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小児プラークにおける

ミュータンスレンサ球菌定着量と鶴蝕罹患状況の関連

蒔苗　剛1）下山　佑2）
木村重信3）田中光郎1）

松　本　弘　紀1）

要旨：ミュータンスレンサ球菌（MS）の小児プラークへの定着状況および定着量と麟蝕罹患状況との関連

性を明らかにすることを目的に，菌種特異的PCR法（c－PCR）および定量的PcR法（q－PCR）を併用した

解析を行った。さらに，口腔レンサ球菌特異的プライマーを開発し，プラーク細菌中の口腔レンサ球菌．S．

mutansの存在比率についても検討した。その結果c－PCRとq－PCRを併用することで98名の被験者はs．
mutans　high－S．　sobrinUS　“群，　S．　mutanshLgh－S．　sobrinUS一群，　S．　Mutans［”w－s．　sobrinUS一群，　S．　mutans－－S．　sobrinUS一群の

4群に大別された。4群中S．Mutanshlgh－S．　sobrinus＋群でプラーク全細菌中の口腔レンサ球菌，　S．　mutansの構

成比率が最も高く，平均df歯率は他群と比較して有意に高かった。　c－PCRでS．　mutansのみ陽性の群は，　S．

mutans　h‘9h－S．　sobrinus一群とS．　mutans　i°w・・S．　sobrinus一群に細分され，前者は後者と比較して有意に高いdf歯率

を示し，S．　mutans量とdf歯率とは有意の正の相関を示した。一方，　S．　mutans　L°”－s．　sobrinus一群ではS．　mu－

tans－－s．　sobrinus一群と比較してdf歯率に有意差は認められなかった。以上の成績より，小児フ゜ラーク中への

MS，特にS．　mutansの定着量の増加が小児齪蝕発症に繋がる重要な要因であることが強く示唆された。小

児プラーク中のMSの定量解析は，小児歯禺蝕発症機序の詳細解明への手がかりを与えるとともに，小児鰯

蝕のリスク診断のための有効な手段となり得る可能性が示唆された。
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緒 言

　ヒトのミュータンスレンサ球菌（MS）であるStrepto－

COCCUS　mutansとS．　sobrinUSはともに（デンタル）プラ

ー クを主要生息部位とする細菌で，ヒトの齢蝕，特に小

児齢蝕の主要な原因細菌であることがこれまでの動物実

験やヒトを対象とした疫学調査を含む多くの報告］－1°｝か

ら明らかにされている。齪蝕発症機序という面から見れ

ば，必ずしも十分条件を満たしてはいないものの，MS

の口腔／歯面への定着は齢蝕発症の必要条件といえ

るIL　12）。それゆえMSの定着定着量についてこれまで

に多くの研究がなされてきた。

　MSの口腔／歯面への定着については，1990年代後

半までは主としてMSの選択培地であるバシトラシン
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を添加したMitis－salivarius寒天培地（MSB寒天培地）

を用いた培養法が行なわれてきた13　17）が，それ以降は，

遺伝学的解析法，すなわち菌種特異的なDNA配列に基

づくPCR（polymerase　chain　reaction）法’8～24）がMSの同

定法として主流を占めている。MSの同定法としての

PCR法（c－PCR）は，　MSB寒天培地を用いた培養法と

比較して高い感度と特異性をもち，比較的少ないサンプ

ル量で他菌種の解析も行えることから，原田8）はgtf遺

伝子あるいは16S　rRNA遺伝子を標的とするS．　mutans，

S．sobrinUS，　S．　gordonii，　S．　sanguinis，　S，　oralisおよびS．

salivorius特異的PCR法を開発し，320名の小児のプラ

ー クを用いてMSを含む7菌種の口腔レンサ球菌の感

染実態について検討を行った。その結果，増齢に伴う

s．mutans，　s．　anginosusの定着率上昇とs．　sanguinisの定

着率の低下がみられたが，舗蝕との関連性については

S．mutαnsの検出とのみ有意の正の相関性が認められた

と報告している。しかしc－PCRでは定量測定ができな

いことから，MSの定着量と齢蝕の関連性については依

然不明な点が残されている。MSの量的解析法としては

定量的リアルタイムPCR法（q－PCR．）が開発されてい

る25～27）が，感度，コストを含む利便性という点ではC一

Presented by Medical*Online



52蒔苗剛ほか：小児翻蝕とミュータンスレンサ球菌定着量

PCRに劣り，多くの検体に応用されるまでには至って

いない。

　そこで本研究では，c－PCRとq－PCRを併用し，98名

（2～12歳）の小児のプラーク中へのMSの定着状況お

よび定着量と舗蝕罹患状況との関連性について横断的解

析を行った。さらに，口腔レンサ球菌特異的プライマー

を開発し，全プラーク細菌叢中の口腔レンサ球菌および

S．mutansの存在比率についても検討を行った。

材料と方法

1．供試菌株と培養条件

　S．mutans　ATCC　25175株，＆sobrinus　ATCC　27351

株＆mitis　ATCC　49456株S，　oralis　ATCC　lO557株，

S．gordonii　ATCC　lO558株，　S．　sanguinis　ATCC　lO556

株，S．　salivarius　JCM　5705株，　S．　anginosus　NCTC　l　O713

株，S．　conste〃atus　ATCC　27823株およびS．　intermedius

GAI　1157株を実験に供した。これらの菌株は既報8［に

従いTodd　Hewitt　Broth（Becton　Dickinson，　MD，　USA）

に播種し，嫌気培養システム（Becton　Dickinson）を用

いて嫌気的条件下（90％N，，5％H，，5％CO、）で37℃，

48時間培養した。S．　pyogenes　ATCC　12344株，　Abiotro－

phia　defective　ATCC　49176株，　Grαnulicatella　adiaeens

ATCC　49175株Staphylococcus　aureus　ATCC　25923株，

Staph．　epidermidis　ATCC　14990株，　Enterococcus　faecalis

ATCC　29212株，　Escherichia　coli　ATCC　25922株の実験

室株についても同様に，嫌気的条件下で培養維持し
た。

2．被験者と鶴蝕罹患状況

　平成27年10月から平成28年1月までの期間に本学

小児歯科を受診した小児98名（男児45名と女児53名，

2～12歳，平均年齢±標準偏差：8．1±2．7歳）を対象に

歯肉縁上プラークサンプルを採取した。事前に保護者お

よび本人に本研究の主旨を説明し同意を得た。なお，本

研究は岩手医科大学歯学部倫理委員会の承認を得て実施

した（承認番号D－Ol231，承認年月日　平成26年12月

1日）。口腔内診査はプラークサンプル採取時に行った。

鶴蝕歯はWHOの齪蝕診査基準に基づき，齪蝕罹患状

況はdf歯（DF歯）率すなわち，各人の（df歯数＋

DF歯数）／現在歯数（乳歯＋永久歯）×100（％）で示

した（df歯率）。本被験者のdf歯率の平均値は23．3±

2．6％（平均値±標準誤差）であった。

3．プラークサンプルの採取とゲノムDNAの精製

　プラークサンプルの採取は原田18），木村1°）の方法に準

じて行った。すなわち，簡易防湿下で滅菌エキスカベー

ターを用いて，全歯面から歯肉縁上プラークを採取し

た。採取したサンプルを滅菌リン酸緩衝生理食塩水

（PBS；Nacalai　Tesque，京都）1　mlに懸濁し，2度遠心

洗浄を行い，遠心沈渣をプラークサンプルとした。

　プラークサンプルおよび供試菌株からのゲノムDNA

の精製はWizardLゲノムDNA精製キット（Promega，

Madison，　WI，　USA）を用いて行った。精製ゲノムDNA

は滅菌超純水に溶解しT260　nmの吸光度からDNA濃

度を算出した。c－PCRおよびq－PCRに用いたプラーク

サンプルおよび供試菌株DNAをTE　buffer（10・mM　Tri　s

－
HCI，　l　mM　EDTA，　pH　8．0）に溶解し20　ng／μ1（S．　mu－

tansおよびS．　sobrinus）または1　O　ng／μ1（真性細菌，口

腔レンサ球菌，MSを除く各供試菌株）に調製した。ゲ

ノムDNAサンプルはいずれも一80℃で保存した。

4．プライマー

　表1にc－PCRに用いたプライマーを示した。　S．〃lu－

tans，　s．　sobrinusについては原田の報告18），真性細菌につ

いてはLyonsらの報告2s）をもとに作製したプライマーを

用いた。Abiotrophia／Granulicatella属を除く口腔レンサ

球菌特異的プライマーは，S．〃nttans　Elongation　factor　Tu

（tuf）の塩基配列（accession　no．　EF　536028）をもとに設

計した。設計したプライマーの特異性はNational　center

表1本研究で用いたプライマーと反応条件

菌種 遺伝子 酉己ij［J　（5’to　3’） PCR産物（bp） 出典

真性細菌

真性細菌

全口腔レンサ球菌

s．mutans

S．sobrinUS

16S　rZ）NA

16S　rDNA

tuf

9グB

9φ

99attagataCCCtggtagtC

taCCttgttaCgaCtt

CgCtagtaatCgtggatCagaatg

tgtgaCg99Cggtgtgta

CCaatgCCaCaaaCtCgtgaaC

gatCaCggatttCCatttCaaCC

atggaCaagaaagtgCgttata

gaagttttgtCaaCtgtagttg

atggagaagaatgtaCgttttaa

CggttattagCtgCaaataatgt

728

69

136

377

653

Sharon　R．　Lyons

A．Yoshida

This　study

R．Harada－Oikawa

R，Harada－Oikawa
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for　Biotechnology　lnfbrmation（NCBI）のPrimer　BLAST

（https：〃www．ncbi．nlm．nih．gov／tools／primer－blast／index．cgi？

LINK＿LOC＝BlastHome）を用いて確認した。　q－PCRで

は，口腔レンサ球菌，S．　mutansについてはc－PCRに用

いたプライマーを用い，真性細菌についてはYoshidaら

の報告27）をもとに作製したプライマーを用いた（表1）。

5．プラークサンプルのc－PCR解析

　プラークサンプルからのDNAをテンプレートとする

c－PCRは原田ig・　，，木村1°）の方法に準じて行った。すなわ

ち，DNAテンプレート1μ1，菌種特異的プライマー

0．15μM，lxAmpliTaq　Gold－ 360　Master　Mix（Applied

Biosystems，　Foster　City，　CA，　USA）を用いて，ゲノム

DNAサンプル中の真性細菌，口腔レンサ球菌，　S．　mu－

tans，　S．　sobrinusのc－PCRを行った。真性細菌，　S．　mu－

tans，　S．　sobrinusのPCR反応は94℃，15秒，55℃，15

秒，72℃，1分を1サイクルとして40サイクル，口腔

レンサ球菌は94℃，15秒，62℃，15秒，72℃，15秒を

1サイクルとして40サイクル行った。PCR産物は，

44．5mM　Tris－borate，1mM　EDTAを用いてpH　8．0に調

製した0．5MTE　buffer中で，　O．1μg／mlエチジウムブロ

マイド（lnvitrogen，　Carlsbad，　CA，　USA）含有L8％もし

くは3．0％のアガロースゲルを用いて電気泳動を行なっ

た。

6．プラークサンプルのq－PCR解析

　プラークサンプルからのDNAをテンプレートとする

q－PCRはMatsuiらの報告29）に準じて行った。すなわち，

DNAテンプレート1μ1，菌種特異的プライマー0．4μM，

lxSYBR亘Premix　Ex　Taqll（タカラバイオ，草津）を用

いて，ゲノムDNAサンプル中の真性細菌，口腔レンサ

球菌，s．　mutansのq－PCRを行った。　PCR反応条件は，

真性細菌では95℃，5秒，58℃，30秒を1サイクルと

して30サイクル，口腔レンサ球菌では95℃，5秒，60

℃，30秒を1サイクルとして35サイクル，S．〃lutans

では95℃，5秒，58℃，30秒を1サイクルとして40サ

イクル行った（表1）。蛍光検出はThermal　Cycler　DiceI～’

Real　Time　System　Single（タカラバイオ）を用いて行っ

た。

7．統計解析

　被験者の年齢とdf歯率，口腔レンサ球菌の定着の有

無および定着量の関連性について，ノンパラメトリック

解析を行なった。すべての結果において有意水準は0．05

未満とした。

結 果

1，新たに設計したロ腔レンサ球菌特異的プライマーの

　　感度と特異性

　本研究で新たに設計した口腔レンサ球菌特異的プライ

マーの検出感度と特異性について，類縁のAbiotrophia／

Granulicatella属を含む口腔レンサ球菌12菌種およびS．

pyogenes，　S故ρ妙／OCOCCUS　aureus，　Stq助．　epidermidis，励一

terOCOCCUS　faeealis，　Escherichia　coliの実験室株を用いて

検討した。その結果，本プライマーはAbiotrophia／

Granulicatella属を除く口腔レンサ球菌に特異的である

こと，その検出限界は10～100pg　DNAであることが明

らかとなった（図1）。

2．c－PCRおよびq－PCRによるs．〃2utansの検出感度

　S．〃lutansの検出感度についてc－PCRとq－PCRを比

較検討した。その結果，c－PCR．ではS．　mutansの検出限

界は1～10pg（2×10ユ～103　CFU／ml相当）（図2A）で

あるのに対し，q－PCRではlpgまではネガティブコン

トロールと重なり判別できず，検出限界は10　pgと判定

された（図2B）ことから，本研究で用いたc－PCRの検

出感度はq－PCRのそれと比較して10～100倍高いこと

が明らかとなった。

3．MSのプラーク中への定着状況および定着量と踊蝕

　　罹患状況との関連性

　被験98名の小児から採取した全プラークサンプル中

に細菌，口腔レンサ球菌が存在することを真性細菌特異

的プライマーおよび口腔レンサ球菌特異的プライマーを

用いたc－PCRにより確認した。

　続いて，S．　mutans，＆sobrinus特異的プライマーを用

いたc－PCRによりS．　mutans，　S．　sobrinusの検出を行っ

た結果，S．　mutansは61．2％，　Sd　sobrinusは12．2％のプ

ラークサンプルで検出された（表2）。そこでS．mutans，

　　　　　　　（bp：』
　　　　　　　200・
　　　　　　　136・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　泰婚　　tt　”te　　、・9tiin

　　　　　　　100’
　　　　　　　　　t　　　l　　　5　　　4　　　＞　　　o　　　t　　　u　　　ソ　　　Iu　　ll　　u　　　IJ　　E4　　s）　　lo　　I’　　1■　　iソ　　tV　　SI　　lt　　Ij

図1口腔レンサ球菌特異的プライマーの特異性と検出限界。1．100bpマーカー，2．ネガティブコントロール，3．　S．　mzttans　DNA
　　O．l　pg，4．　S．　mutons　DNA　l　pg，5．　S．　mzttans　DNA　lO　pg，6．＆mutans　DNA　lOO　pg，7．　S．　mutans　DNA　lOOO　pg，8．　S．　sobrinus，9．

　　S．salivaritts，10．鼠mitis，　l　l．S．　oralis，12．　S．　sanguinis，13．　S．　gordonii，14．　S．　anginosus，15．　S．　intermedius，16．　S．　constellatus，17・

　　S．pγogenes，18，　A　biotrophia　defective，19．　Granuticatella　adiacens，20．　Staphylococcus　aureus，21．Staph．　epidermidis，22．　Entero－

　　coccus　faecalis，23．　Escherichia　coliをそれぞれ1000　pg　DNAテンプレートとし口腔レンサ球菌特異的PCRを行った。
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図2s．　muians特異的c－PcRとq－PcRの検出限界の比較。1．　l　oo　bpマーカー，2．ネガティブコントロー

　　ル，3．S．　mutans　DNA　l　pg，4．　S．　mutans　DNA　lOpg，5．　S．　mutans　DNA　lOO　pg，6．　S．　mutans　DNA　lOOO　pg

　　をDNAテンプレートとし（A）s．　mutans特異的c－PcRおよび（B）s．　mutans特異的q－PcRを行った。

表2本研究に用いた被験者群の定性分析による分類

SP　mutans　S．　sobrinus

の検出　　の検出
　　　平均df歯率
人数　　　　　　　　　平均年齢b
　　　　（％）§

十

十

十

十

1
0
ノ
ー
7

1
4
　3

42．6±6．8＊Pt　　　7．5±3．1

20．9±3．6　　　　8．8±2．6

　75　　　　　　3
12．9±2．9　　　　7．9±2．7

合計 98 23．3±2．6 8．1±2．7

§：平均値±標準誤差

b：平均値±標準偏差
＊：S．mutans（＋）－S．　sobrinus（一）群と比較して有意に高
　し、　（p＜0．05）

＃：s．mutans（一）－s．　sobrinus（一）群と比較して有意に高
　し、　（p＜0．05）

S．sobrinusの検出の有無により被験者を4群［S．　mutans

（＋）・s．sobrinus（＋）群，＆〃lutans（＋）・＆sobrinus

（一）群，S．〃lutans（一）・S．　sobrinus（＋）群およびS．

mutans（一）・s．　sobrinus（一）群］に群分けすると，　s．

mutans（＋）・　S．　sobrinus（一）群が49名（50％）と最

も多く，s．　mutans（一）・s．　sobrinus（＋）群は1名の

みであった（表2）。S．　mutans（一）・S．　sobrinus（＋）

群を除く3群間で平均年齢と平均df歯率を比較した結

果，平均年齢には有意差は認められなかったが，df歯

率についてはS．mutans（＋）・S．　sobrinus（＋）群が他

の2群と比較して有意に高い値を示すことが明らかとな

った（表2）。

　次に，c－PCRでS．　mutansあるいはS．　sobrinusが検出

されたサンプルを対象に，s．〃lutans，　s．　sobrinus特異的

プライマーを用いたq－PCRを行った（表3）。その結

果ll例のs．〃zutans（＋）・s．　sobrinus（＋）群のすべ

てでq－PCRでもs．　sobrinusが検出された。　q－PCRによ

るs．mutans検出はs．　mutans（＋）・s．　sobrinors（＋）

群の11例中10例で認められた（表3）。しかしS．mu－

tans（＋）・S．　sobrinus（一）群ではq－PCRでS．　mutans

が検出される場合とされない場合に分けられた。そこ

で，上記のc－PCRおよびq－PCRによるs．　mutansの検

出感度の差を勘案し，s．　mutans（＋）・S．　sobrinttS（一）

群（49例）をq－PCRでs．〃zutansが検出された群，　s．

Mutanshigh．S．　sobrinus　”群（30例）と，　S．　mutans（＋）・S．

sobrinus（一）群でq－PCRでs．〃lutansが検出されなか

った群，S．　Mutans［DW－S．　sobrinUS　一群（19例）に再群分け

し，MSのプラーク中への定着状況／定着量と鯖蝕罹患
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状況との関連性について検討した。その結果，S．
Mutanshigh－S．　sobrinus　一群の平均df歯率がS．　Mutans　h‘gh－S．

sobrinus＋群のそれと比較して有意に低く（p＜0．05），　S．

mzatαns］°w－S．　sobrinUS一群のそれと比較して有意に高いこ

とが明らかとなった（P＜0．05）（表3）。そこでS．

Mutansh‘gh－S．　sobrinus一群でのS．　mutans量とdf歯率との

関連性を検討した結果，有意の正の相関を認めた（p〈

O．05）（図3）。一一方，S．　mutansi°w－S．306励〃5一群とS．　mu．

tαns－－S．　sobrinus一群間では平均df歯率に有意差は認めら

れなかった（表3）。

4．プラークサンプル中の口腔レンサ球菌およびS．

　　mutansの定量解析

　全被験プラークサンプルを対象にq－PCRによる真性

100

　　80
言
v　　　6o

墨・・“““◆

毛

　　20
0

　0 1 2

““◆

3 4

◆

＊

5

　　　　　　　　　　　DNA（P9）

図3S．　Mutans　high．S．　sobrinus一群におけるS．　mutans量とdf

　　歯率の相関。S．　mortans　high－S．　sobrin　us　’群のS．　mutans

　　量とdf歯率の相関を示した。（＊）は有意な正の相
　　関を示す（p＜0．05）。

細菌および口腔レンサ球菌の定量解析を行った。その結

果，本研究の被験者98名の小児から採取したプラーク

サンプルにおいては口腔レンサ球菌が全真性細菌の15．9

％を占めることが明らかとなった（図4）。

　つぎに，表3の6群中，1例のみの群（S．mutans　i°w－S．

sobrinus　“群およびS．　mutans－－S．　sobrinus　’群）を除く主

要4群問での全真性細菌中に占める口腔レンサ球菌量，

S．〃zutαns量を比較検討した結果S．　mbltanshigh－S．　SO－

brinus　’群で全真性細菌中に占める口腔レンサ球菌およ

びs．mutansの構成比率が高く，s．〃lutans－－s．　sobrinus・’

群で全真性細菌中に占める口腔レンサ球菌が低い傾向が

観察された（図4）。

考 察

　MSの定着が舗蝕の発症要因であることはこれまでの

多くの報告t2～19・3°～32）から明らかであるが，齢蝕を認めな

い群においてもMSの定着が認められるとの観察結
果3：，　34）は，MSの定着量もまた舗蝕の発症要因として重

要であることを示唆する。そこで本研究では，量的解析

が可能なq－PCRと感度の高いc－PCRとを併用し，小児

のプラーク中へのMSの定着状況および定着量と齢蝕

罹患状況との関連性について横断的解析を行った。

　対象とした小児98名（平均年齢：8．1±2．7歳）のdf

歯率の平均値は23．3±2．6％，平成23年度歯科疾患実態

調査の8歳児　df歯率14」％，9歳児　df歯率8．9％と

表3　定性分析と定量分析の併用による群分け

c－PCRによる群分け 人数 q－PCRによる群分け 人数 平均df歯率（％）† 平均年齢b

s．mutans（＋）

S．sobrinus（＋）
11

S．Mutanshigh

．
S．　sobrinUSト

10 46．4±6．1　’＃al・ 7．2±3．0

N

S．〃川伽sl°w

－
＆50力r匡η祝∫＋

1 4．2 ll

s．mutans（＋）

S．sobrinus（一）
49

S．Mutanshigh

－S．sobrinUS　
30 27．1±5．3’＃ 8．6±2．6

S．mutans　l°W

－S．sobrinUS一
19 ll．2±3．3 9．1±2．6

s．mutans（一）

S．sobrinus（＋）
1

＆〃lutanぷ一

一
＆30占r白IUS＋

1 75 3

s．mutans（一）

S．sobrinus（一）
37

s．mutans　T

－S．sobrinUS一
37 12．9±2．9 7．9±2．7

†：平均値±標準誤差

b：平均値±標準偏差
＊：S．mutans－－S．　sobrinus『群と比較して有意に高い（p〈0．05）

v：S．Mutans　i”’Y－S．　sobrinus一群と比較して有意に高い（p〈0．05）

§：S．mutαnshlgh－S．　sobrinus一群と比較して有意に高い（p〈O．05）
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（A）
⑪．2％
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15－6％
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ゾ
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〆31
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ij．1％

⑪．7％

図4　定量分析による各群の口腔レンサ球菌とS．mutansの比率。（A）被験者全体，（B）S．
　　mutans　high－S．　sobrinus＋群，（C）S．　mutanshigh－S．　sobrinus一群，（D）S．　Mutans　i°”－S．　sobrinttS”

　　群，（E）S．〃lutans－－S．　sobrinus　n群のプラーク由来DNA中の口腔レンサ球菌量（圏）お

　　よびS．mutans　DNA量（［コ）を示した。（＊）は有意なS．　mutans　DNA量の増加を示す。

比較して高かったが，これは歯科治療を希望して本院小

児歯科外来を受診した小児を被験者としたことによるの

かも知れない。

　本研究ではまず，S．　mutansの定着の有無と鶴蝕罹患

状況（df歯率）の関連性について検討を行った。その

結果本研究で供した98名のプラークサンプルでのS．

mutans，　S．　sobrinusの検出率はそれぞれ61．2％および

12．2％で，これはこれまでの報告s・　18・　32）と同程度の検出

率であった。被験者をs．mutαns，　s．　sobrinusの検出の有

無で4群に分類しdf歯率との関連性について検討した

結果これまでの報告と同様にMS，特にS．　mutansの
定着とdf歯率に有意の関連性を認めた8・　1　9・　・3　1・　3　s）（表2）。

　そこで，c－PCRと比較して検出感度が10～100倍低い

q－PCRを用いてMSの定量解析を行った。その結果，　c－

PCRでS．　mutans（＋）・S．　sobrinus（＋）群と分類され

た例のほとんど（lo／ll例）ではq－PCRによってもs．

mutans，　s．　sobrinusとも検出されたが，　s．　mutαns（＋）・

s．sobrinus（一）群はq－PCRでs．　mutansが検出される

場合とされない場合に分けられた。そこでq－PCRによ

ってもS．mutansが検出された群をs．　Mutanshlgh．s．　so．
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brinus一群（30例），10～100倍検出感度の高いc－PCRで

のみS．mutansが検出された群をS．〃M鋤5㌧＆SO－

brinus一群（19例）として再群分けし，　MSのプラーク

中への定着状況／定着量と齢蝕罹患状況との関連性につ

いて検討した。その結果，s．　mutans　high－s．　sobrinus一群の

平均df歯率がS．　MUtans　］°w－S．　sobrinus一群のそれと比較

して有意に高いことが明らかとなった（p＜O．05）（表

3）。群間の平均年齢には有意差は認められず（表3），

被験者の増齢に伴うdf歯率の上昇の影響はないことを

勘案すると，この成績からS．mutansのプラーク中への

定着量が舗蝕罹患状況に深く関与することが示唆され

る。そこでS．Mutans　high－S．　sobrinUS一群でのS．　mutans量

とdf歯率との関連性を検討した結果有意の正の相関

を認めた（p＜0．05）（図3）。これまで小児齢蝕発症機序

の中で小児プラーク中へのMSの定着の有無に注意が

向けられてきたが，本研究成績からは，小児プラーク中

へのMS，特にS．〃lutansの定着量の増加が小児鯛蝕発

症に繋がる重要な要因であることが強く示唆された。

　つぎに，口腔レンサ球菌特異的プライマーを開発し，

全プラーク細菌叢中の口腔レンサ球菌およびS．mutans

の存在比率についても検討を行った。口腔レンサ球菌の

プライマーについては新規の口腔レンサ球菌特異的プラ

イマーを設計し用いた。設計したプライマーの特異性の

検討はNCBIのPrimer　BLASTを用い，　S．　pyogenesや

s．pneumoniaなどの他のレンサ球菌や他菌種と交差せ

ず，コピー数も同一であることを確認し実験に供した。

新たに設計した口腔レンサ球菌特異的プライマーを用い

たq－PCRから，プラークサンプルでの口腔レンサ球菌

の比率を検討した結果口腔レンサ球菌のプラークでの

構成比率は15．9％で，プラークのメタゲノム解析（10．1

％36）および14．0％37））の結果を支持する成績が得られた

（図4）。

　MSのプラーク中への定着状況／定着量に基づく分類

（表3）中の主要4群での全真性細菌中に占める口腔レ

ンサ球菌量，S．　mutans量を検討した結果，　S．　Mutans　h［gh－

s．5訪riημゴ群で全真性細菌中に占める口腔レンサ球菌

およびS．mutansの構成比率が高い傾向を示した（それ

ぞれ21．8％および1．3％）。このことは，口腔レンサ球

菌のプラーク中への定着量が増加するに伴い，その構成

比率という点でなんらかの変化が起こっている可能性を

示唆するものかも知れない。今後プラーク中への口腔

レンサ球菌の定着量とMSの構成比率の変動，鯖蝕罹

患状況との関連性についてもさらなる検討が必要となる

ものと考えられる。
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結 論

　本研究では小児プラーク中へのMSの定着状況およ

び定着量と齢蝕罹患状況との関連性を明らかにすること

を目的に，c・・PCRとq－PCRを併用した解析を行うとと

もに，口腔レンサ球菌特異的プライマーを開発し，全プ

ラーク細菌叢中の口腔レンサ球菌およびS．mutansの存

在比率についても検討し，以下の結論を得た。

1．c－PCRとq－PCRを併用することで，プラーク中へ

　のMSの定着状況および定着量から98名の小児被験
　者はS．Mutansh‘gh－S．　sobrinUS＋群，　S．〃lutanshigh－Sd　SO－

　brinUS群，　S．〃lutans　l°w－S．　SOゐrinUS一群＆mutans－－S．

　sobrinus群の4群に大別された。

2．これら4群においては，S．　Mbltanshigh－Sd　sobrinus＋群

　（10例）でプラーク中の全真性細菌中に占める口腔レ

　ンサ球菌およびS．mutansの構成比率が最も高く，そ

　の平均df歯率が他の群と比較して有意に高かった。

3．c－PCRでのS．　mutans（＋）・S．　sobrinus（一）群は，

　q－PCRを併用することでS．　mutans“’gh．．s．　sobrinus一群

　（30例）とS．mutans　L°w－S．　sobrinus　一群（19例）に細分

　され，S．　Mutanshigh－S．　sobrinUS一群はS．　mutαnsi°w－S．　SO－

　brinus群と比較して有意に高いdf歯率を示すことが

　明らかとなった。

4．S．　Mutanshigh－S．　sobrinus一群において，　S．　mutαns量と

　df歯率とは有意の正の相関を示した。

5．一方，S．　Mutans　1°w．S．　sobrinus一群では，　S．　mutans－－S．

　sobrinus一群と比較してdf歯率に有意差は認められな

　かった。

　以上の成績より，小児プラーク中へのMS，特にS．

mutansの定着量の増加が小児齪蝕発症に繋がる重要な

要因であることが強く示唆された。小児プラーク中の

MSの定量解析は，小児舗蝕発症機序の詳細解明への手

がかりを与えるとともに，小児鶴蝕のリスク診断のため

の有効な手段となり得る可能性が示唆された。

本論文に関する著者らの利益相反：なし
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Quantification　of　Mutans　streptococci　in　Plaque　samples

　　　from　Children　and　Relationship　to　Caries　Prevalence

　　　　　　　　　Tsuyoshi　Makinael），　Yu　Shimoyama2），　Hiroki　Matsumotol）

　　　　　　　　　　　　　　　　　Shigenobu　Kimura3）and　Mitsuro　Tanaka1）

1のivisi・ns・）fPediatric　Denti吻・，　and　2ノルlolecular　Micr・bi・／09γコ噺eルredical砺versity

　　　　　　　　　　　　　　3）Deρartment　of　Oral・Uygiene，・Kansαゴ〃石雁η㌦c・1／ege

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Chief：Prof　Mitsuro　Tanαka）

　　Mutans　streptococci（MS），　are　Gram－positive　facultatively　anaerobic　cocci　considered　to　play　im－

portant　roles　in　the　development　of　dental　caries．　Although　possession　of　MS　is　correlated　with　caries

prevalence，　quantification　of　those　harbored　in　dental　plaque　remains　unclear．　Furthemユore，　bacterial

microflora　known　as　dental　plaque　is　considered　to　enhance　possession　of　MS，　though　related　mecha－

nisms　have　not　been　repo仕ed．　In　this　study，　we　determined　quantitative　levels　of　oral　streptococci　and

total　bacteria，　as　well　as　specifically　Streptococcus　mutans（Sm）in　plaque　samples　obtained丘om

children，　and　assessed　their　relationships　to　caries　prevalence．

　　Following　oral　examinations，　plaque　samples　were　collected　from　98　children　and　their　mothers　af－

ter　obtaining　informed　consent　to　participate　in　this　stUdy，　and　bacterial　DNA丘om　each　was　puri行ed．

MS，　Sm，　and　S．　sobrinus（Ss）were　detected　using　species－specific　conventional　PCR（c－PCR）assays，

and　the　levels　were　quantified　using　real－time　quantitative　PCR（q－PCR）．　In　addition，　quantification　of

oral　streptococci　and　total　bacteria　was　also　performed　using　a　q－PCR　method．

　　In　c－PCR　results，490f　the　98　samples　had　Sm－positive　and　Ss－negative（Sm＋－Ss－）results．　Nota－

bly，　the　combination　of　c－and　q－PCR　findings　suggested　that　the　49　Sm＋－Ss－sul勾ects　could　be　di－

vided　into　two　groups　based　on　the　quantitative　levels　of　Sm，　Smhigh－Ss－ （30／49）and　Sml°w－Ss－（19／49）．

Among　the　4　groups，　the　MS－double　positive　group　showed　the　highest　d丘score　and　composition　ra－

tios　of　Sm　in　oral　streptococci　and　total　bacteria，　fbllowed　by　the　Smlligh－Ss－ group．　Average　dft　score

was　not　significantly　different　between　the　Smbw－Ss－and　Sm　－Ss－ groups．　Our　results　indicate　that

quantification　of　MS　in　plaque　samples　may　be　an　efficient　method　to　clarify　the　relationship　between

MS　colonization　and　caries　in　children．

Key　words：streptococeus　mutat　s，　caries，　oral　streptococci，　Quantitative　analysis
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