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研究成果の概要（和文）：根尖性歯周炎病巣に認められる菌種は、55 程度であった。根尖部病巣で認められる
菌種のうち主要なものは、Prevotella, Porphyromonas, Parvimonas, Peptostreptococcus, Fusobacteriumであ
った。さらに病巣が根尖部に限局しているものと、炎症が他の隙に拡大しているものを比較するとマイクロバイ
オームに違いが認められた。出血部位と排膿部位の比較においてもマイクロバイオームに差が認められた。これ
らの結果から、根尖性歯周炎の病態により病巣部に認められるマイクロバイオームが異なり、病態とマイクロバ
イオームとの間に関連が認められることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the lesion of apical periodontitis, approximately 55 species of bacteria 
were detected. Among them, predominant genera were Prevotella, Porphyromonas, Parvimonas, 
Peptostreptococcus, Fusobacterium. The microbiome was different between the lesion in single space 
and the lesion with multi space. We also detected the difference in microbiome between the lesion 
with bleeding and the lesion with discharge of pus. These data suggest the association between the 
clinical condition and microbiome of the lesion.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
口腔内には 700 種を超える細菌が存在し複
雑な細菌叢が形成されている。う蝕、歯周炎
をはじめとする口腔疾患の多くは、感染症で
ある。根尖性歯周組織炎は、齲蝕の進行に伴
う歯髄の感染によって引き起こされる根尖
周囲の炎症である。本疾患は、急性膿瘍形成
をはじめとする複数の病態を引き起こし、場
合によっては根尖部ににとどまらず、骨髄炎、
口腔底蜂窩織炎、遠隔組織での膿瘍形成など
を引き起こすと共に、壊死性筋膜炎等重篤な
転帰をたどり生命を脅かすような場合もあ
る。無菌動物で歯髄炎を起こさないことから
も根尖病巣形成の原因は、口腔内の細菌感染
によって引き起こされる事が示されている。
う蝕の進行と共に歯髄に感染が起こりそれ
が次第に根尖部に向かい広がっていく。歯髄
炎の時点では病巣に認められる菌種は特徴
があまり認められないが、根尖部に進むと共
に菌叢の変化が起こっていく。感染根管処置
が行われた後も、一部の細菌はそこで使われ
た薬剤に抵抗性を持つかまたはその届かな
いデッドスペースに生息し持続性感染を続
けており、環境が整うと再び炎症を引き起こ
す。根尖病巣に存在する細菌の解析は以前か
ら行われ、培養法、PCR 法等の方法によって
Fusobacterium 属 , Parvimonas 属 , Prevotella 
属 , Porphyromonas 属 , Dialister 属 , 
Streptococcus 属, Treponema 属等の菌種が認
められることが報告されている（Siqueira JF 
Jr, Rôças IN 2013. Clin Microbiol Rev. 2013. 
26:255-73）。しかし、これらの報告は、異な
った方法で行われているため検出対象とし
ている菌種が異なるものがほとんどで比較
が難しく、この疾患において、発症、根尖か
らの病巣の拡大にどのような菌種が関わっ
ているのかについては未だ明らかにされて
いない。その理由としては、病巣が顎骨内に
存在し、サンプリングと治療が同時になるこ
とが多いためサンプリング時期と回数が限
定される点、病巣に認められる菌種が多いた
めすべての菌を検出対象とできなかった点
が理由として挙げられる。近年、培養が難し
い Filifactor, Dialister と言った菌等が遺伝子
解析により検出されている。従来の遺伝子解
析からのアプローチは菌種の同定の精度を
上昇させたが、多サンプルの解析については
コストと man-power の問題で困難であった。
しかし最近の次世代シークエンサー進歩は、
細菌叢の網羅的な解析を可能にした。Qin ら
は、肝硬変患者の腸内細菌で増加している菌
種のうち多くが口腔内細菌であることを報
告している (Qin, N., et al. 2014. Nature 
513:59-64)。このような解析はどんどん進んで
おり、もうすでに腸内細菌のバランスが崩れ
たヒトに対しては、便移植等によって治療が
行われるまでになってきている。このような
報告は、多種の菌が存在し、その部位におけ
る感染症の病因解析が困難な疾病に対する
次世代シークエンサーによる網羅的解析の

有効性を示している。 
 
２．研究の目的 
根尖性歯周組織炎の病巣には多種の菌が存
在し病巣を形成しているがその病因となる
菌種、さらには、口腔底蜂窩織炎への波及の
メカニズムについては不明な点が多い。過去
に培養による菌叢解析が行われているが培
養不能の菌が存在することも明らかになり、
未だデータが不足している。本研究は、根尖
病巣、および口腔底蜂窩織炎病巣の菌種の網
羅的解析を基に 1. 根尖病巣中の菌種のうち
その形成に関わる菌種と病態の関連を明ら
かにするとともに病巣での細菌の遺伝子発
現パターンを解析する。2. 得られたデータを
基にして複数菌種間における細菌間相互作
用を in vitro 及び動物実験で再現し病巣形成
に関わる菌種間相互作用を解明する。この 2 
点に焦点を当てることにより根尖性歯周組
織炎が引き起こされるプロセスを明らかに
すると共に、蜂窩織炎等への以降メカニズム
の解明を行い、診断と治療の指針を細菌学的
データから確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 根尖病巣中の菌種のうちその形成に関わ
る菌種と病態の関連の解明 
平成 27 年度から 29 年度まで一貫して根尖
病巣・口腔底蜂窩織炎からサンプリングを行
う。そのサンプルから DNA を抽出し、そこ
に 存 在 し て い る 菌 種 を 16S rRNA 
pyrosequencing によって明らかにし、根尖部
病巣における細菌叢を明らかにする。またサ
ンプルが量的に可能であればそのサンプル
の一部を使用し、メタトランクリプトーム解
析を行い、病巣においてどの細菌のどのよう
な機能遺伝子が発現しているかについて解
析し、病態と菌種との関連について解析する。
これらによって根尖病巣・口腔底蜂窩織炎の
病態とそれに関わる菌種の解析を行う。 
2. 病態との解析から病原性を持つ可能性が
認められた菌群については、その関連菌種を
中心とした数菌種を用いて、それらの菌種に
よる複数菌種によるバイオフィルム形成能
等について解析を行い、dysbiosisのような菌
叢のバランスの乱れに関わる菌種の解明を
試みる。さらに、動物に感染させ、その膿瘍
形成能によって複数菌種による病原性の変
化を解析する。また動物実験によって 病原
性の認められた菌種の組み合わせについて
は、動物の病巣からサンプルを採取し、メタ
トランスクリプトーム解析を行う。 
 
４．研究成果 
1．根尖病巣中の菌種のうちその形成に関わ
る菌種と病態の関連の解明 
 17 人の根尖性歯周炎病巣を持つ患者の根
尖部から吸引によりサンプルを採取し、そこ
に含まれる細菌 DNA を抽出後 16S rRNA の
V1-V2 領域を増幅し菌叢の解析を行った。



個々の検体からは最大 26592リード、最低で
3702 リード、平均 1204±6915 リードであっ
た。Operational taxonomic unit (OTU)としては
1人平均 55 OTUsが検出された。根尖部病巣
で認められる主要な菌群として, 
Prevotella, Porphyromonas, Parvimonas, 
Peptostreptococcus, Fusobacterium 等が認めら
れた。さらに病巣が根尖部に限局しているも
のと、炎症が他の隙に拡大しているものを比
較するとこれらの菌群の組成に違いが認め
られた。 
さらに、慢性化膿性根尖性歯周炎患者から
サンプル採取時に出血を認めたものと排膿
を認めたものの 2つのグループにわけてサン
プルを採取し、その菌叢を解析した。得られ
たサンプルから DNAを抽出し、PCRにより
16S rRNAの V3-V4領域を含む 460 bpを増幅
した。得られた fragment を Myseq (Illumina)
を用いて 16S rRNA pyrosequencingを行い 16S 
rRNA データベースとの相同性検索を用い病
巣部の菌叢を解析した。 
 16S rRNA pyrosequencingの結果、サンプル
から検出された operational taxonomic unit 
(OUT)数は、出血性のサンプルで 97であった。
検 出 さ れ た も の の う ち Fusobacterium, 
Prevotella, Dialisterが主要な属であった。排膿
の認められたサンプルからは、127 OTUsが検
出され、主要な属としては Prevotella, 
Fosobacterium 等の出血が認められた群と共
通なものに加え、Porphyromonas, Tannerella, 
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus等の
異なった属が認められていた。これらの結果
から、根尖性歯周炎の病態により病巣部に認
められる菌叢を構成する菌種が異なってい
ることが示唆された 
2．複数菌種によるバイオフィルム形成能に
ついての解析 
 細菌間のクオラムセンシングがバイオフ
ィルム形成に果たす役割を解析する目的で、
Capnocytophaga ochraceaを用いバイオフィル
ム形成と luxSの機能について調べた。バイオ
フィルム形成時の luxS により産生される
autoinducer 2(AI-2)の作用について解析を加
えると、C. ochraceaの luxS欠損株の形成する
バイオフィルムは高さが不均一で、明らかに
バイオフィルムの形成が低下し、luxSがバイ
オフィルム形成に関わることが明らかにで
きた。しかし luxSの欠損株に auto inducerを
含む C. ochracea 野生株の上清を作用させて
もバイオフィルム形成能は回復できなかっ
た。これらの結果は、バイオフィルム形成低
下は AI-2 の欠如ではなく、luxS 欠損による
activated methyl cycle の障害によるものと考
えられた。 
バイオフィルム形成のメカニズムを解析す
る目的で C. ochracea の sprBの欠損株を作成
した。SprBの欠損株では、本菌の特徴である
滑走能が失われていたことから、sprBが本菌
の培地表面を滑走するためのタンパクであ
ることを明らかにした。また sprB欠損株では、

バイオフィルム形成能も低下していた。この
低下は本菌の XI 型分泌機構(T9SS)を構成す
るGldK, または SprTの欠損株の方が sprB欠
損株よりも強くなっていた。さらにバイオフ
ィルムを proteinase K, DNaseI, NaIO4により
処理すると、proteinase K処理したもののバイ
オフィルムが最も少なくなっていた。このこ
とから C. ochracea のバイオフィルム形成に
は、T9SS により産生されるタンパク性の物
質が基質として関与していることが考えら
れた。 
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