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研究成果の概要（和文）：本研究ではUSBサイズの解析チップを用いた迅速・安価な超小型シーケンサーを用い
て、歯周病やインプラント周囲炎、さらには顎骨壊死患者のクリニカルシークエンスを導入することでチェアサ
イドでの迅速かつ確実な細菌診断技術の確立を目指す。
採取したサンプル（健常者唾液、難治性歯周炎患者、インプラント周囲炎患者の唾液に加えて顎骨壊死患者の壊
死部）からデータを取得し、スーパーコンピューターShirokaneを活用することで、解析から可視化までにかか
るパイプラインを構築した。さらに、臨床的に価値のあるパラメーターの抽出を行うとともに、可読性の高いデ
ータの表示手法を検討した。

研究成果の概要（英文）：In this study,we aim to establish a rapid and reliable bacterial diagnosis 
technique at the chairside by introducing clinical sequencing of periodontal disease, 
peri-implantitis, and even osteonecrosis of the jaw patients using a rapid and not expensive 
supercomputer sequencer with a USB-sized analysis chip.
By acquiring data from collected samples (saliva of healthy, periodontitis, and patients with 
peri-implantitis, plus necrotic areas of patients with osteonecrosis of the jaw) and utilizing the 
supercomputer Shirokane, a pipeline from analysis to visualization was established. In addition, 
valuable clinical parameters were extracted and highly readable data display methods were 
investigated.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 超小型次世代シーケンサー　口腔細菌　歯周病　インプラント周囲炎　顎骨壊死　次世代シーケンサー
　PCR　細菌診断
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでで得られたシーケンスデータを用いて、解析アルゴリズムの策定を実施した。個人が持ち
得るパソコンの計算資源には限りがあるため、スーパーコンピューターの持つ膨大な計算資源を利用して、解析
アルゴリズムの開発をより加速し、有用な臨床パラメーターの選定を実施している。
小型NGSと本研究で構築されたアルゴリズムの組み合わせにより、チェアサイドにおいて組織採取時に即座にサ
ンプル調整し、従来型のベンチトップ次世代シーケンサーがなくてもノート型パソコンがあればどこでも迅速検
査を実施できるため、僻地やクリニックなどでも正確な細菌叢検査を実施す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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
次世代シーケンシングは数千から数百万もの DNA 分子の配列情報を決定可能な技術である。

近年では次世代シーケンサー（NGS）の発展と共に装置の小型化が進んでいる。科学的にも有効
性が示されつつある小型シーケンサーシステムの特徴は、小型なだけでなく簡便なサンプル調
製とノートパソコンでの解析が可能である点である。すなわち、研究環境の整っていない僻地な
どでも実行可能な点であり、事実、エボラ熱の伝播を調査する目的でアフリカでは臨床で用いら
れている（Quick ら、Nature 2016）。特に医師が分散している歯科領域における簡便な検査シ
ステムの構築は社会的ニーズも大きく、検査が実施困難である歯科疾患における応用が極めて
重要である。そのため、小型シーケンサーを最適化アルゴリズムにより実用可能なレベルまで引
き上げることにより、各医院にてチェアサイドで迅速に診断することが可能となれば、本研究の
意義は計り知れないと考えられる。特にこれらの研究から得られる成果により、盲目的に抗生剤
治療が実施されている歯科感染症診断技術の発展に貢献出来るものと考えている。 
 
２．研究の目的 
 口腔は消化器系の一部であり常に細菌叢と共存しており、約 700 菌種の細菌が生息している
ことが知られている。定常状態であれば細菌叢は自己免疫系と平衡状態を保っているものの、強
大な外的要因やホスト免疫の変動によりその平衡が破綻すると潜在的に病原性を持っている細
菌が活性化し、細菌叢のバランスの破綻、ディスバイオーシスが生じることで、齲蝕や歯周炎の
みならず、インプラント周囲炎や顎骨壊死などの様々な細菌に起因すると考えられる疾患が誘
発される。特に病原性の高い細菌に対しては特異的プライマーを設計し検出するなどの方法が、
診断とそれに引き続く抗生物質投与基準などに臨床応用されてきてはいるものの、未知の病原
性細菌の同定や細菌叢全体の変動をモニタリングする技術は開発されていない。これらを克服
する目的で近年では NGS の活用が進められてきた。しかしながら NGS を用いた解析は一般的
には高価でかつ時間がかかり、さらには巨大な解析装置が必要であるため、一部の研究者のみし

か享受出来ない解析技術であった。一方、ご
く最近では左図に示すようなディスポーザ
ブルな USB メモリーサイズの小型 NGS 装
置の開発が進み、その価格は 1 解析あたり 10
万円程度まで下がってきている。サンプルの
調整時間も 10 分程度であり、ノートパソコ
ンに差し込むことで解析も手軽に実施でき
る。本装置の特徴としては核酸を断片化しな

いことで平均 5kbp（最長 10kbp 超）以上の配列を読めるものの、一度だけのリードでは精度が
悪いという問題があった(Ashton ら、Nat Biotechnol. 2015)。しかしながら数理的なデータ補正
により、読み間違いは 0.5％に抑えられ(Loman ら、Nat Methods. 2015)、エボラ熱などの現地
での感染症伝播検査においては実用化が進められている（Quick ら、Nature 2016）。そこで本
研究ではこの小型 NGS を用いて、特に①重度歯周炎患者の唾液・歯肉溝浸出液、②薬剤による
顎骨壊死の壊死組織③インプラント周囲炎組織をサンプルとして細菌叢の同定を行い、診断と
それに引き続く診療への情報提供を簡便・一括・迅速にしうるアルゴリズムの開発を行う。 
 
３．研究の方法 

健常者、難治性歯周炎患者の唾液インプラント周囲炎また顎骨壊死患者の壊死部を含むサン
プルを集め、①従来法の次世代シーケンサーシステム、②特異的プライマーを用いた定量的 PCR
法、ならびに③小型 NGS であるナノポアシーケンシングシステムを用いて比較検討を進める。②
を指標として、①、③の次世代シーケンサー間でのトータルチューニング（数理的データ補正）

を実施し、健常者と患者における差異
の解析を実施する。小型 NGS と本研究
で構築されたアルゴリズムの組み合
わせにより、チェアサイドにおいて組
織採取時に即座にサンプル調整し、従
来型のベンチトップ次世代シーケン
サーがなくてもノート型パソコンが
あればどこでも迅速検査を実施でき
るため、僻地やクリニックなどでも正
確な細菌叢検査を実施することが可
能となり、難治性口腔内感染症に悩ま
されている患者・医療者の双方にとっ
て大きな意義を持つと考えられる。 
 

 



４．研究成果 
研究期間中に COVID-19 パンデミックが発生し、大学病院の閉鎖や来院患者の著しい減少が

あったため、研究期間を 1 年延長した。本年度は、昨年度に採取したサンプル(健常者唾液、難
治性歯周炎患者の唾液ならびにインプラント周囲炎それぞれ 7 サンプルずつ合計 21 サンプル、
顎骨壊死患者の壊死部を 4 サンプル)を使用し、すでに最適化した手法を用いて DNA の抽出・
ライブラリ調整・シーケンスまでを実施した。 
また、取得したデータの解析から可視化までにかかるパイプラインを構築し、さらに、スーパー
コンピューターShirokane を活用することで、その豊富な計算ノードを利用した迅速な解析に
より、臨床的に価値のあるパラメーターの抽出を行うとともに、可読性の高いデータの表示手法
を検討している。 
具体的には、インプラント周囲炎に関する従来法の次世代シーケンサーシステムでの解析パイ

プラインの構築まで終了している。Mora-extract( AMR Inc., Tokyo, Japan)を用いて DNA を抽
出した。その後、16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域（341F [CCTACGGGNGGCWGCAG]および
806R [GACTACHVGGGTATCTAATCC]）を増幅し、Illumina 16S sample preparation guide 
(16S Sample Preparation Guide, Illumina)に基づきライブラリー調整を行なった。最終的に
MiSeq プラットフォーム（Illumina、アメリカ・CA）で 2 × 300 bp にてシーケンスを行いペ
アエンドリードを取得した。リード情報の解析には、Quantitative Insights Into Microbial 
Ecology（QIIME）2（バージョン 2021.2）を用いて解析を行なった。デフォルトのパラメータ
が使用されたが、Dada2 で trim、dereplicate、および filter chimeric sequences のための
truncLen=c(270,210)および trimLeft=c(17,21)に変更が加えられた。アンプリコンシーケンスバ
リアントの分類は、QIIME feature-classifier classify-sklearn を使用し、Human Oral 
Microbiome Database に対し 99%の配列類似性を基に行った。 
 小型 NGS であるナノポアシーケンシングシステムに関しては、DNA の抽出後 16S Barcoding 
Kit 1-24 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, UK)を用いてライブラリー調整を行ない、
MinIONs (oxford Nanopore technologies, oxford UK)にてシーケンスリードを取得している。   
本研究により歯科医院のチェアサイドで迅速に疾患の原因となっている細菌を診断することが

可能となれば、歯科感染症診断技術の進歩に繋がると考えられた。 
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