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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、これまでの細菌を標的とした殺菌効果に頼ったバイオフィルム
(BF)制御から、マトリックスを標的とした抗菌成分に頼らない新しい制御法への戦略の転換の必要性を提言する
とともに、BFの剥離・分散効果に主眼を置いた新しいBF制御法を開発することであった。
　口腔内環境を再現した細菌培養システムと共焦点レーザー顕微鏡を用いた蛍光イメージング法により、殺菌効
果に頼ったBF制御の弊害を明らかにした。
　そして、新しいコンセプトに基づくバイオフィルム制御剤の開発を進めた結果、細菌増殖に影響を与えること
なく、BFの分散・剥離効果ならびに付着抑制効果を有する機能性糖脂質を見出した。

研究成果の概要（英文）： Chemical complements such as toothpaste and mouthrinses that contain 
antimicrobial agents have proven to be effective for the control of oral biofilm. However, we have 
demonstrated some adverse effects of antimicrobial agents. One adverse effect is that most of the 
antimicrobial agents failed to remove the biofilm structure. The residual structure may serve as a 
scaffold for the redevelopment of biofilm. Another effect is that low-dose antibiotics may promote 
bacterial biofilm formation. Taken together, future strategies that promote the biofilm matrix 
detachment are expected, without affecting bacterial growth targeting to polymeric substances.
 We have developed a novel antibiofilm chemotherapy targeting exopolysaccharide synthesis. Vizantin,
 a recently developed immunostimulating compound, possessed antibiofilm activity against 
Streptococcus mutans without affecting bacterial growth. This compound causes S. mutans biofilm to 
detach by altering its internal architecture.

研究分野：歯科保存学
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１．研究開始当初の背景 
	 口腔バイオフィルムは以下の特徴を持つ点
で、完全な殺菌・除去が理想とされる生体内
バイオフィルムとは異なった特有の性質を持
っている(Takenaka S et al.: J Oral Biosci 54, 
173-179, 2012)。 
（１）常在菌が存在する	  
（２）生体外から絶えず微生物の混入や伝
播を受ける外界と通じた特殊な環境にある	  
（３）生体内において外科的侵襲を伴わず
機械的に除去することが可能 
	 つまり、我々は例外なくバイオフィルム
と共存し、う蝕・歯周病の原因となる一方
で外界からの新たな病原細菌の定着を防ぐ
重要な役割を担っている。口腔内を無菌化
することは危険な状態であり、口腔バイオ
フィルムの量を制御しながらうまく付き合
う、すなわち「バイオフィルムとの共存」
が重要であると考えられる(Marsh PD: J 
Dent 38, S11-15, 2010)。 
	 しかし、これまで特に成熟バイオフィル
ムに対する制御はいかに細菌を短時間で死
滅させるかに焦点が当てられてきた。これ
は菌体外マトリックスが薬剤の浸透を妨げ
各種免疫機構に抵抗する(Stewart PS et al.: 
Nat Rev Microbiol 6, 199-210, 2008)ためであ
り、より強力な殺菌効果を示し浸透性に優
れる抗菌成分が注目されてきた。 
	 ところが、申請者らは強力な抗菌成分を
用いてバイオフィルム中のすべての細菌を
死滅させてもバイオフィルム構造が付着界
面に残ること、そして上述した特異な性質
をもつ口腔内において、残存構造がバイオ
フィルム再形成の起点となることを明らか
にした（図１；Ohsumi T et al.: PLoS ONE 
10(1): e0116647, 2015）。 

stained completely red, indicating that isopropyl alcohol treatment resulted in complete ab-
sence of viable bacteria.

S. mutans, which were pumped into the reactor for 15 min or 4 h in the secondary adhesion
phase, adhered to the residual structure and smooth surface on a resin composite under contin-
uous flow conditions. It was observed that the microorganisms tended to adhere to the struc-
tured surface. Three-dimensional reconstructed images revealed that viable bacteria appeared
to get caught in upstream edges of the disinfected biofilm clusters (Fig. 1B).

Cryosectioned images (Fig. 2) provided higher resolution of the deeper layers. Disinfected 72-
h structure showed no calcein-AM-positive cells (Fig. 2B and 2C), indicating that no microorgan-
isms in the biofilm were viable. The amount of the secondary adherent S. mutans cells (as green
images) on the disk without a structure (Fig. 2E and 2F) was less than that on the 72-h structure
(Fig. 2H and 2I). Viable cells on the disinfected biofilm structure showed a stratified pattern
(Fig. 2H and 2I). The percentage (calcein-AM/rhodamine-B) of attached viable bacterial cells
was 20.1 ± 14.4% after 4 h of secondary biofilm formation on 72-h disinfected structure, 0% for
the disinfected 72-h structure alone and 100% for the control (the disk without a structure).

Viable and total cell counts
Viable and total cell counts after 15 min of secondary adhesion phase on control (no biofilm
structure) and disinfected structures (24-h and 72-h) are shown in Fig. 3A and B. Rank order
of counts was as follows: 72-h group> 24-h group> control. There were significant differ-
ences among the three groups (p<0.05). The disinfected structure increased with time (Fig. 3B,
open bar), allowing to develop bacterial secondary adhesion. Fig. 3C and D show viable and
total cell counts after 4 h of secondary adhesion phase on control and disinfected structures
(72-h). Both counts in the 72-h group were significantly higher than those in controls
(p<0.05).

Figure 1. Three-dimensional reconstructed images of S. mutans biofilm stained with calcein-AM and rhodamine-B. Three-dimensional reconstructed
images of disinfected 72-h structure (A: control) and 4-h secondary biofilm on 72-h structure (B). Fresh planktonic S. mutans cells flowed into the completely
disinfected 72-h biofilm structure for 4 h. Viable bacteria were stained green by calcein fluorescence (white arrow), and appeared to get caught in upstream
edges of disinfected biofilm clusters.

doi:10.1371/journal.pone.0116647.g001
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図１	 in vitroバイオフィルムの共焦点顕微
鏡画像。殺菌処理したバイオフィルム構造
（赤）の上に新たな細菌の二次付着（緑）
が観察できる（白矢印）。二次付着は、バ
イオフィルムの残存構造があると促進され
る。緑：Calcein-AM、赤：Rhodamine-B	
 
 

	 この結果は、たとえバイオフィルム中の
細菌をすべて死滅させても付着界面に残存
したバイオフィルム構造は更なるバイオフ
ィルム形成の足場を提供することを意味し
ている。また、残存構造は抗原として働く
とともに、歯石形成を助長することも報告
されている (Takenaka S et al.: InTech, 2016 
[ISBN 978-953-51-2436-8])。 
 これらの知⾒から、これまでのバイオフ
ィルム制御の概念を転換する必要があると
考えた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は、 
（１）これまでの細菌を標的とした殺菌効
果に頼ったバイオフィルム制御から、マト
リックスを標的とした抗菌成分に頼らない
新しい制御法への戦略の転換の必要性を提
言すること 
（２）バイオフィルムの剥離・分散効果に
主眼をおいた新しいバイオフィルム制御法
を開発すること 
であった。 
（１）の目的達成の具体的方法として、抗
菌成分を作用させたバイオフィルムに起こ
る反応を解析し、殺菌に頼ったバイオフィ
ルム制御の弊害を理解してもらうために知
見を重ねることと、これまでの国内外の研
究成果をまとめ、総説を出版し理解を含め
ることとした。 
３．研究の方法 
（１）殺菌処理前後の口腔バイオフィルム
の三次元構造の比較	
	 直径 0.9mm、厚み 170µm のキャピラリー
ガラス中で 24 時間新鮮培地を灌流させる
ことで Streptococcus mutansバイオフィルム
を形成させた。Calcein-AM をキャピラリー
ガラス内部に送り込み２時間静置すること
で、バイオフィルム中の細菌に蛍光染色を
施した。２時間後、各種洗口液を五分間作
用させバイオフィルム中の細菌を殺菌した。
殺菌処理後のバイオフィルムを、DAPI およ
び Rhodamine-B で蛍光染色した。これら殺
菌処理前後のバイオフィルム構造を、共焦
点レーザー顕微鏡を用いて連続断層像を撮
影し、Imarisソフトウェアを用いて三次元
構築した。	
	
（２）sub-MIC量のグルコン酸クロルヘキ
シジン(CHG)が S. mutansバイオフィルム形
成に与える影響	
	 S. mutans UA159株をマイクロプレート
を用いて、1/2-1/32MIC の CHG を添加した
BHI 培地（0.5%スクロース添加）中で、24
時間培養した。24 時間後のバイオフィルム
量、糖量および三次元構造等について比較
検討した。	
	
（３）我々の研究グループは、口腔細菌叢
を変動させずにバイオフィルム構造の分



散・効果が得られる物質の探索を重ね、そ
の候補物質を見い出した。	
	 ビザンチン(Viz-S)は、結核菌やジフテリ
ア菌の細胞表層糖脂質をリード化合物とし
て創製した機能性糖脂質で、重篤な炎症性
障害を引き起こすことなく免疫系を活性化
する。今回、Viz-Sが、免疫活性化作用のほ
かに、S. mutansに対して増殖を抑制せずに
バイオフィルムの形成抑制効果をも有する
ことを見いだした。	
	 主な解析方法を以下に示す。	
①	24 穴プレートを用いて 1,5,10 および
50µM の Viz-S添加 BHI培地（0.5%スクロー
ス添加）中でバイオフィルムを形成させた。
形成したバイオフィルム量をクリスタルバ
イオレット法で測定するとともに、
Live/Dead kitを用いて蛍光染色を施し、共
焦点レーザー顕微鏡で構造を観察した。	
②	上記バイオフィルム中の gtfB, gtfC, gtfD, 
comD, LuxSの遺伝子発現量を解析した。	
③	ハイドロキシアパタイトディスクを 5,	
10,	50µM の Viz-Sに 1時間浸漬したのち、
フローセルチャンバー(Convertible Flow 
Cell)に装着した。無刺激唾液に１時間浸漬
後、S.mutans懸濁液を送り込み、24 時間培
養することでバイオフィルムを形成させ、
SEM にて観察した。	
④	付着に関与する遺伝子群への影響を解
析するため、5,	10,	50µM の Viz-S添加 BHI
中で S. mutansを４時間培養後の gtfB, gtfC, 
gtfD, Pac, GbpA, GbpB, GbpC, GbpDの各種
遺伝子の発現を解析した。	
	
４．研究成果	
（１）殺菌処理前後の口腔バイオフィルム
の三次元構造の比較	

図２	 洗口液作用前後のバイオフィルムの
共焦点画像（三次元構築像）。	
	 バイオフィルム中の細菌をすべて殺菌さ
せてもバイオフィルム構造は剥離せず、付
着界面に残存していた。	

	 実験に使用した６種類の洗口液すべてに
おいて分散・剥離効果はなかった。 
（２）sub-MIC 量のグルコン酸クロルヘキ
シジン(CHG)が S. mutansバイオフィルム形
成に与える影響	

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３	 バイオフィルム量(クリスタルバイ
オレット法) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４	 バイオフィルム中の糖量（µg/ml） 
 
	 sub-MIC量のCHG存在下でバイオフィル
ム形成が亢進した。 
 
（３）ビザンチンのバイオフィルム形成抑
制効果 
① 

 
 

 
 
 
 

 
 
図５	 増殖曲線。Viz-Sは S. mutansの増殖
に影響を与えない 

 
図６	 50µMのViz-S存在下で形成したバイ
オフィルムは洗浄により構造が剥離した。 

with 10 mM vizantin, the amount of biofilm was less than that for
the control and some areas of the hydroxyapatite discs were
observed to be without bacterial adhesion (Fig. 3C). By contrast, a
very small amount of biofilm was developed with 50 mM vizantin
(Fig. 3 D).

The number of microorganisms seen to adhere to the

hydroxyapatite surface using the bacterial adhesion assay
decreased with the concentration of vizantin. The mean number of
viable microorganisms that had attached during a 2-h period was
7.08 for the control, 6.95 for the 5 mM, 6.66 for the 10 mM, and 5.74
Log CFU for the 50 mM, groups. A significant difference was
observed between the control and the 50 mM group (p < 0.05).

Fig. 1. (A) Growth curves of Streptococcus mutans in the presence of sulfated vizantin. Values show average absorbance values for duplicate wells. Error bars were omitted for clarity.
(B) Biofilm formation in the presence of sulfated vizantin (lower). Photographs of crystal violet-stained microtitier plate well (upper). The result is shown as the mean ± SD of six
replicates. *p < 0.05, as compared with control. (C) Three-dimensional reconstruction images of S. mutans biofilm stained with SYTO9 and PI. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 2. A comparison of the gene expression in relation to the biofilm formation. Resuls are shown as the mean ± SD of six replicates. *p < 0.05, as compared with control.
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図７	 24時間培養後のバイオフィルム形成
関連遺伝子の発現量。gtf群の遺伝子発現の
バランスが崩れることでバイオフィルム構
造の分散が起こる。 
 
③ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Control 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
50µM 

 図８	 Viz-S処理したハイドロキシアパタ
イト表面へのバイオフィルム形成。Viz-S処
理した界面上でのバイオフィルム形成は抑
制された。 
 
④ ４時間培養後の付着関連遺伝子は、gtfB
および gtfCの発現上昇と、gtfD, GbpAおよ
び GbpCの発現低下がみられた。gtf群の発
現バランスの変化とともに付着関連遺伝子
の発現低下により、細菌付着が抑制された
と考えられる。 
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(B) Biofilm formation in the presence of sulfated vizantin (lower). Photographs of crystal violet-stained microtitier plate well (upper). The result is shown as the mean ± SD of six
replicates. *p < 0.05, as compared with control. (C) Three-dimensional reconstruction images of S. mutans biofilm stained with SYTO9 and PI. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 2. A comparison of the gene expression in relation to the biofilm formation. Resuls are shown as the mean ± SD of six replicates. *p < 0.05, as compared with control.
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The expression profile of the eight genes in relation to bacterial
adherence in S. mutans was determined following incubation for
4 h in the absence and presence of sulphated vizantin (Fig. 4). The
expression of gtfB and gtfC in the 10 mM and 50 mM groups was
significantly upregulated in comparison with that in the control
group (p < 0.05). By contrast, the expression of gtfD, GbpA and GbpC
was downregulated depending on the concentration of vizantin,
especially in the 50 mM vizantin group, by 0.8-, 0.4- and 0.4-fold,
respectively. The expression of Pac, GbpB and GbpD remained
unchanged.

4. Discussion

It has been reported that the TDCM derivative, vizantin, has
immunostimulating and antimetastatic properties and it demon-
strates considerably less toxicity than TDCM [15,16]. For example,

vizantin has a more potent prophylactic effect on the experimental
lung metastasis of B16-F0 melanoma cells, stimulating the macro-
phages to a greater extent than TDCM, without causing toxicity
[16]. Furthermore, we found that vizantin also contains antibiofilm
properties against S. mutans. Thus, we sought to evaluate the
impact of vizantin on bacterial adhesion and biofilm formation.

Initially, we investigated the influence of sulphated vizantin on
biofilm formation. It was found that sulphated vizantin did not
affect bacterial growth and biofilm formation (Fig. 1 and Fig. S 2).
These results were consistent with those obtained using confocal
laser scanning microscopy. Microorganisms !95%, identified as live
cells, in addition to biovolumes that had developed to the same
degree in the 5 mM, 10 mM and control groups, were shown in the
three-dimensional reconstruction images. However, when the
biofilm was developed in BHIB supplemented with 0.5% sucrose
containing 50 mM vizantin, the morphological structure became

Fig. 3. SEM micrographs of biofilm formation on the hydroxyapatite discs treated with sulphated vizantin at 24 h incubation. (A) 0 mM (B) 5 mM (C) 10 mM (D) 50 mM. Scale
Bar ¼ 20 mm.

Fig. 4. The expression profile of the eight genes in relation to bacterial adherence in S. mutans following incubation for 4 h in the absence and presence of sulphated vizantin. Results
are shown as the mean ± SD of six replicates. *p < 0.05, as compared with control.
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