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研究成果の概要（和文）：体内挿入型医療器具上のバイオフィルム形成は慢性感染症の主要因である。その予防
対策として材料への抗バイオフィルム特性付与があり、本特性の定量的評価は非常に重要だ。本研究では、細菌
のバイオフィルム形成に伴う遺伝子発現変動を指標としたバイオフィルム定量法の構築に取り組み、
Escherichia coli K-12株をモデル細菌とし、浮遊状態時とバイオフィルム形成状態時との間でRNA発現量を網羅
的に比較した。結果、バイオフィルム定量に遺伝子発現変動が利用可能であり、対象となる遺伝子群はバイオフ
ィルム形成に関わる遺伝子群のみでなく、糖・アミノ酸・窒素代謝に関わる遺伝子群も有効なことが示された。

研究成果の概要（英文）：Biofilm formation in body-inserted medical devices is a major cause of 
chronic infections. As a preventive measure, it would be beneficial to provide materials with a 
biofilm prevention function, and it would be extremely helpful to have a quantitative evaluation of 
this function. In this study, we endeavored to construct a biofilm quantification method using gene 
expression changes associated with bacterial biofilm formation as an indicator. We also sought to 
comprehensively compare RNA expression levels between the suspended state and the biofilm-forming 
state using the E. coli K-12 strain as a model bacterium. Our findings suggest that gene expression 
changes may be useful for biofilm quantification. Moreover, we observed that not only genes involved
 in biofilm formation but also those involved in sugar, amino acid, and nitrogen metabolism are 
effective.

研究分野：生物化学工学

キーワード： バイオフィルム　定量法　遺伝子発現　マイクロアレイ法　RNA-seq法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　カテーテルなどの体内挿入型医療器具上では、バイオフィルム形成に端を発する感染症が生じやすい。バイオ
フィルムは細菌と細胞外高分子基質で構成された膜であり、抗生物質耐性をもつ。そこで、医療器具にバイオフ
ィルム形成抑制効果を付与が大切であり、その効果を定量的に評価する必要がある。本研究では、バイオフィル
ム定量法としてバイオフィルム形成に伴う細菌の遺伝子発現の変動を利用してきた。本法は医療器具の種類に依
らずバイオフィルム定量が可能であり、バイオフィルム形成過程を多様な代謝系の動きとして捉えることが可能
なため、新たなバイオフィルム形成抑制技術にもつながっていく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 カテーテルやステントは、血管・尿路・気道狭窄や閉鎖の場合に、ガスや液体の循環を確
保する目的で使用される。カテーテルやステントは、体外と体内とを結ぶ境界に位置するこ
とも多く、皮膚常在菌などの混入による感染症発生リスクが知られている。特に、治療中の
患者にあっては、体内の免疫システムが低下している場合も多く、感染症が重篤化する（時
に死亡につながる）ケースも少なくない。このように、カテーテルやステントが原因となる
感染症では、抗生物質の投与が効かない（あるいは効果が大変弱い）ことがしばしば問題と
なる。さらに、カテーテルやステント内の回路が閉塞する問題もある。 
 これらの原因として、病原体となる細菌に
よるカテーテルやステント内でのバイオフィ
ルム形成が挙げられる。バイオフィルムとは、
微生物とそれらが分泌する細胞外高分子基質
（EPS）を主成分とする膜状の三次元構造物
であり、微生物の生存戦略の一形態として知
られている（図１）。厄介なことに、感染症治
療に使用される抗生物質は、バイオフィルム
中の微生物には効果が無い（非常に弱い）こと
が知られている。したがって、カテーテルやス
テント内で生じるバイオフィルム形成の抑制
は、感染症の発生抑制に極めて有効な手段だ
と考えられる。 
 ところで、バイオフィルムは形成の進行度によって、その細胞数や EPS量、そして形状
の変化が知られている。我々はこれまで、さまざまな材料を対象とし、それらの表面上で生
じるバイオフィルムの形成抑制を検討してきた。この過程において、バイオフィルム量が多
かったサンプルと少なかったサンプルの材料表面を顕微鏡観察で比較したところ、どちら
も細菌の付着が確認された。このことから、バイオフィルム形成度合いは、細菌量（数）と
の間には必ずしも相関は無く、細菌が産生する EPS量と相関があると推定された。しかし
ながら、バイオフィルム形成と細菌量（数）、EPS量とを同時に比較する簡便な手段が無い
のが現状である。そのため、我々が取り組んできた材料（表面）の改変によるバイオフィル
ム抑制について、どのような材料（表面）がバイオフィルム形成抑制に「どの程度」効果が
あるのか、を数値化して比較することが困難で、研究の進行の妨げとなっている。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、微生物の持つ DNAと RNA発現情報を利用し、バイオフィルム中の細胞量
（数）と EPS量とを簡便かつ同時に比較可能な検出法を構築していく。さらに、構築した
バイオフィルム定量システムを利用し、我々が行っているカテーテル・ステント材料（表面）
の加工によるバイオフィルム形成抑制効果を数値化して比較検討につなげる。これにより、
バイオフィルム形成抑制に適した材料開発の加速が大いに期待できる。 
 
３．研究の方法 

 本研究では、バイオフィルム形成のモデル細菌として大腸菌(Escherichia coli K-12株)を
選定し、細胞バンクから購入した。また、医療器具の中でも尿路カテーテルを想定し、その
素材として利用されることの多いシリコーン基板をモデル素材とした。さらに、シリコーン
基板上でのバイオフィルム形成を加速させる目的で、バイオフィルム形成加速装置（以下
LBR）を設計・製作し、バイオフィルム形成試験を実施した。この時、バイオフィルム定量
には既存のクリスタルバイオレット染色法を使用し、バイオフィルムの同定にはラマン分
光分析法によるバイオフィルム成分検出を利用した。 
 続いて E. colli K-12株を一定時間で振とう培養あるいは LBR内で培養し、前者を浮遊状
態（suspension state、S）、後者をバイオフィルム形成状態（biofilm formation state,、B）
とし、それぞれ RNA 抽出を行った。抽出した RNA は、一色マイクロアレイ法もしくは
RNA-seq法にて網羅的に遺伝子発現を比較した。はじめに、マイクロアレイと RNA-seqの
遺伝子発現データから発現が変動している遺伝子を抽出し、変動遺伝子について Scatter 
PlotやMA Plotを用いてどのような傾向があるのか観察した。次に、全体の遺伝子発現デ
ータと変動遺伝子群のみの発現データから、浮遊状態やバイオフィルム状態でデータ値が
高かった遺伝子を 10ずつ抽出し調査した。 
 
 
 

図１．バイオフィルムの概要 



４．研究成果 

４−１. バイオフィルム形成試験 
 フリーズストックした大腸菌を LB
培地（10 mL）の入った試験管に植菌
し、37℃の恒温槽内で 100 rpmで 18 
h培養した。この培養液を LBR（1500 
mLの LB培地）に 100倍希釈で加え、
25℃雰囲気下でマグネチックスター
ラーにて攪拌しながら培養した。培養
22、23、24、25 h後、LBRからシリ
コンプレートを 2枚ずつ取り出し、そ
れらをクリスタルバイオレット染色
液中に 30 min 浸漬した。Scotchテ
ープ(3M)を各シリコンプレートサン
プルの 3か所に貼りつけ、そのテープ
をスライドガラスに転写し、色差測定
を行った（図 2）。LBR培養の 22 hか
ら 24 hの間でバイオフィルム量が増加し、培養 24 hで最大となり培養 25 hで減少してい
た。このことから、LBR培養では、24 hの時点でバイオフィルムが成熟し、大腸菌の死滅
が始まっていたと考えられる。 
 

４−２. S状態と B状態の遺伝子発現比較 

 前項にて、LBR内でのバイオフィルム成熟培養時間は 24 hと推定された。そこで、大腸
菌の死滅している可能性が低く、かつ得られるバイオフィルム量が多いと考えられる 23 h
培養し、そこから B状態の RNA抽出を行った。S状態と B状態の RNAサンプルを利用し
マイクロアレイ解析および RNA-seq解析を行った。なお、RNA発現解析に利用した RNA
試料は浮遊状態時の RNA 分解が進んでいたため発現変動の程度に不 確実性はあったもの
の、どちらの解析法の場合でも S状態の方が B状態と比較して発現している遺伝子の種類
が約 2.5倍多い結果となった。一 方、B状態で S状態に比べて遺伝子発現が上昇した遺伝
子には、マイクロアレイ法では一種のアミノ酸合成に関わる遺伝子がみられ、RNA-seq 法 
では尿素サイクルや TCAサイクル、リン脂質合成に関わる遺伝子が含まれていた。 以上、
バイオフィルムの定量には遺伝子発現変動が利用可能なこと、対象となる遺伝子群はこれ
までに報告されているバイオフィルム形成に関わる遺伝子群のみでなく、糖・アミノ酸・窒
素代謝に関わる遺伝子群の有効性が示された。 

 

 
 
 
 
 

図2. 培養時間とバイオフィルム量の継時変化 
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