでicaAD遺伝子陽性 35/35(100%)

表1 CRA法を用いてBF形成能を検出した研究表1　CRA法を用いてBF形成能を検出した研究



た。本調査の流れを図 1 に示す。細菌分離培養
は罹患分房から無菌的に採取した乳汁を 5％羊
血液寒天培地で 37℃ 24 時間好気的に培養し、
コロニーの形状、溶血性、種々の生化学的検査
により菌種の同定を行った。本調査は、過去
の報告から CRA 法で slime 形成能が判定可能
な、Staphylococcus aureus （SA）、Coagulase 
Negative Staphylococci （CNS）［2, 3, 12, 18, 28, 
36, 37］、Other Streptococci （OS）を対象とし
た［30］。OS はさらに草場らの方法［22］を用
いて Streptococcus uberis （SU）、Streptococcus 
dysgalactiae （SD）、Enterococcus spp. （Ent）、
Other Streptococci （OS） に 分 類 し た。 分 離
同定後、1 コロニーを釣菌し Freeman らの
方法［16］をもとに作成した CRA に塗沫後、
37℃ 24 時間好気的に培養し、形成されたコロ
ニーの色調を Very Black（VB）、Black（B）、 
Almost Black（AB）、Bordeaux（Brd）、Red（R）、
Very Red（VR）の 6 段階比色で判定した［1, 
44］。VB、B、AB を slime 形成陽性すなわち
BF 形成能陽性（BF+）、Brd、R、VR を slime
形成陰性すなわち BF 形成能陰性（BF-）とし
た。また同時に SA、CNS のコロニーをミュー

ラーヒントン寒天培地に、SU、SD、Ent、OS
のコロニーは 5% 羊血液寒天培地にそれぞれ塗
抹し、感受性ディスク（BD センシ・ディスク、
ベクトン・ディッキンソン）を用いてペニシリ
ン、カナマイシン、オキシテトラサイクリン、
エリスロマイシン、セファゾリン、セフロキシ
ムについて薬剤感受性試験を行った。結果の解
釈は CLSI（Clinical and Laboratory Standards 
Institute）：Performance Standarads for 
Antimicrobial Disk Susceptibility Test に従っ
て行い、感性（S）以上を感受性ありとした。
CLSI に基準がない菌種と抗生物質の組み合わ
せでは、明瞭な阻止円を形成したものを感受性
ありとした。
　BF による病原性の違いを検証するために、
牛群検定情報を用いて発症翌月の体細胞リニア
スコア（LS）を菌種別に BF+ 株と BF- 株で
比較した。解析には発症分房が 1 分房のみで、
発症から 1 ヶ月以内に新たな乳房炎が発症して
いないデータのみを用いた。
統計解析
　菌種ごとの BF+ 株と BF- 株の薬剤感受性率
をフィッシャーの正確検定を用いて比較した。
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菌種ごとの BF+ 株と BF- 株の発症翌月の LS
をマンホイット二検定を用いて比較し、いずれ
も有意水準 5% で検定を行った。
結果
　調査分房総数 427 分房中、調査対象菌種は
382 株検出され、その内わけは、SA が 80 株、
CNS が 90 株、SU が 68 株、SD が 45 株、Ent
が 11 株、OS が 88 株であった。各菌種別 BF
形成能保有率を図 2 に示す。BF+ 株は、SA で
11.8 ％、CNS で 25.6 ％、SU で 95.6 ％、SD で

77.8％、Ent で 90.9％、OS で 60.2％であった。
　BF 形成能別薬剤感受性率においては、SA
でのみペニシリンとエリスロマイシンの感受性
率が BF+ 株で有意に小さくなっていたが、そ
の他の菌種については有意な差は認められな
かった（表 2）。
　BF 形成能別の発症 1 ヶ月後の体細胞 LS の
比 較 で は、SA、SU、SD、OS で BF+ 株 は
BF- 株と比べ LS が高くなる傾向を認めたもの
の、有意差な差は認められなかった（図 3）。
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Biofilm P K E T CZ CXM

S. aureus + 77.8 * 88.9 77.8 * 88.9 77.8 88.9
- 98.5 100 100 95.6 97.1 100

CNS + 95.7 100.0 95.7 95.7 91.3 100
- 87.5 100.0 84.4 96.9 96.9 100

S. uberis + 98.2 98.2 71.9 5.3 75.4 100
- 100 100 100 0 100 100

S. dysgalatiae + 100 100 97.1 5.9 70.6 97.1
- 100 100 100 10 90 100

Enterococcus spp. + 100 90 60 10 40 70
- 100 100 100 0 100 100

OS + 100 97.9 97.9 4.2 91.7 95.8
- 96.9 90.6 90.6 0 93.8 100

* 有意差あり(p<0.05) Fisherの正確検定

表2 菌種ごとのBF＋株とBF−株の薬剤感受性率の比較

P: ペニシリン K：カナマイシン E：エリスロマイシン T：オキシテトラサイクリン CZ：セファゾリン CXM:セフロキシム

表2　菌種ごとのBF+株とBF－株の薬剤感受性率の比較
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【考察とまとめ】

臨床型乳房炎由来菌によるBF形成の実態
　当診療所管内で分離された臨床型乳房炎由来
菌でブドウ球菌属に分類される SA や CNS は、
レンサ球菌属や腸球菌に分類されるに SU、
SD、Ent、OS と比べ BF 形成能保有率は低い
傾向を認めた。本調査における SA の BF+ 株
の出現率は、Dubravka ら［12］や Baselga ら［2］
が報告している牛乳房炎由来 SA の BF+ 株の
出現率に近いものであった。しかし、Castelani
ら［3］、Melo ら［28］、Turkyilmaz ら［36］、
He ら［18］、Vasudevan ら［37］の結果と本
調査の結果を比べると出現率は低かった。培
養環境によっては EPS 産生に関わる主要な遺
伝子である icaAD の保有している牛すべてが、
必ずしも CRA で slime 形成をするとは限らず、
遺伝子型の検査に加え表現型の検査も組み合
わせた方がよいという報告もある［3, 28］。本
調査では遺伝子型の検査を行っていないため、
得られた結果は CRA 法の検査感度に左右さ
れる可能性はあるが、Melo ら［28］の報告で
は、icaAD 遺伝子の保有を gold standard とし
た場合の CRA 法の検査感度は 88％、特異度は
100％、Dhanawade［11］らの報告でも、同様
の gold standard で CRA が最も感度の高い検
査であったとしている。そのため CRA 法は多
少の偽陰性は含む可能性はあるが、臨床現場で

行える BF 形成能検査としては信頼性のある検
査と考える。
　一方、レンサ球菌属の BF+ 株の出現率は、
Moore の報告同様であった。特に SU や Ent
での BF+ 株出現率は 90％以上と非常に高く、
いずれも難治性乳房炎の原因菌と言われる菌種
であることを鑑みると、BF 形成が治癒を妨げ
ている可能性が示唆された。
BF 形成と薬剤感受性の関係
　BF 内の細菌は様々な機構で抗生物質や免疫
細胞の攻撃から身を守っていることが知られ
ている［19, 23, 32, 39］。本調査で実際に BF+
株と BF- 株との間で感受性に違いがあるか
ディスク拡散法を用いて検証したところ、SA
の BF+ 株でのみペニシリンとエリスロマイシ
ンで BF- 株に比べ有意に感受性率が低くなっ
た。しかし、他の菌種では BF+ 株が BF- 株よ
りも感受性率が高いパターンも認められたた
め、SA の BF+ 株での感受率の低下が、純粋
に BF 形成によるものなのかは確証が得られな
かった。さらに、複数の研究者が BF 形成菌の
薬剤感受性は、BF を形成した状況を再現して
いない従来の薬剤感受性試験で評価すること
は難しいという報告をしている［4, 31］。実際
に Olson ら［31］は Calgary Biofilm Device を
開発し、バイオフィルムを形成した細菌を根絶
するために必要な最小薬剤濃度を表す MBEC

（Minimum Biofilm Eradication Concentration）
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の測定を行ったところ、多くの細菌で MBEC
が MIC よりはるかに高い値を示していた。以
上のことから、現在臨床現場で一般的に用いら
れているディスク拡散法による薬剤感受性試験
を用いて、BF 形成が疑われる感染症の薬剤感
受性を評価することは困難である。これは、臨
床現場でしばしば遭遇する、従来の薬剤感受性
試験の結果と実際の in vivo での薬剤の反応の
不一致の原因の 1 つではないかと考える。
BF による薬剤耐性機構
　BF は、①分子フィルターとして働き薬剤の
浸透を妨げている、② BF 内環境が BF 内細菌
の出す老廃物によって変化し、抗生物質の作用
しにくい環境（pH、pCO2 等の変化）になって
いる、③ BF 内の細菌の増殖速度が遅いことに
より増殖期に作用しやすい薬剤への耐性を示す
など、様々な機構で薬剤に対する耐性を示して
いると考えられている［13］。特に③の機構に
ついては、persister cell という BF 内の深層に
存在し分裂が停止している状態の細菌が関与し
ていると言われている［24, 25］。
Persister�cell の存在
　Persister cell とは名前の通り、BF 内で抗生
物質による攻撃を受けても“persist= 存続す
る”細菌のことであり、その存在は 1944 年に

Bigger らによって発見された。Persister は耐
性菌とは異なり、遺伝的には BF 内で共生し分
裂を続ける細菌と変わらない。しかし、その分
裂速度は非常に遅く、BF 内で共生する増殖が
盛んな細菌と比べても、その数は最大でも BF
内の総細菌数の 1％程度しか達しないと言われ
ている。しかし、抗生物質により増殖盛んな細
菌が死滅すると、抗生物質の濃度が下がったと
ころで、persister が分裂を再開し BF 内の細
菌数をもとに戻そう働きはじめる。この様な機
構で BF 形成菌が慢性感染症や難治性感染症に
関わっていると言われている［25］。この様な
特徴から Persister cell は MRSA などに代表さ
れるような薬剤耐性遺伝子を獲得することによ
る薬剤耐性（drug resistance）ではなく、薬剤
寛容（drug tolerance）であると表現される。

【BF形成菌の病原性】

　今まで紹介してきた BF の特徴を鑑みると、
BF 形成菌が非形成菌に比べ急性期で臨床症状
が強くでるとは考えにくく、むしろ慢性化、難
治化に関っていると考えられる。そこで本調査
では、乳房炎発症翌月の体細胞 LS を見ること
で乳房炎の慢性化、あるいは難治化を見ること
ができないかと考えたが、BF+ 株と BF- 株と
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の間で差は認めらなかった（図 3）。今回の調
査方法が適切であったかは疑問が残るが、現在
乳房炎の慢性化を科学的に立証できる方法はあ
まりなく、今後有用な評価方法が開発されるこ
とを願う。当初 BF+ 株は、乳房炎の発生が多
く再発を繰り返す農場で多く検出され、BF+
株に感染した牛は、BF- 株に感染した牛に比
べ乳質が悪いと予想していたが、予想に反し、
乳質が良好な農場でも BF+ 株は検出されてい
た（図 4, 5）。この結果は畜主の乳房炎に発見
する感度の違い、治療方法の違い、治癒判定基
準の違いによるものと考える。感受性のある抗
生物質を適正な量で、適正な期間投与していな
いと、前述したように persister cell が残った
状態で抗生物質の濃度が低くなり、分裂の再開
を招くことになると考えられる。

【臨床現場における対BF関連感染症戦略】

　本調査では、明確に BF+ 株の病原性につい
て示すことはできなかったが、医療の分野から
の報告からもわかるように、BF が感染症の慢
性化、難治化に関与している可能性は非常に高
い。医療の分野ではマクロライド系抗生物質
が BF 関連遺伝子の発現を抑えるとの報告がさ

れている［34, 41］。また 14 印環マクロライド
の長期投与が慢性肺炎の治療に有効である可能
性について触れた報告もある［42, 43］。しか
し、これらの報告は限定された菌種においての
み検証されていることに加え、sub-MIC での
マクロライドの投与やその他様々な抗生物質を
sub-MIC で投与した場合、逆に BF 形成を促進
させたという報告もされていることから、産業
動物の臨床現場での応用は慎重にならなければ
ならないと考える［21, 40］。現在 BF に関して
は未解明なことが多く、今後国内における産
業動物の分野でも積極的な研究が必要である。
BF が形成されてしまった状態での有効かつ現
実的な治療法はまだ確立されていないため、研
究が進む間、臨床現場においては BF を形成さ
せない治療法を確立させる必要があると考え
る。
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【Abstract】

Biofilm formation and its relationship to recalcitrant and chronic infections are reported in 
several studies. However, there are not many reports regarding biofilm formation of pathogens 
isolated from bovine clinical mastitis （CM）in Japan. Within this context, the objective of the present 
study was to investigate biofilm formation of Staphylococci （Staphylococcus aureus : SA, Coagulase 
Negative Staphylococci : CNS）, Streptococci （Streptococcus uberis : SU, Streptococcus dysgalactiae : 
SD, Other streptococci : OS）and Enterococci （Ent）isolated from 382 samples from CM on Congo 
Red Agar（CRA）, the difference in antibiotic susceptibility and virulence between biofilm producers

（BF+）and non-producers（BF-）of each pathogens. Disk diffusion method and the SCC linear score 
（LS）data from one month after the onset of mastitis was used to compare antibiotic susceptibility 
and virulence between BF+ and BF- of each pathogen. 9/80（11.3%）of SA, 23/90（25.6%）of CNS, 
65/68（95.6%）of SU, 35/45（77.8%）of SD, 53/88（60.2%）of OS and 10/11（90.9%）of Ent were 
BF+. There was no significant difference in antibiotic susceptibility between BF+ and BF- in most 
of the pathogens, but proportion of susceptible SA BF+ strains were significantly low in penicillin 
and erythromycin compared to BF- （p<0.05）. There was no significant difference in LS data from 
one month after the onset of mastitis between BF+ and BF- of each pathogen. These results show 
that some of the pathogens from CM in Japan are BF+ and its antibiotic susceptibility and virulence 
are not so different from BF-. However, the latter half needs more thorough investigation. Because 
for antibiotic susceptibility, there are some studies indicating that standard susceptibility test cannot 
properly evaluate the susceptibility of BF+ pathogens in vivo. Also for virulence, scientific evaluation 
standard for chronic mastitis hasn’t been developed, so the possibility of our evaluation being 
inadequate is undeniable.

Keywords:��biofilm, Congo Red Agar, bovine clinical mastitis, chronic infections, antibiotic 
susceptibility
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