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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌性因子の全容解明の為には歯垢細菌叢の網羅的研究が求められるが、リファレン
ス情報の充実は不可欠である。本研究では、歯周病患者の歯垢から新菌種を含む臨床株を分離し、そのゲノム解析を行
うこととした。既知菌種との16S相同性が98.7％以下の株を17株分離し、特に相同性の低かった3株については新菌種候
補としてゲノムのドラフト配列の決定を行った。平行して、齲蝕病巣由来の既知菌種（B. dentium JCM 1195, S. inop
inata JCM 12537, P. denticolens JCM 12538）について全ゲノム配列の決定を行い、公的データベースに登録した。

研究成果の概要（英文）：To unravel the complex polymicrobial mechanisms involved in periodontitis, it is 
necessary to enhance the reference informations on the public databases for evaluation the pathogenic 
potential of the whole community. The aim of this study was to isolate clinical strains including novel 
species from dental plaque of patients with periodontitis and to determine the genome sequences. 
Seventeen strains that showed 16S homology of less than 98.7% to known species were isolated and three of 
those with particularly low homology were determined draft genome sequences as candidates of novel 
strain. On the other hands, complete genome sequencing of three known stains isolated dental caries, B. 
dentium JCM 1195, S. inopinata JCM 12537 and P. denticolens JCM 12538, was also performed. These strains 
are classified under the family bifidobaceriaceae. The sequence data for the genome have been deposited 
in DDBJ/GenBank/EMBL under the accession no AP012326, AP012334 and AP012333, respectively.

研究分野： 歯周病学
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１．研究開始当初の背景 
 歯周炎は、歯垢（プラーク）に起因する炎
症性疾患で、歯の喪失の二大原因の一つであ
る。プラーク中のいわゆる歯周病原細菌の持
つ病原性因子の作用により炎症が惹起され、
歯周組織の破壊、特に歯根膜と歯槽骨の喪失
を特徴としている。この分野の先人の研究で、
歯周病原細菌として多くの細菌種が歯周病
との関連を指摘されてきた。中でも、
Porphyromonas gingivalis 、 Tannerella 
forsythia、Treponema denticolaの３菌種は
極めて多くの基礎的、臨床的研究により歯周
病の原因菌として指示されている。しかし、
プラークは 700菌種とも 900菌種とも言われ
る複雑な細菌叢で構成されており、その全容
の解明は未だなされていない。未だ培養でき
ていない未知の菌種が約半数近く存在して
おり、それらの菌種と疾患との関係は不明で
ある。歯周病の病因を細菌学的に解明するた
めには、口腔細菌叢の全体像を、未知菌種も
含め、より詳細に把握する必要がある。 
 近年、目覚ましい解析技術の向上により、
大規模な核酸塩基配列の決定が可能になっ
た。その技術を細菌叢研究に応用したメタゲ
ノム解析がさまざまな環境の細菌叢につい
で実施され、ヒトの常在細菌叢についても
Human Microbiome Project（HMP）等の国際
プロジェクトが進行し、その理解に重要な役
割を果たしている。研究代表者らのグループ
は現在、歯周炎患者プラークのメタゲノム解
析を進めており、これまでに 5被験者 7サン
プルについてメタゲノム解析を行った。その
結果、約 244 万の予測遺伝子が得られ、その
うちの約 80 万遺伝子についての機能が推定
された。それらの機能カテゴリーの比較から、
歯周炎患者のプラークでは健常者のプラー
クと比較して、防御機構のカテゴリーに分類
される遺伝子が多いこと、歯肉縁下プラーク
では歯肉縁上プラークと比較して、細胞運動
性に関する遺伝子が多いことなどが判明し
た（未発表）。 
 メタゲノム解析では、得られた塩基配列デ
ータの基本解析として公的データベース上
の遺伝子情報を参照に相同性検索を行い、そ
の結果から各遺伝子の機能を推定する。した
がって、メタゲノム解析の解析精度は、その
データベースの充実度合いに依存する。研究
代表者らのグループで行ったプラーク細菌
叢のメタゲノム解析では、得られたメタゲノ
ムリードのうち、公的データベース中の配列
情報と有意な配列類似度をもつ割合は約 30%
であった。これは腸内細菌の場合が 60％以上
であることと比べると、全ゲノム配列解析が
実施された口腔細菌の数が極端に少ないこ
とを意味する。従って、タゲノム解析や 16S
解析によって、口腔細菌叢のが関与する疾患
の病態モデルの解明するためには、より多く
の菌種からのゲノム情報を取得し、公的デー
タベースを充実させる必要がある。このよう
な背景から、研究代表者らは、歯周病に関連

した細菌叢から臨床株の生菌分離を行い、全
ゲノム解析を実施すると同時に、これまでに
培養、同定されていなかった未知の口腔細菌
についても新菌種候補として解析すること
とした。 
 
２．研究の目的 
 プラークに棲息する細菌の半数は未分離
であることから、歯周炎に関わる菌種菌株と
その関与因子は、未だその全容が不明である。
従って、口腔由来細菌のゲノム解析を行い、
その結果を公的データベースに反映させる
ことは、将来的な、歯周病の病因の解明に大
いに貢献するものと考える。本研究では、以
下の二つの目的で研究を実施した。 
（１） プラーク由来の新菌種の分離 
 本研究では、プラーク由来の新菌種の分離
を含めた臨床株の獲得を1つの目標としてい
る。まず、本研究では、歯周病患者および健
常者よりプラークのサンプリングを行い、プ
ラーク細菌の臨床株を生菌分離し、16S 解析
により菌種の推定と系統解析を行う。分離さ
れた菌株の中で、約 1,400～1,500 bp の 16S
配列が既知の配列との相同性が 98.7％以下
の菌株については、性状試験や DNA-DNA ハイ
ブリダイゼーションの結果により、新菌種と
して提唱する。その菌株は、次世代シークエ
ンス装置を用いて全ゲノム配列を決定する。
また、他の環境からの分離が報告されている
菌種であっても、これまでに口腔内から分離
された報告がない菌種については、分離源の
異なる臨床株としてドラフト（概要）配列を
決定する。 
（２）  既知口腔関連菌種のゲノム解析 
本研究の２つ目の目的として、口腔由来の既
知菌種や標準株のゲノム解析を実施する。ゲ
ノム配列は個別細菌の性質に関わる研究の
みでなく細菌叢を網羅的に解析する研究に
おいても、重要な基礎情報となる。病原性や
生物学上重要な機能や特徴を有する菌種だ
けでなく、系統的に広範囲にわたる種類から
遺伝情報を得、それを集積することで、デー
タベースの利用価値は向上する。口腔由来の
細菌は分離同定されている既知菌種でも、全
ゲノム配列の決定が終了している株は 30％
程度と推定される。本研究では、データベー
スの充実を図るため、これまでに分離された
口腔細菌からいくつかの菌株を選択し、全ゲ
ノム配列の決定を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）プラーク由来の新菌種の分離 
①被験者の選択およびインフォームド・コン
セント 
 次の 2つのグループから被験者を募集する。 
１）歯周病患者：愛知学院大学歯学部附属病
院歯周病科を受診し、特記すべき全身疾患を 
有さず、慢性歯周炎患者。 
２）健常者：愛知学院大学歯学部附属病院口
臭外来、成人矯正外来等を受診し、特記すべ 



き全身疾患を有さない、歯周組織健常者。 
インフォームド・コンセントは、説明用の文
書を用いて口頭による説明を行う。同意は文
書で得る。 
②サンプリング 
 歯周病患者からは、刃部を鈍化させたグレ
ーシータイプキュレットを用い、歯周ポケッ
ト最深部の歯肉縁上プラークと歯肉縁下プ
ラークを採取する。健常者からは、最も沈着
量の多い部位の歯肉縁上プラークを採取す
る。採取したサンプルは、ただちに嫌気パッ
ク（アネロパック、三菱ガス化学）し、嫌気
状態にて冷蔵（4℃）にて輸送する。それら
のサンプルは、24 時間以内に培養あるいは
20％（v/v）グリセロールを用いた凍結処理
（Morita et al., Microbes Environ, 2007）
を行う。 
③生菌分離 
 各サンプルは、事前に窒素ガスでバブリン
グにより脱気した生理食塩水によって10-4ま
で段階希釈する。各段階希釈液 100 μlを BL
寒天培地と EG 寒天培地に塗沫し、37℃で 48
時間、嫌気培養する。 
④コロニー計測、純化継代培養、16S 解析 
 形成されたコロニーを計測し、新たな各寒
天培地を用いて純化する。純化したコロニー
を用いて、16S 配列のコロニーPCR を行い、
精製した鋳型 16S について、Big Dye 
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit およ
び ABI 3730 シークエンサー（共に Applied 
Biosystems）にて塩基配列の決定を行う。得
られた 1,500 bp 以上の配列について相同性
検索と系統解析を行う。 
⑤新菌種候補の解析 
 既知菌種との16S相同性が98.7％未満の菌
株については新菌種候補として、詳細な性状
試験とドラフト配列の決定などにより新菌
種であるかについての検討を行う。新菌種と
推定された菌株については、ゲノム DNA の抽
出を行ない、ショットガン法による全ゲノム
配列の決定を行う。 
⑥既知菌種の分離株への対応 
 既知菌種との16S相同性が98.7％以上の菌
株のうち、これまで口腔からの分離の報告が
ない臨床株については、ドラフト配列の決定
を行う。得られた塩基配列データを可能な限
りアッセンブルした後、全ゲノム配列の決定
している株のデータをもとにコンティグ配
列の並び順を推察し、ドラフト配列を生成す
る。 
⑦新菌種候補の全ゲノム解析 
DNA 配列の決定には、パイロシースエンス法
を応用した次世代シークエンサーを用いる。
リダンダンシー（冗長度）は 10 とする。専
用ソフトウェアにて配列のアッセンブリを
行い、コンティグ配列を得る。ギャップ領域
はクローニングして、直接、サンガー法にて
配列の決定を行い、最終的に制度の高い完成
配列を得る。 
⑨データベース登録 

 本研究で得られた DNA 配列は、公的データ
ベースに登録し、リファレンス情報として利
用できるようにする。 
（２）既知口腔関連菌種の全ゲノム解析 
①全ゲノム解析を行う細菌株 
以下の 3 菌種について全ゲノム解析を行う。 
１）Bifidobacterium dentium JCM 1195T 
２）Scardovia inopinata JCM 12537T 
３）Parascardovia denticolens JCM 12538T 
②全ゲノム解析 
ゲノム DNA の抽出を行ない、ショットガン法
による全ゲノム配列の決定を行う。１）の⑦
の通りに実施する。 
 
４．研究成果 
（１）プラーク由来の新菌種の分離 
１）サンプリングおよび生菌分離 
４名の歯周病患者よりプラークを採取し、 
生菌の分離を行った。健常者からのサンプリ
ングは実施しなかった。分離作業により合計
で60株の継代可能な菌株を分離、純化した。 
２）16S 配列の相同性検索 
分離した 60 株について 16S 解析を行った。
コロニーPCR にて増幅した 16S 遺伝子を鋳型
にして、塩基配列の決定を行い、その配列デ
ータを元に、相同性検索を行ったところ、既
知菌種と 98.7％以下の相同性しか持たない
菌株が 17 株得られた。これらの株のうち特
に相同性が低い３株を新菌種候補として以
後の解析を行うこととした。 
３）完全 16S 配列の決定 
得られた 3株については 16S遺伝子について
完全な配列の決定を行った。その結果、２株
は Streptococcus 属、１株は Veillonera 属
の近縁種であると推定された。 
４）性状試験と全ゲノム解析 
新菌種候補 3株について、全ゲノムの塩基配
列の決定を行うこととし、まず、ショットガ
ン法にてドラフト配列を得た。現在、全ゲノ
ム配列の決定と併せて性状試験の実施中で
ある。解析は終了しておらず、研究期間中に
新菌種として配列情報をデータベースに登
録することはできなかった。 
（２）既知口腔関連菌種の全ゲノム解析 
１）本研究で解析を行った菌株 
本研究では B. dentium JCM 1195T、S. 
inopinata JCM 12537T 、P. denticolens JCM 
12538Tについて全ゲノム解析を行った。これ
らの菌種はいずれもヒトの齲蝕病巣から分
離された菌株で、かつては Bifidobacterium
属に分類されていた近縁種である。
Bifidobacterium属は腸内細菌として知られ
るが、B. dentium JCM 1195Tは、腸内のみな
らず、活動性の高い齲蝕病巣からも検出され、
齲蝕の病原性と関連すると考えられている。
BANA 分解活性を示す酵素を産生することか
ら、歯周病との関連も考えられている。S. 
inopinata JCM 12537Tは、齲蝕病巣やプラー
ク中から検出される他、胃の低酸症患者から
も分離したとの報告がある。P. denticolens 



JCM 12538Tは、齲蝕病巣やプラーク中からだ
けでなく、近年ではインプラント周囲炎病巣
からの分離も報告されている。 
２）B. dentium JCM 1195Tのゲノムの概要 
B. dentium JCM 1195Tのゲノムは、プラスミ
ドを含まない環状染色体からなり、全塩基配
列のサイズは 2,635,669 bp であった。１カ
所のclustered regularly interspaced short 
palindromic repeats（CRISPR） 領域とその
上流に５つのCRISPR関連遺伝子が見られた。
タンパク質をコードしていると予想される
遺伝子は 2,141 個であった。それらのうち
1307 個は B. adolescentis ATCC15703Tに保存
されており、残りの 834 個の遺伝子では、炭
水化物の利用に関する遺伝子クラスターが
多数含まれていた。 
３）S. inopinata JCM 12537Tのゲノムの概要 
S. inopinata JCM 12537Tのゲノムは、プラス
ミドを含まない環状染色体からなり、全塩基
配列のサイズは 1,797,862bp であった。１カ
所の CRISPR 領域とその上流に 3つの CRISPR
関連遺伝子が見られた。このゲノムサイズは
bifidibacterium属の菌種に比べて小さかっ
た。 
４）P. denticolens JCM 12538Tのゲノムの概
要 
P. denticolens JCM 12538Tのゲノムは、プラ
スミドを含まない環状染色体からなり、全塩
基配列のサイズは 1,890,857 bp であった。
１カ所の CRISPR 領域とその上流に７つの
CRISPR 関連遺伝子が見られた。タンパク質を
コードしていると予想される遺伝子は 1,548
個であった。P. denticolens JCM 12538Tは、
Bifidobacteriaceae 科の系統樹上で S. 
inopinata JCM 12537Tと近縁の菌株であるた
め、両者のゲノムを比較したところ、1,070
個の遺伝子が保存されていた。 
５）公的データベースへの登録 
これらの菌株のゲノム配列情報は
DDBJ/GenBank/EMBL に登録された。アクセッ
ション番号は、B. dentium JCM 1195T、S. 
inopinata JCM 12537T 、P. denticolens JCM 
12538Tの順でそれぞれ、AP012326、AP012334、
AP012333 である。 
（３）研究成果のまとめ 
本研究で第一の目的とした新菌種臨床株の
分離は、候補株を 3株分離し、ゲノム配列の
解析を開始したが、研究期間中に解析が終了
しなかった。しかし、同時平行で解析を進行
していた既知菌種のゲノム解析は、3菌株の
ゲノム解析を終了した。これらの配列情報は、
系統分類や臨床的解析など、今後のこれらの
菌株の研究において、極めて有用な情報とな
ると思われる。 
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