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研究成果の概要（和文）：　本研究は，インプラント周囲炎に与える細菌叢の影響を明らかにすべく，インプラ
ント周囲炎細菌叢の経時変化を観察し，効果的な細菌叢遷移法を探索することを目的として実施した．その結
果，インプラント周囲炎の症状進行と細菌叢変化データを取得することができた．また，リボフラビンを用いた
光線力学療法により細菌叢が大きく変化する条件を明らかにした．本研究が，インプラント周囲炎の難治化予防
や症状軽快化へと導く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）：This study was conducted to clarify the influence of the microbiota on 
peri-implantitis, to observe changes over time in the microbiota of peri-implantitis, and to search 
for an effective method of transitioning the microbiota. As a result, we were able to obtain data on
 the progression of peri-implantitis symptoms and changes in the microbiota. In addition, we 
clarified the conditions under which photodynamic therapy using riboflavin causes significant 
changes in the oral microbiota. It is expected that this study will contribute to the development of
 methods to prevent the refractory progression of peri-implantitis and to alleviate its symptoms.

研究分野： 口腔インプラント学

キーワード： インプラント周囲炎　細菌叢　次世代シークエンサー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 インプラント治療の普及と超高齢社会の到来に伴い，インプラント周囲炎患者に遭遇することが多く，その治
療に苦慮することが多い．背景には、インプラント患者の有病化だけでなく，健常者であっても上皮接着が弱い
インプラント周囲組織では，天然歯周組織と比較し，容易に細菌が侵入し，炎症が発生しやすい状況が根底にあ
る．本課題で得られた結果を元に細菌叢に応じた治療選択法を確立し，インプラント周囲炎の予防，そして予後
診断を確立し，総合的なインプラント周囲炎治療のクライテリアの作成に発展させることが可能となる．

※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 
 インプラント治療が確立されてきている今日，いかにインプラントの長期安定性を保った状
態にするか，また長期経過の中で様々な合併症に対してどのように対応していくかが大きな課
題である．口腔内には 1 万種を超える多種多様な微生物種の存在が報告されており（Keiser et 
al. 2008），解性偏性嫌気性グラム陽性桿菌種（AAGPRs）が，しばしば歯周炎部位から検出され
ることから，慢性歯周炎の病原菌であると報告されている（Uematsu & Hoshino, 1992）．これ
らの細菌による複合感染である歯周病やインプラント周囲炎は，歯周炎とインプラント周囲炎
の細菌叢は似ているものの，歯周病原細菌がインプラント周囲炎で検出されないこともあると
報告され（Koyanagi et al. Journal of Oral Microbiology 2010），歯周病とインプラント周囲炎
発症後にはそれぞれ類似した症状を呈するが，歯周病の治療がインプラント周囲炎治療には著
効しない場合が多いのは，主に細菌叢の違いが 1 つの要因として関与しているものと推察され
る．また，複合感染特有の細菌同士の相互作用や，それらがどのような病原的機能を有するかを
検索した上で，インプラント周囲炎治療に望むことが重要となると考える． 
 インプラント周囲炎の治療の際には，周囲組織の状態，ポケット深さ，プロービング時の出血
（BOP），排膿の有無および X 線による骨吸収量を観察する必要がある．現在の所，そのクライ
テリアとしては，Lang らが示した，累積的防御療法（CIST ：Cumulative Interceptive 
Supportive Therapy）を参考にするほか現在には指標がない．これらが提唱する治療法は，機
械的清掃，薬剤などによる殺菌的治療，抗菌的治療，切除や再生療法などの外科的療法があげら
れる．しかし，それらを組み合わせてインプラント周囲炎治療を行うが，患者間あるいはインプ
ラント周囲炎部位や発症環境で，その治療効果が異なっているのが現状である． 
 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．歯周病やインプラント周囲炎においても，それらの違いについて，観察されており
（Shiba et al., 2016）インプラント周囲炎における細菌叢の機能解析や治療法の確立が大きな
課題となっている． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では，我々が構築した菌叢構成を維持したまま培養可能な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，各種治療法において，インプラント周囲炎の難治性群と軽快群で
の細菌叢を検索し，菌叢に応じた効果的な細菌叢遷移を高解像度で解析する．データをもとに戦
略的に治療効果の得られる軽快群細菌叢へと遷移させ，インプラント周囲炎軽快群へと「細菌叢
を変える」ということによる細菌叢に応じた治療選択法を確立して，インプラント周囲炎の予防，
そして予後診断に導くものである． 
 
 
３．研究の方法 
（１）インプラント周囲炎患者の臨床データおよびサンプル採取 
 インプラント周囲炎患者の臨床データとして，年齢，性別，既往歴のほかにインプラント埋入
部位，インプラントの種類（表面形状および性状），上部構造の種類，上部構造の固定法，埋入
後の経過年数をデータベース化した．臨床所見として，プラークコントロール（PI）の状態，プ
ロービング時の出血（BOP），プロービング深さ（PD），排膿の有無，X 線学的評価による骨吸収
量，インプラント周囲の角化付着粘膜の有無をそれぞれ観察した．細菌叢を解析するためにイン
プラント周囲炎患者の患部より，歯肉縁下プラークを解析サンプルとして採取した．具体的には，
糖尿病，リウマチなどの膠原病などの易感染性疾患のない健常な患者を初期サンプル採取対象
患者とし，サンプル採取以前 3カ月に抗菌薬の服用歴がない事を条件とした．サンプル採取は本
学附属病院で行い，インプラ
ント周囲炎罹患部位の歯肉
縁上プラークを除去後，滅菌
ペーパーポイント（JM ペー
パーポイントショート 04 テ
ーパー，モリタ）を用いて，
ポケット内に挿入静置し，歯
肉縁下プラークを採取した
（図１）． 
 
（２）細菌叢培養モデル 
 本研究の特徴は，口腔細菌叢変化を，我々が独自に開発した菌叢培養モデル（図２）を用いて
解析することにある．具体的には，成人被検者よりフロス（オキナ，大阪）にてプラークを採取



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，プラークを採取し，リボフラビン等を上記の方法で算出した濃度まで段階的に
溶解し，改変 SHI 培地嫌気，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． 
 
 
４．研究成果 
（１）細菌叢採取方法の確立 
インプラント周囲炎患者の患部より，歯肉縁下プラークを解析サンプルとして採取し，次世代

シークエンス解析により患部細菌叢を明らかにする手法を確立した（図３）．また，臨床データ
と細菌叢との相関を明らかにするパイプランを Python や R 言語で構築した． 

 
（２）細菌叢培養モデルの確立 
 細菌叢培養モデルは，接種したプラーク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，光線力学療法など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．疾患部位の菌叢を変えることを目指したヒト介入研究は，患者自身にも非常に負担がかか
るものであり，大量の条件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２） 
 
（３）インプラント周囲炎細菌叢の経時的変化 
 細菌叢解析手法の確立により，インプラント周囲炎患者間の細菌叢を比較する横方向の解析
だけでなく，同一患者（同一部位）の経時的細菌叢変化を追う縦方向の解析も可能となった．現
在までに，16 部位のインプラント周囲炎細菌叢，並びに健常部位，歯周病部位の細菌叢変化を
追跡している．解析途中ではあるが，特定の口腔細菌の増減等を検出しており（図４，５），臨
床データを踏まえたβ多様性変化を解析している．結果がまとまり次第，，学術論文として公表
予定である． 
 
 
 
 



 
（４）リボフラビンを用いた
光線力学療法 
 細菌培養モデルを用いて，
近年注目を集めつつあるリボ
フラビンを用いた光線力学療
法により，口腔細菌叢がどの
様に変化するのかを解析し
た．その結果，リボフラビン濃
度を固定し，青色 LED の照射
出力を上げるにつれて，口腔
細菌叢が変化していくことが
明らかとなった（図６）．現在，
複数の被検者からのサンプル
を用いて実験を行っており，
結果がまとまり次第，学術論
文として公表予定である． 
 
（５）本研究の将来構想 
 本研究により，インプラン
ト周囲炎の患部状態変化に伴った細菌叢変化の一端が明らかに
なりつつある．また，リボフラビンを用いた光線力学療法により，
口腔細菌叢を変化させることができることが実証できた．今後，
本解析を続けていくことで，インプラント周囲炎の難治化予防や
症状の軽快へと導く手法開発の一助となると期待される． 
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