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研究成果の概要（和文）：ヒトのデンタルバイオフィルム(DB)は，in vitro のバイオフィルムと違い，700種以上の細
菌種が常在し，口腔環境や宿主因子の影響を受ける。本課題は，ヒトの口腔でDBを形成し，評価できる実験モデルを確
立し，その形成メカニズムや制御法を検討することが目的であった。
24年度は，ヒトの口腔でアパタイトディスク上にDBを形成させる実験モデルを開発した。25年度はそれを用いDBの形成
メカニズムの一端を解明し，DB細菌の定量解析および形態学的検索を行った。26年度にはメタゲノム解析法によるDBの
定性解析より，細菌量は４日目までに２相性に増加すること，また偏性嫌気性菌属は遅れて増加することを解明した。

研究成果の概要（英文）： Human dental biofilm (DB), which is different from the biofilms in vitro, 
contains more than 700 species of bacteria, and is influenced by the oral environment and host factors. 
The purpose of this research was to form DB in human oral cavity, to establish an experimental model of 
DB that can be evaluated, and to examine the formation mechanism and control method. In 2012, 
experimental model of DB formation on the apatite disc was developed. In 2013, quantitative analysis and 
morphological observation of the DB bacteria was conducted. In 2014, it is elucidated that bacteria 
number was increased in biphasic action by day 4, and obligate anaerobic bacteria genus was increased in 
late by qualitative analysis using metagenomic analysis.

研究分野： 歯科保存学
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1． 研究開始当初の背景 
 歯科界にバイオフィルム感染症の病態概
念を導入した研究代表者らは，種々のオーラ
ルバイオフィルムを多様な組織・形態学的手
法を用いて検索し，その実態を発表してきた。
また，in vitro で単一菌バイオフィルム形成
モデルを開発し，分子生物学的，遺伝子工学
的あるいは細菌学的手法によるバイオフィ
ルム評価法を確立し，バイオフィルムの形成
メカニズムや制御・抑制法に示唆を与えた。
しかし， 口腔には 700 種以上の細菌種が棲
息する上，摂食などにより激変する環境や宿
主免疫応答などの宿主因子が関与するため，
臨床に直結する解析法としては,  in situ の
バイオフィルムモデルが最適と考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもと，本研究課題では，試
作 in situ バイオフィルム形成モデルをさら
に発展させ，ヒトのデンタルバイオフィルム
を可及的に再現できるデバイスを開発し，こ
れまでの一連のバイオフィルム研究で培っ
た解析・評価法を用いて，in situ デンタルバ
イオフィルムの形成メカニズムを，改めて解
析するとともに，開発したモデルを用いて制
御・抑制法の検討を行うことを目的とした。 
  
 
３．研究の方法 
(1) 実験的 in situ デンタルバイオフィルム

の微細形態学的検索 
本研究は大阪大学大学院歯学研究科倫理

委員会の承認を受け遂行された(承認番号
H24-E4)。本研究への参加に同意の得られた
10 人の被験者から試料を採取し，実験に供し
た。ヒト口腔でのバイオフィルム形成は，
我々が新規開発した in situ バイオフィルム
形成装置を用いて行った。 
本装置は連携研究者である本学歯学部附

属技工士学校 町博士講師と共同開発した
もので，被験者の上顎に装着した装置の頬側
にハイドロキシアパタイト(HA)ディスクを
挿入し，実験的にバイオフィルムを形成でき
る(図 1)。 

図 1 バイオフィルム形成装置の全貌 
上顎の左右臼歯部の頬側に HA ディスク

(→)を装着 

バイオフィルム形成開始 4, 8, 12, 16, 20, 
24, 48 時間後にサンプルを取り出し，細菌学
的解析，走査型電子顕微鏡(SEM)および透過
型電子顕微鏡(TEM)観察に供した。尚，被験
者のブラッシング方法，ブラッシング時間は
全実験を通して均一化した。 

 
（２）実験的 in situ デンタルバイオフィルム  
   の定量的 3 次元解析 

上記（１）項と同一被験者に同じ方法で in 
situ デンタルバイオフィルムを作製し，バイ
オフィルム形成開始 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48, 
60, 72, 96 時間後にサンプルを取り出し，生
化学的に colony forming unit (CFU)を測定
すると同時に LIVE/DEAD 染色後，経時的に
共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)観察に供した。 

 
（３）実験的 in situ デンタルバイオフィルム  
  中の特定細菌の経時的定量解析 
 上記(1)(2)項と同一被験者に同じ方法で in 
situ デンタルバイオフィルムを作製し，口腔
内装置中のアパタイトディスクを経時的（12, 
24, 48, 60, 72, 96 時間後）に採取した後，HA
ディスク上に形成されたバイオフィルムを
回収し，PowerSoil ®  DNA Isolation Kit に
て DNA を抽出し，ユニバーサルプライマー
を用いるリアルタイム PCR にて全細菌量の
定量を行った。さらに，Streptococcus 属お
よび Fusobacterium 属はそれぞれの特異プ
ライマーを用いるリアルタイム PCR にて細
菌数の定量を行った。 
 
(４)メタゲノム解析による実験的 in situデン
タルバイオフィルムの包括的同定 

 上記(1)～(3)項と同一被験者に同一の方法
で in situ デンタルバイオフィルムを作製
し，口腔内装置中のアパタイトディスクを
経時的（1, 4, 8, 12, 24, 48, 60, 72, 96 時間
後）に採取し評価した。DNA の抽出は，
上記(3)項と同じ方法で行い，16srRNA 遺
伝子を標的とし，次世代シーケンサーIon 
PGM®を用いた pyrosequencing を行い、
得られたシーケンスデータは QIIME®を
用いて解析した。 

 
 
４．研究成果 
(1) 実験的 in situ デンタルバイオフィルム

の微細形態学的検索 
SEM および TEM 観察より，バイオフィル

ム形成 8 時間後に，球菌が主体のバイオフィ 
ルムが観察された。バイオフィルム形成12時
間後には糸状菌が出現，16時間後にはマトリ
ックス様構造物で被覆された像が認められた。
24時間および48時間後には，球菌，糸状菌お
よび桿菌の多様な形態から構成されたバイオ
フィルムがみられた（図２a, b）。 
定量的解析結果より，細菌数は 12 時間後ま
で急速に増加を示した。その後 48 時間後ま
で少しずつ増加を示し，60 時間後に再び急速



に増加し，72 時間後でプラトーに達した。こ
れにより 96 時間後までの細菌の生菌数の増
加曲線はシグモイド状を示した（図３）。多
くの観察時期において，バイオフィルム構成
細菌数は被験者間で 10 倍程度の個体差を認
めた。 
 

図２a in situデンタルバイオフィルムの
SEM像 
 

 図２ｂ in situデンタルバイオフィルム
のTEM像（赤の点線：HAディスク表面, 

→：線状菌(糸状菌)あるいは紡錘菌） 

図３ デンタルバイオフィルムの細菌量と死
菌/生菌の体積比 
 

 (２) 実験的 in situ デンタルバイオフィル
ムの定量的 3 次元解析 

  デンタルバイオフィルムをCLSMにて経時
的に観察したところ，時間の経過とともにコ
ロニー数が増加し，さまざまな細菌構造を含
む生菌と死菌の混在したコロニーが観察でき
た。その厚みとしては: 4時間後21.4（±15.9）
μm ， 8 時間後 19.6(±5.2) μm ， 12 時間後

29.98(±13.9) μm，20時間後29.1(±7.6) μm，
24時間後39.5(±9.1) μm，48時間後39.5(±9.7) 
μm，60時間後50.3(±11.4) μm , 72時間後
49.8(±12.2) μm，96時間後46.2(±3.0) μmとな
った（図４）。デンタルバイオフィルムは24
時間後まで急速に増加し，その後24-36時間は
緩やかな増加を示したが，その後24時間で再
び急速に増加した。また、60時間後で厚みは
急速に増加し，プラトーに達した。これは細
菌数のシグモイド状増加に一致する。これに
より，バイオフィルムの厚みの増加はおおよ
そ生菌数の増加と一致することが示された。
一方で，生菌数の増加が認められるが，厚み
は増加を示さない部分が存在し，この期間で
はバイオフィルムの形成範囲を広げているの
ではないかと推察される。また，60時間後以
降、CLSM像にてディスク全体にバイオフィ
ルムが形成されていたのが確認できたにもか
かわらず，厚みが増加しなかったのは，その
間にバイオフィルムが剥がれやすい性状を示
すのではないかと考えられる。 
  

図４ in situデンタルバイオフィルムCLSM
像 

 48時間後に死菌の割合が増加するが，その
後は生菌も再び増加傾向を示す。 

 
(３)実験的 in situ デンタルバイオフィルム  
  中の特定細菌の経時的定量解析 

  図５ 特定細菌の定時的定量解析 
 

Streptococcus とFusobacterium属は12時間
後まで急速に増加した。その後96時間後まで
緩やかに経時的に増加傾向を示した。一方，
Lactobacillus 属は24時間後まで比較的急な



増加を示すものの，その後は96時間後までほ
とんど増加は示さず，一定であった（図５）。
総菌数は，図３と同じ傾向を示して増加した。 

 
(４)メタゲノム解析による実験的 in situバイ
オフィルムの包括的同定 

 被験者10人のデータには個人差が認められ
たが，共通の傾向も認められた。それは，ま
ずRhylum レべルでは12－24時間後までに
Firmicutes門が増加し，その後48時間後に
Fusobacterium 門およびBacteroides門が増
加した。さらに，GenusレベルではFirmicutes 
はほぼStreptococcus属，Fusobacteria はほ
ぼ Fusobacterium 属 で 占 め ら れ ，
Bacteroidetes は Capnocytophaga 属 ，
Prevotella属，Porphyromonas属が多くの割
合を占めた（図６）。経時的な傾向としては，
およそ12時間後にStreptococcus属が有意に
増加し，さらに48時間後にStreptococcus属が
急速な増加を示した後，バイオフィルム内が
嫌気的環境になることで，偏性嫌気性細菌で
あるFusobacterium属やPorphyromonas属
が急速な増加を示したのではないかと推察さ
れる。 
 本研究より，ヒトの口腔内で形成した実験
的デンタルバイオフィルムは，通性嫌気性細
菌（Streptococcus属）から偏性嫌気性細菌
(FusobacteriumやPorphyromonas属 ) へと
細菌叢がシフトすることにより，全細菌量が
２相性(シグモイド状)に増加することが明ら
かとなった。 

 
図６ メタゲノム解析による包括的同定 

一方，研究計画当初に予定していた，in situ 
デンタルバイオフィルムモデルを用いたバイ
オフィルムの制御法については，研究期間内
に実施することができず，課題として残った。 
実験内容をよく理解し，協力的なボランティ
アを集めることに時間を費やした。今後は研
究資金の目途がつけば，是非遂行し成果を発
表できればと考えている。 
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