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研究成果の概要（和文）：バイオフィルム加速生成装置(Laboratory Biofilm Reactor; LBR）を用いて常在菌
（環境菌）により生成するバイオフィルムや、枯草菌bacillus subtilis海洋菌aliivibrio fischeri等の単一菌
により生成するバイオフィルムが、ガラスや透明プラスチックなど様々な基板上に形成される超初期過程につい
て、水中その場で走査型イオン伝導顕微鏡(Scanning Ion Conductance Microscopy: SICM)を用いて詳細な３次
元構造をサブミクロンスケールで詳細に観察することに世界で初めて成功した。

研究成果の概要（英文）：In situ three dimensional observation in detail at submicron scale in water 
on the early initial stage of formation of biofilm formed by various kinds of bacteria, called "
environmental biofilm" in Laboratory Biofilm Reactor (LBR) or by one kind of bacteria such as 
bacillus subtilis, aliivibrio fischeri, etc, on various substrates, such as glass, plastics, and so 
on, have been succeeded by means of Scanning Ion Conductance Microscopy (SICM). 

研究分野：界面制御工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
バイオフィルムは、細菌の作用により水と接する各種材料表面に膜状に形成され、様々な悪影響を引き起こす。
そのため、バイオフィルムの生成を抑制する材料の開発が強く望まれているが、材料との相互作用の影響を最も
受けるバイオフィルム生成の超初期過程について、その観察手法は確立されていなかった。今回本研究により、
走査型イオン伝導顕微鏡（SICM）による、様々な基板上に形成した様々なバイオフィルムの生成超初期過程の観
察手法の確立に世界で初めて成功した。今後、バイオフィルム付着挙動の基板種依存性をSICMにより明らかに
し、バイオフィルムの生成を抑制する材料の開発につながることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 バイオフィルムとは、水があるあらゆる場所に存在しており、自然界にも広く存在する。生物
由来の膜状物質であり、細菌の作用により各種材料表面に形成される。バイオフィルムの形成過
程の概要は以下の通りである。材料表面に付着した細菌が、細胞外重合物質(EPS, Extracellular 
polymeric substance）を分泌し、それにより、バリアーを形成することで、環境変化や化学物
質から内部の細菌を守る。 これにより、生息密度の高い閉鎖的なコロニーが形成され、恒常性
が保たれると考えられている。細菌は材料表面に形成されたバイオフィルム中に生息し、材料と
相互作用を起こす。具体的には、金属表面に形成されると腐食、歯の表面に形成されると虫歯、
病院内で形成されると感染症、食品表面に形成されると腐敗等の原因となる。このようにバイオ
フィルムは様々な問題の原因となっていることから、その生成防止や除去方法に関する知見は
極めて重要であるが、現状は対処療法的なアプローチに留まっているのが現状である。 
 この理由を明らかにするためには、基板材料の影響が最も大きいと思われる、菌が材料に付着
してバイオフィルムが成長し始める「成長の超初期過程」についての詳細な理解が必須である。
その理解に向けた重要な解析手法の一つとして、様々な環境下（様々な基板上、様々な水溶液中
（例えばバイオフィルム洗浄剤含有溶液））でバイオフィルムがどのように成長、溶解、形態変
化するかについての、液中その場での観察が挙げられる。 
本研究で使用する走査型イオン伝導顕微鏡（Scanning Ion Conductance Microscopy : SICM）

は液中環境においてイオン電流を検出することによりプローブを制御し、試料表面の 3 次元形
状を取得できる走査型プローブ顕微鏡である。プローブ先端が非接触で走査できることから、試
料表面との相互作用力は原子間力顕微鏡等に比べても非常に小さく、極めて軟らかい試料でも
形状を歪ませることなく観察できる。また液中環境にて観察できるため、バイオフィルムが形成
された環境を保った状態での観察が可能となる。さらにアスペクト比の高いナノピペットをプ
ローブとしているため、液中において立体的に形成されたバイオフィルムの状態を高分解能で
観察できることが期待できる。  

 
２．研究の目的 
 従来細胞等の水中における形態観察に用いられてきた走査型
イオン伝導顕微鏡（Scanning Ion Conductance Microscopy : 
SICM）を用いて、各種基板上に生成した各種バイオフィルムの
形状をナノスケールで正確に水中その場で観察する手法を確立
することが本研究の目的である。 
 

３．研究の方法 

(1)常在菌（環境菌）バイオフィルムの観察 

 実験室バイオフィルム加速生成機(Laboratory Biofilm 
Reactor : 以下 LBR)1)（図 1）にガラス板(10mm x 10mm x 1mm)
をセットし，希釈した人工海水(塩分濃度約 1%)を 30 ℃で 1週
間循環させてガラス板表面に常在菌バイオフィルムを成長させ
た後，SICM に導入し、生理食塩水中でその表面を観察した。な
お、同様の条件で常在菌バイオフィルムを成長させたガラス板
表面をラマン分光分析機(NRS-3100, JASCO 社製)で分析した。   図 1 LBR の外観写真 
(2)単一菌（海洋菌, aliivibrio fischeri）バイオフィルムの観察 

バイオフィルムを形成する菌として、国立研究開発法人理化学研究所バイオリソース研究セ
ンター（RIKEN BRC）微生物材料開発室より購入した海洋菌(aliivibrio fischeri, JCM18803)を
用いた。SICM 観察に用いる海洋菌バイオフィルムは以下の手順で作製した。マリン寒天培地か
ら海洋菌をニクロムループで 1 コロニーから釣菌し、培養液 50ml を用いて菌液を作製し、大気
雰囲気下培養器中(設定温度 22℃)で 48h 静置培養した。この菌液をリン酸緩衝生理食塩水にて
16 倍に希釈したのち、ポリスチレン製シャーレに入れて大気雰囲気下培養器中(設定温度 22℃)
で 60h 静置培養し、ポリスチレン製シャーレ内面にバイオフィルムを形成した。その後、ポリス
チレン製シャーレ中の液を、4%グルタルアルデヒドを含
むリン酸緩衝生理食塩水に交換し、1日以上静置するこ
とによりバイオフィルムの固定化を行った後、SICM に
導入しリン酸緩衝生理食塩水において表面観察を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1)常在菌（環境菌）バイオフィルムの観察 

 ラマン分光分析により 1513，1154，1007 cm-1近傍に
ピークが見られた。これは常在菌バイオフィルムに特徴
的なピークがであった。よって本条件により基板上にバ
イオフィルムが形成されていることがわかった。このバ
イオフィルム成長後の基板を生理食塩水中で SICM によ
り観察した。図 2に得られた SICM 観察像の一例を示す。図 2 常在菌バイオフィルム観察像 



SICM 像の走査領域は 40×40µm、画素数は 128×128 であ
る。図において、より明るい部分がより高く、より暗い
部分がより低いところを表している。図の上部および左
下部にみられる平坦なガラス基板上に、図の中央部およ
び右部にみられるバイオフィルムが成長していること
がわかる。今回観察したバイオフィルムは 1～2 µm 程度
の太さを有する紐状のものが絡み合った構造をしてい
た。 
(2)単一菌（海洋菌, aliivibrio fischeri）バイオフィ
ルムの観察 

図 3に得られた SICM 観察像の一例を示す。SICM 像の
走査領域は 48.3×53.3 µm、画素数は 256×256 である。
図において、より青い部分がより高く、より赤ないし黒
い部分がより低いところを表している。図の中央やや  図 3 単一菌バイオフィルム観察像 
左側にバイオフィルムが成長していることがわかる。 
(3)まとめと今後の展望 
 以上、２つの代表的な観察例を示したが、他にも様々な条件下での観察を行った。それらの観
察を通じて、バイオフィルム加速生成装置(Laboratory Biofilm Reactor; LBR）を用いて常在菌
（環境菌）により生成するバイオフィルムや、枯草菌 bacillus subtilis 海洋菌 aliivibrio 
fischeri 等の単一菌により生成するバイオフィルムが、ガラスや透明プラスチックなど様々な
基板上に形成される超初期過程について、水中その場で走査型イオン伝導顕微鏡(Scanning Ion 
Conductance Microscopy: SICM)を用いて詳細な３次元構造をサブミクロンスケールで詳細に観
察する技術の確立に成功したと考えている。今後、本観察技術を用いて、バイオフィルムの微視
的な付着形態とバイオフィルムの除去しやすさとの関係性を明らかにするとともに、バイオフ
ィルム洗浄剤含有溶液中におけるバイオフィルム微視的形態の経時変化観察を行うことにより、
バイオフィルムの生成を抑制する材料の開発につながる知見を積み上げたいと考えている。 
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