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研究成果の概要（和文）：現代の歯学で除去される歯石には膨大な口腔細菌群の遺伝子情報が保存されている。
古人骨の石灰化した歯石でもその中からDNA断片が採取でき衛生状態を復元する貴重な生体試料となる。本研究
では京都大学所蔵の縄文人骨から歯石を採取し次世代シークエンサーを用いたDNAメタバーコーディング解析に
より彼らの口腔内細菌群を群集単位で解析することに成功した。またヒトに近く歯周病モデルとして考えれる霊
長類のチンパンジーとレッサースローロリスの口腔細菌叢解析を行い、新種と思われる種の発見を始め、感染経
路の一端、生態、食性、年齢などの宿主側と口腔細菌叢の相関モデルも構築することができた。

研究成果の概要（英文）：In the planned research, I successfully analyzed oral microbiome of ancient 
human population of Japan (Jomon people) using DNA meta-barcording technique with Next generation 
sequencer (MiSeq, Illumina). I used ancient remain of dental calculus from Jomon people in Kyoto 
University. The material contained representative oral pathogenic species such as porphyromonas spp.
 which indicates the possible infection of periodontal diseases. In addition to the human data, to 
explore the diversity of pathogenic oral microbial species of closely related primates species such 
as Chimpanzees (Pan troglodytes) and Lesser slow loris (Nycticebus pygmaeus) and found new species 
of oral pathogenic species.
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１．研究開始当初の背景 
 歯石が歯周病の原因となる悪しきもので
あったことはヒポクラテスの時代から知ら
れていた。現代の歯学でもやはり除去の対象
に過ぎない歯石だが、ここには膨大な口腔細
菌群の遺伝子情報が保存されている。(1,2 こ
の遺伝子情報を復元することができれば人
類学者にとって古人類集団の衛生状態を復
元する貴重な生体試料となる。実際、石灰化
した歯石は古人骨でもよく残存しており、古
人骨から口腔内環境を復元できる可能性を
持つ(3 歯石に残る口腔細菌群はホストであ
る人類の地理、年齢、性別、疾患、生業など
に適応して生き残った種で構成されている
ため、それらの個人情報を直接示す生きた資
料となる可能性を秘めている(図 1)。これま
での遺伝子研究では、培養可能な既知の菌種
を 1種づつシークエンスしなければならなか
ったが近年、いわゆる次世代シークエンサー
の登場により、ユニバーサルプライマーを用
いて細菌群集から丸ごと遺伝子領域を増幅
し種集団の構造を明らかにするメタゲノム
解析が利用可能となった(4。本研究ではこの
技術を応用し、歯石内の口腔内細菌を群集単
位でシークエンスし、その構成を解析するも
のである。 
 
２．研究の目的 
 歯石には口腔細菌群の膨大な遺伝子情報
が残存している。本研究では次世代シークエ
ンサーを用いたメタゲノム解析により縄文
人歯石中の口腔内細菌群を群集単位で解析
することを試みる。石灰化、タフォノミー、
コンタミネーションで撹乱された、古代人歯
石試料内の遺伝子情報をどのように回復し
口腔環境を復元できるかを探索し、そのため
の頑強な復元方法を開発することが本研究
の目的であった。 
 
３．研究の方法 
(1)  現代人新鮮試料を用いた歯垢と歯石
の群集比較―石灰化による影響の検証 
新鮮な歯石および表面残存歯垢から口腔内
細菌群の 16s rRNA を抽出し、次世代シーク
エンサーにより口腔内の細菌群集構成を復
元する。新鮮な歯石/歯垢を用いることによ
り、遺伝子配列の断片化および塩基置換、土
中細菌コンタミネーション、の影響を統制し、
石灰化(歯石化)による細菌群構成の減少を
検証する。解析では採取した歯石を十分洗浄
した後、EDTA で脱灰を行って有機成分を抽出
する。ここから RNA を抽出しライブラリを作
成し京都大学霊長類研究所所蔵の次世代シ
ークエンサー(MiSeq, illumina社)を用いて、
メタゲノム解析を行う。シークエンスには全
生物に共通するユニバーサルプライマー
(F24/Y36)を用いて試料内に含まれる口腔細
菌群その他の生物の 16s rRNA 遺伝子
(V1,V2,V3)を増幅する。出力された遺伝子デ
ー タ を ヒ ト 口 腔 細 菌 デ ー タ ベ ー ス

HOMD(Human Oral Microbiome Database: 
www.homd.org)に照合して未知の種を含めた
細菌種の同定を行う。この方法を歯垢と歯石
で比較を行う。 
(2) 縄文人試料の断片化および塩基置換率
―タフォノミーによる劣化の検証 
塩基置換は一定の確率で生じることが知ら
れているためこれを検証する。また RNA がの
塩基配列が土中で切れる断片化も起こるこ
とが知られており、ユニバーサルプライマー
(F24/Y36)による増幅領域(V1,V2,V3)で切断
が起こる可能性がある。よって、歯石内のゲ
ノム断片の長さを計測し、その短縮率を劣化
過程としてする。断片化が起こっていた場合
は、古代 DNA の手法(Adler et al., 2013)を
用いてゲノムライブラリの作成を行う。 
(3)  現代人と縄文人の比較ー土中細菌群
のコンタミネーションの検証 
縄文人骨資料は京都大学、国立科学博物館、
新潟大学などの研究施設に散在するが、本研
究ではまず京都大学博物館に所蔵される縄
文人骨から歯石を採取し、洗浄を行う。(1)
と同じ方法でメタゲノム解析を行い、ゲノム
データを得る。得られた口腔細菌群構成デー
タ(2)で構築したモデルに照らしあわせて、
当該人骨の口腔内環境を復元する。できるだ
け多くの歯石サンプルでシークエンスを繰
り返し、複数の人骨からの衛生状態推定を行
う。現代人と縄文人の比較から口腔内衛生の
時代間変異を考察する。 
 
４．研究成果 
(1) 古人骨歯石内に残る微化石解析 
本研究では京都大学が所蔵する縄文人骨か
ら歯石を採取し次世代シークエンサーを用
いたDNAメタバーコーディング解析により古
人骨歯石中の口腔内細菌群を群集単位で解
析することに成功した。寄生側である細菌叢
の存在は一種の生態系として宿主（縄文人）
の口腔環境を反映する。現在、齲蝕や歯周病
などの現代人の口腔病理を口腔細菌叢をメ
タバーコーディング技術によって理解する
研究が歯科医学や獣医学の臨床医学分野中
心 に 行 わ れ て い る が 、 Porphyromonas 
gingivalis などの代表種の存在レベルから
多様なネットワーク解析に至るのはこれか
らである。参照となる口腔細菌のデータベー
スを構築するため本研究ではヒトに近く歯
周病モデルとして考えれる霊長類のチンパ
ンジーとレッサースローロリスの口腔細菌
叢解析を行い、新種と思われる種の発見を始
め、感染経路の一端を明らかにするとともに、
生態、食性、年齢などの宿主側と口腔細菌叢
の相関モデルも構築することができた。 
 
(2) 歯周病疾患霊長類モデルにおける口腔
細菌叢解析 1 類人猿チンパンジー 
口内諸疾患(歯周病、齲歯、膿疱、歯の脱落)
は野生チンパンジーの骨格に多く観察され
る病変であることが知られている。このうち



特に歯周病の有病率が高いとされる。歯周病
には複数の原因菌（桿菌とスピロヘータ）が
知られているが、そのうちの多くが糖を代謝
できず、たんぱく質やアミノ酸、血液成分を
栄養源としている。歯肉炎が進行すると歯周
炎となり、歯周ポケットを形成し、歯槽骨の
吸収がみられる。歯周病菌はグラム陰性嫌気
性細菌であることから、感染経路としては直
接接触感染と湿性媒介物を介した感染が考
えられる。骨格標本の観察からヒト上科野生
霊長類には歯周病罹患に関して種間差がみ
られることがわかってきた。しかし、これま
でに野生ヒト上科霊長類における感染経路
や増殖プロセスに関する体系的な理解はこ
れまでほとんど進んでいない。歯周病に罹患
すると歯周ポケットの形成や歯槽骨吸収、歯
の生前脱落がみられる。黒色色素産生菌によ
る色素の沈着が歯根部にみられることが多
い。慢性歯周炎の場合、プラークや歯石の量
と関連が強く、骨になった時、歯槽骨の退縮
とともに歯に歯石の沈着がみられるなどの
特徴がある。本発表で発表者らは、ヨーロッ
パの博物館所蔵の大型類人猿の頭蓋骨格標
本を用いて歯周病の種間変異を報告する。ま
た、2002 年以降フィールド(カリンズ)で収集
したヒガシチンパンジー4 個体に見られた歯
周病を合わせて報告した。 
 
(3)歯周病疾患霊長類モデルにおける口腔細
菌叢解析 2 原猿レッサースローロリス 
近年、日本モンキーセンター(JMC)飼育のレ
ッサースローロリス(Nycticebus pygmaeus)
に広範な歯周病感染が見られることが分か
った(寺尾ら,2016)。彼らに歯周病菌の感染
が起こったことが示唆されるが、口腔細菌が
どのように広がるのか、その経路は不明であ
る。食物分配などがなく、接触感染機会が少
ない単独性霊長類レッサースローロリスに
おける口腔細菌の感染経路を解明するため
に、JMC 内で歯周病と診断された個体の口腔
及び皮膚の湿性試料を採取し、含まれる細菌
叢をメタバーコーディング解析により網羅
的に探索した。同じ個体内で異所的に存在す
る細菌叢の比較し、場所間での類似性から細
菌感染経路の検討を行った。 [材料と方法] 
JMC で飼育されているレッサースローロリス
のべ 6頭から、口腔内【歯垢(上下顎 8箇所)、
唾液、舌苔】、口腔外【上腕部の腺液、耳垢】
の湿性試料を採取し、Lysis buffer 液に保存
後、細菌叢 DNA を抽出・精製した。ユニバー
サルプライマーで 16S rRNA の部分領域を PCR
で増幅後、シークエンスライブラリを作成し、
次世代シーケンサー(MiSeq, Illumina)を用
いて細菌種構成を同定した。[結果と考察] 
各歯種および舌、唾液間に異所的に存在する
細菌叢の比較から、レッサーロリスの口腔細
菌叢の空間的分布と相互関係が明らかとな
った。またプラーク除去処置が行われた 1頭
の処置前後データ比較から、細菌種構成の経
時的変化が観察された。また、上腕腺を舐め

るそれを防御毒として子供に塗布するレッ
サースローロリスの特異的行動が細菌叢間
の交流に与える影響を考察し、同種での歯周
病菌感染リスクを検討した。 
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