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1.　は じ め に

近年，実環境中において微生物の多くは浮遊状態で存
在しているのではなく，物質表面に付着したバイオフィ
ルム状態で存在していることが分かってきた 3,4)。バイ
オフィルムとは物質表面に付着した微生物およびそこで
増殖した微生物の集団であり，微生物細胞と細胞外成分
（EPS: Extracellular Polymeric Substances）から構成され
る三次元構造体である。
バイオフィルムの身近な例としては台所や風呂場の

「ぬめり」や歯の表面にできる歯垢などが挙げられるが，
その他にもバイオフィルムは我々の社会と密接に関係し
ており，有用な場合もあれば，有害な場合もある。湖や
川ではバイオフィルムが汚染物質を分解し環境浄化に役
立っており，排水処理施設に用いられる活性汚泥法では
微生物をフロックやグラニュールといった凝集状のバイ
オフィルムとして，また生物膜処理法では担体に付着さ
せたバイオフィルムとして，水質浄化機能を積極的に活
用している他 22,25)，環境浄化に利用されるバイオレメ
ディエーションの一部も土壌などに形成されたバイオ
フィルム状態の微生物の浄化作用を利用したものであ
る 1)。一方で，水道管などの工業用配管中に形成された
バイオフィルムは，配管内部の詰まりや金属腐食の誘発
によって各設備の性能低下を引き起こすことが知られて
いる 16)。また，医療器具内やヒトの肺上皮に形成された
バイオフィルムは，高い抗生物質耐性や物理的剥離の困
難性から感染症治療の難治化を引き起こす 3,6)。あるい
は種々のセンサー表面上のバイオフィルムにより測定が
妨害される場合もある。このように，バイオフィルムは
正負両面において我々の社会と密接に関わっている。

前述したように，バイオフィルムは物質表面に付着し
た微生物集団が形成する構造体である。この構造体は決
して均一な構造ではなく，バイオフィルム内部でも酸素
濃度や栄養が不均一な環境が形成されていることが知ら
れている 2,12)。そのために，これまでの微生物学で扱っ
てきた様な，純粋培養された浮遊状態の均一な微生物に
ついての知見だけでは，不均一なバイオフィルムの理解
には不十分なことが分かってきている 4,23)。以上のよう
に，バイオフィルムは我々の社会および産業とのつなが
りが深く，その理解と制御が求められていることから，
近年の微生物学において注目された分野となってきてい
る。

2.　嫌気脱窒環境下のバイオフィルム

微生物の生育環境は酸素の存在する好気環境と酸素の
存在しない嫌気環境の二つに大別できる。好気環境では
最終電子受容体として酸素を用いるが，嫌気環境では最
終電子受容体として硝酸や硫酸などの酸素以外の物質が
用いられる。このように好気環境と嫌気環境では代謝が
異なることを利用して，排水処理では処理したい物質に
合わせて環境を変化させている 24)。特に，硝酸を窒素に
まで還元する脱窒と呼ばれる嫌気呼吸は硝化と共に，土
壌や排水における化合物態窒素をガス状窒素や亜酸化窒
素に変換することから，自然界における窒素の循環に非
常に重要な役割を担っている。
緑膿菌 Pseudomonas aeruginosaは環境中に遍在して
おり，好気環境下では酸素を用いた呼吸を行って生育す
るが，嫌気環境下でも脱窒を行って生育することができ
る 21)。興味深いことに，緑膿菌は嫌気脱窒条件下におい
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て細胞伸長や抗生物質耐性能の上昇など好気条件下とは
異なった形質および遺伝子発現を示すことが知られてい
る 8,20)。さらに，本菌は高いバイオフィルム形成能を持
つことからバイオフィルム研究のモデル微生物の一つで
あり，現在までに詳細な解析が行われている。しかしな
がら，その報告の多くは好気条件下のものであり，嫌気
脱窒条件下のバイオフィルムについて報告されたものは
少ないのが現状である。近年，我々の先行研究から好気
条件下のバイオフィルムと嫌気脱窒条件下のバイオフィ
ルムでは形状の異なるバイオフィルムを形成することが
示された 18)（図 1）。これは本菌が好気環境下と嫌気脱
窒環境下でバイオフィルムを変化させて環境に適応して
いることを示唆するものであり，そこには必ずバイオ
フィルムを変化させる利点があるはずである。本研究で
は将来の微生物制御を見据えて，好気条件下と嫌気脱窒
条件下のバイオフィルムの違いを調べることで，どうし
てバイオフィルムの構造を変化させるのかについて明ら
かにすることを目的とした。

3.　嫌気脱窒環境下におけるバイオフィルムの

観察手法の開発

従来のバイオフィルム観察技術には fl ow cell chamber 
system と共焦点レーザー顕微鏡が用いられており，fl ow 
cell 内でバイオフィルムを形成させ，菌体に発現させた
蛍光タンパク質である GFP や蛍光染色剤である FITC
などの蛍光を検出することでバイオフィルムの立体画像
を取得してきた。しかし，嫌気条件脱窒条件下のバイオ
フィルムを観察するにあたって，fl ow cell system では嫌
気脱窒条件が保てないという問題点と嫌気脱窒環境では
蛍光タンパクや蛍光染色剤は機能しないといった二つの
問題点があった。これらを解決するために，当研究室で
は嫌気 fl ow cell chamber systemとして AFGAS（airtight 
fl ow reactor for nondestructive gaseous metabolite analysis 
and structure visualization） 18) と嫌気脱窒環境下でもバ
イオフィルムの観察が可能な顕微鏡観察技術として
COCRM（Continuous Optimizing Confocal Refl ection Mi-

croscopy）法 19) を開発した。AFGAS は脱気して酸素を
抜いた培地を気密性の高い流路内で潅流させる fl ow cell 
system であり，chamber内に顕微鏡観察が可能な状態で
嫌気脱窒条件下のバイオフィルムを形成させることがで
きる。また，COCRM法は菌体の反射光を検出すること
で従来の技術とは違い，試料の非破壊，非染色で経時的
な三次元構造の観察が可能な顕微鏡観察手法である。

4.　嫌気脱窒環境下におけるバイオフィルム形成過程の

経時観察

バイオフィルムの構造形成メカニズムについての理解
は微生物を制御するにあたって非常に重要である。例え
ば，水処理の分野で用いられている活性汚泥はフロック
やグラニュールといった凝集体構造を形成しているが，
これは水処理のプロセスにおいて汚泥の沈降性の高さが
求められているために，凝集体構造が形成しやすい運転
条件で処理を行っている。この凝集体構造が崩れてしま
い沈降性が低下する，バルキングと呼ばれる現象は重大
な処理障害を引き起こすことで問題視されている 24)。ま
た，バイオフィルムの内部は栄養や代謝産物，酸素濃度
の勾配が形成され不均一な環境を形成しており，栄養を
内部に浸透させるための水路を持った構造や代謝産物を
効率的に利用するために不均一な細菌叢を持った構造を
形成する。硝化細菌の形成するバイオフィルムを例に挙
げると，アンモニア酸化細菌が密に詰まった細胞塊とそ
のすぐ傍らに密度の小さな亜硝酸酸化細菌の集団が分布
しており，アンモニアから亜硝酸さらに硝酸へと酸化が
進む一連の代謝過程と対応しているかのような構造を形
成することが知られている 15,23)。以上のようにバイオ
フィルムの構造は物性や代謝の効率化と深く関係してお
り，このようなバイオフィルムの制御には構造形成メカ
ニズムの理解が必要と考えられる。
そこで，バイオフィルムの構造に関与するとされる形
成過程に着目した。バイオフィルムのモデル微生物であ
る緑膿菌を例にすると，バイオフィルム形成は，まず，
鞭毛および繊毛を介した付着により物質表面に付着する

図 1．好気条件下（A）と嫌気脱窒条件下（B）における緑膿菌バイオフィルの構造の違い．
 緑膿菌は好気条件下では凝集状のバイオフィルムを形成するのに対して，嫌気脱窒条件下ではメッシュ状のバイフィルムを形成

する．
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ことから始まる。続いて，増殖に伴って凝集体を形成
し，さらに細胞外多糖や細胞外 DNA などの EPS を分
泌しながらマイクロコロニーから成熟したバイオフィル
ムを形成する。成熟したバイオフィルムではやがて，ラ
ムノリピッドの生産および運動性が上昇することで，菌
体がバイオフィルム状態から脱離して浮遊状態に移行す
る。この浮遊菌は新たな環境を見つけて付着し，またバ
イオフィルムを形成し始める（図 2）。このようなライ
フサイクルをもって緑膿菌はバイオフィルム状態と浮遊
状態を行き来しながら生育していることが知られてい
る 4,17)。
以上のように緑膿菌はバイオフィルムのモデル微生物
として研究が進んでいる上，我々の先行研究から，
AFGASと COCRM法を用いて好気条件下と嫌気脱窒条
件下においてバイオフィルム構造が異なることが観察さ
れている。そのため，本菌はバイオフィルム構造の変化
はどのように生じているのか，構造の変化にはどのよう
な利点があるのかを調べるのには非常に適した細菌であ
る。
まずは，嫌気脱窒条件下におけるバイオフィルムの形
成過程を調べるために，AFGAS を用いた嫌気脱窒条件
下のバイオフィルムの経時観察を行った。以下の実験に
は緑膿菌の基準株として汎用される緑膿菌 Pseudomo-
nas aeruginosa PAO1株を供試菌株として用いた。前培
養は LB 培地（Nacalai, Kyoto, Japan）に硝酸カリウム
を終濃度 100 mM になるように添加した LBN 培地を用
い，ハンゲートチューブで培地を Ar ガス置換した後，
密閉した状態で 37°C，12時間，200 rpm で振とう培養
を行い，これを前培養液として以降の実験に用いた。
AFGAS の条件は Yawata らの方法を参考にした 18)。培
地には M63培地に硝酸カリウムを終濃度 25 mMになる
ように添加した培地を用い，Ar ガスによるガス置換と
脱気を三回繰り返したものを用いた。植菌は前培養液か
ら培地を除き，菌体を PBS バッファーで二回洗浄後，
OD600=0.1に調整した菌液 700 μLを fl ow cell chamber
内に注入した。培養は植菌後 37°Cで 1時間静置培養後，
流速 15 μL/min で潅流させた。観察は COCRM 法を用
いて培養後 1時間，16時間，24時間，32時間目で顕微
鏡観察をした。嫌気脱窒環境は脱窒呼吸の遺伝子を欠損
した株を上述した条件で培養し，生育が見られないこと
で確認した（data not shown）。顕微鏡観察の結果，1時
間目から 16時間目で基質表面への付着が見られ，24時
間目で成熟したバイオフィルムを形成し，36時間目で
脱離する様子が観察された（図 3）。この結果から嫌気

脱窒条件下の形成過程には付着から成熟，脱離という好
気条件下のバイオフィルムと同様の形成過程があること
が示された。

5.　バイオフィルム中における多糖の分布の比較

続いて，バイオフィルム中の EPS に着目した。バイ
オフィルムは細胞と EPS で構成されているが，その大
部分が EPS によって占められていることが報告されて
いる 7)。EPS には細胞外多糖や細胞外 DNA，細胞外タ
ンパク質があり，細胞同士の接着や細胞の物質表面との
付着，バイオフィルムの構造維持，保水による乾燥スト
レス耐性，UV ストレス耐性など様々な機能を担ってい
る 7)。このような機能的な EPS に覆われたバイオフィ
ルムは外部から隔絶された環境となり，浮遊菌と比べて
環境中のストレスに対する抵抗性が飛躍的に上昇するこ
とが知られている。緑膿菌のバイオフィルムにおいて，
この EPS の中でも多糖は基質表面との付着やバイオ
フィルムの構造維持，免疫系や抗生物質への抵抗性 5,9,10) 
などの機能が知られていることから特に重要視されてい
る。実際に，CVアッセイ法 13) を用いてバイオフィルム
の形成量を評価したところ，好気条件下では多糖合成遺
伝子欠損株では野生株に比べてバイオフィルム形成量が
大幅に減少した。また，嫌気脱窒条件下でも，好気条件
下と同様にバイオフィルム形成量の大幅な減少が確認さ
れた（data not shown）。この結果から，嫌気脱窒条件下
でも多糖がバイオフィルムに重要な働きをしていること
が予想された。そこで，バイオフィルム中の多糖の分布
を好気条件下と嫌気脱窒条件下のバイオフィルムで比較
することとした。
バイオフィルムは LBN 培地を用いて 37°C，24時間
静置培養して Glass Base Dish（IWAKI）に形成させた。
多糖の染色は Luyan らの手法に従った 9)。バイオフィル
ムの培養上清を除去後，FITC conjugated lectin で 1時間
染色した。PBS バッファーで洗浄後，COCRM 法でバ
イオフィルムを，lectin を FITC の蛍光観察でそれぞれ
顕微鏡観察した。その結果，好気条件下では，多糖がバ
イオフィルム全体を覆うように存在しているのに対して
（図 4A–B），嫌気脱窒条件下ではバイオフィルムは多糖
に覆われておらず，多糖はガラス表面に局在している様
子が観察された（図 4C–D）。この結果から，好気条件
下のバイオフィルムと嫌気脱窒条件下のバイオフィルム
では多糖の分布に明らかに差があることが示された。

図 2．好気環境下における緑膿菌バイオフィルム形成過程．
 固体表面への付着からバイオフィルムの成熟，浮遊状態への脱離から構成される．
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6.　総括と今後の展望

我々の先行研究より緑膿菌のバイオフィルムは好気条
件下と嫌気脱窒条件下ではバイオフィルムの構造を変化
させることを明らかにした。そこで本研究ではこのバイ
オフィルムはなぜ変化するのかを明らかにすることを目
的とし，まずは両条件のバイオフィルムでは具体的に何

が違うのかを調べた。
本研究の結果から，好気条件下のバイオフィルムと嫌
気脱窒条件下のバイオフィルムでは付着から成熟し，や
がて脱離するといった同様の形成過程を有していること
が示された。また，好気条件下のバイオフィルムと嫌気
脱窒条件下のバイオフィルムという構造の異なるバイオ
フィルムにおいて，好気条件下では多糖がバイオフィル

図 4．気条件下と嫌気脱窒条件下における緑膿菌バイオフィルム中の多糖の分布．
 好気条件下のバイオフィルムとガラス面の COCRM 画像（A）と多糖の FITC 検出画像（B）．嫌気脱窒条件下のバイオフィルム

とガラス面の COCRM画像（C）と多糖の FITC検出画像（D）．

図 3．嫌気脱窒条件下における緑膿菌バイオフィルム形成過程．
 培養 1時間目から 8時間目で基質表面への付着が見られ，16時間目で成熟したバイオフィルムを形成し，36時間目で脱離した．
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ム全体を覆っているのに対して，嫌気脱窒条件下では多
糖がバイオフィルムの基質底面部にのみ局在していると
いった，バイオフィルム中の多糖の分布に差があること
が示された。以上のような結果から，バイオフィルムの
構造の違いは多糖の分布の違いによって引き起こされて
いるのか，それとも多糖の分布の違いはバイオフィルム
の構造の違いによって引き起こされているのかという疑
問が生じる。そのため，現在では嫌気脱窒条件下におけ
る多糖の局在化がバイオフィルムのライフサイクルを通
してどのように形成され，変化していくのかに着目する
ことで，好気条件下と嫌気脱窒条件下におけるバイオ
フィルム構造の違いと多糖の分布の違いの関係性につい
て解析を行っている。先行研究において，嫌気脱窒条件
下では好気条件下と比べて Psl と呼ばれる，マンノース
を主な構成糖とする細胞外多糖の一つの転写量が減少す
るという報告がある 20)。緑膿菌においては嫌気脱窒条件
下で誘導される転写調節因子があることから 15)，Psl の
転写抑制もこのような転写調節因子により行われている
ことが予想される。しかしながら，嫌気脱窒条件下にお
ける Psl の制御機構については未だ報告はなされていな
い。好気条件においては，緑膿菌の付着と Psl 生産の関
係性は詳細な解析がなされており，繊毛および鞭毛を介
して細胞が基質表面に付着すると，その情報は二成分制
御系を介して細胞内部に伝わり，Psl などのバイオフィ
ルム形成に必要な遺伝子の発現を誘導する 11)。そこで，
嫌気脱窒条件下のバイオフィルムにおける，多糖の基質
表面への局在化は，基質への付着を認識する二成分制御
系による制御と嫌気脱窒条件を認識する転写調節因子と
の相互作用によって生じていることが推測される。今後
はこの転写調節因子と Psl 生産の関係について着目する
ことで，嫌気脱窒条件下のバイオフィルムの形成メカニ
ズムについてより詳細に解析していきたい。また，緑膿
菌の生産する多糖には Psl 以外にも Pel と呼ばれるグル
コースを主な構成糖とする多糖やアルギン酸が報告され
ており，これらの発現量も解析する必要があると考えら
れる。さらに，本研究の目的である，どうしてバイオ
フィルムの構造が変化するのかについては，好気条件下
と嫌気脱窒条件下におけるバイオフィルム中の多糖の役
割を，人工的に多糖の発現量を調節する系などを用いて
比較することで解析していく予定である。
バイオフィルム構造の制御という観点における本研究
の意義は，微生物の代謝の活性化や凝集性などの物理的
特性をコントロールすることにある。更なる解析が進
み，多糖やその他の嫌気脱窒条件下におけるバイオフィ
ルムの構造を変化させる因子が明らかになれば，水処理
における脱窒活性の向上やフロックのバルキング防止な
どの応用が期待できるかもしれない。
本研究では緑膿菌に着目してバイオフィルムの構造変
化について詳細な解析を行ったが，微生物の多くはバイ
オフィルムを形成することを踏まえると，本研究の成果
は微生物を制御する新たなアプローチにつながることが
期待される。
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