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研究成果の概要（和文）： 

 口腔は多くの異物に曝され，体内に侵入してくる細菌の最初の門戸となる．この口腔細菌叢
解析を高精度に行い，どのように口腔微生物環境の恒常性が維持されているのかのメカニズム
を明らかとすることを目的とする．口腔環境は複雑かつ変動が大きく，細菌種，特に古細菌に
ついては，正確なデータは存在しない．そこで，健常な口腔細菌叢と，う蝕，歯周病時の細菌
叢との比較解析から，各状態に特異的な構成種を明らかとし，そのなかでも重要な役割を果た
すと考えられる種についてはゲノム解析をすることで細菌叢による口腔恒常性維持機構の解明
を目指した。その結果、10歳程度の子供では、すでに細菌叢は、大人と変わらない状態である
ことが判明した。その一方で、単離株のゲノム解析を行った結果、細菌の獲得免疫機構である
CRISPRが口腔というニッチにおいて、細菌の生存に極めて重要であることがわかった。これ
らの知見は、引き続くメタゲノム解析の基盤となるものである。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  The oral cavity is exposed to many complex substances and is the first door for bacteria to 

invade the body. The goal of this study is to perform the oral flora analysis precisely and is 

intended to clarify the mechanism that how constancy of the oral microbial environment is 

maintained. The oral environment changes complicatedly, and there is no data about 

Archaea. Therefore comparative bacterial community analysis was carried out using 

normal oral flora, caries and periodontal disease, aimed at the elucidation of the oral 

constancy maintenance mechanism through isolation and genome determination of the key 

bacteria to the homeostasis. As a result, in the children of around 10 years old, the bacteria 

were not different with those of an adult. On the other hand, as a result of the genome 

analysis of the isolated strains, bacterial survival in the niche could be affected greatly by 

CRISPR which was a bacterial acquired immunity mechanism. The knowledge becomes the 

base of future metagenome analysis. 
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１．研究開始当初の背景 

  口腔は常に外来異物に曝されており，多

くの病原体の侵入経路となる．口腔には

400-700種類の細菌種が生息していると考

えられており，このうち 60%以上が培養で

きない未知の細菌種で占められている 

(PNAS 96:14547-14552, 101: 4250-4255, 

101:6176-6181, 104:11889-11894)．この細

菌叢は病態によって異なることが明らかと

なっており，口腔細菌が起因すると考えら

れる心内膜炎や骨粗鬆症といった全身疾患

の発症，糖尿病の悪化，早産児の低出生体

重との関連なども報告されている．さらに，

これらの口腔細菌の代謝産物が，細菌間で

のコミュニケーション (Quorum sensing) 

やバイオフィルム形成，さらに宿主細胞と

相互作用し，炎症応答を引き起こすことな

どが判明している．そこで，健康状態と口

腔細菌叢との関連性の解明を目指したメタ

ゲノムプロジェクトが2006年にアメリカで

開始された．しかし，口腔細菌叢の動的な

変化・複雑さ，またどのような種がどれだ

け存在するのかといった正確な情報の欠如，

また個々の細菌種に対する知識の欠如のた

めに有益な情報が引き出せていないのが現

状である (Nat. Med. 14:706-709)． 

  これまでに，申請者らは，口腔の２大疾患
であるう蝕の原因菌である Streptococcus 
mutans NN2025 株のゲノム解析を行い 

(BMC genomics 10:358), さらに歯周病の原
因菌である Porphyromonas gingivalis のゲ
ノム解析を行っている．また，口腔常在細菌
叢で代表的なレンサ球菌属の分類基準種で
ある S. pyogenesに着目し，病原性の解析を
進めている (Cell. Microbiol. in press)．しか
しながら，実際には，上記の種だけではなく，
う蝕と歯周病の原因菌に限っても，その他の
多くの種が存在することが報告されている．
これらの菌種同定には，培養法または 16S 

rRNA遺伝子の解析が行われているが，現在
までの知見では，数多くの臨床サンプルで多
数検出される菌が，原因菌と目されている状
況であり，コッホの原則から外れてしまう感
染症であると考えられている．また動物モデ
ルとしても雑食性であるヒトの口腔内を再
現できるモデルは，霊長類以外では存在しな
いため、現在までのところ適切な実験系は存

在しない．健常な口腔細菌叢だけでなく，う
蝕，歯周病患者から採取した試料にも，培養
できない細菌種が多数いることがわかって
いるが，不十分な菌種しか解析されておらず，
構成種もそれぞれの現存量もほとんど未知
である．これらの中に結果でなく本当の原因
菌が存在する可能性があり，これを発見する
ことは，極めて興味深いことであり，う蝕，
歯周病を発生する可能性を予測するうえで
も必須である．そのため，高精度な細菌叢解
析，健常な口腔環境との比較を行い，各状態
における特異的な構成種，さらにそのなかで
も重要な役割を果たしていると考えられる
種とそのゲノム解析を通じた役割を決定す
ることが健全な口腔環境が微生物学的にど
のように維持されているのかを明らかにす
るうえでも必須であると考えられる． 

２．研究の目的 

 口腔は多くの異物に曝され，体内に侵入し
てくる細菌の最初の門戸となる．この口腔細
菌叢解析を高精度に行い，どのように口腔微
生物環境の恒常性が維持されているのかの
メカニズムを明らかとすることを目的とす
る．口腔環境は複雑かつ変動が大きく，細菌
種，特に古細菌については，正確なデータは
存在しない．そこで，健常な口腔細菌叢と，
う蝕，歯周病時の細菌叢との比較解析から，
各状態に特異的な構成種を明らかとし，その
なかでも重要な役割を果たすと考えられる
種についてはゲノム解析をすることで細菌
叢による口腔恒常性維持機構の解明を目指
す． 

３．研究の方法 

本研究では，最初に「口腔にはどんな細菌種
がどれだけ生息するのか」という口腔環境に
生息する微生物を理解するうえで基盤とな
る結果を高精度に得る．口腔では，この基本
的と考えられるデータが未だ欠落しており，
特に，古細菌のデータについては歯周病との
関連がある種が一部報告されているものの，
多様性の報告はほぼ皆無である．そこで，当
研究室で独自に開発した細菌，古細菌の両者
を網羅する 16S rRNA 遺伝子の universal 

primerを用いて，健常な母子の 16組 32人，
う蝕と歯周病のそれぞれ 16 人の歯面プラー
ク，唾液を試料とし，一人約 32,000 配列に
ついて多様性解析を行い，定量的に比較する．
これにより，母子については，母，子のそれ
ぞれで特異的な構成種，また共通する構成種
を明らかにする．さらにこれら健常な口腔試
料とう蝕，歯周病試料の間で，特異的な構成
種を明らかにするとともに，各特異的な構成
種において，量的に重要な構成種を重要な役
割を果たしている種と仮定し，単離，ゲノム



配列の決定を 4株 (母，子，う蝕，歯周病に
ついてそれぞれ 1 株ずつ) について行う．こ
の高解像度細菌叢解析および重要な種のゲ
ノム解析に基づき，口腔の微生物学的な恒常
性がどのように維持されているのかを明ら
かにするとともに，健全性の評価基準となる
マーカーの探索を行う． 

４．研究成果 

Roche 454シーケンサーを用いて、最小 1500

本程度 (400bp) の 16S rRNA 配列を取得し
たのち、細菌叢解析を行った。母子間におい
て、特異的な細菌種を属レベルでは見つける
ことが出来なかった。しかしながら、検出さ
れる種の多様性については、子供のほうが高
いようであった。今回サンプリングした子供
は、7-10歳であったため、大人と細菌叢はも
う変わらない状態であったと考えられる。そ
の一方で、参考となる単離株のゲノム解析か
らは、細菌種が有する CRISPRが口腔の恒常
性に大きく関与していることが示唆された。 
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