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研究成果の概要（和文）：代表者の所属する診療室に来院する小児から歯面プラークを採取し、ミュータンスレンサ球
菌のほかに齲蝕の発生に影響する細菌種の検索を行ったところ、試料を得た小児の65%から乳酸桿菌属細菌を検出した
。齲蝕を有する小児からの乳酸桿菌の検出率は有意に高かった。また、小児及びその母親から口腔内のswab検体を採取
し、シーケンサーによる解析を行ったところ、小児の口腔の細菌叢は成人よりも多くの細菌種が存在している傾向にあ
り、また個体間でのバリエーションも豊富であることが示された。こうしたバリエーションは、小児期に発生する齲蝕
の感受性に影響を与えている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：From 130 children, aged 2-7 years old, swab samples of teeth surfaces were collect
ed after parental informed consent was obtained. Among Lactobacillus species, Lactobacillus salivarius was
 most frequently identified, followed by L. casei, L. fermentum, and L. gasseri. Especially, L. fermentum 
was predominantly identified from samples with high caries prevalence (dmf >6). Genetic diversity among th
e same Lactobacillus species in an individual sample is also related to high caries prevalence. In additio
n, analysis of oral microbiota in swab samples from children and their mothers revealed that oral microbio
ta in children showed much more abundance and diversity than in mothers. These characteristics might influ
ence on a susceptibility of dental caries during  early childhood age.
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１．研究開始当初の背景 
  口腔には約 600種類の細菌種が生息してい
ると考えられており，さらに外界からも多様
な微生物の侵入にさらされていることから，
非常に複雑で多様な細菌叢が形成されてい
る(Nature, 457:480, J. Dent. Res., 87:1016)．こ
の細菌叢は人体に生じる様々な病態によっ
て異なると考えられ，実際に口腔内の細菌に
起因する心内膜炎や骨粗鬆症といった全身
疾患，糖尿病の悪化との関連なども報告され
ている(J. Clin. Periodont., 35:362)．申請者のグ
ループでも，これまで特に疾患の発症などに
関与しないとされていたサングイスレンサ
球菌の一部に，宿主上皮細胞に侵入し，かつ
強い炎症応答を惹起させる菌株があること
を報告した(Biochem. Biophys. Res. Common., 
391:1192)．しかし口腔内の細菌種のうち 60%
以上は培養できない未知の細菌種で占めら
れており，ゆえに口腔内細菌に関する研究の
手法は限定的なものにならざるをえない．さ
らに，細菌叢の全体像や個々の細菌が担う役
割・働きなどはほとんど明らかとなっていな
い． 
 近年，高速シークエンサーの登場に代表さ
れるようにゲノム解析の手法が著しく進展
し，数十万塩基もの遺伝子配列が数時間で取
得できるようになってきた．得られた情報を
ウェブ上のデータベースと照合すればその
遺伝子がどんな細菌種に由来するものであ
るかを推定することができる．この方法によ
って理論上は口腔の細菌叢の全貌を解析す
ることもでき，実際に健康状態と細菌叢の関
連性の解明を目指したメタゲノムプロジェ
クトが開始されたが，特に口腔内の場合，細
菌叢の動的な変化・複雑さのために未だに有
益な情報が引き出せていないのが現状であ
る(Nat. Med., 14:706)． しかし，口腔内細菌
叢を高精度に解析し，健常な口腔環境のデー
タベースを構築し比較することは将来の口
腔内細菌と疾患発症に関する研究面，早期発
見・予防に向けた臨床面の双方から必須であ
ると考えられる． 
 口腔感染症の代表的なものとして，齲蝕と
歯周病が挙げられる．齲蝕は Streptococcus 
mutansや Streptococcus sobrinusという２種の
ミュータンスレンサ球菌に，歯周病は
Porphyromonas gingivalisなど数種の菌によっ
て引き起こされると考えられている
(Microbiol. Rev., 44:331, J. Mol. Bacterial. 
Biotechnol., 2:341)．これらの菌は過去の膨大
な研究のデータから確かに齲蝕や歯周病の
発生に強く関与していると考えられるのだ
が，一方で，齲蝕や歯周病患者から採取した
試料にも培養できない，解析のされていない
細菌が多く存在することには目が向けられ
ていない．また，近年は歯周病菌の増殖を阻
害するレンサ球菌の存在など口腔内細菌種
間での相互作用についても報告が多いこと
から(J. Dent. Res., 88:1026)，単一の細菌を対
象に感染させる研究のみによって口腔内に
存在する１つの菌種の病原性を決定づける

には不十分である．特に齲蝕では，申請者が
所属する小児歯科の臨床において，歯冠部全
体が溶けるように進行する乳幼児期の哺乳
齲蝕を未だに多く目にする．しかし哺乳齲蝕
の進行様式や形態は，いわゆる不潔域に形成
される一般的な齲蝕とは全く異なっており，
同じようにミュータンスレンサ球菌を中心
とした齲蝕発生メカニズムが当てはまるの
かということについては，大いに疑問の残る
ところである． 
 
２．研究の目的 
 本研究では口腔内細菌叢に関するデータ
をもとにして，齲蝕発生に関わる細菌・それ
らの細菌間の相互作用・細菌と宿主との相互
作用を解析した．口腔内細菌に起因する疾患
は近年糖尿病や心臓疾患が取りざたされて
いるところであるが，まずは主たる口腔感染
症である齲蝕について，これまでのミュータ
ンスレンサ球菌を中心とした齲蝕病因論を
もう一度見なおしたいと考えた．  
 まず，研究者の所属する大学に来院する患
児を哺乳齲蝕群，通常の齲蝕群，齲蝕のない
対照群に分類し，それぞれの口腔内細菌叢の
データをできるだけ高精度に得ることを試
みた．培養可能な菌種については保存した．
その後，各群において特異的または共通であ
ることからピックアップした菌種について
口腔内環境と該当菌種の菌数・菌株数などの
相関を解析した．その後それらの菌種につい
て，齲蝕発生との関わりを詳細に解析した．
以上のような方法を通じて，口腔内細菌叢全
体から齲蝕発生メカニズムに影響を与える
因子を明らかにすることを試みた． 
 歯科領域において，齲蝕や歯周病に関する
研究は数多く行われており，先述のように数
種類の細菌が原因菌とされている．現在はそ
れらの持つビルレンス因子に関する解析が
多く行われているものの，本研究のように口
腔内細菌叢を構成する他の菌の疾患への影
響について顧みられることは多くない．齲蝕
については Lactobacillus属細菌（乳酸桿菌）
が主たる原因菌とされた時代もあったにも
かかわらず，歯面付着能の低さなどからいつ
しか研究対象から外されてきた歴史がある
(Infect. Immun., 33:690)．また，ヒトの口腔内
細菌叢や食習慣を再現できる動物モデルは
存在しないため，未知または解析がされてい
ない細菌種の中にも新たな原因菌が存在す
る可能性がある．本研究は，近年の遺伝子解
析技術の進歩を利用し，口腔内細菌叢全体を
ターゲットにする点で以前の研究とは異な
っており，これまで明らかとなっていなかっ
た菌種の齲蝕発生への関与が明らかとなる
可能性が高いと考えた．特に乳酸桿菌につい
ては多く解析を行い，当然口腔内細菌叢解析
によって候補となる菌種はできるだけ解析
を加えることにした． 
 
３．研究の方法 
１）被験者からの試料の採取，保存，細菌由



来ゲノム DNAの抽出 
 申請者の所属する大学の診療科に来院す
る患児を対象に，保護者に対する十分な説明
の上で唾液，歯面プラークの試料を採取した．
患児は齲蝕の有無により①哺乳齲蝕を認め
る（哺乳齲蝕群：概ね 2〜3歳），②乳臼歯部
を中心とする一般的な齲蝕を認める（齲蝕
群：概ね 3〜7歳），③齲蝕を認めない（対照
群：①②に対応する年齢，2〜7歳）の３群に
分けた．対象となる患児については，齲蝕の
有無のほか，口腔内清掃状態や歯肉の状態な
ど詳細な口腔内診査を記録し，刷掃習慣や食
事などの生活習慣に関するアンケートを行
った．試料は以下のように用いた． 
(a) 細菌培養培地にて嫌気，非嫌気の各条件
下で培養し，培養可能な菌体はグリセロール
含有培地で保存した．以後，必要に応じて単
離培養を行った． 
(b)市販のキットに若干の変更を加えた方法
により細菌由来のゲノム抽出を行った． 
 
２）口腔内細菌叢に関するデータ取得，解析 
 遺伝子シークエンス，菌種同定に利用する
系統マーカー遺伝子としては，最も使用され
ている 16S rRNA遺伝子を用いた．前項で得
られたゲノム DNA をテンプレートとして，
細菌の 16S rRNA遺伝子の一部（約 400 bp）
の増幅を行った．本研究では，すでに作製し
てある細菌の 16S rRNAを網羅的に増幅する
ことが可能なユニバーサルプライマーを用
いた．高速シークエンサーRoche 454 FLX 
titatnium によって遺伝子シークエンスを行な
い，試料１つに対し 5,000 以上の配列を取得
した．得られた配列はウェブ上のデータベー
スと照合して細菌種を推定した(DNA Res., 
14:169)．試料に同じ配列が多く含まれると，
該当する菌種が多く存在することになる．そ
の後，各試料間，各群間における比較を行な
い，各群に共通で多く含まれる菌種，特異的
に認められる菌種をピックアップした．ピッ
クアップの基準としては取得した遺伝子配
列より明らかになる菌種から，全体の 0.1%以
上存在するものとした． 
 
３）ピックアップした菌種の菌数・菌株数と
口腔内診査・アンケートとの相関解析 
 前項でピックアップされた菌種について
は，すでに採取した試料のほか，新たに対象
とする患児より試料を採取し，(a)寒天添加選
択培地上で希釈した試料を播種し菌数をカ
ウント，(b)特異的プライマーを用いた定量的
PCR，のいずれかの方法で試料中の菌数，細
菌叢全体に占める割合を測定した．また，同
一試料より得られた一つの菌種であっても，
すべてが同じ遺伝子プロファイルを持った
単一の菌株に由来するとは限らず，また
Lactobacillus fermentum などでは複数の菌株
を口腔内に有していると齲蝕が多くなると
いう報告がある (Mol. Oral Microbiol., 25:157)．
そのため寒天培地上のコロニーを各試料に
つき数個採取し，ゲノム DNA を抽出後各種

制限酵素による処理を行う．その上で
CHEF–DRII によるパルスフィールドゲル電
気泳動を行うことで，一つの試料中の同一菌
種内に異なる遺伝子プロファイルを持つ菌
株がいないかを検索した．得られた結果は，
前項の結果と共に口腔内診査記録や生活習
慣に関するアンケートと照合し，相関の有無
を検討した． 
 
４）ピックアップした菌種の齲蝕原性に関す
る解析および既知の齲蝕原性菌との相互作
用に関する解析 
 ピックアップした菌種について齲蝕発生
との関わりを詳細に解析した．同一試料から
得られた同菌種でも遺伝子構造が大きく異
なることも多いため，各菌種の中でも可能な
限り多くの菌株について解析を進めた．菌種
間の相互作用については既知の齲蝕原性菌
とピックアップした菌，またはピックアップ
した菌種同士の複数の組み合わせによって
解析し，培地中や唾液コートしたハイドロキ
シアパタイトなど存在下での菌増殖や歯面
への付着能試験，バイオフィルム形成の評価，
酸産生能試験を行った(J. Dent. Res., 80:1672)．
それぞれの試験は単独の菌を供試した場合
と比較した．  
 以上の研究によって，各群に特異的な菌種
を供試した場合は齲蝕抑制・発生にはたらく
菌種・菌株，可能な限り原因因子を，共通の
菌種を用いた場合は各群の菌株間で齲蝕形
成に影響を与える菌株・原因因子を明らかに
することを試みた．得られたデータをもとに
口腔内細菌叢からの齲蝕発生リスク予測，齲
蝕予防・早期治療に活かせる系を構築したい．
また，口腔内細菌叢に関するデータは他の疾
患との関連を明らかにする今後の研究にも
利用したい． 
 
４．研究成果 
 本研究では当初目標とした人数より多い，
患児 130名から試料を得ることができた．ま
た，成人と小児の口腔内細菌叢の比較につい
ても，25組の母子から試料を得た．ミュータ
ンスレンサ球菌を除く口腔内細菌のうち，特
に乳酸桿菌属細菌に着目して保有の有無を
解析したところ，患児の 65％から乳酸桿菌属
細菌を検出した．菌種が同定された細菌種は，
多くが L. salivarius, L. casei であり，少数なが
ら L. fermentum, L. gasseri も検出された．齲
蝕のない患児から得た試料からは 33%で乳
酸桿菌属細菌を検出したのに対し，齲蝕を有
する患児からは 75%とその検出率が有意に
高かった．特に L. fermentum の検出と齲蝕の
有無には強い相関が見られた（図１）．遺伝
子核型解析では、同じ試料から得た同一の細
菌種でもその遺伝子構造にバリエーション
を有する場合，齲蝕の保有率が上昇する傾向
が見られた（図２）．また，16s rDNA をタ
ーゲットにした遺伝子シーケンスによる口
腔内細菌叢解析では各試料から最低
5000reads の遺伝子情報を得ることができ



た．小児は成人よりも口腔内に多くの細菌
種が存在しており，個体間のバリエーショ
ンが多い傾向があることが示された．口腔
内細菌叢と口腔疾患の関連について，今後
さらに解析を進める必要がある． 
 乳酸桿菌は歯面付着性が低いとされてい
るが、本研究では歯面から得られた試料をま
ずショ糖含有培地で培養することで、採取時
に歯面に付着しており、かつ耐酸性の高い乳
酸桿菌の検出を試みた。L. fermentum の保有
と齲蝕発生の関連については、これまでの報
告と一致する．しかし，遺伝子核型解析をす
ることによって同菌種であっても遺伝子構
造にバリエーションを有する場合は齲蝕発
生に影響を与えることが示された。遺伝子構
造におけるバリエーションの存在は、口腔内
への同一菌の定着が複数のソースから成立
した可能性を示唆している。本研究で検出さ
れた乳酸桿菌が実際に歯面に定着していた
ものかどうかは更に検討が必要だが、今回の
結果は唾液等から乳酸桿菌の検出を試みた
他の報告とは大きく異なっており、 L. 
salivarius, L. casei および L. fermentum の小
児齲蝕発生への関与を示唆していると考え
られる。 
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