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高速ナノ液滴技術は 2017 年に開発された世界初の技術であり，水蒸気の凝縮を利用して直径 100 nm
以下にまで微細化したナノ液滴群を生成・高速照射できる。本研究では，衝撃圧 18 MPa のナノ液滴が
biofilm 形成 Pseudomonas aeruginosa に与える影響を検討した。被検菌株は，東北地方の医療機関で
臨床分離されたmultidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa（MDRP）5株および標準株 P. aeruginosa
PAO1 とした。これらの biofilm 形成モデルに対し，直径 100 nmのナノ液滴を 18 MPa の衝撃圧で 20～
30 分間照射した後，生残菌数，biofilm 形成量および細胞外マトリックス量の測定，さらに scanning elec-
tron microscope（SEM）による菌の形態観察を行った。ナノ液滴を 20分間照射した時に生残菌数の有
意な減少は認められなかったものの biofilm を構成する多糖体および extracellular DNA（eDNA）量が
減少した。この時 biofilm 形成量も低下したため biofilm を構成する多糖体および eDNAの低下が
biofilm 構造の脆弱化を促進したと考えられた。一方，30分間照射後には 6株すべてで生残菌数が減少
し，特にMDRP-5 では 99.9%以上の殺菌効果を示した。SEMで観察すると，PAO1 において菌体への
穴の形成，MDRP-5 では菌体崩壊が観察された。したがって，高速ナノ液滴技術は biofilm 構造を破壊
し，物理的な衝撃によって P. aeruginosa を殺菌することが明らかとなった。この殺菌効果は biofilm
形成量が少ない菌株ほど高く biofilm が破壊されることによりナノ液滴による殺菌効果が発揮されると
考えられた。本技術は化学薬剤を使用せず，水のみで物理的作用による殺菌が可能であるため，菌株の
薬剤感受性に関係なく殺菌効果を発揮できる。今後のさらなる検討を経て実用化されることにより殺菌
法の選択肢が増える可能性が期待される。
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はじめに

Pseudomonas aeruginosa は，医療施設や高齢者
施設における代表的な院内感染の原因菌であり，特
に multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa
（MDRP）１）は感染管理上重要である２，３）。高齢者施設
においてMDRPを含む多剤耐性菌が環境表面から
検出されている４）。感染予防体制は病院に比べて脆

弱であるため，共用物品などの環境を介した入居者
間の伝播リスクが高い３，４）。
こうした感染対策の一つに環境消毒が重要である
が，消毒薬の廃液が河川に流出することによる薬剤
耐性菌の増加や水生生物への影響５），あるいは配管
パイプの腐食進行６）が懸念されている。さらに，消
毒薬抵抗性の獲得７～９）や biofilm形成による殺菌効果
の低下１０）が問題となっている。P. aeruginosa の
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Table　1.　Drug susceptibilities of the strains used

strain
MIC (μg/mL)

PIPC IPM MEPM CPFX AMK

PAO1 4 2 0.25 ＜0.125 2

MDRP-1 128 16 16 128 32

MDRP-2 ＞128 64 ＞128 64 64

MDRP-3 ＞128 ＞128 ＞128 64 ＞128

MDRP-4 ＞128 128 ＞128 128 32

MDRP-5 ＞128 32 32 32 32

PIPC: piperacillin; IPM: imipenem; MEPM: meropenem; CPFX: cipro-

floxacin; AMK: amikacin

biofilmは，自己産生物質であるタンパク質，多糖
体，細胞外 DNA（extracellular DNA；eDNA）な
どで構成１１）され，外部刺激から菌体を保護する。こ
の特性により biofilm形成 P. aeruginosa は，医療
施設の水回り環境において持続的な汚染源となり院
内感染のリスクを高める要因の一つとされている。
P. aeruginosa に有効な抗菌薬は限られており，特
にMDRPが汚染環境を介して日和見感染を引き起
こした場合，治療の選択肢がさらに制限される。し
たがって，環境消毒による感染対策はきわめて重要
である。
これらの問題を解決する新たな殺菌技術として，
われわれは，微細化した水滴（ナノ液滴）群を生成・
高速照射できる高速ナノ液滴技術に着目した。本技
術は 2017年に共同研究者の Satoら１２）により開発さ
れた世界初の技術であり，水蒸気の凝縮を利用して
照射ノズルから 5 cmの距離で直径 100 nm以下の
液滴を最大速度 50 m/sで照射することができる。
わずか 300 mLの水で 20分間連続照射でき，また，
液滴径が 100 nm以下になるとケルビン効果により
液滴は瞬時に乾燥するため，対象表面が濡れないと
いう特徴をもつ。われわれは，これまでに，ナノ液
滴を照射距離 5 cm，75 MPaの衝撃圧で biofilm形
成の 4菌種（Staphylococcus aureus，P. aeruginosa，
Escherichia coli および Serratia marcescens）に対
して照射すると，菌体破壊によりすべての菌種が
30～240秒で殺滅できることを報告した１３）。一方，照
射距離 17 cm，衝撃圧 18 MPaでは 4菌種に対して
20分間照射後に殺菌効果を示さなかったが，グラ
ム陰性菌 3菌種においてはナノ液滴が biofilm表層
部の菌体を貫通することが確認された１３）。このよう
な物理的作用に着目し，殺菌効果を伴わない条件下
でも菌体や biofilmに及ぼす構造的変化を検証する

ことは，細菌学における新たな基礎的知見を提供し
うる。また，75 MPaでは照射面に存在する biofilm
形成菌のうち 1/10,000程度の生残菌の飛散が確認
されたため１３），汚染源を拡大せずに高速ナノ液滴に
より殺菌できる条件を検討する必要がある。
本研究では，衝撃圧 18 MPaのナノ液滴が，特に

院内感染の原因となるMDRPを含む biofilm形成
P. aeruginosa に与える影響を検討した。
I． 材料と方法
1．使用菌株
使用菌株は，東北地方の医療機関で臨床分離され
たMDRP 5株および標準株 P. aeruginosa PAO1の
計 6株とした。これらの株に対する piperacillin
（Sigma-Aldrich，MO），imipenem（富士フイルム
和光純薬，大阪），meropenem（富士フイルム和光
純 薬），ciprofloxacin（Sigma-Aldrich）お よ び
amikacin（富士フイルム和光純薬）の抗菌力は微量
液体希釈法で決定した。その最小発育阻止濃度を
Table 1に示した。
2．In vitro biofilm 形成モデルの作製
Mueller-Hinton agar（MHA：栄研化学，東京）
上で 35℃，24時間培養した菌株はMcFarland no.
0.5の菌液に調整され，その 100 μLを tryptic soy
broth（Becton，Dickinson and Company，NJ）10
mLに接種した。この培養液中に滅菌処理されたス
テンレスディスク Φ：10 mm（大里，東京）を重
ねずに 20枚浸漬し，35℃で 24時間振盪培養した１３）。
これらの表面における biofilmの形成は scanning
electron microscope VE-8800（SEM：キーエンス，
大阪），形成量は crystal violet assayにより確認し，
これを biofilm形成モデルとした。
3．ナノ液滴照射による生残菌数と biofilm 形成量
2．で作製された biofilm形成モデルを培養液から
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新しいシャーレに取り出し，高速ナノ液滴を直接 20，
25および 30分間照射した。ナノ液滴は Satoらが
開発・報告した発生装置１２）によりMilli-Qから形成
され，直径 100 nm以下の液滴サイズである。照射
ノズル先端から 17 cmの距離において速度 12 m/s
で発出され，液滴温度は 30℃である。これらのナ
ノ液滴が菌体に衝突する際の衝撃圧は，液体の密度，
音速および速度に基づき算出された１３）。ナノ液滴は
照射ノズル真下を中心に半径 3 cm以内に照射され
る。これらのモデル 20枚をそれぞれMilli-Q 3 mL
が入ったチューブに入れ，5分間ボルテックスした。
この液 100 μLを標準寒天培地（栄研化学）に塗抹
し，35℃で 24時間培養後に生残菌数を測定した。
この測定は 3回の独立した実験により実施された。
また biofilm形成モデル 1枚をMHA上に配置し，
高速ナノ液滴 30分間照射後，35℃で 24時間培養
したMHAを観察することで biofilm形成モデル周
囲の半径 10 cm以内への生残菌の飛散の有無を確
認した。
Biofilm形成量は crystal violet assayにより測定
された１４）。すなわち，ナノ液滴を 20および 30分間
照射した biofilm形成モデルを乾燥させた後，0.1%
crystal violetにより 20分染色した。Biofilm形成モ
デルを phosphate buffered saline（富士フイルム和
光純薬）で洗浄後，1 mLの 99.5% ethanolに 30分
浸漬し，溶解した crystal violetの吸光度（595 nm）
を iMark microplate reader（バイオ・ラッド，東
京）で測定した。この測定は 3回の独立した実験に
より実施された。
4．細胞外マトリックス（extracellular matrix；ECM）
の抽出と定量
2．で作製されたナノ液滴照射後の biofilm形成モ
デル 20枚をそれぞれMilli-Q 3 mLが入ったチュー
ブに入れ，5分間ボルテックスした。生残菌が回収
されたMilli-Q 3 mLを別の 1.5 mLチューブに 1
mLずつ分注し，25℃，×8,000 gで 10分超遠心分
離後，ペレットを回収した１５，１６）。続いて，ECMを
菌体から分離するため，ペレットに 1.5 M NaClを
30 μLずつ添加した。ボルテックス後，25℃，×5,000
gで 10分超遠心分離し，ECMが抽出された上清を
使用した。ECM中の各成分は以下の方法にて，3
回の独立した実験により定量された。
ECMに含まれるタンパク質は Bradford protein

assay kit（タカラバイオ，滋賀）を用いて定量され
た１５，１６）。すなわち，96穴プレート内で Bradford Dye
200 μLに ECM 4 μLを添加し，25℃で 5分間の
反応 後，iMark microplate readerに よ り 595 nm
において測定した。標準物質としてウシ血清アルブ
ミンを使用した。
多糖体はフェノール-硫酸法により定量された１５，１６）。

すなわち，96穴プレートに ECM 20 μLと 5%フェ
ノール 20 μLを混合し，硫酸 100 μLを添加後，25℃
で 10分間反応させた。この濃度は iMark microplate
readerにより 490 nmにおいて測定し，標準物質は
グルコースを使用した。
eDNA量は BioSpec-nano（島津製作所，京都）を
用いて計測された１５，１６）。
5．ナノ液滴照射による殺菌メカニズム
使用菌株の形態的特徴を把握するため，ナノ液滴
未照射の使用菌株 6株を用いて SEMおよびグラム
染色による観察を行った。SEMの前処理として，試
料を 2.5% glutaraldehydeで 30分固定後，50，75
および 99.5% ethanolによりおのおの 5分間脱水し
た。この試料を金でコーティング後，加速電圧 8 kV
で観察した１３）。また，グラム染色された菌体は，fluo-
rescence microscope BZ-X800（キーエンス）を用
いて観察倍率 100倍で撮影後，各菌株 300菌体につ
いて平均長径が算出された。
ナノ液滴照射による殺菌メカニズムの検討には，
標準株 P. aeruginosa PAO1およびMDRP-5の 2株
を用いた。これらの biofilm形成モデルにナノ液滴
を衝撃圧 18 MPaで 20および 30分間照射した。固
定・脱水後に SEMにより形態変化を観察した。
6．統計解析
3．および 4．で測定された生残菌数，biofilm形
成量および ECM成分は Student’s t-testにより解
析され，p＜0.05を有意差ありと判定した。
II． 結果
1．ナノ液滴照射による生残菌数と biofilm 形成量
ナノ液滴を経時的に照射後の生残菌数を Fig. 1

に示した。ナノ液滴を 20分間照射後，使用された
6株すべてにおいて生残菌数の有意な減少は確認さ
れなかった。その後 10分の追加照射によりMDRP-
5は 105 CFU/mL（99.9%以上）殺菌された。しか
しながら，他の 5株は 102 CFU/mL（90%）程度の
殺菌にとどまった。また，30分間照射後，いずれ
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Fig.　1.　Viable count after exposure to nanodroplets

The viable counts of P. aeruginosa PAO1 strain (filled circle), MDRP-1 (filled square), MDRP-

2 (filled upward-pointing triangle), MDRP-3 (filled downward-pointing triangle), MDRP-4 

(filled diamond), and MDRP-5 (filled star) were measured over time after exposure to nano-

droplets. These data are based on three independent experiments. Error bars indicate the 

standard deviation (SD).
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の菌株においても biofilm形成モデル周囲の半径 10
cm以内に生残菌の飛散は確認されなかった。
Biofilm形成量の推移を Fig. 2Aに示す。ナノ液
滴照射前におけるMDRP-1～3の biofilm形成量は
PAO1と同等以上であったが，MDRP-4および-5は
PAO1の 0.12～0.65倍であった。ナノ液滴の 20分
間照射によりMDRP-5を除く 5株において biofilm
形成量が減少した。30分照射した場合MDRP-5を
含むすべての菌株においてナノ液滴照射前よりも
60%以上減少した。
2．ECM成分の変化
ナノ液滴照射前のMDRP-1～5のうち，MDRP-
1～3における ECM中の多糖体は PAO1の 1.42～
2.14倍，eDNAは 1.42～2.73倍であった（Fig. 2C，
D）。一方，MDRP-4および-5は多糖体が PAO1の
0.06～0.35倍，eDNAは 0.24～0.60倍を示した（Fig.
2C，D）。また，タンパク質は 6株間で有意差がみ
られなかった（Fig. 2B）。
ナノ液滴 20分照射後，ECM中の多糖体および
eDNAはすべての菌株において減少傾向がみられ
た（Fig. 2C，D）。特にMDRP-1～3における多糖

体の減少率は 79.2～93.5%，eDNAでは 46.4～66.3%
を示した（Fig. 2C，D）。タンパク質はナノ液滴照
射前後で 6株とも有意な減少はみられなかった
（Fig. 2B）。
ナノ液滴 30分照射により，PAO1は ECM中の
多糖体がナノ液滴照射前の 0.02倍となり，MDRP
では 5株すべてが検出限界以下を示した（Fig. 2C）。
eDNAは 6株すべてにおいて有意な減少を示し，そ
の減少率は 55.6～93.9%であった（Fig. 2D）。一方，
タンパク質量に変化は認められなかった（Fig. 2B）。
なお，BioSpec-nanoによる eDNAの定量時，測
定されたすべての株の OD260/280値は 1.8～2.0の
範囲内であった。
3．ナノ液滴照射による殺菌メカニズム
ナノ液滴未照射の 6株の長径平均は，それぞれ
PAO1：0.955 μm，MDRP-1：1.546 μm，MDRP-2：
1.308 μm，MDRP-3：0.844 μm，MDRP-4：1.405 μm，
MDRP-5：1.337 μmであり，MDRPは PAO1より
も菌体が大きい傾向にあった。この傾向は SEMに
よる観察でも確認された（Fig. 3）。
標準株 PAO1と 30分照射後に生残菌数減少が最
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Fig.　2.　Biofilm formation and ECM components

Biofilm formation (A), proteins (B), polysaccharides (C) and extracellular DNA (D) were measured. Black indicates the results be-

fore the exposure to nanodroplets, white indicates the results after 20 minutes of exposure, and gray indicates the results after 30 

minutes of exposure. These data are based on three independent experiments. Error bars indicate the standard deviation (SD).
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Fig.　3.　Morphological observation of the strains used

The bacterial morphology of PAO1 (A), MDRP-1 (B), MRDP-2 (C), MDRP-3 (D), MDRP-4 (E), and MDRP-5 (F) used in this 

study was observed by SEM. Bar, 1 μm, magnification: ×15,000.

A B C

D E F

も顕著であったMDRP-5の 2株を用いた SEMによ
る形態観察の結果を Fig. 4に示した。ナノ液滴 20

分照射後，これら 2株とも菌体に穴が形成され始め
30分照射により PAO1の菌体表面には穴の他に細
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Fig.　4.　Morphological observation of biofilm-forming P. aeruginosa

P. aeruginosa strains PAO1 and MDRP-5 were used. After 20 min of exposure, holes were formed on the bacterial surface of both 

strains (white arrows). After 30 min of exposure, the cells had completely disintegrated in MDRP-5, and holes (white arrow) and 

protrusions (black arrows) were observed in PAO1. Bar, 1 μm, magnification: ×15,000.
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かい突起がみられた。一方MDRP-5では SEMで観
察された biofilm表層部において菌体の完全な崩壊
が確認された。
III． 考察
Biofilm形成菌に対する消毒効果の低下は課題で

あるが biofilm形成 P. aeruginosa に対する消毒効
果に関する検討はいくつかなされている。Biofilm
形成MDRPに対して蒸気化過酸化水素を曝露する
と 100分間以内に完全殺菌されることが示された１７）。
また，塩酸の電気分解により得られる非解離次亜塩
素酸を主成分とする塩素消毒剤である微酸性電解水
は，10分間の浸漬により biofilmを破壊し，内部の
P. aeruginosa を完全に殺菌することが報告されて
いる１８）。このように，現在，さまざまな消毒薬によ
る殺菌効果についての検討が進められている。しか
しながら，今回は環境問題を考慮し，消毒薬を使わ
ず，水のみでの殺菌効果を検討した。
本研究において，われわれは，衝撃圧 18 MPaの

水による高速ナノ液滴衝突が biofilm形成 P. aerugi-

nosa に与える影響を検討したところ，高速ナノ液
滴を 20分間照射した時には，生残菌数の有意な減
少は認められなかったものの biofilm構造の多糖体
および eDNAの減少が顕著であった。Biofilmの構
造形成において多糖体の Pel，Pslおよびアルギン
酸は主要な構成成分であり，特に Pelは陽電荷を帯
びた多糖体として eDNAと静電的相互作用により
結合し biofilmマトリックスを強化する役割を担
う１１，１９）。本研究では多糖体成分について詳細に直接
定量は行っていないが，観察された変化には Pelの
関与が示唆された。さらに，DNase I処理による
eDNAの分解により biofilmの厚さや凝集性が低下
し，構造的に脆弱化するという報告がある２０）。した
がって，ナノ液滴の高速衝突による Pel多糖および
eDNAの破壊が biofilmを脆弱化し，結果として
biofilm形成量が低下した可能性が考えられた。多
糖体および eDNAの減少から biofilm構造の破壊が
示唆されたものの，タンパク質は有意に減少しな
かった。この理由として，ナノ液滴照射により ECM
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にナノサイズの穴が複数形成され biofilmが局所的
に損傷されたものの，多くを占めるタンパク質の分
解まではいたらなかったためと考えられた。すなわ
ち，本研究におけるタンパク質の定量には Bradford
法を用いており，この手法に用いられる染料である
coomassie brilliant blueは主にアルギニン残基と結
合して青色を呈する２１）。そのため，ナノ液滴照射後
もアルギニン残基が保持されていれば，タンパク質
の部分的な損傷による顕著な吸光度の低下が表れな
かったと示唆された。
ナノ液滴を 30分間照射後の 6株すべてで生残菌
数の減少が確認され，特にMDRP-5においては
99.9%以上の殺菌効果を示した。SEMで観察する
と PAO1においては菌体への穴の形成，MDRP-5
では菌体崩壊が観察されたため，その殺菌メカニズ
ムはナノ液滴の衝突による菌体破壊であると考えら
れた。この形態変化はナノ液滴未照射のコントロー
ルにおいては示されなかったため，乾燥によるもの
ではなく，ナノ液滴照射によるものと判断された。
この時，液滴温度は 30℃であり，この熱により殺
菌された可能性は低い。また，MDRP-5の菌体長
径は PAO1の 1.4倍長く，この大きさにより，ナノ
液滴から受ける照射総面積が相対的に大きくなり，
より大きなダメージを受けた可能性がある。しかし
ながら，30分間のナノ液滴照射により 99.9%以上
の殺菌効果を示したのはMDRP-5のみであり，同
様に PAO1よりも 1.3～1.6倍の長径を有する他の
MDRPでは 90%程度にとどまった。このことから，
菌体サイズの違いのみにより殺菌効果を説明するこ
とは難しく，他の要因も関与していると考えられる。
特に biofilm形成量が最も少ないMDRP-5において
最も高い殺菌効果を示し菌体崩壊の程度も大きかっ
たことから biofilm形成量が少ないほど菌体への直
接的なダメージが大きくなり，ナノ液滴による殺菌
効果は biofilm形成量に依存する可能性が示唆され
た。さらに，MDRP-5では ECM中の多糖体および
eDNA量も他 5株と比して著しく低値を示した。前
述のように，多糖体と eDNAは biofilm構造の安定
化に重要であるため，これらの構成成分が少ないこ
とにより biofilm構造が脆弱であると考えられ，ナ
ノ液滴の高速衝突から菌体を保護する機能が低かっ
た可能性がある。したがって，本殺菌効果は biofilm
量，すなわち ECMの構成成分である多糖体および

eDNA量と密接に関連していることが示唆された。
今回，20分間のナノ液滴照射は P. aeruginosa に

よりステンレス表面に形成された biofilmを破壊す
ることが示された。さらに，ナノ液滴による biofilm
破壊後の照射により菌体への直接作用で殺菌される
ことが示された。本技術の殺菌メカニズムは薬剤に
よる化学的作用ではなく，物理的な菌体破壊であっ
た。そのため，菌株の薬剤感受性に関係なく殺菌が
可能である点は大きな利点と考えられる。
本研究のリミテーションとして，第一に本研究で
はナノ液滴照射後に菌体外への遺伝子の飛散を評価
しておらず，遺伝子レベルでの安全性検討には課題
が残る。第二に，ナノ液滴による菌体内および ECM
タンパク質への物理的・化学的損傷の程度について
は，現時点では直接的な評価が困難であり，詳細な
解析は今後の課題である。第三に，照射対象となる
表面への影響や材料劣化についても具体的な影響の
評価は実施しておらず，長期的使用における安全性
の検証が求められる。さらに，本技術は環境・手指
の殺菌に応用されることを想定しており，用いられ
る水は純水または水道水などの浄水を前提としてい
る。
これらをふまえ，今後はナノ液滴照射が細菌の遺
伝子構造および機能に与える影響の網羅的解析，プ
ロテオミクスなどを用いたタンパク質の損傷や機能
変化の詳細な評価，対象物への長期照射による影響
試験，さらには濾過・精製技術との併用による水質
条件の拡張可能性などについて検討する必要がある。
これらの知見が蓄積されることで，高速ナノ液滴技
術はより広範な現場に応用可能な新規殺菌法として
実用化に向けて大きく前進することが期待される。
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Impact of high-speed nanodroplet collisions on
Pseudomonas aeruginosa cells and biofilm formation
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High-speed nanodroplet technology, developed in 2017, is the world’s first technique capable of generat-
ing and rapidly exposing to groups of nanodroplets miniaturized to less than 100 nm in diameter via
water vapor condensation. This study was aimed at evaluating the effectiveness of this novel sterilization
method against biofilm-forming Pseudomonas aeruginosa , a particular problem in nosocomial infections.
Five multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa (MDRP) strains, clinically isolated from a medical insti-
tution in the Tohoku region of Japan, along with the P. aeruginosa PAO1 strain, were used to prepare
biofilm formation models. These models were exposed to 100 nm-diameter nanodroplets at an impact pres-
sure of 1.8×108 Pa (18 MPa) for 20-30 minutes. Subsequently, the viable count, amount of biofilm formation,
and extracellular matrix (ECM) components were measured. Additionally, morphological changes in the
bacteria were examined by scanning electron microscopy (SEM). After 20 minutes of nanodroplet expo-
sure, no significant reduction in the viable count was observed. However, the amounts of polysaccharides
and extracellular DNA (eDNA) in the ECM decreased, leading to a reduction in biofilm formation. This
suggests that the decrease in polysaccharides and eDNA contributed to weakening of the structure of the
biofilm. In contrast, after 30 minutes of exposure, the viable count decreased in all six strains, with MDRP-
5 exhibiting a bactericidal effect of over 99.9%. SEM observations revealed pore formation in the PAO1
cells and complete destruction of the cell integrity in the MDRP-5 cells. These results indicate that high-
speed nanodroplet technology disrupts the structure of the biofilm and physically kills P. aeruginosa
through mechanical impact. The bactericidal effect was greater in strains showing lower biofilm forma-
tion, suggesting that biofilm destruction may enhance the bactericidal efficiency. Because this technique
uses only water and does not rely on chemical disinfectants, it is effective regardless of bacterial drug sus-
ceptibility. In addition, only a small amount of water is used, and it is expected that the number of options
for sterilization methods will increase when the method is put to practical use after further studies.


