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研究成果の概要（和文）：ミュータンスレンサ球菌(MS)がプラーク中に存在していた小児は327名中121名で37％の存在
率でやや比率が低かった。MSが口腔内に存在する小児121名と存在しない小児206名で、P.gingivalis,T.denticola,T.f
orsythensis,A.actinomyceptemcomitansの検出された割合（％）はそれぞれ、16：12、0：0、26：30、77：77という結
果であり、歯周病原性細菌4種類の有無には、口腔内のMSの有無は全く相関がないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Mutans Streptococcus (MS) was detected in 121 children out of 327. The abundance 
ratio was 37%. The detection ratio of P.gingivalis, T.denticola, T.forsythensis, A.actinomyceptemcomitans 
in 121 children who had MS in their mouth and 206 children who had no MS were 
16：12、0：0、26：30、77：77 respectively. This result showed that there was no relationship between 
existence of the four major periodontal pathogen bacteria and existence of MS in the mouth of children.

研究分野：小児歯科学
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１．研究開始当初の背景 

母親の唾液ミュータンスレンサ球菌

（MS）数を減少させるとその子供への

MS感染率が低くなり、さらにその結果と

して、小児の齲蝕罹患率が低くなることは

広く知られており、小児へのMSの感染定

着は、小児の齲蝕予防の観点から現在にお

いても未だに重要な課題である。また、小

児への MS の感染時期が遅ければ遅いほ

ど、小児の齲蝕発生は抑制されることも示

されており、小児の齲蝕を抑制するために

は、MSの小児への感染を阻止する、ある

いはその時期を遅らせることがきわめて

有効な予防法となる。 

齲蝕のないグループと齲蝕の多いグル

ープの口腔内細菌叢を DGGE（変性剤濃

度勾配ゲル電気泳動法）を用いて比較した

研究において、齲蝕のないグループの口腔

内細菌叢は齲蝕の多いグループに比べて、

細菌の種類が多様であり、多くの種類の細

菌が存在していた。さらに興味深いことに

帝王切開による分娩で生まれた小児より

も産道を経て生まれた小児の方が、MSの

感染時期が有意に遅くなることが示され

ており、これは産道で様々な細菌に感染し

た口腔内には、帝王切開で無菌的に生まれ

た場合に比べてより多くの細菌が早く定

着し、口腔内細菌叢が多様化することが、

ひとつの要因ではないかと考察されてい

る。 

MS の小児への感染は生後 19 か月から

31か月の間に最も起こりやすく、ニューヨ

ーク大学の Caufield PW らはこの期間を

MS の小児への感染の窓と呼んでいる。こ

の時期は小児の歯の萌出時期と対応して

おり、MS の主な定着部位が歯である事と

の関連性が示唆されているが、このデータ

で特に注目されることは、この期間以降は

MS の感染が起こりにくくなるという事実

である。その理由として、MS の感染が遅

れた場合、他の先に感染した細菌との競合

によってMSが感染しにくい環境が作り出

される、というシナリオが考えられる。そ

こではバクテリオシンの関与やクオラム

センシングによる細菌間の化学的相互作

用が働いているものと想像される。 

 

２．研究の目的 

MS が感染し難い環境を作り出している

口腔内細菌叢とはどのようなものなので

あろうか？本研究では、MS に感染しにく

い細菌叢を構成している細菌種を網羅的

に解析することによって、MS の存在しな

い口腔内細菌叢の特徴を明らかにするこ

とを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）試料収集と DNA採取 

岩手医科大学小児歯科外来に定期的に

通院している３歳から５歳までの患児に

ついて、全顎からエキスカベーターを用

い て 収 集 し た 歯 垢 を 試 料 と し 、

Nagashimaの方法（Nagashima K, Appl 

Environ Microbiol, 2003）で DNAを採

取した。 

（２）MS 並びに歯周病原性細菌が試料中

に存在するか否かのスクリーニング 

当教室の原田が開発した S.mutans に

特異的なプライマー（原田利佳子、小児

歯誌、2006）ならびに Amano らの報告

に基づいて、歯周病原性細菌についての

プライマーを作成して PCR法を行い、試

料中の細菌のスクリーニングを行った。 

（３）次世代シーケンサとの対比における

T-RFLP法の網羅的細菌叢解析法としての

評価 

 同一人の口腔内から採取したプラーク

並びに唾液サンプルを次世代シーケンサ

と T-RFLPで分析して、T-RFLP法の網羅

的細菌叢解析法としての評価を行った。  

T-RFLP法では蛍光ラベル（FAM標識）

したプライマーを用いて PCR を行い、得

られた DNA を制限酵素（HhaⅠ ,Msp



Ⅰ,Hae Ⅲ）で消化した。この試料をキャ

ピラリー電気泳動装置（ABI PRISM 

3130xl Genetic Analyzer）を用いて泳動

を行い、その断片の分布を解析ソフト

「Gene Mapper」で分析し、細菌 DNAの

データベースから細菌種を同定し、その細

菌叢の構成を網羅的に解析した。次世代シ

ーケンサーの解析は Techno Suruga 

Laboratoryに依頼した。 

 

４．研究成果 

（１）プラークに MS が存在するか否かで、

歯周病原性細菌の存在に差があるか？ 

 プラーク中に MS が検出された小児と検

出されなかった小児について、歯周病原性

細菌として重要と考えられている 3 種類の

細 菌 、 P.gingivalis, T.denticola. 

T.forsythensis ならびに、小児の若年性歯

周炎との関連が指摘されている、

A.actinomyceptemcomitans について、存

在の有無に差があるのかを検討した。 

 その結果、MS がプラーク中に存在して

いた小児は327名中121名で37％の存在率

でやや比率が低かった。MS が口腔内に存

在する小児 121名と存在しない小児 206名

で、P.gingivalis,T.denticola,T.forsythensis, 

A.actinomyceptemcomitans の検出された

割合（％）はそれぞれ、16：12、0：0、26：

30、77：77という結果であり、歯周病原性

細菌 4種類の有無には、口腔内のMSの有

無は全く相関がないことが明らかになった。

母親についての調査に於いても、その割合

（％）はそれぞれ、22：25、55：49、4：2、

79：84という結果であり、小児、母親とも

に、MS と歯周病原性細菌とは独立して存

在しているものと考えられた。 

（２）T-RFLP 法の網羅的細菌叢解析法とし

ての評価  

 口腔内細菌叢の網羅的解析を行う際の

T-RFLP 法の有用性を評価するために、口

腔内細菌叢の構成細菌とその構成比率をほ

ぼ完全に検査できる、次世代型シーケンサ

ーを用いて、同じサンプルの分析結果の比

較検討を行った。その結果、T-RFLP 法に

よって次のような菌種が同定できた。 

①制限酵素HhaⅠで検出できる菌種（属） 

・Streptococcus＋Eubacterium 

・Streptococcus＋Veillonella 

・Fusobacterium＋Neisseria 

・Porphyromonas＋Prevotella 

・Streptococcus 

・Filifactor* 

・Parvimonas* 

 

②制限酵素HaeⅢで検出できる菌種（属） 

・Streptococcus＋Parvimonas 

・Eubacterium＋Streptococcus＋Filifactor 

・Neisseria＋Aggregatibacter 

＋Selenomonas 

・Streptococcus 

・Eubacterium 

・Veillonella* 

・Fusobacterium* 

・Prevotella* 

・Porphyromonas* 

③制限酵素MspⅠで検出できる菌種（属） 

・Eubacterium＋Parvimonas 

・Eubacterium＋Filifactor 

・Porphyromonas＋Prevotella 

・Eubacterium 

・Streptococcus* 

・Veillonella* 

・Fusobacterium* 

・Neisseria* 

制限酵素で切断した断片の大きさが共通

している菌種については２～３種類が重な

って検出されることから、単独の菌種として

は*印を付けた 10菌種（重複を除くと 8菌種）

の全体の菌数に対する比率をモニターする

ことが可能であった。この10菌種について、

次世代シーケンサーの値（NGS）との差を検

討したのが図 1である。その相関係数はｒ＝

0.901 であり相関は高く、真の値に近いと思

われる次世代シーケンサーの値と大きな差



は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 

さらに 2名の被験者に対して 4週間にわた

って毎週試料採得を行い 8菌種について、特

に介入を行わない条件下で、経時的な変化の

推移を調査したのが図２、図３である。口腔

内細菌叢全体に対する各菌種の割合におい

て、最大 4.4％の標準偏差の変動が観察され

た。こうした研究結果は、T-RFLP を口腔内

細菌叢の追跡調査研究に用いることの有用

性を示唆していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         図 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        図３ 
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