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研究成果の概要（和文）：進行度の異なる根面う蝕罹患部よりバイオフィルムを採取し，根面う蝕に関連するバ
イオフィルム細菌叢を解析した。その結果，根面う蝕の進行度および深度によってバイオフィルム細菌叢が異な
ることを明らかにした。
一方，初期根面う蝕を模したin situバイオフィルムモデルを作製し，SDFがバイオフィルムに及ぼす影響を検討
した。これにより，SDF群ではコントロール群よりも細菌数およびバイオフィルムの厚みや体積が減少すること
を示した。また，SDFによりバイオフィルム細菌叢が変化した。

研究成果の概要（英文）：Biofilms were collected from affected areas of root surface caries with 
different degrees of progression, and the biofilm microbiota associated with root caries was 
analyzed. As a result, it was clarified that the biofilm microbiota differs depending on the 
progress and depth of root caries.
On the other hand, the effect of SDF on biofilm was examined using an in situ biofilm model that 
imitated initial root surface caries. The number of bacteria and the thickness and volume of biofilm
 decreased in the SDF group compared to the control group. In addition, SDF changed the composition 
of bacteria in biofilm.

研究分野：保存治療系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢者の保有歯数が増加し，加齢や歯周病による歯肉退縮に伴う根面う蝕の急増が歯科において深刻な問題とな
っており，根面う蝕に対する効果的な予防・制御法が切望されている。本研究により，根面う蝕の進行度により
細菌叢が変化することが明らかとなった。得られた結果は，根面う蝕の病態解明や新たな抑制法の開発の一助と
なりうる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
高齢者の保有歯数が増加し，加齢や歯周病による歯肉退縮に伴う根面う蝕の急増が歯科にお
いて深刻な問題となっており，根面う蝕に対する効果的な予防・抑制法が切望されている。う蝕
などの口腔感染症の主因は口腔バイオフィルムであり，これらの疾患はバイオフィルム細菌叢
のバランスが崩れること（ディスバイオーシス）により引き起こされる。根面う蝕をより効果的
に予防・抑制するためには，根面う蝕に関連する細菌叢を明らかにすることが必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，根面う蝕罹患部より採取した臨床サンプルを用いて根面う蝕に関連するバ
イオフィルム細菌叢を網羅的に解析することである。また，我々は歯肉縁上バイオフィルムをヒ
ト口腔内で再現できる in situ バイオフィルムモデルを開発してきたが，このモデルを改良し
根面う蝕を模した in situ バイオフィルムモデルを作製することで，根面う蝕に対する化学的
制御法を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）根面う蝕に関連するバイオフィルム細菌叢の解析 
①被験者の選択 
大阪大学歯学部附属病院を受診した患者で根面う蝕を有する者のうち，インフォームドコンセ
ントを行い同意が得られた患者を対象とした（根面う蝕群）。また，同病院にて定期健診を受け
ている 65 歳以上の外来患者のうち，歯冠部および歯根面にう蝕のない者を対照群とした。サン
プル採取前に全ての被検者に対して，口腔内診査を行い，根面う蝕の判断は WHO の診断基準に準
じて行った。 
②臨床サンプルの採取 
生理食塩水にて洗浄後，根面う蝕のう窩よりバイオフィルムサンプルをスプーンエキスカベー
タにて行った。また，対象群および根面う蝕群において，う窩を認めない露出根面より歯肉縁上
バイオフィルムサンプルを採取した。 
③シーケンス解析 
採取したサンプルより PowerSoil® DNA Isolation Kit を用いて細菌由来 DNA の抽出を行い，16S 
rRNA の V1-V2 領域をターゲットとし，シーケンス解析を行った。得られた塩基配列を QIIME に
て解析した。 
（２）in situ バイオフィルムモデルを用いた化学的制御法の検討 
①in situ バイオフィルムの形成 
我々が開発した口腔内バイオフィルム装置（npj Biofilms and Microbiomes, 2016, 2, 16018）
を改良し，バイオフィルム形成を行った。初期根面う蝕を模して表面を脱灰した象牙質ディスク
を装置に挿入して，ディスク上にバイオフィルムを形成させた。装置より経時的にバイオフィル
ムサンプルを採取し，以下の解析に用いた。なお，インフォームドコンセントを行い，同意が得
られた者を被験者とした。SDF をディスクに塗布した SDF 群と塗布を行わない対照群の２つのス
ケジュールにて実験を行った。 
②生菌数測定 
採取したサンプルより超音波処理にてバイオフィルムを剥離し，コロンビア血液寒天培地に播
種した。Colony forming unit をカウントし，生菌数を算出した。 
③3次元的観察 
採取したサンプルを live/dead Bacterial kit にて染色し，共焦点レーザー顕微鏡にて観察を
行った。 
④シーケンス解析 
採取したサンプルより PowerSoil® DNA Isolation Kit を用いて細菌由来 DNA の抽出を行い，16S 
rRNA の V1-V2 領域をターゲットとし，シーケンス解析を行った。得られた塩基配列を QIIME に
て解析した。 
 
４．研究成果 
（１）根面う蝕に関連するバイオフィルム細菌叢の解析 
進行度の異なる根面う蝕のう窩のバイオフィルムおよび
実質欠損を認めない露出根面に形成されたバイオフィル
ムを採取し細菌叢を比較した結果，初期根面う蝕病変に
おけるバイオフィルム細菌叢は，実質欠損のない露出根
面あるいは進行したう蝕病変と比較し，Actinomyces属, 
Lactobacillus属, Scardovia属などの酸産生菌を含む細
菌属の割合が高かった。また，これらの細菌はう窩のより
深部において割合が高いことが示された（右図）。 



（２）in situ バイオフィルムモデルを用いた化学的制御法の検討 
生菌数測定において、SDF 群では対照群よりも有意にバイオフィルム細菌数が減少した。 
また，共焦点レーザー顕微鏡観察において，対照群と比較し，SDF群においてバイオフィルムの
厚みおよびバイオフィルム体積の有意な減少が認められた（下図）。 
 

 
 
16S rRNAシーケンス解析により，対照群とSDF群間で，細菌叢の変化がみられた。対照群では，
Neisseria属，Streptococcus属，Porphyromonas属が優勢であったが，SDF群では，Streptococcus
属，Haemophilus属，Neisseria属が上位を占めた。対照群とSDF群のバイオフィルム細菌叢を比
較すると，Neisseria属やVeillonella属などの相対的割合に有意差が認められた（下図）。 
 
 

       
 
以上の結果より，歯肉縁上バイオフィルムと根面う蝕病変部のバイオフィルム細菌叢が異なる
こと，また根面う蝕の進行度の違いにより細菌叢が異なることが示された。 
また，SDF はバイオフィルム細菌叢を変化させることが示されたが，抗バイオフィルム効果につ
いては，バイオフィルム細菌叢の変化よりもバイオフィルムを構成する細菌数を減少させる作
用による効果が大きいことが示唆された。 
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