
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

インプラント周囲疾患細菌叢の機能解析と新たな治療方略策定への展開

Functional analysis of microbiota associated with peri-implantitis and design 
the new treatment strategy

６０３９６９６８研究者番号：

竹内　康雄（Takeuchi, Yasuo）

東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・助教

研究期間：

２６４６３１２９

平成 年 月 日現在２９   ６   ８

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：インプラント周囲炎と歯周炎部位において、メタトランスクリプトーム解析により両
疾患に関連する細菌種や機能遺伝子発現について比較した。16S rRNAを基にしたインプラント周囲炎と歯周炎の
細菌組成には類似性が認められなかったものの、mRNAをもとにした機能遺伝子組成には類似性が認められた。病
原性因子組成についても両疾患で類似性が認められ、これは健常部位の組成とは明らかに異なっていた。また
mRNAの発現のデータをもとに由来細菌種の共起関係を調べネットワーク解析を行った結果、その特徴は両疾患で
異なっていた。両疾患における細菌学的特徴は一部の共通性とともに明らかに異なる部分が存在していた。

研究成果の概要（英文）：Metatranscriptomic analyses were performed to compare microbial species and 
functional genes in situ between peri-implantitis and periodontitis. Although the two diseases 
differed in terms of 16S rRNA-based taxonomic profiles, they showed similarities with respect to 
functional genes and taxonomic and virulence factor mRNA profiles. The latter, that was defined as 
microbial virulence types, differed from those of healthy periodontal sites. Networks based on 
co-occurrence relationships of taxonomic mRNA abundance (co-occurrence networks) were dissimilar 
between the two diseases. Peri-implantitis and periodontitis have shared as well as distinct 
microbiological characteristics.

研究分野： 歯周病学

キーワード： インプラント周囲炎　歯周炎　歯周病原細菌　トランスクリプトーム
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１．研究開始当初の背景	
インプラント周囲炎は、歯科インプラント埋
入患者の 28〜77.4%で認められるトラブル
（Zitzmann,	2008）であり、オッセオインテ
グレーションを獲得した後のインプラント
周囲組織に炎症性の破壊が生じるものであ
る。本疾患は歯周炎と類似した病態をとるこ
とが知られているものの、その進行は歯周炎
と比較して早く、また歯周治療に準じた治療
法では治療効果が限定的であることが報告
されている。インプラント周囲炎と歯周炎を
引き起こす主因となるのは共に細菌学的因
子であるが、両疾患で原因細菌種が同じなの
か否かについては未だ議論が続いている。申
請者らが以前行った研究では、インプラント
周囲炎で認められる細菌叢は歯周炎で認め
られるそれと異なり、またインプラント周囲
炎における既知の歯周病原細菌の検出率は
必ずしも高くなかった（Koyanagi、Takeuchi	
et	al.	2010）。インプラント周囲炎に対する
治療法はいまだ確立されていない。本疾患を
複合菌感染症ととらえ、その病原因子である
細菌叢の特徴を明らかにすることは、予防法
や治療法を考える上で助けとなり、意義のあ
ることと考えられた。	
	
２．研究の目的	
インプラント周囲疾患に関連する細菌叢に

ついて、次世代シークエンサーを用いた分子

生物学的手法により、組成だけでなくその機

能を調べ、バイオフィルムとして病原性がど

の様に発揮されているかを考察する。またイ

ンプラント周囲疾患に関わる細菌・機能遺伝

子を選定することで、細菌学的データに基づ

く新たな診断法の開発にむけて、その基盤と

なる研究を行う。	

	
３．研究の方法	

(1)	サンプル採取および処理	

被験者は同一口腔内にインプラント周囲炎

罹患部位、歯周炎罹患部位を有する者12名

（平均	64.5歳）とした。採取予定部位にお

いて、臨床的評価〔歯周ポケット深さ(PPD)、

プロービング時の出血(BOP)、排膿(SUP)〕お

よびデンタルエックス線写真による骨吸収

状態の評価を行った。インプラント周囲炎は

PPDが4mm以上で、BOPもしくはSUPを伴い、エ

ックス線写真上で1スレッド以上の骨吸収が

確認されるものとした。歯周炎はPPDが4	mm

以上・BOPあり・エックス線写真上で骨吸収

が確認されるものとした。	

サンプル採取部位の歯肉縁上プラークは

キュレットスケーラーと綿球により注意	

深く取り除いた。その後、ペーパーポイント

10本をポケット最深部まで挿入し、30秒静置

したものを回収することで歯肉縁下プラー

クサンプルを採取した。ペーパーポイントを

緩衝液に入れ、撹拌して懸濁液を作製した後、

市販のキットを用いてRNAを抽出した。polyA

付加後、cDNA合成をおこなった。その後、ラ

イブラリー調整を行い、次世代シーケンサー

（illumina	Miseq）を用いて塩基配列を取得

後、プライマー、アダプター、低いクオリテ

ィーの配列、真核生物由来のリードの除去を

行った。	

	

(2)	インプラント周囲炎構成細菌種の検討	

EMIRGE	pipelineを用いて16S	rRNAの配列抽出

後、再構築をおこなった。その後、Human	Oral	

Microbiome	Database（HOMD）に対しBLASTNで

塩基配列類似性検索を行い、種レベルでのア

サイメントをおこなった。各サンプルの多様

性は、dendrogram-heatmapと主座標分析によ

り視覚化し、評価した。	

	

	(3)	インプラント周囲炎細菌叢の機能解析

および細菌由来病原性因子に着目した細菌

種組成の検討	

MG-RAST	pipelineを用いてmRNA配列をSEED	s
ubsystemsとKyoto	Encyclopedia	of	Genes	a
nd	Genomes	（KEGG）	databaseに対してBLAT
でアノテーションし、機能遺伝子組成や代謝
パスウェイの解析を行った。また各機能遺伝
子だけでなく、機能遺伝子の由来細菌種の解
析を行うため、NCBI	nr（病原性因子に関して
は加えてVFDBとMvirDB）に対しBLASTXを用い
てアノテーションし、機能遺伝子組成、また
それらの由来細菌種の同定、また病原性因子
の解析を行った。dendrogram-heatmapと主座
標分析による解析は16S	rRNAと同様に行った。	
	

(4)インプラント周囲炎細菌叢のネットワー

ク構造解析	

16S	rRNA と mRNA の細菌種比較のため、各リ

ード数を RPKM にて補正をおこなった。その

後、16Sr	RNA と mRNA の両方で検出された細

菌は、スピアマンの順位相関係数で 16Sr	RNA

と mRNA のリード数を比較した。主座標分析

は 1とスピアマンの順位相関係数の差分を距

離として視覚化した。mRNA のリード数の相対

量が 0.1%以下の細菌種は除外し、SparCC を

用いて共起関係を調べ、ネットワーク解析を

Cytoscape にて行った。	

	
４．研究成果	

(1)	インプラント周囲炎構成細菌種の検討	

細菌検査には様々な手法があるが、近年では

細菌由来の DNA を基にその種を同定する手法

が主流である。この場合、既に死んでしまっ

ている菌を含めて検出する可能性が高く、そ

の結果がサンプルの保管や処理の状態など

に影響を受けやすいと推測された。また、実

際の細菌叢全体の活動性を必ずしも正確に

把握できない可能性も否定できなかった。そ



こで本研究では細菌の RNA を用いてメタトラ

ンスクリプトーム解析を行うこととした。

RNA は DNA と比較し分解されやすい特徴を持

つが、それゆえ今ある炎症状態に対する細菌

叢を反映すると考えたからである。	

	 サンプルを採取したインプラント周囲炎

部位と歯周炎部位では、PPD、CAL、骨吸収程

度といった臨床的パラメーター値に差違は

認められなかった。	

	 構 成 細 菌 種 の 検 索 に 、 前 処 置 後 の

25,681,189 本の配列（平均 1,070,050 本）を

用いた。その結果、インプラント周囲炎群か

らは 150 菌種、歯周炎群からは 164 菌種が検

出された。両群における種多様性について

Shannon 指数、operational	taxonomic	units	

(OUT)数を基に比較したところ、両群間で構

成細菌種の豊富さや均等性に差は認められ

なかった。しかし主座標分析ではクラスター

は両疾患でそれぞれに分けられ、細菌叢の組

成が明確に異なることが示唆された。われわ

れは細菌 DNA を用いた細菌叢解析も行い、

Core となる細菌種が異なる事を見出しては

いたが（Maruyama	et	al.	2014）、細菌 RNA

を用いて検索したことでその違いがより明

らかとなった。	

	

(2)	インプラント周囲炎細菌叢の機能解析	

次にmRNA配列を用い細菌叢の機能組成解析を
行い、両疾患における細菌叢間の違いをより
詳細に把握することを試みた。SEED	subsyst
emsの結果から、インプラント周囲炎では2,4
61個、歯周炎では2,379個の機能遺伝子が検出
された。両疾患で共通の機能遺伝子は2,006
個あり、両群で有意差のある機能遺伝子の発
現は認められなかった。Level-1	SEED	subsy
stemsのカテゴリーで比較したところ、炭水化
物やタンパク質の合成・分解をコードする機
能遺伝子が両疾患で主に見つかるなど、その
組成の類似性が確認された。KEGGを用いた結
果でも同様の結果が得られた。すなわち、イ
ンプラント周囲炎では1,380個、歯周炎では1,
291個の機能遺伝子が検出されたが、そのうち
1,134個は両群で共通しており、両疾患に認め
られる細菌叢の代謝パスウェイはその大部分
が一致していた。	

さらに、NCBI	non-redundant	protein	dat
abase（NCBI	nr）を用いた機能遺伝子の検索
を行うとともに、これら遺伝子の由来細菌種
の同定を試みた。NCBI	nrでは合計で30,923
個の機能遺伝子（インプラント周囲炎で22,6
13個、歯周炎で21,187個）が検出され、また
これら遺伝子の由来細菌種はインプラント周
囲炎で2,936	菌種、歯周炎では2,820菌種であ
ることがわかった。ここでも両群間で各機能
遺伝子の発現に有意差は検出されず、主座標
分析からも両疾患で細菌叢の機能遺伝子組成
が類似していることが示された。	

	

(3)	細菌由来病原性因子に着目した細菌種

組成	

両疾患にみられる病原性因子に着目し、それら
の組成をmicrobial	virulence（MV）typeと定
義した上で、インプラント周囲炎と歯周炎、ま
た健常部位が	MV	typeにより区別できるか否
かを検討した。本解析のためにVirulence	Fac
tors	Database（VFDB）およびMvirDBを用いた。
病原性因子はVFDBの結果ではインプラント周
囲炎で1,579個、歯周炎では1,537個、MvirDB
の結果ではインプラント周囲炎では2722個、歯
周炎では2622個が検出された。両群間で有意差
のある病原性因子の発現は認められず、主座標
分析からも両群での	MV	typeの類似が示され
た。一方、Duran	pinedo（2014）らの報告にあ
った、歯周疾患の認めらない健常部位のデータ
を用いて、今回の我々のインプラント周囲炎お
よび歯周炎部位との比較を行ったところ、健常
部位とインプラント周囲炎および歯周炎部位
では、MV	typeが明らかに異なることが確認さ
れた。以上のことから、インプラント周囲炎と
歯周炎における細菌叢を構成する種は異なっ
ているものの、それらがバイオフィルムとして
果たしている機能は両疾患で似ていることが
明らかとなった。われわれは、この機能組成の
類似性が、インプラント周囲炎と歯周炎で類似
した臨床症状を呈する理由である、と推察して
いる。	
	 また、16S	rRNA配列とmRNA配列から得られた
細菌種組成をインプラント周囲炎と歯周炎で
比較したところ、両疾患でともに16S	rRNA配列
とmRNA配列から得られた細菌種組成は大きく
異なっていた。16S	rRNAとmRNAの両方から検出
された細菌種（viable	taxa	with	in	situ	fu
nction：VTiFs）は、インプラント周囲炎では1
46種、歯周炎では133種であった。16S	rRNAの
リード数に対し、mRNAのリード数が有意に多い
（mRNA-to-rRNA	ratioが高い）菌は（active	
taxa）、インプラント周囲炎では93種、歯周炎
では70種存在し、その中で、mRNA-to-rRNA	ra
tioが７以上の菌種はインプラント周囲炎では
Slackia	exigua、Eubacterium	saphenum、歯周
炎では、Porphyromonas	sp.、Prevotella	ora
lis、Campylobacter	concisus、Treponema	so
cranskii、Veillonella	sp.であった。これら
の細菌は、各細菌叢の中でより活動的に働いて
いる細菌と推測することができ、細菌叢内にお
いて	”Keystone”の役割を果たしている可能
性もあると考えられる。	
	

(4)	インプラント周囲炎細菌叢のネットワ

ーク構造解析	

	 ネットワーク解析は、細菌種間の相互関係

を把握するに適していると考えられる。各細

菌はバイオフィルムの中で微妙なバランス

の基にネットワーク構造を構成し共存して

おり、お互いに影響し合っていると推測され

る。そこでわれわれも、VTiFs の mRNA リード

数をもとに細菌種間の相関解析をおこない、



強い正の相関を示した細菌種間に絞り、共起

ネットワーク解析をおこなった。その結果、

主要なネットワーク構造はインプラント周

囲炎では１つ、歯周炎では 2 つ認められた。

インプラント周囲炎ではノード数は 79、平均

結合次数は 1.75、クラスター係数は 0.221、

一方で歯周炎はそれぞれ 71、1.21、0.165 で

あった。ネットワーク構造内において、イン

プラント周囲炎では歯周病原細菌として知

ら れ て い る Red	 complex の 3 菌 種

（ Porphyromonas	 gingivalis 、 Treponema	

denticola、Tannerella	forsythia）がそれ

ぞれ相関を示していたが、歯周炎では P.	

gingivalis と T.	denticola のみ相関を示す

など、構造の違いが認められた。またネット

ワーク構造内は active	taxa で主に構成され

ていた。有意に正の相関を細菌種間で認めた

ほとんどのノードは active	taxa であり、こ

れらの細菌種は interacting	core	taxa と考

えられた。interacting	core	taxa はインプ

ラント周囲炎では 23 種、歯周炎では 10 種が

見出された。これらのうち両群で共通した菌

種は 3 種のみであり、この差が両疾患の治療

効果に差を生じさせている可能性が示唆さ

れた。今後、これらネットワークに改変を与

えるといった視点から新たな治療法の開発

につなげることができればと考えている。	
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