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研究成果の概要（和文）： 本研究は、P. gingivalis、T. forsythia、T. denticola、S. gordoniiを用いた人
工バイオフィルム形成法と人工バイオフィルムに対する各種成分の影響評価法を考案することを目的とした。
　菌叢解析の結果、開発した培養液は4種類の細菌を同時に培養できることが確認された。グルコン酸クロルヘ
キシジンに暴露すると、バイオフィルム内の生残微生物の減少と死菌の増加が濃度依存的に示された。以上より
用いた4菌種から人工バイオフィルムを作成できること、グルコン酸クロルヘキシジンのバイオフィルムへの影
響から、成分効果による人工バイオフィルムの変化を評価可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）： This study aimed to devise a method for artificial biofilm formation using 
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, and Streptococcus gordonii, as 
well as a method for evaluating the effects of various ingredients on the artificial biofilm.
 Our microflora analysis confirmed that the culture medium we developed was capable of culturing 
four different bacterial species at the same time. The distribution of dead bacteria differed 
according to the difference in the concentration of exposed chlorhexidine gluconate. Moreover, the 
rate of attachment of viable cells decreased in a concentration-dependent manner. Many bacteria were
 detached from the biofilm in the group exposed to 0.09% chlorhexidine gluconate. Exposure to 
chlorhexidine gluconate induced a concentration-dependent decrease in living microorganisms and an 
increase in dead microorganisms in the biofilm.
 This study demonstrates that this simulation could help develop preventive measures.

研究分野： 口腔衛生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　歯周病予防剤の効果判定にはヒト被験者を用いたin vivo評価が最も好ましいが、適切な歯周病予防剤の選
択、使用条件を評価するには、多くの被験者を対象とするため、時間的、経済的および倫理的な制約がある。
　そこで、本研究の目的はRed complexを用いてバイオフィルムを作成して、歯周病予防剤に適した新たな有効
成分や応用方法の効率的な開発とした。
　研究結果から今回用いた手法は、成分効果を効率的に評価することができ、指標として利用できる可能性が高
いため、このシミュレーションが予防策の開発に役立つことを実証した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
バイオフィルムに定着した細菌は、多くの場合、実質的な薬剤耐性を示す。これまでのヒトの

バイオフィルム研究により、単独で生存・機能する微生物はほとんどなく、多様なコミュニティ
が存在することが確認されている①。 
Porphyromonas gingivalis（P. g）を含むほとんどの口腔内細菌がバイオフィルムを形成する

ために用いる主なコミュニケーションシステムは LuxS クォーラムセンシングシステムと考えら
れている②。このシステムは、口腔内細菌が生産するシグナル分子であるオートインデューサ-2
の中間体の形成を阻害し、クォーラムセンシングのプロセスを妨害してバイオフィルムの形成
を抑制することが示されてきた。 
しかしながら、ほとんどの抗バイオフィルム実験では、単一種の浮遊菌モデルを用いている。

したがって、in vivo 試験の前に薬剤の抗バイオフィルム活性をスクリーニングする方法を開発
することは有意義なことである。オートインデューサ-2 阻害剤に関する研究のほとんどは、バ
イオフィルム形成に焦点を当てているが、Suzuki ら③と Muna Aqawi④は、薬剤成分と酵素の抗バ
イオフィルム活性の反応を徹底的に調べ、抗バイオフィルム活性が多面的に細菌に影響を与え
ること、細菌がバイオフィルムを形成する能力を持っていることを示した。 
歯周病は、最も一般的な感染性バイオフィルム疾患の一つであり、数種類の歯周病菌が原因で

ある。特に、P. g、Tannerella forsythia（T. f）、Treponema denticola（T. d）は「レッドコ
ンプレックス」と呼ばれ、歯周病の重症度と密接に関連しており、歯周病に対する抗菌治療のタ
ーゲットと考えられている。 
T. d は、他の口腔内細菌種、特に P. g や Fusobacterium nucleatum と相互作用し、その共凝

集が歯周病の進行（バイオフィルムの形成）に寄与している可能性が高いとされている。T. d と
P. g の存在は、バイオフィルムの形成と物理的に関連しているとされている。 
レッドコンプレックスを死滅させる抗バイオフィルム剤を配合した口腔ケア製品の開発は、

歯科疾患予防のための健康行動に大きな影響を与える可能性がある。そこで、歯に直接付着する
機構を持たない P. g、T. f、T. d を用いて、人工的に歯にバイオフィルムを形成させる方法を
開発した。歯面にバイオフィルムを形成するためには、唾液ペリクルと Streptococcus gordonii
（S. g）が必要である。この方法は、歯垢バイオフィルムにおける細菌細胞間相互作用に基づく
ものである⑤。 
  
２．研究の目的 
本研究では、P. g、T. f、T. d、S. g を用いた人工バイオフィルム形成法と、人工バイオフ

ィルムに対する各種成分の影響評価法を考案することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）使用菌株 
P. g ATCC33277、T. f ATCC43037、T. d ATCC35405、S. g ATCC10558、S. g ATCC35105（DL1

株）および S.mutans（S.m）ATCC25175 である。 
（２）バイオフィルム形成用培地の調整 
TYGVS 培地を基本とする液体培地に 0.1％ N-acetylmuramic acid を添加し、５菌種共通の培

地を調整した。 
（３）バイオフィルムの形成 
ヒト唾液を用いて人工的にペリクルを付着させた（図１）ヒト歯・歯根部から切り出した切片

（被験切片）上に行った。 
図２のようにはじめに ODを 1.5 に調整した S.g 懸濁液を、被験切片が設置された容器内に満

たし、24 時間培養した。次いで懸濁液を除去し、各 OD を 1.5 に調製した P. g、T. f と T. d 懸
濁液を被験切片が設置された容器内に入れ、さらに嫌気条件下（90％N2、５％CO2）で 24時間培
養した。 
これらの条件と比較検討するために、ぺリクル加工なし、S. g 培養なし、S. g の代替として

S. m 培養ありと条件を変え、バイオフ
ィルムの観察を SEM(日立 S-5000)に
て行った。 
また、S.g、P. g、T. f と T. d のバ

イオフィルムについての菌叢分析は調
整細菌ゲノムを鋳型として増幅した
165-V3V4領域アンプリコンをMiseq次
世代シークエンサーにて配列解析を行
った。 

図１ ペリクル加工の方法 



 
図２ バイオフィルム形成の方法 

 
（４）バイオフィルムを用いたシミュレーション 
S. g ATCC10558 と Red complex の３菌種で作成したバイオフィルムを用いて、0.9％グルコン

酸クロルヘキシジン溶液に 30 秒または 10分間作用させた（図３）。作用直後に蛍光染料染色に
よる観察を行った。なお、作用溶液のコントロールは DDW とした。 

 
 
（５）蛍光染料染色による観察 
人工バイオフィルムを様々な濃度（0%-0.09%）のグルコン酸クロルヘキシジンに 10 分間曝露

した。その後、蛍光色素（LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit L7007; Thermo Fisher 
Scientific）により染色した。陰性対照（NC）は、人工バイオフィルム形成後に直接蛍光色素で
染色した。バイオフィルムを構成する微生物の生存率は、染色後速やかに共焦点レーザー顕微鏡
（LSM 700、 LSM T-PMT、 ZEISS; Oberkochen、 Germany）による観察、または蛍光マイクロプ
レートリーダー（Microplate Reader SH-9000、 Corona Electric; Mito、 Japan）により測定
することにより確認した。 
 
４．研究成果 

（１）バイオフィルムの形成 
人工バイオフィルム内の構成微生物の経時変化を評価するために、微生物叢の解析を行った。

14 日後の人工バイオフィルム内の微生物分布は、S. g が最も高い割合を観察した（S. g 
ATCC10558：53.01%、S. g ATCC35105：53.62% ）。
菌層の安定期間は S. g ATCC10558 に Red 
complex の３菌種を加えたものよりも短かった。
P. g の分布は 3日目と 7日目；3日目と 14日
目で有意差があった。T. f は全群で有意差は
なかった。T. d の人工バイオフィルム内分布
は、全群で有意差が認められた。S. g ATCC 
35105 の分布は、1 日目と 3 日目で有意差があ
った。S. g ATCC10558 と Red complex の 3菌
種を含むバイオフィルム（図 4）（n = 3）では、
3日目と 7日目、3日目と 14 日目で P. g の分
布に有意差はなかった。P. g は 7 日目以降、経
時的に数が減少した。T. f の分布は、全群で有
意な差はなかった。さらに、T. d の分布は、

図３ バイオフィルムを用いたシミュレーション 

図４ 人工バイオフィルムの菌叢解析の結果 



1 日目と 14日目で有意差が認められた。S. g ATCC 
10558 は、全群で有意差を認めなかった。これらの
結果から、形成開始から 3日目の S. g ATCC10558 と
Red complex の 3菌種を含むバイオフィルムをグル
コン酸クロルヘキシジン曝露実験の実験材料とし
た。 
SEM 観察の結果、図５のように S. g＋P. g、T. f、

T. d４菌種すべてがペリクル加工した切片上には付
着し、バイオフィルム形成が確認された。S.g 培養
なしでは、P. g のみ少数の付着がみられ、ぺリクル
加工なし、S.m 培養ありでも４菌種が確認された。 
さらに今回の次世代シークエンサーによる菌叢

分析では、S. g は 14 日経過しても優位であっ
た。 P. g は３～７日後経日的に減少した。S. g 
ATCC10558＋Red complex３菌種のバイオフィルムは、菌層の安定した期間が ATCC35105 より長
く、歯周病予防のシミュレーションに用いるにはより安定した結果が得られると考えられた。 
（２）バイオフィルムのシミュレーションへの応用 
（１）の結果より本シミュレーションへの応用が適していると思われる S. g ATCC10558＋

Red complex３菌種のバイオフィルムを用いて、グルコン酸クロルヘキシジンの効果判定のシミ
ュレーションを行った。 
その結果、図６のように、作用直後の蛍光マイクロプレートリーダーでの測定では、作用時

間に関わらず 0.09％Ch で生菌率が大きく低下していた。また、濃度依存的に付着している生菌
率が低下していた。さらに、グルコン酸クロルヘキシジン溶液の曝露によりバイオフィルムか
ら脱落する細菌が多くなることが分かった。 
さらに、共焦点レーザー顕微鏡による観察では曝露したグルコン酸クロルヘキシジン濃度の

違いにより死細菌の分布が異なることが明らかになった。 
 

 
 
 
（３）まとめ 
以上の結果から、今回使用した４菌種（P. g、T. f、 T. d と S.g）でのバイオフィルム形成

が可能であることが明らかになった。よりシミュレーションに適したバイオフィルム形成条件
を設定するために、今後さらに条件を変えて、詳細な検討が必要であると考えられた。 
さらに、本研究で形成させたバイオフィルムを用いた歯周病予防のためのシミュレーション

への応用における評価方法として蛍光色素染色による観察は有用であった。 
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