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 研究要旨 

近年，腸内細菌叢と全身の健康に関する研究が脚光を浴びている．腸内細菌叢は加齢と共

に変化し，様々な疾患を引き起こすことが明らかになってきている．アレルギーやうつ病，

肥満など，多くの疾患に腸内細菌叢が関与していることが指摘され，最新の技術であるメタ

ゲノム解析の発展とともに世界的に研究が進められている．一方，口腔は消化器の一部でも

あり，腸と同様に体内微生物が多く存在する器官である．歯周炎など，口腔内細菌に起因す

る疾病が増加してくるのは中年以降，主に高齢者であり，要介護高齢者の口腔内細菌叢は大

きく変化していると考えられる．しかし，要介護高齢者などの口腔内細菌叢については，培

養検査によるデータは存在するもののメタゲノム解析による詳細なデータは存在しない．         

そこで，病的な口腔内環境を持つ高齢者を対象とし，口腔内細菌叢を調査するためにメタ

ゲノム解析による評価を開始した． 

それに先立ち，検体採取部位による相違の検討として，健常者 3 名を対象に舌背，下顎口

腔前庭，頬粘膜から検体を採取し，メタゲノム解析を実施して細菌叢の相違を評価した．そ

の結果，下顎口腔前庭と頬粘膜は類似した細菌叢であった． 

解析担当機関による相違の検討として，健常者 3 名を対象として検体を採取し，同一対

象者同一部位につき 3 検体ずつ採取し，谷口歯科医院口腔常在微生物叢解析センター，お

よび株式会社タカラバイオ，株式会社テクノスルガ・ラボの 3 か所に解析を依頼し，解析結

果の相違を評価した．その結果，やはりばらつきはあるものの，同じ解析プログラムで解析

している谷口歯科とタカラバイオは良く似た傾向を示し，テクノスルガ・ラボは少し異なる

結果であった． 

抗菌薬投与前後の相違の検討として，国立長寿医療研究センター歯科口腔外科を受診し

た 65 歳以上の高齢者で，口腔内の炎症があり抗菌薬全身投与予定の患者 3 名を対象とし

て解析を実施した．抗菌薬の投与前と投与 7 日後および 14 日後の 3 回で検体を採取し，

その変化について門レベルで検討したところ，投与前と，投与 7 日後および 14 日後で異

なる細菌叢を示した．また 7 日後，14 日後を比較すると，門レベルでは似た細菌叢を示し

たが，属レベルだとはっきりした傾向はわからなかった．細菌の多様性を表す

Rarefaction グラフでは，抗菌薬投与前が最も多様性が高く，7 日目は多様性が下がり，

14 日目はさらに多様性が低くなる結果となった． 
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同様に，抗真菌薬投与前後の相違の検討も実施し，国立長寿医療研究センター歯科口腔

外科を受診した 65 歳以上の高齢者で口腔粘膜に明らかな偽膜形成が認められ臨床的に口

腔カンジダ症と診断される抗真菌薬投与予定の患者 4 名を対象とした．抗真菌薬の投与前

と投与 7 日後およびその 2 週間後の 3 回で検体を採取し，その変化について検討したとこ

ろ抗真菌薬投与によって，門レベルで細菌の組成に変化が認められた．属レベルでも変化

が認められるが，一定の傾向はまだ掴めていない．Rarefaction グラフでは投与前よりも

7 日後，14 日後において細菌の多様性が増加している結果となった．真菌が減少し，その

反応として細菌が増えたと考えられる． 

細菌培養検査との相違の検討については，メタゲノム解析と同時に，同一患者同一部位

から採取した検体について，一般嫌気培養，好気培養，真菌培養検査も実施しているが，

現在解析中であり，結果はまだ出ていない．引き続き解析を進める予定である． 

 

 主任研究者 

  大野 友久 国立長寿医療研究センター 歯科口腔先進医療開発センター  

歯科口腔先端診療開発部 在宅・口腔ケア開発室 （室長） 

 分担研究者 

  角 保徳  国立長寿医療研究センター 歯科口腔先進医療開発センター  

歯科口腔先端診療開発部（センター長） 

  谷口 誠  谷口歯科医院 口腔常在微生物叢解析センター（歯科医師） 

 

 

Ａ．研究目的 

近年，腸内細菌叢と全身の健康に関する研究が脚光を浴びている．腸内細菌叢は加齢と共

に変化し，様々な疾患を引き起こすことが明らかになってきている．アレルギーやうつ病，

肥満など，多くの疾患に腸内細菌叢が関与していることが指摘され，最新の技術であるメタ

ゲノム解析の発展とともに世界的に研究が進められている．一方，口腔は消化器の一部でも

あり，腸と同様に体内微生物が多く存在する器官である．腸内は糞便での細菌叢解析になる

が，口腔はそれとは異なり，直接観察可能でありまた細菌を直接採取可能であることから，

正確な病態と細菌叢の評価が可能である．さらに，薬物や処置の効果の判定がしやすいため，

新薬や新しい治療法の発見により繋がりやすいと考えられる．ゆえに，口腔で評価した事項，

知見が腸や全身の研究にも応用できる可能性があると考えられる．そのために，まず口腔内

での細菌叢の解析方法の確立と新しい診断技術や治療方法を確立していくことが重要であ

ると考える． 
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歯周炎など，口腔内細菌に起因する疾病が増加し

てくるのは中年以降，主に高齢者である．高齢者にお

いては，加齢に伴う歯の喪失や口腔環境の変化によ

って，口腔内細菌叢に変化が生じていると考えられ

る．特に，免疫機能の低下した高齢者である要介護高

齢者の口腔内細菌叢は大きく変化していると考えら

れ，口腔内細菌が誤嚥性肺炎や糖尿病など全身の健

康に影響を与えていることが指摘されている（図 1）．

しかし，要介護高齢者などの口腔内細菌叢について

は，培養検査によるデータは存在するもののメタゲノム解析による詳細なデータは存在し

ない．そこで，病的な口腔内環境を持つ高齢者を対象とし，口腔内細菌叢を調査するために

メタゲノム解析による評価を実施した．メタゲノム解析の技術自体は確立しているが，検体

の採取方法の詳細については未だ明確ではないため，その検討も本研究の目的に含めた．最

終的には，細菌叢の変化を明らかにすることで口腔内感染症に有効なプロバイオティクス

の開発研究や新たな治療方法を検討することに繋げたい． 

 

Ｂ．研究方法 

 口腔正常細菌叢の定義の明確化，口腔正常細菌叢と各種口腔疾患の細菌叢の相違，薬剤

の投与や口腔ケアの実施による口腔内細菌叢の変化を明確化するために，要介護高齢者の

口腔内細菌叢のメタゲノム解析を実施し，その結果を評価した．メタゲノム解析は新しい

評価手技なので，技術の正当性を担保するために，同一被験者から採取した検体を複数の

外部業者にも解析を委託し，解析結果の相違についても検討し，初期にはまず結果の安定

化および評価基準の明確化を目指した．さらに，口腔カンジダ症の有無や口腔内感染症の

有無などの口腔所見や患者背景を正確に記録し，歯科的対応による口腔内細菌叢の変化に

ついて，メタゲノム解析によって検討した．検体採取方法など，解析方法の確立も本研究

の目的に含んでいるため，解析結果を検討して適宜方法に修正を加えて実施する必要があ

る．そのため，まず以下の 5 つについて解析および検討を開始した． 

・検体採取部位による相違の検討 

健常者を対象に舌背，下顎口腔前庭，頬粘膜から検体を採取し，メタゲノム解析を実施

して，細菌叢の相違を評価した．解析については分担研究者である谷口歯科医院口腔常在

微生物叢解析センターに依頼した． 

・解析担当機関による相違の検討 

健常者を対象として検体を採取した．同一対象者同一部位につき 3 検体ずつ採取し，谷

口歯科医院口腔常在微生物叢解析センター，および株式会社タカラバイオ，株式会社テク

ノスルガ・ラボに解析を依頼し，解析結果の相違を評価した．検体採取部位は舌背，下顎

口腔前庭，頬粘膜の 3 部位とした． 

図 1 要介護高齢者の口腔汚染
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・抗菌薬投与前後の相違の検討 

対象は国立長寿医療研究センター歯科口腔外科を受診した 65 歳以上の高齢者とし，口

腔内の炎症があり抗菌薬全身投与予定の患者とした．外来，入院は問わないこととした．

解析については分担研究者である谷口歯科医院口腔常在微生物叢解析センターに依頼し

た．検体採取部位は舌背，頬粘膜の 2 部位とした．抗菌薬の投与前と投与 7 日後および 14

日後の 3 回で検体を採取し，細菌叢の変化について検討した． 

・抗真菌薬投与前後の相違の検討 

対象は国立長寿医療研究センター歯科口腔外科を

受診した 65 歳以上の高齢者とし，口腔粘膜に明ら

かな偽膜形成が認められ臨床的に口腔カンジダ症と

診断される抗真菌薬投与予定の患者とした（図 2）．

外来，入院は問わないこととした．解析については

分担研究者である谷口歯科医院口腔常在微生物叢解

析センターに依頼した．検体採取部位は舌背，頬粘

膜の 2 部位とした．抗真菌薬の投与前と投与 7 日後

および 14 日後の 3 回で検体を採取し，細菌叢の変

化について検討した． 

・細菌培養検査との相違の検討 

メタゲノム解析の検体採取と同時に，同一患者同一部位から採取した検体について，一

般嫌気培養，好気培養，真菌培養検査も実施した．採取部位は舌背と頬粘膜とした．培養

検査については株式会社 BML に依頼した．培養検査結果とメタゲノム解析結果の相違に

ついて検討した． 

これら 5 つの検討において，除外基準は本研究への参加に同意が得られなかった者，意

思疎通困難な者とした． 

検体採取方法は，専用の綿棒を用いて採取し，谷口歯科医院およびテクノスルガ・ラボ

については Forensik Swab (SARSTEDT 社製)，タカラバイオについては Omnigene-oral

（DNA gentek 社製）を用い，部位毎に口腔粘膜を刷掃することにより行った．採取した

検体については，メタゲノム解析の検体は速やかに冷凍庫にて冷凍保存し，培養検査につ

いては常温で保存し，速やかに培養検査に提出した． 

口腔内細菌叢解析については，次世代シークエンサーを用いた口腔細菌叢のメタゲノム

解析を実施した．培養検査は一般嫌気培養，好気培養，真菌培養検査を行った．メタゲノ

ム解析については谷口歯科医院口腔常在微生物叢解析センター，および株式会社タカラバ

イオ，株式会社テクノスルガ・ラボに依頼した．国立長寿医療研究センター歯科口腔外科

で採取した検体を凍結保存し，匿名化した上で図 3 に示す流れで解析等を実施した． 

3 か所から得られた菌種組成を集計したグラフなどの解析結果は，共同研究機関である

谷口歯科医院口腔常在微生物叢解析センターでも共有し，情報交換および解析結果の解釈

図 2 口腔カンジダ症 
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を検討した． 

 

図 3 解析担当機関による相違に関する検討 解析結果の流れ 

 

（倫理面への配慮） 

 厚生労働省の人を対象とする医学系研究に関する倫理指針に従う．研究を始めるに当た

り，各所属組織の倫理規定を遵守し，倫理委員会の承認を得た．各施行において，目的，

方法，手順，起こりうる危険についての説明を口頭もしくは文書で提示し，承諾書により

被検者の同意を得るなど，インフォームド・コンセントに基づき倫理面への十分な配慮を

行った．承諾書には対象者本人が研究の主旨を理解困難な場合には，家族または近親者を

代諾者とした．この同意書には拘束権はなく，対象者はいつでも研究への協力を拒否する

ことができる．分担研究者間で共通した認識を持ち，対象者の個人情報の流出にも厳重に

留意した．また，今回用いる評価手技自体は侵襲性という側面からみた場合には安全性の

高い方法であり，研究等によって生じる当該個人の不利益及び危険性に対する十分な配慮

を行い，参加拒否の場合でもいかなる不利益も被らないことを明白にした． 

 

Ｃ．研究結果 

初年度は 67 検体をメタゲノム解析に提出した．その内訳はデータ採取方法の確立目的で

健常者 27 例（3 名），抗菌薬を投与した患者 16 例（3 名），抗真菌薬を投与した患者 24 例

（4 名）であった． 

・検体採取部位による相違の検討 

・解析担当機関による相違の検討 

国立長寿医療

研究センター

委託：

株式会社タカラバイオ

株式会社テクノスルガ・
ラボ

分担研究：

谷口歯科医院

口腔常在微生物叢

解析センター

解析依頼 解析委託 

解析結果 解析結果 

結果解釈検討 

情報交換 

匿名化された 

検体 

匿名化された 

検体 
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上記 2 つの検討は同時に実施した．健常者 3 名を対象に舌背，下顎口腔前庭，頬粘膜か

ら検体を採取し，メタゲノム解析を実施して，細菌叢の相違を評価した．得られた結果の

細菌組成について門レベルで示したものが図 4 である． 

図 4 検体採取部位および解析担当機関による相違の検討 

 

同じ個人内で部位については頬粘膜と下顎口腔前庭部で分布の傾向が似ていた．また，

解析担当会社間での差違については，谷口歯科医院口腔常在微生物叢解析センターと株式

会社タカラバイオの解析結果とは似た傾向を示していた． 

・抗菌薬投与前後の相違の検討 

分担研究者角 保徳の報告書を参照されたい． 

・抗真菌薬投与前後の相違の検討 

口腔粘膜に明らかな偽膜形成が認められ，口腔カンジダ症と診断された 4 名が対象とな

った．使用した抗真菌薬はアムホテリシン B であり，口腔粘膜に良く触れさせた上でシロ

ップを 4 回/1 日で 6 日間内服してもらった．投与前と投与 7 日後および 14 日後の 3 回で
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検体を採取し，その変化について検討したところ門レベルでの細菌組成について図 5 の結

果が得られた． 

 

 

 

 

 

 

図 5 抗真菌薬投与前後の口腔内細菌叢の相違（門レベル） 

 

このグラフは細菌の組成を表すグラフなので，真菌は入っていない．しかし，抗真菌薬投

与によって，投与前後で細菌の組成にも変化が認められた．真菌の解析については現在別

途実施中であり，まだ結果は得られていない状況である． 
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図 6 細菌の多様性を示す Rarefaction グラフ 

 

細菌の多様性を示す Rarefaction グラフが図 6 であるが，抗真菌薬投与前が水色の線

で，7 日後が紫色の線，14 日後が黄色の線であるが，投与前よりも 7 日後，14 日後にお

いて細菌の多様性が増加している結果となった． 

多様性の変化について確認するために，さらに属レベルでの変化について図 7 に示す．

現時点でグラフから一定の傾向は掴めていないが，やはり抗真菌薬投与前後で細菌叢に変

化がある症例が認められる． 
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図 7 抗真菌薬投与前後の口腔内細菌叢の相違（属レベル） 

 

・細菌培養検査との相違の検討 

現在 2 名の口腔カンジダ症患者において，10 検体を採取している．現時点で培養検査結

果のみ得ているが，メタゲノム解析の結果はまだ出ていない．メタゲノム解析はまとめて

実施することで解析費用を抑えることができるため，現在検体を集積中である． 
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Ｄ．考察と結論 

・検体採取部位による相違の検討 

・解析担当機関による相違の検討 

やはり個人間で細菌の分布には差があったが，同じ個人内で部位については頬粘膜と下

顎口腔前庭部で分布の傾向が似ていた．部位が近いことによると考えられる．舌背と頬粘

膜は明らかに菌叢の異なる者が多く，同じ唾液が検体でも舌表面と頬粘膜表面の性状は異

なっており，生息する細菌も少し異なると考えられる．今後，検体の採取は舌背と頬粘膜

でよいと考えられた．その結果を受けて，抗菌薬および抗真菌薬投与前後での解析はその

2 部位で検討を実施した．また，解析担当会社間での差違については，いずれもおおむね

傾向は一致しているものの，谷口歯科医院口腔常在微生物叢解析センターと株式会社タカ

ラバイオの解析結果とはより似た傾向を示していた．解析結果の違いについて分担研究者

の谷口誠と検討したところ，これは解析に使用しているプログラムが Qiime で同一である

ことが影響しており，一方テクノスルガ・ラボは Metagenome Kin であり，プログラムに

よって参照データベースが異なるため，それに伴って結果がやや異なっている可能性があ

るとのことであった．テクノスルガ・ラボの参照データベースは少し古いとのことで，デ

ータベースに載っていない細菌が others（Rejected hit）で表示されており，やや比較し

にくいが，これも細菌叢の分布に影響を与えていると思われる．研究計画の 2 年目に，さ

らに検体数を増やして検討を継続する予定であるが，解析会社によって結果が異なるた

め，それ以外の要素でなるべく差がでないように留意する必要があると考えられた．スワ

ブの刷掃方法，部位などをなるべく同一にし，さらには口腔内細菌叢の日内変動があるよ

うなので，採取時間を個人内で一定にする，あるいは検討内容によっては全て同一にして

採取する必要性があるだろう．摂食直後は自浄作用が大きく働き，通常の細菌叢とは異な

る可能性が高いため，現在実施中の検体は，基本的に摂食から最も遠い時間である夕食前

に採取するようにし，時間を同一にして比較するようにしている． 

・抗真菌薬投与前後の相違の検討 

 口腔カンジダ症は口腔粘膜疾患の中でも比較的高頻度に認められる疾患であり，通常，抗

真菌薬を使用して対応する．口腔カンジダ症の原因は免疫不全や糖尿病などの全身疾患，口

腔乾燥や口腔清掃状態不良などの局所的要因，ステロイドの投与や抗菌薬の投与など，薬剤

投与の副作用など多岐にわたると言われている．抗菌薬の長期投与によって口腔カンジダ

症が生じることはしばしば認められる．Candida 属は口腔内常在菌叢を構成している一つ

と考えられており，先に挙げた原因による菌交替現象によって口腔カンジダ症が生じる，い

わゆる日和見感染である．今回はその反対に，抗真菌薬によってカンジダが抑制されると，

口腔内細菌に影響があるのではないかと考え口腔カンジダ症患者に抗真菌薬であるアンホ

テリシン B を継続投与してその前後で解析を実施し，検討を加えた．その結果，細菌の多

様性を示す Rarefaction グラフにて，投与前よりも 7 日後，14 日後において細菌の多様性

が増加している結果となった．やはり細菌，真菌を含めた口腔内微生物叢の変化が生じてい
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るようである．口腔カンジダ症が発症している際には，真菌以外の細菌叢にも何らかの影響

が生じている可能性が高く，特定の菌種が真菌数の増減に影響を受けている可能性もある．

真菌の増減によって影響を受ける細菌が特定できれば，逆にその細菌をコントロールする

ことで，真菌の増減に影響することができるかもしれない．2 年目も引き続き検体を採取し

ているところである． 

・細菌培養検査との相違の検討 

これについてはまだメタゲノム解析の結果が出ていないため，2 年目以降に検討を加える予

定である． 
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