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研究成果の概要（和文）：小型簡便なリアルタイムPCR装置を用い菌種特異的プライマー、蛍光プローブを設計
し新設計したプローブでマルチプレックスリアルタイムPCR法を開発した。S.mutansを検出するために新設計し
たプローブ/プライマーセットを用いマルチプレックスリアルタイムPCR法を開発した。P.gingivalis、T.
denticola、 T.forsythiaを検出する理論上の最小コピー数、S. m、P.g、T.d、T.fの理論上の最小コピー数はそ
れぞれ1、1、4、3であった。PCR法はヒト唾液中のS. m、P.gのコロニー形成を同時に検出した。コンベンショナ
ルPCRとの測定結果を比較し遜色ない結果であった。

研究成果の概要（英文）：Colonization by several oral pathogens and the onset of oral diseases, such 
as dental caries and periodontal diseases, are closely related. Therefore, the analysis of pathogens
 in oral specimens would be helpful for the risk assessment of oral diseases. We developed a rapid 
multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR) method using a portable device and newly 
designed probe/primer sets to detect the oral pathogens Streptococcus mutans, Porphyromonas 
gingivalis, Treponema denticola, and Tannerella forsythia. The theoretical minimum detectable cell 
numbers of S. mutans, P. gingivalis, T. denticola, and T. forsythia were 1, 1, 4, and 3, 
respectively. The multiplex real-time PCR system simultaneously detected the colonization of S. 
mutans and P. gingivalis in human saliva. 
These results suggest that the multiplex real-time PCR system may be useful for the risk assessment 
of oral diseases.

研究分野：口腔衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯周病原因菌で「Red Complex」であるP. gingivalis、Treponema denticola、および Tannerella forsythia
は、これまでキットによるリスク判定や、選択培地による嫌気性培養が必要で培養および判定に時間を要してい
た。今回の研究では、唾液からリアルタイムPCRデバイスにより、チェアサイドでこれらの感染とリスク管理を
行うための特異的なブローブ、プライマーの設計を行い評価した。唾液を検体とした臨床における迅速なリスク
評価に適している。

※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 
  う蝕や歯周疾患は代表的な非感染性疾患のひとつである。病原菌の同定には多くの場合、

選択培地とリアルタイム PCR が利用される。しかし歯周病菌の同定には、細菌を採取し菌種

特定のため外部へ検査を委託する必要があった。また、リアルタイム PCR 装置は臨床検査室

で技術者によって検出されていた。そのためチェアサイドで直ちに処置や使用薬剤を決定す

ることが困難であった。 

今回、3種の Red コンプレックスである、P.gingvalis、T.denticola、T.forsythia を迅速に

検出できる PCR 法を開発した。ポータブルマルチプレックスモバイルリアルタイム PCR によ

り S.mutans も同時に検出した。S.mutans、 P.gingvalis、T.denticola、T.forsythia 

理論的最小検出細胞数は 1、1、4、3であった。 

標準的な研究室にあるコンベンショナル PCR とリアルタイム PCR 装置と比較したところ、遜

色ない結果であった。 

 

２．研究の目的 
モバイルリアルタイム PCR を用い、３菌種の歯周病菌（RED コンプレックス）を同時検出

するチェアサイド PCR 法を確立する。これまでは選択培地により時間を要していた。またリ

アルタイム PCR 装置は大きく熟練した術者による操作が必要である。モバイルリアルタイム

PCR によるチェアサイド PCR 法を臨床応用し、歯面薬剤輸送システム（Dental Drug Delivery 

System (3DS)）と組み合わせ、予防歯科診療室における RED コンプレックス除菌システムを

構築することを目的とした。  

チェアサイド PCR 法を確立し、Dental Drug Delivery System (3DS)と組み合わせた臨床研

究を実施する。最終的にはチェアサイド PCR 法を活用して、歯周病菌除菌のための薬剤を選

択あるいは開発し効果的な歯周病菌除菌システムの構築を目的とした。 

 

３．研究の方法 
ブローブとプライマーのセットを表 1に示す。S. mutans の種特異的なプローブ/プライマ

ーは gtfC 遺伝子配列から設計された。他のセットは 16S rRNA 遺伝子配列の可変領域から設

計された。 

普遍的なプローブ/プライマ－セットはこれらの保存領域に基づいて設計された。 

同一性のある領域は、NCBI の BLAST プログラムを用いて、他の細菌遺伝子とのクロスハイブリ 

ダイゼーションの可能性を調査した。すべてのプローブとプライマーは Eurofins Genomics 社 

により合成された。 

さらに、S.mutans UA 159、P.gingivalis ATCC 33277、T.denticola ATCC 35405、T.forsythia 

ATCC 43037 の口腔内細菌 20 株を用いてプライマーの特異性を評価した。 

 唾液サンプルからのゲノム DNA の抽出は、鶴見大学歯学部付属病院に定期検診で受診する外

来患者か 9名から採得した。ゲノム DNA は QIAamp DNA Microbiome Kit を用い単離した。DNA 濃

度は分光日宇時計を用いて測定した。ゲノム DNA サンプルの 1μLをリアルタイム PCR 装置に使

用した。ゲノム DNA 重量は copy number calculator for rreal-time PCR を用いて理論細胞数

を換算した。 

S.mutans UA 159、P.gingivalis ATCC 33277、T.denticola ATCC 35405、T.forsythia ATCC 

43037 の全ゲノム DNA の長さはそれぞれ 2,032,925bp、2,354,886bp、2,843,201bp、3,281,748bp



であった。 

 

 
 
 
 
 

 



 

 実験用に以下の DNA テンプレート溶液を調製した。この溶液には各細菌ゲノム DNA を 1pg/μ

L 含む。PCR 増幅は KAPA3G Plant PCR Kit を用いて行った。反応混和物 20μL には 1μLのテン

プレート DNA 溶液、0.3μM のセンスおよびアンチセンスプライマー、1×KAPA Plant PCR Buffer

および 0.5unit のポリメラーゼ。サイクリックパラメーターでは以下の様に設定した。(1)95℃

15 秒間;(2)95℃4 秒間、64℃で 6 秒間を 35 サイクル;(3)4℃で休止。増幅された DNA バンドは

上記の様に確認した。 

 すべてのリアルタイム PCR 増幅は次の様に KAPA3G Plant PCR Kit を用いて行った。反応混和

物(20μL)には適量のテンプレート DNA 溶液、0.3μM のセンスおよびアンチセンスプライマー、

0.7μM のプローブ、1×KAPA Plant PCR Buffer、1.5 ユニットのポリメラーゼ、さらに塩化マグ

ネシウムを加えた。サイクリックパラメーターは 95℃で 15 秒、95℃で 5 秒、64℃で 30 秒のサ

イクルを 45 回繰り返した。臨界閾値のサイクル(Ct)は閾値蛍光に達したサイクル数として各装

置で自動的に設定された。マルチプレックスリアルタイム PCR は、PCR1100 と Step One Plus シ

ステムの両方を用いて行い S.mutans と P.gingivalis の検出結果を比較した。各反応は 3 連で

行った。 

統計分析は、正規性を改善するために、各細胞数を対数変換した。ピアソン相関係数を用いて

Ct 値と細胞数の関係を解析した。線回帰分析も行った。 

 

４．研究成果 

リアルタイム PCR プライマーの特異性を確認するために、従来の調整したテンプレート DNA 溶

液を用いて行った。非特異的なバンドは見られなかった(図 1)。 

Ct 値と細胞数には非常に有意な負の相関が見られた(図 2)。 

ピアソン相関係数(r)とそれに対応する P値は次のようであった。 

S.mutans (r＝－0.948,P＝0.004)、P.gingivalis (r＝0.996,P<0.001)、T.denticola(r＝-

0.975,P ＝ 0.005) 、 T.forsythia(r ＝ -0.999.P<0.001) お よ び 、 P.gingivalis(universal 

primer.r=0.994,P<0.001)であった。 

理論上の最小検出細胞数は、S.mutans は 1、P.gingivalis は 1、T.denticola は 4、T.forsythia

は 3 であった。 

 表 2 に示すように、PCR1100 と従来の Step one Plus リアルタイム PCR システムとの Ct 値の

相関結果を示す。S.mutans、では相関が見られたが S.gingivalis では認められなかった(図 3)。 

ピアソンの相関係数と対応する P値は次の通りであった。 

S.mutans(r＝0.991、P＜0.001)、P.gingivalis(r＝0.164、P＝0.673) 



リアルタイム PCR システムはあらゆる微生物の検出に用いられている。しかし装置が大きく

高度なオペーレーターが必要である。その欠点を克服するために、新たに設計したフローブ/プ

ライマーを用い携行性に優れ簡便で短時間で分析できる PCR1100 を用い、従来のリアルタイム

PCR と比較した。 

 ヒト唾液サンプル中の S.mutans、P.gingivalis の検出について Step One Puls PCR と PCR1100

では検出、非検出では結果は一致した。このことからう蝕と歯周病のリスク評価を同時にできる

ことが示された。Ct 値では P.gingvalis では強い相関は見られなかった。う蝕と歯周病菌につ

いて臨床におけるチェアサイドでの簡便なリスク評価に貢献できると考える。 
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