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研究成果の概要（和文）：歯肉縁上バイオフィルムを可及的に再現することができるin situバイオフィルムモ
デルを用いて，デンタルバイオフィルム形成過程における構成細菌種の経時的動態を検索した。その結果，通性
嫌気性菌が主体であった細菌叢が，バイオフィルムの成熟とともに偏性嫌気性菌の割合を増すことが明らかとな
った。一方，菌体外多糖の形成量は経時的に増加し，また形成量に経時的な変化を認める糖成分があったが，一
定の傾向は認めなかった。また，新たな走査型電子顕微鏡観察法であるイオン液体を用いた方法において，バイ
オフィルム観察に適するイオン液体の評価を行った。

研究成果の概要（英文）：Using the in situ biofilm model that reproduces supragingival biofilm, we 
investigated the temporal dynamics of biofilm-forming bacterial species during the dental biofilm 
formation. As a results, the initial population of facultative anaerobic bacteria was replaced with 
the population of gram-negative anaerobic bacteria during dental biofilm formation. Also, in a 
method  using an ionic liquid that is a new scanning electron microscopy observation method, ionic 
liquids suitable for biofilm observation was evaluated.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： バイオフィルム　in situバイオフィルムモデル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

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，デンタルバイ
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。 
 口腔内には５００種類以上の細菌が存在
しており，これらの細菌の相互作用が病原性
に影響を及ぼしていると考えられている。デ
ンタル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，実際
の環境を模した複数菌種から構成されるバ
イオフィルムを用いた検討が必要である。   
我々は，ヒト口腔内でバイオフィルムを形

成する装置（in situバイオフィルムモデル）
を新規に開発し，バイオフィルム形成過程に
おけるバイオフィルム細菌数の経時的動態
を明らかにした。その結果，バイオフィルム
形成９６時間後までのバイオフィルム細菌
の生菌数の増加曲線はシグモイド状を呈し
た。デンタルバイオフィルムでは，経時的に
構成細菌叢が変化し，またそれに伴い菌体外
マトリックスにも経時的な変化を生じると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 in situ バイオフィルムモデルを用いてデ
ンタルバイオフィルムを作製し，経時的にサ
ンプルを取り出し，デンタルバイオフィルム
形成過程における構成細菌種および菌体外
マトリックスの経時的動態を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）デンタルバイオフィルム構成細菌叢の
経時的動態 
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（4－96
時間）にバイオフィルムサンプルを取り出し，
以下の解析に供した。 
②透過型電子顕微鏡による微細形態学的観
察 
 上記①項にて採取したサンプルを固定・脱
水後，エポキシレジンに包埋した。その後，
超薄切片を電子染色し透過型電子顕微鏡
(TEM)観察に供した。 
③16S rRNA シーケンス解析 
 上記①項にて採取したサンプルより，
PowerSoil® DNA Isolation Kitにて DNA を抽

出した。その後，16S rRNAをターゲットとし，
次世代シーケンサーIon PGM®を用いた
Pyrosequencing を行った。得られたシーケン
スデータは QIIME®を用いて解析した。 
 
（２）形成時期の違いによるデンタルバイオ
フィルムの比較 
①（１）①項の方法でバイオフィルムを作製
した。バイオフィルム形成開始時期を午前と
夜間に設定した。バイオフィルム形成８－１
６時間後にバイオフィルムサンプルを採取
し，以下の解析に供した。 
②定量的解析 
 上記①にて採取したサンプルより超音波
処理にてバイオフィルムを剥離し，コロンビ
ア血液寒天培地に播種した。Colony forming 
unit をカウントし，生菌数を算出した。 
③シーケンス解析 
 上記①項にて採取した試料を（１）③項と
同様の方法にて解析を行い，細菌叢の同定を
行った。 
 
（３）デンタルバイオフィルムの菌体外マト
リックスの経時的動態 
 上記（１）①項の方法でバイオフィルムを
作製した。バイオフィルム形成４－２４時間
後にサンプルを採取し，ConA-Alexa350，
ABA-FITC，WGA-Rhodamine にて染色後，共焦
点レーザー顕微鏡(CLSM)にて観察を行った。
得られたデータより画像解析ソフト Imaris
にてそれぞれの成分の定量を行った。 
 
（４）走査型電子顕微鏡によるバイオフィル
ム観察の新規方法の確立 
 Streptococcus mutansを用い，フローセル
モデルにてバイオフィルムの形成を行った。
作製したバイオフィルムを従来法およびイ
オン液体を用いた方法での走査型顕微鏡観
察に供した。イオン液体を用いる方法におい
ては，疎水度，粘調度などの異なる 4種のイ

オン液体（図１）を用いて比較検討を行った。
また，イオン液体が菌体外マトリックスに及
ぼす影響を検討するために，作製したバイオ
フィルムサンプルにイオン液体を作用させ，
TEM および CLSM にて観察を行った。TEM 観察
においては，ルテニウムレッド，CLSM 観察に
お い て は Concanacalin A- 



tetramethylrhodamine conjugateによる染色
を行った後，観察を行った。 
 
図１ 実験に用いたイオン液体 
 
４．研究成果 
（１）デンタルバイオフィルム構成細菌叢の
経時的動態 
①微細形態学的観察結果（図２） 
 TEM 観察にて，バイオフィルム形成４時間
後にペリクル様構造物に付着するグラム陽
性の球菌が認められた。バイオフィルム形成
８時間後，ペリクル様構造物上に層状に重な
った細菌が認めら，大部分がグラム陽性球菌
だった。１２時間後には，様々な大きさの球
菌や桿菌，線状菌など多種多様な形態の細菌
がみられた。バイオフィルム形成１６および
２４時間後には，バイオフィルム細菌の密度
が上昇し，活発に分裂している細菌が観察さ
れた。また、グラム陰性桿菌も認められた。
バイオフィルム形成７２時間以降には，バイ
オフィルム細菌の密度が低下した。また，グ
ラム陰性菌の増加やゴーストセルの出現が
みられた。 

 
図２ 微細形態学的観察結果 
 

②シーケンス解析結果（図３） 
 門レベルでは，バイオフィルム形成１6 時
間まで Firmicutes 門の増加が認められ，そ
の後 Fusobacteria 門および Bacteroidetes
門の増加がみられた。また，７２時間後に
Proteobacteria 門が急速に増加するサンプ
ルを認めた。一方，Bacteroidetes 門が緩や
かに増加するサンプルもあった。属レベルで
は，１２-１６時間まで Streptococcus 属の
増加を認め，その後 Fusobacterium 属および
Porphyromonas 属などの偏性嫌気性菌の増加
がみられた。Streptococcus 属は初期には全
細菌に占める割合が２０％以上であったが，
９ ６ 時 間 後 に は ５ ％ 以 下 と な っ た 。
Firmicutes 門の大部分が Streptococcus 属，
Fusobacteria門の大部分がFusobacteria属，
また Bacteroidetes 門は Capnocytophaga 属，
Prevotella 属，Porphyromonas 属が占めてい
た。 

 
図３ シーケンス解析結果 
a) 門 b)属 

 
（２）形成時期の違いによるデンタルバイオ
フィルムの比較 
 われわれの先行研究にて，バイオフィルム
形成における細菌数の増加は一定ではなく， 
バイオフィルム形成 12 時間後まで急速に増
殖し，その後増加速度が低下，48 時間後に再
び急速な増加を示した。そこでバイオフィル
ム形成時期の違いによるデンタルバイオフ
ィルムの相違につき検索を行った。 
 定量的解析の結果，いずれの時間帯におい
ても，日中と夜間に形成されるバイオフィル
ム量には有意差を認めなかった（図４）。 

 図４ 定量的解析結果 



 
 シーケンス解析の結果，個人差が認められ
たが，平均することで一定の傾向がみられた
(図５)。すなわち，日中と比較して夜間に形
成されたバイオフィルムは，Proteobacteria
門の割合が少なく，Fusobacteria 門および
Bacteroidetes 門の占める割合が高かった。 
 

  
図５ シーケンス解析結果 
 
（３）デンタルバイオフィルムの菌体外マト
リックスの経時的動態（図６，７） 
 
 菌体外多糖の形成量は経時的に増加した。
バイオフィルム形成８および２４時間にお
いて，糖成分の形成量の間に有意差を認めた。
また，Glc/NAc特異的レクチンであるWGAは，
バイオフィルム形成後８時間以前と１２時
間 以 降間に お いて有 意 差を認 め た 。
Gal/GalNAc 特異的レクチンである ABA は，バ
イオフィルム形成８時間以前と２４時間の
間で有意差を認めた。 
 
 

図６ CLSM 像 
 赤：WGA 青：ConA 緑：ABA 
 
 
 
 

図７ 定量結果 
 
（４）イオン液体を用いたバイオフィルムの
観察 
 従来の走査型電子顕微鏡観察法において，
水分を多く含むバイオフィルムは固定や乾
燥などの処理を行う必要がある。これに対し
てイオン液体を用いた観察法は，水分を含む
サンプルにおいて乾燥処理を行わず観察す
るものである。新たな走査型電子顕微鏡観察
の方法として，イオン液体を用いた観察法を
用い，バイオフィルムの観察を行った。 
従来の脱水・蒸着を行う方法でみられたバ

イオフィルムサンプルの乾燥が，イオン液体
を用いた方法にて改善された（図８）。 

 
図８ SEM 観察結果 
a) 従来法 b) [Ch][Lac] c) [C2mim][AcO] 
d) [C4mim][Tf2N] e) [P4,4,4,12][BF4] 
 
また，TEM 観察および CLSM 観察において，

イオン液体はバイオフィルムの菌体外マト
リックスに影響を及ぼさないことが明らか
となった（図９，１０）。 
 



 
図９ CLSM 観察によるイオン液体がマトリ
ックスに及ぼす影響の検索 
 

 
図１０ TEM 観察によるイオン液体がマトリ
ックスに及ぼす影響の検索 
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