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Ⅰ．緒言

　緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）は好気性
のグラム陰性桿菌で水回りなどの日常生活環境
中に広く常在している。通常では毒性が低く健

常者に症状が出ることはほとんどない。しかし、
易感染者にしばしば肺炎や敗血症などの日和見
感染症を引き起こし、時には重篤化することが
ある。そのため院内感染として問題視される代
表的な菌種である1）。緑膿菌は菌体の一端に極
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鞭毛を持ち、この鞭毛運動は栄養状態の好まし
い環境への移動や物質表面や生体組織表面への
付着およびbiofilm形成を通じて病原性に寄与す
る。さらに、マウス感染モデルにて鞭毛を欠損
した緑膿菌は鞭毛を有する緑膿菌に比べ侵襲性
が低いことが報告されている1）。また、biofilm

を形成し、好中球などの貪食から逃れることや
抗菌薬耐性遺伝子をコードする多剤耐性緑膿菌
（Multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa；
MDRP）の出現もみられることから感染症治療
の難治化をもたらす2）。このbiofilmは、鞭毛や
線毛を用いた運動能やアルギン酸などの
extracellular polymeric substances（EPS）の産生
により形成される3）。
　近年、漢方薬は顆粒や細粒などのエキス製剤
の出現で従来の煎じ薬の煎じる手間が省けるこ
とによる簡便さから現代人の生活に取り入れら
れ、広く利用されるようになってきた。漢方薬
とは生薬を複数組み合わせて薬効を高めたもの
であり、生薬とは、動物や鉱物、植物の根や葉、
果実などを乾燥させたものである。一般的に、
細菌感染症には抗生物質、ウイルス疾患には抗
ウイルス薬による治療が行われる。しかし、免
疫力の低下した高齢者や慢性疾患患者などの易
感染者への治療は抗生物質による胃腸障害など
の副作用をおこす危険性がある。漢方薬は副作
用が少なく、易感染者への感染症の重症化を防
止する目的としての使用に適していると考えら
れる。また、一部の漢方薬は、宿主の生体防御
機能の向上による感染防御作用も期待できる4）。
このような理由から、漢方薬を感染症治療薬と
して用いることは感染症治療の一助となる可能
性があることからも、緑膿菌の病原因子に対す
る効果をスクリーニングしていくことは重要で
ある。
　既報にて、漢方薬である麻黄湯の抗インフル
エンザウイルス作用5）や生薬である山梔子、大
黄による緑膿菌のクオラムセンシング機構の抑
制効果6）、大黄牡丹皮湯7）による緑膿菌の病原
因子の抑制に関する報告があるが、緑膿菌の病
原因子に対する漢方薬の影響についての報告は
少ない。そこで、本研究では緑膿菌の鞭毛運動
であるswarming motility、それの関与する
biofilm形成能の抑制する漢方薬の探索を行うこ
とを目的とした。

Ⅱ．方法と材料

1. 使用漢方薬
　漢方薬は、葛根湯（1番）、半夏厚朴湯（16番）、
桂枝加朮附湯（18番）、防己黄耆湯（20番）、消
風散（22番）、人参湯（32番）、苓桂朮甘湯（39

番）、桂枝湯（45番）、六味丸（87番）、大建中
湯（100番）、升麻葛根湯（101番）、三黄瀉心湯
（113番）、麻黄附子細辛湯（127番）の計13種（ツ
ムラ株式会社、東京）を使用した。本検討は、
緑膿菌の病原因子を抑制する漢方薬の探索を目
的としていることから、入手できる限りで様々
な生薬を含有しているものを選択した。

2. 使用菌株
　菌株は、緑膿菌標準株PAO1（ATCC BAA-

47）、喀痰由来のMDRPを使用した。

3. 漢方薬抽出液の作製方法7-8）

　1 mLの1% Dimethyl sulfoxide（DMSO、富士
フイルム和光純薬株式会社、大阪）中で各漢方
薬を100 mg溶解して、37 ℃で一晩振蕩させた。
その後、抽出液を15,300 rpm、20分の条件で遠
心分離し、得られた上清を10 w/v%漢方薬抽出
液とした。また、以下の検討については1 w/

v%漢方薬抽出液含有条件下になるように調整
し、各検討を行った。

4. swarming motility assay9-10）

　MDRPはmotility zone が小さくなること知ら
れており、今回使用したMDRPもmotilityがほと
んどなかったことからswarming motilityの検討
はPAO1のみで行った。
　swarming motilityを測定するために、Nutrient 

broth（関東化学株式会社、東京）0.82%、細菌
用寒天（関東化学株式会社、東京）0.5%の平
板培地を作製した。作製した培地を冷ましてか
らGlucose（富士フイルム和光純薬株式会社、
大阪）を濃度0.5%になるようにろ過滅菌して
添加した。作製した培地9 mLに対して1 mLの
漢方薬抽出液（10 w/v%）を添加し1 w/v%漢方
薬抽出液含有のswarming培地を作製した。コン
トロール（Ctl）として、漢方薬抽出液未添加
の1% DMSO添加培地を作製した。培地中央に
滅菌生理食塩水を用いて109 CFU/mLに調整し
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た菌液を10 μL滴下し、35 ℃で24時間培養し
た。培地上に形成された混濁部分の直径を測定
した。

5. biofilm formationの測定9-11）

　Lihua Qi らのクリスタルバイオレット染色法
を改変して行った。Mueller-Hinton broth（MHB、
日本BD、東京）でMcFarland0.5（1.5×108 CFU/

mL）に調整した菌液を1 w/v%漢方薬抽出液含
有MHBと非含有MHBで1.5×107 CFU/mLに希釈
し96穴プレート（ビーエム機器株式会社、東京）
に作製した菌液を200μLずつ接種し、37 ℃で
18時間培養した。培養後に各well内の菌液を除
去し1%クリスタルバイオレット（東京化成工
業株式会社、東京）を200 μLずつ接種し、室
温で10分間染色した。その後、pH 7.2に調整し
たphosphate buffered saline（PBS）200μLでwell

内を5回洗浄した。各wellを十分に乾燥させ、
99%エタノールを200μL添加し15分間静置する

ことで色素を抽出した。抽出された色素はマイ
クロプレートリーダー（マイクロプレートリー
ダー マルチスキャンFC、サーモフィッシャー
サイエンティフィック株式会社、東京）を用い
て波長570 nmにおける吸光度を測定した。な
お、1つの漢方薬あたりの試験数は10とした。

6. 統計分析
　漢方薬抽出液添加群と漢方薬抽出液未添加群
の統計学的な差はt検定によって確認した。な
お、p < 0.05を統計的に有意と判断した。

Ⅲ．結果

1.   漢方薬がPAO1のswarming motilityに与える影
響
　PAO1のswarming motilityの測定結果をFig. 1

に示した。swarming motilityではCtlと比較して
1 w/v%の各漢方薬抽出液添加により、葛根湯（1

Fig. 1 Effect of herbal medicines (1 w/v%) on the swarming motility of Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) on 

PAO1. *: p < 0.05 compared with the control. The bar displays mean ±SD of three independent experiments.

 No. of herbal medicine means 1: Kakkonto, 16: Hangekobokuto, 18: Keishikajutubuto, 20: Boiogito, 22: Shofusan, 

32: Ninjinto, 39: Ryokeijuthukanto, 45: Keishito, 87: Rokumigan, 100: Daikenchuto, 101: Syomakakkonto, 113: 

Sanoshasinto, 127: Maobushisaishinto.
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番）にて62%の抑制が認められた。それに対し
て、半夏厚朴湯（16番）、防己黄耆湯（20番）、
消風散（22番）、人参湯（32番）、升麻葛根湯（101

番）ではPAO1にて有意な増強作用を認めた。（p 

< 0.05）

2.   漢方薬がPAO1とMDRPのbiofilm形成能に与
える影響
　PAO1とMDRPのbiofilm形成能の測定結果を
Fig. 2に示した。biofilm形成能では、Ctlと比較
して1 w/v%の各漢方薬抽出液添加により消風
散（22番）ではPAO1にて21%、MDRPにて18%、
三 黄 瀉 心 湯（113番 ） で はPAO1に て15%、
MDRPにて12%の抑制が認められた。（p < 0.05）

Ⅳ．考察

　緑膿菌の様々な病原性に関与する鞭毛運動を
抑制することは緑膿菌の病原性を減弱させる一
助となる。また、MDRPに対して有効な新規治

療薬の開発が必要であると同時に、抗菌活性は
認められなくとも薬剤への耐性化や病原因子を
減弱させる薬剤や成分をスクリーニングしてい
くことは緑膿菌感染症の治療において重要であ
ると考える。
　今回我々の研究では、様々な病原性に関与す
る鞭毛運動であるswarming motilityとそれが関
与するbiofilm形成能に焦点を当て漢方薬による
抑制効果の検討を行った。鞭毛運動である
swarming motilityはbiofilm形成やbiofilmからの
脱離による感染巣の広がりや環境汚染12）、宿主
細胞への侵入性に関与する。今回、葛根湯（1番）
ではPAO1のswarming motilityへ有意な抑制を認
めたことから、葛根湯（1番）が含有する葛根、
大棗、麻黄、桂皮、甘草、芍薬、生姜という生
薬がswarming motilityの抑制に関与すると考え
られる。しかし、甘草はswarming motilityの増
強を示した防己黄耆湯（20番）、消風散（22番）、
人参湯（32番）、升麻葛根湯（101番）にも含ま
れる。桂皮は抑制傾向を示した桂枝湯（45番）

Fig. 2 Effect of herbal medicines (1 w/v%) on biofilm formation of P. aeruginosa. *: p < 0.05 compared with the control. 

The bar displays mean ±SD of three independent experiments.

 No. of herbal medicine means 1: Kakkonto, 16: Hangekobokuto, 18: Keishikajutubuto, 20: Boiogito, 22: Shofusan, 

32: Ninjinto, 39: Ryokeijuthukanto, 45: Keishito, 87: Rokumigan, 100: Daikenchuto, 101: Syomakakkonto, 113: 

Sanoshasinto, 127: Maobushisaishinto.
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と桂枝加朮附湯（18番）にも含まれ、さらに桂
皮はシナモンオイルにも含まれるシンナムアル
デヒドを主成分としており、シナモンオイル10）

やシンナムアルデヒド13）による緑膿菌PAO1の
swarming motilityの抑制が認められていること
からも桂皮がswarming motility抑制に関与する
ことが示唆された。しかし、葛根湯（1番）よ
りも桂皮を多く含む桂枝湯（45番）や桂枝加朮
附湯（18番）では抑制効果が葛根湯（1番）よ
りも小さかったことから、葛根湯（1番）の含
有する桂皮以外の生薬の影響や生薬の配合比率
や組み合わせによる相乗作用や拮抗作用がある
と示唆された。今後、生薬や成分についてさら
に検討を深めていく必要がある。
　また、biofilm形成能の抑制を認めた消風散（22

番）は地黄、石膏、当帰、牛蒡子、蒼朮、防風、
木通、胡麻、知母、甘草、苦参、荊芥などの複
数の生薬を含むことから、これらの生薬が抑制
に関与した可能性や生薬の相乗効果による可能
性が示唆された。同じくbiofilm形成能の抑制を
認めた大黄牡丹皮湯（113番）は黄連、黄芩、
大黄を同比率で含む。先行研究にて大黄を含む
大黄牡丹皮湯と生薬である黄連にてbiofilm形成
能とswarming motilityの抑制が認められている。
このことから、大黄や黄連がswarming motility

の抑制に関与すると考えられる。しかし、大黄
や黄連を含む三黄瀉心湯でswarming motilityの
抑制は認められなかったことから、黄芩による
swarming motilityの増強効果や生薬の組み合わ
せにより影響が変化する可能性があると考えら
れる。
　本研究では、biofilm形成能の抑制とswarming 

motilityの抑制効果には相関がみられなかった。
消風散（22番）では、swarming motilityは増強
作用、biofilm形成能は抑制を認めた。三黄瀉心
湯（113番）では、biofilm形成能のみ抑制を認
めた。biofilmは物質表面に定着した後にEPS等
を産生することにより生成されることから、消
風散や三黄瀉心湯は定着後の因子を抑制したも
のによるのではないかと考える。しかし、今回
の検討では鞭毛運動であるswarming motilityに
焦点を当て検討を行ったことから、EPS産生能
などの検討は行っていない。従って、今後、検
討を深めていく必要がある。
　さらに、葛根湯（1番）ではswarming motility

の抑制は認めたが、biofilm形成能では抑制が認
められなかった。このことから、biofilm形成能
はswarming motilityのみの抑制では影響が出に
くいことが示唆された。
　抑制効果を示した漢方薬に対して、半夏厚朴
湯（16番）、防己黄耆湯（20番）、消風散（22番）、
人参湯（32番）、升麻葛根湯（101番）では
swarming motilityの増強作用を示した。しかし、
これらのswarming motility増強作用を示した漢
方薬ではbiofilm形成能の増強は認められなかっ
たことから、biofilm形成にはmotility以外の要
素であるEPS産生などの関与が大きいと考えら
れる。biofilm形成能とmotilityの関係について
は意見が割れており、結論は出ていない。
Rampioniら15）はswarming motilityの抑制された
株にてbiofilm形成能の増強を認めたと報告し、
Chongら6）はswarming motilityが抑制された株に
てbiofilm形成能の抑制も報告している。我々の
研究は前者を支持する結果となった。
　今回の我々の研究では様々な病原性に関与す
る鞭毛運動であるswarming motilityとbiofilm形
成能の関係に焦点を当て検討を行ったが、
swarming motilityとbiofilm形成能の結果に相関
が認められなかったことから今後、biofilm形成
に関与する因子についてさらに検討を行う必要
があると考える。また、本研究は、緑膿菌鞭毛
運動とbiofilm形成能の抑制に関与する漢方薬の
スクリーニングを行ったことから、緑膿菌の病
原因子を減弱させる漢方薬や成分の探索を行う
上での基礎的検討となったと考える。さらに緑
膿菌感染症の重症化の要因となる病原因子
（protease、pyocyaninなど）に対する漢方薬の影
響も検討していく必要があるだろう。

Ⅴ．結語

今回我々は、緑膿菌の鞭毛が関与するswarming 

motilityとbiofilm形成能について13種類の漢方
薬の影響を検討した。葛根湯（1番）では
swarming motility、消風散（22番）、三黄瀉心湯
（113番）ではbiofilm形成能の有意な抑制を認め
た。従って、本検討は緑膿菌のswarming 

motilityやbiofilm形成能を減弱させる漢方薬や
成分の探索を行う上での基礎的検討となった。
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