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2HaO5 　種々 条件下 に おける乳酸菌バ イオフ ィ ル ム の 構造

　解析
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乳 酸菌は 食品分野 に お い て 重要 な微生物 と して 認識 され て い る。しか し．
一方で は 、食品等の 製造に お い て 危害菌 と して の 側面 もあわせ もっ 。最近．
微生物の 集団つ ま りバ イ オ フ ィ ル ム に着 目が 集ま っ て きて い る。微生物が

バ イオ フ ィ ル ム を形成 する こ とで様 々 な耐性能を獲得する こ とが 明 ら か に

な っ て き て い る n しか し、危害菌 とし て の乳酸菌バ イ オ フ ィル ム につ いて

の 知 見はほ と ん ど ない c そ こ で我 々 は、種 々 の 乳酸菌 のバ イオ フ ィ ル ム に

つ い て、ス トレ ス 耐性 へ の 影響な ど を調 べ て きた 。本研究では 、種 R の条

件下 で 乳 酸菌 パ イオ フ ィ ル ム の 構造 を解析す る こ と で、種 々 環境因 子 が バ

イオフ ィ ル ム 構造 に 与 える影響 に つ い て調 べ た 結 果を報告 す る。具体的 に

は、L．））lantarit・m 等の 各種 乳酸菌 を使用 し、種 々 条件下で それ らの パ イ オ

フ ィ ル ム 形成 を調 べ た。バ イオフ ィ ル ム 形成 に おい て は、ディ ッ シ ュ プ レ
ー

i・を用 い た静胃培養法 に よる もの と、フ ロ
ーセ ル チャ ン バ ー

を用い た 流 ド

培 養法 そ れ ぞ れ の 方法 を用 い た。それ らの 手法 を用 い た、種
tt
条件下 で の

バ イ t フ ィル ム形成能 とそれ らの構造 に つ い て 解析 した結果を発表す る。

2HaO6 　有明海干潟泥中の細菌相解析
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【9 的】宝の 海 と呼ばれる有明海では 占くか ら漁業や養殖業 が活 発に 行わ れ

て い る。しか し、近年では漁獲量の 減少やノ リの 色落ちに よる 被害な どが

報告 されて お り、生態系の 変化が危
．
哄されてい る。本研究 で は、有明海 1’

潟 に生息する細菌相の 変遷 を解析する こ とに よって有明海こ お け る生態 系

変化 に関す る知 見を得 るこ とを目的 とした c

【方 法・結未】平成18年4，7，10月、平成 19年 1月に、佐賀 県有明海の 干潟 （ノ

リ非養殖漁場地点及び ノ リ養殖漁場地点）か ら泥 を採取 し、試 料 として用

い た。それらの 試料か ら細菌 DNA を抽 ILIIIし、16S　rRNA 遺伝子の V2 」V3 領

域 をタ
ー

ゲッ トとしたDGGE 〔変性剤濃度勾配ゲル 電気泳動）解析を行 っ

た。そ の結果、どの 地点 に も共通す るバ ン ドや．地点 と時期に特異的なバ

ン
．
ド等が 検出され た。特に、ノ リ養殖期に あた る冬季 （平成 18年 10月．平

成 19年且月 ）に お い て は 、ノ リ養殖漁場地点の 試料中に 、ス ミ ノ リ病の病 原

菌で あ る Flavobtzotet
’i・umas 細菌に高い 相同 性 を示すバ ン ドが検 出された。こ

の こ とか ら、Flavobacteriunt．1£．＄− tsの 有明海 に お ける季 節的勤態 と．ノ リの

養殖 が密接な 関係にあ る こ とが 示唆さ れ た 。現在、Flavoba・cterium ．uaSM菌を

タ ーゲ ッ トと した リア ル タ．イ ムPCR 法 に よ る定量解析 を行 っ て い る。
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歯周病 の 原因で あ る デ ン タル プ ラ ーク は約 riOO種 以上 の 口腔 細 菌 か ら な る

バ イオフ ィ ル ム で ある 。E
’
ifterwtla　co’tTode’ns は 歯周病患 者 の病変部 か ら頻 繁

に 分離 さ れ、無菌動物 へ の 単
．．・
感染 に よ り重 度 の歯 周 炎 を惹 起 す る歯 周 病

原 性細 菌の
一

つ で ある。本菌 は菌体表層 にGalNAc特異 的 レ クチ ン を有 して

お り、こ れ が 本菌の 病原 性 に 大 き く関 ケす る こ とが 考 え られ て い る 。最近、
本 菌が 単

一
で GalNAc 特異 的レ ク チ ン に依 存 してバ イ オ フ ィ ル ム を形成す

る こ と、タ イ ブ 2 ク オ ラ ム セ ン シ ン グが本 菌 の バ イ オ フ ィ ル ム 形成 に 関与

する こ とを報 告 した。これ ら の こ とか ら本菌 の バ イオフ ィ ル ム 形成 を抑制

す る こ とに よ P、デ ン タル プラ
ー

ク の抑 制、さ ら に は歯 周病の 予防 や 治療

へ の 応 用 へ の 可 能性 が 期待 で き る。本 研究 で は、カ テ キ ン 類や フ ラボ ノ イ

ド類 な どの ポ リフ ェノ
ー

ル に よ る 本菌 のバ イ オフ ィ ル ム 形 成に 及 ぼす影響

に つ い て 調べ た。ま ずカ テ キ ン と エ ピガ ロ カ テ キ ン ガ レ
ー

ト 〔EGCg ）を

且mM ず つ 添加 し、本 菌の バ イオ フ ィ ル ム 形成 を調べ た とこ ろ、lmM 　EGGg

の 添加に よ リパ イ オ フ ィ ル ム 形成 が 25％ 以 ドま で 抑制 さ れた．添加量 を変

え て 抑制効果を 調 べ た と ころ 、0．lmM 以 上の EGCg の 添加に ．より効果的に

バ イオ フ ィ ル ム 形成が 抑制 さ れ た c さ らに EGCg の 添加に よる 増殖 を調 べ

た と ころ 、増殖阻害は 見 られ な か っ た 。また 同様 に フ ラ ボノ イ ド類の 添加

に よ っ て も本 菌 の バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 が抑 制さ れた。した が っ て FGG 騎な

どの ポ リ フ ェ ノ
ー

ル は増 殖 を 阻 害す る の で はな く、バ イオ 7 イ ル ム 形成を

阻告 する こ とが 示 唆 され た 。

Eikeneila　cotT
’
ode
・
ns
’
は歯周 病患者の 病変部か ら頻繁 に 分離され、無菌動物 へ

の 単
一

志染 で 重度の 歯周 炎を 惹起 す る歯周原件 細菌の
．一

つ で あ る。また 、
近年 ア テ ロ

ー
ム 硬化症や 心 内膜 炎な どの 全身疾患 へ の 関与 も報告 されて い

る．最近、我 々 は本菌が 単
一

で バ イオ フ ィ ル ム を形成 し、その 形成に オ ー
トイ ン デュサ

ー2 （AI −2〕 を介 した クオ ラム セ ン シ ン グ CQS）が 関与す る

こ とを示 した。本研究で は、QSと歯周病原性 との 関係を明 らか に す るた め

に 、培養 ヒ清か ら AI・2 を精製 し．その 機能 を解析す る こ とに した ．
E．c’otγOdens の AI・2合成に 必 須なluxS遺伝子 の 欠損株を作戒 した とこ ろ、欠

損株 で は 野性株 に比 べ て バ イ オ フ でル ム 内の 死 菌の 割合が 高 くな D、疎な

バ イオ フ ィル ム を形成 し て い た。Mibrio　harvel／i をセ ンサ
ー

株 としたア ッ セ

イ に よ O 、E、　COt’rode ・ns’の 対数増殖期後期の 培養上清か らAI−2が検 出された。
培務 ヒ清か ら酢酸 エ チル に て抽 出した画分 を、薄相 ク ロ マ トで展 開す るこ

とに よ っ て AI．2の 精製 を 行 っ た。κ肋 u 卿 を発光 させ る画分が得 られたの

で 、これ を GC −MS や NMR に よ り構造解析 を行 っ た。また、精製 したA1−2
を E、corrodt ／ns の 野生株お よびtzax’S欠損株 の培 養液 に添 加 した とこ ろ、鱈 ∫

欠損株に お い てバ イオ フ ィ ル ム形成の 増加が 見られたvこれ らの 結果か ら、
Al −2を 介 した ク オ ラ ム セ ン シ ン グが本 菌のバ イオフ ィ ル ム 形成 に 関与す る

こ とカs示 唆さ tした 、
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