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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、誤嚥性肺炎の原因となるPrevotella属の菌種と歯周炎等の口腔疾患
の原因となるPorphyromonas属の菌種のLAMP法を用いた検出同定法を確立することである。そこで、Type IX 
secretion systemコードする遺伝子群のうち、porK遺伝子に着目し、Prevotella属、Porphyromonas属の5菌種に
対してLAMPプライマーを設計した。これらのプライマーを用い、各菌種の精製ゲノムDNAを鋳型としたＬＡＭＰ
法を行ったところ、菌種特異的陽性反応を示し、in vitroの系ではこれらの菌種を同定するのに有効であること
が示された。

研究成果の概要（英文）：A purpose of this study is to establish the method detecting and identifying
 the species of the genus Prevotellla, one of the causative bacteria of aspiration pneumonia, and 
the species of the genus Porphyromonas, one of the pathogenic bacteria of oral disease such as 
periodontitis using the LAMP method. Thus, we focused on porK gene among the gene clusters which 
encoded Type IX secretion system and designed the species-specific LAMP primers for 5 species among 
the bacteria belonging to the genus Prevotella and the genus Porphyromonas. The LAMP method with 
those primers showed species-specific positive reactions when using purified genomic DNA of each 
bacterial species as the template. Thus, it was suggested that the LAMP method based on porK genes 
among the genus Prevotella and the genus Porphyromonas would be available for the in-vitro detection
 and identification of the bacterial species from those genera.

研究分野： 小児歯科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの口腔ケアは、盲目的に口腔清掃を行い、単純に口腔内の細菌数を減少させるものであった。しかし、
口腔ケアを行う前にその患者にどの様な細菌がいるか、つまり誤嚥性肺炎や歯周疾患の原因菌が存在するかどう
かが把握されていれば、それらの細菌種の棲息部位、つまり口腔のどの部位、あるいはどの様な手法で口腔ケア
を行うべきかといった選択的な口腔ケアを確立することが可能となる。これにより脳背麻痺のある障害児や高齢
者などの誤嚥性肺炎のリスクを有する口腔ケアの必要な人に病原性のある口腔ケア時に注意しなければならない
部位や手法がカスタマイズされ、効率的に口腔ケアができるようになるという点で学術的意義がある。

※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 
（１） 介入疫学研究によって口腔ケアが誤嚥性肺炎の予防に有効であることが広く認知され

るようになった。これとともに、誤嚥性肺炎は口腔内の常在菌が引き起す日和見感染症であるこ

とから、器質的な口腔ケアにより口腔内の細菌を減少するという試みが臨床の現場ではなされ、

これに関する多数の症例報告もされている。しかし、誤嚥性肺炎の起炎菌に注目した細菌学的側

面からの口腔ケアに対する取り組みや研究報告はあまりないのが現状である。そこで本申請研

究は、誤嚥性肺炎の起炎菌といわれる Prevotella melaninogenica を含む Prevotella 属の菌種

や歯周炎を始めとした歯周疾患の原因菌である Porphyromonas 属の菌種に注目し、①これらの

病原菌に対する迅速で簡便な検出同定 LAMP 法の確立、②唾液を検体とした本手法の応用により、

これらの菌種の同定検出が可能であるかを検討、③これらの菌種の存在を実際に把握した上で

その棲息部位やバイオフィルムに対する直接的な口腔ケアの手法の確立できないかを検討する

こととした。 

（２） 近年、脳血管疾患などを基礎疾患とする患

者の誤嚥性肺炎が増加し、小児科、小児歯科領域で

も知的障害、先天性の全身疾患に伴う脳性麻痺や筋

ジストロフィーのある患児などでも摂食嚥下障害

が問題となり、それに続く誤嚥性肺炎の発症が問題

となっている。 

 誤嚥性肺炎の起炎菌は口腔内の常在菌であるこ

とから、口腔ケアの必要性が指摘され、2000 年前後

に介入疫学研究によって口腔ケアを行うことで誤

嚥性肺炎が予防できることが証明され、誤嚥性肺炎予防における口腔ケアの重要性が広く認知

されるようになった。2012 年の歯科の診療報酬改定でもこの有効性が評価され、口腔ケアは周

術期の口腔機能管理として保険導入もされている。このことを背景に効率的な口腔ケアを行う

為にはどの様な菌種を標的とすべきかを検討するために我々は誤嚥性肺炎のリスクを有する患

児を対象として唾液中細菌叢の群集解析を行った。その結果、リスクを有する患児で、誤嚥性肺

炎の起炎菌である Prevotella 属などの嫌気性菌が増加することを示唆し、これらを標的とした

口腔ケアを行うべきであることを指摘した。次にその中でも特にリスクの高い患者で多く検出

された Prevotella melaninogenica (図１) に注目し、我々は P. melaninogenica の Type IX 分

泌システムが病原因子を発症させるメカニズムの 1つであることを明らかにした。本菌種は、こ

のメカニズムの関与により、通常の抗菌薬に耐性を示すため、β—ラクタマーゼ阻害剤配合の抗

菌薬が使用される。こうした抗菌薬の連続的な多様は薬剤耐性菌誘発の点で好ましくないこと

から、誤嚥性肺炎予防ために先だって口腔ケアを行うことが重要であると考え、口腔ケアに先立

って誤嚥性肺炎の起炎菌を同定し、その細菌種が棲息している口腔の部位・領域、バイオフィル

ムの状態、またその細菌種の生物学的性状を把握した上で選択的な口腔ケアを行うべきではな

いかという考えに基づき、研究を遂行することとした。 

 
２．研究の目的 
（１） 本研究の目的は、誤嚥性肺炎の起炎菌といわれる Prevotella melaninogenica を含む Prevotella 属

の菌種や歯周炎を始めとした歯周疾患の原因菌である Porphyromonas 属の菌種を迅速に同定・検出



 

 

できるような LAMP 法を開発することであり、これらの病原細菌を同定した上で口腔ケアを行うことは、誤

嚥性肺炎の予防に効果的かどうかを検討することである。 

（２） これまで我々は、Type IX 分泌システムに注目して研究を行ってきた。今回ターゲットとする

Prevotella 属や Porphyromonas 属の菌種はこの分泌システムを有することから、この分泌システムをコー

ドする遺伝子群から適当な遺伝子を選択し、その遺伝子を元にしてこれらの細菌種を同定できるような

LAMP 法を開発することを目的とした。 

（３） これまでの口腔ケアは、盲目的に口腔清掃を行い、単純に口腔内の細菌数を減少させるものであ

った。しかし、口腔ケアを行う前にその患者にどの様な細菌がいるか、つまり誤嚥性肺炎や歯周疾患の

原因菌が存在するかどうかが把握されていれば、それらの細菌種の棲息部位、つまり口腔のどの部位、

あるいはどの様な手法で口腔ケアを行うべきかといった選択的な口腔ケアを確立することが可能となるこ

とから、Prevotella 属や Porphyromonas 属の菌種を同定検出できるような LAMP 法を開発することを目

的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）DNA データベースから Prevotella 属や Porphyromonas 属の Type IX 分泌システムをコー

ドする遺伝子の抽出 

Prevotella 属や Porphyromonas 属の Type IX 分泌システムをコードする遺伝子のDNAデータベ

ースからの抽出は、遺伝子配列が既に明らかとなっているものに関しては、NCBI のサイト

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/dna-rna/）よりキーワードによる検索、あるいはその

配 列 が 既 知 の Porphyromonas gingivalis の 配 列 を 用 い た nucleotide BLAST

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_

LOC=blasthome）により抽出を行った。その結果、Prevotella 属からは、Prevotella intermedia、

Prevotella melaninogenica、Prevotella denticola の 3 菌種が、Porphyromonas 属からは、

Porphyromonas gingivalis、Porphyromonas endodontalis の 2 菌種が抽出された。 

（２）Prevotella 属や Porphyromonas 属の porK 遺伝子のアライメント解析 

 Type IX分泌システムをコードする遺伝子群のうち、本研究ではとくにporK遺伝子に注目し、

解析を行った。上記で抽出さ

れた 5 菌種の porK 遺伝子に

対して、菌種特異的な LAMP

プライマーを作成するため

に遺伝子配列の相同性が比

較的異なる領域を選出する

ために porK 遺伝子のアライ

メント解析を行った。アライ

ンメント解析には、Clustal 

X version 2 software を使

用した（図 2A）。 

（３）porK 遺伝子の遺伝系統解析 

 Prevotella 属および Porphyromonas 属の porK 遺伝子の類似性や近縁関係を予測するために、

MEGA X version 10 software を用いて遺伝系統解析を行い、遺伝系統樹を作成した。 

（４）porK 遺伝子に基づいた LAMP プライマーの設計と作成 

アラインメント解析より、porK 遺伝子の 1235 前後から 1450 前後（図 2A）に注目し、LAMP 法



 

 

用プライマー設計支援ソフトウェア PrimerExplorer V4（ https://primerexplorer. 

jp/lamp4.0.0/index.html）を用いて、インナープライマーとアウタープライマー（図 2B）およ

びループプライマー（図 2C）の設計を行った。LAMP プライマーは、上記の 5菌種それぞれに対

して作成した。 

（５）porK 遺伝子に基づいた LAMP 法による菌種同定の正確性の検討 

 LAMP 法による菌種同定の正確性については、菌種特異的な反応を示すかどうかを確認するた

めに、対応する Prevotella 属からの 3 菌種、Porphyromonas 属からの 2 菌種それぞれの精製ゲ

ノム DNA を用い、対象となる菌種の DNA とプライマー、また異なる菌種の DNA とプライマーの

組合せでそれぞれ行い、正しい組合せで陽性反応を示すことを確認した。また、複数の精製ゲノ

ム DNA を混合して鋳型とした LAMP 反応で生成産物のシークエンスを行い、目的のものが増幅さ

れていることを確認した。 

 LAMP 反応には、Loopamp DNA 増幅試薬キット（栄研化学）とリアルタイム濁度測定装置 

loopampEXIA（栄研化学）を用いて行った。 

（６） ヒト唾液を検体とした場合の LAMP 法による菌種同定検出 

 ヒト唾液からの細菌 DNA の抽出には、Loopamp PURE DNA 抽出キット（栄研化学）と PureLAMPTM 

heater（栄研化学）を用いて行い、得られた検体に対して 5菌種それぞれのプライマーを使用し

て、Loopamp DNA 増幅試薬キットとリアルタイム濁度測定装置 loopampEXIA を用いて LAMP 反

応を行い、臨床応用への可能性を検討した。ヒト唾液サンプルの収集と解析については、明海大

学倫理委員会に倫理申請を行い、承認を得た（承認番号 A2106）。 

 
４．研究成果 

本研究ではまず、誤嚥性肺炎の起炎菌である Prevotella melaninogenica を含む Prevotella 属

の菌種と近縁の歯周病などの口腔疾患の原因菌となるPorphyromonas属の菌種をLoop-Mediated 

Isothermal Amplification（LAMP）法により検出同定する方法を確立することとした。これらの

細菌属は病原遺伝子の一つとしてType IX secretion systemコードする遺伝子群を有している。

そこで我々は、これらの遺伝子のうち、porK 遺伝子に着目して LAMP 法用のプライマーを作成す

ることとした。 

DNA データベースより porK 遺伝子を有する菌種を抽出したところ、Prevotella 属より

Prevotella melaninogenica をはじめとした 3 菌種が、Porphyromonas 属より、Porphyromonas 

gingivalis をはじめとした 2 菌種がピックアップされ、さらに Porphyromonas gingivalis で

は、3菌株で同遺伝子が確認された。アライメント解析により、Porphyromonas gingivalis では

同一菌種内での相同性は 99％以上で、菌種内ではほぼ保存されていることが示唆された。その

一方で、菌種間では一定の相同性は認め

られるが、多様性があり、菌種特異的な

プライマーを作成できることが示唆さ

れた。遺伝系統解析では、Prevotella

属、Porphyromonas 属でそれぞれ２つの

クラスターが形成され、Prevotella 属

か ら み た 場 合 、 Porphyromonas 

gingivalis と近縁関係にあった（図 3）。 



 

 

LAMP プライマー

を 5 菌種に対して

設計（表）し、各々

精製ゲノム DNA を

鋳型とした LAMP 法

を行ったところ、菌

種特異的に陽性反

応を示し、in vitro

の系ではこれらの

菌種を同定するの

に有効であった。 

その一方で、ヒト

の唾液を検体とし

た LAMP 法では安定

した結果を得られ

なかった。その原因

は、使用した検体中

に対象となる菌種

が存在しない、あるいは存在しても量が少なく検出することができないということが考えられ、

継続してサンプルの濃縮方法、検出感度の向上など検討を行う予定である。 
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