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研究成果の概要（和文）：微生物が固体表面に付着して形成する高次構造体をバイオフィルムと
呼ぶ。バイオフィルムでは細胞が高密度に存在するため、細胞間コミュニケーションが頻繁に起
こり、個々の細胞が培養液中に浮遊した状態とは異なる挙動を示す。本研究課題では、環境微生
物がバイオフィルム形成に伴って発現するユニークな特徴を発見し、その分子機構を解析した。
さらに、バイオフィルム形成によって獲得するストレス耐性を各種環境汚染物質分解細菌に適用
し、地球にやさしい持続的環境修復技術の基盤開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Biofilms are highly structured community of surface attached 
microorganisms. Cell density in biofilms is so high enough to enable the member cells to 
communicate each other very effectively and express specific genes.  Experimental results 
unveiled several unique characteristics of the biofilm cells and molecular mechanisms 
behind.  Moreover, applying high stress-tolerance of the biofilm cells to pollutant 
degrading bacteria was successful in constructing base of sustainable environmental 
biotechnology. 
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１．研究開始当初の背景 
私達は油田細菌 Pseudomonas sp. MIS38 が

分泌する界面活性剤（バイオサーファクタン
ト）の活性発現機構およびその合成遺伝子の
解析において世界をリードし、研究を推進し
てきた実績を有する「Arthrofactin 合成反応
の分子メカニズム」(科学研究費補助金基盤研
究(C)H17-H18年度)。そのなかで、
Arthrofactin 合成反応が非常にユニークな
ものであることを実証し、Arthrofactin 分子

が細菌の固体表面への付着に関与することを
見出した（発表論文⑭その他）。また、海洋
性細菌において固体表面に付着した場合にの
みタンパク質分解酵素を分泌生産する現象を
見出した（遺伝子発現解析の後に論文⑧とし
て発表）。一方、新規環境汚染物質分解細菌
を 7属12種取得しそれぞれの諸特性解析結果
を25報の論文で発表し、ある種の環境汚染物
質分解細菌がバイオフィルムを形成すること
を予備的に確認していた（その特性を詳細に
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検討した成果を論文⑤として発表）。さらに
有用環境細菌のバイオフィルムに関連する論
文を精査し、総説論文として発表していた（
Morikawa M. (2006) J. Biosci. Bioeng. 101, 
1-8）。以上の背景と準備状況から、本研究課
題の着想に至った。 
 

２．研究の目的 
バイオフィルムとは微生物が固体表面上に

形成する高次構造体のことであり、細胞自身
と多糖などの細胞外マトリックスから成る。
バイオフィルムにおいて構成細胞は浮遊細胞
とは異なる微生物機能を発現する。具体的に
は、特異な酵素あるいは二次代謝産物の高生
産や温度や抗生物質などの外部ストレスに対
する耐性の飛躍的な上昇などが挙げられる。
これまで欧米を中心に病原細菌のバイオフィ
ルム形成や制御に関する研究が進められ、バ
イオフィルムは環境微生物の主要な存在形態
であり、その形成が微生物にとって重要な生
存戦略であることが指摘されている。 
 そこで本研究課題ではバイオフィルム利用
の立場から，産業的に重要な微生物として納
豆菌や環境汚染物質分解細菌および根圏細菌
などを取り上げ、それぞれのバイオフィルム
形成に伴う諸特性の観察およびバイオフィル
ム形成分子機構を分子レベルで解析する。以
上の研究から新規微生物機能の発見とその利
用技術基盤の構築を目的とした。 
 

３．研究の方法 
研究対象とする有用細菌について、各種培

養条件を検討しバイオフィルムを形成させる
。バイオフィルムを形成させる固体表面は、
ガラス、プラスチック、そして植物根を選定
する。得られたバイオフィルム細胞の環境耐
性および代謝活性を浮遊細胞と比較すると共
に、走査型電子顕微鏡や蛍光顕微鏡観察を行
なう。植物根表面にバイオフィルムを形成し
た場合は植物側への影響（成長速度など）も
調べる。さらに、細胞内での遺伝子発現レベ
ルを RT-PCR 法（逆転写酵素-ポリメラーゼ連
鎖反応法）、タンパク質発現レベルを 
SDS-PAGE 法（SDS-ポリアクリルアミドゲル電
気泳動法）によって比較解析し、バイオフィ
ルム細胞固有の特徴を明らかにする。また、
必要に応じて二種類以上の細菌を混合培養す
ることによって複合系バイオフィルムを形成
し、単一種バイオフィルムと諸特性を比較す
る。自然環境試料や複合系バイオフィルムに
おける細菌群集構造解析は DGGE 法（変性剤
濃度勾配ゲル電気泳動法）により行なう。細
胞種間で作用するシグナル分子について構造
解析を目的とした精製法を確立する。 
 
４．研究成果 

微生物が固体表面に付着して形成する高次
構造体をバイオフィルムと呼ぶ。バイオフィ
ルムでは細胞が高密度に存在するため、細胞
間コミュニケーションが頻繁に起こり、個々
の細胞が培養液中に浮遊した状態とは異なる
挙動を示す。本研究課題では、バイオフィル
ム形成に伴って発現するユニークな特徴を明
らかにし、その分子機構を解析した。 
 先ず、健康に関わる微生物群のバイオフィ
ルムについて検討を加えた。(1)骨形成に有用
な疎水性ビタミンK2の生産性について納豆菌
バイオフィルムを調べた。その結果、納豆菌
がバイオフィルムを形成することでビタミン
K2の菌体外生産性が５倍上昇することを発見
した。その生産機構について詳細に解析した
ところ、バイオフィルム形成に伴って細胞外
に蓄積するバイオサーファクタントが細胞膜
に局在するビタミンK2を溶解および放出させ

る主要因であることを見出した。その生理学
的な意義については現在のところ不明である
が、バイオフィルム形成およびバイオサーフ
ァクタントが有用物質の高効率生産に重要で
ある例を示すことが出来た（特許①）。(2)
トイレの悪臭の主要原因は便器表面に付着し
た細菌が発生するアンモニアである。そこで
、一ヶ月間洗浄しない便器表面から強固なバ
イオフィルムを形成する Staphylococcus 属
細菌T-02を取得した。本細菌は極めて高い尿
素分解酵素活性を有しており、阻害剤を用い
た実験結果等から、本酵素活性がバイオフィ
ルム形成に不可欠であることを発見した。ま
たバイオフィルムを形成した細胞では尿素分
解酵素遺伝子がさらに高発現していることか
ら、酵素生産とバイオフィルム形成が相乗作
用していることを明らかにした。一方、阻害
剤を添加することで、細菌の付着およびアン
モニア臭が低減できることを発見した（図１
；論文③）。 

図１．尿素分解酵素阻害剤による 
Staphylococcus T-02 バイオフィルム
形成の抑制効果 

A. バイオフィルム形成量  
HU, hydroxyurea; AHXA, acetohydroxamic 
acid ; BA, boric acid 

B. 浮遊細胞量（各阻害剤が細胞の生育を阻
害しないことを確認） 
 

(3)水質が良好な養殖魚水槽の底泥表面に形
成されたバイオフィルムから、残餌分解に関
係すると予想されるタンパク質分解酵素高生
産菌 SB-B1を単離した。本細菌は 
Pseudoalteromonas 属と同定された。SB-B1 
のタンパク質分解酵素生産性について培養条
件を検討したところ、振とうフラスコによる
浮遊細胞培養ではほとんど酵素活性が認めら
れず、静置フラスコによるバイオフィルム培
養で細胞外に著量の酵素活性が認められた。
当該遺伝子を同定したところ、その発現がバ
イオフィルム形成と連動していることが明ら
かとなった。これはある種の海洋性細菌では
、底泥に付着したときに泥成分であるタンパ
ク質を効率良く分解する制御機構が備わって
いることを明らかにしたものであり、このよ
うな水質浄化細菌の有効活用は栽培漁業の高
度化に貢献する可能性がある(図２;論文⑧)。 



 

 

 
図２．Pseudoalteromonas SB-B1のタンパク質
分解酵素活性（上）と同遺伝子 bmp1 発現量
（下）の経時変化比較 左；振とう培養 右
；静置培養（バイオフィルム） 
 
一方、微生物はバイオフィルムを形成する

ことによって、外部ストレスに対して高い抵
抗性を示す。例えば、食中毒細菌バイオフィ
ルムについてその加熱殺菌耐性を浮遊細胞と
比較したところ、いずれにおいても約10℃の
耐性温度差が認められた。 
 近年、汚染物質分解微生物を利用した環境
浄化技術が注目されているが、汚染現場へ導
入した有用微生物の定着率の低さや分解活性
の低下など持続性に関する問題点が指摘され
ている。そこで、本研究課題ではバイオフィ
ルム形成によって獲得するストレス耐性を各
種環境汚染物質分解細菌に適用し、地球にや
さしい持続的環境修復技術の基盤を開発した
。 
(4)研究室保有の石油分解細菌６種を比較検
討したところ、多環式芳香族化合物を分解す
るPseudomonas stutzeri T102株が最も高いバ
イオフィルム形成能を示した。続いてナフタ
レンを基質としてバイオフィルム細胞と浮遊
細胞の分解能力を比較したところ、前者は分
解開始までに4時間程度のラグタイム（遅延時
間）が存在するものの、その後は浮遊細胞よ
りも高速に分解が可能であり、70%分解に必要
な時間は10時間であった。これに対して浮遊
細胞では26時間を要した。また実際の原油汚
染土壌中におけるT102株の定着率を変性剤濃
度勾配ゲル電気泳動法により解析したところ
、バイオフィルム細胞は浮遊細胞よりも明ら
かに高く、2ケ月後においても分解活性のある
細胞が維持されていた。さらに、驚いたこと
に、バイオフィルム細胞自身のナフタレン分
解活性は浮遊細胞に比べてむしろ低く、バイ
オフィルムから遊離してくる細胞の活性が劇
的に高いことが判明した。以上の結果から、
バイオフィルムは高活性細胞を持続的に供給
する要塞の役割を果たしており、その利用に
よって効率的かつ持続的な汚染物質分解が可
能であることが示された(図３;論文投稿中)。 

 

 
 
 
 
 
 
 

図３．A. Pseudomonas stutzeri T102による
ナフタレン分解活性の比較 ■；バイオフィ
ルム ●；浮遊細胞 ▲；細胞なし 

B. バイオフィルム電子顕微鏡観察 
 

また、バイオフィルム形成に関する基礎的
な知見として、Pseudomonas 属細菌が生産す
る Arthrofactin 合成遺伝子制御に関して多
くの成果を得た。具体的には、Arthrofactin 
合成反応の最終段階を触媒するチオエステラ
ーゼは2種類あり、両者が共に機能することで
高い生産性が実現されていることを明らかに
した（論文⑭）さらに、Arthrofactin の細胞
外への輸送に重要な働きをするトランスポー
ターを発見しその機能解析を行なった（論文
⑨）。トランスポゾン Tn5を用いたランダム
突然変異株ライブラリーを作成した。ライブ
ラリーから Arthrofactin 合成活性を欠損し
たものを選択したところ、これまでに報告さ
れていない新たな合成遺伝子発現制御系を発
見した（論文②）。以上の研究成果により、
環境微生物のバイオフィルム形成機構に関す
る理解を深めると共にその利用範囲の拡大に
大きく貢献した。 
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