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論 文 内 容 要 旨 

 

 本研究では多種細菌から構成される ex vivo ポリマイクロバイアルバイオフィ
ルムモデルを使用して培養期間や糖供給のタイミングによる pH ならびに細菌
叢の変化を観察し，口腔内環境に近似した活動性・非活動性齲蝕モデル開発の可

能性を検討した． 
バイオフィルム形成は Exterkateらの方法に従い，成人刺激時唾液を用いてガ

ラス円板上で行なった．すなわち，0.2 %スクロース含有 unbuffered McBain培養
液に刺激唾液を加えて嫌気条件下で 10 時間培養した後，5 群に分けてさらに培
養を継続した．cont，Aおよび C群は，0.2 %スクロース含有培養液で，それぞ
れ 96，192 および 288時間まで培養した．B および E 群はスクロース含有培養
液を用いて，96 時間培養を行った後，スクロース非含有培養液でそれぞれ 192
および 288時間まで培養を行った．D群は，スクロース含有培養液を用いて 96
時間培養を行った後，スクロース非含有培養液で 192 時間まで，さらに 288 時
間まではスクロース含有培養液で培養を行った．各群において交換時に回収し

た使用済み培養液の pHを測定した．また各試料の全細菌数を real-time QPCR法
により分析した．さらに各サンプル由来の 16S rDNAから, 次世代シークエンサ
ーを用いて，バイオフィルム構造の比較，検討を行なった．  
培養液の pHは，cont，Aおよび C群では 4.1～4.4で推移し，培養時間の経過

による変動は認められなかった．スクロース非含有の培養液に交換した B 群で
は pHは速やかに応答し 6.2～6.5で推移した．D群においてはスクロースの供給
を再開させたことにより 4.1～4.4 となり，E 群ではスクロースの供給を絶ち続
けたことにより 6.2～6.5 で推移した．全細菌数は C, D および A 群は他群に比
較して高く, E 群は顕著に低かった S. mutans は cont 群のみで認められ（2.42 × 
106），その他の群では検出限界以下であった．Veillonella属は B群（2.18 × 104）

および D群（1.06 × 109）のみに認められ，D群で顕著に高かった．cont，A，お
よび C群において菌叢の 90 ％以上を S. salivariusが占めた．B，D，および E群
において S. parasanguinisが顕著に増加した．特に E群では構成している菌叢の
90 ％以上を占めた．B 群では G adiacens，D 群では Veillonella 属(V. dispar , V. 
tobetsuensis)の割合が顕著に増加した．また，この 2群では cont，A，Cおよび E
群と比較して菌叢の Streptococcus 属が占める割合が減少していたものの，それ
らを除くすべての群において Streptococcus 属が主な菌叢を構成していた．主成
分解析及びクラスター解析において B，D，および E 群 は他群と比較して異な
る細菌叢を示した． 
多菌種培養のバイオフィルムモデルを使用して初期齲蝕誘発環境をシミュレ

ートした実験系においてスクロースの添加・非添加により齲蝕関連細菌と歯周



病関連細菌の優位性が細かく変化することが確認されたことから，今後は，本モ

デルの基質にエナメル質や象牙質を使用して実際の脱灰現象を再現し，齲蝕予

防材料の効果や使用するタイミングの検討，ならびに効果的な再石灰化療法の

開発を推進できると考えられた． 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

論 文 審 査 要 旨 

 

本論文は、口腔内環境に近似した齲蝕モデルを作成する一環として、多種細

菌で構成されるポリマイクロバイアルバイオフィルムモデルを使用して、その

培養期間や糖供給のタイミングによる pHと細菌叢の変化を観察した論文であ
る。 
 歯冠部齲蝕の減少傾向が認められる一方で、増加傾向を示す根面齲蝕の発症

メカニズムは十分に解明されていない。本研究は、多菌種で構成されるバイオ

フィルムを使用して、培養期間、糖供給のタイミングによる pHの変化、さら
に細菌叢の変化を観察することで、口腔内に近似した環境下における活動性齲

蝕・非活動性齲蝕病原性バイオフィルムモデルの構築を目的として行われた。

このような口腔内の環境を再現したモデルの構築は、科学的根拠に基づく根面

齲蝕の予防や治療に有効な評価法の開発につながると期待される。ポリマイク

ロバイアルバイオフィルムに関する研究の進展は、今後の歯科臨床に貢献する

ことが明白であり、その研究目的は高く評価できる。 
 本論文で用いられた成人刺激唾液を用いたポリマイクロバイアルバイオフィ

ルムモデルは、Exterkateらによる先行研究において確立された方法である。口
腔内環境を再現することを目的として、異なるタイミングでスクロースを添加

し、pHの変化、real-time QPCR法による全細菌数の分析、さらに次世代シーク
エンサーによるバイオフィルム構成の比較・検討を行っている。また、単一唾

液サンプルからのバイオフィルム作製という制約の中で、細菌叢の比較には主

成分分析、ならびにクラスター解析を用いており、適切な解析手法が用いられ

ている。このように、本論文における研究方法の組み立ては理論的であり、ま

た本学研究倫理審査委員会による承認を受けて実施され、十分な倫理的配慮も

なされている。 
 本論文では以下のような結果が得られた。 
１． 異なる期間においてスクロースの供給を行った結果、いずれの群もス

クロース添加時には pHは 4.1〜4.2で推移し、非添加時には pH 6.2〜6.5を
示し、培養期間の経過による pHの変動はなかった。 

２． 全細菌数の測定の結果、糖質供給の期間と培養期間に一致して細菌数

の増加が認められた。 



３． 細菌叢の構成としては、S.mutansは糖質添加 96時間の control群におい
てのみ認められ、培養途中で糖質非添加期間のある群において Veillonella
属が、また全培養期間で糖質供給がある場合には S.salivariusが著明に増加
していた。 

４． 主成分分析およびクラスター解析の結果、糖質非添加での培養期間の

ある群では細菌叢の構成が異なっていた。 
このような結果を受けて、考察においては S.salivariusの産生物質による

S.mutansのクオラムセンシング抑制について言及している。また、培養期間中
で糖質非添加期間を設定した場合にバイオフィルム中で Veillonella属が優位と
なったことについては、スクロース供給を絶つことにより、S.salivariusの優位
性が減弱し、歯周病関連細菌の増加を促す菌の増殖を生じたと考察している。

さらに一旦絶ったスクロース供給を再開しても細菌叢中の S.salivariusの優位性
は回復しないという興味ある知見が得られたことにより、さらなる研究の遂行

が望まれる。 
 以上のように、本研究においてポリマイクロバイアルバイオフィルムを使用

して初期齲触誘発環境をシミュレートして、スクロースの添加・非添加により

齲蝕関連細菌と歯周病関連細菌の優位性が細かく変化することが確認されたこ

とは、これまでの報告にない新しい知見であり、今後の生体環境を再現した齲

蝕誘発の機序の解明と齲蝕予防に関する道筋を示した点は高く評価できる。 
 本審査委員会は、論文内容および関連事項に関して口頭試問を行ったところ、

十分な回答が得られることを確認した。さらに、ポリマイクロバイアルバイオフ

ィルムを用いた齲蝕誘発モデルの開発は、今後の歯科医療の発展への貢献が期

待できるとの結論に至った。そこで、本審査委員会は申請者が博士（歯学）の学

位に十分値するものと認めた。 
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緒 言 

先進国においては歯冠部齲蝕が減少傾向にあるのに対して根面齲蝕は減少し

ていないか，むしろ増加している 1）．そのような根面齲蝕の発症メカニズムは

歯冠部齲蝕に比較して未だ十分に解明されておらず，有効な治療法が確立され

ていないのが現状である．口腔ケア製品としてのグルコン酸クロルヘキシジン

の長期使用が，高齢者の肺炎による死亡率を上昇させるという報告 2）もあり，

その使用法をエビデンスに基づいて改善するか，あるいは他の抗菌療法などを

開発する必要性があると考える. また最良の方法は，耐性菌の出現を生じさせ

ない抗菌療法であるべきだとも考える．Nyvadらによる齲蝕評価法 3）では，

活動性齲蝕や非活動性齲蝕を評価するための方法が示されているが，今後さら

に科学的な根拠を得て，根面齲蝕の予防や治療につながる評価法が開発される

ことが望まれている．そのような状況において，バイオフィルムを使用した活

動性齲蝕と非活動性齲蝕を再現する象牙質根面齲蝕モデルを開発することは、

非常に有用であると考える．我々は Exterkateら 4）が開発したポリマイクロバ

イアル（PM）バイオフィルムを用いた研究をこれまで報告してきた 5.6）．本モ

デルは口腔内に存在する多種細菌からなるバイオフィルムを唾液から作製する

ことが可能な簡便で優れたモデルである．本研究では，多種細菌から構成され

るバイオフィルムモデルを使用して培養期間や糖供給のタイミングによる pH
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ならびに細菌叢の変化を観察し，口腔内を模倣した環境下における活動性・非

活動性齲蝕病原性バイオフィルムモデル開発の可能性を検討した． 

 

実験材料及び方法 

1．培養液の作製 

PMバイオフィルム形成のための標準培養溶液として，0.2 %スクロース含有

unbuffered McBain 2005（脱イオン水，PIPES, mucin，Bacto peptone，

Trypticase peptone，yeast extract，NaCl，KCl，CaCl2，hemin，vitamin 

K1，pH 7.0）7)を用いた．  

2．PMバイオフィルムの形成 

直径 12 mm, 厚さ 0.15 mmのガラス円板を 24 well culture plateに適合す

る Lidに取り付けたクランプに固定後，オートクレーブで滅菌し，バイオフィ

ルム形成用試料とした．ガラス円板表面への PMバイオフィルム形成は, 

Exterkateらの方法 4）に従い行なった．健全な被験者 1名から採取した刺激唾

液を滅菌ガラスウールで濾過し，滅菌グリセリンで 2倍に希釈した後，－

80 ℃で保存した．50倍希釈となるよう unbuffered McBain（0.2 % スクロー

ス含有）培養液中に加えて 24 well中に分注した後，培養液中にガラス円板を

懸架し, 嫌気条件下（37 ℃，CO₂：10 %，H₂：10 %，N₂：80 %)）で 10時
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間培養を行った．その後，5群にわけてさらに培養を継続した．すなわち 14時

間，10時間の間隔で培養液（唾液非含有）を交換し, cont，Aおよび C群は，

0.2 %スクロース含有培養液で，それぞれ 96，192および 288時間まで培養し

た．Bおよび E群はスクロース含有培養液を用いて，96時間培養を行った

後，スクロース非含有培養液でそれぞれ 192および 288時間まで培養を行っ

た．D群は，スクロース含有培養液を用いて 96時間培養を行った後，スクロ

ース非含有培養液で 192時間まで，さらに 288時間まではスクロース含有培養

液で培養を行った（表 1）．なお、本研究の計画書は神奈川歯科大学研究倫理

審査委員会の承認（No. 496）を得た． 

3．培養液の pH測定 

各群において交換時に回収した使用済み培養液の pHを測定した（9618-

10D，F-71，Horiba, Kyoto, Japan）した． 

4．Real-time QPCR法 

 円板状ガラス試片に付着しているバイオフィルムから DNA抽出後 (Mora-

Extract kit, Kyokuto Pharmaceutical Industrial, Tokyo, Japan)，DNA濃度

を 10 ng/µlに調整し，Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) を用いた

real-time QPCR法（SYBR Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）を用いた

インターカレーター法）により，形成されたポリマイクロバイアルバイオフィ
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ルムの全細菌数, S. mutans および Veillonella属の遺伝子コピー数を推定し，各

群のデータを比較，検討した（n = 1）．インターカレーター法は，SYBR 

Premix Ex Taq IIなどの蛍光物質が二本鎖 DNAに入り込み励起，光の照射に

より蛍光を発する特性を利用して DNA量を測定する方法である 8）． 

5．次世代シークエンス解析 

次世代シークエンサー （MiSeqTM, Illumina, San Diego, USA）を用い

て，各サンプル由来の 16S rDNAからシーケンスデータを得て，部分塩基配列

を決定し，次世代シーケンス・アンプリコン解析を行なうことにより，PMバ

イオフィルムサンプルに由来する菌群の帰属分類群を推定した 9）．サンプル間

の比較解析は，主成分分析およびクラスター解析により（Metagenome@KIN 

(ver 2.2.1) , World Fusion, Tokyo, Japan）, 各群の PMバイオフィルム構造に

生じている変動を比較，検討した． 

 

結 果 

1. 各群 pHの変動 

各群において交換した培養液の pHを測定したところ，cont，Aおよび C群

では 4.1～4.4で推移し，培養時間の経過による変動は認められなかった．スク

ロース非含有の培養液に交換した B群では pHは速やかに応答し，6.2～6.5で
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推移した．D群においてはスクロースの供給を再開させたことにより、4.1～

4.4となり，E群ではスクロースの供給を絶ち続けたことにより 6.2～6.5で推

移した（図 1）． 

2．Real-time QPCR法による細菌数の定量解析 

全細菌数は C, D および A群は他群に比較して高く, E群は顕著に低かっ

た． S. mutansは cont群のみで認められ（2.42 × 106），その他の群では検出限

界以下であった．Veillonella属は B群（2.18 × 10⁴）および D群（1.06 × 109）

のみに認められ，D群で顕著に高かった（表 2）． 

3．次世代シークエンスによる各群の菌叢の網羅的解析（図 2） 

cont，Aおよび C群において菌叢の 90％以上を S. salivariusが占めた．B，

Dおよび E群において S. parasanguinisが顕著に増加した．特に E群では構成

している菌叢の 90％以上を占めた．B群では G. adiacens，D群では Veillonella

属（V. dispar，V. tobetsuensis）の割合が顕著に増加した．また，この 2群では

cont，A，Cおよび E群と比較して菌叢の Streptococcus属が占める割合が減少

していたものの，それらを除くすべての群において Streptococcus属が主な菌叢

を構成していた．主成分解析及びクラスター解析（図 3，4）において B，D，

および E群 は他群と比較して異なる細菌叢を示した． 
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考 察 

 我々は初期齲蝕が発症する直前の環境に近いバイオフィルムを ex vivoで再

現することのできるモデルを作製することを目指している．現在報告されてい

る齲蝕モデルは S. mutansなどの単一菌で行っているものが多い 10.11）．S. 

mutansはグルコースやスクロースなどの糖を解糖系で代謝して ATPを合成

し，代謝産物として酸を産生する．こうして酸性環境が強化されたバイオフィ

ルム内で S. mutansは F-ATPaseにより H＋を細胞外に排出し，菌体内外の pH

を調節できることから酸性環境が長く続いても生存することができ，主要な齲

蝕原因菌であると考えられている 12）．一方，口腔内には 700種類以上もの菌

種が存在しており 13)，そのような環境を再現すべく多菌種入りのバイオフィル

ムを用いてバイオフィルムの酸産生および耐酸性ならびに周囲環境の pHの変

動を菌叢の変化と比較検討した研究は，これまでに報告されていない．本実験

の real-time QPCR法による全細菌数の測定結果では，スクロース非含有培養

液で培養した群，すなわち Bおよび E群では cont群と比較して菌数が減少し

ている．これはスクロースの供給を絶つことで菌叢に変化が認められたことを

示唆している．一方 A，Cおよび D群においては cont群と比較して全細菌数

が増加した．スクロースが持続的に供給，または一旦供給を絶たれても供給を

再開することにより細菌の増殖が促されたものと考えられた．各群の交換した
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試験培養液の pHを測定したところスクロース含有培養液は 4.1～4.4であり，

酸産生菌である Streptococcus属が増加あるいは酸産性能が活性化していること

が推察された．一方，スクロース非含有培養液の pHは 6.2～6.5であり，バイ

オフィルムの酸産性能が低下していることが考えられた．次世代シークエンス

による菌叢の解析では各群の細菌叢が変化していることが確認できた．すなわ

ち，S. salivariusの分布が cont，A，および C群では菌叢の 90 %を占めていた

がその他の群ではより低い値を示した．S. salivariusが産生する物質は，齲蝕原

因菌として知られている S. mutansのクオラムセンシングを抑制することが明ら

かにされている 14)．またバイオフィルム初期形成段階では S. mutansが優位で

はないと報告されている 15)．これらのことからスクロースが持続的に供給され

た群で S. salivariusが優位になったものと考えられた．B，Dおよび E群のよう

に一回以上スクロースの供給を絶った群においては S. parasanguinis，S. gordonii

および Veillonella属の増加傾向が認められた．S. gordonii は P. gingivalisの歯周

ポケット内への定着に深く関わるという報告がある 16）．また、Veillonella属は

口臭の原因菌としても知られている 17）．さらには、S. parasanguinisはまず歯の

表面に定着し，他の細菌の付着する基礎となり,バイオフィルム形成を促すこと

が報告されている 18)．また，バイオフィルムが成熟し嫌気度が増してくると，

歯周病原細菌の優位性が高まることも報告されていること 19) から，一旦スク
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ロースを絶つことにより，S. salivariusの優位性が減弱し，かわって歯周病原細

菌の増加を促す細菌の増殖が生じたものと思われる．また，この後，スクロー

スの供給を再開した場合でも S. salivariusの優位性は回復しなかったという結

果は興味ある知見であり，今後，さらなる研究が必要と考えられた． 

多菌種培養のバイオフィルムモデルを使用して初期齲蝕誘発環境をシミュレ

ートした実験系においてスクロースの添加・非添加により齲蝕関連細菌と歯周

病関連細菌の優位性が細かく変化することが確認されたことから，今後は，本

モデルの基質にエナメル質や象牙質を使用して実際の脱灰現象を再現し，齲蝕

予防材料の効果や使用するタイミングの検討，ならびに効果的な再石灰化療法

の開発を推進できると考えられた．  

 

結 論 

ポリマイクロバイアルバイオフィルムを使用し、培養期間や糖供給のタイミ

ングを変化させることで，pHや細菌叢への応答を確認できた． 
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code medium bacterial growth period (h)
cont ＋ 96 h

A ＋＋ 96 h + 96 h
B ＋－ 96 h + 96 h
C ＋＋＋ 96 h + 96 h + 96 h
D ＋－＋ 96 h + 96 h + 96 h
E ＋－－ 96 h + 96 h + 96 h

＋: unbuffered Mcbain medium with 0.2 % sucrose
－: unbuffered Mcbain medium without 0.2 % sucrose

表1：スクロース添加・非添加により設定した対照群及び実験群
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total bacteria S. mutans F. nucleatum Veillonella属 P. gingivalis
cont 3.2×10⁹ 2.42×10⁶ ― ― ―

A 1.06×10¹⁰ ― ― ― ―

B 2.53×10⁹ ― ― 2.18×10⁴ ―

C 1.69×10¹⁰ ― ― ― ―

D 1.35×10¹⁰ ― ― 1.06×10⁹ ―

E 3.71×10⁸ ― ― ― ―

―：定量下限値以下
 全細菌数はC, D およびA群は他群に比較して高く, E群は顕著に低かった．
S. mutansはcont群のみで認められ，その他の群では検出限界以下であった．
Veillonella属はBおよびD群のみに認められ，D群で顕著に高かった．

Analysis of bacteria by real-time QPCR (16S rDNA)
表2：real-time QPCR法による細菌数の定量解析
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図 1: 使用済み培養液の pH 

cont, A, C群では4.1～4.4で推移した．スクロース非含有の培養液に交換したB群は

速やかに応答し6.2～6.5で推移した．D群においてはスクロースの供給を再開させた

ことにより4.1～4.4となり，E群ではスクロースの供給を絶ち続けることにより6.2～6.5

で推移した． 
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図 2: 次世代シークエンスを用いたバイオフィルム細菌叢のスクロース供給

条件の違いによる影響の解析 

cont，A，および C群において菌叢の 90％以上を S. salivariusが占めた．B，D，お

よび E群において S. parasanguinisが顕著に増加した．特に E群では構成している

菌叢の 90％以上を占めた．B群では G. adiacens，D群では Veillonella属の割合が

顕著に増加した． 
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図 3: 主成分分析 

B，D，およびE群 はcont, A, C群と比較して異なる細菌叢を示した． 
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図 4 : クラスター解析 

B，D，およびE群 はcont, A, C群と比較して異なる細菌叢を示した． 




