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研究成果の概要（和文）：口腔バイオフィルムはムシ歯や歯周病の原因であり、その初期形成過程にはストレプ
トコッカス属とベイロネラ属細菌が重要な役割を担うことから、両細菌属の関連と口腔内における分布と出現頻
度を解明し、以下の成果を得た。１．ベイロネラの産生する物質がストレプトコッカス属のバイオフィルム形成
を抑制した。２．ベイロネラの１菌種のドラフトゲノムを解明した。３．ベイロネラの全菌種を短時間で同定で
きる新しい方法を確立した。４．唾液細菌叢のメタゲノム解析の結果、口腔清掃状態が良い場合はストレプトコ
ッカスが、悪い場合はベイロネラが増加していた。５．清掃状態の悪い口腔内には未知のベイロネラが多く生息
していた。

研究成果の概要（英文）：Ora biofilm cause dental caries and periodotal disease. Streptcoccus and 
Veillonella are known to have important roles in the biofilm formation at aerly stage.This study 
demonstrated the following results. 1. Auto inducer from V. tobetsuensis inhibited biofilm formation
 of S. gordonii. 2. Draft genome of V. tobetsuensis was revealed. 3. New method for identification 
of all veillonella species was established. 4. Based on metagenome analysis of saliva, it was 
demonstrated that Streptococcus species incresed in good oral hygiene, but Veillonella species 
incresde in poor ora hygiene. 5. Many unknown Veillonella species inhabited in oral cavities with 
poor oral hygiene.

研究分野： 口腔細菌学
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１．研究開始当初の背景 
口腔感染症の予防には、口腔バイオフィルム
の除去が有効である。しかし口腔バイオフィ
ルム形成の詳細な機構が不明なため、現段階
では物理的除去法以外に、口腔バイオフィル
ムを制御する方法はない。 
 
２．研究の目的 
口腔バイオフィルムの初期形成機構を解明
するために、口腔バイオフィルム初期定着菌
であるストレプトコッカス属細菌とベイロ
ネラ属細菌とのバイオフィルムを用い、１）
バイオフィルム構成菌種の経時的変化を定
量する。２）ベイロネラ属細菌におけるバイ
オフィルム形成遺伝子を探索する。３）オー
トインデﾕーサー様分子を分離同定する。４）
菌体外多糖を分離精製し、その構造と機能を
解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）ワイヤー法を用い，ストレプトコッカ
ス属の4菌種とベイロネラ トウベツエンシ
スの組合わせ（対照としてﾍベイロネラ属の
他の 5菌種の組合せを用いる）によって形成
されるバイオフィルムおよび浮遊菌体につ
いて，その絶対量と菌種構成比を定量的リア
ルタイム PCR で解析する． 
 
（２）最大量のバイオフィルム形成したスト
レプトコッカス属菌種を用い，バイオフィル
ム形成菌体細胞と浮遊（バイオフィルム非形
成）菌体細胞の遺伝子発現の差異を解析し，
ベイロネラ属細菌においてバイオフィルム
形成に関与する遺伝子を明らかにする．次い
で，その欠損株を用いバイオフィルム形成を
定性・定量的に解析する． 
 
（３）ベイロネラ トウベツエンシスの培養
上清から，オートインデﾕーサー様分子を同
定し，その遺伝子を明らかにする．次いで，
その遺伝子欠損株を作成し，バイオフィルム
形成に及ぼす役割を解明する． 
 
（４）ベイロネラ トウベツエンシスが産生
する菌体外多糖体を精製し，その化学構造を
解析すると同時に，その多糖体がバイオフィ
ルム形成に及ぼす影響を明らかにする． 
 
４．研究成果 
（１）我々が開発したワイヤー法を用いて、
口腔ストレプトコッカス属細菌(イニシャル
コロナイザー)４菌種と口腔ベイロネラ属細
菌(アーリーコロナイザー)６菌種の組合せ
（合計 24 の組合せ）で、実験的バイオフィ
ルムを形成させた．そして，各バイオフィル
ムとバイオフィルム非形成の浮遊菌を経時

的に得て、それぞれ絶対量と菌種構成比を経
時的に解析した．その結果、24 の組合せによ
るバイオフィルム形成は４つのパターンに
分類されることを明らかにした。また、ベイ
ロネラ トウベツエンシスが共存した場合、
ストレプトコッカス属のバイオフィルム形
成が最も促進された。 
 
（２）歯周病病巣のバイオフィルムにおける
ベオロネラ属菌種の出現頻度と分布：歯周ポ
ケットが４ mm 以上とそれ以下の歯周病病巣
のバイオフィルムを構成するベイロネラ属 6
菌種の検出頻度を解析した結果、ベイロネラ 
パルブラが重篤な歯周病病巣から優位に高
い頻度で検出されることを明らかにした。 
 
（３）歯科ユニットの水系パイプライン中の
バイオフィルムに関する研究：本学歯科病院
で用いている歯科ユニットの水系パイプラ
イン中のバイオフィルムの総菌数(CFU/ml)
を測定し、そのバイオフィルム除去には、天
然精油(テｲーツリーオイル)やポセイドンシ
ステムによって作成される電解水が極めて
有効であることを明らかにした。 
 
（４）金属ﾁﾀﾝ表面への口腔細菌のバイオフ
ィルム形成は、ラクトフェリンのコーテング
によって阻止された。 
 
（５）ナタ豆からのアルコール抽出液には、
バイオフィルム形成抑制効果があり、マウス
を用いた歯周病誘発インビボ実験において
も、口腔バイオフィルム量の減少のみならず、
歯槽骨吸収の抑制が認められた。 
 
（６）ベイロネラ トウベツエンシスが培地
中に産生するオートインデﾕーサー-2 様の物
質が、ストレプトコッカス属菌種によるバイ
オフィルム形成を抑制した。 
 
（７）ベイロネラ トウベツエンシスのドラ
フトゲノムシークエンスを明らかにした。 
 
（８）ハイビスカスの花弁からのアルコール
抽出物が、複数の口腔細菌によるバイオフィ
ルム形成を抑制した。 
 
（９）タイ学童の口腔内診査を行いその清掃
状態によって good, moderate, poor の３群
に分類し、それぞれから舌垢と唾液を採取し、 
以下の研究成果を得た。 
①次世代シクエンサーを用いて全唾液の細
菌叢のメタゲノム解析を行った結果、口腔清
掃状態の悪化に伴って、ストレプトコッカス
属細菌の割合が減少し、ベイロネラ属細菌が
増加していた。 



②ベイロネラ６菌種を同定できるPCRプライ
マーを開発し、各唾液試料について、菌種レ
ベルでの分布と出現頻度を解析した結果、口
腔清掃状態の悪化に伴って、ベイロネラ パ
ルブラが増加し、ベイロネラ ロゴサが減少
していた。 
③舌垢試料についても同様の結果を得たこ
とから、ベイロネラ パルブラを清掃状態の
マーカーとして、口腔感染症の予防に応用で
きることが示唆された。 
④唾液および舌垢試料から、これまでに報告
されていないベイロネラ菌種（未同定ベイロ
ネラ菌株）が多数分離された。その割合は、
口腔清掃状態に伴って増加していた。 
 
（１０）上記の未同定ベイロネラ菌株につい
て、rpoB, dnaK, 16S rRNA 遺伝子のシークエ
ンス解析を行い、その遺伝学的特性を解析し
た結果、以下の研究成果を得た。 
①これらの未同定ベイロネラ菌株は、これま
で報告されているベイロネラ属細菌種とは
大きく異なる遺伝学的クラスターを形成す
ると同時に、著しい遺伝学的多様性を有する
ことが明らかになった。 
②その中の１つについて、ベイロネラ チル
ドレンシスと命名し、新菌種として国際機関
に登録する準備を進めている。 
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