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HBO環境の肺炎球菌の増殖に対する効果
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【要約】
肺炎連鎖球菌（肺炎球菌）は，肺炎の原因菌として最も多くを占め，敗血症などの死亡率が高い疾患の原因と
しても重要である。高気圧酸素治療（hyperbaric oxygen therapy：HBO）はある種の細菌感染症に対して効
果があるとされているが，臨床上重要である肺炎球菌に対する報告は少ない。本研究では，HBO 環境が肺炎
球菌の増殖に与える影響を明らかにすることを目的とした。使用した肺炎球菌は American Type Culture 
Collection（ATCC）の #10813 株など 5 株であり，実験用装置（P-5100，バロテックハニュウダ社）を用い
て，2.4 ATA，100％ O2 で 1 時間行うことを experimental HBO（eHBO）と定義して実施した。出現したコ
ロニー数とコロニーの大きさを計測した結果，コロニー数は変化せず，コロニーの大きさは eHBO 処置によ
り抑制されていたため，コロニーの単位面積を算出した。コロニーの単位面積は，対照群に対し eHBO 群で
#10813 株をはじめ 5 株すべてにおいて，程度の差はあるが減少していた。特に #10813 株および #49619 株
では，それぞれ 33.1％および 21.6％と有意に減少した。また，eHBO は肺炎球菌の増殖の盛んな時期でもコ
ロニーの単位面積を抑制したため，感染進行中でも eHBO は効果を発揮する可能性があると考えられた。本
研究により，HBO 環境による肺炎球菌の増殖抑制効果が確認された。
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【abstract】
［Background］Streptococcus pneumoniae  is the most common cause of pneumonia and is also an 
important cause of sepsis and other diseases with high mortality rates.  In recent years, the 
emergence of resistant bacteria has become a medical problem, and new treatment methods are 
required.  Hyperbaric oxygen therapy （HBO） is effective against some bacterial infections, but 
reports of HBO effects on the clinically important Streptococcus pneumoniae  are few.

［Purpose］This study aimed to determine the effects of the HBO environment on the growth of 
Streptococcus pneumoniae in vitro .

［Materials and methods］Five strains of Streptococcus pneumoniae  （SP） were obtained from 
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American Type Culture Collection （ATCC） in this study.  HBO was performed using 
experimental Equipment （P-5100, Barotec Hanyuda） at 2.4 ATA in 100％O2 for 1 hour, which 
was defined as experimental HBO （eHBO）.  SP was seeded in the Sheep Blood Ager medium and 
treated by eHBO.  After eHBO treatment, the culture dishes were incubated in 5％ CO2 at 36℃ 
for approximately 20 hours.  After the incubation, the numbers of colonies and the colony sizes 
were measured.

［Results］In five strains of SP, the numbers of colonies were not suppressed but the sizes of 
colonies were suppressed due to eHBO treatment.  Particularly, the unit area of colonies of 
#10813 and #49619 strains of SP significantly （P＜0.05） decreased 33.1％ and 21.6％ compared 
to the control, respectively.  In addition, eHBO clearly suppressed the unit area of colonies of the 
#10813 strain in the growth phase of SP, suggesting that the HBO should be effective even 
during the progress of infection.

［Conclusion］This study indicates that the HBO environment slows down the growth of 
Streptococcus pneumoniae in vitro .

Keywords 　experimental HBO（eHBO）, #10813，Numbers of colonies, Unit area of colonies

【緒言】
　肺炎は，本邦における成人死亡原因第 4 位の疾
患であり，肺炎の原因菌として大部分を占めるの
は肺炎連鎖球菌 Streptococcus pneumoniae（肺炎
球菌）である1，2）。肺炎球菌は通性嫌気性のグラム
陽性双球菌であり，健常人の咽頭に常在する常在
菌である3）。肺炎球菌は上気道の常在菌であり無
症候性のことも多いが，免疫力が低下した高齢者
やもともと免疫力の低い小児などに日和見感染を
引き起こすことが知られている4）。通常，肺炎球
菌に感染した場合は抗菌薬投与が治療の第一選択
である。しかし，近年ではペニシリン耐性肺炎球
菌をはじめ，多剤耐性肺炎球菌が出現し，医療上
の問題となっている5）。このことから，耐性菌を
考慮した抗菌薬投与が必要となり，肺炎球菌感染
症に対する新たな治療法が求められている。
　高気圧酸素治療（hyperbaric oxygen therapy：
HBO）は嫌気性菌感染症などのある種の細菌感染
症に対して有効とされている6）。HBO の細菌感染
症への効果は，好中球による酸素依存性殺菌機構

（oxidative killing）による殺菌効果であるとされ
ている6，7）。しかし，HBO による細菌への殺菌効
果の報告において，臨床上重要である肺炎球菌感
染症に対する報告は少ない8，9）。

　Lerche らは，感染性心内膜炎の最も主要な原
因菌であり，通性嫌気性のグラム陽性菌である
黄色ブドウ球菌に対して，病原性を抑制するた
めに HBO が有効であったと報告している10）。ま
た，Memar らは，HBO は活性酸素種（reactive 
oxygen species：ROS）の形成による直接的な抗菌
効果により，好気性菌および嫌気性菌に対して静
菌効果または殺菌効果が働き，感染症の治癒を促
進すると報告している11）。これらのことから，HBO
は肺炎球菌に対しても効果を発揮する可能性があ
ると考え，本研究では HBO 環境が肺炎球菌の増
殖に与える影響を明らかにすることを目的とした。

【材料および方法】
1．材料
　肺炎球菌は American Type Culture Collection

（ATCC）より入手した #10813 株，#700670 株，
#49619 株，#6314 株および #6303 株の 5 株を使
用した。今回用いた肺炎球菌の特徴をTable 1に
示した。培地は極東バイタルメディア社製羊血液
寒天培地を用いた。
2．実験用HBO装置による O2 曝露
　実験用 HBO 装置（P-5100，バロテックハニュ
ウダ社）を用いて，2.4 ATA，100％ O2 下で 1 時
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間曝露することを experimental HBO（eHBO）と
定義して実施した。
3．基本的実験方法
　肺炎球菌の菌液は，マクファーランド比濁法を
用いて調製し，希釈した菌液を羊血液寒天培地に
播種した12）。播種後に eHBO を実施し，5％ CO2，
36℃のインキュベータで 20 時間培養を行った。対
照群は同時に室温の開放系に静置した。出現した
コロニーを写真撮影し，アメリカ国立衛生研究所

（National Institutes of Health：NIH）の画像解析
ソフトである「image J」を用いて解析を行い13），
コロニー数とコロニーの単位面積を計測した。統
計解析には，Mann-Whitney U-test を用いて，有
意水準は P＜0.05 とした。
4．#10813株および他の 4株に対する eHBOの効
果の検討
　#10813 株を含む 5 株の肺炎球菌に対し，播種
直後に eHBO を 1 回実施し，対照は同時に室温
の開放系に静置した。処置後，5％ CO2，36℃の 
インキュベータで 20 時間培養を行った。その後，出
現したコロニーの数とコロニーの単位面積を計測し
た。本検討では，#10813 株に対して 6 回，#700670
株に対して 6 回，#49619 株，#6314 株および #6303
株に対して 3 回の試験をそれぞれ実施した。
5．コロニーの経時的な変化の観察
　#10813 株に対し播種直後に eHBO を 1 回実施
し，対照は同時に室温の開放系に静置した。その
後，5％ CO2，36℃のインキュベータで播種 20 時

間後まで培養した。培養中は 2 時間おきに出現し
たコロニーの変化を観察した。本検討は，対照群
と eHBO 群でそれぞれ羊血液寒天培地プレートを
2 枚ずつ使用し，1 回の試験を実施した。
6．#10813株の増殖の盛んな時期に対する eHBO
の効果の検討
　#10813 株の増殖の盛んな時期（対数増殖期）
である播種 6 時間後に eHBO を 1 回実施した14）。
対照は同時に室温の開放系に静置した。eHBO 群，
対照群ともに菌の播種から eHBO 処置までの間イ
ンキュベートした。eHBO 処置後，5％ CO2，36℃
のインキュベータで 20 時間培養を行った。その
後，出現したコロニーの数とコロニーの単位面積
の計測を行った。

【結果】
1．#10813株および他の 4株に対する eHBOの効果
　#10813 株は成人の侵襲性肺炎球菌性感染症の
一般的な血清型である 3 型であり，病原性の高い
ムコイド型である。そこで，#10813 株を代表とし
て使用し，他の 4 株に対しても eHBO の効果を検
討した。#10813 株を含む 5 株に対し播種直後に
eHBO を実施し，出現したコロニーの数およびコ
ロニーの単位面積を計測した結果を Fig. 1，2に
示した。対照群と eHBO 群間では，#10813 株はじ
め，どの菌株においてもコロニー数には明確な差
を認めなかった（Fig. 1）。しかし，eHBO 群のコ
ロニーの大きさは抑制されていたため，単位面積
を算出して比較した（Fig. 2）。eHBO 処置により，
対照群と比較して程度の差はあるがどの菌株にお
いてもコロニーの単位面積は減少していた。特に
#10813 株および #49619 株においては，それぞれ
33.1％および 21.6％と有意に減少した（P＜0.05）。
このように eHBO により肺炎球菌の増殖が抑制さ
れ，結果的としてコロニーの面積の抑制が認めら
れた。
2．#10813株のコロニーの経時的な変化
　#10813 株の播種直後に eHBO を実施し，時間経
過によるコロニーの変化を観察した結果をTable 2
に示した。コロニー数には特徴的変化がなかった

Table 1． Characteristics of Streptococcus pneumoniae 
strains.
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Fig. 1：Effects of eHBO on the numbers of colonies of Streptococcus pneumoniae. 
The data represents mean ± standard deviations of value from eight to eighteen 
samples for the five strains of Streptococcus pneumoniae.

Fig. 2：Effects of eHBO on the unit area of colonies of Streptococcus pneumoniae.
The data represents mean ± standard deviations of value from eight to eighteen 
samples for the five strains of Streptococcus pneumoniae. ＊Significantly different 
from Control at P ＜ 0.05 （Mann-Whitney U-test）.

Table ２． The effects of eHBO on the unit area of colonies of the #10813 strain of S. pneumoniae over time 
after S. pneumoniae seeding.

The data represents mean ± standard deviations of values of two control or eHBO treatment on the course of 
time after S. pneumoniae seeding.
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ため，コロニーの単位面積で示した。対照群と
eHBO 群間でコロニーが解析可能な大きさになっ
たのは播種 12 時間後であり，経時的なコロニー数
の変化もなかった。しかし，コロニーの単位面積
は経時的な拡大を示し，対照群と比較して eHBO
群の方が抑制されていた。
3．#10813株の対数増殖期に対する eHBOの効果
　対数増殖期である播種 6 時間後に，#10813 株
に対し eHBO を実施した結果を Fig. 3に示した。
播種直後に eHBO を実施した結果と同様に，コロ
ニー数では対照群と eHBO 群で大きな差はなかっ
た。しかし，コロニーの単位面積では eHBO 群は
対照群に対して 33.1％有意に減少した（P＜0.05）。

【考察】
　本研究では，HBO 環境が肺炎球菌に与える影
響について検討した。肺炎球菌は莢膜血清型によ
り 90 種類以上に分類され，特に血清型 3 型の菌
株はより厚い莢膜を有しており，成人の侵襲性肺
炎球菌感染症で最も分離率が高いことが知られて
いる15，16）。本研究には計 5 株の肺炎球菌を用いた
が，このような背景から血清型 3 型であり，より
病原性の高いムコイド型である #10813 株を代表
として用いて研究を進めた17）。Fig. 1，2で示した
#10813 株と他の 4 株に対する eHBO の効果の検

討では，播種直後に eHBO を実施し，出現したコ
ロニーの数とコロニーの大きさを計測した。先行
研究では，HBO による細菌への効果は静菌効果ま
たは殺菌効果であるとされており11），eHBO によ
るコロニー数の減少を期待したが，本研究では全
ての菌株でコロニー数は変化しなかった（Fig. 1）。 
ところが，コロニーの大きさが抑制されていた
ため，コロニーの単位面積を算出して比較した
ところ，5 株中 2 株で対照群に対して eHBO 群
が有意に減少した（Fig. 2）。これらのことから，
eHBO はコロニー数を減少させないため，肺炎球
菌への殺菌効果がないことが確認できた。しか
し，コロニーの単位面積は有意に減少したことか
ら，eHBO は肺炎球菌に対して増殖抑制効果があ
ると考えられた。さらに Fig. 2で示したように，
#700670 株を除く 3 種類の菌株に対しても eHBO
による増殖抑制傾向が見られた。この効果は肺炎
球菌の血清型や莢膜型の差異が関与している可能
性があるため，追実験を行う必要性があると考え
られた。
　Table 2に示した #10813 株の時間経過による
コロニーの変化の観察では，播種直後に eHBO を
実施した後，出現したコロニーを 2 時間おきに経
時的に計測した。対照群と eHBO 群間でコロニー
が出現した時間には差はなく，コロニー数にも変

Fig. 3：Effects of eHBO treatment at 6 hours after the bacterial seeding on the growth of the #10813 
strain of Streptococcus pneumoniae. a） Numbers of colonies. b） Unit area of colonies. Treatment of 
eHBO was carried out 6 hours after Streptococcus pneumoniae seeding. The data represents mean ± 
standard deviations of values of eighteen control or eHBO treatment. ＊Significantly different from Control 
at P ＜ 0.05（Mann-Whitney U-test）.
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化はなかった。そして経時的な変化の観察から，
eHBO によるコロニーの単位面積の抑制は，菌の
増殖抑制を反映した結果であることが再確認でき
た。これらの結果を受け，さらに肺炎球菌の播種
6 時間後ではすでに対数増殖期に入っているとの
報告から14），播種 6 時間後での eHBO の効果を検
討した（Fig. 3）。eHBO による増殖抑制効果は，
肺炎球菌の増殖が盛んな時期においても確認さ
れ，HBO は臨床においても効果を発揮する可能
性が高いことが示唆された。
　これまで報告されている HBO の抗菌効果のメカ
ニズムは，菌体内での ROS の産生誘導による核酸
等の損傷であり，黄色ブドウ球菌を始めとして複
数の細菌について報告されている18-21）。一方，肺炎
球菌では他の菌と異なりこの ROS に対する抗酸化
酵素であるカタラーゼが欠損しているが，それを
補完する高活性のチオールペルオキシダーゼを有
しているとの報告もある22）。本研究で eHBO によ
り殺菌効果が得られなかったのは，このような肺炎
球菌の酸化ストレスに対する特殊性が関与してい
る可能性が高く，今後検証していきたい。
　本研究により得られた HBO 環境による肺炎球
菌への増殖抑制効果は最も効果が得られた #10813
株で 30％程度であるが，これは eHBO（2.4 ATA，
100％ O2，1hr）を 1 回のみ施行したという限ら
れた条件であった。そのため，施行回数，設定圧
力および施行時間の変更により，肺炎治療に活用
できる高い効果が得られる可能性が高い。今後，
HBO を肺炎球菌による感染症の治療あるいは補助
療法として確立するために，さらに追実験を実施
して HBO による効果を裏付ける予定である。

【結語】
　HBO 環境における肺炎球菌への効果は，増殖
抑制効果であった。また，HBO 環境による増殖抑
制効果は肺炎球菌の対数増殖期においても確認さ
れ，HBO は臨床の場でも効果を発揮する可能性
が示された。
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