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研究成果の概要（和文）：　本研究は，我々が構築した菌叢構成を維持したまま培養可能な口腔の菌叢培養モデ
ルと次世代シークエンス技術を組み合わせることで，高齢者の細菌叢を健康型へと遷移させる方法を，ヒト介入
試験をすることなく探索することを目的として実施した．その結果，酸素濃度とpHによって細菌叢が大きく変化
する条件を明らかにした．本研究が，「高齢者の舌菌叢を変えることで肺炎関連死リスクを下げる」手法開発の
一助となると期待される．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to find a method for transitioning the bacterial 
microbiota of the elderly to a healthy type without human intervention trials, by combining our oral
 microbiota culture model, which can be cultured while maintaining the microbiota composition, with 
next-generation sequencing technology. As a result, the conditions under which the bacterial 
microbiota changes significantly with oxygen concentration and pH were clarified. It is hoped that 
this study will contribute to the development of a method to reduce the risk of pneumonia-related 
deaths by changing the tongue microbiota of the elderly.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　高齢者の誤嚥性肺炎発症リスクの低下を目指し，社会的支援が行われていくなかで，摂食嚥下機能の向上，新
規の口腔ケア手法の開発など，多面的な研究が並行して進められてきている．また，口腔細菌叢のタイプと肺炎
関連死のリスクが関連することが最近報告されてきている．本研究により，「高齢者の舌菌叢を変える」複数の
方法の一端を提示することができた．今後，肺炎予防を含めた様々な口腔疾患，全身疾患の予防・治療法を開発
する一助となることが期待される．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 高齢者の肺炎は，その高い死亡率から国内はもとより世界的に重要な健康問題として注目さ
れている．特に，オーラルフレイルなどで摂食嚥下機能が著しく低下した場合，多種の口腔常在
細菌を含む口腔内容物が誤嚥されやすくなり，肺炎発症のリスクが高まることが知られている．
誤嚥性肺炎の原因菌を明らかにする研究も進められてきており，偏性嫌気性菌群や黄色ブドウ
球菌などが候補として挙げられてきたが，実験技術的な問題から発症との関連を追求すること
は難しく，細菌学的アプローチによって誤嚥性肺炎を予防する段には至っていない．このことか
ら，誤嚥性肺炎の予防には，社会的支援や摂食嚥下機能の向上と共に，口腔ケアにより口腔内の
総細菌量を減らすことが最重要と認識され，菌量を減らす様々な方法が研究，開発されてきてい
る． 
 近年，次世代シークエンシング技術と呼ばれる，短時間で大量の塩基配列を解読できる技術が
開発され，口腔や腸管に共生する細菌の菌叢（細菌構成のバランス）を比較的簡便に解析できる
ようになった．高齢者研究分野においても，フレイルの状態に伴って口腔や腸管の菌叢バランス
が崩れていく現象（ディスバイオーシス）が観察されており（Ogawa et al., Sci Rep. 2018; O’
Toole & Jeffery, Science. 2015），ヒト側の機能回復と共にヒト共生菌叢の回復も重要な課題と
なっている．また 2018年，九州大学歯学部口腔予防医学分野のグループにより，日本人の高齢
者の舌菌叢は，大きく２つのタイプ（タイプ１型と２型）に分けられること，19 ヶ月の追跡調
査により，タイプ１型菌叢をもつグループは，タイプ２型菌叢グループより肺炎関連死のリスク
が有意に高いことが報告された（Kageyama et al., J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2018; 
Asakawa et al., mSphere. 2018）（表１）．このことは，口腔のプラーク量だけでなく，プラー
クの質（菌叢）も肺炎発症に大きく影響していることを示唆している．「高齢者の口腔菌叢を変
える」ことによる予防研究への道筋が開けたが，高齢者を被検者とするヒト介入試験が難しい点，
投薬や様々な口腔ケアなどの
口腔菌叢を撹乱させる介入が
多いなど，いくつか研究の伸展
を阻む問題が残されている．最
近，我々は上記の問題を解決す
るために，SHI培地（Tian et al., 
Mol Oral Microbiol. 2010）の組
成比を改変することで，口腔の
菌叢を維持しながら試験管内
で培養できる菌叢培養モデル
を構築した（図１）．この系を用
いることで，高齢者を被検者と
したヒト介入試験を回避し，口
腔細菌叢遷移を高解像度で実
験的に観察できる可能性が示
された． 
 
 
２．研究の目的 
 高齢者の肺炎死亡率を減らす方法を開発するにあたり，次の３点：（１）高齢者舌菌叢をタイ
プ１型から２型へと遷移させる方法・添加物はあるのか？，（２）被検者の高齢者に負担なく，
舌菌叢遷移の誘導法を探索することは可能か？，（３）投薬や口腔ケアなど口腔菌叢を撹乱させ
る介入の影響をどう排除するのか？ という解決すべき課題が存在する． 
 本研究は前述の課題に答えるため， 「我々が構築した菌叢培養モデル」，「次世代シークエン
シングによる菌叢解析」，「Rスクリプトによる統計解析」の３つの手法を組み合わせ，高齢者へ
の負担を配慮した実験計画
により，高齢者舌菌叢をタ
イプ１型から２型へと遷移
させる方法・添加物を探索
することを目的とした．本
研究により，「高齢者の舌菌
叢を変える」複数の方法を
提示でき，肺炎予防を含め
た様々な口腔疾患，全身疾
患の予防・治療法を開発す
る一助となることが期待さ
れる． 



 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）細菌叢培養モデル 
 本研究の特徴は，高齢者の舌菌叢変化を，我々が独自に開発した菌叢培養モデル（図１）を用
いて解析することにある．具体的には，数名の中年期以前の成人被検者より滅菌綿棒（ハイドロ
フラックスワブ，スギヤマゲン）にて舌苔を採取し，添加物を様々な濃度で溶解した改変 SHI 培
地に懸濁した．非接触濁度計（OD-Monitor C＆T，タイテック）により培養増殖曲線を作成し，
対数増殖期の光学密度が２割低下する添加物濃度を算出した．再度，舌苔を採取し，添加物を上
記の方法で段階的に溶解した改変 SHI 培地を嫌気，あるいは 5% CO2 を含む好気条件で 20 時間
振盪培養した（菌叢培養モデル）．集菌と DNA 抽出の後，16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を PCR 増
幅し，次世代シークエンサーMiSeq（Illumina）にて塩基配列の解読を行った．配列情報からの
OTU table 作成，α多様性解析，β多様性解析などの統計解析は，本講座で構築している Rスク
リプトワークフローを使用した．また，培養前後や添加物曝露の系列毎に，細胞内 ATP 定量
（BacTiter-Glo Microbial Cell Viability Assay，プロメガ）とコロニー形成単位（CFU）を計
測することで，総菌増加量の定量解析を行った． 
 
（２）酸素濃度による細菌叢変化の確認 
 細菌叢培養モデルでプラークを培養する際，酸素濃度を 0，2，5，10，21％に変化させて 20 時
間インキュベートした．サンプルから細菌 DNA を抽出し，次世代シークエンサーMiSeq（Illumina）
にて塩基配列の解読を行った． 
 
（３）pH による細菌叢変化の確認 
 細菌叢培養モデルでプラークを培養する際，培地の pH をリン酸緩衝液で pH を 6〜8 に調整
（0.5 刻み）に変化させて 20 時間インキュベートした．サンプルから細菌 DNA を抽出し，次世
代シークエンサーMiSeq（Illumina）にて塩基配列の解読を行った． 
 
４．研究成果 
（１）細菌叢培養モデルの確立 
 細菌叢培養モデルは，接種した舌苔の菌叢を維持しつつ培養することで，ヒト介入試験を回避
し，添加物質による菌叢変化を高解像度で解析できることを確認している．また，本手法は，「①
数菌種の共培養」⇔「②菌叢培養モデル」⇔「③ヒト介入
試験・コホート研究」の様な関係性をもち，鍵となる菌種
を用いてメカニズムの追求（①）が可能となるだけでなく，
実際のヒト試験で介入による菌叢変化を問う（③）など，
研究を有機的に発展させることが可能となる．高齢者の菌
叢を変えることを目指したヒト介入研究は，高齢者自身に
も非常に負担がかかるものであり，大量の候補物質をテス
トするのは現実的ではない．そこで我々は，そのような諸
問題を解決した上で菌叢遷移を可能とする方法を検討し，
採取したプラークなどの口腔サンプル菌叢を維持しつつ培
養できる菌叢培養モデルを構築するに至った（図１） 
 
 
（２）酸素濃度による細菌叢変化 
 細菌叢培養モデルでプラークを培養する際，酸素濃度を 0，2，5，10，21％に変化させた．そ
の結果，酸素濃度に応じて細菌叢が大きく変化することが明らかとなった（図２）．具体的には，
酸素濃度の上昇に伴ってα多様性が低下し，Neisseria 属細菌の比率が大幅に上昇した．現在，
サンプル数を増やして実験しており，結果がまとまり次第，学術論文として公表予定である． 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



 
（３）pH による細菌叢変化 
 細菌叢培養モデルでプラークを培養する際，培地の
pH をリン酸緩衝液で pH を 6〜8 に調整した（0.5 刻
み）．その結果，特定の pH において細菌叢が大きく変
動することが明らかとなった（図３）．α多様性解析の
結果，pH6.0，6.5，7.0 では多様性が大きいが，pH5.5，
7.5，8.0 では多様性が低下することが明らかとなった
（図４）．また，β多様性解析において pH5.5，7.5，8.0
では細菌叢が元のものから大きく変化するディスバイ
オーシスが確認された（図５）．現在，学術論文の投稿
準備中である． 
 
（４）本研究の将来構想 
 本研究により，酸素濃度と pH により口腔細菌叢の変
化（ディスバイオーシス）の特性の一端が明らかにな
った．今後，高齢者サンプルの解析を続けていくこと
で，「高齢者の舌菌叢を変えることで肺炎関連死リスク
を下げる」手法開発の一助となると期待される． 
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