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研究成果の概要（和文）：最近、日本で増えている感染症に肺MAC症があります。この病気は環境にいるMAC菌を吸い込
んで感染します. MAC菌は環境中や体の中でバイオフィルムを形成してMAC菌の除去を難しくしていると考えられていま
すが、その生態やバイオフィルム形成を制御する方法など不明な点が多くあります。本研究はバイオフィルムを形成し
ているメカニズムを解明するために行いました。MAC菌のバイオフィルムは低い酸素濃度と十分な栄養があるところで
形成され、細胞壁の糖脂質が重要な役割を果たしている事を明らかにしました。これらの知見を生かして環境中や生体
内のMAC菌を除く方法を探索していきます。

研究成果の概要（英文）：The incidence of pulmonary Mycobacterium avium complex (MAC) disease is 
increasing in Japan. This disease is generally developed by inhalation of MAC organisms occurring in the 
environment. MAC forms biofilm in the environment and hosts, and the biofilm can function to shelter MAC 
itself. Thus, the formed biofilm makes it difficult to eliminate MAC organisms from the infection sources 
and hosts. However, the biology and the regulatory mechanism of biofilm formation of MAC still remain 
unknown. The aim of this research is to elucidate these pending issues with the biofilm formation of MAC. 
We were able to demonstrate that the ambient hypoxia and eutrophic conditions promote MAC biofilm 
formation, and that glycolipids existing on the envelope of MAC, such as glycopeptidolipid, trehalose 
dimycolate, and trehalose monomycolate, are greatly involved in the formation of biofilm. Based on these 
findings, we are trying to find out measures that can effectively disinfect MAC organisms.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
    環境から感染する病原性菌が病原性を
発現する時にはバイオフィルムが寄与して
いると考えられています。即ち、感染源では
バイオフィルムが形成され、患者となる宿主
細胞への定着や侵入過程にバイオフィルム
が関わっていることが知られてきました。ひ
とたびバイオフィルムを形成すると消毒
剤・抗生剤に対して抵抗性が増すために感染
源における菌の除去や患者の治療が困難に
なっています。環境から感染する病原性菌の
バイオフィルムについては、接着から成熟化
の過程、クオラムセンシング、細胞間伝達物
質、２成分制御系などの形成・維持・病原性
の発現などについてわかってきました。 
 非結核性抗酸菌のうち Mycobacterium 
avium complex（MAC）は環境から感染する
病原性菌のひとつで、最近日本で肺感染症が
増加しているので公衆衛生上や医療上の重
要な問題になってきています。ところが、
MAC などの非結核性抗酸菌はシャワーヘッ
ドや浴槽の給水口などに存在してバイオフ
ィルムを形成していることがわかっていま
すが、接着から成熟化の過程、クオラムセン
シング、細胞間伝達物質、２成分制御系など
のメカニズムはほとんどわかっていません。
さらにバイオフィルムの生態や形成を促す
条件も十分にはわかっていませんでした。 
   
２．研究の目的 
  MAC菌のひとつMycobacterium avium 
subsp. hominissuis （MAH） のバイオフィ
ルムの生態や形成を促す条件を明らかにして、
その成果をもとに細胞間情報伝達物質を単離
同定してクオラムセンシングの制御機構を解
明することを目的としました。 
 
３．研究の方法 
(1) バイオフィルム形成因子の検討 1： 
バイオフィルムの形成を促す条件は菌種に
よって異なります。MAH や非結核性抗酸菌
は、水系の環境、浴室の浴槽の給水口、シャ
ワーヘッドや水道管の中などでバイオフィ
ルムを形成することがわかっています。水道
水は貧栄養ですから、貧栄養がバイオフィル
ムの形成を引き起こす因子ではないかと考
えて、通常の培地 (Middlebrook 7H9 broth、
富栄養)から炭素や窒素源を通常の 10％、0％、
水の条件で気液界面に形成される菌膜形成
（バイオフィルムの一形態です）を指標に検
討しました。また、MAH の類縁菌である結
核菌は環境中の酸素濃度の変化によって休
眠することが知られていることから、酸素濃
度の変化も検討しました。 
(2)  バイオフィルム形成因子の検討 2：抗
酸菌は豊富な糖脂質が細胞壁を覆っていて、
乾燥や化学的、物理的な攻撃を受けにくいこ
とが知られています。抗酸菌以外の菌ではバ
イオフィルム形成に多糖が大きな役割を果
たしていることが知られていますが、抗酸菌

では糖脂質がその役割を果たしている可能
性があると考えました。まず、MAH で最も
豊富な糖脂質である  glycopeptidolipid 
(GPL) の欠損株を自然発生的に得たので、 
バイオフィルム形成能について GPL 産生株
と非産生株の違いを検討しました。次にバイ
オフィルムを形成していない時の菌（浮遊
菌）とバイオフィルムを形成した菌の GPL
産生量を比較しました。また、GPL非産生株
に GPL を添加してバイオフィルム形成条件
で培養するとどうなるか検討しました。さら
に、GPLの産生能によって形態が異なるバイ
オフィルムは消毒剤に対する耐性能も異な
るかどうか、殺菌性の次亜塩素酸ナトリウム 
1000 mg/Lに曝露して効果を検討しました． 
 
(3) バイオフィルム形成時の糖脂質組成の変
化：その他の糖脂質もバイオフィルム形成に
関与している可能性があるので、浮遊菌とバ
イオフィルム形成菌の脂質を抽出して、乾燥
菌体 1 g あたりから抽出した総脂質を 2次元
TLC法で 3通りの展開溶媒で展開して網羅的
に比較検討しました。 
 
(4) 低栄養条件におけるバイオフィルム形
成：Middlebrook 7H11平板で 2-3日間培養し
て形成したマイクロコロニーをプラスチッ
ク板に接着させました。このプラスチック板
を低栄養液体培地に浮かせて、マイクロコロ
ニーがバイオフィルムを形成するかどうか
走査型電子顕微鏡をもちいて観察しました。 
 
(5) 細胞間情報伝達物質の探索：当初の実験
計画では、タンパク質を含まない低栄養条件
下でバイオフィルムを形成させて培地中に
遊離される細胞間情報伝達物質を硫安沈殿、
疎水性相互カラム、逆相カラムで精製し質量
分析で同定をこころみました。 
 
４．研究成果 
（1） バイオフィルム形成因子の検討 1：
低酸素、富栄養条件にするとMAH は気液界
面に厚い菌膜、すなわちバイオフィルムを形
成しました。それ以外の条件では形成されま
せんでした（図 1）。富栄養条件でバイオフ
ィルム形成が起きることは予想に反してい
ましたが、低栄養条件では異なるメカニズム

が働い
てバイ
オフィ
ルムを
形成し
ている
と推察
しまし
た。 
 
 

 
図 1. 環境から分離した MAH の 



バイオフィルム形成 
 
 
（2）  バイオフィルム形成因子の検討 2：
GPL 産生株は厚いバイオフィルムを形成し、
非産生株は薄い菌膜とガラス壁を遡上する
形状を示しました。環境から分離した菌 
OCU806株は、バイオフィルム形成時にGPL
の産生量が増加していました。また、GPL非
産生株に GPL を添加するとバイオフィルム
が肥厚化しました。バイオフィルムを形成す
ると消毒剤に耐性になることが知られてい
ます。浮遊菌は消毒剤次亜塩素酸ナトリウム
の殺菌作用に対して一時間以内に完全に殺
菌されましたが、バイオフィルムを形成する
と、GPL産生の有無にかかわらず、同様に耐
性になり 1時間曝露しても殺菌されませんで
した。以上の結果から、GPLが厚いしっかり
とした菌膜形成に重要であることが明らか
になりました。一方 GPL を産生しない株が
形成する薄い菌膜とガラス壁を遡上するよ
うな形態も同様の消毒剤耐性能をもつバイ
オフィルムであることがわかりました。 
 
（3） バイオフィルム形成時の糖脂質組成
の変化： 網羅的に検討した結果、 trehalose 
dimycolate (TDM), trehalose monomycolate 
(TMM) の含有量が浮遊菌に比べてバイオフ
ィルム形成菌では有意に減少していること
がわかりました。②、③から抗酸菌である
MAH のバイオフィルム形成には、糖脂質代
謝が変化することが必要であることがわか
りました。 
 
（4） 低栄養条件におけるバイオフィルム形
成：低栄養条件では異なるメカニズムが働い
てバイオフィルムを形成していると推察さ
れたので、低栄養条件下でプラスチック板に
接着したマイクロコロニーの成熟過程を観
察しました．すると、抗酸菌に特徴的な長い
桿菌の一部は細胞質が細胞外に放出されて、
細胞壁エンベロープが抜け殻のようになっ
ていました。同時に 1 µm未満の長さの小桿
菌が多く認められ、活発に細胞分裂を起こし
ていることがわかりました。この抜け殻様の
細胞壁エンベロープは富栄養条件下で形成
される菌膜では認められませんでした。従っ
て、MAH は低栄養条件下におかれると、一
部の菌が死滅して残りの菌に栄養を提供し
て菌の生き残りと増殖に寄与している、即ち
異なるメカニズムでバイオフィルムが形成
されていると考えられました。 
 
（5） 細胞間情報伝達物質の探索：当初の
予定通り実験を進めましたが、期待通りの細
胞間情報伝達物質は精製できませんでした。
その後、④の実験結果から、細胞質内のすべ
ての成分が培養液中に放出されていること
がわかったので、本方法では細胞間情報伝達
物質を特定することが困難であることがわ

かりました。 
（6） 結論： 気液界面に形成されるバイ
オフィルム（菌膜）は低酸素・富栄養条件下
で形成され、その形成には糖脂質が関与して
いることが明らかになりました。一方、低栄
養条件下でも一部の菌が栄養を提供するこ
とで増殖が進行して異なるメカニズムでバ
イオフィルムが形成されることが判明しま
した．このように抗酸菌のバイオフィルムの
新たな生態や形成を促す新たな因子を明ら
かにしました。今後、これらの研究成果をさ
らに発展させてバイオフィルム形成時にお
ける遺伝子発現の変化を網羅的に検討して
MAH のバイオフィルム形成制御システムを
明らかにして環境中や生体内の抗酸菌を除
く方法を開発していきます。 
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