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研究成果の概要（和文）：　バイオフィルムは基板の種類や性状により成長挙動が異なることが知られている。
バイオフィルムの生成防止や生成加速に及ぼす基板の影響を明らかにするためには、様々な基板上におけるバイ
オフィルム成長の超初期過程の観察が極めて重要である。我々が既に確立していた「走査型イオン伝導顕微鏡
(SICM)によるバイオフィルム水中その場観察技術」は、当初透明試料のみが対象であり、非透明試料の観察は困
難であった。本研究では、観察条件や観察システムの最適化を行うことにより、鉄鋼スラグや非透明プラスチッ
クなどの非透明試料上に生成したバイオフィルムについて、SICMを用いて水中でのナノスケール形態観察を行う
ことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Biofilm growth behavior is known to vary depending on the substrate type and
 properties. Observation of the very early stages of biofilm growth on various substrates is 
extremely important in order to clarify the influence of substrate on the prevention and 
acceleration of biofilm formation. Our previously established "in-situ observation technique of 
biofilm in water by Scanning Ion Conductive Microscopy (SICM)" was initially intended for 
transparent samples only, and it was difficult to observe the biofilm formed non-transparent 
samples. In this study, by optimizing the observation conditions and system, we have succeeded in 
observing the nano-scale morphology of biofilms formed on non-transparent samples, such as steel 
slag and non-transparent plastics, in water in-situ using 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）を用いて、透明、非透明を問わず様々な基板上に形成したバイオフィルム
の生成超初期過程の観察手法の確立に成功した。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。

※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。例えば、一般的には抗菌作用のある金属の
基板を用いるとバイオフィルムが生成しにくいと考えられていたが、申請者らの過去の研究に
より、抗菌性を示す Ag 上へのバイオフィルムの生成量が、抗菌性を示さない Sn 上へのバイオ
フィルム生成量より多いことが明らかになったが、この（＝バイオフィルム生成量が基板の抗菌
性のみでは説明がつかない）理由については現状不明である。 
一方で、環境中で形成されるバイオフィルムは汚染物質を分解し環境浄化に役立つことが知

られている。一例として、申請者らの研究によると、転炉系鉄鋼スラグ上のバイオフィルムには、
同じ環境下で一般的な材料上に形成されるバイオフィルムと比較して、硫黄酸化などの環境浄
化細菌が優先的に定着することを明らかにしたが、この（＝スラグ上のバイオフィルムには環境
浄化細菌が優先的に定着する）理由についても現状不明である。 
これら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、様々な基板上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、水中その場での観察が挙げられる。 
走査型イオン伝導顕微鏡（Scanning Ion Conductance Microscopy; SICM）は、水中での表面

ナノスケール構造の観察に適した走査型プローブ顕微鏡（Scanning Probe Microscopy; SPM）
の一種である。これまで主に細胞の形態観察に用いられてきたが、筆者らはこの SICM を用い
てバイオフィルムの形態観察を試み、ガラスや透明プラスチックなどの透明基板上のバイオフ
ィルムの形状をナノスケールかつ水中その場で観察する手法を確立した。しかしながら、研究開
始当初において、本手法による観察は、透明基板上に生成したバイオフィルムのみに観察対象が
限られており、非透明基板上に生成したバイオフィルムのナノスケール水中その場観察手法の
確立には至っていなかった。 
 
２．研究の目的 

 
そこで、本研究では、観察に適したバイオフィルムの生成方法や SICM の一部改良や観察条

件の検討などを行うことにより、非透明試料である鉄鋼材料およびスラグ上に形成するバイオ
フィルムの形状をナノスケールかつ水中その場で観察する手法を確立することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
  
本研究で主な観察対象とした海洋菌バイオフィルムの生成方法は以下の通りである。用いた

菌は、海洋性ビブリオ菌(Aliivibrio fischeri JCM18803, RIKEN)である。まず、寒天培地上のコ
ロニーから釣菌し、マリン液体培地中において 22℃で 2 日間前培養を行った。次に、培養液を
リン酸緩衝溶液(PBS)により 8～32 倍希釈した溶液において 22℃で 2 日間各種基板へバイオフ
ィルムを生成した。バイオフィルムを生成した基板は、関係者から提供頂いた実製鋼スラグや、
非透明ないし透明プラスチックなどである。その後、グルタルアルデヒド含有 PBS によりバイ
オフィルム固定化処理、クリスタルバイオレット水溶液によりバイオフィルム染色処理などを
行った後、SICM に導入し PBS 中その場形態観察を行った。 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 図 1 に、実製鋼スラグ上に形成された海洋菌バイオフ
ィルムの SICM による PBS 中その場観察結果の一例
を示す。観察範囲は 50µm×50µm、画像の画素数は
128×128であり、明るい分が高い場所、暗い部分が低い
場所に相当する。図より左上から右下にかけて比較的厚
いバイオフィルムが形成されていることがわかる。 
 図２に、５種類のプラスチック上に形成された海洋菌
バイオフィルムの SICM による PBS 中その場観察結
果の一例を示す。図１と同じく、観察範囲は 50µm×
50µm、画像の画素数は 128×128であり、明るい分が高
い場所、暗い部分が低い場所に相当する。以上、図１、
図２に示すように、非透明な試料上に形成されたバイオ
フィルムの SICM 観察も透明試料と同様に可能である
ことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a)フッ素樹脂上     (b)ポリエチレン上       (c)アクリル樹脂上 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(d)ABS 樹脂上     (e)塩化ビニル上 
図２ 各種プラスチック上に形成された海洋菌バイオフィルムの SICM による PBS 中その
場観察結果 
 
 以上、申請者らが世界で最初に開発していた SICM によるバイオフィルムの水中その場観察
手法について、本研究により非透明基板への拡張に成功した。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。 
 
 
 

図 1 実製鋼スラグ上に形成された
海洋菌バイオフィルムの SICM に
よる PBS 中その場観察結果 
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