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研究成果の概要（和文）：難治性根尖性歯周炎の一種である 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

物と各種抗菌剤の併用が P. gingivalis のバイオフィルムに及ぼす影響の検索を行った。その

結果，併用群でバイオフィルム抑制効果が最も高かった。また，AI類似化合物が，難治性根尖

性歯周炎に関与するFusobacterium nucleatumのバイオフィルムに及ぼす影響の検索を行った。

F. nucleatum においても，バイオフィルム抑制効果が認められた。 
  
研究成果の概要（英文）：The effects of combined application of an autoinducer analog and 
antibiotics on Porphyromonas gingivalis were investigated. The combined application of 
the N-acyl HSL analog and antibiotics was effective at reducing the viability of P. 
gingivalis cells in biofilms. The effects of the alalog on Fusobacterium nucleatum was 
also investigated. The analog inhibited F. nucleatum biofilm formation.  
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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。これは，菌体外マトリッ
クスの存在による薬剤透過性の減少，バイオ
フィルム細菌の増殖低下，クオラムセンシン
グによる遺伝子発現の変化によるものと推
察されている。難治性根尖性歯周炎に関与す
る P . gingivalis のバイオフィルムにおい
ても抗菌剤が著効しないことが報告されて
いる。従って，オーラルバイオフィルム感染

症に対しては，急性期を除いて，その治療法
の第一選択として機械的除去が行われてい
る。難治性根尖性歯周炎の原因と考えられて
いる根尖孔外バイオフィルムのように機械
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)
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と呼ばれるシグナル分子を介して起こる。バ
イオフィルム形成や病原因子の発現などが
クオラムセンシングによって調節されてい
る。 
医科を初めとして多くの領域で AI 類似化合
物を利用して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
おいては AI 類似化合物に着目した研究はな
い。 
 申請者は，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
とした実験を行い，難治性根尖性歯周炎に関
与している P. gingivalis のバイオフィルム
形成が AI 類似化合物によって抑制されるこ
とを報告した。そしてその抑制は，バイオフ
ィルムの成長期に作用することを明らかと
した。 
 難治性根尖性歯周炎には P. gingivalis 以
外に複数の細菌種が強く関与していること
が報告されている。しかし，P. gingivalis
のバイオフィルム形成を抑制した AI 類似化
合物が他の難治性根尖性歯周炎関連細菌の
バイオフィルム形成に及ぼす影響について
は不明である。 

一方，緑膿菌のバイオフィルムはトブラマ
イシンに感受性を示さないが，AI 類似化合物
を作用させたバイオフィルムはトブラマイ
シンに感受性を示すことが報告された。これ
は AI 類似化合物が緑膿菌バイオフィルムの
構造に影響を及ぼし，トブラマイシンのバイ
オフィルムへの浸透性が亢進したためと考
察されている。申請者が供試した AI 類似化
合物を作用させた場合においても，P. 
gingivalis バイオフィルムの厚さが減少し
立体構造に変化が認められたため，P. 
gingivalis バイオフィルムにおいても AI 類
似化合物を作用させると抗菌剤の感受性が
亢進する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
AI 類似化合物が複数菌種の難治性根尖性

歯周炎関連細菌に及ぼす影響を以下に挙げ
るいくつかの点から検討する。 
(1) AI 類似化合物が，難治性根尖性歯周炎関
連細菌のバイオフィルム形成に及ぼす影響 
(2) AI類似化合物と抗菌剤の併用がバイオフ
ィルム形成に及ぼす影響 

これにより，根尖孔外バイオフィルムに対
する AI 類似化合物の臨床における有用性を
検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) AI 類似化合物 
本研究に用いた AI 類似化合物は，側鎖の炭

素数が 6のものである（図 1）。 
図 1. AI 類似化合物 

 
(2) AI 類似化合物が，難治性根尖性歯周炎関
連細菌のバイオフィルム形成に及ぼす影響
の検索 
①定量的解析 
 バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 モ デ ル で あ る
Modified Robbins device(MRD)を用いて嫌気
性インキュベーター内でペリスタポンプに
て 14 日間，難治性根尖性歯周炎関連細菌で
ある Fusobacterium nucleatum の細菌培養液
および AI 類似化合物を灌流し，唾液処理を
したハイドロキシアパタイトディスク(HA デ
ィスク)上にバイオフィルムを形成した。そ
の後，バイオフィルムを，超音波水槽を用い
て剥離し、ATP 量の測定を行いバイオフィル
ムの定量を行った。 
②微細形態学的観察 
上記①項と同様に形成したバイオフィルム
サンプルを固定・脱水・凍結置換・蒸着を行
った後，走査型電子顕微鏡にて観察した。 
③3次元的検索 
 共焦点レーザー顕微鏡のレーザー透過性
を考慮し，上記(2)-①項の方法にて，HAディ
スクの代わりにセルロイドディスクを用い， 
F. nucleatum バイオフィルムを形成した。サ
ンプルを Live/Dead® BacLightTM Bacterial 
Viability Kits にて染色し，共焦点レーザー
顕微鏡を用いてバイオフィルム内の細菌の
生・死を解析することで AI 類似化合物が，
バイオフィルム形成に与える影響を評価し
た。また，共焦点レーザー顕微鏡で得た画像
を立体構築ソフト(Imaris)にて処理し，バイ
オフィルムの 3次元的画像を構築し，AI 類似
化合物がバイオフィルムの厚みや密度等の
立体構造に及ぼす影響について検索を行っ
た。 
 

(3) AI類似化合物と抗菌剤の併用がバイオフ

ィルムに及ぼす影響の検索 

①定量的解析 

難治性根尖性歯周炎関連細菌である P. 
gingivalis， F. nucleatum を用いて，上記
(2)-①項に示した MRD中でそれぞれを加えた
培養液を 14 日間灌流し，HA ディスク上にバ
イオフィルムを形成させた。さらに抗菌剤を
添加し 3日間灌流を行い，抗菌剤がバイオフ
ィルムに及ぼす影響を検索した。抗菌剤を添
加した培地は毎日交換した。抗菌剤としては，
オフロキサシン（ニューキノロン系, OFLX），
セフロキシム（セフェム系, CXM）およびミ



 

 

ノサイクリン（テトラサイクリン系, MINO）
を用いた。評価方法としては，ATP 量の測定
を行った。 
②微細形態学的検索 

上記(3)-①項と同様に形成したバイオフ
ィルムサンプルを固定・脱水・凍結置換・蒸
着を行った後，走査型電子顕微鏡にて観察し，
抗菌剤がバイオフィルムに及ぼす影響を形
態学的に評価した。 
③ 3 次元的検索 
(2)-②項に示した方法と同様にしてセルロ
イドディスク上にバイオフィルムを形成さ
せた後，共焦点レーザー顕微鏡観察を行い，
抗菌剤がバイオフィルムの立体構造に及ぼ
す影響について検索を行った。 
④ AI 類似化合物と抗菌剤の併用がバイオフ
ィルムに及ぼす影響 
 上記(2)-①項と同様に，実験開始と同時に
AI 類似化合物を添加した培養液を 14 日間灌
流しバイオフィルムを形成した。その後抗菌
剤を 3日間作用させた。抗菌剤添加開始直前
および 3日後に試料を採取し，試料の一部は
ATP 測定による定量解析を行い，他の一部は
微細形態学的観察および 3次元的観察に供し
た。AI 類似化合物あるいは抗菌剤単独作用群
と比較検討することで，AI類似化合物と抗菌
剤の併用がバイオフィルムに及ぼす影響に
ついて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) AI 類似化合物が，難治性根尖性歯周炎関
連細菌のバイオフィルム形成に及ぼす影響
の検索 
①定量的解析 
 ATP 測定の結果，F. nucleatum バイオフィ
ルムにおいて，AI 類似化合物添加群において
対照群と比較し，バイオフィルム形成量の有
意な低下が認められた（図 2）。 
 
図 2. AI 類似化合物が F. nucleatum バイオ
フィルムに与える影響の定量的解析結果 

 
②微細形態学的観察結果 
 走査型電子顕微鏡での観察の結果，対照群
と AI 類似化合物添加群において形態学的に
大きな違いを認めなかった（図 4 B）。 
 
③3 次元的検索 

 共焦点レーザー顕微鏡観察の結果，対照群
と比較し，AI類似化合物添加群においてバイ
オフィルムの厚みの減少が認められた。また，
両群においてほぼ生菌から成るバイオフィ
ルムが観察された（図 5 B）。 

                            

(2) AI類似化合物と抗菌剤の併用がバイオフ

ィルムに及ぼす影響の検索 
①定量的解析結果 

P. gingivalis バイオフィルムにおいて，
CXM および MINO 添加群では対照群と比較し，
有意に ATP量の低下が認められた。一方，OFLX
添加群では，対照群と比較し ATP 量に有意差
を認めなかった（図 3 A）。 

F. nucleatumバイオフィルムにおいて，CXM
および MINO 添加群で対照群と比較し，ATP 量
に有意差を認めなかった（図 3 B）。 
 
②微細形態学的検索結果 
 P. gingivalis バイオフィルムにおいて，
CXM および MINO 添加群では対照群と比較し，
マトリックス様構造物の減少が認められた。
一方，OFLX 添加群では，対照群と同様にマト
リックス様構造物で覆われた像が観察され
た（図 4 A）。 
 F. nucleatum バイオフィルムにおいて，対
照群，CXM および MINO 添加群のいずれにおい
てもマトリックス様構造物は認められなか
った。また，細菌の形態に大きな違いはなか
った（図 4 B）。 
 
③3 次元的検索結果 
 P. gingivalis バイオフィルムにおいて，
CXM および MINO 添加群では対照群と比較し，
バイオフィルムの厚みの低下およびバイオ
フィルム形成範囲の減少がみられた。また， 
バイオフィルム上層では死菌が観察された。
一方，OFLX 添加群では，対照群と同程度の厚
みのバイオフィルムが認められた（図 5 A）。 
 F. nucleatumバイオフィルムにおいて，CXM
および MINO 添加群で対照群と比較し，バイ
オフィルムの厚みに大きな変化は認めなか
ったが，バイオフィルム上層部に死菌を多く
認めた（図 5 B）。 
 
④ AI 類似化合物と抗菌剤の併用がバイオフ
ィルムに及ぼす影響 
  P. gingivalis バイオフィルムで，CXM, 
MINOおよびOFLXのいずれ実験群においても， 
併用群で ATP 量は最少値を示した（p<0.05）
（図 3 A）。走査型電子顕微鏡での微細形態学
的観察の結果，併用群ではマトリックス様構
造物の減少を認めた（図 4 A）。3次元的検索
の結果，併用群において死菌が多くみられた
（図 5 A）。 
 F. nucleatumバイオフィルムにおいて，CXM
および MINO のいずれの実験群においても，



 

 

他群と比較し，併用群で ATP 量は有意に減少
した（図 3 B）。微細形態学的観察の結果，バ
イオフィルム形成細菌の形態に大きな違い
を認めなかった（図 4 B）。3次元的検索の結
果，併用群において他群と比較し，バイオフ
ィルムの厚みの低下がみられた。また，併用
群の大部分で死菌が観察された（図 5 B）。 
 
図 3. AI 類似化合物と抗菌剤の併用がバイオ
フィルムに及ぼす影響の定量的解析結果 
(A) P. gingivalis バイオフィルム 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
   ピンク：対照群 
  緑：類似化合物添加群 
  青：抗菌剤添加群，黄：併用群 

 
(B) F. nucleatum バイオフィルム 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. AI 類似化合物と抗菌剤の併用がバイオ
フィルムに及ぼす影響の微細形態学的観察
結果 

(A) P. gingivalis バイオフィルム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
(B) F. nucleatum バイオフィルム 
 

 
図 5. AI 類似化合物と抗菌剤の併用がバイオ
フィルムに及ぼす影響の 3次元像 
(A) P. gingivalis バイオフィルム 
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 (B) F. nucleatum バイオフィルム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（赤：死菌，緑：生菌） 
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