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Abstract
Biofilm formation abilities（BFA）of 78 Bacillus subtilis strains were evaluated by using a crystal violet staining method.  Ten

strains showed more than 20-fold higher BFA than that of a low-BFA control strain, 168trpC2.  Six strains showed almost the

same BFA as the control.  In addition, biofilm formation of the high-BFA strain was confirmed with a scanning electron

microscopy. The biofilm was observed by using a hexamethyldisilazane drying treatment without cell structure disruption. 
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細菌による食品汚染を防ぐことは，安全な食品を消

費者に提供する上で非常に重要な課題である．これま

での細菌研究では，培養という操作により浮遊状態の

細胞を対象とすることが殆どであった．しかし，近年，

微生物生態に関する研究が進むにつれて，自然界にお

いては，細菌は浮遊状態よりも，むしろ固体表面に接

着し「バイオフィルム」と呼ばれる高次構造体を形成

して存在していることがわかってきた
1, 2）
．バイオフィ

ルムは微生物群集の周囲に多糖類を主成分とする強固

な外殻が形成されたものであり，バイオフィルムが一

旦形成されると微生物の除去が困難になるため，食品

汚染の観点からも関心を集めている．

バイオフィルム形成に関する様々な研究は，これま

で主に大腸菌（ Escherichia coli）の他，緑膿菌

（ Pseudomonas aeruginosa）， 黄 色 ブ ド ウ 球 菌

（Staphylococcus aureus）等，病原性微生物を中心に進め

られてきた．これらの菌では，分子生物学的手法等を

用いてバイオフィルムの形成メカニズムを解明する試

みが行われている
3）
．その結果，バイオフィルム形成に

関与する因子は，菌種によって異なっており，また，

同一の菌種であっても菌株によってバイオフィルム形

成能が様々であることがわかってきている．したがっ

て，同一の菌種間でバイオフィルム形成能の異なる菌

株を比較することは，その菌種のバイオフィルム形成

機構を明らかにする有効な手段になるものと考えられ

る．

本研究では，グラム陽性菌のモデル微生物であり，

食品産業にも利用されている枯草菌（Bacillus subtilis）

におけるバイオフィルム形成機構を明らかにするため

に，その第一段階としてバイオフィルム形成能の異な

る枯草菌株を取得することを目的として，様々な枯草

菌株のバイオフィルム形成能を解析した．

実験方法

バイオフィルム形成能の解析

枯草菌（B. subtilis）78株（表１）は，食品総合研究

所微生物バンクより入手した．バイオフィルムの形成
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は，以下のように行った．

３mlのLB培地に枯草菌を接種し，37℃で一晩培養を

行った（前培養）．３mlのバイオフィルム形成培地

（150mM 硫酸アンモニウム，100mM リン酸カルシウム，

34mM クエン酸ナトリウム，1mM 硫酸マグネシウムを

含むLB培地）を培養管（φ17mm×H100mm）に入れ，

前培養液を１％（v/v）となるように加えた．この培養

管内にスライドガラス（W25mm×H75mm×D1mm）を

縦に半分に切断したものを立てかけ，37℃で48時間静

置培養を行った．培養後，蒸留水で浮遊細胞を洗浄除

去したスライドガラスを0.1％（w/v）クリスタルバイオ

レット溶液に15分間浸漬し，スライドガラスに接着し

た菌体の染色を行った．スライドグラス上の余分な色

素を蒸留水で洗浄除去した後，６mlのエタノール溶液

に15分間浸漬した．エタノール溶液に溶出したクリス

タルバイオレットの濃度は，溶液の吸光度（595nm）を

測定することにより求めた．また，培養液の菌濃度は，

濁度（OD600）を測定することにより求めた．以上の実

験を３回反復し，得られた平均値を用いて各菌株のバ

イオフィルム形成能を評価した．

走査電子顕微鏡による観察

上述の方法と同様に行い，カバーグラス上にバイオ

フィルムを形成させた後，以下の方法で前処理を行っ

た．2.5％（w/v）グルタールアルデヒド／0.1 M リン酸

緩衝液（pH7.3）に４℃で一晩浸漬した後，0.1 M リン

酸緩衝液（pH7.3）で３回洗浄を行った．次に，50％，

70％，90％，100％(v/v）のエタノール溶液に，各10分

間ずつ浸漬して（100％エタノール処理は３回）脱水処

理を行った．ヘキサメチルジシラザン（HMDS）に30

秒ずつ２回浸漬した後，10分間室温で風乾した5）．前処

理を行った試料に，イオンスパッタリング装置（日本
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表１　バイオフィルム形成の比較に用いた枯草菌株



電子，JFC-1500）を用いて金蒸着を行い，走査電子顕

微鏡（日本電子，LV-5600）により観察した．

結果および考察

バイオフィルム形成能の解析

78株の枯草菌について，クリスタルバイオレットを
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図１　枯草菌株間におけるバイオフィルム形成能の比較
a:色素染色によって求めた菌体接着量，ｂ：培養液中の菌体量あたりの接着量．いずれも168trpC2株（菌株
No. 78）の値を１として表した．



用いた染色法により，バイオフィルム形成能の評価を

行った．図１ａは，スライドガラス上の菌体に結合し

た色素の量を，枯草菌の研究でよく使用される168trpC2

株の値に対する相対値で示したものである．46株にお

いて，168trpC2株の２倍以上の値を示した．特に

MSQ15202（No.22），NFRI8323（No.70），NFRI8334

（No.76）及びNFRI8336（No.77）の４株は，168trpC2株

の7.5～9.8倍の値を示し，168trpC2株よりも接着能の高

い株と考えられた．

さらに，浮遊菌数に対する接着菌の割合を見るため

に，上述の色素量を培養液の濁度で除した値を，

168trpC2株の値に対する相対値で示した（図１ｂ）．そ

の結果，22株が168trpC2株の10倍以上の値を示した．一

方，168trpC2株と同等の値（２倍以内）を示したものは

わずか７株に過ぎなかった．このことから，168trpC2株

では多くの菌体が浮遊状態で存在し，接着の起こりに

くい株であることが示された．一般に実験室でよく用

いられる菌株は，栄養に富む培地で長期間維持されて

きたことにより，増殖効率は高いものの，微生物が本

来備えていた環境適応機能を欠失してしまっているも

のが多いと言われていることと一致する．

上述のMSQ15202，NFRI8323，NFRI8334及び

NFRI8336の4株に加え，IP053（No.18），NFRI8322

（No.51），NFRI8291（No.56），NFRI8292（No.57），

NFRI8311（No.64），NFRI8298（No.66）の６株が，高

い菌体量あたりの接着量（168trpC2株の20倍以上）を示

し，バイオフィルム形成能の高い菌株であると考えら

れた．前者の4株は増殖能も接着能も高い菌株であり，

後者の6株は増殖能は低いものの接着する菌体の割合が

高い菌株であると考えられた．一方，ATCC6653（No.9），

Az657（No. 10），HER1046BS（No.11），Comrois

（No.26），HER1174BS（No.42），HER1148BS（No. 43），

IP035（No. 48）の７株は，168trpC2株と同様に接着が

起こりにくく，バイオフィルム形成能の低い菌株であ

ると考えられた．

枯草菌のバイオフィルム形成に関しては，Stanleyら

によって，浮遊状態の細胞とバイオフィルム形成状態

の細胞における遺伝子発現の差異が，DNAマイクロア

レイを用いて調べられている
6）
．バイオフィルム形成過

程において519遺伝子の発現量が変化し，その大部分は

運動性やケモタキシス，膜エネルギー，解糖系，TCA

回路に関わる遺伝子であることが示されている．今回

得られたバイオフィルム形成能の異なる菌株について，

繊毛等の運動性に関わる因子の構造や膜タンパク質の

組成，代謝系の遺伝子発現等を今後比較検討すること

により，枯草菌のバイオフィルム形成に必要な因子が

より明らかになるものと期待される．

走査型電子顕微鏡による観察

バイオフィルム形成能が高いと推測されたMSQ15202

株について，走査型電子顕微鏡（SEM）観察によって，

バイオフィルムの形成を確認した．エタノールによる

脱水処理後の乾燥方法として，凍結乾燥法とHDMS法5）

を試みた．凍結乾燥法では菌体の凝縮および剥離が起

きてしまったが，HDMS法ではガラス表面に菌体が密

に接着している様子を観察することができたことから

（図２），枯草菌バイオフィルムのSEM観察の前処理に

はHDMS法が適していることがわかった．また，得ら

れたSEM像から，枯草菌バイオフィルムにおいても，

ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella enterica serovar

Typhimurium）で観察されたバイオフィルム
7）
等と同様

に，菌体外物質が細胞表層に付着していることが確認

された．

要　約

枯草菌78株について，バイオフィルムの形成能を解

析した．その結果，10株が高いバイオフィルム形成能

を示し，６株がコントロールとして用いた168trpC2株と

同等の低いバイオフィルム形成能であった．また，ヘ

キサメチルジシラザン処理により，走査型電子顕微鏡

を用いて，バイオフィルムの形成を確認した．
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図２　B. subtilis MSQ15202株バイオフィルムの
SEM による観察
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