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研究成果の概要（和文）：複合バイオフィルムモデルを用いて，低濃度抗菌成分によるストレス応答時のバイオ
フィルム形成動態能と，非抗菌剤による付着抑制メカニズムを解析した。バイオフィルム形成過程において，
sub-MICのCHX作用によるストレス応答が，抗菌成分による制御法の限界を示唆した。また，非抗菌剤である，機
能性糖脂質ビザンチン（Viz-S）は，バイオフィルム構造を不安定にし，S. mutans の菌体表層に結合し，表面
性状を親水性に変化させた。これら2つの機序により， Viz-Sは，殺菌剤としてではなく、バイオフィルムの構
造的安定性を低下させることによって剥離促進剤として作用することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Using a composite biofilm model, we analyzed the biofilm formation kinetics 
during stress response by low-concentration antibacterial components and the mechanism of adhesion 
suppression by non-antibacterial agents. In the biofilm formation process, the stress response due 
to the CHG action of sub-MIC suggested the limit of the control method by the antibacterial 
component. In addition, the non-antibacterial agent Sulfated vizantin (Viz-S) destabilized the 
biofilm structure, bound to the cell surface of S. mutans, and changed the surface texture to 
hydrophilic. By these two mechanisms, we found that Viz-S acts not as a fungicide but as a peeling 
accelerator by reducing the structural stability of biofilms.

研究分野：保存治療系歯学

キーワード： バイオフィルム制御　薬剤耐性　口腔バイオフィルム　バイオフィルム形成関連遺伝子　sub-MIC　スト
レス応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗菌成分に依存し、耐性菌の出現を惹起する、バイオフィルム制御の弊害を克服するべく、抗菌成分に対するス
トレス応答の検索と、バイオフィルムの付着抑制効果を有し，非抗菌剤であるビザンチンの口腔内への臨床応用
を目指した、新規制御法の確立に向けた検索を行った。本研究の成果は、現行の細菌を標的とした殺菌剤による
成熟バイオフィルム制御から、抗菌成分に非依存的な制御戦略への転換につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
口腔バイオフィルムは，う蝕と歯周病の二大疾患に深く関与している。口腔バイオフィルムの形
成過程ごとに制御戦略の開発が展開されている。その形成過程には，①浮遊細菌の付着，定着，
②細菌凝集と粘性ポリマーマトリックスの産生，③細菌間情報伝達によるマイクロコロニーの
複雑化，④バイオフィルムの成熟，⑤バイオフィルムからの細菌遊離による細菌伝播という段階
がある。その中で，④と⑤への対応として，ブラッシングをはじめとする機械的清掃に加え，そ
れらが行き届かない場所へ抗菌成分を含む歯磨剤や洗口液などによる化学的制御が補完的に用
いられるようになった。申請者らは，抗菌剤による処理では，バイオフィルム中の細菌を完全に
死滅させてもなお，その 3次元構造が付着界面に残存すること（竹中彰治他， Bacterial Adherence 
& Biofilm, 2012）や，残存したグルカン等のマトリックスを基にバイオフィルムが再形成しやす
いことを報告した（Ohsumi T et al., PLoS One, 2015）。また，グルコン酸クロルヘキシジンを最小
発育阻止濃度以下の濃度で作用させたところ，3菌種混合バイオフィルムモデル上で，マトリッ
クス量の増加によると推察されるバイオフィルムの形成促進が明らかとなった。これまでの機
械的除去を偏重する制御戦略が見直され，さまざまな化学的コントロール戦略が開発中である
が，化学的制御には弊害もあることが初めて示された。これに対し，申請者のグループは，非抗
菌剤であるビザンチンにバイオフィルム付着抑制効果があることを発見した（Takenaka et 
al., Biochem Biophys Res Commun 480 :173-179, 2016）。 
 近年，細菌が放出する外膜小胞が各種物質の“運び屋”としてバイオフィルム形成や薬剤耐性へ
の関与が明らかとなってきている（Turnbull et al., Nature Communications, 2016）。また，黄色ブド
ウ球菌は最小発育阻止濃度以下（sub-MIC）の抗菌剤含有下で培養すると，細胞溶解による細胞
外 DNAの放出によりバイオフィルム量の増加が見られる（Kaplan et al., mBio 3(4): 10. 1128/mBio. 
00198-12）。抗菌成分などによる各種環境ストレスに応答する遺伝子やシグナル伝達物質が大腸
菌を始めとする細菌において明らかとなっている（Wang X & Wood TK. Appl Environ Microbiol, 
2011）。 
これらの結果を踏まえると，外膜小胞は，環境ストレスにより，細胞外 DNA やシグナル伝達物
質などを含み放出され，バイオフィルム形成と成熟に外膜小胞が深く関わっていることが推察
される。そこで，抗菌成分のストレス応答によるバイオフィルム形成亢進に，外膜小胞が重要な
役割を果たしているのではないかという学術的問いが生まれた。また，非抗菌剤であるビザンチ
ンの付着抑制メカニズムを応用することで，新規制御戦略開発の緒が得られるものと考える。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，外膜小胞の運び屋としての機能を追求することにより，耐性菌の出現を惹起す
る抗菌成分に依存したバイオフィルム制御の弊害を克服するべく，非抗菌剤に着目した新規制
御法の確立を目指した。本研究では，(1)ストレス応答時の外膜小胞内容物の局在と(2)非抗菌剤
による付着抑制メカニズムの解明と 2つの課題を設定した。 
 
 
 
３．研究の方法 
課題(1)については， Calgary Biofilm Device （CBD）を用いた複合バイオフィルムモデルにより
外膜小胞の機能解析を計画した。う蝕原性のバイオフィルムモデルを基に，申請者が確立し，規
格化した複合バイオフィルムモデルを用いた。抗菌成分による環境ストレス条件下でバイオフ
ィルム形成動態を解析した。 
課題(2)について，本研究では，培養条件のうち，スクロース濃度を変化させたときの S. mutans
の抗バイオフィルム効果，各種バイオフィルム形成関連遺伝子の転写量ならびにグルコシルト
ランスフェラーゼ(GTF)の発現について解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
課題（1）について CBD を利用した系での検証により，抗菌成分による環境ストレス条件下で
は，外膜小胞は微量なため検出困難であることが判明した。一方で，抗菌成分による制御法の限
界を示すに十分なデータが，最小発育阻止濃度以下(sub-MIC)のグルコン酸クロルヘキシジン
(CHG)作用時におけるバイオフィルム形成動態の分析により得られた。Sub-MICの CHG作用後，
生菌数は増加せずバイオフィルム量と Streptococcus mutans のバイオフィルム形成関連遺伝子の
転写量が増加した。Sub-MIC の CHG は S. mutans のバイオフィルム形成関連遺伝子に影響を与
え BFを促進することが示唆された（Suzuki et al. : Biofouling, 2020）。  



共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）によるバイオフィルムの形態観察より，実験群ではより密なバ
イオフィルム構造が観察された（図 1）。コロニーカウント法（CFU）とリアルタイム PCR法よ
り，生菌数と総菌数は，実験群と対照群では有意な差を認めなかった。また，S. mutansのバイオ
フィルム形成関連遺伝子の転写量は，複合バイオフィルムにおいて実験群で有意に増加した。し
かし S. mutansの単一バイオフィルムでは実験群での有意な増加は認めなかった（図 2）。実験群
では，マトリックスの増量により，バイオフィルム量が増加したと推察された。これは S. mutans
の単一培養時よりも複数菌混合培養において，sub-MICの CHGの作用でグルカン産生関連遺伝
子の転写量が増加し，グルカンの産生が促進された結果によるものと推察された。 
  

 
課題（2）について，非抗菌剤である，機能性糖脂質ビザンチン（Viz-S）の付着抑制メカニズム
の検証を行った。細胞抽出物と培養上清は，それぞれ抗 CA-GTF抗体（GTFA, GTFBを検出）と
抗 CF-GTF抗体（GTFDを検出）を使用したウエスタンブロッティングによって分析した。 Viz‒
S は，GTFDのタンパク発現を低下させる（図 3）ことによるバイオフィルムの構造安定性の低
下と，S. mutansの菌体表層に結合する（図 4）ことで表面性状を親水性に変化させることが明ら
かとなった。これら 2 つの機序により，S. mutans に対して付着抑制効果を示すと考えられた。
この in vitro研究の制限内で，Viz-Sは，殺菌剤としてではなく，バイオフィルムの構造的安定性
を低下させることによって剥離促進剤として作用する（図 5）ことを見出した。抗菌成分に依存
することなく，さらに，耐性菌を出現させる心配のない，新規う蝕制御法の開発の一端となる可
能性がある。 
 

 

図 1. CLSMによる 6日培養後のバイオフ
ィルムの形態観察。 1/10 MIC（実験群）
では，より密なバイオフィルム構造が観察
された。 

図 2. リアルタイム PCR 法に
よる 6 日培養後の S. mutans
のバイオフィルム形成関連遺
伝子の転写量。 S. mutansは
複合バイオフィルムにおい
て，1/10 MIC（実験群）でバイ
オフィルム形成関連遺伝子
の転写量の有意な増加を認
める。 

図 3. 抗 CF-GTF（遊離型 GTF）抗体を使用したウエスタンブロッティング解析。 GTF のウエ
スタンブロッティングシグナルの強度は、Image Studio Liteソフトウェアによって定量化した。
10 μmol/l Viz‒S 群の GTFD の産生量は，すべてのスクロース含有条件で，コントロール群と比
較して 1/17 以下に有意に減少した（p<0.01)。50 μmol/l Viz‒S 群の GTFD は，1/20 以下に有意
に減少していた（p<0.01）。 



 

図 4. 左：位相差画像 右：蛍光画像 
蛍光標識したビザンチン（緑）が S. mutans菌体
表層に結合している。 

図 5. S. mutansバイオフィルムは，0，10，50，および 75μmol/lの各濃度で Viz‒Sを含む 0.2％ス
クロースを添加した BHIで 24時間嫌気培養し形成させた。 PBS で 2回洗浄後、残存バイオフ
ィルムを SYTO9（緑：生菌）と propidium iodide （赤：死菌）で蛍光染色し，3次元構築画像を得
た（A‒D）。 
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