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研究成果の概要（和文）：　本研究では日本人の口腔常在微生物叢の共通点と個人差の幅を明らかにし、さらに
個人差と口腔の健康状態との関連の解明を目的とした。久山町住民の唾液マイクロバイオームはその細菌種構成
から大きくタイプIとタイプIIに大別できた。両群の被験者を比較すると、タイプII の被験者のほうが若く、肥
満度（BMI）が低く、う蝕経験が少なく喫煙者が少ない傾向が認められ、これらの差はポアッソン回帰分析で有
意であった。唾液中の細菌群集の主たる由来は舌苔と考えられており、今回の結果は年齢や肥満度といった全身
状態が歯よりもむしろ口腔粘膜の細菌群集と関連している可能性を示唆し、舌苔の制御が健康管理に重要である
と思われる。

研究成果の概要（英文）：Clarification of a commonality and the individual difference of the Japanese
 oral microbiome were explored and then relationship between microbiome compostion and oral health 
was elucidated in this study. The salivary microbiome of dwelling population in Hisayam town was 
able to be classified roughly into Type I and Type II based on bacterial constitution. The subjects 
with Type II microbiome were younger, and with lower body mass index, lesser caries experience, and 
fewer smoking habit, when compared with those with Type I microbiome. These differences were 
significant by Poisson regression analysis. The main origin of salivary bacteria is thought to be 
tongue dorsum, suggesting the possibility that general health condition such as age and the degree 
of obesity is related to tongue coating rather than bacteria on tooth surfaces. Considering our 
findings, control of tongue coating is important to maintain both oral and general health.

研究分野： 口腔衛生学
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１．研究開始当初の背景 
 歯科の二大疾患であるう蝕と歯周病は
いずれも口腔細菌を引き金として発症す
る感染症であり、病原因子をもつ細菌種は
既にいくつか同定されている。一方でこれ
ら口腔疾患の病態には病原菌をとりまく
口腔常在微生物叢も複雑に関与すること
から、病原細菌の有無のみでその病態を解
明することには限界がある。実際、う蝕の
病 原 細 菌 と し て 注 目 を 集 め て き た
Streptococcus mutans は実際のう蝕病巣
からしばしば検出されないことが報告さ
れるようになってきており、歯周病におい
てもその病巣には従来の病原菌に加え未
培養の細菌が数多く存在することが明ら
かとなってきている。したがって口腔疾患
の病因論の確立には微生物叢全体を把握
し健康に関連するパターンを特定する必
要性が指摘されるようになってきた。 
 我々は培養に依存しない分子生物学的
手法による口腔常在微生物叢全体の理解、
さらにその個体差と口腔の健康状態との
関連性について明らかにするため、大規模
集団における口腔健康調査と検体採取を
進めてきた。特に 2007 年には福岡県糟屋
郡久山町において行われている住民一斉
健診の際に 40 歳以上の成人およそ 2500
名に対し歯科健康調査を行うとともに唾
液を採取した。これらの検体については細
菌 16S rRNA 遺伝子 terminal restriction 
fragment length polymorphism
（T-RFLP）法を用いることで、口腔の健
康状態と関連する細菌構成パターンの存
在を既に明らかにしていた。しかしながら
この分析法では解析精度の限界から細菌
種を正確に特定することは困難であった。 
 一方で近年いわゆる次世代シーケンサ
ーの登場により 16S rRNA 遺伝子の塩基
配列情報自体を短時間で大量に取得でき
るようになったことで、複雑な細菌群集で
もその細菌構成を正確かつ詳細に理解す
ることが可能になった。さらに次世代シー
ケンサーについても改良が進み、出力のさ
らなる向上とともに装置、試薬ともに安価
となり研究室レベルでの大規模集団の比
較解析が現実的となった。そこで本研究で
はこの新たな細菌群集解析手法を用いて
口腔細菌叢の大規模比較解析を行い、口腔
常在微生物叢と宿主の健康状態との関連
の解明を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景から本研究では日本人の口
腔常在微生物叢の共通点と個人差の幅に
ついて明らかにすること、さらに個人差と
口腔の健康状態との関連の解明を目的と

した。加えて細菌構成の個人差がその後の健
康状態に、その時点での健康状態や生活習慣
がその後の口腔常在微生物叢に与える影響
の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では調査フィールドで健康調査を
行うとともに口腔常在微生物叢検体の採取
を行った。得られた検体は分子生物学的細菌
群集解析法によってその構成を明らかにし、
構成パターンと口腔の健康に関わる種々の
要因との関連について分析を行った。 
(1) フィールドにおける調査 
 健康調査および検体採取は 2007 年および
2012 年に福岡県糟屋郡久山町において 40 歳
以上の住民を対象に行われている住民一斉
健診のなかで行った。いずれの健診において
も口腔の健康状態の評価として、歯式、う蝕
の状態、歯周病の状態、口腔清掃状態を評価
した。歯周組織の評価には米国国民栄養調査 
(NHANESIII)と同様の方法で、プロービング
デプス、アタッチメントロス、プロービング
後の出血を評価した。口腔常在微生物叢検体
として唾液を採取した。唾液は受診者にガム
を咀嚼してもらいその時に得られる刺激唾
液を回収した。 
(2) 唾液中の細菌構成の解析 
 2007 年に採取した唾液検体は本研究開始
時に既に DNA 抽出が完了しており、冷凍に
て保管されていたものの分析を行った。2012
年に採取された検体は 2007 年のものと同様
ビーズ破砕法を用いてDNAの抽出を行った。
各 DNA 検体は細菌共通配列である 8F (5’- 
AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG -3’)および
338R (5’- GGA CTA CCR GGG TAT CTA A -3’) 
をプライマーとして PCR 法を用いて 16S 
rRNA 遺伝子の V1-V2 領域を網羅的に増幅し
た。338R プライマーにはアダプター配列を
付与したものを、8F プライマーにはアダプタ
ー配列に加えサンプル識別用の 6〜8 塩基の
タグ配列（192 種類）を付与したものを使用
した。検体ごとに異なるタグ配列を含む 16S 
rRNA 遺伝子増幅断片群を等濃度に調整した
のち最大 192 検体混合し、エマルジョン PCR
を行い、濃縮等を行ったのち半導体シーケン
サーIon PGM を用いて塩基配列の解読を行っ
た。得られた塩基配列は解析言語 R を用いて
クオリティチェックを行ったのち、ソフトウ
ェア QIIME や UPARSE を用いた Operational 
taxonomic unit (OTU, 解析操作上の菌種) へ
の割り振り、各 OTU の代表配列の由来菌種
についての Human Oral Microbiome Database
や Ribosomal Database Project の塩基配列の検
索による検討を行い、各検体の細菌構成を決
定した。細菌構成と口腔の健康に関わる種々
の要因との関連については主にRを使用し主



成分分析やクラスター解析といった多次
元データ解析法を用いて分析した。 
 
４．研究成果 
 2007 年および 2012 年に行われた住民一
斉健診においてそれぞれ 2500 名前後の受
診者から口腔および全身の健康に関わる
情報とともに唾液検体を取得した。得られ
た検体は全てビーズ破砕法を用いて DNA
を抽出し冷凍にて保管し、健康状態に関す
る情報は分析ができるよう全てデータ化
した。 
 2007 年に採取した 40 歳以上の住民 2343
名の唾液検体については次世代シーケン
サーを用いた細菌群集解析を行うことで
含まれる細菌構成を決定し、口腔の健康に
関わる要因との関連について分析を行っ
た。Ion PGM における Ion PGM Sequencing 
400 Kit を用いた 14 回のシーケンスラン
（Ion 318 v2 チップで 13 ラン、Ion 316 v2
チップで 1 ラン）でおよそ 7000 万リード
弱の塩基配列を取得し、そのうち解読クオ
リティに問題がないとみなされた 3000 万
リード強の塩基配列を分析に使用した。こ
れらのリードは 96%以上の相同性を認め
るものを同一菌種由来とみなし UPARSE
を用いて分類すると 550 の OTU に分類さ
れた。このうち、Neisseria flavescens、 Rothia 
mucilaginosa 、 Prevotella melaninogenica, 
Streptococcus mitis (表1) をはじめとする72
のOTUは細菌群集のPhylogenetic diversity、
すなわち複雑さの最も低い被験者グルー
プ（n=469）でも共通して検出されており、
これらが唾液細菌群集の最小限の組み合
わせであることが示唆された。同時に、こ
れらの OTU は各被験者の唾液細菌群集に
おいて平均 90％以上を占めており、唾液中
の細菌種は個人間で極めて共通性が高い
ことも明らかとなった。 
 
表 1 本集団で優勢な OTU に相当する菌
種と各 OTU の構成比率および検出頻度 

 
 一方、Phylogenetic diversity が高い被験者
では細菌群集全体に占める割合としては
それほど多くないものの、Porphyromonas 

gingivalis 、 Tannerella forsythia 、 Treponema 
denticola、Filifactor alisis といった歯周病原性
細菌やう蝕の病原菌と考えられている S. 
mutans が共通して検出されていた。この
Phylogenetic diversity と口腔の健康状態に関
連する要因として年齢、性別、肥満度（BMI）、
現在歯数、う窩の有無、う蝕経験歯の比率、
平均歯周ポケット深さ、口腔清掃状態（プラ
ークインデックス）、喫煙の有無との関連性
について検討を行ってみると、細菌構成が複
雑な被験者ほど、残存歯が多く、う窩が認め
られ、歯肉炎・歯周炎が重症であり、喫煙し
ている者が多い傾向が認められた。この結果
は重回帰分析によって交絡因子を調整して
も優位であった。特に無歯顎の被験者では
Phylogenetic diversity が極端に低く、口腔衛生
状態の悪化やそれに伴う病巣部位の形成が
Phylogenetic diversity の上昇に強く関わって
いるという本結果は歯とその周囲を主たる
生息部位とする微生物の増加が唾液細菌叢
の複雑さと強く関わっていることを示唆し
た。 
 
表 2 口腔の健康に関連する要因と唾液細菌
叢の Phylogenetic diversity との関連 

重回帰分析で交絡因子を調整した。R2= 0.21。 
 
 
 さらに我々は唾液中の主要な構成細菌の
構成バランスと口腔の健康に関与する要因
との関連についても検討を行った。前述の 72
のほとんどの被験者から検出される OTU の
うち平均構成比率が 1％を超える主要な
22OTU のなかには二つの異なる共存関係に
ある細菌グループ  (グループ I, Prevotella 
hisicola P. melaninogenica, Veillonella dispar, 
Veillonella parvula 等; グループ II, Neisseria 
flavescens, Porphyromonas sp. OT279, 
Haemophilus parainfluenzae 等) が存在するこ
とがネットワーク分析によって明らかとな
った。構成比率に基づいてクラスター解析を
行うと唾液細菌群集は、グループ I 細菌の構
成比率の高い Type I community とグループ II
細菌の構成比率の高い Type II community に
分類された。 
 



 
 
表 3 口腔の健康状態に関連する要因と
Community type との関連 

 
 両群の被験者では前述の Phylogenetic 
diversity については差が認められなかった
にもかかわらず、Type II community を持つ
被験者のほうが若く、肥満度（BMI）が低
く、う蝕経験が少なく喫煙者が少ない傾向
が認められ (表 3)、これらはロジスティッ
ク回帰分析によって交絡因子の調整を行
っても有意であった。唾液中の細菌群集の
主たる供給源は歯垢よりも舌苔であると
考えられており、今回の結果は年齢や肥満
度といった全身状態が歯よりもむしろ口
腔粘膜の細菌群集と関連している可能性
を示唆する。舌苔をはじめとする口腔粘膜
の細菌群集については口臭を除くとこれ
まであまり注目されてきておらず、今後の
さらなる研究が口腔と全身の関連の解明
につながっていくと期待される。 
 今回対象となった久山町の住民は全国
平均とほぼ同じ年齢・職業分布をもってお
り平均的な日本人集団とみなされている。
本研究はこの集団の半数以上を網羅して
おり、本研究の結果が日本人の唾液の細菌
群集におけるコアメンバーを特定すると
ともに日本人成人における個人差の幅も
定義するものであると考えられる。加えて
これら口腔常在細菌叢の個人差の幅と口
腔の健康に関わるさまざまな要因との関
連についても明らかにすることができ、唾
液中の細菌構成は宿主の状態と密接に関
わっていることが示唆された。2012 年度に
採取した検体についても既に各検体の細
菌構成の解析は終了しており、コホートと
して検討することで細菌構成の個人差が
その後の健康状態に、また逆にその時点で
の健康状態や生活習慣がその後の口腔常
在微生物叢に与える影響の解明について
は、研究計画最終年度前年度応募を行う次
回研究課題において進める予定である。 
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