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研究成果の概要（和文）：　本研究は，ECCを発症した小児における口腔細菌叢のメタゲノム解析を行い，その原因と
なる細菌を再考察することを目的とする．齲蝕罹患群の小児2名からは齲蝕原因菌であるミュータンスグループレンサ
球菌が検出されなかった．またすべての小児からは乳酸桿菌は検出されなかった.メタゲノム解析により，ミュータン
スグループレンサ球菌の検出の有無により口腔内細菌叢に違いが認められた．
　齲蝕に罹患している小児間での菌種構成の違いが，ECC発症に影響を及ぼしている可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）： We analyzed the salivary flora of children with Early Childhood Caries to 
reassess the causative bacteria and risk factors of Early Childhood Caries. Streptococcus mutans was not 
detected from two caries affected children, and Lactic acid bacteria such as the genus Lactococcus, 
Enterococcus, Lactbacillus, Bifidobacterium and Pediococcus were not detected in caries non affected and 
caries affected children.　As the results of metagenome analysis of salivary microflora, the average 
detection ratio of the genus Streptococcus, Abiotrophia, Neisseria, Veillonella, Rothia, Lautropia, 
Actinomyces, Prevotella, Gemalla and Porphyromonas in caries active children would differ from that of 
caries free children.
 In the microorganism community analysis, it was suggested that the composition of salivary bacterial 
flora would be changed by having caries or not.

研究分野： 小児歯科学

キーワード： Early Childhood Caries　唾液中細菌叢の解析　メタゲノム解析

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

1960 年代に Keyes らによって，ミュータン

スグループレンサ球菌を中心とした齲蝕の

発症メカニズムが明らかになり，病因論に基

づく齲蝕予防が行われるようになったため，

日本における小児の齲蝕は大幅に減少した．

しかし小児歯科臨床の現場において乳児や

低年齢児に，誤った授乳行為を伴う重症の齲

蝕である“哺乳（瓶）齲蝕”が依然として認

められ，齲蝕の二極化の傾向にある．しかし

最近では乳幼児期の誤った授乳行為のみが

原因ではないという観点から，欧米では早期

に発症する齲蝕を早期発症型小児齲蝕，

Early Childhood Caries（ECC）とよんでい

る． 

齲蝕の原因菌は Streptococcus mutans で

あるとされ， S. mutansが口腔内に定着する

ためにはショ糖（スクロース）が必須であり，

スクロースの経口摂取が始まる幼児期から

成人において発症する齲蝕ではその因果関

係は揺るぎないものである． S. mutansが口

腔内に定着をする時期は「感染の窓」と呼ば

れており，最も感染が確認される時期は 19

か月から 33 か月である．しかし，ECC を発症

する患児の年齢を考えると「感染の窓」以前

に重症の齲蝕を発症していたり，母乳あるい

は人工乳と齲蝕の関連性について多くの研

究が古くから現在に至るまで行われている

にもかかわらずECC発症メカニズムに関して

は不明な点が多く，S. mutans を ECC 発症の

原因菌とするには無理があるように思われ

る． 

申請者は平成 20～21 年度科学研究費補助

金（若手研究（B））“哺乳齲蝕はなぜできる

のか？－糖原病Ⅰ型患児の口腔細菌叢の解

析から－” (課題番号 20791584)において，

スクロースの摂取制限がされているにも関

わらず，上顎乳前歯部に哺乳齲蝕と思われる

齲蝕を発症した糖原病I型患児の口腔細菌叢

の解析で，患児の口腔内から S. mutansが検

出されなかったこと，その後患児は上顎乳前

歯部の齲蝕以外は齲蝕を発症していないこ

とから，S. mutans は哺乳齲蝕の原因菌では

ない可能性を示唆した．また，近年では齲蝕

と 乳 酸 菌 の 関 連 性 が 見 直 さ れ ，

Bifidobacterium 属をはじめとした乳酸菌と

齲蝕の関連性が示唆され始めている．こうし

た点から小児歯科領域での懸案事項になっ

ているECCの原因菌を改めて追求することは，

母子保健における指導や早期からの齲蝕予

防の点で極めて重要な知見になると考えら

れることから，本研究を着想するに至った． 

 

２．研究の目的 

ECC は，早期から発症する重症度の高い齲

蝕で，小児歯科領域で近年問題となっている

病態の一つである．この ECC は疫学的調査に

おいて，乳幼児期の誤った授乳習慣や罹患し

た患児の経済的状態等の社会的要因との関

連性が指摘されている．しかし齲蝕の原因菌

は S. mutansであるという前提をそのまま採

用しており，改めて細菌学的な視点で ECC の

原因菌を追及した研究はあまりない．本研究

では，ECC を発症した小児の口腔細菌叢を解

析し，その原因となる細菌を再考察すること

を目的とする． 

 

３．研究の方法 

ECC の認められた小児 5名(齲蝕罹患群：男

児 2名，女児 3名，1歳 11 か月～5歳 8か月)

より唾液と歯垢を採取した．また齲蝕の認め

られない小児 5名（健常群：男児 2名，女児

3 名，3 歳 6 か月～4 歳 11 か月）を対照群と

した． 

なお，本研究は実施にあたり，長崎大学倫



理委員会の承認（承認番号 1179）を得るとと

もに，小児の保護者から本研究に関する了承

を得た． 

本研究では， 

（１）ECC を発症した小児の口腔細菌叢の調

査する． 

（２）（１）の結果をデータベース化し，統

計的に処理することによって，ECC の

発症に最も関連性の高い菌を同定す

る．  

これを遂行するための具体的手法として， 

① ECC を発症した小児および齲蝕の認め

られない小児からプラークあるいは全

唾液のサンプリングと細菌 DNA の抽出

を行う． 

② 被験小児からの①の抽出 DNA を鋳型と

して16S rRNA遺伝子のユニバーサルプ

ライマーを用いてPCRを行い，16S rRNA

増幅産物を得る．これを次世代シーク

エンサー Roche 454GS FLX+ での

Deep-Sequencing および取得データの

BLAST 検索を 行い， Class( 綱 ) ，

Family(科)， Genus(属)レベルでの群

集解析を行い，属レベルでの細菌の絞

り込みを行う． 

③ 得られたデータをまとめてデータベー

ス化する．構築されたデータベースか

ら統計学的な手法を用いて ECC の原因

細菌となりそうな細菌種の同定を試み

る． 

④ 唾液や口腔内のスワッブを検体とした

細菌検査キットによるミュータンス菌，

乳酸菌の同定検査を行う． 

 

４．研究成果 

（１）口腔内所見 

（２）細菌検査キットでの唾液中の齲蝕関連

細菌の検出数 

す べ て の 小 児 で 齲 蝕 関 連 細 菌

(Mutans streptococci， Lactobacilli)

は検出限界以下であった． 

細菌検査キットの結果より，齲蝕罹

患群は健常群に比較して唾液量がやや

少なく，唾液のｐＨが酸性にやや偏っ

ていた．  

 

（３）メタゲノム群集解析 

齲蝕罹患群の小児2名からはミュー

タンスグループレンサ球菌が検出さ

れなかった．またすべての小児からは

乳酸桿菌は検出されなかった. そこ

で齲蝕罹患群をミュータンスグルー

プレンサ球菌の検出の有無によって 2

群に分けた。 

 

①齲蝕罹患群小児（ミュータンスグル

ープレンサ球菌検出あり） 

それぞれ 39，35，37 属検出された． 

 

②齲蝕罹患群小児（ミュータンスグル

ープレンサ球菌検出なし） 

 

 

 



それぞれ 11，40 属検出された． 

 

③健常群（3名分のみ示す） 

それぞれ 33，49，43 属検出された． 

ミュータンスグループレンサ球菌が検

出された齲蝕罹患群小児，健常群からは検

出属数，割合は異なるが，構成菌種は似て

いる傾向にあった． 

 

（４）各群での唾液中口腔細菌の平均検出率

（属【Genus】レベル）上位 30 位 

①齲蝕罹患群小児（ミュータンスグループ

レンサ球菌検出あり） 

口腔細菌叢の平均検出種別は上位より, 

属 レ ベ ル で Streptococcus( 約 81%), 

Abiotrophia(約 3%), Neisseria (約 3%)の

順であった．検出属数は51属であった．（図

1） 

 

②齲蝕罹患群小児（ミュータンスグルー

プレンサ球菌検出なし） 

同 様 に Streptococcus( 約 77%), 

Gemella(約3%), Rothia (約3%)であった．

検出属数は 41 属であった．（図 2） 

 

（図 1） 

（図 2） 



③健常群 

同 様 に Streptococcus( 約 56%), 

Neisseria (約 9%),  Veillonella(約 7%)

の順であった．検出属数は56属であった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一 般 的 に 健 常 者 の 唾 液 中 か ら は

Streptococcus 属 ， Staphylococcus 属 ，

Neisseria 属，Veillonella 属，Actinomyces

属， Lactobacillus 属， Fusobacterium 属

などが検出され, Streptococcus 属は最大の

比率を占め，培養可能菌数の約 1／3 前後に

及 ぶ  ． 今 回 す べ て の 群 に お い て

Streptococcus 属が大きな割合を占めたが，

これは被験小児が低年齢のためと考えられ，

今後は Prevptella 属や Porphyromonas 属な

どが増加し， Streptococcus 属の相対的な比

率は減少すると考えられる．また健常群の

Streptococcus 属の割合は齲蝕罹患群に比較

して少ない傾向にあった．  

 さらに齲蝕に罹患していても，齲蝕原因菌

といわれているミュータンスグループレン

サ球菌が検出されなかった小児が2名認めら

れた．この齲蝕に罹患している小児間での菌

種構成の違いが，ECC 発症に影響を及ぼして

いる可能性が示唆され，今後低年齢小児の齲

蝕予防における口腔ケアの方法に影響を及

ぼすと考えられた．  
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