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研究成果の概要（和文）：ブラックステインと歯周病菌との関連と関与の解明を行っていた。歯冠色と歯周病菌
と色素沈着の関連として、プラークよりDNAを抽出し、PCRにて歯周病菌の発現を確認した。歯冠色の有無と歯周
病菌の保菌の違いを検討した(J Dent Sci Ther.2016)。色素沈着に関連する唾液ペプチドの検索として、ブラッ
クステインを有する口腔内の唾液の網羅的検索を目的とし、iTRAQ試薬を用いたタンパク質発現・相対定量解析
を外注委託した。現在は、解析結果の分析と、その結果を基にして唾液中のヒスタチンを中心としたウェスタン
ブロッティングを行っている。今後は、研究結果をまとめ、国際誌への論文掲載を目指している。

研究成果の概要（英文）：This study searches for the association between black stain and 
periodontopathic bacteria prevalence. The aim of the present study was to clarify the  relationship 
between the periodontopathic bacteria present in tooth discoloration.  We found a positive 
relationship between superficial tooth color and the number of periodontopathic bacterial species(J 
Dent Sci Ther.2016).  We search for salivary peptides related to stain in their tooth, we outsourced
 a　quantification of protein expression using iTRAQ reagents for the purpose of a comprehensive 
search for saliva in having black stain.  Currently, we are analyzing the analysis results and 
performing Western blotting based on the results, focusing on histatin in saliva. In the future, we 
aim to compile research results and publish them in international journals.

研究分野： 小児歯科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、歯の審美性への要求は強くなっている。食物由来の色素沈着に対しては、原因や歯磨剤などでの対処法が
広く周知されているが、細菌由来の色素沈着に対しては、歯科医院で専門的な器具を用いて除去する必要がある
ため、小児患児においては特に困難なことがある。細菌由来の色素沈着の原因である歯周病菌への対応や食物由
来の色素沈着がお口の中の唾液(つば)成分とどのようにかかわっているか解明されれば、患児の負担を減らせる
可能性を模索した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

日々の臨床においてステインに対して疑問を抱くようになった。ステインの中には、食事由来の色素
沈着や細菌由来のものがあり、細菌由来のものでは、歯頸部に黒色の色素沈着（ブラックステイン）に着
目した。ブラックステインは食事由来の色素沈着の様に全歯列に付着するのはもちろんのこと、特に歯
頸部の輪郭を縁取る様に沈着し（J Dent Res. 1903）、前歯部唇（頬）側など、開口時に肉眼で確認でき
る部位に付着することも多く、審美的な不良を訴える人も多い。歯の色素沈着には、カテキンやタンニン
に代表されるポリフェノールが関与し、タンニンは唾液成分のヒスタチンと結合することが知られている
（Biochemi. J. 1995）。ペリクルの主成分であるプロリン・リッチ・プロテイン(PRPs)とヒスタチン 5 との結合
も報告されている（Proteomics. 2012）。そこで、歯の色素沈着にヒスタチンや PRPs はもちろんのこと、他
の唾液成分も関与している可能性が高いのではないかと考えた。PRPs をはじめとする唾液成分はペリ
クルの形成に関与し、ペリクルの形成が色素沈着にも関与するため、唾液中のタンパク成分を詳細に検
索することは重要で、極めて興味深いことである。ブラックステインの沈着には Actinomyces が関与して
いるという報告があり（J Clin Pediatr Dent. 2006）、黒色になるのはメラニンと Actinomyces が生産する
硫化鉄や唾液や食事および血液中の鉄である鉄分が沈着するためである（Archives de pe´diatrie. 
2011）。しかし、ブラックステインは細菌が関与している部分だけがクローズアップされており、沈着の機
序は詳細にされていない。 
 
２．研究の目的 

色素沈着に関与している唾液ペプチドの確定をすべく、食物性由来の色素沈着とブラックステインと
を分けて、実験を行う計画を立てた。まず、食物性由来の色素沈着に重点を置き、歯周病菌との関連や
歯冠色の関連を調べた。ブラックステインの方は、ブラックステインを有する口腔内と有しない口腔内の
唾液の詳細なペプチド解析を行い、目的の唾液タンパクを検索し、解明を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）歯の外因性色素沈着に関わる歯周病原菌の解析 
①サンプル採取 
日本歯科大学新潟短期大学倫理審査委員会による承認 (NDUC-58)のもとで、青年期女性のプラーク
提供および口腔内所見（歯冠色の状態）を採取した。 
②シェードガイドを用いた口腔内所見（歯冠色）および茶渋の判定 

コンポジットレジンシェードガイド（クラレノリタケデンタル社製）を使用し歯冠色の測定と、歯に付着す
る茶渋の有無を記録した。 
③プラーク採取および DNA 抽出 

プラーク採取および DNA 抽出方法は Shimomura-Kuroki らの方法(J Clin Pediatr Dent, 2011.)を基
にして行い、抽出した DNA は PCR 分析を行うまで－20℃で凍結保存し、DNA テンプレートとした。 
④Polymerase chain reaction (PCR)および歯周病菌の同定と解析 

5 種類の各歯周病原菌特異的プライマー(下表)を用いて PCR を行い、プラーク中の歯周病原菌を同
定した。各反応系は DNA テンプレート 1 ㎕、各プライマー1 ㎕および PCR SuperMix (Invitrogen) 22 ㎕
の合計 24 ㎕とした。サーマルサイクラーを用いて、95℃ 2 分間の初期変性、その後 95℃ 30 秒、55℃ 
1 分間、72℃ 1 分間の 45 サイクルで DNA 増幅、72℃ 7 分間の最終伸長により PCR 反応を行った。
一方、各標準歯周病原菌 DNA（日本歯科大学新潟生命歯学部微生物学講座 三上正人講師提供）を
テンプレートとして PCR 反応を行い、PCR 産物のサイズマーカーとした(下図)。 
各プラーク中の歯周病原菌を同定するため、2％アガロースゲル電気泳動により PCR 産物の DNA を同
定した。測定により得られた歯周病原菌数は、Student’s t test により歯の着色と茶渋の群別平均保菌
種類数の比較を行った。 

 
 

（２）唾液のプロテオームによる網羅的解析 
日本歯科大学新潟生命歯学部倫理委員会の承認（ＥＣＮＧ-Ｈ-207）のもとで、4～7 歳の小児の唾液

を採取した。被検者は、未処置の齲蝕はなく、口腔内清掃状態や専門的な歯面清掃を同時期に同回



数定期的に行い、口腔内条件を可能な限り近づけるよう行った。採取した唾液は、タンパク質発現・相
対定量解析のため外注委託(株式会社アプロサイエンス)し、TCA 沈殿法により脱塩・タンパク質濃縮し、
タンパク質定量(BCA 法)を行った。サンプル調整は TCA 沈殿処理済み溶解サンプルを用いて、iTAQ
試薬を用いて LC-MS/MS 分析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）歯の外因性色素沈着に関わる歯周病原菌の解析 
①歯周病原菌の保菌状況と歯冠色の状況 
被験者 54 名のうち、P.g.菌を保有している
者が 50 名（92.6%）、次いで T.d.菌を保有
している者が 17 名（31.5%）、T.f.菌を保有
している者が 10 名（18.5%）、P.i.菌を保有
している者が 5 名（9.3%）、A.a.菌を保有し
ている者が 4 名（7.4%）であった（右図）。ま
た、歯周病原菌を 1 種類以上保有してい
る者が 9 割であった。一方、歯周病原菌を
保有していない者が 4 名であった。P.g.菌
を保有していると他の歯周病原菌を保有し
ている絶対条件となった。単独で P.g.菌以
外の菌を保有している者はいなかった。歯
冠色の状況結果は、XL が 8 名、A1 が 4
名、A2 が 18 名、A3 が 5 名、B2 が 18 名、
B3 が 1 名であった。 
②歯の着色と歯周病原菌の関係 

歯冠色別の保菌状況を比較するため一人当たりの平均保菌種類数を算出した。XL ののべ種類数が
11（平均 1.4 種類）、A1 が 6（平均 1.5 種類）、A2 が 20（平均 1.1 種類）、A3 が 12（平均 2.4 種類）、B2
が34（平均1.9種類）、B3が3（平均3種類）の保菌種類数が認められた（下左図）。色の明度により XL、
A1、A2 を白色群（30 名）、A3、B2、B3 を着色群（24 名）として 2 群に分け、白色群と着色群の間で平均
保菌種類数を算出した。その結果、白色群が 37（一人当たり平均 1.2 種類）、着色群が 47（一人当たり
平均 2.0 種類）の保菌種類数が認められた。なお、白色群と着色群の間で t 検定を行った結果、有意
差（p＜0.01）が認められた（下右図）。 

 
③茶渋の保有状況 
茶渋を保有する者は 13 名、茶渋を保有しない
者は 41 名であった。茶渋を保有する者のう
ち、白色群は 8 名、着色群は 5 名となり白色
群に茶渋が多く認められた。しかし、群別の平
均保菌種類数を比較した結果、白色群は一
人当たり平均 1.1 種類、着色群は一人当たり
平均 2.8 種類となり、着色群に保菌種類数が
多く認められた。なお、白色群と着色群の間で
t 検定を行った結果、有意に（p＜0.01）着色群
のほうが多かった（右図）。 
歯周病原菌の保菌状況と歯の着色の関係で
は、白色群と着色群の平均保菌種類数の比
較を行った結果、着色群のほうが有意に多かったことから、歯の着色と歯周病原菌の保菌種類数に関
連があることが示唆された。 
 



（２）唾液のプロテオームによる網羅的解析 
同定したタンパク質の定量データより、ブラックステインを有する群と有しない群で比較を行った。ブラッ
クステインを有する群が特に多かったタンパク質と特に少なかったタンパク質で比較を行っている。比較
するタンパクは複数あるが、免疫系のタンパクが多く、現在詳細を追及している。また、当初より予定した
唾液中のヒスタチンと PRPs の定量的ウェスタンブロッティング法を行う研究を行っている。期間中に形
にできなかったが、投稿できるよう現在実験および準備を継続している。 
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