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研究成果の概要（和文）：令和3年度の研究では、歯周炎と強く関与するRed complex（P.g、T.d、T.f）をター
ゲットに、CF-PCRマイクロ流体チップを用いてマルチPCRを実施した。プライマーの最適組み合わせを見つけ、
アンプリコンの増幅時間を大幅に短縮できることを示した。令和4年度の研究では、CF-PCRアレイマイクロ流体
チップを作製し、複数の遺伝子を同時に増幅した。最短2'07''で増幅に成功し、POCTとして有効性を確認した。
令和5年度の研究では、二重層の水滴CF-PCRチップを提案し、気泡や蒸発を最小限に抑えた。P.gのターゲット遺
伝子を11分16秒以内に増幅することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In the 2021 study, multi-PCR was performed using a CF-PCR microfluidic chip 
targeting red complexes (P.g, T.d, and T.f), which are strongly associated with periodontitis. We 
found the optimal combination of primers and showed that the amplification time of amplicons can be 
significantly shortened. In the 2022 study, CF-PCR array microfluidic chip was fabricated and 
multiple genes were amplified simultaneously. Amplification was successfully achieved in as short as
 2'07'', and the effectiveness of this method as a POCT was confirmed. In the FY2023 study, we 
proposed a bilayer water droplet CF-PCR chip to minimize air bubbles and evaporation, and succeeded 
in amplifying the target gene of P.g. within 11'16''.

研究分野： 口腔衛生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、CF-PCRマイクロ流体チップを用いた歯周病菌の迅速診断法を開発し、歯周病のグレード分類決定に応
用可能なポイントオブケア(POCT)検査法としての実用性を示した。令和3年度では、P.g、T.d、T.fの標的遺伝子
を短時間で増幅する方法を確立し、その有効性を確認した。令和4年度では、CF-PCRアレイマイクロ流体チップ
を用いて複数の遺伝子を同時に迅速かつ正確に増幅できることを確認し、偽陽性の問題にも対処した。令和5年
度では、二重層の水滴CF-PCRチップを提案し、気泡や蒸発の問題を最小限に抑えながら、P.gの遺伝子を11分16
秒以内に増幅する技術を確立した。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 2017 年に「世界歯科連盟(FDI)」および「アメリカ歯周病学会(AAP)」と「ヨーロッパ歯周病
学会(EFP)」の共催によるワークショップで発表された「歯周病の新分類」では、歯周炎が 4 つ
のステージ(1～4)と 3 つのグレード(A～C)に分けられた。ステージは「進行度」、グレードは「進
行リスク」を示す。研究開始時における日本における歯周病治療において、全歯を対象とした歯
周ポケット測定や「骨吸収の評価」は行われていたが、グレードを決定する「バイオフィルムと
組織の破壊程度」、「炎症マーカー」および「バイオマーカー」の評価は十分行われているとはい
えなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、「バイオフィルムの高病原化」と「バイオマーカー」を簡易に評価できる新
規システムを構築し、歯周炎のグレード判定に応用することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
令和３年 Red complex（Porphyromonas gingivalis (P.g), Treponema denticola (T.d), Tannerella 
forsythia (T.f)) は,歯周炎と強く関与することが報告されている。これら RedComplex の評価方
法としてマイクロ流体チップを用いた。連続フローPCR（CF-PCR）に基づくマイクロ流体チッ
プは、温度変換に必要な時間を効果的に短縮できるため、従来のサーマルサイクラーに代わる理
想的な手段である。CF-PCR マイクロ流体チップを用い P.g、T.d、T.f のマルチ PCR を検討し
た。 
 
令和４年 連続フローポリメラーゼ連鎖反応（CF-PCR）マイクロ流体チップの使用は、標的遺
伝子の増幅に要する時間を短縮する理想的な方法であるが、一方でスループットの低いアンプ
リコンが問題となることがある。例えばマルチプレックス PCR は、チップ内で複数の標的遺伝
子を同時に増幅することができるが、交差反応 のために偽陽性を誘発しやすい場合がある。こ
の問題を回避するために、CF-PCR アレイマイクロ流体チップをベースとしたマイクロ流体シ
ステムを作製した。 
 
令和 5 年 連続フローポリメラーゼ連鎖反応（CF-PCR）マイクロ流体チップは歯周病のグレー
ド決定におけるポイントオブケア(POCT)に応用することができる。その特徴として、異なる温
度のヒーター上にマイクロ流体チップを配置することで、ターゲット遺伝子の迅速な増幅を実
現できることをあげることができる。しかし、加熱による気泡や蒸発が常に発生し、増幅が安定
しない欠点がある。また、一定の高さを持つ CF-PCR マイクロ流体チップでの水中油滴は、長
く蛇行するマイクロチャネルによる高い抵抗のため解析に時間がかかる。これらの欠点を克服
するため、流体抵抗を減少させる二重層の水滴 CF-PCR マイクロ流体チップを提案し、ナノリ
ットルの水滴を生成して気泡や蒸発を最小限に抑えた。 
 
４．研究成果 
令和３年 一連の実験を通して、これら 3 菌の multi-PCR を行うのに適したプライマーの最適

な組み合わせが 2 つ得られた。それぞれのアンプリコンサイズは（197 bp, 316 bp, 226 bp）お
よび（197 bp, 316 bp, 641 bp）であった。また、マルチ PCR を用いることで、短いサイズのア
ンプリコンでは増幅時間を最短 3'48''に短縮できること、T.f (641 bp)では最短 8'25''に短縮でき
る ことが示された。令和 3 年に発表した CF-PCR は、P.g、T.d、T.f の標的遺伝子を同時に短
時間で増幅する有効な方法を提供し、歯周炎のグレード分類決定におけるポイントオブケア検
査(POCT)として有効であることも示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



令和４年 チップを３分割し、P.g、T.d、T.f の標的遺伝子を増幅することに成功した。その結
果、P.g、T.d、T.f に必要な最小増幅時間はそれぞれ 2'07''、2'51''、5'32''であった。また、P.g、
T.d、T.f の標的遺伝子は 8'05''未満で同時に増幅することができた。本研究で用いた CF-PCR は、
歯周炎のグレード分類決定におけるポイントオブケア検査(POCT)として有効であることが示
された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

令和５年 ①流体抵抗は、T 字型接合部の高さが一定の場合、蛇行するマイクロチャネルの高さ
の増加に伴い減少する。②流速、水滴のサイズ、および生成される水滴の数は、T 字型接合部の
断面積および水圧と正の相関がある。③他の実験条件が同じ場合、水圧が高いと水滴の融合が発
生する。④T 字型接合部の断面積が 1600 平方μm（40 × 40 μm）および水圧が 7 kPa である
場合、0.032 nL の水滴が生成される。⑤P.g のターゲット遺伝子を 11 分 16 秒以内に増幅し、
水滴からの蛍光を観察することができた。 
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