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研究成果の概要（和文）：口腔内サンプルよりバイオフィルムを作製したところ、細菌数はいずれのモデルにお
いても経時的に増加することが明らかとなった。さらに、共焦点レーザー顕微鏡等で定性的に解析したところ、
観察期間中はほぼ生菌からなるバイオフィルムが形成されることが明らかとなった。また、走査型電子顕微鏡を
用いたバイオフィルムの微細形態学的観察では、経時的にバイオフィルムの厚みが増し、構造が複雑化していく
様子が観察された。さらにピロシーケンス解析では、いずれのモデルにおいても類似した構成細菌が認められ
た。以上の結果より、今回作製したex vivoバイオフィルムは経時的に生菌数が増加するとともに成熟すること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We prepared experimentally biofilms from oral samples ex vivo using several 
models. In all models, bacterial numbers increased over time. We exermined their qualitative 
characteristics with conforcal laser scanning microscope and found that biofilms were composed of 
vital cells during the observation period. Also, we exermined biofilms micromorphology with scanning
 electron microscope and found biofilms were getting thicker and complex component over time. 
Moreover, main bacterial components were similar with all the models we tested by pyrosequence 
analysis. 
From these results we obtained from this project, we could obtain experimentally-made ex vivo 
biofilms using oral samples whose bacterial numbers increased over time and biofilms got matured.   
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔内で起こる、う蝕や歯周炎といった疾患の主たる原因は口腔内に存在するバイオフィルムである。これらに
ついて研究を進めていくことは疾患の予防や治療に欠かせない。研究を進めていく上で、実際の口腔内で実験を
進めていくことは理想的ではあるが、現実的ではない。簡便に実験室で実際の口腔内に類似した環境でバイオフ
ィルムを作製することができれば新薬の開発等につながり、理想的な研究環境が得られる。今回の研究結果はこ
れらにつながる学術的意義や社会的意義に富んだものと言える。



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

バイオフィルムは微生物が産生する菌体外マトリックスで囲まれた微生物の集合体で，不

活化された表面または生物活性を持つ表面に形成される。歯や口腔軟組織に形成されたバ

イオフィルムはう蝕や歯周炎といった口腔バイオフィルム感染症の主因であり，歯科領域

と密接な関わりを持つ。申請者らのグループはこれまでバイオフィルムについての研究を

行ってきた。これまでにも in vitro で行われてきた研究を発展させ，よりヒトの口腔内に近

いラットを用いた in vivo でのデンタルバイオフィルムモデルの開発（Kuremoto et al, Appl 

Environ Microbiol, 80, 3804-10, 2014）や、装置を用いてヒト口腔内でハイドロキシアパタイ

トディスク上にバイオフィルムを作製する in situ モデルの開発（Wake et al, NPJ Biofilms 

Microbiomes, 2, 16018, 2016）にも成功した。しかしながら、動物実験モデルや in situ モデ

ルは in vitro での実験系と異なりサンプル数や実験系に限界があるという側面も持ち合わ

せているのが実情であり、より実際の口腔内に近く、よりハイスループットなバイオフィ

ルムモデルを開発することが切望されている。 

 
２． 研究の目的 

本研究では，辺縁性歯周炎や難治性根尖性歯周炎といった，機械的除去が困難な部位に

形成されたバイオフィルムに起因するオーラルバイオフィルム感染症の新規抑制制御法の

開発を念頭に，ヒト口腔内サンプルを用いて複数のモデルを用いてバイオフィルムを作製

する。作製したバイオフィルムを定量的および定性的に解析することにより、バイオフィ

ルムモデル間の違いについて検討し、バイオフィルム研究に最適かつハイスループットな

in vitro バイオフィルムモデルを開発することを目的とした。 

 
３． 研究の方法 
  口腔内サンプルを用い、静置系およびフローセル系バイオフィルムモデルを用いてバイオ

フィルムを作製した。作製したバイオフィルムについて、バイオフィルム中の細菌数およびバ

イオマス量を培養法および染色法を用いて定量的に解析し、さらに走査型電子顕微鏡および共

焦点レーザー顕微鏡を用いてバイオフィルムを定性的に解析した。得られた結果について、現

存する in situ モデルや動物実験モデルの結果と比較検討した。 

 
４． 研究成果 

  静置系およびフローセル系バイオフィルムモデルを用いて口腔内サンプルよりバイオフィ

ルムを作製し、作製したバイオフィルム中の細菌数について培養法を用いて解析したところ、

いずれのモデルにおいても 1週間から 3週間までの観察期間を通して経時的に増加し、またそ

の細菌数はフローセル系バイオフィルムの方が早く増加することが明らかとなった。さらに、

共焦点レーザー顕微鏡および走査型電子顕微鏡を用いて作製したバイオフィルムを定性的に解

析したところ、共焦点レーザー顕微鏡による観察では、観察期間である 3週間まではほぼ生菌

からなるバイオフィルムが形成されることが明らかとなった。また、走査型電子顕微鏡を用い

たバイオフィルムの微細形態学的観察では、経時的にバイオフィルムの厚みが増し、形態の異 

なる複数菌種からなるバイオフィルムが形成されている様子が明らかとなり、バイオフィルム

の構造が複雑化していく様子が観察された。さらに in situ で作製したバイオフィルムと ex 

vivo で作製したバイオフィルムをピロシーケンス解析の結果、いずれのモデルにおいても類似

した構成細菌が認められた。以上の結果より、口腔内サンプルを用いて作製した ex vivo バイ

オフィルムは経時的に生菌数が増加するとともに成熟することが明らかとなった。 
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