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1.　は じ め に

人口増加や地球温暖化の問題により，21世紀におけ
る水環境汚染や水不足の問題はこれまで以上に複合化，
深刻化している。Rockstrom らがリストアップした 21
世紀の 10の地球環境問題の中に，栄養塩による水環境
の汚染や淡水の枯渇化といった水環境に関する項目が大
きな課題として残されている 1)。この現状を鑑みると，
水環境問題解決に向けた技術の更なる進展が必要不可欠
であると言える。水環境保全や改善に関わるこの 2つの
課題に共通するものがバイオフィルムである。今回の総
説では，バイオフィルム形成の促進による生物反応槽の
高速化・高機能化の詳細については割愛するが，微生物
細胞を高密度に生物反応槽内に保持させたバイオフィル
ムリアクターを用いることにより，水・排水からの高効
率な窒素化合物の除去が可能になる。同じ水・排水処理
においてもバイオフィルムの形成が望ましくないケース
も多数存在する。そのひとつに，排水と活性汚泥の固液
分離を膜ろ過によって行うメンブレンバイオリアクター
（MBR）のろ過膜上へのバイオフィルム形成がある。こ
のバイオフィルムがトリガーとなるろ過膜の目詰まりは
排水処理だけでなく，浄水処理・海水淡水化における精
密・限外ろ過膜や逆浸透（RO）膜，またスパイラル状
に設置された平膜状 RO膜に挟み込まれるスペーサーな
どで起こる。いわゆる「望ましくないバイオフィルムの
堆積や成長」を総称してバイオファウリングと呼ぶ
が 2)，ひとたびろ過膜上にバイオファウリングが起こる
と，透過水の流束の低下，膜間差圧の上昇によるろ過エ
ネルギーの増大，薬剤・メンテナンスコストの増大が起
こり，最悪のケースではろ過膜の交換が必要となる。例
えば，排水処理の MBR の運転コストの 50％以上は，
塩素系薬剤による洗浄等のバイオファウリングの問題解

決に費やされるとの情報もある 3)。
水資源の枯渇が危惧される近年，ろ過膜に求められる
品質やシステムの頑強性が必要になってきている。一方
で，バイオフィルムの形成にはクオラムセンシング
（QS）機構など，細菌の集団行動に基づいたユニークな
生存戦略がバイオファウリングに関与することも明らか
になっており 4)，ろ過膜の更なる開発が必要である。以
上の点を鑑み，本総説では，これまで行われてきたバイ
オフィルムの形成抑制を志向した材料の化学的表面改質
技術について，我々の研究グループの研究成果も含めて
概説する。これらの方法は，水・排水処理のように雑多
な微生物が存在する複合系への適用や，細菌間のコミュ
ニケーションによる集団行動（QS 機構）など細菌の生
理学的特性への対応という点で普遍的な解決策にならな
い可能性もある。したがって，細菌の生理学的特性を考
慮した材料表面の改質技術についても合わせて紹介す
る。

2.　材料表面へのバイオフィルム形成

水・排水処理分野におけるろ過膜を含めた材料表面へ
のバイオフィルム形成は 3つの段階に分けることができ
る（図 1）。バイオフィルムは，①細菌細胞の物理化学
的な初期付着（可逆的），②バイオフィルム成熟化に向
けた不可逆的な付着，③細菌の増殖と細胞外ポリマー
（EPS）の分泌によるコロニー化，の 3段階を経て形成
される。実際には細菌細胞の初期付着の前段として，水
中のイオン濃度や pH等の環境条件によりコンディショ
ニングフィルムが形成されるため 5)，ろ過膜の場合，浸
漬されている水溶液の性状により，細菌細胞の付着挙動
が異なる。すなわち，例え同じろ過膜やろ過膜の運転制
御が同一だとしても，塩濃度が大きく異なれば細菌群の
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初期付着は異なることが予測される。細菌細胞の不可逆
的な付着の後には，細菌細胞間のコミュニケーション機
構である QS による細胞外多糖の生成が行われ 6)，バイ
オフィルムの成熟化が起こる。ろ過膜上で起こるバイオ
ファウリングのトリガー因子として QSの関与が近年の
報告で明らかになっている 4)。

3.　材料表面の物理化学的改質による細菌初期付着 
およびバイオフィルム形成の制御

図 1に示すようなバイオフィルムの形成において，多
くの研究者が材料表面の物理的・化学的改質に取り組ん
できている。細菌細胞のサイズは主に 1–2 mm 程度であ
り，大きめのコロイド粒子としてとらえることができる
ことから 7)，界面化学・コロイド化学に基づいた材料と
細菌細胞の相互作用を材料表面の改質に反映させる必要
がある。例えば，細菌細胞はその表面にアミノ基，リン
酸基，カルボキシル基を有しているが，その密度や外的
因子により，荷電状態が決まる。主な細菌は荷電が相殺
される等電点が酸性付近に存在していることが報告され
ている 8)。これは，水・排水処理が行われる中性付近の
環境下では細菌細胞表面は負に帯電することを意味して
いる。したがって，材料表面の電位を化学的修飾法を用
いることにより制御できれば，細菌細胞の初期付着およ
びバイオフィルム形成を抑制できる可能性がある。
我々は細菌バイオフィルムの形成の初期付着をポリ
マー材料表面の化学的修飾により制御し，バイオフィル
ムの形成促進・抑制の可能性を検討してきた 9–11)。ポリ
エチレン（PE）シートを基材として，放射線グラフト
重合（Radiation Induced Graft Polymerization; RIGP）法
を適用した 12)。この RIGP 法はエネルギーの高い電子線
を用いてラジカルを高密度にポリマー表面上に生成させ
ることが可能であり，材料表面の電位を幅広く改変する
ことが可能である。電子線照射後，反応性の高いエポキ
シ基を有するグリシジルメタクリレート（GMA）モノ
マー液に PEシートを窒素雰囲気下で投入した。PEシー
ト表面に生成されたラジカルが GMAにアタックし，こ
の GMA がポリマーの鎖として PEシートの表面に積層
していく。この反応後，PE シートをジエチルアミン
（DEA）および亜硫酸ナトリウム（SS）溶液に浸漬さ
せ，エポキシ基をジエチルアミノ基，スルホン酸基に転
換させた（それぞれのシートを DEA シートおよび SS
シートと呼ぶ）。この DEA および SSは陰イオンおよび

陽イオン交換基であり，材料表面の電位をプラスおよび
マイナスに荷電させることが可能である。これらの材料
への 5種類の細菌の初期付着挙動は，材料表面の荷電状
況によって物理化学的な原理に従うことが確認され
た 11)。すなわち，静電的相互作用により DEA シートへ
の細菌細胞の付着は促進され，SS シートへの付着は斥
力により抑制されることが実証された。さらに，材料表
面が正に帯電している DEA シートの場合は，初期付着
により細胞が損傷されることを確認した。この現象は，
細菌細胞の損傷は材料表面の表面電位によって大きく変
わることと，細菌細胞表面の損傷度合いが急激に上昇す
る表面電位が存在することを報告した論文結果と一致し
ている 13)。細菌の初期付着と材料表面の電位に関しての
関係は明らかにできたが，電位の異なる材料がバイオ
フィルム構造へ及ぼす影響は不明であったため，DEA
シート，SS シートをフローセル内に固定化し，
Escherichia coli をモデル細菌としてバイオフィルムを
形成させた。DEA シートでは静電的相互作用により細
菌細胞の初期付着が促進され，密かつ均一なバイオフィ
ルムの形成が見られた。一方，SS シートの場合は，E. 
coli 細胞と SS シート表面間で起こる斥力により初期付
着が抑制され，疎で不均一なバイオフィルムの形成が見
られた 9)。さらに，形成されたバイオフィルムの強度は
形成されたバイオフィルムの構造に大きく影響を受ける
ことが示された。つまり，SS シートに形成されたバイ
オフィルムは水流により容易に剥離可能であることが示
された。以上の結果から，材料表面の電位が異なる際の
細菌バイオフィルムの形成機構を提案するに至った（図
2）。
しかしながら，SS のように細菌細胞が静電的に反発
する材料を直接ろ過膜に利用することは不可能である。
PE 表面に形成された GMA のポリマー鎖中に SS が存
在すると，ポリマー鎖が負電荷を有することでお互いに
反発しあい，水を透過するときの大きな抵抗になり，透
過性が大幅に低下する。また，上述する材料が雑多な種
類の細菌が存在する複合系バイオフィルムに普遍的に利
用できるかは疑問が残る。実際に，RO 膜のポリマー材
料をプラスもしくはマイナスに荷電させた初期付着とそ
れによって形成されるバイオフィルムに普遍的な因果関
係はないとの報告もあり，荷電を用いることによるバイ
オファウリング防止は一概にうまくいかないことが示唆
されている 14)。
このような研究報告から，細菌細胞の初期付着および

図 1．ろ過膜に形成されるバイオフィルム形成機構
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バイオフィルム形成を抑制するために，ろ過膜の表面修
飾として両性イオンを有するモノマーをグラフトさせる
方法が提案されている。例えば，RO 膜表面をグラフト
重合することにより両性イオンを有する官能基を導入さ
せ，バイオファウリングを抑制可能であることが報告さ
れている 15)。また，両性イオンを有する材料表面に付着
する細菌および形成されるバイオフィルムに一定の因果
関係があることが報告されている 14)。これらの成果は，
ろ過膜材料表面の化学的改質による細菌付着抑制および
バイオフィルム形成抑制は，表面電荷に基づく陽・陰イ
オン交換基を導入するよりも，両性イオンを導入する方
が透水性を維持しつつもバイオフィルム形成を抑制でき
る点で有効であることを示唆している。今後，両性イオ
ンを導入したろ過膜材料の抗バイオファウリング性能
を，より実環境に近い条件下で検証することに研究のス
テージがシフトしていくことであろう。

4.　QS を抑制するための戦術

医療分野における病原性および日和見感染を引き起こ
すバイオフィルムの生成機構と同様に，水・排水処理施
設のろ過膜に形成されるバイオフィルムにも QSは十分
に起こり得る。ろ過膜におけるバイオファウリングの引
き金として，QS の関与が 2009年に報告され 4)，以降，
QS の機構を抑えるための技術開発が進んだ。QS のシ
グナル化合物として，グラム陰性細菌の一部が cell-to-
cell コミュニケーションで用いる N-アシル-L-ホモセリ

ンラクトン（AHL）に関する研究が先行している。も
ちろん，AHL 以外にも多くの化学物質が QS 機構に関
与しているが，排水処理施設の生物反応槽である活性汚
泥に棲息する細菌種の多くがグラム陰性であることか
ら 16)，今回の総説では主に AHL を介する細菌間のコ
ミュニケーションを抑制させる技術の紹介を行う。
AHL はラクトン環にアシル基と脂肪酸側鎖を有する化
合物で，100種類以上のグラム陰性細菌から様々な
AHL が見つかっている 17)。材料開発という観点からこ
のようなコミュニケーション物質を遮断する方法とし
て，① AHL を吸着もしくは包理させることにより，
AHL 濃度を低減させる方法，② AHL を化学的に分解
することにより，細菌間のコミュニケーションを遮断す
る方法，の 2つが主に挙げられる。

4.1　 AHL の吸着による QS 遮断技術

AHLをシグナル化合物とするQSの阻害技術としては，
AHL を包理する方法が開発されている。例えば，a-1,4
結合によりグルコピラノースが 6から 8個結合した環状
オリゴであるシクロデキストリンは，環状構造の外側に
ある親水部と内側の空洞にある疎水部を有しており，内
側の空洞構造に AHL のアシル鎖が包理されることが明
らかになっている 18,19)。また，これらのシクロデキスト
リンの化学修飾によりクオラムセンシングの阻害効果が
増大することを Serratia marcescens，Chromobacterium 
violaceum，Pseudomonas aeruginosa などのグラム陰性
細菌で実証している 20)。このような技術は，病原性バイ

図 2．表面電位が負（SS シート）もしくは正（DEA シート）に帯電した材料表面に形成されるバイオフィルムの形成・剥離の機構
（Teradaら 9) の図を改訂して転載）
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オフィルムへの適用が期待されており，水・排水処理な
どの系に適用された例は報告されていないものの，重要
な技術になり得る。

4.2　 AHL の酵素処理による QS 遮断技術

AHL 自体を化学的に分解する方法として，酵素を用
いた AHL の分解が挙げられる。例えば，Acylase を用
いることにより AHL が有するアシル基を分解すること
が可能である（図 3）。一方，AHL が有するラクトン環
の開裂は Lactonase によって，AHL が有するラクトン
環を開裂させることも可能であり，同様にして QS機構
を遮断可能である。また，ニコチンアミドアデニンジヌ
クレオチドリン酸（NADPH）のような補酵素による
AHL の酸化による QS機構の遮断も報告されている 21)。

Acylase を用いた AHL 分解に基づく QS 機構の遮断
は，近年では水・排水処理施設におけるろ過膜のバイオ
ファウリングに対抗する技術として注目を集めている。
この技術は，①バイオリアクターに酵素を固定化した材
料を浸漬，もしくは，②ろ過膜上への AHL 分解酵素の
固定化，の 2つに大別することが可能である（図 4）。
これらの技術開発は，MBR に浸漬されたろ過膜の膜間
差圧とろ過膜上の AHL 濃度に正の相関があること，お
よび Acylase の投与により膜間差圧の上昇を抑制できる
ことが実証されたことにより 4)，一気に進展した。この
論文の成果は，Acylase のような酵素を用いることで，
AHL による QS 機構を遮断できることを示唆しており，
上述した戦術に基づく様々な技術開発が進められた。例
えば，ジビニルベンゼンと GMAと酸化鉄であるマグヘ
マイト（γ-Fe2O3）で構成される帯磁性イオン交換樹脂
を核としたアシラーゼ固定化技術が開発された 22)。この
帯磁性イオン交換樹脂上にアニオン性およびカチオン性
高分子電解質を交互吸着法により積層させ，一番外側の
層にカチオン性高分子電解質を吸着させる。Acylase I
（N-acylamino acid amidohydrolase（EC 3.5.1.14））は等
電点が 5.2付近であり 23)，中性付近で Acylase I はマイ
ナスに荷電しているため，静電的相互作用により容易に
帯磁性イオン交換膜の高分子層に吸着する。その後，グ
ルタルアルデヒドで固定することによりアシラーゼ固定
化型の磁性ビーズが形成される。このようなビーズは，
AHL 分解性能を長期間有し，AHL の繰り返し分解性能

があることが実証されている。さらに，MBRにこのビー
ズを添加したところ，ビーズ非添加の反応槽に浸漬した
ろ過膜の膜間差圧よりも低く抑えられたことが示されて
いる 22)。この技術の長期有用性も実証されており 24)，実
用化にはまだいくつかの段階を経る必要があるものの，
今後の研究開発動向が期待される。
ビーズ等の添加はろ過膜の表面修飾を必要としないた
め，ろ過膜の改質にかかる初期コストを抑えられる点が
メリットとして挙げられる。一方で，ろ過膜状に形成さ
れるバイオフィルム中で細菌によって生成される AHL
が，バルク液を介して拡散によって Acylase が固定化さ
れたビーズまで運ばれる移動距離を考えると，ろ過膜上
に AHL を分解する酵素を固定化した方が AHL の分解
という観点では各段に効率的である。Kim らは，カチ
オン性高分子電解質であるキトサンと Acylase I を混合
し，N2加圧条件下でナノろ過膜に Acylase I を沈着させ，
グルタルアルデヒドで固定化させる手法を考案した 25)。
Acylase I を 固 定 化 さ せ た ナ ノ ろ 過 膜 を 用 い て
Pseudomonas aeruginosa の懸濁する反応槽のろ過膜の
透水性試験を行ったところ，コントロール系のナノろ過
膜と比べてバイオフィルムの形成および多糖・タンパク
質の生成量が抑制されたことが示され，このコンセプト
の妥当性が実証されている。ただし，酵素を固定化する
ことによるろ過膜の透水性低下は否定できない。そこ
で，我々の研究グループでは，ろ過膜の透水性の減少を
できる限り抑え，バイオフィルムの初期付着も抑制しつ
つ，バイオフィルムが形成されるろ過膜上で QS を遮断
可能な材料表面の作製に取り組んできた。具体的には，
PE のろ過膜に GMA を用いて RIGP 法によりグラフト
し，ポリマー鎖を形成させ，高い親水性を示す両性イオ
ンの N,N-ジメチル -γ-アミノブチル酸塩（DMGABA）
を導入した。その後，Acylase I および a- 多糖を分解可
能な a-Glucosidaseを DMGABAの高分子鎖に吸着させ，
グルタルアルデヒドで固定化した酵素固定化ろ過膜を作
製した。透水性試験により，このろ過膜は親水性が向上
し，元の PE膜に近い透過性能が得られた。モデル細菌
の Agrobacterium tumefaciens を懸濁させた MBR にお
いて、作製したろ過膜の透水性試験を行ったところ，元
のろ過膜に比べて膜間差圧を約 60％削減することが可
能になった。また，Acylase I を固定化したろ過膜と比

図 3．酵素による AHLの分解機構
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較しても膜間差圧を低く抑えることができ，2種類の酵
素の固定化がバイオファウリングの抑制に効果を発揮す
ることが示された。

QS 機構の遮断のために AHL を分解する酵素を材料
に固定化する技術が開発されてきたが，精製された酵素
を固定化することが必ずしも必要ではない。最近では，
酵素を生産する細菌を有効利用する試みが行われてい
る。実際に，AHL を生成する細菌のみならず，AHL を
分解する Lactonase や Acylase を生産する細菌が排水処
理施設内の活性汚泥中に棲息することが報告されてい
る 26)。すなわち，異なる細菌種が雑多に存在する活性汚
泥においては，QS 機構を促進・抑制する細菌群が共生
しており，細菌間のコミュニケーションが想像以上に複
雑であることを示唆している。AHL を分解可能な酵素
を生産する細菌を有効利用すれば，工業用の精製酵素に
依存することなく QSを遮断することができ，経済的な
観点からも有用性が高い。例えば，排水処理施設から単
離した Rhodococcus sp. BH4を QS の遮断を行う細菌
（クオラムクエンチング（QQ）細菌）としてアルギン
酸ナトリウムのビーズ内に固定化している報告があ
る 27)。作成した QQ細菌固定化材料を MBRに添加する
ことにより，槽内のろ過膜の膜間差圧の上昇を 10倍遅
延させることに成功している。また，中空糸状のベッセ
ルの中にもこの QQ 細菌を導入した同様の効果が得ら
れている 28)。添加する QQ 細菌の量によりバイオファ
ウリング抑制の効果も変わることも報告されており 28)，
QQ 細菌の初期添加量や内包されている量も重要にな
る。

以上のように，QS 由来のバイオファウリングを防止
する技術は，グラム陰性細菌のシグナル化合物である
AHL の吸着・分解を可能にする。水・排水処理施設の
大きな課題であるバイオファウリング抑制を達成できる
有望な技術としてさらに研究が行われることであろう。
一方，バイオフィルムの形成のトリガーとなる QSのシ
グナル化合物は AHLだけではない。AHLがバイオファ
ウリングへ及ぼす影響に関してのみ研究が進んでいるの
は否めない事実である。今後は AHL 以外のシグナル化
合物をターゲットとした材料開発にも着手していく必要
があろう。ろ過膜のバイオファウリング抑制に向けた応
用技術の発展のためには，上述した基礎的知見の集積が
必要不可欠である。QS 機構の更なる理解と，水・排水
処理分野への応用展開の一連の流れが確立できれば，ろ
過膜のバイオファウリング防止のみならず，細菌群の生
体触媒としての機能を向上させる技術へも拡張可能にな
るかもしれない。

4.3　 成熟したバイオフィルムの剥離を促す技術

細菌細胞の凝集体と多糖やタンパク質で主に構成され
る細胞外ポリマー（EPS）に包理された成熟化したバイ
オフィルムが形成されると，AHL 分解酵素の適用は困
難になる可能性が考えられる。この場合は，バイオフィ
ルムの外側および細菌細胞の結合を強固にしている
EPS を分解するような酵素の適用が必要である。Khan
らによれば，海水淡水化の RO膜の表面の改質を行うこ
となく，リパーゼやプロテアーゼといった脂質やタンパ
ク質を添加することにより RO膜に付着しているバイオ

図 4．AHLをトリガーとする QS阻害のための技術
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フィルムやタンパク質等の EPS の除去が可能であると
報告している 29)。一方，ポリアミドの RO膜に細菌細胞
の細胞壁の多糖成分を溶解するリゾチームを固定化させ
ることにより，透水性を保ちつつ RO膜上に形成される
グラム陽性細菌のバイオフィルム抑制に成功した例もあ
る 15)。AHL を分解する酵素のみならず，EPS の分解を
促したり，細菌を溶解させる酵素を併用したりすること
により，図 1に示すあらゆるバイオフィルム形成ステー
ジに対応できる材料表面の開発が可能になるかもしれな
い。他の細菌への効用や，複合系での実現可能性の評価
が今後の課題であると考える。

5.　お わ り に

水・排水処理分野においても細菌間の QS機構による
バイオフィルム形成は起こっており，細菌の多様な生理
が複雑に絡み合ってバイオファウリングによるろ過膜の
機能不全につながる機構が明らかになってきている。こ
のような生理学的な観点を考えると，コロイド粒子とし
て細菌付着およびバイオフィルム形成の現象を解釈する
ことだけではバイオファウリングの抑制は困難である。
バイオフィルム研究は学際的な領域であり，次々と明ら
かになる新規な知見を統合し，材料表面のデザインを行
う総合的な研究が必要になってくるであろう。本総説で
紹介した，QS 機構を遮断してろ過膜のバイオファウリ
ング抑制を目指す技術の実用化はまだ行われていない。
特に 21世紀後半で起こり得る地球規模の淡水枯渇問題
に向け，この分野のイノベーションが重要であり，分野
を超えた研究者のより一層の共同研究が必要になると考
える。
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