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研究成果の概要（和文）：う蝕未経験群のプラーク中の Gemella属の分布割合はう蝕経験多発群

に比べて高い傾向が認められた。また、Gemella 属の菌種の分布割合はう蝕未経験群のプラー

クでは形成課程を通じて G. haemolysansが高い割合を占めたのに対し、う蝕多発群では形成初

期はう蝕未経験群と同様にほとんど G. haemolysans であったが、後期ののプラークでは G. 
haemolysans のみではなく、G. morbillorumと G. sanguinisが高い比率で検出された。以上の

結果から、プラーク中の Gemella 属の分布割合ならびに菌種が両群で異なっていることが明ら

かとなり、Gemella 属の菌種がう蝕抑制的な影響を及ぼしている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The distribution rate of Gemella in the plaque of the caries-free 
group showed the high tendency compared with that of the caries-experienced group. In 
the plaque of the caries-free group, G. haemolysans was detected predominantly during 
the biofilm formation stage. On the other hand, in the plaque of caries-experienced group, 
G. morbillorum and G. sanguinis were detected by the high ratio in the late stage, while 
G. haemolysans showed the high distribution rate in the early stage. These results 
indicate that the distribution rates of Gemella and Gemella spieces in a plaque differ 
between both groups, suggesting that Gemella may be involved in caries incidence. 
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１．研究開始当初の背景 
 う蝕発症にバイオフィルムとして形成され
るデンタルプラークが決定的な病原因子と
して働くことは周知の事実であり、その成熟
に伴い、細菌の種類ならびに各細菌の割合が
変化し、病原性が増していくことは古くから

知られている。しかしながら、プラークを構
成している細菌叢の経時的変化の根拠とな
っているのは未だに、1967年に Ritz HL が培
養 法 を 用 い て 行 っ た 研 究 結 果 で あ り
（ Microbial population shifts in 
developing human dental plaque, 1967）、
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また、各個人のプラーク構成細菌の個体差を
考慮に入れて、プラークの成熟過程を明らか
にした報告は未だ無い。そこで、我々は平成
20 年度の萌芽研究において、う蝕の全くな
い者 10 名、う蝕が多発している者 9 名の合
計 19 名に対して、焼結体合成ハイドロキシ
アパタイトのプレートを結合した義歯様装
置を装着してもらい、装置装着後 1，2，3，
4，5，7 日目のプラークの細菌叢を、クロー
ンライブラリー法に代わる新しい細菌叢分
析法として、最近我々の研究室で新規に開発
に 成 功 し た 改 良 Terminal restriction 
fragment length polymorphism (T-RFLP) 
法を用いて分析し、プラークの経日的変化
を比較検討した。その結果、両群にそれぞれ
4 つずつの特異的なピークが認められ、う蝕
未経験群ならびにう蝕多発群においてプラ
ークの細菌叢全体の構成に顕著な違いがあ
ることが明らかになり、ミュータンス連鎖球
菌を主要なう蝕原性細菌とする従来のう蝕
病因論だけでは十分に説明できなかった成
人のう蝕発症メカニズムの解明に向けて大
きく前進した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、う蝕原性プラークならび
に非う蝕原性プラークに特異的に存在する
細菌種をすべて特定し、それらの生化学的性
状ならびにう蝕発症への関与を明らかにす
ることで、新たなう蝕原性細菌あるいはう蝕
抑制細菌を同定し、新規成人う蝕病因論を確
立することである。 
 先の萌芽研究の結果、う蝕未経験群を特徴
づけているピーク 49 の分布割合はう蝕多発
群に比べてう蝕経験のない群で極めて高い
ことが確認された。各ピークに対応する細菌
種を我々の構築した口腔細菌データベース
で検索したところ、ピーク 49 はほとんどが
Gemella 属の細菌種であることが明らかとな
り、Gemella 属の菌種にはう蝕を抑制する働
きがある可能性が示唆された。近年、
Streptococcus oligofermentans がう蝕細菌
の産生した乳酸を酸化することで過酸化水
素を発生し、う蝕細菌の生育を抑制すること
が報告されており（J Bacteriol, 2007）、
Gemella 属の菌種のう蝕抑制機構を解明する
ことは非常に興味深い。一方、他のピークに
ついては、複数の菌属がその候補として挙
げられ、特定の細菌の同定には至っていな
い。さらなる解析により、う蝕発症に関与
する新たな細菌種を同定することは、新規成
人う蝕病因論の進展、確立へと繋がる。 
 
３．研究の方法 
被験者 
DMFT が 0 の者［う蝕未経験群］9 名、9 以
上の者［う蝕多発群］10 名を対象とした。

ハイドロキシアパタイト（HA）ディスクを結
合した義歯用装置を装着させ、装置装着後 1，
2，3，4，5，7 日目の HAディスク上よりプ
ラークを回収した。加えて、唾液を採取した。 
 
       表 1 被験者の特性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
DNA 抽出 
プラークおよび唾液中の細菌からの DNA抽出
はジルコニウムビーズとボルテックスミキ
サーを用いて行われた。 
 
リアルタイム PCR法による菌数の同定 
プラークおよび唾液中の総菌数の測定には
検量線サンプルに Streptococcus mutans 
UA159 を用いた。リアルタイム PCR 法は SYBR 
Green I検出系により行った。 
 
クローンライブラリー法 
約 700 bpの 16S ribosomal DNA断片を増殖
し、pBluescriptSK に挿入して塩基配列を決
定した。 
 
Gemella 属の釣菌 
 被験者の歯面からプラークを採取し、段階
的希釈を行ってコロンビア CNA5%ヒツジ血液
寒天培地に接種した。5% CO2存在下で培養し、
コロニー形態を観察して、Gemella属を釣菌
した。その際、ATCC より購入した Gemella 属
の標準株である G. haemolysans ATCC 10379、
G. morbillorum ATCC 27824 および G. 
sanguinis ATCC 700632のコロニー形態を参
考にした。 
 
Gemella 属の同定 
 釣菌したコロニーを再びコロンビア CNA5%
ヒツジ血液寒天培地に接種し、増殖した菌体
より染色体 DNA を抽出した。Gemella属特異
プライマーを用いて PCRを行い、16S 
ribosomal DNA断片（約 700 bp）の増殖を確
認した。 
 さらに、菌種を同定するために、約 1300 bp



 

 

の 16S ribosomal DNA断片を増殖し、塩基配
列を決定した。 
 ATCCより購入した Gemella属の 3標準株に
ついても、同様に、約 1300 bpの 16S ribosomal 
DNA断片の塩基配列を決定し、被験者から得
られた塩基配列と比較した。 
 
分離した Gemella 属細菌種の生化学的性状 
 アピストレップ 20（シスメックス・ビオメ
リュー社）を用いて、分離した Gemella属細
菌種の生化学的性状を調べた。測定はキット
に添付された文書に従って行った。 
 
生育阻害実験 
 菌の濁度 (OD550の吸光度)を同一にした S. 
mutans UA159株および Gemella属標準株 3菌
種ならびに被験者から分離同定した Gemella
属を Brain heart infusion (BHI) 寒天培地
に 5 µl滴下し、5% CO2存在下で培養した。２
日間培養後、菌の生育を観察した。  
 
４．研究成果 
う蝕未経験群とう蝕多発群における HＡ上に
形成されたプラークならびに唾液中の細菌数
の比較 
 総菌数に関しては、う蝕多発群のプラーク
の方がう蝕未経験群のプラークに比べて形
成初期に有意に多かった。Gemella 属菌数は
両群で有意な差は形成過程を通じて認めら
れなかった。唾液中の総菌数ならびに
Gemella 属菌数は両群で差がなかった。
Gemella 属の分布割合は 5 日目までう蝕経験
多発群に比べて高い傾向が見られ、2 日目と
4 日目に有意差が認められた。7 日目になる
と両者の間に Gemella属の分布割合の違いは
なかった（図 1）。 

 
 図2に示すように、う蝕未経験群のプラーク 
中のGemella属の割合は5日目までう蝕多発群
に比べて高い傾向が見られ、2日目と4日目に
は有意差が認められた。 
 
 

HＡ上に形成されたプラークおよび唾液中の
Gemella 属の菌種同定 
 1日目のプラーク中に存在するGemella属は
両群共にほぼG. haemolysansであった。4日目
と7日目のプラークではう蝕未経験群に比べ
てう蝕多発群においてG. haemolysansのみで
なく、G. morbillorumとG. sanguinisもが高
比率に検出された（図3）。 
 唾液中に存在する Gemella属はプラーク中
に比べて両群とも G. sanguinis の分布割合
が多くなった（図 4）。しかしながら、プラ
ークと同様に唾液でも、う蝕多発群に比べて
う蝕未経験群で G. haemolysans が有意に多
く検出された。う蝕未経験群とう蝕多発群の
Gemella属菌種の平均分布を図 5に示す。 
以上の結果より、Gemella 属の菌種構成はう
蝕未経験群とう蝕多発群で異なっており、 
Gemella 属の菌種がう蝕抑制的な影響を及ぼ
している可能性は示唆された。 
 
   図 3 プラーク中の Gemella 属の菌種の比較 



 

 

  図 4 唾液中の Gemella 属の菌種の比較 

 

図 5 う蝕未経験群とう蝕多発群の Gemella 属菌種の  

    平均分布 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
被験者から分離された Gemella 属の同定 
 う蝕多発群の被験者 8 名中 4名より
Gemella属 6 種（表 2）、およびう蝕未経験群
の被験者 9名中 7名より Gemella属 12種（表
3）を分離した。約 1300 bp の 16S ribosomal 
DNA断片の塩基配列解析の結果、う蝕未経験
群から分離した Gemella属 12 種の内訳は、
G. haemolysans 2種、G. morbillorum 10種、
G. sanguinis 0種であった。一方、う蝕多発
群から分離した Gemella属 6 種はすべて G. 
morbillorum であった。 
 しかしながら、標準株と塩基配列が 100%
一致したのはう蝕未経験群の被験者１名か
ら分離された 2 種のみであった。尚、今回決
定した Gemella属標準株の塩基配列はデータ
ベースに登録されているものと 100%一致し
た。 
 
 

 

 

表 2 う蝕多発群の被験者から分離された Gemella 属菌種

の塩基配列解析 

表 3 う蝕未経験群の被験者から分離された Gemella 属菌

種の塩基配列解析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
分離したGemella属細菌種の生化学的性状 
Gemella属標準株ならびに被験者より分離し
たGemella属菌種の生化学的性状を表4に 
示す。塩基配列でG. haemolysansと推定され
た2菌種は生化学的性状に関してもG. 
haemolysans 標準株と類似していた。 
 
Streptococcus mutansの生育に対するGemella
属の影響 
 Gemella 属の標準株 3 菌種はすべて S. 
mutans UA159株に対して生育阻害効果を示さ
なかった。一方、S. mutans UA159 株は G. 
morbillorum ATCC 27824に対して生育阻害効
果を示したが、G. haemolysans ATCC 10379
および G. sanguinis ATCC 700632 の生育に
は影響しなかった（図 6）。また、Gemella
属 3 菌種間に阻害効果は認められなかった。
生育阻害実験においては S. mutans UA159株
と Gemella属菌種の菌液を同時にスポットす
る方法と事前に Gemella属菌種をスポットし
ておく方法を試してみたが、どちらも結果は
同じであった。 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
図 6 Gemella 属標準株 3 菌種に対する 

    S. mutans UA159 株の生育阻害効果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 被験者より分離した Gemella 属菌種と S. 
mutans UA159株について生育阻害効果を調べ
た結果、塩基配列で G. haemolysans と推定
された 2 菌種は G. haemolysans ATCC 10379
株と同様に S. mutans UA159 株によって生育
を 阻 害 さ れ な か っ た 。 そ の 他 の G. 
morbillorum と推定された分離株に関しては
すべて S. mutans UA159株により生育阻害を
受けた。 
 

 
被験者から採取した歯面プラーク中の Gemella
属菌種の分布 
 培養法により同定されたプラーク中の
Gemella属細菌種は、う蝕未経験群では 12菌
種中 10 菌種 (83%)が G. morbillorum、2 菌
種 (17%) が G. haemolysans であり、う蝕多
発群では 6 菌種すべてが G. morbillorum で
あった。ハイドロキシアパタイト上に形成さ
れた 7日目のプラークの菌叢解析では、う蝕
未経験群では 9 名の被験者のうち 8 名に G. 
haemolysans が 90%以上存在し、う蝕多発群
においても、10 名中 3 名は G. haemolysans
が 90%以上検出された。これらの違いの原因
が培養法によるものかどうか明らかにする
ために、再び被験者の歯面からプラークを採
取し、以前行ったのと同様のクローンライブ
ラリー法を用いて、被験者 4 名の歯面プラー
ク中の Gemella 属 3菌種の分布を調べた（表
5）。被験者 4 名はすべてハイドロキシアパ
タイト上に形成された 7日目のプラークから
は G. haemolysansが 90%以上検出されていた
が、今回の結果では 2名から 3菌種すべてが
検出され、残りの 2 名からも 2菌種が検出さ
れた。さらに、G. haemolysansが主流である
者はひとりもいなかった。 
 
 表 5 被験者から採取した歯面プラーク中の   

      Gemella 属菌種の分布 

 
 
 
 
 
 
 う蝕が多発する被験者とう蝕経験のない被
験者のそれぞれから Gemella属の細菌種を分 



 

 

離培養して、それぞれの性質の特徴の解明を
試みた。Gemella属の細菌種用の選択培地がな
いため、各被験者からGemella属の細菌種を分
離することは困難を極めたが、最終的にはう
蝕多発群から6株とう蝕未経験群から12株の
Gemella属の細菌種が分離でき、これらの生化
学的性状も明らかになった。 
 また、実験プラークの遺伝子レベルの網羅
的解析ではう蝕未経験群にG. haemolysansが
多いという結果であったが、実際の歯面プラ
ークからの分離頻度はう蝕未経験群およびう
蝕多発群のいずれからもG. morbillorumが最
も高頻度で分離された。実験プラークと実 
際の歯面プラークとの結果の違いは今後の研
究課題であると思われる。 
 また、G. haemolysans, G. morbillorum, G. 
sanguinisがS. mutansとの生育阻害に及ぼす
影響を調べたが、いずれの細菌種もS. mutans 
の生育を阻害しなかった。その一方で、遺伝
子レベルの網羅的解析でう蝕多発群により多
く認められたG. morbillorum の生育がS. 
mutansによって阻害されたことは興味深い結
果であり、今後の検討の余地がある。 
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