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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

企業においてもバイオフィルムは重要な研究対象であ
り，様々な研究が行われている。特にバイオフィルムを
制御する立場から行われる研究としては，製品中で菌が
増殖して製品の品質を低下させる現象を防ぐ為の研究
と，バイオフィルム制御効果を有する製品を開発する為
の研究がある。前者については，例えば工場のパイプラ
イン等にバイオフィルムが形成されることで菌が製品に
混入する原因となり得る為，バイオフィルム形成を防い
だり除去したりすることを目的として，必要な防腐剤や
適切な洗浄滅菌措置を見出すといった研究が行われる。
また，後者については我々の身の回りで発生する多くの
微生物汚れ，例えば浴室やトイレ，キッチン，衣類等に
生じる微生物汚れがバイオフィルムとして存在する為，
その効果的な制御法の開発を目的としてバイオフィルム
状態の菌の特性を見出す研究が行われる。本総説におい
ては，こうした研究の中で特にバイオフィルム制御効果
を有する製品を開発する為に行ってきた浴室ピンク汚れ
の制御に向けた研究について述べる。

2.　浴室ピンク汚れの特徴

浴室で発生してピンク色に呈する微生物由来の汚れを
浴室ピンク汚れ（Pink biofilms）と呼ぶ（図 1）。生活者

を対象とした実態調査から（2012年弊社調べ，n = 283），
浴室ピンク汚れには他の汚れと比べて目立つ，擦らない
と落ちない，すぐに再発するという特徴があることが明
らかになり（data not shown），多くの生活者が気にする
汚れであることが分かった。一方，浴室ピンク汚れから
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図 1．浴室ピンク汚れ。
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菌を分離した報告はこれまでにもあるが 2,3,9)，どのよう
な菌が汚れの中で最大面積を占有しているか調査した報
告はなかった。最大面積を占める菌を特定することは，
浴室ピンク汚れの効果的な制御技術を構築する上で必須
と考えられた為，まず浴室ピンク汚れを構成する菌とそ
の割合について解析した。

3.　浴室ピンク汚れの解析

浴室ピンク汚れを採集し，菌叢が変わることがない
よう採集直後に固定処理を行ったサンプルを走査型電
子顕微鏡で観察した。その結果，浴室ピンク汚れの殆
どは石鹸カス汚れ等ではなく微生物様の構造体が占め
ていた。さらにその微生物様の構造体のうち，細菌大
の構造体が最大面積を占めていた 19)。浴室ピンク汚れ
からよく分離され，ピンク色に類する色を呈する菌と
して Rhodotorula 属酵母と Methylobacterium 属細菌が
知られる 3)。このうち，細菌である Methylobacterium
属細菌が浴室ピンク汚れの主要構成菌である可能性が考
えられた為，Fluorescence in situ hybridization（FISH）
を用いた解析で検証した。
解析に向けたピンク汚れ付着サンプルの回収について
は，浴室からピンク汚れが付着した洗面器や椅子等を回
収して直ぐに固定処理を行った後，付着面であるプラス
チックごと切り取ることで行った。次に切り取ったサン
プルが全て覆われるようにポリアクリルアミドゲルで包
埋し，Methylobacterium 属細菌及びその他の細菌を検
出する為に各々の 16S rRNA をターゲットとした蛍光プ

ローブ 1,14) を用いてハイブリダイゼーションを行った。
また同時に，真菌が観察できるように，一般的な真菌の
細胞壁に多く含まれる b1,3- 及び b1,4-グルカンの蛍光
染色剤である Calcofluor white 12) を用いて染色した。共
焦点レーザー顕微鏡（META, Carl Zeiss）を用いて観察
して COMSTAT2 6) により占有体積を算出したところ，予
想通りMethylobacterium 属細菌が汚れ全体の体積の半
分以上を占めており，Methylobacterium属細菌が浴室ピ
ンク汚れの主要構成菌であることが示唆された（図 2）。
尚，Methylobacterium 属細菌は pink-pigmented facul-

tative methylotroph（PPFM）と呼ばれる菌群の一種であ
り，菌体がカロテノイドに起因するピンク色を呈し，メ
タノール等の C1化合物を資化することが知られる 5)。
その特殊な代謝系及び植物との共生関係が注目されてい
る 5) 一方で，免疫不全患者への感染に関する報告があ
る 10,11,16) 為，公衆衛生的な観点からその有効な制御法の
構築が求められている細菌でもある。

4.　Methylobacterium 属細菌の分離とモデル汚れの作成

Methylobacterium 属細菌の諸性質をさらに詳しく解
析する為，Methylobacterium 属細菌をピンク汚れから
分離し，浴室ピンク汚れを模倣したモデル汚れを作成し
た 19)。
分離については，浴室ピンク汚れから菌をサンプリン
グ，培養して得られた細菌の一部を用いて 16S rRNA 配
列による菌種の同定を行い，Methylobacterium 属細菌
と同定された株を得た。

図 2．FISH 法で得られた画像（A–C）と定量結果（D–F）　画像中，赤色及び緑色は Methylobacterium 属細菌とその他の細菌の 16S 
rRNA をターゲットとした FISH の結果をそれぞれ示し，青色は Calcofluor white による染色結果を示す 19)。
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モデル汚れの作成については，日本の浴室の素材とし
て汎用される繊維強化プラスチック板上に穴の開いたシ
リコンゴムを圧着させ，その穴に分離して得られた
Methylobacterium 属細菌の菌液を滴下して 30°C で一晩
静置した。その後，上清を除去してさらに一晩同じ条件
で静置して乾燥させることでモデル汚れを得た。得られ
たモデル汚れの例を図 3に示す。モデル汚れはピンク汚
れと見た目が似ており，擦らないと落ちない，といった
性質も確認された。また，Methylobacterium 属細菌の
菌液を一晩静置すると菌の殆どが沈殿して強固なシート
状の構造体を形成したことから，こうした性質も，ピン
ク汚れの形成に寄与した可能性が考えられた。

5.　Methylobacterium 属分離菌のストレス耐性

次に，浴室ピンク汚れから分離されたMethylobacterium
属細菌及び Methylobacterium 属細菌と似た色のコロ
ニーが得られた各種分離菌を用い，浴室で曝露されると
思われたストレスに対する耐性を評価した。まず一般的
に洗浄剤に利用される界面活性剤に対する耐性を評価し
たところ，ピンク汚れから分離された他の分離株と比べ
てMethylobacterium属細菌は高い耐性を示した（表 1）。
同様の傾向がモデル汚れにおいても確認されるか解析
する為，塩化ベンザルコニウム（BAC，benzalkonium 

chloride，サニゾール C）をモデル汚れに作用させて生
残菌数を測定した。107～108 CFU/ml の菌を用いてモデ
ル汚れを作成した後で水もしくは BAC を作用させ，生
残した付着菌数を求めたところ，Methylobacterium 属
細菌だけがどちらの系でも殆ど菌数が減少しなかった
（表 2）。他の分離菌については，一部の菌は水を作用さ
せただけでも菌が剥離した為に菌数が著しく減少し，水
だけでは菌数が減少しなかった菌についても BAC の作
用により菌数が著しく減少した（表 2）。この結果，モ
デル汚れの状態でも Methylobacterium 属細菌は他の菌
に比べて BAC に対して高い耐性を示すことが示唆され
た。さらに，モデル汚れの状態で菌を 10日間静置した
際の生残菌数を測定することで乾燥耐性を評価したとこ
ろ，Methylobacterium 属細菌のみ殆ど生残菌数が減少
しておらず，Methylobacterium 属細菌は他の分離株と
比べて乾燥耐性も高いことが示唆された 19)。
以上のように，Methylobacterium 属細菌は，浴室で菌
が曝される様々なストレス種に対して耐性が高いことが明
らかになった。同時に，浴室で曝されるこのようなストレ
スによって他の菌が淘汰される中で Methylobacterium
属細菌だけが生残し，ピンク汚れが発生した可能性が考
えられた。さらに，Methylobacterium 属細菌を効果的に
殺菌することができればピンク汚れを効率的に制御でき
る可能性も考えられた。

6.　界面活性剤と溶剤併用による殺菌

洗浄剤成分として用いられる界面活性剤を用いた
Methylobacterium 属細菌の殺菌方法を探索する為，界面
活性剤を用いて様々な濃度や時間で Methylobacterium

表 1．浴室分離株の界面活性剤耐性

分離菌
ドデシル硫酸ナトリウム ポリオキシエチレンオクチル

フェニルエーテル BAC

5 min*1 24 h*1 5 min*1 24 h*1 5 min*1 24 h*1

Methylobacterium 属細菌
KMC10 >5 >5 >5 >5 >5 <0.1
KMC4 >5 >5 >5 >5 >5 1
KMC5 >5 >5 >5 >5 0.1 0.1

その他の分離菌
KMC15 <0.1 <0.1 >5 1 <0.1 <0.1
KMC21 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
KMC14 <0.1 <0.1 >5 1 <0.1 <0.1
KMC20 <0.1 <0.1 >5 >5 <0.1 <0.1
KMC18 >5 1 >5 >5 1 <0.1
KMC17 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1
KMC19 >5 1 >5 >5 <0.1 <0.1
KMC22 >5 1 >5 >5 <0.1 <0.1
KMC23 <0.1 <0.1 >5 >5 <0.1 <0.1
KMC13 <0.1 <0.1 >5 >5 <0.1 <0.1

* 表の値は，生残菌数が 102 CFU/ml以上減少する為に必要な界面活性剤の最低濃度（％（v/v））
* 菌種はそれぞれ KMC10: M. mesophilicum, KMC4: M. fujisawaense, KMC5: M. radiotolerans, KMC15: Rhodococcus corynebacte-
roides, KMC21: Deinococcus grandis, KMC14: Chryseobacterium sp., KMC20: Burkholderia cepacia, KMC18: Rhodococcus qingoshengii, 
KMC17: Rhodococcus sp., KMC19: Roseomonas mucosa, KMC22: Microbacterium arborescens, KMC23: Brevundimonas nasde, KMC13: 
Brevunsimonas vesicularis
*1：接触時間

図 3．分離した Methylobacterium 属細菌で作成したモデル汚
れ 19)。
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属細菌と接触させた際の生残菌数を比較した。その結
果，高い BAC 濃度（例えば 2.0％（v/v））でも 5分間接
触させた際には生残菌数の減少が確認出来なかったのに
対して，より長い時間接触させることで低い濃度（例え
ば 0.1％（v/v））でも有意な生残菌数の減少が確認され
た（data not shown）。そこで，BAC を素早く菌体に作
用させることで低い濃度でも短時間で効果的に菌数を減
られるのではないかと考えた。BAC の抗菌機構として，
膜構造の破壊や膜タンパク質の変性等が知られる 15)。
従って，BAC を素早く細胞膜構造まで到達させられる

ような基剤を併用することが有用である可能性を考え，
浸透促進剤 18) として知られ，汎用性も高い短鎖のアル
コールを BAC と併用することで Methylobacterium 属
細菌を短時間で殺菌出来ないか試験した。様々な長さの
アルキル鎖やベンゼン環，エーテル結合を有するアル
コールを用いて検討を行った結果，幾つかのアルコール
について BACと併用することで生残菌数が 104 CFU/ml
以上減少した（表 3）。実験に用いた濃度において，
BAC は単独では殺菌性を示さないことから，アルコール
の併用によって抗菌性が有意に上昇したと考えられた。

図 4．実際の浴室で，浴室洗浄剤にアルコール類を添加した際（浴室洗浄液 A）と添加しなかった際（浴室洗浄液 B）の添加効果。

表 2．モデル系を用いた，浴室分離株の BAC耐性

分離株
生残菌数（log CFU/FRP sheet）

水 BAC

Methylobacterium 属細菌
KMC10 7.15 7.3
KMC4 7.52 7.27
KMC5 7.78 7.68

その他の分離菌
KMC15 2.6 <2.00
KMC21 2.78 <2.00
KMC14 2.9 <2.00
KMC20 7.18 <2.00
KMC18 6.58 <2.00
KMC17 2.9 <2.00
KMC19 <2.00 <2.00
KMC22 5.3 <2.00
KMC23 7.51 <2.00
KMC13 2.78 <2.00

* 菌種の略号は表 1と同様

表 3．アルコールと BACを併用した際の抗菌性 13)

アルコール
減少菌数（log CFU/mL）

0% BAC 0.01% BAC

̶ ̶ 0.09
Ethanol 0.03 0.17
2-Propanol 0.03 0.31
Butanol 0 0.42
Pentanol 0 >4.05
Butyldiglycol 0.03 0.19
Butylglycol 0.03 0.54
Isobutyldiglycol 0.12 0.21
Isobutylglycol 0.21 0.01
Benzyldiglycol 0.04 0.49
Benzylglycol 0.09 1.51
Benzylalcohol 0.05 2.47
Phenylethylalcohol 0.2 >4.05
Phenyldiglycol 0.06 0.82
Phenylglycol 0.13 >4.05
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さらに，効果が発現したアルコールを添加した洗浄剤
洗浄液 A と，そのアルコールを含まない洗浄剤洗浄液
B を調製し実際の浴室ピンク汚れに適用することで，浴
室ピンク汚れに対しても同様の効果が得られるか試験し
た。即ち，浴室ピンク汚れを両洗浄液で洗浄して汚れを
完全に除去し，1ヵ月後の浴室の様子を観察したところ，
洗浄剤洗浄液 Aで洗浄した際のみ，ピンク汚れが再発
生しなかった（図 4）。このことから，幾つかのアルコー
ルと界面活性剤を併用することは，実際の浴室ピンク汚
れの制御においても効果的である可能性が考えられた。

7.　お わ り に

実環境のバイオフィルムを制御する為には，その実態
を正確に把握することが欠かせない。例えば，次世代
シーケンサーを用いた菌叢解析等は有用な実験手法では
あるが，対象のバイオフィルム中の菌の局在を捉えるこ
とが出来ない。従って，最大数を占めた菌が局所的に 3
次元的に大きく塊を作って存在していて視野全体では必
ずしも大きな面積を占めていなかった場合や，バイオ
フィルムが多層構造になっていた場合等は制御すべき菌
を見誤る可能性がある。こうしたことからバイオフィル
ムを視覚的に捉えることが出来る FISH 法を含む顕微鏡
観察は，バイオフィルムの実態解析において今もなお有
用な方法と思われる。
また，現場で確かな効果を発現する技術を構築するこ
とも，実環境のバイオフィルム制御を考える上では重要
である。即ち，バイオフィルム状態の菌で効果を発現
し，さらに実環境で実使用と同条件で使用した際にも効
果が発現する技術が必要である。実環境の条件に関し
て，例えば浴室で洗浄にかけられる時間は通常 5分以内
である為，浴室ピンク汚れの制御においては 5分以内で
有意な菌数の減少が確認出来る手法の構築を目指した。
実験室でモデル系として人工的に調製するバイオフィル
ムと比較すると，実環境におけるバイオフィルムの方が
多様であり，且つ一つ一つ複雑な形成メカニズムが存在
すると思われる。従って，実環境におけるバイオフィル
ムを制御する為には，それぞれのバイオフィルムの実態
を正確に把握して，その実態に即して技術を構築してい
くことが必要である。
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