
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０１

基盤研究(C)

2013～2011

菌体外マトリックスを標的とした成熟バイオフィルム制御のための多角的アプローチ

Diversified approaches for the control of mature oral biofilms targeting to the matr
ices

５０３１３５４９研究者番号：

竹中　彰治（Takenaka, Shoji）

新潟大学・医歯学系・助教

研究期間：

２３５９２７９５

平成 年 月 日現在２６   ５ ２９

円     4,100,000 、（間接経費） 円     1,230,000

研究成果の概要（和文）：口腔バイオフィルムは他の生体バイオフィルムと違い、生体の切除を伴わず機械的に除去で
きるため、ブラッシングを主体とした機械的コントロールを原則としている。洗口液に代表される化学的コントロール
は、清掃器具が届かない部位のバイオフィルムを殺菌するために有効な手段であるが、バイオフィルムは厚みの増加と
ともに、殺菌成分が浸透しにくくなっており短時間で有効な効果が得られにくい。本研究は、口腔健康維持のための簡
便かつ効果的な新しいバイオフィルムコントロール法を開発するためにバイオフィルムの特性に注目した多方面アプロ
ーチを試みた。その結果、化学的コントロールが具備すべきいくつかの要件を見い出した。

研究成果の概要（英文）： Oral Biofilms, unlike those formed at most other sites in the human body, are uni
que because surgical intervention is usually unnecessary for their removal. The control of oral biofilms r
elies mainly on mechanical elimination. A wide range of antimicrobial agents have been formulated into ora
l care products in order to enhance the effect of the mechanical plaque control. It is proven that the che
mical control using antimicrobial compounds provides some antimicrobial benefit and improves the clinical 
parameters.
 However, some reports have demonstrated that antimicrobial compounds do not effect as they are intended b
ecause of physiological heterogeneity in biofilms.
 This project aimed to develop new strategies for the control of mature oral biofilms targeting to the mat
rices.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）現在の歯科臨床における成熟バイオフ
ィルムへの対応は、「機械的コントロール」
を第一選択として行われているが、「化学的
コントロール」も「機械的コントロール」の
限界を補完する重要な意義を有している（竹
中ほか：Bacterial Adherence&Biofilm 22, 
1-6, 2008）。従来、「化学的コントロール」に
使用される抗菌成分の効果は、その殺菌力に
より評価されてきた。しかし、成熟バイオフ
ィルムでは、菌体外マトリックスに被覆され
ることから、物質輸送の制限や各種免疫機構
への抵抗性が生じるため、強力な抗菌剤を用
いても十分な効果が得られないことが問題
となっている（Costerton JW et al.: Science 
284: 1318-1322, 1999）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ バイオフィルムの抗菌薬耐性メカニ
ズム 
 殺菌成分はバイオフィルムには浸透しづ
らく時間がかかる（黄色）。細菌が殺菌成分
の浸透を感知して（緑）、遺伝子発現を調節
し、内部の代謝を変えて対抗手段をとり（ピ
ンク）、深層部細菌が生存する（紫）。抗菌薬
（青矢印）。 
 
（２）このため、これからの成熟バイオフィ
ルムに対する制御戦略は、菌体外マトリック
スの特性を理解した上で、これをターゲット
とした戦略の構築が必要である。菌体外マト
リックスはその相互作用により、マトリック
ス間が結合するのみならず、抗菌成分を吸着
する性質をも有している（Stewart PS: J 
Bacteriol 185: 1485-1491, 2003）。 
 
２．研究の目的 
 菌体外マトリックスを標的とした、成熟バ
イオフィルムに対する新しい化学的制御戦
略の確立を目的としている。 
 具体的には、以下の４つの制御戦略が考え
られる。 
（１） 浸透・拡散性能に優れた抗菌成分の
選定 

（２） バイオフィルム内部への抗菌成分の
長期間保持および持続的徐放 

（３） マトリックス結合の分散 
（４） マトリックスの剥離 
  
 
 

３．研究の方法 
（１）共焦点レーザー顕微鏡を用いた
Streptococcus mutansバイオフィルムに対する
洗口液の浸透動態のリアルタイム解析 
 
本研究の目的：各種抗菌成分のバイオフィル
ム底面への到達をリアルタイムに観察する
ことで、バイオフィルム内部への浸透・拡散
能に影響を与える因子を推定する 
  
 Streptococcus mutansを用いた人工バイオフ
ィルムに対する各種洗口液の浸透速度、殺菌
活性を calcein-AM (CAM)染色法と共焦点レ
ーザー顕微鏡(CLSM)を用いてリアルタイム
に観察・解析した。この方法は、細菌内に浸
透した CAM の蛍光が膜の完全性を有する細
菌では保持されるが、膜が損傷された場合は
菌体外に流出、消失することを利用するもの
である。さらに、洗口液 30 秒作用後の殺菌
効果を生菌数測定法により、またバイオフィ
ルムの剥離能を CLSMにより評価した。 
（バイオフィルム形成）Streptococcus mutans 
ATCC 25175 株を、ガラスベースディッシュ
を用い 0.5% sucrose含有BHI液体培地中で 24
時間嫌気培養することによりバイオフィル
ムを形成させた(n=7)。 
（洗口液）国内外で販売されている４種類の
洗口液で、主たる有効成分はクロルヘキシジ
ン（CHX群）、塩化セチルピリジニウム（CP
群）、イソプロピルメチルフェノール(IP群)、
エッセンシャルオイル(EO群)である。 
 
実験１：洗口液のバイオフィルム深層部への
膜傷害効果のリアルタイム解析 
 CAM を２時間作用させ生菌を染色し、共
焦点レーザー顕微鏡を用いて断層像を採取
したのち、焦点をバイオフィルム底面に固定
し、各材料の作用直後から 15秒間隔で 10分
間共焦点画像をリアルタイムに採取した。採
取した共焦点画像から無作為に最もバイオ
フィルムの厚みがある部位を含む３領域（25 
m 四方）の厚みを算出し、同部の蛍光量の
減少率および 50%蛍光量減少までの時間
(T50)を算出した。 
 
実験２：洗口液 30秒作用後の殺菌効果 
 各洗口液を 30 秒作用後、超音波振動（20
秒）によりバイオフィルムを回収した。バイ
オフィルム中の生菌数を Plate count法、総菌
数をインベーダー法により計測した(n=6)。 
 
実験３：洗口液 30 秒作用後のバイオフィル
ムの剥離効果 
 SYTO9 を人工バイオフィルムに作用させ
核酸染色後、CLSMのステージに試料を乗せ
焦点をバイオフィルム底面に固定した。各材
料の作用前および 30 秒作用後の同一視野の
共焦点像を採取し、付着界面のバイオフィル
ムの剥離効果を細菌密度の変化量により評
価した。 



（２）アルコールはバイオフィルム内部への
浸透性を促進するか？ 
 
本研究の目的：これまでアルコールは物質を
可溶化し浸透性を高めると考えられてきた。
本実験では、アルコールの有無によるバイオ
フィルム内部への浸透性の差異を検証した。 
 
Streptococcus mutans ATCC株をガラスベース
ディッシュを用いた静置系もしくはガラスキ
ャピラリーを用いたフローセル系にてバイオ
フィルム形成後に、酵素活性により蛍光発現
するCalcein-AMにて生菌染色を施した。試料
を共焦点レーザー顕微鏡の観察ステージに固
定し、0.12%アルコール含有/非含有グルコン
酸クロルヘキシジン溶液もしくはアルコール
含有/非含有リステリンを還流しながら、タイ
ムラプス解析をおこなった。 

（３）殺菌処理後の残存バイオフィルム構造
は浮遊細菌の二次付着とバイオフィルム再形
成を促進するか？ 

本研究の目的：我々は（１）および（２）の
実験において、口腔バイオフィルムの成熟と
ともに抗菌物質の浸透率が低下し深層部で
は有効殺菌濃度に到達しないこと、またバイ
オフィルムの殺菌処理後に付着界面にバイ
オフィルム構造物が残存することを報告し
た。本実験では残存バイオフィルム構造物が
足場となり二次付着を促進するかどうかを
検証した。 
 
 人工唾液処理を施した直径 6 mm, 厚み
1.5 mm の レ ジ ン デ ィ ス ク 表 面 に
Streptococcus mutans ATCC 25175株を付
着させた後、ディスクを Rotating Disc 
Reactor (RDR)に装填し、毎分 4.6 mlの速度
で 0.05%スクロースを含む 1/10 濃度の BHI
液体培地を灌流させ 1日または 3日間好気培
養することによりバイオフィルムを形成さ
せた。その後、70%イソプロピルアルコール
に120分浸漬することにより死菌構造体とし
た。次いで、レジンディスクを再度 RDR に
戻し、対数増殖期の同一株培養液を再度 15
分もしくは 4時間灌流させた。バイオフィル
ム未形成のレジンディスクを対照群とした。 
 二次付着菌の観察は共焦点レーザー顕微
鏡(CLSM)にて行った。すなわち、試料に蛍
光染色(calcein-AM および rhodamine B)を
施した後、CLSMを用いて三次元構築画像を
作成した。さらに、厚さ８m の凍結縦断切
片を各試料（n = 6）について 10 mおきに
20 枚作製し、CLSM 像の画像解析により、
死菌構造体に対する二次付着菌の割合（%; 
calcein-AM/ rhodamine B）を算出した。 
 また、生菌数をcolony count法、総菌数を
PCR-Invader法により計測した後、両者の関
連を線形回帰分析で解析した。 

４．研究成果 
（１）共焦点レーザー顕微鏡を用いた
Streptococcus mutansバイオフィルムに対する
洗口液の浸透動態のリアルタイム解析 
  
 実験１：すべての洗口液において、作用時
間の経過とともにバイオフィルムの厚みの
薄い部位から蛍光が消失したが、EO 群を除
いて 10 分作用後も蛍光が残存する領域が観
察された。EO 群は蛍光消失が最も速やかで
（２元配置分散分析, Dunnett test, p<0.05）、最
大135秒ですべての蛍光が消失した。しかし、
洗口液の使用時間に相当する 30 秒後では
EO群の平均蛍光量の減少率は13-82%であり、
1 回の洗口液の使用では深層部まで十分な殺
菌効果を与えないと思われた。T50はバイオ
フィルムの厚みと高い正の相関関係にあり、
平均浸透速度 (m/min) は 30.12 (EO 群), 
7.06 (IP群), 6.00 （CX群）および 4.17（CP
群）であった。 

図２ S. mutans 人工バイオフィルムに洗口
液を作用させたときのバイオフィルム底面
のリアルタイム観察像 
 
実験２： 洗口液 30秒作用後の生菌数は各洗
口液ともコントロールと比較して有意に低
下したが(p<0.05)、最も減少率の大きい EO
群においても、7.71 ± 0.58 logCFU/ml（平均 ± 
SD）の細菌が寒天平板上に増殖可能であった。
このことから、洗口液 30 秒の作用では、深
層部の細菌へ十分な殺菌効果が及ばず増殖
能が維持されることが示唆された。 
 

図３ 洗口液 30秒作用後の生菌数 

 

 



 
実験３：洗口液 30 秒作用後の付着界面の細
菌密度はコントロールと比較して有意に低
下したが (p<0.05)、その減少率はわずか
1.1-1.9%であった。また、総菌数には有意な
減少は認められなかった(p>0.05)。このこと
から、洗口液 30 秒の作用によるバイオフィ
ルム剥離効果は微弱であることが示唆され
た。 
 
結論：本実験に用いた洗口液に含まれる抗菌
成分のうち、優れた浸透性を示した EO の一
成分であるチモールおよび IPMP は分子量が
150.22 の中性化合物、CHX および CP は陽イ
オン性化合物であり、分子量はそれぞれ
897.76 および 358.01 である。バイオフィル
ムが陰性に帯電していることから、抗菌成分
の電荷および分子量がバイオフィルムへの
溶質の浸透性に影響を与えている可能性が
示唆された。 
 この結果から、成熟バイオフィルムを浸
透・拡散能の優れた抗菌成分で制御する場合
には、物質の電荷と分子量を勘案する必要が
あるが、バイオフィルムの殺菌処理後も付着
界面にバイオフィルム構造が残存していた。
常在菌が存在する特殊な器官である口腔内
において、殺菌処理後も残存したバイオフィ
ルム構造は新たなバイオフィルム形成の足
がかりとなる可能性がある。もし残存構造体
が浮遊細菌の二次付着を促進するなら、殺菌
効果に頼ったバイオフィルム制御は第一選
択とはならないと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 

図４ 洗口液処理前後（30 秒）の in vitroバ
イオフィルムの三次元構築像。緑：SYTO9（核
酸染色）。バイオフィルム構造に大きな 
変化がなく付着界面に残存している。 
 
（２）アルコールはバイオフィルム内部への
浸透性を促進するか？ 
 バイオフィルムからの蛍光消失は同等の挙
動を示し、蛍光量の減少率および浸透速度に
有意な差は認められなかった。また、頻用さ
れているLive/Dead染色像においても同様の
結果であった。Plate Count法を用いた30秒作用
後の生菌数も有意な差は認められなかった。
さらに、いずれの群も迅速な殺菌効果を示し
たが、バイオフィルム構造の剥離効果は認め
られなかった。 

結論：アルコールによるバイオフィルム内部
への浸透性の向上は認められなかった。さら
に、期待された付着界面からのバイオフィル
ム剥離能も観察できなった。 

 

図５ 0.12%アルコール含有/非含有グルコン
酸クロルヘキシジン溶液30秒作用後のバイオ
フィルム底面のLive/Dead染色像。両群に差は
認められなかった。 

（３）殺菌処理後の残存バイオフィルム構造
は浮遊細菌の二次付着とバイオフィルム再形
成を促進するか？ 

 三次元構築像では、殺菌処理後のバイオフ
ィルム構造の上流側辺縁に沿って引っかか
るように堆積する二次付着菌が観察された。
凍結切片断層像の CLSM 解析から算出され
た二次付着菌の割合は、20.1 ± 14.4％であっ
た。 
 一方、15分灌流後の二次付着生菌数および
総菌数は、３日培養群が１日培養群および対
照群と比較して有意に多かった  (p<0.05, 
Kruskal-Wallis testおよび Steel-Dwass test)。４
時間灌流後の生菌数および総菌数も、３日培
養群が対照群と比較して有意に多かった
（p<0.05）。対照群、実験群とも生菌数と総
菌数との間には正の相関関係があり、回帰方
程式と決定係数はそれぞれ y = 1.024x, R2 = 
0.992(対照群)および y = 0.819x , r2= 0.997(実
験群)であった。 
 死菌構造体への二次付着が CLSM で明瞭
に観察されたこと、および死菌構造体の増加
とともに二次付着した生菌数が増加したこ
とから、殺菌処理後も付着界面に残存したバ
イオフィルム構造体には細菌二次付着およ
びバイオフィルム再形成が生じやすいこと
が示唆された。このような二次付着は、S. 
mutans に限らず多種多様な細菌に見られる
現象と考えられ、グルカン結合タンパクなど
の S. mutans 特異的分子を介した凝集や非特
異的結合が関与すると推定される。また、残
存する死菌構造体はそれ自体がさまざまな
病原性を示す可能性もある。さらに、今回の
研究では完全に殺菌したバイオフィルムを
用いたが、抗菌物質作用後にバイオフィルム
内で生存する細菌の病原性や耐性にも注目
すべきである。 
  
結論：殺菌処理後に残存するバイオフィルム
構造体は、細菌の二次付着を促進した。この
ため、残存バイオフィルム構造がバイオフィ
ルム再形成の足場となることが示唆された。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ ４時間灌流後の共焦点画像（三次元構
築画像）。緑：生菌、赤：死菌構造体。殺菌
処理後のバイオフィルム構造の上流側辺縁
に沿って引っかかるように堆積する二次付
着菌が観察できる。 
 
まとめ：これら一連の研究成果は抗菌物質に
よる口腔バイオフィルム制御の限界を示す
とともに、バイオフィルムマトリックスを分
散・剥離する戦略開発の必要性を示唆してい
る。 
 新しい制御戦略として提示した 
（３）マトリックス結合の分散 
（４） マトリックスの剥離 
における化学物質は現在数種類選定ずみで
ある。異なる細菌種の組み合わせによるバイ
オフィルムモデル（マトリックス成分が異な
るバイオフィルムモデル）を用いて、非特異
的に剥離・分散効果が得られるか検証中であ
る。 
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