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研究成果の概要（和文）：　本研究では頭頸部・消化器がんに関わる口腔マイクロバイオームの探索を行った。
国立病院機構九州がんセンターにおいて頭頸部がんあるいは消化器がんと診断された患者から唾液を採取し、次
世代シーケンサーによる網羅的細菌群集解析法を用いて各検体中の微生物の全体構成を明らかにした。久山町住
民健診の2000名を超える住民の唾液から得られた一般住民の唾液マイクロバイオームの細菌構成とがん患者のも
のを比較してがん患者に特有の微生物種ないし構成パターンの特定を目指した。その結果、頭頸部・消化器がん
の患者特有の唾液細菌叢は認められなかったが、一部の細菌種にがん患者と一般住民とのあいだで構成比率が異
なっていた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the characterization of the oral microbiome 
related to head and neck, digestive organ cancer. Saliva was collected from the patients who had a 
diagnosis of head and neck cancer or a digestive organ cancer in National Hospital Organization 
Kyushu Cancer Center. Salivary microbiome was analyzed with the next-generation sequencer. The 
results were compared with those of the salivary microbiome of dwelling population at Hisayama town 
to aim the identification of a special microbe or the unique constitution pattern to cancer 
patients. As a result, the salivary microbiome constitution peculiar to the patients of head and 
neck, digestive organ cancer was not recognized, but the constituent ratio of some bacterial species
 was significantly different between a cancer patients and non-cancer dwelling population.

研究分野： 口腔衛生学

キーワード： 歯学　細菌　口腔マイクロバイオーム　頭頸部がん　消化器がん
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの体表面には自身の細胞数の 10 倍を
超える微生物が生息しており、複雑な生態系
を構築し生息している。近年、オミクス解析
手法の発展によりその全体像が明らかとな
り、これら常在微生物群（マイクロバイオー
ム）の活動が宿主の健康維持に極めて重要な
役割を担っていることが明らかとなってき
た。 
 我が国の死因の第一位であるがんについ
ても常在マイクロバイオームの関与が数多
く指摘されている。特に胃・腸管においては
Helicobacter pylori のような単一の関連菌
に加え、腸管マイクロバイオーム全体のバラ
ンスの変化（ディスバイオーシス）が慢性炎
症を助長することでがんの発症に寄与する
ことが報告されている。一方で腸管とならび
複雑な口腔常在マイクロバイオームについ
てはがん発症との関連について不明なまま
である。とはいえ口腔細菌がアセトアルデヒ
ドの産生を介して咽頭がんの発症に寄与し
ているとの指摘もあり、口腔微生物が近接部
位のがん発症に関与している可能性は十分
に考えられる。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景から、本研究では頭頸部および
消化器がんに関わる口腔マイクロバイオー
ムの探索を行った。国立病院機構九州がんセ
ンターにおいて頭頸部がんないし消化器が
んと診断された患者から唾液を採取し、次世
代シーケンサーを用いた網羅的細菌群集解
析法を用いて各検体に含まれる微生物の全
体構成を明らかにした。我々は以前の研究に
おいて福岡県糟屋郡久山町において住民健
診の際に 2000 名を超える住民の唾液を採取
しており、これを分析することで得られた日
本の一般住民の唾液マイクロバイオームの
細菌構成とがん患者のものを比較すること
でがん患者に特有の微生物種ないし構成パ
ターンの特定を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では国立病院機構九州がんセンタ
ーにおいて頭頸部がんないし消化器がんと
診断された患者に対して研究内容を説明し、
研究参加に対する同意が得たのち研究を開
始した。研究計画については九州大学医系地
区部局臨床研究倫理審査委員会および国立
病院機構九州がんセンターにおける倫理審
査委員会において実施許可を受けた。 
(1)口腔診査、全身状態に関する情報の取得、
および唾液検体の採取 
 対象者に口腔の健康に関わる生活習慣に
ついてのアンケートを記載してもらったの
ち、歯式および歯周組織の状態に関する口腔
診査を行った。さらにカルテよりがんの部位
およびステージとグレード、臨床所見（年齢、
性別、体重、病歴に関する情報）、既往歴、
服薬状況に関する情報を取得した。唾液はガ

ムを２分間咀嚼した際に得られる刺激唾液
を採取した。採取した唾液は九州がんセンタ
ー内の冷凍庫にて保管し、適宜氷上にて九州
大学歯学研究院口腔予防医学分野に移送し
た。九州大学にて 500µl の唾液を遠心分離し
得られた沈殿から微生物群集 DNA の取得を
行った。 
 得られた各検体由来の DNA を鋳型として
PCR 法を用いて細菌 16S rRNA 遺伝子 V1-V2
領域を網羅的に増幅した。プライマーにはシ
ーケンス用のアダプター配列を付与した
338R プライマーと、アダプター配列に加え 8
塩基の検体識別用タグ配列を付与した 8F プ
ライマーを用いた。異なるタグ配列を持つ
16S rRNA 遺伝子群を等濃度ずつ混合し、こ
れを鋳型として Ion PGM Hi-Q OT2 Kit 
(Thermo Fisher Scientific 社) を用いてエマル
ジョンPCRを行い、シーケンス用の鋳型DNA
を作製した。これを Ion PGM Hi-Q View 
Sequencing kit (Thermo Fisher Scientific 社) を
用いて次世代シーケンサーIon PGM (Thermo 
Fisher Scientific 社) にて塩基配列の解読を行
った。 
 得られた塩基配列は断片長、クオリティス
コア、プライマー配列の有無、ホモポリマー
の有無に基づくクオリティチェックを行い、
低品質のリードを除去したのち、タグ配列の
情報に基づき全リードを各検体への割り振
りを行った。既に福岡県糟屋郡久山町の住民
から採取した唾液由来の塩基配列と混合し
た の ち 、 UPARSE を 用 い て Operational 
taxonomic unit (OTU, 解析操作上の菌種) に
分類し、検出 OTU 数をはじめとする alpha 
diversity を算出した。各 OTU の代表配列は
RDP Classifier を用いて菌属レベルまで特定
するとともに、 Human Oral Microbiome 
Database に登録されている塩基配列に対する
相同性検索を行い、該当する菌種を推定した。
各 OTU に該当するリード数を算出し、各菌
門、菌属、菌種の構成比率を決定した。また
全検体間に対して細菌群集構成類似度指標
UniFrac を算出し、両群の細菌構成の差異の
有無について検討を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究では 71 名の頭頸部ないし消化器が
ん患者から唾液を採取し、細菌構成の解析を
行った。うち男性が 50 名、平均年齢は
66.6±10.1 歳（38-84 歳）であった。がんの原
発部位としては直腸がん（12 名）、食道がん
（11 名）、咽頭・喉頭がん（10 名）、胃がん
（10 名）、舌がん（4 名）等であった。 
 対象者の唾液からは 816 の OTU（菌種レベ
ル）が検出され、口腔常在細菌として知られ
る Streptococcus、Neisseria、Prevotella、Rothia、
Actinomyces、Veillonella、Porphyromonas とい
った細菌属が高い割合を占めていた。本がん
患者群の唾液中の細菌構成の全体像に久山
町の成人住民 2286 名と比べて差異があるか
否か明らかにするため、各検体間の細菌構成



類似度指標 UniFrac を算出し、主座標分析の
手法を用いて可視化したのが図 1 である。赤
い点としてプロットされたがん患者群はグ
レーでプロットされた一般住民群と同様、プ
ロット上に偏りなく存在しており、がん患者
の唾液細菌叢が独特な構成を呈しているわ
けではないことが示唆された。 
 

図 1 がん患者と一般住民の細菌構成の類似
度関係 
 
 細菌構成の複雑さを示す alpha diversity に
ついて両群を比較してみると、検出菌種数に
は有意な差は認められなかったが、存在する
菌種の系統的幅を評価する phylogenetic 
diversity はがん患者群のほうが有意に高かっ
た。一般住民と比べがん患者の口腔には多様
な細菌種が存在していることが示唆された。 
 
表 1 がん患者と一般住民の細菌構成の複雑
さの違い 

 

図 2 両群における主要な各細菌属の構成比
率（赤、がん患者、灰、一般住民） 
 
 さらに、がん患者に特徴的な細菌を探索す
るため、個々の細菌の構成比率の比較を行っ
た。両群の主要な細菌属の構成比率を示した
のが図 2 である。いずれの群においても
Streptococcus や Neisseria をはじめとする細菌
属が高い割合を占めていた。一方で一部の細

菌属の構成比率には二群間で有意な差が認
められ、がん患者群では Actinomyces 、
Veillonella、Leptotrichia の構成比率が高く、
Prevotella、Rothia、Porphyromonas の構成比率
が低かった。 
 さらに菌種レベルで両群に差異のある細
菌を抽出するため、各 OTU の検出リード数
に基づいて Linear Discriminant Analysis Effect 
Size (LEFSe) 解析を行った。がん患者群に最
も特徴的な OTU は Porphyromonas gingivalis
に該当するものであり、その他 Veillonella 
atypica、Streptococcus sp. OT-74 等もがん患者
に特徴的に検出された。口腔および咽頭がん
に限定した場合も、特徴的な菌種として
Porphyromonas gingivalis が抽出された。 P. 
gingivalis に該当する OTU33 の構成比率が
5％を超える高い割合を占める者は一般住民
では 8 名と全体の 0.3％に過ぎないのに対し、
がん患者群では 8.4％（6 名）を占めていた。
6 名のうち 4 名の口腔には 6 mm を超える深
い歯周ポケットが認められており、単に歯周
炎の状態を反映している可能性は否めない
が、本菌ががん患者の口腔となんらかの関連
がある可能性が示唆された。 
 

図 3 がん患者（赤）と一般住民（緑）の識
別に有用な OTU  
LDA スコアが 3 を超えるもののみを示した。 
 
 本研究では、頭頸部ないし消化器がんの患
者特有の唾液細菌叢の存在は認められなか
ったが、一部の細菌種にがん患者と一般住民
とのあいだで構成比率が異なることが明ら
かとなった。今後、これらの菌とがん発症と
の関連を検討していくことで、新たながん発
症予防アプローチの構築につながっていく
ものと考えられる。 
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