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研究成果の概要（和文）： 
蛍光フィルター法によりヒト歯垢バイオフィルムのモニタリングを行った。105程度のＣ

ＦＵが得られたサンプルでは、嫌気培養でも同程度の細菌数が得られ、モニタリングとし

て有効であると考えられた。また、齲蝕発症のモデルとして利用される、げっ歯類のプラ

ークから、優勢菌として、Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Lactococcus 
garvieaeなどが検出された。マウスプラークの細菌構成が明らかとなったことにより、齲

蝕発症モデル実験のため一助となると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Plaque biofilm of humans was investigated using a rapid microbial cell counters and 
anaerobic cultures. On the samples of around 105 CFU counted, the same levels of bacterial 
counts were observed by the anaerobic cultures. While, indigenous plaque microbiota of 
mice was also analysed, and as a result, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, 
Lactococcus garvieae were detected as predominant bacteria. 
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１．研究開始当初の背景 
齲蝕の発生には、歯垢バイオフィルム内にお

ける細菌の構成割合，代謝産物，pＨなどが関
わっている。特に発症初期段階において、バイ
オフィルムのシフトが起こる。特に、mutans 
streptococciの割合は、レンサ球菌群の2％以
下であり、齲蝕発症初期段階における病原性細

菌の割合は必ずしも高くないことや、
non-mutans streptococciやActinomycesとい
った酸産生性・耐酸性の齲蝕関連細菌群が初期
段階に増加することが知られている。 
これは、発症初期段階のバイオフィルムでは、

病原性細菌の増加に先立ち「齲蝕関連細菌群」
が増加すること、健全歯面上バイオフィルムの
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細菌種と比較して量的・質的に違いがあること
を示している。 
小児の齲蝕は年々減少傾向にあり、歯科の果

たす役割は、治療から予防へと変化しており、
齲蝕の発症（特にその予兆）を科学的に予測す
ることが求められている。そのためには、初期
齲蝕発症前段階における齲蝕様病態の検出方
法、初期齲蝕のリスクの評価方法を多角的に構
築することが重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれに着目し、齲蝕関連細菌群を

モニタリングすることにより、発症初期段階に
おけるバイオフィルムのシフトを早期発見し、
齲蝕発症予防の指標とすることを目的とし、歯
垢バイオフィルムの細菌動態をモニタリング
するシステムの開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)蛍光フィルター法による細菌の定量的

解析を行った。口腔サンプルを採取し、蛍

光試薬およびポリカーボネート製メンブレ

ンフィルターを用いて、生菌数を計数した

。同時に嫌気培養を行い、生育した細菌数

を求めた。 

 

(2)齲蝕発症のモデルとして利用されるこ

との多い、げっ歯類のプラーク常在菌叢に

ついて解析した。生後3週齢および6週齢の

ICRマウスを用いて、深麻酔下にて上顎第一

臼歯を抜去し、緩衝液1.0 mLに浸漬し、健

全な歯面上に付着している細菌を浮遊させ

、培養用の試料とした。同緩衝液によって

希釈し、CDC血液寒天平板に接種し、嫌気お

よび好気培養し、CFUを求めた。１枚あたり

50個以下のコロニーが形成された平板上の

全てのコロニーからgenomic DNAを抽出後、

16S rRNAのユニバーサルプライマーでPCR増

幅した。得られたPCR産物を精製し、シーク

エンスを解析後、NCBIのBLAST search 

programを用いて、細菌種を同定した。 

 
４．研究成果 

(1)蛍光フィルター法によって、105程度のＣ

ＦＵが得られた口腔サンプルの場合、嫌気

培養でも同程度の細菌数が得られた。この

ことから、蛍光フィルター法は、歯垢バイ

オフィルムの細菌動態をモニタリングする

システムとして利用可能と考えられた。 

 
(2)３週齢マウスプラークの嫌気および好
気培養による CFU は、平均（8.88± 11.4）
×105および（7.53± 13.2）×105であった。

６週齢マウスプラークの嫌気および好気培
養による CFU は平均（4.70±4.67）×105

および（5.85±7.28）×105であった。 

3 週齢における優勢菌は、Enterococcus 
faecalis（53%）、 Escherichia coli（19%）, 
Lactococcus garvieae (8.5%)， 
Lactobacillus murinus (7.4%), 
Lactobacillus intestinalis (5.3%), 
Lactobacillus reuteri(4.3%), 
Staphylococcus lentus(1.1%)，Uncultured 
organism clone (1.1%)であった。 
6 週齢における優勢菌は Enterococcus 
faecalis（49%），Escherichia coli（34%）, 
Clostridium cocleatum(5.9%)，
Ruminococcus productus(2.9%), 
Uncultured organism clone (2.9%)，
Parabacteroides goldsteinii (1.5%)，
Eggerthella lenta (1.5%)であった。 
本研究において、マウスプラークの細菌構
成を培養法とシークエンス解析を組み合わ
せた分子生物学的手法によって初めて明ら
かとなった。この結果は、齲蝕発症モデル
実験のため一助となると考えられた。 
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