
Shinya Sugimoto1, 2, 3 and Yuki Kinjo1, 2

【第 140 回成医会総会宿題報告】

慈恵医大誌 2023；138：131-8.

1 東京慈恵会医科大学細菌学講座

2 東京慈恵会医科大学先端医学推進拠点群バイオフィルム研究センター

3 東京慈恵会医科大学総合医科学研究センタープロジェクト研究部アミロイド制御研究室

Biofilms are highly organized microbial communities that form on abiotic or biotic surfaces and can be 
tolerant of antimicrobial agents and host defense systems. Therefore, biofilms cause various chronic human 
infectious diseases, such as catheter-related bloodstream infections, urinary tract infections, and endocarditis. 
To better understand the structures and functions of biofilms, including their interactions with hosts and other 
microbes and their responses to antimicrobials, strategies that enable rapid and efficient visualization must 
first be developed. Recently, we have developed a whole-biofilm clearing and fluorescent imaging method, 
termed instantaneous clearing of biofilm (iCBiofilm). This method is a rapid and efficient technique involving 
only immersion of biofilms in a refractive index-matching solution, enabling instant whole-biofilm imaging 
with fluorescent microscopy. iCBiofilm is broadly applicable for multicolor imaging of immunostained matrix 
components and fluorescence-labeled cells in biofilms with a thickness of several hundred micrometers. 
iCBiofilm is expandable from bacterial to fungal biofilms and can be used to analyze biofilm-neutrophil 
interactions. We have also developed nonfixing iCBiofilm, which enables live cell imaging of biofilm 
development and the actions of antimicrobials. Therefore, iCBiofilm represents an important advance for 
examining the dynamics and functions of biofilms. （Tokyo Jikeikai Medical Journal 2023;138:131-8）　
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Ⅰ．緒　　　　　言

微生物は人工物や生体などの表面に付着して増

殖し，バイオフィルムと呼ばれる集合体を形成す

る．地球上に生息する微生物の大部分（40～

80％）はバイオフィルムを形成していると考えら

れており，地表や地中，水圏，動物や昆虫の体表

と腸内，植物表面や根圏など，地球上の至るとこ

ろに存在する1）．バイオフィルムは身近なところ

にも多く存在し，例えば，お風呂のバスタブや台

所のシンクのヌメリ，あるいは歯垢などもバイオ

フィルムの一種である．医療現場では，中心静脈

カテーテルや人工関節，ペースメーカーなどの体

内留置型医療デバイスにバイオフィルムが形成さ
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れると，その内部の細菌が抗菌薬やヒトの免疫に

よる排除機能に抵抗性を示すようになり，難治性

の感染症の原因となる2）3）．場合によっては，バ

イオフィルムが付着した医療デバイスを外科的に

除去する必要があり，患者への負担と医療費の拡

大が問題となる．そのような事態を回避するため

には，バイオフィルムのことを科学的に正しく理

解した上で，バイオフィルムの形成を阻害したり，

すでに形成されたバイオフィルムを除去したり，

部分的にバイオフィルムを壊して抗菌薬が働きや

すくするなど，バイオフィルムを人為的に制御す

る技術を開発することが必要である．バイオフィ

ルムはこのようなヒトの難治性感染症や齲蝕の例

だけでなく，動植物の病気4），水道管の詰まり5），

金属腐食6）など多種多様な問題に関連している．

一方，バイオフィルムは発酵飲食物の製造や水の

浄化など，ヒトの生活に有益な場合もある 7）．こ

のように，バイオフィルムは医学や生命科学だけ

でなく，工学，環境問題，食糧生産など，幅広い

分野において重要な研究対象である．

バイオフィルムの内部では，菌体外マトリクス

によって微生物の塊が覆われることで，様々な外

的なストレス（温度，乾燥，pH，抗菌薬，宿主

免疫系の抗菌作用など）に対して抵抗性を示すと

考えられている8）．菌体外マトリクスは，主に微

生物自身が菌体外に産生する細胞外高分子物質

（EPS, extracellular polymeric substances）によって

構成されるが，代表的なEPSは多糖，タンパク質，

および核酸（DNA）などである（Fig.1）．EPSは

微生物細胞同士の接着や微生物細胞の固体表面へ

の付着に重要な役割を果たすが，EPSの組成や量

はバイオフィルムの性質（形成量や頑強性）と深

く関わっており，菌種だけでなく菌株レベルで大

きく異なる．EPSの中で特にDNAは，様々な菌

種のバイオフィルムの形成に利用されている普遍

的な成分である9）10）．バイオフィルムの形成メカ

ニズムやバイオフィルムの生理機能（抗菌物質や

免疫に対する抵抗性など）を理解するためには，

バイオフィルムの構造やその内部の微生物の生理

状態，遺伝子発現の変動，EPSの種類や動態など

を詳しく解析することが重要である．

Ⅱ． 従来のバイオフィルムの観察技術とその

問題

１．共焦点レーザー顕微鏡

生命現象を理解する上で，顕微鏡を使って対象

とする生物を観察することは最も基本的かつ重要

な手法である．これまでバイオフィルムの観察に

最も頻繁に使用されてきた顕微鏡は共焦点レー

ザー顕微鏡である 11）12）．小さく絞ったレーザー光

で試料を走査して画像を取得し，蛍光シグナルを

検出する際に焦点位置以外の光をピンホールで除

去することで深さ方向に分解能が生じ，光学的断

層像を得ることができる．そのため，光を全面に

照射する一般の顕微鏡と違って，厚い試料でも焦

点を合わせた蛍光像を取得することが可能であ

る．そして，焦点面を上下させて取得した二次元

画像をもとにバイオフィルムの立体的な三次元像

をコンピューター上で再構成することができる．

微生物細胞やEPSに特異的に結合する蛍光プロー

ブや蛍光標識抗体などを用いれば，バイオフィル

ムの全体構造だけでなく，内部の微生物細胞や

EPSの局在を可視化できることも大きな利点であ

る．また，緑色蛍光タンパク質のような蛍光タン

パク質を利用することで，バイオフィルム内部の

微生物の遺伝子発現や生理状態のバラツキを１細

胞レベルでモニターすることも可能である．

２．超解像顕微鏡

光学顕微鏡で観察できる空間分解能は理論上，

観察に用いる光の波長の半分程度（約200 nm）

Fig.1. Schematic illustration of a biofilm. Biofilms are highly 
organized microbial communities formed on abiotic or biotic 
surfaces. Within a biofilm, microbial cells are embedded in the 
extracellular matrix composed of polysaccharides, proteins, 
nucleic acids, and others. The biofilm cells can be tolerant to 
antimicrobial agents and host defense systems. Biofilm 
formation starts from the attachment of planktonic cells to a 
surface. During and after biofilm maturation, planctonic cells 
can be released from the biofilm.
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であることが示されている．これまでに，この光

の回折限界を超えるイメージング法が考案され，

超解像顕微鏡法と呼ばれている．例えば，誘導放

出抑制顕微鏡法（STED: Stimulated Emission 
Depletion Microscopy）13），確率的光学再構築顕微

鏡（STORM: Stochastic Optical Reconstruction 
Microscopy）14）15），光活性化局在性顕微鏡法（PALM: 
Photo-Activated Localization Microscopy）16），構造

化照明顕微鏡法（SIM: Structured Illumination 
Microscopy）17）などが超解像顕微鏡法の代表例で

ある．これらの超解像顕微鏡法では， 場合によっ

ては数nm程度の解像度を達成できる．バイオ

フィルムの研究分野では，コレラ菌のバイオフィ

ルムにおける複数の細胞外マトリクス成分の局在

がSTORMを用いてマルチカラーとして可視化さ

れている18）．

３．二光子顕微鏡

組織や臓器のような生体試料は厚みがあり，そ

れらの深部観察は従来の光学顕微鏡法では困難で

ある．この問題に対する一つの解決策が二光子顕

微鏡法である．特殊な赤外光パルスレーザーを用

いることで，焦点の合った深度でだけ蛍光色素を

光らせることができるため，より鮮明な像を得る

ことができ，深さを少しずつ変えながら撮像して

いくことで三次元蛍光画像を得ることができる．

共焦点レーザー顕微鏡に比べると，光散乱の影響

を受けにくい長波長のレーザーを使うため，より

深くまで可視化することが可能である．しかし，

空間分解能は共焦点レーザー顕微鏡に若干劣ると

いわれている．バイオフィルムの研究分野でも二

光子顕微鏡を用いた観察例が報告されており，10

種類の口腔細菌からなる混合菌種のバイオフィル

ムにおいて二光子顕微鏡のほうが共焦点レーザー

顕微鏡よりも4倍の深さまで観察できると報告さ

れている．しかし，深さが25 µmを超えると蛍光

強度が20％以下まで低下するため，二光子顕微

鏡といえども分厚いバイオフィルムの深部観察は

困難である12）．

４．ライトシート顕微鏡

ライトシート顕微鏡は共焦点レーザー顕微鏡や

二光子顕微鏡と同じく，光学切片を得ることで三

次元（XYZ）あるいは時間軸を含め四次元（XYZT）

の蛍光像を撮影できる蛍光顕微鏡法である 19）．ラ

イトシート顕微鏡では，照射用と検出用の対物レ

ンズが直角に配置されており，検出用対物レンズ

の焦点面に向かってシート状に整形された光（ラ

イトシート）が照射されることで光学切片を取得

する．共焦点レーザー顕微鏡は点でスキャンする

のに対して，ライトシート顕微鏡は面で撮影する．

よって，ライトシート顕微鏡では観察したい平面

にしか励起光を当ててないため，高速かつ励起光

による試料ダメージが少ないというメリットがあ

る．この特徴を活用することで，非常に高速な生

命現象を捉えることが可能になってきている．一

方，検出用対物レンズの開口数を上げられないた

め，空間分解能については共焦点レーザー顕微鏡

に比べて若干劣る．また，同一平面内でも照射光

がサンプルに入る部分では鮮明な画像が得られる

のに対し，反対側では背景光の増加や縞状の影が

発生して画質は劣化するといったデメリットもあ

る．これまでに，コレラ菌のバイオフィルム形成

の初期過程がライトシート顕微鏡を用いて解析さ

れている20）．

５．�分厚いバイオフィルムの観察における従来の

蛍光顕微鏡法の問題点

上述の通り，様々な光学顕微鏡がバイオフィル

ムの観察に利用されてきたが，20 µmを超えるよ

うな分厚いバイオフィルムの場合は，表面から入

射した光が深部まで透過しにくいため，従来の光

学顕微鏡法ではバイオフィルムを隅々まで観察す

ることは困難であった．上記の通り，共焦点レー

ザー顕微鏡や深部観察を得意とする二光子顕微鏡

であっても厚みのあるバイオフィルムを隅々まで

詳しく観察することは困難である12）．そのため，

分厚いバイオフィルムの形状や内部の微生物細胞

およびEPSを，空間配置変化させずに，鮮明に観

察することが可能な革新的な技術の創出が求めら

れている．そこで筆者は，主に動物の組織や臓器

の観察において，近年目覚ましい発展を遂げてき

た組織透明化法に着目し，バイオフィルムの観察

への応用を考えた．
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Ⅲ．�バイオフィルムを瞬時に透明化する技術

（iCBiofilm法）の開発

１．組織透明化の原理

生体組織や臓器が不透明であることの主な原因

は，光の散乱や屈折，吸収が生じることにより，

直進する透過光が大きく減弱してしまうことにあ

る．生体試料では，細胞膜に含まれる脂質成分や

コラーゲン線維などの細胞外基質・結合組織など

に起因する光散乱の影響が大きく，透明度が低い

ことが分かっている．そのため，生体試料の透明

化には，「観察対象とその周囲の屈折率を合わせ

る」ことが必須であり，脂質などの生体内光散乱

物質の除去（脱脂）と高屈折率溶媒の浸透（屈折

率調整）という二つの工程が必要である．

これまでに，実に多彩な組織透明化技術が開発

されてきた21）．組織透明化研究の歴史は意外にも

古く，1911年にドイツの解剖学者であるWerner 
Spalteholz博士が有機溶媒を用いた方法を報告し

ている22）．その後，有機溶媒を使った組織透明化

法はBABB・3DISCOといった手法へと発展を遂

げており，高度な透明化が達成されている 23）．し

かし，このような有機溶媒を用いた方法は，短時

間で組織を透明化することができるが，サンプル

が収縮してしまい，試薬が実験者や顕微鏡にとっ

て必ずしも安全ではなく，今や蛍光イメージング

に欠かせない蛍光タンパク質が退色しやすいとい

う問題があった．そのため，有機溶媒に代わって，

生体への毒性が低く，蛍光タンパク質の安定性を

維持する面で優れた水溶性化合物を用いた組織透

明化法の開発が試みられた．理化学研究所の宮脇

敦史博士らによって開発されたScale24）は尿素と

グリセロール，および界面活性剤を組み合わせる

ことで生体組織の光散乱を減らし，透明度を上げ

ることが可能である．この方法は，水溶性化合物

を用いて生体組織の透明化と三次元蛍光イメージ

ングを両立させた点でブレイクスルーとなり，

SeeDB25）やScaleの改良版ともいえるCUBIC26）な

どの革新的な技術が開発されてきた．また，

CLARITY27）のようにアクリルアミドゲルによっ

て組織内のタンパク質や核酸を空間的に固定し，

電気泳動で強力な脱脂を行う方法も報告されてい

る．しかし，上記の水溶性化合物を用いた方法に

比べると操作が煩雑であり，スループットが低い．

２．�東京慈恵会医科大学オリジナルのバイオフィ

ルム透明化技術の開発

まず，本邦で市販されている組織透明化試薬

（CUBIC26），ScaleS28），SeeDB229））を用いて，メ

チシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA: methicillin-
resistance Staphylococcus aureus）のバイオフィル

ムの透明化を試みた．予想通り，これらの透明化

試薬を用いることでMRSAのバイオフィルムの

透明化が可能であった．しかし，これらの方法で

はバイオフィルムの透明度が不十分であり，透明

化処理の過程でバイオフィルムの構造が部分的に

壊れ，透明化処理に数日から数週間の時間を要す

るという課題があった．そこで筆者は，独自にバ

イオフィルムに特化した透明化法を開発すること

を決意した．

上記の予備検討の過程で，筆者はSeeDB2に含

まれる「イオヘキソール」という化合物を含む水

溶液にMRSAのバイオフィルムを浸漬するだけ

で，瞬時に透明になることを発見した．イオヘキ

ソールはX線の造影剤として臨床で使用されてお

り，水に良く溶け，屈折率が極めて高いという特

徴を持つ．そして，その濃度を変えることで屈折

率を自在に調整できる．そこで筆者は，イオヘキ

ソールとMRSAのバイオフィルム（パラホルム

アルデヒドやグルタールアルデヒドで固定したも

の）を用いて，透明度が高く，バイオフィルムの

構造安定性を保つ条件を決めた．その結果，20 
μmを超えるような分厚いバイオフィルムでも数

秒以内に透明にできる iCBiofilm（instantaneous 
Clearing of Biofilm：アイ・シー・バイオフィルム

と読む）法を開発することができた30）．

従来の組織透明化法では，生体の組織や臓器に

含まれる光の散乱や吸収の原因となる物質（繊維

状タンパク質，脂質，色素など）を除去し，試料

の周囲の屈折率を観察対象の屈折率に近づける工

程で長い処理時間を必要とする（数日から数週間，

場合によっては1カ月以上）．一方，iCBiofilm法

では微生物細胞に近い屈折率（1.38～1.42程度）

を持つ溶液にバイオフィルムを浸漬するだけで数

秒 以 内 に 透 明 化 を 達 成 で き る30）．そ し て，

CUBIC，ScaleS，SeeDB2などの従来の組織透明
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化法に比べて透明度が高く，より深部まで鮮明な

蛍光像を取得できることがわかった（Fig.2）．微

生物細胞の細胞膜に親和性を持つ蛍光色素やEPS
に特異的に結合する蛍光標識抗体や蛍光標識レク

チンでバイオフィルムを染色した後，iCBiofilm
法を用いて透明にすれば，バイオフィルム内部の

微生物細胞やEPS（多糖，タンパク質，核酸）の

形態や局在を共焦点レーザー顕微鏡などで詳しく

観察することが可能である 30）．また，iCBiofilm
法はMRSAだけでなく，様々なグラム陽性菌（表

皮ブドウ球菌，腸球菌，枯草菌など），グラム陰

性菌（大腸菌，緑膿菌，コレラ菌など），および

真菌（カンジダ菌など）のバイオフィルムの観察

にも有効であった30）．特に，カンジダ菌の場合，

500 μmを超える非常に分厚いバイオフィルムで

も隅々まで観察することが可能であった（Fig.3）．

さらに，iCBiofilm法はバイオフィルム内部へと

侵食し，菌を貪食するマウスの好中球の様子を観

察する上でも有効であった 30）．つまり，iCBiofilm
法は従来の組織透明化法に比べて，処理時間の短

さ，高い透明度，試料の構造の保持，幅広い汎用

性という点において極めて優れたバイオフィルム

の透明化法である．

Ⅳ．�iCBiofilm法を用いたバイオフィルムのラ

イブセルイメージング

従来の組織透明化法では，試料を固定して数日

から数週間の時間をかけて透明化を行うため，観

察対象を生きたままの状態で観察することは困難

である．一方，iCBiofilm法は，透明化と微生物

細胞の染色に使用する試薬の種類と濃度を最適化

することで，バイオフィルム内部の微生物を生き

たままの状態で透明にしながら三次元で観察する

ことが可能になると予想された．バイオフィルム

の透明化に用いるイオヘキソールは未固定のバイ

オフィルムの構造を破壊することが判明し，ライ

ブセルイメージングには適しないことがわかっ

た．そこで，イオヘキソールに代わって，微生物

の細胞分裂や形態，およびバイオフィルムの構造

Fig.3. Observation of a fungal biofilm using the iCBiofilm 
method. Candida albicans biofilms were stained with Alexa 
Fluor 594-conjugated Concanavalin A. After soaking the 
biofilms in PBS or the iCBiofilm reagent, the biofilms were 
observed using an LSM880 microscope with a 20 × objective 
lens. Side views of the biofilms are shown.

Fig.2. Optical clearing and imaging of bacterial biofilms using 
the iCBiofilm method. (A) Photographs of methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) biofilms on a grid pattern-
printed paper as a background were obtained using ImageQuant 
for transmission (Cytiva). The biofilms were soaked in 
phosphate-buffered saline (PBS) or the iCBiofilm reagent. PBS 
was used as the control. (B) Typical side-views of the MRSA 
biofilms stained with thioflavin T (ThT). An LSM880 confocal 
laser scanning microscope with a 40 × oil immersion objective 
lens and an Airyscan super-resolution unit (Carl Zeiss) was used 
to acquire z-stacks of the stained biofilms every 0.22 μm.
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に悪影響を及ぼさない化合物を探索した．その結

果，イオジキサノールがバイオフィルムのライブ

セルイメージングに適していることを見出すこと

ができた．イオジキサノールを培地の中に適切な

濃度となるように添加し，さらに微生物細胞のラ

イブセルイメージングに適した蛍光プローブ（チ

オフラビンT31）やマイトトラッカーなど）で染色

することで，バイオフィルムの形成過程の透明化

ライブセルイメージングが可能になった（Fig.4）30）．

この技術を応用することで，分厚いMRSAのバ

イオフィルムが乳酸菌によって産生されるナイシ

ンAという抗菌ペプチドによって殺菌されていく

様子も観察できるようになった30）．

以上より，iCBiofilmを応用することで，バイ

オフィルムの形成過程だけでなく，バイオフィル

ム内部の微生物に対する抗菌剤やバイオフィルム

破壊剤の作用を高い時間・空間分解能で可視化で

きるようになった．

Ⅴ．今 後 の 展 望

本稿では，筆者が開発した iCBiofilm法につい

て紹介した．iCBiofilm法は，様々な光学顕微鏡

法（超解像顕微鏡，二光子顕微鏡，ライトシート

顕微鏡，ラマンスペクトル顕微鏡，自家蛍光顕微

鏡，ホログラフィック顕微鏡など）と組み合わせ

ることが可能である．それによって，バイオフィ

ルムの詳細な構造情報に加え，バイオフィルムの

内部での個々の微生物細胞の生理状態や代謝物の

分布などの情報がこれまで以上の高い精度で得ら

れると考えられる．バイオフィルムの構造や機能

を深く理解できれば，バイオフィルムが原因とな

る様々な問題（難治性細菌感染症，水浄化システ

ムの濾過膜の目詰まり，金属腐食など）の解決に

も繋がる可能性がある．現在，iCBiofilm法に基

づいたバイオフィルム透明化試薬が東京化成工業

株式会社から製品化されており，今後，この技術

が様々な分野で応用されることに期待したい．
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bottomed dish. The three-dimensional images of the biofilm were taken every 10 min using Thunder Imaging System (Leica).
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