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研究成果の概要（和文）：口腔内未露出の腐骨形成を認める病期Stage II顎骨骨髄炎患者、インプラント周囲
炎・歯周炎を同一口腔内に有する患者から試料を採取後、16S rDNA、16S rRNAの配列情報を取得・解析した。イ
ンプラント周囲炎・歯周炎の解析で、①細菌種の組成比は疾患間で大きく異なるが，細菌叢全体が保有する機能
遺伝子組成は類似する②細菌の存在量が必ずしも細菌の活動性と相関しないことが明らかとなり、③高い活動性
を保有する細菌種同士が構成する共起ネットワークは両疾患間で大きく異なり、病態の違いに関与することが示
唆された。本解析手法を顎骨骨髄炎サンプルにも適応することで病態解明および新規治療法の提案が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Both 16S rDNA and 16S rRNA sequence data was obtained from the patients with
 osteomyelitis of the jaw in stage II (sequestrum was formed but not exposed in the oral cavity). 
Furthermore, sequence data was obtained from the patients with both peri-implantitis and 
periodontitis. In the analysis of peri-implantitis and periodontitis, it was revealed that the 
community structure of core bacteria with high activity differed from that of the core microbiome 
determined by only 16S rDNA. Moreover, there was no correlation between relative abundance and the 
bacterial activity. Furthermore, despite the conspicuous difference in bacterial composition, the 
predicted functional profiles of the 2 diseases were quite similar. Finally, we revealed that the 
bacterial species forming the core connection of the co-occurrence network and its structures were 
quite different between the 2 diseases. These data may provide a possible explanation for the 
differing tractability of these diseases. 

研究分野： 外科系歯学

キーワード： 複合感染症　顎骨骨髄炎　メタ16s解析　メタゲノム解析
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ヒトに関連する感染症の80%以上は，バイオフ

ィルム形成を伴う複合感染症である(NIH, 

1999)．バイオフィルムは，種々の細菌に定着

の場を与える上，抗菌薬および宿主側の生体

防御に対して抵抗性を示すため，疾患が難治

性となる傾向にある．近年，複合感染症を考

慮に入れた，従来の感染症治療の改善または

新規の治療の開発が求められている(Kim et 

al, Lancet, 2005).口腔内には約700 種の細

菌が存在しており，その68%は培養困難である

ことが報告されている(Dewhirst et al, J 

Bacteriol. 2010)．その一部の細菌が顎顔

面・口腔領域で様々な感染症を惹起する． 

 顎骨骨髄炎も口腔内細菌が原因で発症する

と考えられている感染症の一つであり，従来

の抗菌薬・外科治療が奏効せず，慢性化・重

傷化する症例も依然認める． また，骨粗鬆症

治療薬に関連した骨髄炎Bone-modifying 

Agent-related Osteonecrosis of the jaw

（BRONJ: 骨関連薬剤による顎骨壊死の総称）

患者が近年増加傾向にある（Baltensperger 

et al, “Osteomyelitis of the jaws”, 

Springer. 2009）．BRONJ でも発症と細菌感

染との関与が示唆されてはいるが(Anavi-Lev 

et al, Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral 

Radiol, 2013)，その詳細は解明されていない．

従来の治療に抵抗性を示して重症化する慢性

顎骨骨髄炎の発症機序・病態の解明と有効な

治療法の提案のためには，その基盤となる細

菌学的病因を明らかにする必要がある．すな

わち、「どのような機能を有する細菌が，代

謝や遺伝子発現においてどのように相互作用

して生存しているか」を明らかにする必要が

ある．  

 

２．研究の目的 

申請者は，細菌種、薬剤耐性遺伝子、病原性

遺伝子代謝関連遺伝子の情報を統合した顎骨

骨髄炎細菌叢に関するデータベースを作成し，

そのデータベースをもとに顎骨骨髄炎に対す

る効果的な診断法・治療法を開発することを

最終目的とする．さらに，これらの機能遺伝

子を保有する活性の高いキーストーン種（疾

患の発症・維持の鍵となる種）と古細菌、キ

ーストーン種と同等の機能を有することで，

キーストーン種が抗菌薬等で除去された後も

ネットワークを維持すると考える菌種を同定

し、微生物間ネットワークのレジリエンス（復

元力）を明らかにするとことで，顎骨骨髄炎

の慢性化の機序を解明する． 

 

３．研究の方法 

 40症例を目標とし，東京医科歯科大学歯学

部倫理委員会第732 号に則り，同意を得た患

者で，①骨病変が存在し，②外科療法が適用

となった患者の中で，③糖尿病・ステロイド

の長期投与経験がある者を除いた患者より検

体採取を引き続き行う．DNA/RNA の抽出は，

上記先行研究を応用して実施する． 

 また、東京医科歯科大学倫理委員会第 661

号に則り、本学歯周病科に受診している患者

で、インプラント周囲炎と歯周炎との両疾患

に罹患している 11 名を被験者として検体採

取を行い、細菌叢解析を行い、解析プロトコ

ルを確立した。インプラント周囲炎・歯周炎

の検体採取、解析は下記の手法で行った。 

 罹患部位の歯肉縁上プラークを除去後、ポ

ケット最深部にペーパーポイントを挿入し

て縁下プラークを採取した。サンプルから

DNA および RNA を抽出し、抽出した RNA から

は cDNA を合成した。ユニバーサルプライマ

ーを用い、PCR 方で 16S rDNA および 16S rRNA

の V3 – 4 領域を増幅した。増幅産物は電気

泳動法で視覚化し、抽出・精製した。ライブ

ラリー調整後、MiSeq を用いて塩基配列取得

した。 

 獲得した塩基配列は解析ソフトウェア

USEAECH を用いてキメラ配列除去およびクオ

リティの低いリード数の除去した後、97%の

配列の相同性で Operational taxonomic 



units（OTU）を作製した。その後、BLASTN お

よび GREENGENES database を用いて塩基配列

類似性検索して種レベルでのアサインメン

トを行い、系統解析した。各サンプルの種多

様性は、OTU 数、Shannon 指数で調べた。ま

た、サンプル間でコミュニティ構造を比較す

るために主座標分析を行った。さらに、16S 

rDNA および 16S rRNA の存在比（16S rRNA/16S 

rDNA 比）を計算して細菌の活動性指標とし、

各細菌種の活動性を評価して生菌を選定し

た。本研究では、上記活動性指標の値が平均

で1以上の細菌を高い活動性を保有する細菌

種と定義した。 

 次に、メタゲノム予測ソフトウェア PICRUS

ｔおよび機能遺伝子解析パイプライン HUMA

ｎN を用い、各疾患の細菌群が保有する機能

遺伝子を比較解析した。さらに、活動性の高

い細菌同士の共起関係を解析するために、ス

ピアマンの順位相関係数を算出しヒートマ

ップを作成した。また、上記スピアマンの順

位相関係数を用い、優位に共起関係を保有す

る活動性の高い細菌同士の共起ネットワー

クを Cytoscape にて解析した。 

 

４．研究成果 

前処理後の 7,493,910 本（27,277 ~ 628,962

本：平均 170,316 本）のリードを用いて以下

の解析に使用した。 

 16S rDNA、16S rRNA 配列から細菌種数を種

レベルでみたところ、合計で 524 菌種（イン

プラント周囲炎では 16S rDNA 配列で平均

243.5菌種、16S rRNA配列で平均267.7菌種、

歯周炎では16S rDNA配列で平均240.2菌種、

16S rRNA 配列で平均 260.9 菌種）が同定され

た。両疾患で種多様性に有意な差は認めなか

った。一方で、細菌種の組成比は、疾患間だ

けでなく、同一の疾患内の被験者間でも大き

く異なることが明らかになった。このことか

ら、両疾患の細菌叢は、同一の疾患であって

も抗菌薬等による口腔内の環境変化応じて

細菌叢の組成比が変化する可能性がある。

 
 次に細菌の活動性に着目し、慢性期におけ

るインプラント周囲炎および歯周炎の罹患

部位で直接的に疾患に関与している細菌種

を特定した。その結果、インプラント周囲炎

では 58 菌種、歯周炎では 51 菌種が活動性の

高いコア・マイクロバイオームとして選定さ

れた。従来、Red complex に属し歯周炎の発

症、進行に関与すると報告されている

Porphyromonas gingivalisは、両疾患におい

て存在比は 5%以上であったが、その活動性は

いずれの疾患でも低かった（16S rRNA／16S 

rDNA 比：約 0.6）。細菌の存在量および活動

性に関しスピアマンの順位相関係数を計算

したが、細菌の存在量と活動性の間には有意

な正の相関を認めなかった。上記活動性の高

いコア・マイクロバイオームのうち、20菌種

および 13 菌種はインプラント周囲炎および

歯周炎でのみ選定されており、疾患の進行速

度または治療効果の差異に生み出す要因に

な っ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
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Fig. 2

CHASt detected in both diseases

 
 次に、解析ソフトフェア PICRUSt および

HUMAnN を使用して予測されたメタゲノムか

ら両疾患の細菌叢の機能組成を解析した。そ

の結果、インプラント周囲炎および歯周炎の

細菌叢から KEGG orthology で 145 のオーソ

ログが検出され、両疾患で機能組成は類似し

ていることが明らかとなり、ANOSIM の値

（R=0.1029、p=0.069）からも類似性が示さ

れた。同一疾患のサンプル間で細菌種の組成

比が異なるにも関わらず機能組成が類似し

ていることから、口腔環境の変化等によって

細菌種組成が変化しても細菌叢全体の機能

は維持できる頑強性を両疾患の細菌叢が保

有する可能性があると考える。一方で、活動

性の高い群と低い群とで機能を比較すると、

両群で保有する機能が異なることが PCoA か

ら示された。そこで、各疾患で活動性の高い

コア・マイクロバイオーム群に着目し、保有

する機能を比較した。その結果、Bacterial 

chemotaxis と Flagellar assembly に関与す

る機能遺伝子が歯周炎において有意に発現

されていることが示された。上記機能は細菌

の可動性または定着に関与する機能であり、

歯科インプラントおよび歯根の形態的複雑

さの違いから発現量の差が生じている可能

性があると考える。 

 さらに、活動性の高い細菌種同士の共起関

係を解析した。その結果、両疾患で共起パタ

ーンに明らかな違いはなく、両疾患とも同一

の門に属する細菌種は正の相関を有する傾

向があった。この傾向は、特に Firmicutes

門および Synergistetes 門で顕著であった。

インプラント周囲炎では TG5 sp. 同士が最も

強い相関を示し、歯周炎では Streptococcus 

salivariusと Streptococcus sp.が最も強い

相関を示した。また、歯周炎群では、Red 

complex に属し、当該疾患の進行に大きく関

与 す る と 報 告 さ れ て い る Tannerella 

forsythiaと Treponema denticolaとは有意

に正の相関をしていなかった。 

 さらに、有意に強い正の相関を示す細菌種

同士が構築する共起ネットワークの解析を

行った。その結果、インプラント周囲炎から

は 4つ、歯周炎からは５つの共起サブネット

ワークが抽出された。インプラント周囲炎で

は、主要なサブネットワークは 8個のノード

から構成され、クラスタリング係数は 0.358

であった。一方で、歯周炎の主要なサブネッ

トワークは 16 個のノードで構成され、クラ

スタリング係数は 0.573 であり、インプラン

ト周囲炎の主要なサブネットワークに比べ

てより複雑な構造を有することが明らかに

なった。インプラント周囲炎の主要なサブネ

ットワークでは、Capnocytophaga gingivalis

がネットワークのハブとなっており、C. 

gingivalis を除去するとサブネットワーク

は構造が維持できないことが示唆された。歯

周炎では、T. forsythiaおよび T. denticola

が、有意な共起関係を有していないにも関わ

らず同一の主要なサブネットワークに存在

し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 T. 

forsythiaと T. denticolaとが同一の共起ネ

ットワークに存在するためには、Treponema 

sp.oral taxon260, Campylobacter showae, 

TG5 sp. または Desulfobulbus sp.が媒介と

して存在する必要がある可能性が示唆され

た。このような共起ネットワークの構造の違

いが、両疾患の病態の差を生み出している可



能性が示された。 

 本研究では、細菌叢が異なる細菌種組成を

有するにも関わらず、類似した機能を維持す

る頑強性の可能性が示唆された。また、細菌

の活動性に着目することで、高い活動性を持

つ細菌群の違い、それらが形成する共起ネッ

トワークの構造の差異が明らかとなった。こ

のような差異がインプラント周囲炎および

歯周炎の進行速度や治療効果の違いに寄与

していると考える。本解析の手法および結果

と、メタゲノム、メタトランスクリプトーム

解析から得られるビッグデータを併せて解

析していくことで、インプラント周囲炎だけ

でなく、顎骨骨髄炎を含む口腔内複合感染症

の病態解明に役立つことが期待される。 
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15: Enhydrobacter  sp. (OTU 59)
16: Neisseria pharyngis (OTU 50)
17: Enterobacteriaceae sp. (OTU 79)
18: TG5 sp. (OTU 197)
19: TG5 sp. (OTU 2)
20: TG5 sp. (OTU 244)
21: TG5 sp. (OTU 3)
22: TG5 sp. (OTU 469)
23: TG5 sp. (OTU 489)
PT−1: Corynebacterium sp. (OTU 82)
PT−2: Rothia dentocariosa (OTU 357)
PT−3: Rothia aeria  (OTU 58)
PT−4: Porphyromonas sp. oral taxon 279 (OTU 83)
PT−5: Prevotella tannerae (OTU 94)
PT−6: Prevotella intermedia  (OTU 52)
PT−7: Tannerella forsythia  (OTU 10)
PT−8: Filifactor alocis (OTU 78)
PT−9: Gemella sanguinis (OTU 25)
PT−10: Selenomonas sp. oral taxon 892 (OTU 15)
PT−11: Selenomonas sp. oral taxon 134 (OTU 39)
PT−12: Staphylococcus epidermidis  (OTU 60)
PT−13: Streptococcus constellatus  (OTU 18)
PT−14: Streptococcus oralis (OTU 5)
PT−15: Mogibacteriaceae sp. (OTU 31)
PT−16: Desulfobulbus sp. (OTU 57)
PT−17: Haemophilus parainfluenzae (OTU 48)
PT−18: Treponema denticola (OTU 51)
PT−19: Treponema medium (OTU 6)
PT−20: Treponema  sp. oral taxon 260 (OTU 89)

PI−11: Comamonadaceae sp. (OTU 81)
PI−10: Lautropia  sp. (OTU 19)
PI−9: Campylobacter showae (OTU 464)
PI−8: Acinetobacter johnsonii  (OTU 8)
PI−7: Fusobacterium naviforme (OTU 9)
PI−6: Lachnospiraceae sp. (OTU 70)
PI−5: Lachnospiraceae sp. (OTU 16)
PI−4: Prevotella melaninogenica  (OTU 84)
PI−3: Capnocytophaga gingivalis (OTU 85)

PI−1: Corynebacterium sp. (OTU 102)
23: TG5 sp. (OTU 489)
22: TG5 sp. (OTU 469)
21: TG5 sp. (OTU 3)
20: TG5 sp. (OTU 244)
19: TG5 sp. (OTU 2)
18: TG5 sp. (OTU 197)
17: Enterobacter iaceae sp. (OTU 79)
16: Neisseria pharyngis (OTU 50)
15: Enhydrobacter  sp. (OTU 59)
14: Eikenella  sp. (OTU 28)
13: Cardiobacter ium valvarum (OTU 20)
12: Campylobacter showae (OTU 27)
11: Sphingomonas sp. (OTU 14)
10: Veillonella parvula (OTU 56)
9: Veillonella dispar  (OTU 214)
8: Streptococcus salivarius (OTU 80)
7: Streptococcus sp. (OTU 474)
6: Peptococcus sp. oral taxon 168 (OTU 87)
5: Prevotella nigrescens (OTU 38)
4: Prevotella intermedia (OTU 277)
3: Capnocytophaga leadbetter i (OTU 44)
2: Porphyromonas endodontalis (OTU 12)
1: Corynebacterium matruchotii (OTU 88)

PI−2: Capnocytophaga sputigena  (OTU 195)
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