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研究成果の概要（和文）： 

ヒトう蝕細菌である Streptococcus mutans および Streptococcus sobrinus を標的とした生

菌・死菌の区別が可能な定量検出系を開発・評価した。最初に、S. mutans および S. sobrinus
に特異的な遺伝子領域を検索し、その領域より S. mutans および S. sobrinus の特異プライマ

ーを設計した。次に、そのプライマーの特異性を評価するため、各種口腔細菌の染色体 DNA
を精製、鋳型 DNA として設計したプライマーを用いた PCR 法による特異性の評価を行った。

次に、オートクレーブで加熱殺菌を行った死菌を生菌に加えたものおよび死菌非添加のサンプ

ルについて、PCR 阻害剤であるプロピジウムモノアザイド(PMA)を添加し、これら両群間にお

ける PCR による DNA 増幅に違いがみられないことを確認した。次に、唾液・歯垢に前述の死

菌を加え、PMA で処理し、遺伝子増幅に差がみられないことを確認した。以上のことから、

PMA は PCR において死菌特異的に遺伝子増幅の阻害を行い、生菌特異的に遺伝子増幅を行う

ことおよび歯垢・唾液等の臨床検体中でも PCR による増幅阻害が起こらないことが明らかに

なった。また、同じく PCR 阻害剤であるエチジウムモノアザイド(EMA)を用いたところ、生

菌への為害性があることが明らかになったこと、PMA 添加／非添加の S. mutans および S. 
sobrinus を寒天培地に培養して、用いた濃度で PMA が同菌の生死に影響を与えないことが明

らかになり PMA を使用することの優位性が確認された。また。これらの結果から、PMA は口

腔内細菌の生死を区別した検出に応用可能であることが明らかになった。そこで、この系を用

いてう蝕のない患者の歯垢と唾液中の S. mutans あるいは S. sobrinus の生菌数の相関を調べ

たところ、相関がみられたが、う蝕病巣である軟化象牙質と唾液の同菌の生菌数の相関を調べ

たところ、相関が認められなかった。以上の事から、う蝕の病巣の生菌数は唾液には反映され

ないことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus are associated with the development 
of dental caries in humans.  However, previous diagnostic systems are unsuitable for 
monitoring viable cell numbers in oral specimens.  Assessing the relationship 
between the numbers of viable and dead bacterial cells and oral status is important for 
understanding oral infectious diseases.  Propidium monoazide (PMA) has been 
reported to penetrate dead cells following membrane damage and to cross-link DNA, 
thereby inhibiting DNA amplification.  In the present study, we established an assay 
for selective analysis of two viable human cariogenic pathogens, S. mutans and S. 
sobrinus, using PMA combined with real-time PCR (PMA-qPCR). We designed 
species-specific primer sets for S. mutans and S. sobrinus, generated standard curves 
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for measuring cell numbers, and evaluated the dynamic range of the assay.  To 
determine the effectiveness of the assay, PMA was added to viable and autoclave-killed 
cell mixtures.  In addition, we applied this assay to analyze viable cell numbers in 
oral specimens. Finally, we analyzed the usefulness of this assay for in vitro oral 
biofilm analysis. PMA treatment effectively prevented DNA amplification from dead 
cells.  No amplification of DNA from dead cells was observed in these organisms.  A 
significant correlation was found between the number of viable S. mutans cells in 
saliva and that in plaque among caries-free patients, whereas no correlation was 
observed between saliva and carious dentin.  The total and viable cell numbers in 
caries-positive saliva were significantly higher than those in caries-free saliva.  We 
applied PMA-qPCR for monitoring viable S. mutans cell numbers in vitro in 
planktonic cells and oral biofilm treated with hydrogen peroxide (H2O2).  In 
planktonic cells, the number of viable cells decreased significantly with increasing 
H2O2 concentration, whereas only a small decrease was observed in biofilm cell 
numbers. PMA-qPCR is potentially useful for quantifying viable cariogenic pathogens 
in oral specimens and is applicable to oral biofilm experiments.  This assay will help 
to elucidate the relationship between the number of viable cells in oral specimens and 
the oral status. 
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１．研究開始当初の背景 
歯垢や唾液等の口腔内試料からの細菌検出

法として、１．顕微鏡を用いた方法、２．

培養法、３．酵素活性法、４．免疫学的方

法、５．分子生物学的方法などが用いられ

てきたが、細菌の生死を区別する方法は皆

無であった。 
 近年、口腔細菌の検出にはポリメラーゼ

連鎖反応(PCR)法をはじめとした、分子遺

伝学的方法を用いたものが多く研究されて

きた経緯があるが、本方法の最大の欠点は

生菌・死菌を区別できないことである。ま

た、培養法も生菌のみを定量するものであ

り、死菌を定量するものではないため、生

菌・死菌を区別する定量系ではない。死菌

に生物学的活性はないが、その細胞膜は内

毒素という強い病原性物質を含み、生菌同

様歯周炎の発症に関与していることが考え



られるが、死菌の病態への関与については

これまで研究されてこなかった経緯がある。

このように、口腔細菌の検出系において、

生菌・死菌の区別が可能で、かつ定量的に

細菌を検出する方法はこれまでほとんど発

表されてこなかった。また、これまで生菌・

死菌を区別した細菌定量系がなかったため、

生菌・死菌を区別したそれぞれの細菌量と

病態との関係についての報告も国内外を問

わず皆無である。例えば、これまでは生菌・

死菌を区別することなく、一緒にして歯周

病細菌の定量値と病態の指標である歯周ポ

ケット、あるいはアタッチメント・レベル

との関係について議論されてきた。また、

歯周病細菌と歯周炎における血液生化学デ

ータなど臨床検査値との相関は調べられて

きたが、生菌・死菌を区別した相関は調べ

られてこなかった。 
このように生菌・死菌を区別して病態と

の関連性を解析することは非常に重要なこ

とでありながら、その技術的困難性により

行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 

生菌と死菌の区別が可能で、かつ口腔細

菌の定量的検出が可能な、リアルタイム

PCR 法および PCR 阻害剤を用いた、口腔

細菌の検出系を開発する。 
 

３．研究の方法 

 

①生菌・死菌を区別した歯周病細菌の定量

検出系の開発 
②口腔細菌を用いた同定量系の評価 
③口腔試料を用いた、生菌・死菌を区別し

た歯周病細菌の定量 
④口腔試料を用いた、生菌・死菌を区別し

た歯周病細菌の定量値と歯周病の病態との

関連についての解析 
 
４．研究成果 

ヒ ト う 蝕 細 菌 で あ る Streptococcus 
mutans および Streptococcus sobrinus を
標的とした生菌・死菌の区別が可能な定量

検出系を開発・評価した。最初に、S. 
mutans および S. sobrinus に特異的な遺

伝子領域を検索し、その領域より S. 
mutans および S. sobrinus の特異プライ

マーを設計した。次に、そのプライマーの

特異性を評価するため、各種口腔細菌の染

色体 DNA を精製、鋳型 DNA として設計

したプライマーを用いた PCR 法による特

異性の評価を行った。次に、オートクレー

ブで加熱殺菌を行った死菌を生菌に加えた

ものおよび死菌非添加のサンプルについて、

PCR 阻害剤であるプロピジウムモノアザ

イド(PMA)を添加し、これら両群間におけ

るPCRによるDNA増幅に違いがみられな

いことを確認した。次に、唾液・歯垢に前

述の死菌を加え、PMA で処理し、遺伝子

増幅に差がみられないことを確認した。以

上のことから、PMA は PCR において死菌

特異的に遺伝子増幅の阻害を行い、生菌特

異的に遺伝子増幅を行うことおよび歯垢・

唾液等の臨床検体中でも PCR による増幅

阻害が起こらないことが明らかになった。

また、同じく PCR 阻害剤であるエチジウ

ムモノアザイド(EMA)を用いたところ、生

菌への為害性があることが明らかになった

こと、PMA 添加／非添加の S. mutans お
よび S. sobrinus を寒天培地に培養して、

用いた濃度で PMA が同菌の生死に影響を

与えないことが明らかになり PMA を使用

することの優位性が確認された。また。こ

れらの結果から、PMA は口腔内細菌の生

死を区別した検出に応用可能であることが



明らかになった。そこで、この系を用いて

う蝕のない患者の歯垢と唾液中の S. 
mutans あるいは S. sobrinus の生菌数の

相関を調べたところ、相関がみられたが、

う蝕病巣である軟化象牙質と唾液の同菌の

生菌数の相関を調べたところ、相関が認め

られなかった。以上の事から、う蝕の病巣

の生菌数は唾液には反映されないことが明

らかになった。 
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