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研究成果の概要（和文）：　膨大な数と種類の細菌が、口腔バイオフィルム常在細菌叢を構成していることが広
く知られている。また、その統制が乱れ始めると、病的な細菌叢に変遷し、口腔内環境の変動と相まって、種々
の口腔疾患が発症することになる。したがって、口腔細菌生態系の性状を理解（プロファイリング）し、制御す
ることが、口腔疾患の多くを予防する一手段と考えられる。プロファイリングの一手段として、ランダムクロー
ニングを経ずに、超高速シークエンサー解析を行うというメタゲノム解析法があり、口腔疾患の1つである、根
尖性歯周炎の病態のプロファイリングに導入可能であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Obligate anaerobes have been reported to comprise the majority of oral 
biofilm including intracanal-microbiota. The bacterial profiling of infected root canals has been 
long performed. In the present study, metagenomic analysis was applied to the profiling of 
microbiota in infected root canals, and detailed components of the microbiota of infected root 
canals were found utilizing high-speed sequencers without random-cloning. 

研究分野：歯科保存学
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１．研究開始当初の背景 
 
膨大な数と種類の細菌が、口腔バイオフィ
ルム常在細菌叢を構成していることが広く
知られている。その状態で、いったん、その
統制が乱れ始めると、病的な細菌叢に変遷し、
諸々の口腔内環境の変動と相まって、種々の
口腔疾患が発症することになる。したがって、
口腔細菌生態系の性状を理解し、制御するこ
とが、口腔疾患の多くを、予防する一手段と
考えられる。 
 口腔細菌叢構成の量的・質的解析の一手段
として、高度嫌気培養法があり、高度嫌気実
験システムの格段の進歩ならびに分子生物
学的手法の併用によって、多種多様な嫌気性
菌が口腔細菌叢を構成していることが、最近
の研究によって明らかにされている。その一
方で、迅速性・多試料解析性といった利点を
求めて、培養に依らない手段として、16S 
ribosomal RNA 塩基配列をターゲットとした
PCR ランダムクローニング法なども注目され
ている。 
既に申請者らの研究グループは、ランダム
クローニング法による予備的な実験を行っ
ており、(1) 術前の細菌叢は根管治療歴の有
無、口腔内との交通の有無により、また根管
壁表層と深部によっても大きく異なる。(2) 
治療行為すなわち機械的根管拡大および化
学的清掃・消毒剤貼付により細菌量（細菌数）
が激減する。(3) 当初の感染細菌とは系統的
に隔たりが大きく低栄養下でも生育可能な
細菌が残存する、といった傾向を掴んでいる。 
これらの知見を踏まえると、感染根管治療
に伴う根管内細菌叢の量的・質的推移を捉え、
根尖性歯周炎の病態に関わる細菌叢（細菌
群）の全貌を明らかにするには、メタゲノム
解析、リアルタイム PCR といった手法が考え
られる。臨床の視点からは、細菌叢の量的・
質的推移をチェアーサイドで迅速に検査す
る細菌検査法の開発も重要となる。 
 
２．研究の目的 
 
これまでの、本研究者らの研究結果を基盤
として、そこから発展させて、本研究では、
ランダムクローニングを経ずに、超高速シー
クエンサー解析を行って、根管内細菌叢の細
菌構成の全貌を明らかにすることを目指し
ている。そのための端緒として、本研究では、
根尖性歯周炎の病態に関わる細菌叢（細菌
群）解析に、メタゲノム解析法が導入可能か
どうかを詳細に検討した。 

 
３．研究の方法 
 
（１）東北大学病院を受診した患者から、イ
ンフォームドコンセントを得て、感染根管象
牙質を歯科治療用のＫファイルを用いて採
取し、40 mM リン酸カリウムバッファー1mL
を加え試料とした。 
 
（２）試料からの核酸（DNA）の抽出
（MORA-extract キットによる抽出）方法は次
の通りである。 
 
①試料を MORA ビーズ充填チューブに加え、
15,000 rpm、5 分間遠心後、上清を取り除く。 
②[ライシスバッファーを予め、70℃に加温
しておいて] 150 µL のライシスバッファーを
加え、70℃で 10 分間加熱し、溶菌を促進さ
せる。 
③加熱処理後、細胞破砕機（あるいは Vortex
ミキサー）で破砕処理を行う。 
④破砕後、スピンダウンし、1% SDS 溶液 200 
µL を加えて混和し、70℃で 10 分間、再加温
する。 
⑤400 µL のフェノール混合液[下層の黄色部
分]を加え、混合後、15,000 rpm、3 分間遠心
し、上層（水層）をキット付属の 2 mL チュ
ーブに回収し、粗精製核酸とする。 
⑥粗精製核酸に、99%エタノール 1 mL を加え、
15,000 rpm、10 分間遠心する。 
⑦上清を取り除いた後、70%エタノールを1 mL
加え、混和後、再度 15,000 rpm、5 分間遠心
する。 
⑧上清を取り除いた後、遠心濃縮器（5分間）
でチューブを乾燥させる。 
⑨乾燥させた沈殿に、10 µLの TE バッファー
を加え、溶解させ、-20℃で冷凍保存する。 
 
（３）PCR 増幅および Pyrosequencing 
 
 精製 DNA を基に、16S rRNA 遺伝子を標的と
して PCR 増幅し、454 Genome Sequencer FLX 
system（Roche）によって pyrosequencing を
行った。得られたシークエンス・データを相
同性検索（BLAST search 解析）によってデー
タベースと照合し、97％超の相同性のものを
同一の菌種として同定し、リストを作成した。 
 
４．研究成果 
 
（１）Copenhagen (Denmark) および Boston 
(USA) で、報告した成果概要は次の通りであ



る。 
根先病巣の形成や歯内疾患の治癒遅延に
関与していると考えられている根管内の感
染細菌（感染根管内細菌叢）について
pyrosequencing 法を用いて網羅的に検出・検
討した。各試料から約 5万 reads のシークエ
ンスが得られ、genusレベルで、75菌属程度、
speciesレベルで300菌種程度が同定された。
そ の 内 、 Actinomyces ， Olsenella ， 
Streptococcus ， Pyramidobacter ， 
Prevotella が優勢であった。 
Pyrosequencing 法によるメタゲノム解析
によって感染根管内細菌叢の詳細・多様性が
明らかになり、また本解析法の精密性および
迅速性から歯内治療などの歯科臨床に応用
可能と考えられた。また、適切な歯内治療を
施した場合でも、一定の割合で細菌が残存す
ることが示された。 
 
一方、 
（２）愛知県蒲郡市で報告した成果概要は次
の通りである。 
膨大な数と種類の微生物が、口腔バイオフ
ィルム常在微生物叢（フローラ）を構成して
いる。口腔フローラ構成の量的・質的解析（プ
ロファイリング）の一手法として、嫌気培養
法があり、多種多様な嫌気性菌が口腔フロー
ラを構成していることが報告されている。ま
た、定量 PCR を含む菌種特異的な PCR によっ
て、目的とする菌群の定性・定量的な情報を
得ることが可能となっている。 
本研究者らが現在行っている、口腔フロー
ラのプロファイリングについて報告した。①  
蛍光染色フィルターおよび機器バイオプロ
ーラを利用した、新規な総細菌量定量法によ
って、治療前後の細菌量の減少が迅速にモニ
ターできた。② メタゲノム法によって治療
前後のフローラ細菌構成の変動もモニター
可能であった。 
 齲蝕や歯内疾患、歯周病、口臭症の他、誤
嚥性肺炎等、口腔フローラに起因する疾患は
多い。歯学における口腔フローラ研究が重要
視され、今後、研究手法の進歩に伴う、新た
な知見の集積がより一層、期待されている。 
 
以上の研究成果から、ランダムクローニン
グを経ずに、超高速シークエンサー解析を行
うというメタゲノム解析法が、根尖性歯周炎
の病態に関わる細菌叢（細菌群）解析に導入
可能であることが分かり、今後、感染根管内
細菌叢細菌構成の全貌が明らかになること
が期待できる。 
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