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研究成果の概要（和文）：　歯周病原性細菌叢のディスバイオシスへの関与が強く示唆されている歯周病関連菌
Filifactor alocisを主たる標的として研究を進めた。まず、F. alocisビルレントファージの単離を可能とすべ
く、同菌の長期培養が可能となる培地の検討を完了したが、同菌特異的なファージ単離には至らなかった。そこ
で、F. alocisが、環境中に放出するアミノ酸の一斉解析を実施した。その結果、L-アミノ酸10種、D-アミノ酸
４種が同菌から産生・放出されていることが確認され、近傍に存在する歯周病菌の生育をサポートしている可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：We performed this study with a periodontitis-associated microbe, Filfactor 
alocis, as a target. First, we tried to isolate a F. alocis-specific bacteriophage from culture 
supernatant acquired from F. alocis continuous culture. This experiment still continues today. 
Next, we performed an amino acids profiling of F. alocis culture supernatant, to know the influence 
of F. alocis on oral microbiome dysbiosis by secreting metabolites into the environment. It was 
revealed that 10 L-amino acids （Asn, Ser, Gly, Ala, Pro, Val, Ile, Leu, Phe, Lys）and 4 D-amino 
acids were secreted by F. alocis.　This finding will provide clues about dysbiosis in oral 
microbiome. 
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１．研究開始当初の背景 
近年のメタゲノム研究の進展に伴い、歯周

病は、特定の病原性菌の感染症ではなく、口
腔細菌叢を構成する菌の種類と量のプロフ
ァイルの乱れ（ディスバイオシス）に起因す
るものであるという考え方が主流となりつ
つある。しかし、一旦ディスバイオシスを呈
した口腔細菌叢から病原性発揮に関連する
菌種のみを排除するための決定的な除菌法
は未だなく、細菌検査後の措置で菌種特異的
な治療手段を患者に提示できないことが、臨
床現場で歯周病細菌検査が普及しない一因
となっている。 
歯周病原性に関連する菌種が定量検出さ

れても、従来から実施されているブラッシン
グ指導、スケーリング、ルートプレーニング、
歯周ポケットへの抗生剤含有ペーストの貼
薬、抗菌剤の使用等で病原性菌と常在菌の数
を同じように減少させ、リコール間隔を短め
に設定する治療法では、一時的に口腔内の総
菌数を減少させることは出来ても、細菌叢の
構成菌種を変化させることはできないため、
再発のリスクが高い。そのため、予防歯科の
臨床現場において、長期管理中に再発する歯
周疾患を防止出来るかどうかは、術者の技量
と患者のセルフケア能力に依存しているの
が現状である。本研究においては、物理的プ
ラークコントロールや化学的プラークコン
トロールでは不可能な、歯周病原性に関連す
る菌種特異的な除菌を実施することで、この
リスクを低減させることを目指している。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、宿主特異性が高いこと

で知られるバクテリオファージをプロバイ
オティクスとして利用することで、菌種特異
的な除菌法を確立し、健全な口腔細菌叢にプ
ロファイルを回復させる新規治療法の開発
を目的とする。 
研究対象としては、近年のメタゲノム研究

によって歯周病原性細菌叢のディスバイオ
シ ス への関 連 が強く 示 唆され て い る
Filifactor alocis を主たる標的として研究を
進めることとする。 
 研究期間内にF. alocis特異的バクテリオフ
ァージの単離が困難な場合、F. alocis と他菌
種間で繰り広げられている、代謝物質を介し
た相互作用についての基礎的知見を得るた
め、F. alocis が環境中に放出している代謝物
質についての検討を進めることとする。 
 
３．研究の方法 
（１）F. alocis を宿主とするビルレントファ
ージの単離 
①臨床サンプルからの F. alocis の単離 
 F. alocis は Fusobacterium 属と近縁種で
あることから、Fusobacterium 属選択培地を
一部改変したF. alocis選択培地の作製を試み
た 。 Wang ら の 報 告 よ り 、 F. alocis 
ATCC35896 株はテトラサイクリン耐性遺伝

子を有していることが明らかとなっている
[Wang et al.(2016) Scientific Repors 
6:20389]。そこで、Fusobacterium 属の選択
培地として報告されている CVE 培地の組成
を一部改変した mCVE 培地 (10 g/L soy 
Trypticase, 5 g/L yeast extract, 5 g/L NaCl, 
0.2% glucose, 0.02% tryptophan, 5% sheep 
blood, 5 μg/mL crystal violet, 10 μg/mL 
tetracycline) を作製し、臨床サンプル（舌苔、
歯肉縁下プラーク）からの F. alocis の単離を
試みた。臨床サンプルを mCVE 培地に懸濁
し、嫌気条件下で３７℃、4 日間培養し、得
られた菌液を 10 μg/mL tetracycline 含有血
液寒天培地上に播種した。得られたコロニー
をピックアップし、16s rRNA 遺伝子を標的
とした PCR 法によって F. alocis かどうかの
判定を行った。 
 
②F. alocis をホストとするビルレントファー
ジの単離 
こ れ ま で に 、 Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans Serotype b, およ
び F. nucleatum への溶菌能を有するビルレ
ントファージの単離が報告されている
[Castillo-Ruiz et al.(2011) Applied and 
Environmental Microbiology 
77(9):3157-3159], [Machuca et al.(2010) 
Applied and Environmental Microbiology 
76(21):7243-7250]ことから、これらの手法を
参考に、下記の手順で F. alocis のビルレント
ファージの単離を試みた。 
１）唾液、歯肉縁下プラーク、舌苔を採取後、
滅菌ＰＢＳにて懸濁し、遠心操作にてデブリ
―および細菌菌体を大まかに除去した。 
２）ファージを含む上清を回収し、F. alocis 
ATCC35896 株を純培養した菌液に OD=0.2
程度となるよう添加し、嫌気状態に維持され
ている連続培養装置にて２～７日間培養し、
F. alocis に感染可能なファージを十分増殖さ
せた。 
３）上記培養液を回収後、臨床サンプル由来
の細菌の混入を完全に排除するため、ポアサ
イズ0.45 µmのフィルターを用いたフィルト
レーションにて培養液中の細菌を全て除去
し、上清のみを回収した。 
４）BHI アガープレートの上に、静止期まで
増殖した F. alocis を 0.7％アガーに混合した
層をのせて二層プレートとし、３）で得られ
たフィルトレーション後のファージ含有上
清を一滴ずつ滴下した。 
 
（２）F. alocis が環境中に放出している代謝
物質についての検討 
歯周病患者の歯周ポケットより高頻度に歯
周病菌と同時検出され、歯周病関連菌と位置
付けられている F. alocis が、どのような代謝
物質を環境中に放出し、近隣の菌に提供して
いるのかを知るため、培養上清のアミノ酸一
斉解析を実施した。 
 



①改良 BHI 培地 [vitamin K (0.5 μg/ml), 
hemin (5 μg/ml), cysteine (0.1%) arginine 
(100 μg/ml) 添加 BHI 培地 ] に F. alocis 
ATCC35896 株のコロニーを播種し、３７℃
嫌気条件下で 3日間培養して後期対数増殖期
の F. alocis を得た。 
②後期対数増殖期のF. alocis菌体を遠心にて
回収し、生理食塩水にて 2 回洗浄した後 1 x 
1010 cfu を成分既知最小培地に懸濁し、３
７℃嫌気条件下で 12 時間培養した後遠心に
て上清を回収し、直径 0.22 μm のフィルター
を用いたフィルトレーションにて完全に菌
体を除去した。 
③回収したF. alocis培養上清中のアミノ酸を、
4-Fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole 
(NBD-F)を用いて蛍光誘導体とし、二次元
HPLC にて分析した。 
 
４．研究成果 
（１）F. alocis を宿主とするビルレントファ
ージの単離 
①臨床サンプルからの F. alocis の単離 
本研究で使用した選択培地からは、F. 

alocis 以 外 に も Fusobacterium 属 , 
Prevotella 属などが多数検出されたため、現
在プロトコールの見直しを進めている。 
②F. alocis をホストとするビルレントファー
ジの単離 

F. alocis 溶菌活性を有するビルレントファ
ージが存在した場合、滴下した液の周囲に菌
の溶解による透明スポットが形成される。こ
の部分を回収して液体培地に懸濁、希釈し、
同様の手法で二層プレートへの滴下と植え
継ぎを繰り返し、ビルレントファージを単離
する予定であったが、滴下した液の周囲に菌
の溶解による透明スポットが形成されず、ビ
ルレントファージの単離には至らなかった。
今後、様々な臨床検体提供者からの試料を用
いてさらなる検討を加える予定である。 
 
（２）F. alocis の培養上清のアミノ酸一斉解
析 
F. alocis が環境中にどのような代謝物質を放
出することで細菌叢全体の歯周病原性を高
めているのかについて、アミノ酸一斉解析に
より詳細に検討した。その結果、同菌が菌体
外に放出しているアミノ酸は D-アミノ酸が
４種、L-アミノ酸が１０種（Asn, Ser, Gly, 
Ala, Pro, Val, Ile, Leu, Phe, Lys）、存在する
ことが明らかとなった。 
歯周病原菌 Porphyromonas gingivalis と
Treponema denticola は、Gly 産生を介して
互いの病原性を亢進させることが報告され
ている [Tan et al. (2014) PLoS Pathog. 
6;10(3):e1003955]。本研究は、アミノ酸の環
境中への放出を介して、F. alocis が近傍の歯
周病菌の病原性亢進をサポートする可能性
を示した。 
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