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研究成果の概要（和文）：主要な歯周病原性細菌の一種である Porphyromonas gingivalis のバ

イオフィルム形成阻害に効果のある細菌間情報伝達物質(オートインデューサー：AI)の類似化

合物が，バイオフィルム形成のいずれの段階で作用するか検索を行った。バイオフィルム形成

の経時的観察により，類似化合物はバイオフィルムの成長に作用することが明らかとなった。

また，類似化合物は，初期付着や成熟したバイオフィルムには影響を及ぼさないことが示唆さ

れた。 

 
研究成果の概要（英文）： Inhibitory mechanisms of autoinducer(AI) analogues on 
Porphyromonas gingivalis, a major periodontal pathogen, were investigated. By 
chronological observation, AI analogues affected on P. gingivalis biofilm growth. There 
were no effects on initial attachment and matured biofilm. 
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１．研究開始当初の背景 

バイオフィルムは，宿主防御機構や抗生物
質に抵抗性を示す。従って，オーラルバイオ
フィルム感染症に対する治療法の第一選択
は，急性期を除いて，機械的除去が行われて
いる。機械的除去が困難な部位に形成された
バイオフィルムに対しては，新たな化学的コ

ントロール法が切望されている。 
クオラムセンシングは，細菌密度依存性に

遺伝子発現を調節する機構である。これは，
細菌の産生するオートインデューサー(AI)
と呼ばれるシグナル分子を介して起こり，バ
イオフィルム形成や病原因子の発現なども
クオラムセンシングによって調節されてい
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る。 
医科を初めとして多くの領域で AI 類似化

合物によりクオラムセンシングを撹乱し，病
原性やバイオフィルム形成を調節すること
が試みられている。緑膿菌において，AI類似
化合物がバイオフィルム形成を阻害するこ
とが報告されている。一方で，歯科領域にお
いて AI 類似化合物に着目した研究はない。 

申請者は，これまでに新たなバイオフィル
ムの阻害実験としてクオラムセンシングを
ターゲットとした研究を行った。主要な歯周
病原因菌であり，難治性根尖性歯周炎に関与
している Porphyromonas gingivalis バイオ
フィルムに作用させたAI類似化合物のうち3
種が P. gingivalis のバイオフィルム形成を
阻害することを明らかにした。 

バイオフィルム形成は，付着・成長・成熟
（剥離）の過程を経る。P. gingivalis のバ
イオフィルム形成を阻害した AI 類似化合物
については，バイオフィルム形成のどの過程
に作用しているのか未解明である。また，AI
類似化合物は緑膿菌のクオラムセンシング
を阻害することが解明されているが，これが
口腔内細菌のクオラムセンシングおよびク
オラムセンシングに制御されている病原因
子に及ぼす影響についても不明である。 
 
２．研究の目的 
(1)P. gingivalisのバイオフィルム形成を阻
害した AI 類似化合物がバイオフィルム形成
に作用する時期を検索する。 
 
(2)P. gingivalisのクオラムセンシングに制
御されていることが報告されている病原因
子である赤血球凝集能に及ぼす影響を検索
する。 
以上により，P. gingivalis における AI 類似
化合物の作用機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)AI 類似化合物 
本研究に用いた 3種の AI 類似化合物は，側
鎖の炭素数が6および12のものである（図1）。 
 

     図 1. AI 類似化合物 

 
(2) AI類似化合物がバイオフィルム形成に作
用する時期の検索 
①バイオフィルム形成の経時的観察 
バイオフィルム形成モデルである

modified Robbins device(MRD)を用い， AI
類似化合物の作用下で P. gingivalis バイオ
フィルムを作製した。経時的に（開始後 1，3，
5，7，および 14 日後）バイオフィルムサン
プルを取り出した。サンプルの一部は吸光度
測定に供し，バイオフィルム形成量に及ぼす
影響を検討した。他の一部はLive/Dead® Kits
にて染色し，共焦点レーザー顕微鏡を用いて
3次元的検索を行うとともにバイオフィルム
内の細菌の生・死を解析した。 
 
②初期付着に及ぼす影響の観察 
P. gingivalis 培養液中に AI類似化合物を

添加したものを 96穴プレートに播種し 30分
培養後，クリスタルバイオレット染色し吸光
度測定を行った。同様に，24 穴プレートに細
菌細胞および AI類似化合物を播種し 30分培
養後，洗浄し位相差顕微鏡観察により評価し
た。 
 また，P. gingivalis は細胞外マトリック
スへの付着能を有することが報告されてい
る。細胞外マトリックスである，タイプ Iコ
ラーゲン，ラミニンおよびフィブロネクチン
がコーティングされた 96 穴プレートを用い
て，これに菌液および AI 類似化合物を添加
し 3時間培養後，付着細胞をクリスタルバイ
オレット溶液にて染色を行った。洗浄後，吸
光度測定を行い評価した。 
 
③成熟したバイオフィルムに及ぼす影響の
検索 
MRD を用い成熟した P. gingivalis バイオ

フィルムを作製した。その後，AI 類似化合物
を作用させた後，経時的にサンプルを採取し，
ATP 活性を測定することにより影響を評価し
た。 
 
(3) AI類似化合物が病原因子に及ぼす影響の
検索 
ヒツジ赤血球・AI 類似化合物・細菌菌液を
96 穴プレートに播種し，1時間培養後沈殿の
有無を肉眼にて評価し AI 類似化合物が P. 
gingivalis の赤血球凝集能に及ぼす影響を
検索した。 
 
４．研究成果 
(1) AI類似化合物がバイオフィルム形成に作
用する時期の検索 
①バイオフィルム形成の経時的観察 
吸光度測定の結果，5日後までは化合物添

加群と化合物無添加群（以下，コントロール
群）間においてバイオフィルム形成量に有意
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な差は認められなかった。7日あるいは 14 日
後に化合物添加群はコントロール群と比較
して，バイオフィルム形成量が有意に減少し
た。（図 2） 
 

     図 2. 経時的観察結果 
 
共焦点レーザー顕微鏡観察の結果，5日後ま
では化合物添加群およびコントロール群の
いずれにおいてもマイクロコロニーの形成
がみられた。14 日後にはコントロール群と比
較し，化合物添加群ではバイオフィルムの厚
みの減少が認められたが，死菌の割合は増加
しなかった。（図 3に化合物 1の結果を示す。
上段：7日後，下段：14 日後，緑：生菌，赤：
死菌） 

 図 3. 経時的観察における 3次元像 
 
②初期付着に及ぼす影響 
吸光度測定の結果，P. gingivalis のバイオ
フィルム形成を抑制した化合物添加群とコ
ントロール群間に有意差は認められなかっ

た。（図 4） 
 
 
位相差顕微鏡による形態学的観察の結果，化
合物添加群およびコントロール群には同程
度の P. gingivalis 細胞の付着やマイクロコ
ロニーを認めた。 
バイオフィルム形成を有意に抑制した 3種

の化合物添加群とコントロール群との間で，
P. gingivalis のタイプ I コラーゲン，フィ
ブロネクチン，ラミニンへの付着に関して，
いずれの濃度においても有意差がみられな
かった。 
 
③成熟したバイオフィルムに及ぼす影響 
化合物添加 7日および 14日経過後において，
化合物添加群はコントロール群と比較して
バイオフィルム形成量に統計学的有意差は
なかった。 
 
以上より今回供試した化合物はバイオフィ
ルムの初期付着および成熟したバイオフィ
ルムに影響を与えず，バイオフィルムの成長
期に作用することが示唆された。 
また，AI 類似化合物はバイオフィルムの成

長を抑制するものであり，バイオフィルムに
対して殺菌的に作用するものではないと考
えられた。今までの抗バイオフィルム剤は既
に形成されたバイオフィルムを殺菌するこ
とを目的としたものであるが，AI 類似化合物
はバイオフィルムの形成を阻害するという
点で，新たなバイオフィルム阻害剤として有
用であると考えられる。 
 
(2) AI類似化合物が病原因子に及ぼす影響の
検索 
10 および 100 μM において，供試した化合物
添加群とコントロール群との間で赤血球凝
集能に有意差は認められなかった。しかし，
一部の化合物において 100 μM 添加群では赤
血球の溶血が観察された。 
 
AI 類似化合物はバイオフィルム抑制法とし
て有用であるが，臨床応用にあたっては化合
物の濃度について検討が必要と考えられる。 
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