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研究成果の概要（和文）：in vitro複合系バイオフィルムモデルを用いて、低濃度抗菌成分作用下におけるスト
レス応答によるバイオフィルム形成促進機構を検討した。最小発育阻止濃度以下（sub-MIC）のグルコン酸クロ
ルヘキシジン（CHG）作用後では、バイオフィルム量の増加が観察されたが生菌数の増加はみられなかったこと
から、マトリックス量が増加したものと推察された。sub-MICのCHGは、バイオフィルム中の細菌増殖ではなく、
細胞外マトリックスの産生に影響を与えることでBF形成を促進させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism of biofilm formation promotion 
by stress response under the action of low concentration antimicrobial component using in vitro 
complex biofilm model. After the action of chlorhexidine gluconate (CHG) below the minimum 
inhibitory concentration (sub-MIC), an increase in the amount of biofilm was observed but no 
increase in viable count was observed, so that the amount of matrix increased It was inferred. It 
was suggested that CHG of sub-MIC promotes biofilm formation by influencing the production of 
extracellular matrix, not bacterial growth in biofilm.

研究分野：保存治療系歯学
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１．研究開始当初の背景 
口腔内のバイオフィルムは、う蝕と歯周病
の二大疾患に深く関与している。そのバイオ
フィルムの制御法として、ブラッシングをは
じめとする機械的清掃に加え、それらが行き
届かない場所へ抗菌成分を含む歯磨剤や洗
口液などによる化学的制御が補完的に用い
られるようになった。その結果、バイオフィ
ルム深層部において、抗菌剤の浸透の遅延に
よる濃度低下が発生し、深層部に存在する細
菌の抗菌剤へのストレス応答により、クオラ
ムセンシング（QS）を誘導することが確認さ
れている。QS の誘導物質であるオートイン
デューサーの発現量の増加が、バイオフィル
ム形成を促進させ、病原性の亢進などの弊害
をもたらすことが報告されつつある。 
医科領域において、低濃度の抗生物質存在
下でバイオフィルム形成が促進されるとい
う報告がある（Kaplan et al.:Mbio 3, e00198-12, 
doi: 10.1128/mBio.00198-12, 2012）。また、う
蝕病原性細菌である Streptococcus mutansは、
単一でのバイオフィルム形成時よりも複数
菌混合培養において、バイオフィルム形成関
連遺伝子発現量と、マトリックスが増加する
ことが報告されている（Xiao J et al.: PLoS 
Pathog8(4):e1002623.doi:10.1371/journal.ppat.1
002623）。複合系において単一系とは異なる
バイオフィルム形成動態を示すことが明ら
かとなっている。さらに、異種細菌を共培養
した複合バイオフィルムモデルにおいて菌
体外マトリックス成分の増加が起こること
が報告されている。つまり、複合系バイオフ
ィルムモデルにおいて低濃度抗菌成分の作
用時にはさらにバイオフィルム形成量が増
加することが推察される。したがって、抗菌
剤による化学的制御の弊害が示唆され、新し
い化学的制御手法の確立が求められている。 
申請者らは、口腔洗浄液の抗菌成分がバイ
オフィルム深層部へ必要な濃度で浸透せず、
バイオフィルム内の細菌がストレス応答を
起こし、バイオフィルム形成を促進すること
と、口腔洗浄後に残存したバイオフィルム構
造体が、二次的バイオフィルム形成のための
土台となり、バイオフィルム形成が起こりや
すくなることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、口内環境に近い in vitro複
合系バイオフィルムモデルを用いて、低濃度
抗菌成分の暴露下におけるストレス応答下
でのバイオフィルム形成促進機構を明らか
にすることである。これにより、抗菌成分に
頼ったバイオフィルム制御の弊害の詳細を
明らかにし、バイオフィルムの構造体を標的
とした新たな化学的制御方法の意義を提示
する。 
 
３．研究の方法 
（1）in vitro 複合系バイオフィルムモデルの
構築 

96 個の Peg と呼ばれるポリスチレン製で加
工された突起物がマイクロプレートカバー
の内側に設置されている Calgary Biofilm 
Device (CBD)を用いた。 
Tryptone-yeast extract(TYE)培地にて培養し
調製した菌液 (OD600=0.6) を、 1:1:103 [S. 
mutans: S. oralis: A. naeslundii] の割合で混合
した。調整した菌液をあらかじめ唾液処理を
行った CBDに 200µl 分注し、12 時間嫌気培
養 (N285%, CO210%, O25%)することで初期
付着させたのち、0.1% sucrose含有 TYE培地
に移し４日間嫌気培養しバイオフィルムを
形成させた。培地は 12時間ごとに交換した。
４日後、1/10 MIC (0.06μg/ml) の CHG 添加
TYE液体培地(0.1% sucrose含有)中に2日間作
用させた（n = 4）。CHG非添加 TYE液体培地
中に 2日間作用させたものをコントロール群
とした。 
 
（2）形態学的観察 
①CBDから Pegを回収し、固定、脱水、蒸着
処理後、走査型電子顕微鏡を用いて観察した。 
 
②Calcein-AM および Rhodamine-B にて蛍光
染色を施し、共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)
を用いて XYZ 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。 
 
（3）定量的分析 
①バイオフィルムを LIVE/DEAD BacLight 
Bacterial Viability Kit にて染色したのち共焦
点レーザー顕微鏡で連続断層像を撮影し、得
られた画像から生菌死菌の割合をMetaMorph
画像解析ソフトを用いて算出した。 
 
②生菌数を、バイオフィルムを Pegから剥離、
回収したのち、BHI寒天平板上で嫌気培養を
おこない、コロニーカウント法により算出し
た。 
 
③バイオフィルム中の各種細菌の構成比を
解析するため、GenElute Bacterial Genomic 
DNA Kits を用いて回収したバイオフィルム
から DNAを抽出し、リアルタイム PCRにて
算出した。 
 
４．研究成果 
（1）in vitro 複合系バイオフィルムモデルの
構築 

図 1．バイオフィルム形成に用いた Calgary 
Biofilm Device 
 
Pegは、マイクロプレートカバーから切断し、



直接観察可能のため、そのまま各種解析にか
けることができる（図 1）。 
 
（2）形態学的観察 
①走査型電子顕微鏡画像 

図２．複合バイオフィル形成における
sub-MIC の CHG 作用群と対照群との走査型
電子顕微鏡画像の比較 
 
両群ともに、球菌主体とするバイオフィル
ムが観察された。また、コントロール群では
モノレイヤーのバイオフィルム構造が観察
されたのに対し、作用群ではマルチレイヤー
からなる厚みをもったバイオフィルム構造
が観察された（図２）。 
 
② CLSM三次元構築画像 
 

図３．Calcein-AMおよび Rhodamine-Bにて蛍
光染色を施した CLSM三次元構築画像 
 
緑が生菌、赤がバイオフィルム構造を示す。 
各スライス画像における、赤色で示すバイオ
フィルム構造の平均割合は、Control群 53％、
CHG 0.06 μg/ml群 77％、CHG 0.24 μg/ml群
80％であり、CHG 0.24 µg/ml 作用群では、
Control 群と比較してバイオフィルム構造の
有意な増加を認めた（図３）。 
 
（3）定量的分析 
①CLSM蛍光イメージング画像による解析 

図４．LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability 
Kitによる染色後の蛍光イメージング画像 
 
緑が生菌、赤が死菌構造を示す。連続断層
像の各スライス画像から死菌の割合を算出
した。Control群 44％、CHG 0.06 μg/ml群 46％、
CHG 0.24 μg/ml群 51％で、各群間で作用群に

増加傾向はみられるものの有意な差は認め
られなかった（図４）。 
 

 
図５．コロニーカウント法による生菌数測定
とリアルタイム PCR によるバイオフィルム
中の 3菌種の構成比 
 
②コロニーカウント法による生菌数 
生菌数は、各群間で有意な差は認めなかっ
た（図５）。 
 
③バイオフィルム中の各種細菌の構成比の
算出結果 
バイオフィルムを構成する各菌の割合も、
各群間で有意差を認めなかった（図５）。 
 
sub-MICの CHG作用後では、バイオフィル
ム量の増加が観察されたが生菌数の増加は
みられなかったことより、マトリックス量が
増加したものと推察された。 
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