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　Abstract：We　studied　the　distribution　and　proportion　of　oral　streptococci　isolated　from　dental

plaque　and　saliva　of　healthy　adults　and　from　subgingival　plaque　and　fluid　of　gingival　pocket　of

periodontitis　patients　to　clarify　the　relation　betweeen　oral　streptococci　and　periodontitis．

α一hemolytic　sreptococci　were　isolated　from　all　materials　of　the　healthy　adults　and　the　periodontitis

patients．　The　isolation　rate　ofβ一hemolytic　streptococci　from　dental　plaque　of　the　healthy　adults

was　20％，　and　the　isolation　rates　of　subgingival　plaque　and　fluid　of　gingival　pocket　of　the

periodontitis　patients　were　25％and　65％，　respectively．　The　isolation　rate　of　non－hemolytic

streptococci　from　dental　plaque　of　the　healthy　adults　was　35％and　the　isolation　rates　of

subgingival　plaque　and　subgingival　fluid　of　periodontitis　patients　were　65％and　60％，　respectively．

The　670　strains　of　these　isolated　oral　streptococci　on　the　basis　of　hemolysis　were　identified　as　S．

Sαη9泌s，S．90γ40励，　S．　o鋤S，　S．砿づS，　S．　Sα1勿α酩S，　S．勿鋤ηS，　S．　sobη’ημS，　S．α㎎仇OSμS，　S．伽θ帷伽S

and　S．　coηs’¢1↓αωs　through　biochemical　tests．　The　species　which　were　identified　by　the　biochemical

tests，　agree　to　the　species　identified　by　DNA－DNA　hybridization．　Eight　of　these　strains　were　not

identified　by　the　biochemical　tests，　but　were　identified　as　S．　sαηg磁s，　S．7η仇s　and　S．　goπ》oη商by

DNA－DNA　hybridization．　The　isolation　rates　of　S．　goπ》om‘，　S．α㎎仇osμs，　S．仇彪ηηα抗6s　and　S．

coηs花〃ατμs　from　periodontitis　patients　were　higher　than　those　from　healthy　adults．　These　results

suggest　that　those　bacteria　may　be　associated　with　periodontitis．

Key　words：oral　streptococci，　distribution，　periodontitis．

緒 言

　　口腔の細菌叢を構成する口腔レンサ球菌のう

ち，　S〃¢ρ如COCCμS〃2μωηSやS．　sobガημSはデ

ンタルカリエスに関与し，S．　sαηgμ‘sは細菌性

心内膜炎患者の血液から高率に分離され，起炎

菌として知られている。また，S．〃2仇sは菌体

外に炎症性サイトカインの産生を誘導する物質

を産生し，種々の炎症性疾患の起炎菌としての

可能性が示唆されている1）。最近，‘S．擁〃εη’”

groupといわれる菌種はS．αη♂ηosμs，　S．

仇彪ηηεd勿s，およびS．coηs‘θ〃砿μsであるが
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口腔レンサ球菌種の分布と歯周炎との関連

これらは呼吸器疾患や化膿性疾患，歯科領域に

おいては歯肉膿瘍などからの分離率が高いこと

が報告され2－5），化膿性疾患との関連が示唆さ

れている。

　本研究では口腔レンサ球菌と歯周炎の関連を

明らかにする目的で，健康成人と歯周炎患者の

歯垢，歯周ポケット内容液などの材料から口腔

レンサ球菌を分離し，これら材料中の口腔レン

サ球菌を定量するとともに健康成人と歯周炎患

者の口腔レンサ球菌種の分布を比較検討した。

材料と方法

1．材料

　21才から28才までの健康成人（歯周炎のな

い男子12名，女子8名）20名の歯垢（20検体）

を滅菌つま楊枝を用いて大臼歯歯頚部から採取

し，1mlのtrypticase　soy　broth（TSB，　BBL）

試験管に入れたものを材料とした。唾液（20検

体）は直接，滅菌シャーレに採取した。一方，

岩手医科大学歯学部第二保存科で歯周炎（ポ

ケットの深さ4mmから10　mm）と診断した28才

から42才までの19名（男子7名，女子12名）

の歯肉縁下歯垢（20検体）をポケットプローベ

を用いて1mlのTSBに採取した後に歯周ポ

ケット内容液（20検体）をペーパーポイントで

とり1mlのTSBに入れたものをそれぞれ材料

とした。

2．口腔レンサ球菌数の定量と分離

　分離培地はフェニルエチルアルコール寒天培

地（PEA寒天培地，ニッスイ）に0．5％yeast

extract（Difco）と5％にヒト赤血球を加えたも

のを用いた。1mlのTSBに採取した材料はバ

イブレター（ヒラサワ）で混和して10倍，100

倍に希釈したものの0．1mlをPEA血液寒天培

地に接種し，37℃，48時間，ガスパック（BBL）

を用いて嫌気培養を行った。培養後，溶血を指

標にα溶血，β溶血および非溶血を示すコロニ

ー数を算出して，歯垢1㎎当たり，また，唾液

とポケット内容液は1m1当たりのレンサ球菌数

を算出した。

　また，各材料の培地上のコロニーを溶血別に
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1検体から5コロニーずっ釣菌し，α溶血レン

サ球菌は80検体より400株，β溶血レンサ球

菌は22検体より110株，非溶血レンサ球菌は

32検体より160株の合計670菌株を分離した。

3．口腔レンサ球菌の同定

　1）レンサ球菌と類似菌の鑑別

　グラム染色をしてグラム陽性球菌であること

を確認して，カタラーゼ陰性，バンコマイシン

（30μg／ml）感受性，ロイシンアミノペプチダー

ゼ6）陽性，　ピロリドニールアリルアミダーゼテ

スト7）陰性，そして10℃で発育しないことを確

認し，レンサ球菌とした。

　2）生化学的性状検査

　アルギニン，エスクリン，アセトイン，ポリ

サッカライド産生性，マンニトール，ラフィノ

ー ス，イヌリン，メリビオース，アミグダリン，

N一アセチルグルコサミン，ラクトースの発酵

および胆汁酸溶解陰性，バシトラシン（2U）耐

性など各種性状にっいて検査8－10）を行った。ま

た，酵素活性としてノイラミニダーゼ，α一D

一 グルコシダーゼ，　β一D一グルコシダーゼ，

β一D一ガラクトシダーゼ，α一L一フコシダ

ー ゼ，　β一D一フコシダーゼ，　β一N一アセチ

ルグルコサミニダーゼ，　β一N一アセチルガラ

クトサミニダーゼ，ピアロニダーゼについ
て9’1u2）検討した。

　3）DNA－DNAハイブリダイゼーションによ

　　る菌種の同定

　（1）供試菌株

　基準株を含む対照株　〔＆　sαηgμis（ATCC

10556T），＆goアdbημ（ATCC　10558T），＆oπ功s

（ATCC　10557），　S．〃2仇s　（ATCC　9811），　S．

sα∫初αγ㌦s（ATCC　7073T），　S．〃2砿αηs（ATCC

25175T），　S　sobπημs　（ATCC　33478T），＆

αηg沈osμs（NCTC　10713T），＆沈’oηηρ4初s（GAI

ll57），　S　coηsz¢ZZ砿μs（ATCC　27823T）〕10菌株

と生化学的性状検査により同定した分離株の各

菌種5株ずつの合計50株と生化学的性状検査

では同定不能であった8株（健康成人の歯垢由

来3株，唾液由来2株，歯周炎患者のポケット

内容液由来3株）を用いた。
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Table　1．The　number　and　proportion　of　materials　of　streptococci　isolated　on　the　basis　of　hemolysis．

Materials　of　healthy　adults（Number） Materials　of　periodontitis　patients（Number）

Hemolysis
Dental　plaque
　　　　（20）

Saliva

（20）

Total

（40）

Subgingival
　　plaque
　　（20）

Fluid　of　gingival
　　　pocket
　　　　（20）

Total

（40）

α一hemolysis

β一hemolysis

Non－hemolysis

20（100．0）＊

4（20．0）

7（35．0）

20（100．0）

0　（0．0）

0　（0．0）

40（100．0）

4（10。0）

7（17．5）

20（100．0）

5（25．0）

13（　65．0）

20（100．0）

13（　65．0）

12（　60．0）

40（100．0）

18（　45．0）

25（　62．5）

Each　hemolysis　was　observed　on　PEA　blood　agar．　Each　value　indicates　the　number　of　materials　from

which　streptococci　could　be　isolated．

These　isolates　were　from　healthy　adults　and　periodontitis　patients．

＊：（％）

Table　2．　The　number　of　oral　streptococci　from　dental　plaque　and　saliva　in　healthy　adults．

Dental　plaque （CFU／㎎） Saliva（CFU／mD

Subjects
α一hemolytic
streptOcocc1

β一hemolytic
streptococc1

Non－hemolytic
　streptococCl

α一hemolytic
streptoCOCcl

Male

1
3
8
9
3
5
9
1
2
6
7
8

1
1
2
2
4
4
5
6
6
7
7
7

8．1×104

2．8×105

9．6×104

4．7×105

1．6×103

8．7×104

9．2×103

1、1×106

1．7×105

2．7×105

7．4×105

2．2×105

0

0

0

L3×104
0

0

0

0

0

0

4．3×103

5．0×10

8．1×103

0

0

3．7×103

1．4×102

L4×103
0

0

0

0

1．3×103

0

5．6×106

3．7×107

4．8×106

7．4×105

6．7×106

3．6×106

8．4×105

6．2×106

2．4×107

5．5×106

6．5×105

7．8×106

Mean 3．0×105 L4×103 1．2×103 8．2×106

Female

0
2
6
7
4
6
0
5

1
1
2
2
4
4
6
7

8．0×105

L3×104
6．1×104

8．0×104

2．1×105

2．3×105

3．9×103

7．5×104

0

0

1．7×104

0

0

0

0

0

0

0

6．1×104

0

0

0

1．4×10

0

3．2×107

4．5×106

8．3×105

3．4×106

2．5×107

3．6×107

3．8×107

6．3x106

Mean 1．9×105 2．1×103 2．5×103 1．8×107

Mean　of　tota1 2．5×105 1．8×103 L9×103 1．3×107



口腔レンサ球菌種の分布と歯周炎との関連

　（n）DNAの抽出

　DNAは30　mlのTodd　Hewitt培地（BBL）

で48時間，嫌気培養して得た全菌体から

Ezakiら13）の方法に従って調整した。すなわち，

菌体を1mlの5mM　EDTA溶液に浮遊し，0．5

㎎／mlのアクロモペプチダーゼ（和光純薬）50

μ1を加えて，37℃，30分間反応させて溶菌した

のち，遠心分離して上清からフェノール／クロ

ロホルムでDNAを抽出した。

　（皿）フォトビオチンの標識

　DNAのフォトビオチン標識はMcinnesら14）

の方法に従い，菌体から抽出した0．5μg／μ1の

DNA　10μ1に0．5㎎／mlのフォトビオチン

（Sigma）10μ1を加え，300ワットのランプで照

射して行った。

　（IV）DNA－DNAハイブリダイゼーション

　DNA－DNA相同性による菌種の同定はマイ

クロプレートを用いたDNA－DNAハイブリダ

イゼーション1516）に従って行った。すなわち，一

本鎖にした基準株を含む対照株と被検株の

DNAをマイクロプレートに固定して，フォト

ビオチンで標識して一本鎖にした被検株の

DNAとハイブリダイゼーションを行った。未

反応の標識DNAを洗浄し，　streptoavidin－

AP－conjugated－enzyme（ベーリンガー）を加

え，ビオチンとストレプトアビジンを結合さ

せ，洗浄後基質を加え，2本鎖になったDNA

を定量して相同性を算出した。相同性の算出17）

は標識DNAと同じ株のDNAを固定したウェ

ルの吸光度を100％（ウェル3個の値の平均値）

とし，陰性コントロールを0％として相同性を

計算し，相同性が70％以上を示したものを同

一菌種と判定した。

成 績

1．口腔レンサ球菌の分離と定量

　Table　lに健康成人，歯周炎患者の材料から

α溶血，β溶血そして非溶血レンサ球菌の分離

した結果を示した。α溶血レンサ球菌は健康成

人，歯周炎患者の全ての検体から分離したが，

β溶血レンサ球菌は健康成人では歯垢20検体
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中4検体（20％）からのみ分離し，唾液からは

分離できなかった。歯周炎患者では歯肉縁下歯

垢20検体中5検体（25％）からβ溶血レンサ球

菌を分離し，歯周ポケット内容液では20検体

中13検体（65％）からβ溶血レンサ球菌を分離

した。そして非溶血レンサ球菌は健康成人では

歯垢20検体中7検体（35％）から分離し，唾液

からは分離できなかった。歯周炎患者の歯肉縁

下歯垢では20検体中13検体（65％）から非溶

血レンサ球菌を分離し，歯周ポケット内容液か

らは20検体中12検体（60％）から非溶血レン

サ球菌を分離した。

　健康成人に比べ，歯周炎患者では非溶血レン

サ球菌の検出率が60％以上で高率であった。

　Table　2に健康成人男子12名，女子8名の歯

垢と唾液中のα溶血，β溶血，非溶血レンサ球

菌数を示した。男女20名の平均菌数をみると

歯垢中のα溶血レンサ球菌は2．5×105CFU／

㎎，β溶血レンサ球菌は1．8×103CFU／㎎，そ

して非溶血レンサ球菌は1．9×103CFU／㎎で

あった。唾液ではα溶血レンサ球菌のみでL3

×107CFU／mlであった。健康成人のレンサ球

菌数に男女差は認められなかった。

　Table　3に歯周炎患者男子7名，女子12名の

歯肉縁下歯垢と歯周ポケット内容液中のレンサ

球菌数を示した。男女19名の平均菌数をみる

と歯肉縁下歯垢中のα溶血レンサ球菌は7．6×

105CFU／㎎，β溶血レンサ球は3．3×102

CFU／㎎，非溶血レンサ球菌は2．3×105CFU／

㎎であった。歯周ポケット内容液のα溶血レン

サ球菌2．5×106CFU／ml，β溶血レンサ球は

2．2×104CFU／ml，非溶血レンサ球菌はL1×

105CFU／mlであった。歯周炎患者のレンサ球

菌数に男女差は認められなかった。また，健康

成人にくらべて歯周炎患者では非溶血レンサ球

菌の菌数が多かった。

2．口腔レンサ球菌の菌種

　健康成人の歯垢と唾液および歯周炎患者の歯

肉縁下歯垢と歯周ポケット内容液，それぞれ20

検体から分離した口腔レンサ球菌670株の溶血

別，菌種別の分離菌株数をTable　4に示した。



Table　3．　The　number　of　oral　streptococci　from　subgingival　plaque　and　fluid　of　gingival　pocket　of　periodontitis　patients、
ざ

Subgingival　plaque（CFU／㎎） Fluid　of　gingival　pocket（CFU／m1）

Subjects
α一hemolytic
streptocOccl

β一hemolytic
streptococcl

Non－hemolytic
　streptococc1

α一hemolytic
streptococc1

β一hemolytic
streptococcl

Non－hemolytic
　streptococc1

Male 2

8

12

13

15

16

18

3．4×105

1．6×106

6．4×103

L5×103

1．8×106

2．2×104

9．0×104

0

0

0

0

0

1．5×103

4．0×103

1．0×104

5、0×102

0

0

9．7×105

0

1．1×106

3．6×105

1．2×106

2．1×105

7．OXlO4

1．3×106

3．6×106

9．6×105

1．0×102

0

2．5×102

2．7×104

2．3×106

2．4×105

5．2×105

0

5．2×105

1．3×104

9．2×104

9．6×105

4．0×105

3．0×104

田

Mean 5．6×105 7．9×102 8．7×105 1．1×106 4．4×105 2．9×105

研
尭
出

Female 1

2

4

5＊

5＊

6

7

9

10

ll

14

17

19

7．0×103

4．5×103

4．6×106

1．1XlO6

9．0×104

3．6×106

2．8×105

3．8×104

1．6×103

2．0×102

5．2×104

2．0×105

L3×106

0

0

0

0

0

2．0×102

0

0

3．0×102

5．0×102

0

0

0

0

5．0×102

2．1×106

4．0×10

0

0

1．6×103

L6×102

2．8×103

2．0×102

0

9．2×104

1．3×106

8．1×105

1．0×105

4．1×106

6．4×105

3．2×104

3．0×106

4．5×106

9．4×105

L4×105

4．0×102

4．8×106

3．8×106

1．9×107

1．0×103

5．0×102

1．7×104

0

0

3．0×102

5．0×102

2．0×102

2．4×103

0

0

0

0

5．0×103

0

1．8×105

8．4×103

0

0

1．6×104

0

4．0×103

2．0×102

0

0

0

・

⇒

〉

Mean 8．7×105 7．6×10 2．7×105 3．2×106 5．1×102 L6×104

Mean　of　total 7．6×105 3．3×102 2．3×105 2．5×106 2．2×104 Ll×105

＊　Fluid　of　gingival　pocket　and　subgingival　plaque　of　the　subjects　were　sampled　at　different　sites．
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Table　4．　The　number　of　each　streptococci　varied　hemolysis．

Hemolytic　streptococci

（Number　of　strains）
Species The　number　of　isolated

Oral　streptOCoCCi（％）

α一hemolytic　streptococci

　　　　　（400）

＆sαη9痂s

＆goπZoη商

＆owα／is

s．沈仇s

s．∫αZ勿αγWs

s．〃n“αηs

S．sobγ抗μS

NP

98（　24．5）

54（　13．5）

60（　15．0）

97（　24．3）

31（7．7）

35（8．7）

17（4．3）

8（2．0）

β一hemolytic　streptococci

　　　　　（llO）

＆αη9仇osμs 110（100．0）

Non－hemolytic　streptococci

　　　　　（160）

s．仇τθγ物ρ（Z伽s

S．COηS旋2〃α‘26S

104（　65．0）

56（　35．0）

Each　of　5　hemolytic　streptococcal　colonies　was　isolated　from　materials　of　dental　plaque，　saliva，　fluid　of

gingival　pocket　and　subgingival　plaque，　respectively．

＊：The　species　could　not　be　indetified　by　biochemical　test．

生化学的性状検査により同定したα溶血レンサ

球菌400株のうち＆sαηgμisは98株（24．5％），

S．〃2仇sが97株（24．3％）であった。また，∫

oγα応は60株（15％），＆〃2鋤ηsが35株（8．7％），

S．sαZ‘〃α吻sが31株（7．7％），そしてS．　sobπημs

が17株（4．3％）であった。一方，同定不能株が

8株（2％）あった。β溶血レンサ球菌は110株

すべてS．αηgゴηosμsであった。また，非溶血レ

ンサ球菌160株のうち＆‘η彪耽θ∂伽sは104

株（65％），＆coηsτ¢〃鋤sが56株（35％）で

あった。

　健康成人の歯垢と唾液，歯周炎患者の歯肉縁

下歯垢と歯周ポケット内容液のそれぞれ20検

体から分離した口腔レンサ球菌の菌種別分離数

およびその分離率をTable　5に示した。

　＆sαηg泌sは健康成人の歯垢では20検体中11

検体（55％）から分離し，唾液では20検体中18

検体（90％）から分離し，歯周炎患者の歯肉縁

下歯垢では20検体中14検体（70％），そして歯周

ポケット内容液では20検体中10検体（50％）か

らS．Sαηgμおを分離した。　S．　gOγdo磁は健康成

人の歯垢そして唾液からは分離できなかった。

歯周炎患者の歯肉縁下歯垢では20検体中14検

体（70％），歯周ポケット内容液では20検体中

12検体（60％）から＆goγdo励を分離した。　S．

oπ功sは健康成人の歯垢では20検体中3検体

（15％），唾液では20検体中14検体（70％）か

ら分離した。また，歯周炎患者の歯肉縁下歯垢

では20検体中9検体（45％）から，歯周ポケッ

ト内容液では20検体中7検体（35％）から＆

orα応を分離した。＆〃2厄sは健康成人の歯垢

では20検体中15検体（75％）から，唾液では

20検体中13検体（65％）から分離した。歯周炎

患者の歯肉縁下歯垢では20検体中12検体

（60％）から，歯周ポケット内容液では＆〃2仇s

は20検体中12検体（60％）から分離した。＆

sα励α物sは健康成人の唾液20検体すべてか

ら分離したが，歯垢からは分離できなかった。
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Table　5．　The　number　and　proportion　of　materials　of　streptococcal　species　isolated　from　healthy　adults

　　　　and　periocdontitis　patient＆

Materials　of　healthy　adults（Number）

Streptococcal
　　species　　　Dental　plaque　　　Saliva

　　　　　　　　　（20）　　　　　　　　　　（20）

Materials　of　periodontitis　patients（Number）

Tota1

（40）

Subgingival

　plaque
　　（20）

Fluid　of　gingival　Total

　　Pぽt　（・・）

＆sαη9痂s

Sgoτdoη商

S．0γακS

s．沈仇s

s．sαZ初αημs

s．η2砿αηs

S．sobηημS

＆αη9仇OSμS

S、i川θηηθd㌦s

S．COηsZo〃α’24S

11（　55．0）＊　　　　18（　90．0）

0（0．0）

3（15．0）

15（　75．0）

0（0．0）

12（60．0）

8（40．0）

4（20．0）

6（30．0）

2（10、0）

0（0．0）

14（　70．0）

13（　65．0）

20（100．0）

4（20．0）

3（15．0）

0（0．0）

0（0．0）

0（0．0）

29（　72．5）

0（0．0）

17（　42．5）

28（　70．0）

20（　50．0）

16（　40．0）

11　（　27．5）

4（10．0）

6（15．0）

2（5．0）

14（70．0）

14（70．0）

9（45．0）

12（　60．0）

0（0．0）

3（15．0）

0（0．0）

5（25．0）

8（40．0）

7（35．0）

10（　50．0）

12（　60．0）

7（35．0）

12（　60．0）

0（0．0）

0（0．0）

0（0．0）

13（　65．0）

11　（　55．0）

6（30．0）

24（　60．0）

26（　65．0）

16（　40．0）

24（　60．0）

0（0．0）

3（7．5）

0（0．0）

18（　45、0）

19（　47．5）

12（30．0）

＊　（％）

歯周炎患者の歯肉縁下歯垢，歯周ポケット内容

液からもS．sακ〃α吻sは分離できなかった。　S．

勿碗αηsは健康成人の歯垢では20検体中12検

体（60％）から分離したが，唾液では20検体中

4検体（20％）から分離した。歯周炎患者では

歯肉縁下歯垢の20検体中3検体（15％）から

＆〃城αηsを分離できたが，歯周ポケット内容

液からは分離できなかった。S．　so励ημsは健康

成人の歯垢では20検体中8検体（40％）から分

離したが，唾液では20検体中3検体（15％）か

ら分離した。しかし歯周炎患者ではS．so励批s

は分離できなかった。＆αηg仇osμsは健康成人

では歯垢の20検体中4検体（20％）から分離し

たが唾液からは分離できなかった。歯周炎患者

では歯肉縁下歯垢20検体中5検体（25％）から

＆αηgiηOS俗を分離したが，歯周ポケット内容

液では20検体中13検体（65％）から分離した。

＆琉¢ηη¢磁μsは健康成人では歯垢20検体中6

検体（30％）から分離したが，唾液からは分離

できなかった。歯周炎患者の歯肉縁下歯垢では

20検体中8検体（40％）からS．‘艀¢ηη醐佐sを

分離し，歯周ポケット内容液では20検体中11

検体（55％）から分離した。＆coηs’¢〃砿μsは健

康成人では歯垢20検体中2検体（10％）から分

離したが，唾液からは分離できなかった。また，

歯周炎患者の歯肉縁下歯垢20検体中7検体
（35％）から＆coηsτθ〃α‘μsを分離したが，歯周

ポケット内容液では20検体中6検体（30％）か

ら分離した。

　歯周炎患者では，健康成人に比べてS．

90勉0η瓦　＆　αη9仇OSμS，　S．砿θ耽θd㌦S　＆

coηsZρ〃α’μsは高い検出率であった（Table　5）。

3．DNA－DNAハイブリダイゼーションによる

　　菌種の同定

　生化学的性状検査で同定できた分離株のうち

10菌種の各5株ずつ，合計50株の相同性をし

らべた（Table　6）。

　分離株のうちA－1株の吸光度を100％と

し，陰性コントロールを0として最も反応の強

かった1との相同性を計算すると，88％で1の
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Table　6．　Identification　by　DNA－DNA　hybridization．

　　　　　　　　（1）Isolated　strains　identified　by　biochemical　tests．

Coated　DNA＊
Labeled　DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Identification

紡

1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5

一

二
一
二
一
一
一
一
二
一
＝
＝
二
一
一
一
二
一
二
一
一
二
＝
一
一
＝
＝
一
＝
一
一
一
一
二
二

A
A
A
A
A
G
G
G
G
G
O
O
O
O
O
M
M
M
M
M
V
V
V
V
V
T
T
T
T
T
B
B
B
B
B
S
S
S
S
S
I
I
I
I
I
C
C
C
C
C

8
8
一
8
6
一
8
4
一
8
3
一
8
5
一
4
3
4
5
4
0
3
9
4
6
4
3
4
0
3
8
4
2
4
5
5
0
4
7
4
3
4
3
5
2
3
0
3
2
2
9
3
6
3
5
1
3
1
5
1
4
1
6
1
9
1
7
1
9
1
8
2
0
1
8
2
2
1
9
2
1
1
9
2
3
2
3
2
4
2
2
2
1
2
6
1
7
1
8
1
9
2
1
2
3

狙
5。

豊
6
額
器
霞
霞
認
2
3
9
ω
勾
塁
塁
藷
9
‖
；
S
篇
；
⑳
2
勿
；
2
M
6
膓

47

51

50

57

48

45
55

39

42

45

9
0
一
8
8
一
8
7
一
8
6
一
8
4
一
4
8
4
6
4
2
4
3
4
7
3
2
3
1
3
0
3
5
3
6
1
7
1
9
1
7
1
9
1
9
2
2
2
1
2
3
2
4
2
1
3
0
2
9
3
2
3
4
3
1
2
2
2
0
1
9
1
8
2
3
1
5
1
4
1
6
1
7
2
1

42

43

40

46

42

39

43

36

40

40

56

53

54

52

53

8
5
一
8
3
一
8
4
8
4
一
8
5
3
3
3
4
3
1
3
7
3
7
2
0
2
2
2
3
2
4
2
5
2
0
1
9
2
2
2
2
2
3
3
2
3
0
3
6
3
3
3
2
1
9
1
8
1
7
1
6
1
9
1
1
1
0
1
2
1
3
1
2

21

23

22

25

20

24

26

22

23

27

19

21

23

24

16

14

13

15

14

16

9
8
一
9
2
一
8
8
一
8
6
一
9
1
一
1
7
1
6
1
9
1
8
1
6
1
5
1
4
1
6
1
7
1
7
2
1
2
0
2
5
2
4
2
4
1
8
1
7
1
5
1
5
1
9
1
3
1
5
1
6
1
7
1
4

17

18

16

18

14

14

13

H
16

18

16

15

18

21

13

12

10

15

16

17

21

20

22

16

24

8
4
一
8
2
8
3
8
4
8
6
6
0
5
7
5
9
6
2
5
9
1
0
H
1
2
9
1
2
9
8
9
1
1
1
3
1
3
1
5
1
7
1
6
1
7

14

15

17

16

13

15

18

13

17

16

17

16

15

19

12

22

21

24

23

25

20

18

23

18

22

62

59

61

63

65

86

83

8
4
一
8
5
8
5
8
9
1
2
1
1
1
0
1
0
9
n
1
2
1
2
n
1
3
1
4
1
2
1
5

19

21

21

20

16

36
33

29

27

35

13

15

17

16

10

16

14

18

17

19

20

19

25

15

25

9
8
1
0
H
8
8
9
1
2
1
4
9
9
1
一
9
0
一
8
8
一
8
7
一
9
9
　
5
4
5
2
4
9
5
4
5
6
6
1
5
9
6
3
6
7
6
3

20

20

20

23

20

35

32

30

38

34
18

19

21

17

15

15

13

18

17

18

19

18

21

17

22

10

12

13

11

9
8
1
0
1
1
1
2
1
0
6
7
6
4
6
3
6
2
6
2
8
6
一
8
7
｝
8
3
一
8
6
一
8
4
一
6
9
6
5
6
7
6
4
6
5

18

18

18

15

18

19

17

14

11

17

20

18

22

25

14

24

21

26

25

27

18

17

22

16

19

10

H
12

14

10

9
H
1
0
1
1
9
6
1
6
0
6
2
5
9
6
0
6
4
6
7
6
2
6
3
6
8
9
1
一
8
8
一
9
0
一
8
7
一
8
5

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

s．sαη9酩s

〃

〃

〃

〃

S．907↑doη商

〃

ノノ

〃

ノノ

S．　07CαZ‘S

！ノ

〃

〃

ノノ

s．ηz毎s

〃

〃

ノノ

〃

s．　sαZi1ノαγゴμs

ノノ

！ノ

！ノ

〃

s．　彿zzταηs

〃

〃

！ノ

〃

S．　sobγiηZ4S

〃

〃

〃

〃

S．αηg仇OSμS

〃

〃

〃

〃

s．　iητe♂勿θ（》i24s

〃

〃

〃

〃

S．　CO7¢S彦（≧／》ατμS

〃

〃

〃

〃

＊1．S．　sαηg痂s（ATCC　lO556T），2．　S．　goπ〕o痂歪（ATCC　10558T），3．　S．　owαZ‘s（ATCC　10557），4．　S．〃z仇s（ATCC

9811），5．S．　sα1初αγWs（ATCC　7073T），6．　S．〃z砿αηs（ATCC　25175T），7．　S．　sobηημs（ATCC　33478T），8．　S．

αηg仇osμs（NCTC　lO713T），9．　S．仇茜θ㎝od仇s（GAI　1157），10．　S．　coηsερ〃α勧s（ATCC　27823T），　l　l．　Homologous

strain，　labeled　DNA．

＊＊　Isolated　strain　identified　biochemical　tests．
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Table　7．　Identification　by　DNA－DNA　hybridization．

　　　　（n）Isolated　strains　non－identified　by　biochemical　tests．

Coated　DNA＊

Labeled　DNA
1 2　　3　　4　　5　　6　　7　　8 9　　10　　11

Identification

ロ

ー
2
3
4
5
6
7
8

｝

　
一
　
一
　
一
　
一
　
一
　
｝
　
一

N
N
N
N
N
N
N
N

50　　　　62　　　　63　　　ヱ旦　　　　18　　　　17

48　　　　65　　　　60　　　ヱ亘　　　　22　　　20

ヱヱ　　　　50　　　　53　　　　55　　　26　　　　30

ヱ亘　　　　48　　　　52　　　　54　　　　16　　　　15

63　　　　61　　　60　　　ヱ2　　　　15　　　　20

ヱ旦　　　　62　　　　59　　　　53　　　　32　　　　30

50　　　ヱ旦　　　　51　　　62　　　35　　　40

58　　　ヱ旦　　　　54　　　　55　　　29　　　　20

15　　22

18　　10

40　　16

13　　14

13　　17

28　　24

32　　22

18　　12

23　　19　100

8　　12　100

19　　17　100

18　　12　100

9　　7　100

17　　16　100

19　　18　　100

14　　13　　100

s．卿緬s

s．勿砺s

＆sαη9泌s

＆sαη9励s

s仇ω8

＆sα729泌∫

＆907「ば072商

＆90γ40η宛

＊1．＆sαηg磁∫（ATCC　10556T），2．　S　gow∂o痂Z（ATCC　10558T），3．＆oγα」‘s（ATCC　lO557），4．＆勿毎s（ATCC

9811），5．＆8α↓加απμs（ATCC．7073T），6．＆ητぼαη∫（ATCC　25175T），7．　S．　sobηημs（ATCC　33478T），8．＆

αηg仇osμs（NCTC　10713T），9、＆加¢㎝砿拠s（GAI　ll57），10．＆coηsτe〃ατμs（ATCC　27823T），　ll．　Homologous

strain，　labeled　DNA．

＊＊　Isolated　strain　non－identified　biochemical　tests．

菌種S．sαηgμ歪sと同定できた。分離株A－1か

らA－5は1の＆sαηgμ‘sに相同性が83％か

ら88％を示し，＆∫αηg漉sと同定できた。同様

に他の菌種の分離株も生化学的性状検査で同定

した菌種とDNA－DNAハイブリダイゼーショ

ンによる菌種の同定結果と一致した成績を示し

た。次に生化学的性状検査で同定不能であった

8株についてDNA－DNAハイブリダイゼー

ションの結果（Table　7）をみると，同定不能で

あった8株は相同性は73％から79％を示し，

S．sαηg酩s　3株，　S．勿伍s　3株，＆goγdoη∬2株

の菌種が同定できた。

考 察

　ヒトの口腔内には多くの細菌種が生息し，そ

の中でもレンサ球菌は主要な構成細菌である。

しかし，レンサ球菌と歯周炎との関連性にっい

ての報告は少ない。著者らは本研究において口

腔レンサ球菌と歯周炎の関連性を明らかにする

目的で，健康成人の歯垢と唾液，歯周炎患者の

歯肉縁下歯垢と歯周ポケット内容液から口腔レ

ンサ球菌を分離してその分離率や菌数菌種の

分布を比較検討した。各材料から分離した溶血

別の分離検体数と菌数は，α溶血レンサ球菌で

は健康成人，歯周炎患者いずれの材料からも分

離検体数および菌数に差を認あなかったが，β

溶血レンサ球菌では歯周炎患者の歯周ポケット

内容液からの分離率が65％と健康成人の検体

に比較して高かった。また，非溶血レンサ球菌

は分離した検体数，菌数ともに健康成人にくら

べて歯周炎患者からの検体で多く分離でき，健

康成人と歯周炎患者では口腔内におけるレンサ

球菌の分布が異なることが示唆された。さらに

健康成人と歯周炎患者材料から分離した口腔レ

ンサ球菌の菌種を生化学的性状検査により同定

し，その分布を比較検討したところ，健康成人

からはS．〃2z〃α7τs（40％）や＆sobηημs（27．5％）

を分離できたが，歯周炎患者からは＆〃鋤αηs

の分離率は7．5％と低く，S．　sob吻μsは分離で

きなかった。また，歯周炎患者では健康成人か

ら全く分離することができなかった＆
goγ40η勿を高率（65％）に分離した。さらにS．

αηg仇osμsが45％，　＆i7π¢γフηθ（f㌦sが47．5％，

そしてS．coηsτθ〃ατμsが30％と“S．勿辺θガ”
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groupの分離率が健康成人にくらべ歯周炎患

者で高く（Table　5），菌種の分布や比率が健康

成人と歯周炎患者では異っていた。

　口腔レンサ球菌は同属間で近縁関係にある菌

種も多く15），必ずしも生化学的性状検査のみで

は正確な菌種の同定ができない場合もある。そ

こでDNA－DNAハイブリダイゼーションをあ

わせ行うことにより正確な口腔レンサ球菌の同

定も必要となる。本研究でのDNA・DNAハイ

ブリダイゼーションによる菌種の同定では，生

化学的性状検査により同定した口腔レンサ球菌

の菌種と一致した成績が得られ，生化学的性状

検査で同定した菌種の確実さが裏付けられた。

また，生化学的性状検査で同定不能であった8

株については，DNA・DNAハイブリダイゼー

ションにより菌種の同定ができた。今後，生化

学的性状検査で同定不能の場合には
DNA－DNAハイブリダイゼーションによる菌

種の同定法も導入していく必要があると考え

る。このような手法を用いて正確な口腔レンサ

球菌種の同定を行い，口腔レンサ球菌の分布や

その生態を知ることは，歯周炎への口腔レンサ

球菌の関与を検討する上で重要であると考え

る。

　本研究において歯周炎患者材料からの分離率

が高かった菌種すなわちS励〃¢バgroupの

＆αηg仇osμsは，他の口腔レンサ球菌に比べ成

人性歯周炎から高率に分離されるという報告が

ある18）。また，s．αηg伽∫μs培養上清がヒト末

梢血単核球やマウス腹腔マクロファージにイン

ターロイキン（IL）－1，　IL－6や腫瘍壊死因

子一αなどの炎症性サイトカイン，および誘導

型のプロスタグランジン生合成酵素であるシク

ロオキシゲナーゼー2のmRNA発現を誘導
し，マウス腹腔マクロファージからプロスタグ

ランジンE2を産生するという報告があり19），

＆αηg仇osμsが炎症に関連する活性物質を産生

して歯周炎などの炎症性疾患に関与しているこ

とが示唆されている。さらに“＆〃2辺θガ

groupの＆coηsτθZZα‘πsと＆琉¢耽d‘μsは病

原因子のひとっとして菌体外に組織破壊酵素を
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産生し2M），そして＆COηS’θ〃碗μSは歯周炎関

連細菌と考えられているPOゆλy70彿0ηαS

giηg勿α応とともに歯周炎病巣から混合感染の

形で高頻度に分離されるといわれている2）。ま

た，S．　gOγdo城はPg仇g初α治の線毛を介して

コンプレックスを形成しPg仇g初α応が歯垢の

構成細菌となる際，接着因子として重要な働き

を担っているという報告がある23）。これらの報

告と本研究における健康成人と歯周炎患者から

の口腔レンサ球菌の分離とその分布，すなわち

＆αη9仇osωs，＆coηszρ〃α‘μs，＆仇‘ε”ηθ漉μsや

s．g併40η∬が歯周炎患者材料から多く分離され

たという結果から，これら菌種が歯周炎に関連

している可能性が考えられる。

　現在，主要な歯周炎関連細菌としては，ロ

g飢9初αZ‘S，　∠4C励obαC‘〃μS　αC励07ηyc¢εθ7η一

co〃z庇αηs，　F2∠sobαc’¢γ痂4〃2　ημcZθαε24〃2，　CαZη20－

cy’0ρ12α9αOC12rαceα，　E椛¢ηe〃αCOγod！θηSなど

のグラム陰性桿菌群があげられる24）。また，グ

ラム陽性桿菌であるPγ0必0η必αCεθ酩沈αCηOS

はPg仇g勿α応などの主要歯周炎関連細菌の増

殖を促進するような物質を産生し，間接的に歯

周炎を増悪させることも知られている25）。歯周

炎病巣にはこれらの菌種をはじめとして多数の

菌種が存在し，混合感染26）をしている場合が多

く，病巣に分布している菌種間の相互作用など

が歯周炎の発症や炎症の拡大に関連しているこ

とも考えられる。

　＆αηg仇OSμS，　S．　COηSτθ〃αεZ4SやS．仇彪夕η2θ〈海μS

が炎症や組織破壊に関連する種々の菌体外物質

を産生するという報告19－21），また，S．　gO夕doηii

が歯周炎関連細菌Pg仇gゴ〃α応の歯垢への接着

因子となっている23）ことなど，本研究の健康成

人と歯周炎患者から分離した口腔レンサ球菌の

分布についての研究結果をあわせ考えると歯周

炎においてはS．αηg仇OSμ8，＆COηS彪〃砿μS，＆

仇‘θ耽θ直μsや＆goγばo磁は直接的な歯周組織

の破壊および歯周組織中のマクロファージなど

免疫細胞を刺激して，炎症性サイトカインなど

のメディエーターを産生し，組織に傷害を与え

ることや歯周炎関連細菌の病巣への定着，増殖
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に影響をおよぼすなどの間接的な機構により歯

周炎に関与している可能性が示唆された。

結 論

　1．α溶血レンサ球菌は健康成人（20名），歯

周炎患者（19名）すべての検体から分離した。

β溶血レンサ球菌は健康成人の歯垢からは

20％，歯周炎患者の歯肉縁下歯垢中と歯周ポ

ケット内容液からはそれぞれ25％，65％の分

離率であった。非溶血レンサ球菌は健康成人の

歯垢からは35％，歯周炎患者の歯肉縁下歯垢中

と歯周ポケット内容液からはそれぞれ65％，

60％の分離率であった。歯周炎患者では健康成

人にくらべて非溶血レンサ球菌の分離率が高

かった。

　2．分離菌種についてみると健康成人では，

S．　sα72914ゴs　　（72．5％），　＆　〃2庇‘s　（70．0％），　∫

sα1‘θαημs　　（50．0％），　＆　oγακs　（42．5％），　＆

η2μzαη∫　　（40．0％），　＆　sobγイη24s　　（27．5％），　＆

iητeγ？η¢4乞24s　（15．0％），　＆αηgiηos24s　（10．0％），

そしてS．coηs彪ZZ碗μs（5．0％）のll頂であった。

また，歯周炎患者では，Sgoγばoη∬（65．0％），

S．　sαηgμis　　（60．0％），　　＆　 ”2ゴκs　　（60．0％），　＆

i2πθmzθdぼ24s　（47．5％），　＆αη9‘ηosμ8　（45．0％），

＆omJお（40．0％），　S．　coηs彪〃α’μs（30．0％），そ

して＆〃砿αηs（7．5％）の順であった。歯周炎

患者では健康成人にくらべてS．gOγ∂0η冗，＆

αηg仇OSμS，　S仇εeηηθ4㌦SそしてS．　COηS彦θ肱WS

の分離率が高かった。

　3．DNA・DNA相同性による菌種の同定で

は，生化学的性状検査により同定した菌種と一

致した。また，生化学的性状検査で同定不能で

あった8株はDNA－DNAハイブリダイゼー
ションによりS．sαηgμis　3株，＆仇仇s　3株そ

してS．goγdo励2株と同定できた。　DNA・DNA

ハイブリダイゼーションにより，生化学的性状

検査で同定した菌種の確実さが裏付けられ，生

化学的性状検査で同定不能であった株の菌種を

同定できた。
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