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研究成果の概要（和文）： 
マクロライド系抗生物質であるアジスロマイシン(AZM)とエリスロマイシン(EM)の

Porphyromonas gingivalis バイオフィルムに対する効果を，静置系とフローセル系で作製した

2 種のバイオフィルムを用いて他の抗生物質と比較検討した。AZM は最小発育阻止濃度以下

(sub-MIC)で 2 種のバイオフィルムを，EM を含めた他の抗菌剤に比べ有意に抑制した。そのメ

カニズムは殺菌的，すなわち抗菌効果ではなく，バイオフィルムの構造やシグナル伝達等に影

響したと推察され，AZM の抗バイオフィルム作用によることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The effect of azithromycin (AZM) and erythromycin (EM), which were macrolides, on 
Porphyromonas gingivalis biofilms produced by both static and flow-cell model was 
evaluated, and was compared with it against other antibiotics. AZM inhibited 
significantly both two biofilms in comparison with the other medicines at sub-minimum 
inhibitory concentration. It was guessed that the mechanism influenced three-dimensional 
structure or the signal transmission in the biofilm, but not was bactericidal namely an 
antibacterial action. And it was shown that its effect caused by the anti-biofilm action 
of AZM. 
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者らのブループは，難治性根尖性
歯周炎罹患歯の根尖孔外に，バイオフィルム
を高頻度に検出し，根尖性歯周炎の難治化に

は根尖孔外バイオフィルムが関与しているこ
とを世界に先駆け報告した(J Endodon 28, 
679-683, 2002)。さらに，根尖孔外バイオフ
ィ ル ム か ら ， Porphyromonas gingivalis, 
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Fusobacterium nucleatum, Tanerella 
forsythensis等の歯肉縁下バイオフィルムか
ら同定されるグラム陰性偏性嫌気性細菌の他，
培養不可能で，未同定な細菌を高頻度に検出
し，一部の細菌種について，根尖孔外バイオ
フィルムにおける局在を明らかにした(Appl 
Environ Microbiol 71, 8738-8745, 2005)。 
バイオフィルムに対しては，機械的除去がそ
の抑制法の第一選択であるが，根尖孔外のよ
うに根管内から除去が困難な部位に形成され
たバイオフィルムに対しては主に根尖周囲外
科手術が適用されているが，抗菌剤等による
化学的コントロールが著効を示せば，極めて
有用である。我々のグループは，in vitro に
おいて P. gingivalis のバイオフィルムに対
し，浮遊系 P. gingivalis に感受性を示す抗
菌剤であるミノサイリンとメトロニダゾール
は，ほとんど効果を示さないことを報告した
(J Periodontol 74, 1647-1651, 2003)。バイ
オフィルムの抗生物質抵抗性の理由としては，
１）菌体外マトリックスの存在による薬剤の
透過性の低下，２）バイオフィルム細菌の増
殖速度の低下あるいは停止，３）クオラムセ
ンシングによる遺伝子発現の変化，などが推
察されている(Lancet 358, 135-138, 2001)。 
緑膿菌を用いた一連の研究で，細胞間の密

度依存的な遺伝子発現を制御するクオラムセ
ンシング関連物質の発現に関与する遺伝子を
変異させると，バイオフィルムの厚さや菌体
外マトリックスの減少が観察されることから，
バイオフィルムの成熟にはクオラムセンシン
グが関与していることが示された (Science 
280, 295-298, 1998)。また，緑膿菌のクオラ
ムセンシング関連物質（ホモセリンラクトン）
の発現および産生が，マクロライド系抗菌剤
であるアジスロマイシンによって抑制される
こ と が 報 告 さ れ た (Antimicrob Agents 
Chemother 45, 1930-1933, 2001)。 

根尖孔外バイオフィルムより高頻度に検出
された P. gingivalis は，緑膿菌と同じグラ
ム陰性細菌であり，アジスロマイシン等のマ
クロライド系抗菌剤が P. gingivalis のクオ
ラムセンシング関連物質の発現を抑制したり，
バイオフィルムの形成を阻害あるいは破壊す
ることができるのではないかと考え，本研究
を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，以下の点について検索するこ
とを目的とした。 
(1)各種P. gingivalis 株バイオフィルムに対

するマクロライド系抗菌剤の影響 
(2)各種抗菌剤がP. gingivalisバイオフィル

ムに及ぼす影響 
そして，得られた成果より根尖孔外だけでな
く，オーラルバイオフィルムの抑制法として，
マクロライド系抗菌剤の全身的あるいは局所

的投与の有用性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)使用菌株，培地と培養条件 
Ⅰ 〜 Ⅳ 型 線 毛 を 持 つ  Porphyromonas 

gingivalis 381(Type Ⅰ 線 毛 保 有 株 ) ，
HW24D1(TypeⅡ線毛保有株)，6/26(TypeⅢ線
毛保有株)および W83(TypeⅣ線毛保有株)の
４株を使用菌株とした。培地には 5 μg/ml
ヘミンと 1 μg/ml メナジオンを添加した
GAM 培地を用い，37℃，嫌気条件 (90%N2，
5%CO2，5%H2) 下で培養した。 
(2)抗生物質 
 抗生物質は，15 員環マクロライド系抗生物
質のアジスロマイシン (AZM)，14 員環のエリ
スロマイシン (EM)，アンピシリン (ABPC)，
オフロキサシン (OFX)およびゲンタマイシ
ン (GM)を用いた。 
(3)薬剤感受性試験 
 96 穴マイクロプレートを用い， P. 
gingivalis 381 株に対する AZM，EM，ABPC，
OFX および GM の最小発育阻止濃度 (MIC) を
日本化学療法学会標準法に従い測定した。 
(4)抗生物質が静置系 P. gingivalis バイオ

フィルムに与える影響の検索 
 P. gingivalis の各種菌株を 96 穴マイク
ロプレートに播種し，37℃，3 日間，嫌気条
件下にて培養し底面にバイオフィルムを形
成した。その後，各種抗生物質を連続希釈法
により最終濃度が 3.9×10-3〜640 μg/ml と
なるよう添加し，さらに 3日間培養した。コ
ントロールには培地のみを添加した。バイオ
フィルムの定量は 1% クリスタルバイオレッ
トにて染色，エタノールにて溶出後，吸光度
をプレートリーダー(Model 680，BIO-RAD，
USA)を用い波長 595 nm にて測定した。 
(5)抗生物質がフローセル系 P. gingivalis 

バイオフィルムに及ぼす影響 
① バイオフィルムの作製 
 バイオフィルムの作製は， modified 
Robbins device (MRD) を用い，唾液処理し
たハイドロキシアパタイト (HA) ディスク
に P. gingivalis 381 株の菌液を 14 日間，
37℃，嫌気条件下，流速 3.3 ml/分にて灌流
し，バイオフィルムを形成した (n=10)。そ
の後，各種抗生物質を 0.125，1，10 μg/ml
の濃度で 3日間添加し，抗生物質がバイオフ
ィルムに与える影響について検索した。フロ
ーセル系では抗生物質として AZM，EM および
GM を供試し，コントロールは培地のみを灌流
した。 
② 生物学的検索 
 バイオフィルムの生物学的検索は，ATP kit 
(AF-3X2，DKK-TOA 株式会社，東京) を用い，
バイオフィルム細菌の生物発光量を測定す
ることにより行った。MRD にて形成したバイ
オフィルムサンプルを 1 ml の蒸留水中で超



 

 

音波処理 (4℃，30 分)を行い，バイオフィル
ム細菌を HA ディスク上から剥離した。その
後，メーカー指示に従いサンプルを処理し，
生物発光量を ATP アナライザー(AF-100，
DF-10，TOA，東京)を用いて測定した。 
③ ３次元的観察 
 MRD を用い，セルロイドディスク上に形成
したバイオフィルムサンプルを Live/Dead® 

BacLightTM Bacterial Viability Kit を用い
室温で 15 分染色後，共焦点レーザー顕微鏡 
(CSLM，LSM 510; Carl Zeiss，Germany) 観
察に供した。得られた画像は画像解析ソフト
(Imaris®; Bitplane AG，Switzerland)にて画
像処理を行った。 
④ 統計学的解析 
 得られた結果は Student's t test にて統
計処理し，p < 0.005 で有意差判定を行った。 

(6)マクロライド系抗菌剤が影響を与える遺
伝子の同定及びタンパクの発現量に及ぼ
す効果の検討 

 P. gingivalis 菌株を MRD にて 14 日間培
養し，マクロライド系抗菌剤をさらに７日間
作用させ，上清を除去後プレートに付着した
細菌を回収し，total RNA を抽出した。クオ
ラムセンシングにより制御されている既知
の遺伝子について，各々の特異的なプライマ
ーを作製し，リアルタイム PCR にて定量し，
抗菌剤の影響を検索した。次に菌体および培
養液からタンパク質を精製し，二次元電気泳
動システムを用いて分離後，マクロライド系
抗菌剤の添加前後で発現量に差の認められ
たものについてゲルより切り出し，抽出し同
定を行った。 
 
４．研究成果 
(1)薬剤感受性試験 

4 種の P. gingivalis 菌株に対する各種抗
生物質 MIC を表１に示した。4 菌株の浮遊系
菌体細胞は，AZM，EM，OFX には感受性を示し
たが，一部の菌株は ABPC と GM には感受性を
示さなかった。 

(2)抗生物質が静置系 P. gingivalis バイオ
フィルムに与える影響 

 結果のまとめを表２に示した。AZM と EM は

いずれの P. gingivalis 菌株の静置系バイオ
フィルムに対しても，Sub-MIC 以上で抑制効
果を示した。しかし，他の3種の抗生物質OFX, 
ABPC, GM は，抑制効果がないかあるいは MIC
以上でバイオフィルム抑制がみられ，顕著な
抗バイオフィルム作用はみられなかった。 

 
(3)抗生物質がフローセル系 P. gingivalis

バイオフィルムに与える影響 (p < 0.005) 

図1 AZM，EM, GMの静置系 P. gingivalis バ
イオフィルムへの影響 

(抗菌剤)   381   HW24D1  6/26   W83(菌株)

AZM    0.5    0.3    5.0    0.6 

EM     0.5    0.16   1.25   0.16  

OFX     0.5    0.6    1.25   0.3 

ABPC    0.08   2.5    0.08   640 

GM      2000   320    10.0   640

表１ 各種抗菌剤のMICs (μg/ml ) 

sub-MIC以上で

抑制効果あり

MIC以上で 

抑制効果あり 
抑制効果なし

381 

HW24D1 

6∕26 

W83 

AZM, EM   ABPC, OFX       GM 

AZM, EM        OFX       ABPC, GM 

AZM, EM        ABPC      OFX, GM 

AZM, EM        OFX       ABPC, GM

菌株 

表２ 静置系バイオフィルムに対する 
各種抗生物質の効果 

＊＊ ＊＊ 

＊＊ ＊＊ 

＊＊ 



 

 

 静置系バイオフィルムに対し，効果がみら
れた AZM と EM，およびほとんど効果がみられ
なかった GM を用いて本実験を行った。AZM は
sub-MIC である 0.125 μg/ml においてもフロ
ーセル系 P. gingivalis バイオフィルムを有
意に抑制し，EM と比較してより有用であるこ
とが明らかとなった(図 1)。 GM は P. 
gingivalis バイオフィルムを抑制しなかっ
た(図 1)。3 次元像においても，AZM は顕著な
バイオフィルム抑制効果が確認されたが，
0.125 μg/mlでは死菌(赤色)はほとんど確認
されなかった（図 2）。したがって、この抑制
作用は殺菌的ではなく，バイオフィルムの構
造自体や，シグナル伝達機構等に影響したも
のと推察された。MIC 以下で臨床応用可能で
あれば，耐性菌の出現が抑制可能であり，極
めて有意義な薬剤としての地位が確立され
ると考えられる。一方，これら 2種のマクロ
ライド系薬剤のバイオフィルムに対する作
用機序は不明であり，この効果がクオラムセ
ンシング阻害であるか，菌体外マトリックス
破壊によるか等，抗バイオフィルム薬として
の作用機序を明確にすることが必要である。 
 

図 2 AZM 作用時の P. gingivalis バイオ  
フィルムの 3次元像 

 

(4)マクロライド系抗菌剤が影響を与える遺
伝子の同定及びタンパクの発現量に及ぼ
す効果の検討 

 クオラムセンシング制御遺伝子に対する
プライマーを作製し，AZM あるいは EM を作用
させ P. gingivalis バイオフィルム中でのリ
アルタイム PCRにより遺伝子の発現量につい
て定量解析を行っている。研究期間内に発現
量に有意差がみられた遺伝子を同定するこ
とはできなかったが，継続して検索中であり

マクロライド系薬剤のクオラムセンシング
への作用は近い将来明らかになると考えて
いる。 
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