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研究成果の概要（和文）：各種材料表面上への浮遊細菌の付着性やバイオフィルム形成能を原子間力顕微鏡(AFM)を用
いて評価し、細菌やバイオフィルムが付着しにくい材料についての知見を得ることが目的である。その結果、グラッシ
ーカーボン、各種プラスチック、各種金属上のへの緑膿菌や海洋性ビブリオ菌の付着量やそれらの菌が形成するバイオ
フィルム付着量や形態をAFMを用いて評価することに成功した。またこれらの付着挙動が基板により異なる理由につい
て明らかにするために、バイオフィルム含有成分を含む水溶液とこれら基板上への付着仕事についても評価を行い、各
種細菌やバイオフィルムの付着量や形態と付着仕事の関係についても考察を行った。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to obtain knowledge about the materials on which the 
adhesion of microorganisms and biofilms is limited, revealed by AFM observation on the behavior of 
adhesion volume and shape of microorganisms and biofilms on various materials. It has been found that the 
adhesion volume and shape of microorganisms and biofilms are strongly dependent on the materials revealed 
by AFM observation. Adhesion work of the water containing some of the components of biofilms, such as 
alginate or rhamnolipid, on various materials has been also investigated, and the relationship between 
the adhesion work and the adhesion volume and shape of biofilms has been discussed.

研究分野：界面制御工学
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１．研究開始当初の背景 
 微生物誘起腐食(MIC)が水環境下での構造
材について問題となってきている。MIC の防
止には原因の１つであるバイオフィルム生
成の抑制が必要であり、そのためには浮遊細
菌の金属材料への付着を制御する必要があ
る。従来 MIC の防止・抑制の指標として、主
に材料の「抗菌性」が用いられていたが、「抗
菌性」と「バイオフィルム生成能」が一致し
ないケースが存在することがわかってきた。
その理由の１つとして「抗菌性」と「浮遊細
菌の付着性」が一致しない場合があるためと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を元に、各種材料表面への浮遊
細菌の付着性やバイオフィルム形成能を原
子間力顕微鏡(AFM)を用いて評価し、細菌が
付着しにくい材料、バイオフィルムが付着し
にくい材料についての知見を得ることが本
研究の目的である。そのために以下の研究を
行った。 
(1)グラッシーカーボン上への緑膿菌の付着
性について AFM を用いて評価を行った。 
(2)各種プラスチック基板（塩化ビニル、フ
ッ素樹脂、ポリプロピレン、ポリカーボネー
ト、ナイロン 6、ナイロン 6,6）上への①緑
膿菌の付着性や②バイオフィルム生成挙動
について AFM を用いて評価を行った。 
(3) 緑膿菌バイオフィルムの成分であるア
ルギン酸塩やラムノリピッドに着目し、これ
らを溶解した溶液や、菌の培養液をバイオフ
ィルムの模擬物質と考え、これらの溶液を各
種プラスチック上に滴下した際の接触角測
定から、バイオフィルムの付着仕事の評価を
行った。また、実際に菌液から発生したバイ
オフィルムを各種プラスチック基板に付着
させ染色することにより、バイオフィルムの
付着量との比較を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)各種基板(SS400, SUS304, リジンコート
プラスチック、グラッシーカーボン(GC))に
ついて、M9 培地で培養した緑膿菌(濃度 107

個 cm-3) を含む 1ml の培養液に、一定時間浸
漬し取り出したものを、AFM のタッピングモ
ードを用いて大気中観察を行なった。 
(2)①使用した菌液や浸漬条件は(1)と同様
である。観察を行ったプラスチックは塩化ビ
ニル、フッ素樹脂、ポリプロピレン、ポリカ
ーボネート、ナイロン 6、ナイロン 6,6 であ
る。 
(2)②バイオフィルムの作製には、実験室バ
イオフィルム加速生成試験機(Laboratory 
Biofilm Reactor; 以下 LBR)を用いた。LBR
の外観写真を図 1に示す。ポンプにより水道
水を循環させるが、途中の経路にファンを設
置し、効率よく落下大気中の細菌を巻き込む
構造である。また、水槽の温度は温度コント
ローラーにより約 30℃に保持した。基板をカ

ラム部に設置して、水道水を一定時間循環し
バイオフィルムを生成した後、装置を分解し
て基板を取り出した。バイオフィルムを生成
させた基板は(2)①に用いたのと同じである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 LBR の外観写真 
 
(3) 各種プラスチック基板としてポリプロ
ピレン、フッ素樹脂、塩化ビニル、ナイロン
66、ナイロン 6、ポリカーボネートの 6 種類
を使用した。それらの各種基板に以下の溶液
を注射器で1滴(約0.05mL)滴下したものにつ
いて、プリズムを用いて側面から顕微鏡観察
し、接触角を 10 回以上測定し平均値と標準
偏差を算出した。滴下した溶液は、緑膿菌バ
イオフィルムの主成分の1つであるアルギン
酸塩(本研究ではアルギン酸ナトリウムを使
用)の水溶液、それに緑膿菌バイオフィルム
の成分であり界面活性作用を有するラムノ
リピッドを添加した溶液、海洋性ビブリオ菌
の 1つである Alivibrio fisheri の培養液で
ある。また、プラスチック基板を菌液に漬け
バイオフィルムを付着生成させ、付着したバ
イオフィルムを染色し、それをエタノールに
つけることでエタノールを染色した。染色さ
れたエタノールを少量取り、染色したエタノ
ールの吸光度を測定した。この操作を各基板
に対し４回ずつ行った。 
 
４．研究成果 
(1)リジンコートプラスチックは表面が柔ら
かすぎて、SS400 は腐食が激しく、SUS304 は
腐食はおこらないものの、AFM スケールでは
水中の酸化に伴い、表面の凹凸が増すため、
これらは、AFM での菌付着の観察には適さな
いことがわかった。 
 一方、GC 上を 2時間浸漬した後の表面観察
像を図 2 に示す。図に示すように約 2μm×1
μm 程度の大きさの突起物が観察された。既
に報告されている超臨界 CO2乾燥処理を行っ
た緑膿菌バイオフィルムのSEM観察結果と比
較して、観察された突起物は緑膿菌であるこ
とがわかった。 
また、浸漬時間の増加に伴い、菌の付着量
が増加する傾向も見られた。具体的には、今
回の実験条件では、浸漬 1時間程度では緑膿
菌は殆ど付着しないが、2 時間程度で付着し



始めることがわかった。4時間浸漬した GC の
表面には、大小さまざまな緑膿菌の凝集塊が
観察でき、また、分泌物も見られたため、4
時間程度でバイオフィルムが形成し始める
ことがわかった。また、6 時間浸漬したグラ
ッシーカーボンの表面では、緑膿菌の凝集が
より進行するとともに、分泌物の量も増加し
ており、6 時間程度でバイオフィルムの形成
がより進行することがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ GC 表面の AFM 像(浸漬 2h) 

 
(2)①塩化ビニル、6 ナイロン、66 ナイロン
を緑膿菌液に2時間浸漬したものの表面観察
結果より、緑膿菌が観察できたため、塩化ビ
ニル、6ナイロン、66 ナイロンでの観察が可
能であることが分かった。一方、フッ素樹脂
を緑膿菌液に浸漬したものの表面観察結果
より、不明付着物の増加が観察できたが、緑
膿菌が見られなかったため、再現性を確認す
ることが今後の課題である。また、塩化ビニ
ルを緑膿菌液に 2時間と 3時間浸漬したもの
の表面観察結果より、緑膿菌が 2～3 時間程
度で塩化ビニル表面に付着することが分か
った。塩化ビニルを緑膿菌液に 6時間浸漬し
たものの表面観察結果より、大小さまざまな
緑膿菌の凝集塊と分泌物が観察できたため、
6 時間でバイオフィルム形成初期過程である
ことが分かった。 
 
(2)②基板の種類に関わらず、浸漬時間が増
加するとバイオフィルムのラフネスは徐々
に増加し、またバイオフィルムの成長量も増
加するが、3 日間以上ではほぼ一定になるこ
とがわかった。バイオフィルムの成長速度は、
他のプラスチックに比べ 6 ナイロンと 66 ナ
イロンが大きいことがわかった。成長したバ
イオフィルムのラフネスは、フッ素ゴム上が
一番大きく、次いで、6ナイロンや 66 ナイロ
ンであり、その他の基板上のバイオフィルム
のラフネスはそれらより小さかった。 
 
(3) プラスチック基板表面への各種液滴の
接触角の測定結果を図 3、図 4に示す。 
図３に 10g/Lのアルギン酸ナトリウム水溶
液20mLに(1)ラムノリピッドを添加していな
い溶液、(2)ラムノリピッドを 0.1mL 添加し
た溶液、(3)ラムノリピッドを 1.0mL 添加し

た溶液の液滴の接触角の平均値を示す。エラ
ーバーは標準偏差を示している。図 3よりラ
ムノリピッドの添加量が多いほど、接触角が
小さくなることがわかる。またプラスチック
基板の中でナイロン類の接触角が他に比べ
小さいこともわかる。 
図４に海洋性ビブリオ菌培養液の液滴の
接触角平均値を示す。エラーバーは標準偏差
を示している。図４より PP、フッ素上での接
触角が大きく、6N、66N 上での接触角が小さ
くなるなど、図３と同様の挙動を示すことが
わかる。 
図５に各種プラスチック基板を海洋性ビ
ブリオ菌培養液に一定時間浸漬した際のバ
イオフィルムの生成量の測定結果を示す。吸
光度が高いほどバイオフィルムの付着量が
多いことを示している。よって、図３～５よ
り模擬液の付着仕事が大きい基板ほどバイ
オフィルム付着量が多いという傾向が見ら
れることがわかった。 
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図３ 各基板に対する模擬液(アルギン酸 

ナトリウム＋ラムノリピッド溶液)の接

触角 

 

図４ 各基板に対する模擬液（海洋性 

ビブリオ菌培養液）の接触角 
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図５ 各基板に対する吸光度の平均値 
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