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研究成果の概要（和文）：本研究より、辺縁性歯周炎や根尖性歯周炎の病原性細菌である

Porphyrmonas gingivalis のバイオフィルムに対して有効であると報告されているグルコン酸

クロルヘキシジンが、バイオフィルムを形成している個々の菌体を破壊することはできるが、

バイオフィルムの構造を破壊することは不可能であり、残存したバイオフィルム内には破壊さ

れた菌体から逸出した菌体成分が留まっていることを明らかにした。さらに、残存したバイオ

フィルムの構造維持には、主にタンパク成分が関与していることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：This study showed that chlorhexidine-gluconate disrupted 
individual biofilm-forming Porphyromonas gingivalis cells, which is a major pathogen in 
marginal periodontitis and refractory periapical periodontitis, but did not destroy the 
biofilms, and the constituents derived from disrupted cells were maintained in the 
biofilm.Moreover, it is suggested that proteins are the major contributors to the 
integrity of the residual biofilms.
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１．研究開始当初の背景 

 辺縁性歯周炎や根尖性歯周炎はバイオフ

ィルム感染症であり、抗菌剤に抵抗性を有す

る。そのため、治療法の第一選択はバイオフ

ィルムの機械的除去である。しかしながら、

根尖性歯周炎の難治化の原因と考えられて

いる根尖孔外バイオフィルムなどの機械的

除去が困難な部位に形成されるバイオフィ

ルムに対しては、機械的除去に頼らない新た

な治療法・抑制法の開発が必要である。 
 申請者は、P. gingivalis ATCC 33277 株の
バイオフィルムにグルコン酸クロルヘキシ
ジン(CHX)を作用させた後のバイオフィルム

を共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)および走査
型電子顕微鏡(SEM)にて観察した結果、バイ
オフィルム中の DNAは CHX の濃度に依存して
減少するが、菌体外マトリックスの主成分と
考えられる菌体外多糖はコントロール群と
比較して有意な差は認めず（図 1）、バイオフ
ィルムの表層構造にも著明な変化が認めら
れないことから（図 2）、CHX 作用後もバイオ
フィルムの構造が残存することを明らかに
した。 
さらに、残存したバイオフィルムは、コント
ロール群と比較して除去が困難であり、新た
な細菌の付着の足場となることが示唆され
た。 
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しかしながら、CHX 作用後のバイオフィルム

の性状および構成成分の詳細は不明である。 

図 1 0.2% CHX 作用後の菌体および菌体外多  
    糖の 3次元的観察  

図 2 0.05% および 0.2% CHX 作用後のバイオ
フィルムの微細形態学的観察 

２．研究の目的 

 本研究では、P. gingivalis のバイオフィ

ルムにおいて、CHX 作用後に残存するバイオ

フィルムの性状および構成成分を明らかに

し、その結果に基づいたバイオフィルムの有

効な排除法を検討することを目的とした。 

３．研究の方法 
(1) バイオフィルムの形成および CHX 作用 
 P. gingivalis ATCC 33277 株を唾液処理を
行ったカバーガラスチャンバー内で 37℃、嫌
気的条件下にて 24 時間培養し、バイオフィ

ルムを形成した。バイオフィルムを形成した
各ウェルをPBSにて洗浄後0.2%の CHXを 5分
間作用させ、その後、PBS にて 3回洗浄した。 

(2) CHX 作用後に残存したバイオフィルムの
透過型電子顕微鏡(TEM)による超微細形態学
的観察 
 バイオフィルムを 0.1M カコジル酸ナトリ
ウム緩衝-2.5%グルタールアルデヒド-2%パ
ラホルムアルデヒド(pH7.4)で 30分間浸漬固
定後、上昇エタノール系列(50-100%)で脱水
した。試料をエポキシレジンにて置換後同樹
脂にて包埋した。調整した試料より、ウルト
ラミクロロームにて超薄切片を作製し、酢酸
ウラニールおよびクエン酸鉛にて２重染色
を行い、TEM 下の観察に供した。 

(3) CHX 作用後に残存したバイオフィルムの
構成成分の検索 
① 糖およびタンパク成分の定量 
 バイオフィルムを回収し、糖成分の濃度に
ついてはアンスロン硫酸法にて、タンパク成
分の濃度については、BCA Protein Assay kit®

を用いて定量した。 
② 糖およびタンパク成分のプロファイリン
グ解析 
 バイオフィルムを回収し、ドデシル硫酸ナ
トリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(SDS-PAGE)法に供した後、糖成分を Pro-Q 
Emerald 300 Glycoprotein Gel Stain Kit®
にて、タンパク成分をSYPRO Ruby Protein Gel 
Stain Kit®にて染色し、比較検討した。 

(4) CHX 作用後のバイオフィルムの各成分の
分解による構造維持への影響の検索 
 糖成分については、ジオールの開裂により
糖を分解する薬剤である過ヨウ素酸ナトリ
ウムを、タンパク成分については、
ProteinaseK®を、DNA 成分については DNase I®

を CHX 作用後のバイオフィルムにそれぞれ、
1 時間作用させ、550 nm(OD550)で吸光度を測
定した。 
(5)統計学的有意差の検定 
 すべての定量的解析において、Student 
t-test を用いた。 

４．研究成果 
(1) TEM 観察 
 CHX 作用群では、空胞化した菌体や菌体外
へ溢出した菌体内容物が観察された（図３）。
また、ベシクル様構造物がコントロール群と
比較して多数観察された（図３）。 



図 3 CHX 作用後の超微細形態学的観察  

(2) 糖およびタンパク成分の定量 
 タンパク成分および糖成分の量は、CHX 作
用群とコントロール群との間に有意な差は
認められなかった（図４）。 

  図 4 糖およびタンパク成分の定量 

(3) 糖およびタンパク成分のプロファイリ
ング解析 
 タンパク成分および糖成分のプロファイ
ルは、CHX 作用群とコントロール群との間に
顕著な相違は認められなかった（図５）。 

図 5 糖およびタンパクのプロファイリング
解析 

(4) 各成分の分解による構造維持への影響
の検索 
 過ヨウ素酸ナトリウム、ProteinaseK®なら
びに DNase I®は、いずれもコントロール群と
比較して有為に CHX 作用後に残存したバイオ
フィルムを除去した（p<0.05, Student 
t-test）が、ProteinaseK®が最も除去効果が
高かった（図６）。 

 図 6各成分の分解による構造維持への影響 

これらの結果より、CHX 作用後のバイオフィ
ルムでは、菌体が死滅し、破壊した後もバイ
オフィルムの構造が維持されることが明ら
かになった。さらに、破壊された菌体から逸
出したタンパク成分や糖成分はバイオフィ
ルム内に留まり、バイオフィルム再形成の足
場や起炎物質となることが示唆された。また、
残存したバイオフィルムの構造維持には主
にタンパク成分が関与していることが明ら
かとなった。 
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