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研究成果の概要（和文）：ＩＥの口腔内での最大の原因菌である口腔レンサ球菌を標的として Rod 

shape-determining protein 遺伝子（rodA）の多様性に基づいた DGGE 法を確立した。これに基

づき、唾液を検体として細菌叢の網羅的解析を行った。実際に感染性心内膜炎を引き起こした菌

株の生化学的性状検査と 16S rRNA遺伝子から菌種を推定、特に Streptococcus mutansと同定さ

れた菌株のゲノム DNA のドラフトシークエンスを決定し、既にデータベース上に発表されている

ゲノムシークエンスとの比較を行い、心内膜炎特異的な病原因子の検討を行った。レンサ球菌以

外の口腔細菌も調査するため、う蝕検査、歯周疾患検査、日和見菌検査を利用し、小児患児の唾

液を検体とした調査もあわせて行った。 

研究成果の概要（英文）：We established DGGE method based on the variety of the Rod 
shape-determining protein gene (rodA) as a target the oral  streptococcus which was the 
maximal bacterial species in the oral cavity causing infective endocarditis(IE). Based on 
this, we performed exhaustive analysis of the bacterial flora as saliva specimen. Also, we 
estimated bacterial strain from an examination for biochemical property and a 16S rRNA 
gene of the strain from a patient who has contracted IE. We determined a draft sequence of 
the genomic DNA of strain identified with Streptococcus mutans and performed 
comparison between genomic sequence that was already presented on a database. then, we 
reviewed the pathogenesis factor that was specific for IE. We made the study of  bacterial 
species associated with dental caries, a periodontal disease-causing bacteria, the 
investigation of infecting organism for opportunistic infections by using an examination for 
dental caries, an examination for periodontal disease, fence-sitting bacteria examination of 
BML company. 
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１．研究開始当初の背景 
感染性心内膜炎（Infective endocarditis; 
IE）とは血液中のフィブリンと血小板により
生じた塞栓が心内膜に付着、そこへ何らかの
原因で病原体が付着増殖することで起こる
全身性の敗血症性の疾患である。この IE に
関し、歯科診療上最も憂慮されるべき点は、
その最も頻度の高い感染原因として歯科治
療が特定されていることである。かつ我々小
児歯科医が診療中に心疾患を有する患児に
遭遇する割合は、新生児の 100人に 1人が先
天性心疾患を持っていることからも、かなり
高頻度である。従って、小児歯科医はとりわ
け IE の予防について十分な知識を持ち合わ
せておく必要がある。この IE の予防法とし
て多くは AHAの推奨するガイドラインを基準
に多くなされてはいるが、これを含め多くの
ガイドラインが、感染原因とされる歯科治療
と実際に IE を引き起こした原因菌をリンク
させ、どのような細菌種が危険であり、これ
らの細菌種が占める口腔細菌叢の部位や IE
の予防に有効な抗菌薬、あるいは注意すべき
歯科処置に関し詳細に述べられた報告はな
い。これらのため小児歯科医の誰もが IE 予
防に関して基準に出来るガイドラインの必
要性が強く望まれるところである。 
 
２．研究の目的 
IE の原因となる細菌種が占める口腔細菌叢
の部位や IE の予防に有効な抗菌薬、あるい
は注意すべき歯科処置に関し詳細に述べら
れた報告がない理由は、今までに IE を引き
起こした患者の口腔細菌叢や血液、疣贅等の
臨床検体を簡便かつ網羅的にプロファイリ
ングする方法が構築された報告がなされて
いないためと考えられる。こうしたことから
本研究の目的は、 
(1) 口腔細菌叢や IE 患者からの血液、疣贅
から検出される細菌種を分子生物学的手法
により簡便かつ網羅的に同定する方法を構
築すること 
(2) (1)の情報をもとに IEの真の原因菌を明
らかにし、より有効な抗菌薬投与法と注意す
べき歯科治療に関するガイドラインを作成
すること 
である。 
 
３．研究の方法 
（１）デンタルプラーク中の微生物群集構造
の解析 
①16S リボソームRNA遺伝子（ 16S rDNA ）ラ

イブラリーのランダムシーケンシング 
 健常者およびIE罹患者のデンタルプラー
クより抽出した細菌トータルDNAを鋳型に
16S rDNAをターゲットにしたユニバーサルプ
ライマーによりPCRを行う．得られた増幅産
物を大腸菌にクローニングし, 16S rDNAライ
ブラリーを構築する．ライブラリー中のクロ
ーンをランダムにシークエンスし, 各シー
クエンスをデータベースに対してホモロジ
ー解析し, 細菌種情報を得る．複数のクロー
ンを解析することにより, 各被験者のデン
タルプラーク中の各種細菌種のおよそのポ
ピュレーションのプロフィールのデータベ
ース構築を行う。 
 
②唾液を検体とした細菌叢の網羅的解析 
長崎大学小児科の連携の下、実際に感染性心
内膜炎を引き起こし、口腔由来と考えられる
レンサ球菌の臨床分離株を入手し、菌株の生
化学的性状検査と16S rRNA遺伝子から菌種を
推定する。 
 
（２）心内膜炎特異的な病原因子の検討 
 菌株のゲノム DNAのドラフトシークエンス
を決定し、既にデータベース上に発表されて
いるゲノムシークエンスとの比較を行い、心
内膜炎特異的な病原因子の検討を行う。その
中で Streptococcus mutans と同定された菌
株のゲノム DNAのドラフトシークエンスを決
定し、既にデータベース上に発表されている
ゲノムシークエンスとの比較を行い、心内膜
炎特異的な病原因子の検討を行う。 
 
（３）レンサ球菌以外の口腔細菌における検
討 
 レンサ球菌以外の口腔細菌も調査するた
めに、BML社のう蝕検査、歯周疾患検査、日
和見菌検査を利用して、小児歯科外来患児の
唾液を検体として、Lactobacillus属などの
う蝕関連細菌、Porphyromonas gingivalis や
Aggregatibacter actinomycetemcomitansな
どの歯周病菌、Streptococcus pneumoniae や
Haemophilus influenzaeなどの日和見感染菌
の調査もあわせて行う。 
 
（４）歯科治療に関するガイドラインを作成 
以上の結果をもとに IEの真の原因菌を明ら
かにし、より有効な抗菌薬投与法と注意すべ
き歯科治療に関するガイドラインを作成す
る。 
 



４．研究成果 
 口腔フローラは 300 種を超える細菌種で構
成される複雑な細菌叢である。この口腔フロ
ーラで大多数を占める種が口腔レンサ球菌
と呼ばれる Streptococcus属である。この口
腔レンサ球菌は常在菌で通常は強い病原性
を示さないが、Streptococcus mutansのよう
に齲蝕病原性を示したり、ミティスグループ
レンサ球菌のように日和見感染により亜急
性感染性心内膜炎を引き起こしたりするも
のが含まれている。そこで本研究ではまずこ
れらの口腔レンサ球菌を標的として網羅的
解析を行うための手法を開発した。また、
我々は細菌細胞の形態形成に関与する Rod 
shape-determining protein 遺伝子（rodA）
に関して、この rodA 遺伝子が口腔レンサ球
菌をはじめとした多くの細菌が有している
こと、遺伝系統解析から細菌叢の網羅的解析
に通常使用される 16S rRNA 遺伝子よりも 10
倍以上の多様性を有していることを解明し
た。 

表  Streptococu specie 種族内における
rodA  と 16 rDNA系統発生的比較  
 
そこで、rodA 遺伝子の多様性に基づいた口腔
レンサ球菌を検出するための DGGE 法を確立
し、Journal of oral microbiology誌に報告
を行った。 

図 rodA-DGGE 分析における Negative image  
  
 また実際に感染性心内膜炎を引き起こし、
口腔由来と考えられるレンサ球菌の臨床分
離株を入手出来たことからこの菌株の生化
学的性状検査と 16S rRNA 遺伝子の決定を行
って大体の菌種を推定した。 
 特に Streptococcus mutans と同定された
菌株のゲノム DNAのドラフトシークエンスを
決定し、既にデータベース上に発表されてい
るゲノムシークエンスとの比較を行い、心内
膜炎特異的な病原因子の検討を行った。その
一方で、レンサ球菌以外の口腔細菌も調査す
るために、BML 社のう蝕検査、歯周疾患検査、
日和見菌検査を利用して、小児歯科外来患児
の唾液を検体として、Lactobacillus 属など
のう蝕関連細菌、Porphyromonas gingivalis
や Aggregatibacter actinomycetemcomitans
などの歯周病菌、Streptococcus pneumoniae
や Haemophilus influenzae などの日和見感
染菌の調査もあわせて行った。 
 更に、ＩＥを起こした患児から分離された
Streptococcus oralisのゲノムシークエンス
を行い、現在 10 個ほど残った gap シークエ
ンスを解析しているところである。また本菌
のゲノム状の特徴としてはハウスキーピン
グ遺伝子は Streptococcus oralis に分類さ
れるものであるが他のシークエンスのホモ
ロジーがデータベース上に存在するものの
比較で 80～95％と低いため、この点で IE と
の関連が示唆できないか検討中である。また
IE 患児の情報を積み重ね、ガイドライン作成



を目指しているところである。 
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