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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、唾液やプラークと比較した根管内細菌叢の特徴を把握することであ
る。根尖性歯周炎に罹患した歯を有する患者13名から同意を得て、唾液、プラーク、患歯の根管壁象牙質削片を
収集し、細菌DNAを抽出、16S rRNA遺伝子のV3-V4領域をターゲットに増幅、標識し、イルミナMiSeq上でシーケ
ンシングを行い、QIIME2を用いて多角的に解析した。その結果、唾液やプラークの細菌叢に比べ、根管内細菌叢
はより嫌気的で、Firmicutes門が多く、ActinobacteriotaおよびProteobacteria門が少ないこと、同一個人でも
差を生じることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Microbial composition of infected root canals varies consistently among 
reports. To determine the characteristics of the endodontic microbiome, the intracanal flora of 
apical periodontitis in 13 patients were profiled and compared with the profiles of their saliva and
 plaque. Infected root canal wall dentin was harvested from the involved teeth and their saliva and 
plaque were collected. Bacterial DNA was extracted from the samples and 16S rRNA gene analysis 
targeting the V3-V4 region was conducted on the Illumina MiSeq platform using QIIME2. The functional
 potential of the microbiomes was inferred using PICRUSt2. The endodontic microbiomes were more 
anaerobic, rich in Firmicutes, and scarce in Actinobacteriota and Proteobacteria, compared with 
saliva and plaque microbiomes. Despite their difference in structure and membership, the nine most 
abundant metabolic pathways were common among them. The intra-individual variance in endodontic 
microbiome was also found.

研究分野： 歯内治療学

キーワード： 根尖性歯周炎　根管内細菌叢　16S rRNA遺伝子　メタ16S解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
根尖性歯周炎は歯科臨床現場において高頻度で遭遇する歯内疾患であり、その原因は根管に侵入定着した口腔細
菌である。約1000種とされるヒト口腔細菌のうち一人が保有するのは100-200種のため、感染根管から検出され
る細菌はレポートにより大きく異なる。現在、根尖性歯周炎の病因は特定の菌ではなく、細菌叢すなわち多種多
様な細菌の集合体と考えられており、次世代シーケンサー（NGS）を利用した細菌叢の解析が進行中である。本
研究を通じて明らかとなった感染根管内の細菌叢の特徴を踏まえ、従来の標準治療法より普遍的かつ効率的な根
管治療法が開発され、国民の健康増進に資するることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
根尖性歯周炎は日常の歯科臨床で遭遇することの多い歯内疾患である。原因は根管内の細菌

感染で、その主たるものは口腔細菌である。根管内の感染は複合感染で、う蝕における
Streptococcus mutans、あるいは歯周病における Red group に該当するような「根尖歯周組織
に対する病原性の強い菌」というものはまだ特定されていない。むしろ細菌の検出・同定手法の
進化により、根管から検出される細菌種は増大する一方で、症例により大きく異なる。 
これまで、ヒト口腔細菌として 700-1000 種以上の細菌が報告されている。一人が保有する細

菌種は 100-200 種以内とされており、口腔内細菌叢にはそもそも大きな個人差が存在する。さ
らに患歯の条件、すなわち、根管治療歴の有無（primary / secondary）や口腔との交通の有無な
ども、根管内で定着・増殖できる細菌種を限定・選択する要因となる。 
さまざまな研究を通じて、根管内の細菌の種類やその存在比率が異なってもその結果発現す

る病態は似通っていることが明らかになり、近年では細菌叢そのものを根尖性歯周炎の病原と
捉えるようになり、個々の特定細菌ではなく、細菌叢全体の機能特性が注目されるようになった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、根管内の細菌叢を遺伝子集団パンゲノムとしてとらえ、メタゲノム解析を含

む分子生物学的手法によるプロファイリングを試み、根尖性歯周炎の病態にかかわる細菌群お
よびその代謝産物を明らかにすることである。個人の保有する口腔細菌のうち、どの細菌が根管
に侵入、定着しやすいのか、その選択圧を追究するため、根尖性歯周炎に罹患した歯の根管壁象
牙質だけでなく、患歯を保有する当人の唾液および歯肉縁上プラークを採取し、メタ 16S 解析
により３者のプロフィールを比較する。得られたプロフィールを基に、根管内細菌叢で営まれて
いる機能を予測し、根尖性歯周炎の臨床症状との相関について検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）対象および試料の採取法 
東北大学大学院歯学研究科研究倫理専門委員会の承認のもとに、東北大学病院歯周病科を受

診した根尖性歯周炎を有する患者 13 名から、インフォームドコンセントを取得、患歯の臨床診
査を行ってから感染根管壁象牙質、唾液、プラークを採取、解析するまで-80℃で冷凍保存した。
患歯には、試料採取後、通法に従い感染根管治療を施した。 
① 象牙質：滅菌器具を用い、術野の消毒と無菌操作を徹底して収集した。primary の場合は

髄腔開拡後、secondary の場合は根充材除去後、手用の H / K ファイルを根管に挿入し根
管壁を削去し、象牙質削片の付着した刃部を生理食塩水 500μL の入ったサンプルチュー
ブに投入した。十分量の削片が採取できるまで、ファイルサイズを順次増大させながらこ
の操作を繰り返した。 

② 唾液：患者が 50ｍLチューブに吐出した全唾液から１ｍLをピペットで採取し、サンプル
チューブに移送した。 

③ プラーク：グレーシーキュレットを用いて歯肉縁上プラークを採取し、サンプルチューブ
内の生理食塩水１ｍLに懸濁させた。 

（２）DNA 抽出 
各サンプルから QIAamp UCP Pathogen Mini Kit を用いて DNA を抽出、精製した。 

（３）メタ 16S 解析 
ユニバーサルプライマーを用いて 16S rRNA V3-V4 領域を増幅、標識したのちイルミナ MiSeq

でシーケンシングを行い、SILVA を参照データベースとし QIIME2 を用いて解析、属レベルまで
同定、多様性指標の推定、PCoA その他の多重解析、PICRUSt2 による機能推計を行った。 
 
４．研究成果 
（１）13 名における結果 
 唾液、プラーク、根管試料（RC）のいずれ
も大きな個人差を認めた。平均的な傾向と
して、唾液は Actinobacteriota および
Proteobacteria 門が多く、プラークは
Actinobacteriota と Fusobacteriota 門が
多かった。唾液やプラークと比較すると、RC
中には Firmicutes 門に属する細菌が多く、
ActinobacteriotaおよびProteobacteria門
に属する細菌が少なかった。13 例の平均的
な細菌構成を図 1に示す。 
 

図 1．菌叢内の門別占有率 



サンプル中に含まれるtaxon数の平均は、
唾液で 30.8、プラークで 30.1、RC で 23.5
であった（図 2）。 
 各菌叢を代表する細菌として、検出例数
が多くかつ菌叢内に占める割合も高い属を
抽出すると、唾液における代表的な細菌は、
Rothia, Neisseria, Streptococcus, 
Prevotella, Actinomyces, Fusobacterium, 
Haemophilus, Veillonella, Porphyromonas
などが該当した。同様にプラークでは
Rothia, Streptococcus, Actinomyces, 
Neisseria, Fusobacterium, Leptotrichia, 
Prevotella, Corynebacterium が菌叢内に
高頻度で、かつ優勢に存在する代表的菌種
であった。これら 8 菌種より占有率はやや
劣るものの、Capnocytophaga, Campylobacter, Veillonella もほぼ全例のプラークから検出さ
れ、少数ながらプラーク構成細菌の常連と思われた。この結果は、唾液やプラーク中の構成細菌
を調べた過去の研究とも一致している。 RC では、Pseudoramibacter および Fusobacterium が高
頻度かつ高占有率で検出された。唾液やプラーク中の頻出菌である Streptococcus, Rothia, 
Neisseria, Prevotella, Actinomyces, Leptotrichia も RC から高頻度で検出されたが、菌叢中
の占有率は唾液やプラークに比し低かった。感染根管からの検出報告の多い Olsenella と 
Mogibacterium は RC の 7例で検出され、検出率、占有率、ともに唾液やプラークより高かった。
Campylobacter は唾液 10 例、プラーク 11 例から検出されたが、RC から検出されたのは 4 例の
みであった。しかしその 4 例における Campylobacter の占有率は唾液やプラークにおけるより
著しく高かった。RC 中には唾液やプラークと共通する細菌も存在するものの、その占有率は唾
液やプラーク中とは大きく異なり、偏性嫌気性菌であるPseudoramibacterおよびFusobacterium, 
Olsenella, Mogibacterium が優勢であるなど、RC は唾液やプラークとは系統学的に菌叢構造が
異なることが判明した。 
 
（２）同一人における２例の比較 
 根尖性歯周炎に罹患した歯を 2 本有する患者がおり、唾液やプラークと比較するだけでなく、
相互比較を通じて同一個人に発症した２例の根管内細菌叢を比較することができた。 
患者は 58歳男性、降圧剤服用中の非喫煙者であった。下顎右側側切歯（FDI 表記で 42）に根

尖部圧痛、下顎左側中切歯（FDI 表記で 31）に水平打診痛があり、デンタル写真でともにアンダ
ー根充と根尖部透過像が確認された。いずれも適合良好な歯冠補綴物が装着されており、瘻孔は
存在せず、臨床所見は非常に似通っていた。しかしメタ 16S 解析の結果、42と 31 の根管内細菌
叢の構造は唾液やプラークと異なるだけでなく、図３、４に示すように互いに異なることが判明
した。 

 
図 3．門別占有率 

42 および 31 の根管内細菌叢（RC42 と RC31）は、唾液（Saliva）やプラーク（Plaque）
と比べ Firmicutes 門が多く、Actinobacteriota 門と Proteobacteria 門が少ないの
が共通した特徴である。 

図２. サンプル中の taxon 数 



 
 図４. 三次元主座標分析（PCoA） 
UniFrac 距離を定量的に加味（a：weighted）、または定性的に加味（b：unweighted）
した主座標分析。(a)、(b)いずれにおいても４つの細菌叢のプロット位置が離れて
おり、菌叢構造が異なることが示された。 

 
 各サンプルの上位 6 菌属を集計すると全部で 15 となり、多い順に Fusobacterium, Rothia, 
Pseudoramibacter, Neisseria, Streptococcus, Dialister, Actinomyces, Anaeroglobus, 
Veillonella, Prevotella, Leptotrichia, Stomatobaculum, Campylobacter, F0332, 
Capnocytophaga であった。いずれも唾液やプラークの代表的な構成細菌であり、根管からの検
出例も多い。このうち根管から高頻度で検出され歯内疾患の病原菌候補と目されているのは
Dialister, Pseudoramibacter, Streptococcus, Veillonella, Actinomyces, Fusobacterium, 
Campylobacter, Prevotella であり、本研究の根管からも検出された。 
 
 菌叢中の通性/偏性嫌気性菌の割合は、
唾液が 50.0％、プラークが 67.6％、 
RC42 が 89.0％、RC31 が 98.0％で、根管
内の菌叢はより嫌気的であることが示
された。特に RC31 はいずれも偏性嫌気
性菌である Pseudoramibacter が 41.5％、
Fusobacterium が 50.7％を占め、嫌気度
が極めて高く、PICRUSt2 による機能予測
で他のサンプルに比べ嫌気呼吸が際立
っていた。嫌気性菌が約 90％の RC42 に
おいても、好気呼吸がエネルギー効率の
悪い嫌気呼吸に勝っていた（図５）。 
 
 PICRUSt2 による機能予測では、菌叢構造が異なるにもかかわらず、4つのサンプルの上位機能
（1～ 9位）は共通していた。多種多様な細菌の複合体＝microbiome が営む機能は、その細菌構
成や菌叢構造が異なっていても相同性が高いと推測された。下位ながら、RC42 と RC31 間に比較
的大きな差を認めた代謝
機能を図 6 に示した。
RC31 で GlycolysisⅢ、す
なわち嫌気的解糖が顕著
なのは、偏性嫌気性菌が
圧倒的優位を占める菌叢
構造から説明できる事象
である。緊縮応答の指標
であるppGpp代謝がRC31
で高いのは、31の根管内
環境が細菌生育にとって
厳しいことを示してお
り、過去の根管治療、つま
り根管の拡大、清掃、消毒
等により栄養源となる有
機物が極端に乏しいこと
がうかがわれた。緊縮応答を示している、すなわちストレス下にある細菌は生菌状態の維持を優
先するために、細胞の成長生育・分裂を抑制することが知られており、RC31 で preQ0 生成や窒

図 5．好気呼吸と嫌気呼吸 

図６．RC42 と RC31 間に差を認めた予測機能 



素化合物代謝、LPS 産生などが RC42 に比して低いのは、緊縮応答の影響と解釈できる。また、
RC31 中のグラム陰性菌の割合が 55.4％と RC42 における 78.2％より低いことも、RC31 で LPS 産
生が低い一因と思われる。こうした根管内環境の差、すなわち今回の場合は嫌気度と栄養条件の
差が、RC42 と RC31 における下位の予測機能に差を生じたと考えられる。 
 
（３）結論  
① 唾液やプラークと比較すると、根管内細菌叢はより嫌気的で、Firmicutes 門に属する菌が多

く、Actinobacteriota および Proteobacteria 門に属する菌は少ない。 
② 根管内の菌叢構造は、唾液やプラークの菌叢構造と系統学的に異なる。 
③ 根管内菌叢における予測機能の上位は、唾液やプラークと共通している。 
④ 同一個人であっても、根管内菌叢は症例によって大きく異なる。 
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