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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

バイオフィルムとは，一般的な定義においては物質
表面に付着した微生物集団と微生物が生産する EPS
（Extracellular polymeric substance）からなる 3次元構造
体を指す。バイオフィルムは，排水処理，発酵工業，微
生物燃料電池など，工業的プロセスとも関係が深い。バ
イオフィルムを形成した微生物細胞は，浮遊状態の細胞
とは異なる挙動を示す。バイオフィルム状態の
Pseudomonas aeruginosa が浮遊状態と比較して 3オー
ダー高い濃度のトブラマイシンに耐えうることが示され
ているほか1)，免疫系に対して高い耐性を示す事も知ら
れている2)。また，Escherichia coliの遺伝子発現プロファ
イル研究においては，実に 38％の遺伝子が浮遊状態と
は異なる発現を示すという報告もある3)。これらの知見
は，バイオフィルム中の微生物は浮遊状態の微生物とは
根本的に性質を異にすることを示唆している。従ってバ
イオフィルム中の微生物を制御するためには，バイオ
フィルム状態の微生物そのものを研究する必要がある。
本総説では，バイオフィルム研究技術の現在を概観する
とともに，現在我々のグループが取り組んでいる新規バ
イオフィルム研究技術について紹介してゆく。
バイオフィルムの生育環境は土壌・海洋環境から人体
まで多様であり4)，そのため研究技術も生態学的手法か
ら分子生物学的手法まで幅広い。Methods in Enzymology
の 3分冊においてフィールドワークにおける採取技術か
ら in vitro 培養解析技術まで幅広いバイオフィルム研究

手法が網羅されているほか4–6)，その全体像については
優れた総説7) があるので参照されたい。

in vitro 培養解析技術に話題を絞れば，マイクロタイ
ターアッセイ法は，おそらく最も汎用されているバイオ
フィルム研究技術の一つである。マイクロタイタープ
レートにバイオフィルムを形成させ，様々な因子がバイ
オフィルム形成に与える影響をスクリーニングするマイ
クロタイターアッセイ法は（図 1），バイオフィルム形
成関連因子の探索に広く用いられている。McEldowney
と Flecher らは，1986年の各種化学物質のバイオフィ
ルム形成への影響を研究において，この手法を初めて
用いている8)。その後，O’Toole と Koltor らはこれを
Pseudomonas fl uorescenceのバイオフィルム特異的遺伝
子を探索するのに適用し9)，以後バイオフィルム形成異
常変異株などのスクリーニングを行う最も普通の方法の
一つとなっている。図 1Bに P. aeruginosa PAO1変異株
と野生株のバイオフィルム形成の差を示す。このよう
に，ある因子がバイオフィルムの形成に正負いずれの影
響を与えるかを容易に知る事ができる。そのプロトコル
が実践しやすく，多条件を同時に比較しやすい利点を持
つことから，バイオフィルム形成に対する各種因子の影
響を研究する目的には大変有用な手法である。
一方で，マイクロタイターアッセイは回分培養である
ことから，バイオフィルムの構造的特徴の変遷を経時的
に追跡するには適さない。そこで，共焦点レーザー顕微
鏡観察法と連続培養法を組み合わせ，バイオフィルムの
三次元構造を経時的に観察する方法が開発されてきた。
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バイオフィルムの観察は，電子顕微鏡を用いたものが
1970年代から 1980年代にかけて盛んに行われ，現在で
も高解像度が必要な場合に用いられている10–12)。しかし
ながら近年，共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いた観察が
より一般的となりつつある13)。共焦点レーザー蛍光顕微
鏡では，試料と共焦点な位置に置かれたピンホール板を
備え，特定の焦点面から放たれた蛍光シグナルを検出す
ることができる（図 2A）。焦点面を徐々にずらしながら
走査することで，蛍光を放つ物質の空間分布を再構築す
ることができる。電子顕微鏡法では試料の脱水処理が必
要であるのに対して，共焦点レーザー蛍光顕微鏡では無
処理のバイオフィルムの三次元構造を研究することがで
きる。また，形質転換により微生物細胞に GFP などの
蛍光タンパク質を生産させられれば，共焦点レーザー蛍
光顕微鏡法で生きたバイオフィルムの三次元構造が観察
可能である。バイオフィルムの三次元構造を可視化する
手法としては，蛍光タンパク質を用いる方法の他に，蛍
光色素染色法と共焦点レーザー蛍光顕微鏡法を組み合わ

せる方法があり，蛍光色素染色法ではバイオフィルムの
様々な構成要素の分布を可視化することができる点で有
利である14–16)。しかしながら，蛍光色素による染色はし
ばしば細胞の生理状態の変化を引き起こすため17)，バイ
オフィルム三次元構造の経時的な観察には通常用いられ
ない。
フローセル法は，このような共焦点レーザー顕微鏡に
よるバイオフィルム構造の経時的観察を行うために広く
用いられている一種の連続培養法である7,18)。フローセ
ルとは，一般的にはカバーガラスで蓋をされた流路であ
る。培地が流路を通過し，カバーガラス上にバイオフィ
ルムが形成されるので，これを共焦点レーザー顕微鏡で
観察する事が出来る（図 3）。培地はポンプによって培
地ボトルから供給され，フローセルを通過して廃液ボト
ルに捨てられる。フローセル法においては，微生物細胞
に蛍光遺伝子発現レポーターを組み込む事で遺伝子発現
の時空間的局在を追跡する事ができる。また，それぞれ
異なる蛍光タンパクを発現させる事で複合微生物系内で
の優占化や微生物種同士の位置関係などを追跡する研究
等も行われている19)。フローセル法は，マイクロタイ
ターアッセイ法のように多条件を比較する研究には適さ
ないが，バイオフィルムの三次元構造について経時的な
研究を行う際には優れた手法である。この利点を生かし
てバイオフィルムの形成過程の経時観察が盛んに行わ
れ，バイオフィルムの形成が，①微生物の固体表面への
付着とマイクロコロニーの形成，②マイクロコロニーの
成長と成熟化，③バイオフィルムの崩壊と再生，の各段
階からなることが解明された20)。このような背景から，
バイオフィルムの生態を理解するためには，時間軸に
沿った変化，すなわち経時的プロセスの解明が必要であ
るという認識が広まりつつある。

2.　バイオフィルム研究技術の進展

前章で述べたように，共焦点レーザー蛍光顕微鏡観察
やフローセル法といった技術の活用により，バイオフィ
ルムが時間と共にダイナミックに変化して行く構造体で
あることが明らかにされてきた。しかしながらこのよう
な時間的プロセスの解析は，形質転換系が確立された微
生物について，穏和な環境条件下で行われたものが大部
分である。では，実環境バイオフィルムはどのような時
間的プロセスを演じ，厳しい環境はそのプロセスにどの
ような影響を与えるのだろうか？あるいはまた，そのよ
うなバイオフィルムの時空間的変化は，微生物の生存戦
略においてどのような役割を果たしているのだろうか？

図 1．（A）マイクロタイターアッセイの手順。バイオフィルム
を形成しなかった細胞は染色液とともに除去される。（B）
染色後の 96穴マイクロタイタープレートの写真。バイオ
フィルムが形成されたウェルは紫色に染色される。野生株
（左）よりバイオフィルム過剰形成株（右）では染色の程
度が著しく強い。好気環境における試験では，しばしば気
液界面にリング状のバイオフィルムが形成される。

図 2．共焦点レーザー蛍光顕微鏡法（左）と共焦点反射顕微鏡
法（右）の原理の比較。

図 3．一般的なフローセル法用のセットアップ。フローセル直
前に気泡除去用のトラップを設置する場合もある。
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これらの疑問に取り組むために，我々のグループでは，
非破壊（intact）と同時解析（simulatanous analysis）を
キーワードとしたバイオフィルム研究技術の改良，開発
を進めてきた。

3.　intact なバイオフィルムの可視化技術としての

共焦点反射顕微鏡法

共焦点レーザー蛍光顕微鏡法を用いたバイオフィルム
のリアルタイム観察は前述のように極めて有用な手法で
あるが，その適用範囲に原理的な限界がある。第一に，
蛍光タンパク質を発現させるためには対象となる微生物
の形質転換系が確立している必要がある（ただし強く安
定した自家蛍光を持つ微生物は除く）。第二にはバイオ
フィルムの生育環境が蛍光タンパク質の正常に機能する
環境であることが必要である21)。また，形質転換系が確
立している微生物であっても，タンパク生産が正常に行
われる生理状態でなければ可視化できない場合が多い。
このため，極限環境におけるバイオフィルムや，形質転
換系の確立していない微生物種（微生物全体の大多数と
考えられる）のバイオフィルム，あるいは殺菌処理下や
VBNC 状態などタンパク生産が不活性な状態のバイオ
フィルムについては，その三次元構造の経時的変化に関
する知見が非常に限られているのが現状である。一方で
近年，バイオフィルムを構成する種や生育環境の多様
性 22–24)，また殺菌処理に対する抵抗性25–26) などが明らか
となっていることから，多様な微生物種や生育環境，細
胞の生理状態におけるバイオフィルムを可視化すること
には大きな社会的ニーズが潜在していると考えられる。
蛍光タンパク質の発現，脱水処理および色素染色のい
ずれも必要としないバイオフィルム三次元構造の可視化
法があれば，完全に intact な生きたバイオフィルムの 3
次元構造を，生育環境やバイオフィルムを構成する微生
物種，あるいはまたその生理状態などを問わずに研究す
ることができると考えられる。そこで我々が着目したの
が共焦点反射顕微鏡法（Confocal Reflection Microscopy: 
CRM）27) である。CRM とは，共焦点顕微鏡を用いる反
射顕微鏡法である（図 2B）。先述した共焦点レーザー蛍
光顕微鏡法では，蛍光タンパクまたは蛍光色素が放つ蛍
光をシグナルとして検出するのに対し，CRM では対象
物が照明光を反射した反射光をシグナルとして検出する
点が大きく異なる（図 2）。反射光をシグナルとして利
用するために，対象となる細胞を形質転換したり，蛍光
色素で染色したりすることなく三次元構造を可視化する
ことができる。本法は主に動物生理学の分野で用いられ
ていたが，動物細胞は多くの場合殆ど透明で反射率が極
端に低く，骨等の硬組織の表面走査を行う場合以外に
は，高反射性物質で染色する必要がある27–28)。そのた
め，蛍光色素と蛍光顕微鏡法の急速な発達以降，この方
法が同分野で用いられることは極端に少なくなってい
る28)。
一方で，液体培地中で微生物細胞が増殖すると，培養
液の Optical Density は上昇する（つまり光線透過率が
低下する）。このことは微生物細胞が光線を拡散させて
いること，すなわち微生物細胞がある程度の光線反射率
を持つことを示している。この性質を利用して，微生物

細胞で形成されたバイオフィルムの三次元構造は，高反
射性物質で染色しなくとも，CRM を用いれば可視化で
きる。CRM がバイオフィルムの可視化に用いられた前
例はあるものの，その存在と有用性が広く認知されてき
たとは言い難い。また，原法では，バイオフィルムが物
質表面に付着している場合には，バイオフィルム内の細
胞を可視化することはできるものの，バイオフィルムの
深さにより信号強度が著しく変動するために，バイオ
フィルムの全体像を可視化することはできないという問
題もあった。
そこで我々は，共焦点反射顕微鏡法に改良を加え，

intact なバイオフィルム観察法として広く活用できる事
を示してきた。共焦点顕微鏡の各種設定を焦点面ごとに
最適化しつつ走査する Continuous optimizing 法を考案
し，Continuous optimizing法を用いる共焦点反射顕微鏡
法を COCRM（Continuous-optimizing-CRM）法と名付
けた29)。図 4はバイオフィルム研究の代表的モデル微生
物である P. aeruginosa バイオフィルムをモデルとし，
COCRM法によりバイオフィルムが正しく可視化できる
ことを示す。図 4G はハイドロキシアパタイト素材に形
成させた Streptococcus mutansのバイオフィルムの三次
元投影画像を示す。S. mutans は染色も固定もしていな
い intact な状態であるが，連鎖球菌が折り重なるように
マット状バイオフィルムを形成している様子が可視化さ
れている。また，COCRM法と FCLSM法を組み合わせ
る事により，バイオフィルム内部への蛍光物質の浸透過
程を可視化する事も可能であり，我々はこの原理を用い
たバイオフィルム内部への物質輸送の解析法として
CRFP（the combined reflection and fluorescent confocal 
microscopy test for dye penetration）法を開発している
（図 5）30)。より幅広い範囲の微生物種のバイオフィルム
やより幅広い環境におけるバイオフィルムの構造を研究
する上で，COCRM法は強力なツールになると考えられ
る。

4.　バイオフィルムの構造形成と代謝活性の同時分析

植物の葉や根の形状が，代謝に大きな与えていること
は広く受け入れられている。ここから，バイオフィルム
の立体構造もまた，代謝効率に影響を与えており，その
生き残りに貢献しているという仮説が導かれる。環境中
のバイオフィルムはガス状代謝産物を生産することが知
られている。一例として，自然環境中の葦に付着したバ
イオフィルムが N2や N2Oを生産することが報告されて
いる31)。さらに，微生物バイオフィルムは排水処理やそ
の他の産業プロセスにおいて，嫌気的脱窒処理により硝
酸を N2や N2Oに変換する例に見られるように，可溶性
物質をガス状物質に変換する処理に用いられてい
る32–34)。しかしながら，バイオフィルムの構造とガス状
代謝産物生産との間に関係があるか否かはほとんど分
かっていない。重要なエネルギー代謝反応の最終代謝産
物はしばしばガス状分子である。従って，バイオフィル
ムの構造とガス状代謝産物生産の間に関係があることを
示すことができれば，バイオフィルムの立体構造がエネ
ルギー代謝効率に影響をあたえる機能を有していること
が示唆されると考えられる。
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これまで，バイオフィルムのガス状代謝産物の解析
は，密栓した試験管やフラスコを用いて行われてき
た31)。これらの気密容器はガス状代謝産物の回収が可能
であり，回分培養実験には適している。しかしながら，
ガス状代謝産物の解析とバイオフィルムの観察を同時に
かつ非破壊的に行える実験系はこれまでに存在してこな
かった。このような手法があれば，バイオフィルムの形
成や成長，老化とともにガス状代謝産物の生産能がどの
ように推移するかについて情報が得られると考えられ
る。前章で述べたように，共焦点レーザー顕微鏡法では
生きたバイオフィルムを観察できることに加えて，培養
を中断することなくフローリアクター中のバイオフィル
ムを観察することができる。従って，もしフローリアク
ター中で発生するガス状代謝産物を捕集することができ
れば，バイオフィルムの観察とガス状代謝産物の解析が
培養を中断することなく行えるであろう。この着想を実

現するために，我々はガス状代謝産物の捕集を可能にす
る新規な気密性フローリアクターを開発した（図 6）。
この新規な培養装置を“Airtight Flow-reactor for nonde-
structive Gaseous metabolite Analysis and Structure visual-
ization”（AFGAS）と名付け，AFGAS を用いた新規な
バイオフィルム解析手法を“AFGAS法”と名付けた35)。

AFGAS 法を用いて P. aeruginosa バイオフィルムの
三次元構造，基質消費，可溶性代謝産物生産，ガス状代
謝産物生産について経時的観察を行ったところ，脱窒環
境において，我々の実験結果は N2と N2Oの蓄積が培養
開始 8時間後と培養開始 16時間後の間に始まり，培養
開始 24時間後に最大に達することを示した（図 7）。一
方で，バイオフィルムの構造は，フィラメンタス形態の
菌により構成される特徴的な 3次元網目構造を示した
（図 8）。脱窒環境下におけるバイオフィルムの形成過程
は，一般的な蛍光タンパク質を用いた共焦点蛍光顕微鏡

図 4．（A）共焦点反射顕微鏡法，（B）COCRM，および（C）Syto9蛍光により取得した P. aeruginosa PAO1バイオフィルムのオルソ
メトリック画像。（D）共焦点反射顕微鏡法（赤）と Syto9蛍光（緑）の重ね合わせ。（E）COCRM（赤）と Syto9蛍光（緑）の
重ね合わせ。（F）Syto9蛍光との比で表された共焦点反射顕微鏡法（Circle）または COCRM（Diamond）により取得された画像
の焦点面毎の平均信号強度。画像及びデータは 5サンプルの中から代表的な例を示した。（G）COCRM により取得したハイドロ
キシアパタイト素材に形成させた Streptococcus mutansバイオフィルムの三次元投影画像。
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法では可視化できなかったが，COCRM法により可視化
することができた。興味深いことに，この特徴的な 3次
元網目構造の形成と活発なガス状代謝産物の生産はどち
らも同じ培養開始 16時間から 24時間の間に起こってお
り（図 7，8），このバイオフィルム構造と代謝産物生産
が関連している可能性を示唆している。このように，
AFGAS 法を用いて，バイオフィルム構造の変化に伴っ
て代謝産物生産や基質消費がどのように移り変わってゆ
くかを明らかにすることができる。我々は，AFGAS 法
がバイオフィルムの構造と代謝産物生産の間にあると推
測される相関関係を解き明かし，バイオフィルムの生態
学に新たな知見をもたらすと考えている。

5.　バイオフィルム研究の On-chip 化

これまで述べてきたように，経時的な解析はバイオ

図 5．活性汚泥内部への SYTO9蛍光色素の浸透過程。CRM により取得した画像（白）と SYTO9蛍光により取得した画像（緑）の
重ね合わせで示す。画像はそれぞれ SYTO9の添加前と添加後 1，10，20，30及び 60分に取得。スケールバーは 20 μmを示す。
（Yawata et al., 2010, Microbes and Environmentsより転載）

図 6．AFGASの概念図。AFGASは 3連実験が可能なように設
計されている。気密バッグが両端に取り付けられ，システ
ム内部を外気から隔離する。3連フローセルの各レーンは
独立に廃液ボトルに接続され，廃液が混合されるのを防
ぎ，各レーンからの独立した流下液回収と分析を可能に
している。（Yawata et al., 2008, Applied and Environmental 
Microbiologyより改変）
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フィルムの生態を理解する上で有用である。しかしなが
ら，経時的解析はしばしば資材やマンパワーなどの研究
リソースを多量に消費するため，多連，多条件での研究
には不向きであった。では，もし 100 nl サイズの微生
物培養解析システムがあり，その内部の微生物をリアル
タイムで観察定量できるとすれば，バイオフィルム研究
はどう変わるだろうか？例えば容量の小ささは多連多条
件の試験を容易にし，貴重なサンプルの消費を抑えて実
験の自由度を飛躍的に向上させる。またリアルタイムの
観察／定量は，バイオフィルムの成長プロセスをモニ
ター可能にする。現在このような解析システムの実現を
目指し，COCRM法とマイクロフルーディックデバイス
技術を融合させ，微小空間でバイオフィルムの定量，観
察および代謝分析が可能になる微生物微小培養解析シス
テム「Mirobe Micro Total Analysis System（Microbe-μTAS）
法」の開発に取り組んでいる。マイクロフルーディック
デバイス（Micro-fluidic-device）とは，シリコン基盤上に
微小な液体貯蔵チャンバーや微小センサー，バルブを形
成し，それらを微小流路で接続してチップ上で自由に
微小液体の移送，混合，貯蔵などを行える化学実験用
微小流路系である。MEMS（Micro Electro Mechanical 
Systems）の一種であり，その特徴から「Laboratory-on-
a-Chip」とも呼ばれている。内蔵センサーからの計測情
報（pH，酸素濃度，アンモニア濃度など）はオンライ
ンでリアルタイムに得られ，経時実験に適している。
フォトリソグラフィ製法により低コスト，多連化も容易
である。
図 9に，現在開発中のアンモニアセンサーを内蔵した
微生物培養チップの構造を示す。この微生物培養チップ
は，COCRM法によるバイオフィルム形成のモニタリン
グと，イオン選択膜法を用いたマイクロセンサーによる
アンモニア消費のモニタリングが同時に可能なように設
計されている。マイクロフルーディックデバイスにおけ
るバイオフィルムの培養においては，どのように微生物
を観察，定量するかという問題が浮上する。脱水固定し

図 8．AFGAS 法を用いて培養した脱窒環境における P. aerugi-
nosa PAO1バイオフィルムの形成過程。COCRM法により
画像を取得。パネルはそれぞれ記されている通りに 0，8，
16，24時間後の画像であり，140× 140 mm（xy）の範囲を示
す。（Yawata et al., 2008, Applied and Environmental Micro-
biologyより転載）

図 7．AFGAS 法を用いて測定した P. aeruginosaバイオフィル
ムの脱窒活性。PAO1（Circle）および脱窒関連遺伝子破壊
株（Square）は硝酸添加（solid）または非添加条件
（open）で培養した。流下液中の（A）NO3

– または（B）
NO2

– 濃度をそれぞれ示す。ガスコレクター中に蓄積した
（C）N2または（D）N2O 量をそれぞれ示す。エラーバー
は標準偏差。（Yawata et al., 2008, Applied and Environmen-
tal Microbiologyより転載）
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て電子顕微鏡観察，培養液を採取して CFU カウントな
どの方法では，リアルタイム計測などマイクロフルー
ディックデバイスの長所がスポイルされ，より簡便迅速
な微生物検出の必要にも応えられない。我々は以前の研
究において，浮遊細胞のマイクロデバイス内における増
殖モニタリングにおいて CRM 法が有用であることを示
したが36)，COCRM 法を用いればバイオフィルムのモニ
タリングも可能である（図 10）29)。図 9C は，微生物培
養チップ内に保持した硝化汚泥のアンモニア消費活性を
内蔵されたアンモニアセンサーでモニタリングした結果
を示す。マイクロセンサーを用いたモニタリングでは測
定が自動で行われるため，将来的にはこのようなモニタ
リングを多条件で行い，活性の推移を容易に比較できる
ようになると考えられる。

6.　お わ り に

本稿では，バイオフィルムの時間的プロセス解析のた
めの諸技術と，その on-chip 化への取り組みについて紹
介してきた。バイオフィルムの生態研究においては技術
開発と研究領域の拡大が密接に関係している。しかし，
300年以上の歴史を持つ微生物研究の歴史と比べて，バ
イオフィルム研究が本格化してから未だ 30年程度しか
経っていない（もっとも，Leeuwenhoekら最初期の微生

物学者たちも付着状態の微生物細胞を観察したという記
録はある2)）。我々は，これからも技術改良／開発を通じ
て微生物バイオフィルムの生態に迫って行きたいと考え
ている。
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