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研究成果の概要（和文）：複数菌種から成るデンタルバイオフィルムを再現するin situバイオフィルムモデルを新規
に作製し，形成されたデンタルバイオフィルムの経時的な変化を検討した。バイオフィルム形成後，細菌数は24時間ま
で対数増殖を示し，その後，4日まで緩やかな増加を示した。また，抗菌作用を有するエピガロカテキンガレート（EGC
g）が，口腔細菌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，EGCgがバイオフィルムの抑制および形成
阻害効果を有することが明らかとなったが，その作用機序は異なるものであると示唆された。

研究成果の概要（英文）：The new in situ biofilm model which can form the dental biofilm comprised of multi
ple bacterial species was made, and chronological changes of the dental biofilm were investigated. The bac
terial count showed logarithmic growth till 24 hours after biofilm formation, and showed the gradual incre
ase till 4days. Moreover, the effects of epigallocatechin gallate (EGCg), which has an antibacterial actvi
ty, on oral bacterial biofilm were investigated. Significant decrease of ATP levels of bacteria was seen i
n EGCg-treated preformed biofilm. The inhibitory effect of EGCg on biofilm formation was also observed. It
 was suggested that the prevention mechanism of EGCg on biofilm formation differed from preformed biofilm 
inhibitory mechanism.
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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して，治療法の第一選択
は機械的除去であるが，除去困難な部位に形
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必要である。 
申請者は，新たなバイオフィルム阻害実験
として細菌の遺伝子発現調節機構であるク
オラムセンシング（QS）をターゲットとした
実験を行い，Porphyromonas gingivalisのバ
イオフィルム形成が QS 関連物質によって抑
制されることを報告した。 
 近年，大腸菌において，緑茶カテキンの主
要成分であるエピガロカテキンガレート
（EGCg）が QSを阻害することが報告された。
また，いくつかの細菌種において EGCg によ
るバイオフィルムの形成阻害や破壊が報告
されている。 
 一方，デンタルバイオフィルムは 500 種類
以上の細菌から構成されており，バイオフィ
ルム感染症に対する化学的コントロール法
を確立するためには，主要病原細菌に対する
効果だけではなく，実際の環境を模した複数
菌種バイオフィルムモデルを用いた検討が
有用である。 
 
２．研究の目的 
以上の背景をもとに，本研究では，複数菌

種から成るデンタルバイオフィルムを再現
する in vivoバイオフィルムモデルを新規に
作製し，デンタルバイオフィルム形成につい
ての詳細な検討を行うとともに，EGCg がデン
タルバイオフィルムに及ぼす効果を解析す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１)デンタルバイオフィルム形成の経時的
観察 
①in vivoバイオフィルム形成 
申請者らが開発した口腔内バイオフィルム
形成装置（ナイトガードの材料を用いて作
製）を用いて，バイオフィルム形成を行った。
装置の頬側に付与したポケットにハイドロ
キシアパタイトディスク(HA ディスク)を挿
入し，HA ディスク上にデンタルバイオフィル
ムを形成させた。なお，装置については研究
協力者である町 博之に作製を依頼した。 
なお，実験開始 1週間前に被験者の全顎的ス
ケーリングを行い，実験期間中はブラッシン
グおよび飲食時以外は口腔内装置の装着を
行った。装置のポケットより経時的にバイオ
フィルムサンプルを取り出し，以下の定量的
解析，形態学的観察および定性的解析を行っ
た。 
②定量的観察 
装置のポケットより経時的に取り出した

バイオフィルムサンプルを，超音波水槽を用
いて剥離後，DNA 抽出を行った。その後，

universal primer（5’-TCCTACGGGAGGCAGCAG 
T-3’, 5’-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT- 
3’）および probe(5'-FAM-CGTATTACCGCGGCT 
GCTGGCAC-TAMRA-3’)を用いてreal-time PCR
を行い，バイオフィルム形成細菌数の経時的
変化を評価した。 
③微細形態学的観察 
 バイオフィルムサンプルの固定・脱水・t-
ブチルアルコールを用いた凍結置換・白金蒸
着を行った後，走査型電子顕微鏡観察に供し，
形成されたバイオフィルムを形態学的に評
価した。 
 
(２)EGCg がデンタルバイオフィルムに及ぼ
す影響 
①形成されたバイオフィルムに及ぼす影響
の検索 
 96 穴ポリスチレンマイクロプレートに
Porphyromonas gingivalisの細菌培養液を播
種後，24 時間培養し，バイオフィルムを形成
した。その後，0－5 g/l の EGCg を添加し，
さらに 24 時間培養した後，ATP 量の測定を行
い，バイオフィルム細菌の定量を行った。ま
た，同様にして作製したバイオフィルムサン
プルの一部を，固定・脱水・凍結置換・蒸着
し，走査型電子顕微鏡にて観察し，他の一部
は固定・脱水・エポキシレジンにて包埋した
後，透過型電子顕微鏡観察に供した。一方，
ポリスチレンプレートの代わりにガラスベ
ースディッシュを用いて同様に作製したバ
イオフィルムサンプルを， Live/Dead® 
BacLightTM Bacterial Viability Kits にて染
色後，共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察し，
バイオフィルム細菌の生・死を解析すること
で，EGCg がバイオフィルムに与える影響を評
価した。また，共焦点レーザー顕微鏡観察で
得られ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，EGCg 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。 
②バイオフィルム形成に及ぼす影響の検索 
 96 穴ポリスチレンマイクロプレートある
い は ガ ラ ス ベ ー ス デ ィ ッ シ ュ に P. 
gingivalis の細菌培養液及び EGCg（0-100 
mg/l）を播種，48 時間培養しバイオフィルム
を形成した。その後，上記①と同様の方法で
ATP 測定および 3次元的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(１)デンタルバイオフィルム形成の経時的
観察 
①定量的観察 
 Real-time PCR の結果，バイオフィルム形
成後，細菌数は 24 時間まで対数増殖を示し
その後，緩やかに増加した（図１）。 
 
図 1．in vivo バイオフィルム形成細菌数の
経時的変化 



 
②微細形態学的観察 
 電子顕微鏡観察において，バイオフィルム
形成 1 時間後に球菌の付着，4 時間後に球菌
によるマイクロコロニーの形成，12 時間後に
は様々な大きさの球菌，桿菌，および線状菌
からなるバイオフィルムが観察された。16 時
間後には，マトリックスに被覆されたバイオ
フィルムが観察され，その後バイオフィルム
形成領域の増加が認められた（図２）。 
 
図２．in vivo バイオフィルムの経時的な微
細形態学的観察結果 

 
(２)EGCg がデンタルバイオフィルムに及ぼ
す影響 
①形成されたバイオフィルムに及ぼす影響
の検索 
 P. gingivalis バイオフィルムにおいて，
500 mg/l および 5g/l EGCg 作用群では対照
群と比較し，有意に ATP 量の低下が認められ
た（図３）。 
 
図３．EGCg が P. gingivalisバイオフィルム
に与える影響の定量的解析結果 

 
走査型電子顕微鏡観察において，対照群では
マトリックスに覆われたバイオフィルムが
観察されたのに対し，500 mg/l および 5g/l 
EGCg 作用群では，バイオフィルム細菌が散在
している部位が認められた（図４）。 
 
図４．EGCg が P. gingivalisバイオフィルム
に与える影響の走査型電子顕微鏡観察結果 

 (A)対照群 (B)50mg/l  (C)500 mg/l 
(D) 5 g/l EGCg 添加群 

また，共焦点レーザー顕微鏡観察より，500 
mg/l および 5g/l EGCg 作用群では，対照群
と比較し，バイオフィルム形成範囲の減少や
死菌の割合の増加がみられた（図５）。 
 
図５．EGCg が P. gingivalisバイオフィルム

に与える影響の 3次元像 
(A)対照群 (B)50mg/l  (C)500 mg/l 
(D) 5 g/l EGCg 添加群 

 
さらに，透過型電子顕微鏡観察において，500 
mg/l および 5g/l EGCg 作用群では，細胞膜
の損傷，細胞質の変性および内容物の流出が
顕著に認められた（図６）。 
 
図６．EGCg が P. gingivalisバイオフィルム
に与える影響の透過型電子顕微鏡観察結果 



弱拡大像：(A)対照群 (B)50mg/l (C)500 
mg/l (D) 5 g/l EGCg 添加群 
強拡大像：(E) 対照群 (F)50mg/l (G)500 
mg/l (H) 5 g/l EGCg 添加群 
細胞膜の損傷（白矢印）により内容物の流出
（*）が認められた。 
また，ベシクル（黒矢印）の産生が顕著であ
る。 
 
②バイオフィルム形成に及ぼす影響の検索 
 EGCg が，P. gingivalisバイオフィルム形
成に及ぼす影響の定量的解析結果を図７に
示 す 。最小 発 育阻止 濃 度未満 の 濃 度
（sub-MIC）である 10 mg/l および 100 mg/l 
EGCg 作用群では対照群と比較し，有意に ATP
量の低下が認められた。 
 
図７．EGCg が P. gingivalisバイオフィルム
形成に及ぼす影響の定量的解析結果 

 

また，共焦点レーザー顕微鏡観察の結果，10 
mg/l および 100 mg/l EGCg 作用群では，対照
群と比較し，バイオフィルム形成範囲の減少
が認められた（図８）。 
 
図８．EGCg が P. gingivalisバイオフィルム
形成に及ぼす影響の 3次元像 

 
高濃度 EGCg 作用群において細胞膜損傷が認
められたが， sub-MIC EGCg 作用群では細胞
膜損傷は認められなかったことから，EGCg の
バイオフィルム形成抑制と形成されたバイ
オフィルムへの作用機序は異なるものであ
ると示唆された。 
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