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Ⅰ. 緒言 

人体では，皮膚，口腔，鼻腔，腸および膣などそれぞれの部位で細菌が固有の

生態系を築いている。ヒトの口腔内には 700 種を超える微生物が生息しており，

歯面，口蓋，頬粘膜，歯肉および舌など様々な部位でバイオフィルムを形成して

いる [1, 2, 3] 。特に，歯面に形成されるデンタルバイオフィルムは，世界的に

罹患者の多い慢性感染性疾患であるう蝕や歯周病といった口腔感染症の原因で

あるとされてきた [4，5，6] 。このことに加え，近年では口腔内細菌叢の不均衡 

(dysbiosis) がう蝕および歯周病の発症に関わるとされている [7, 8] 。したがっ

て，口腔感染症の予防のためには，デンタルバイオフィルムをはじめとした口腔

バイオフィルムを構成する細菌叢を理解し，健康側に制御することが重要であ

る。 

バイオフィルムは，菌体と菌体外マトリックスから構成されているが，菌体外

マトリックスの存在によって抗菌物質が浸透しにくいこと [9] ，バイオフィル

ム中の細菌は浮遊細菌とは異なる遺伝子発現を示すこと [10, 11] や，バイオフ

ィルム下層の細菌は休眠状態に近い細胞が多いこと [12, 13] など，さまざまな

機序によりバイオフィルムは抗菌物質に対する抵抗性を示す [14，15，16] 。こ

のため，デンタルバイオフィルムを含む口腔バイオフィルムの除去は，ブラッシ

ングなどによる機械的除去が最も効果的であるとされているが，口腔ケアの効
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果的な介入時期についてはいまだ不明な点が多い。例えば，就寝前に口腔ケアを

実施することが重要であるという考えが広く浸透しているが，この理論的根拠

は，睡眠時には唾液分泌量が低下し [17] ，唾液中の細菌数が睡眠中に急激に増

加し起床時に最も多くなるという古典的な報告 [18] である。しかし，これは唾

液中の細菌数を評価したもので，う蝕や歯周病の原因とされているデンタルバ

イオフィルムを含む口腔バイオフィルムは考慮されていない。 

近年の次世代シーケンサーなどのゲノム解析技術の発達により，ヒト細菌叢

の解析が疾患の予防や治療法の開発につながり得る標的として注目されている。

健康なヒト細菌叢の特徴および細菌叢と疾患との関連を明らかとするために，

Human Microbiome Project (HMP，2007-2016 年) によりヒトの様々な部位の細菌

叢が 16S rRNA シーケンス解析により検索された [1] 。その結果，ヒト口腔細菌

叢は腸内細菌叢と並んで，ヒト細菌叢の中で構成細菌の種類が多く，多様性の高

い部位の一つであることが明らかとなった [19] 。また，唾液およびデンタルバ

イオフィルムの細菌叢は被験者間における多様性が高く，さらに口腔はブラッ

シングなどの宿主の行動の影響を受けやすいため，同一被験者でも経時的に細

菌叢が変化することが示されている [20] 。一方で，睡眠の口腔バイオフィルム

細菌叢への影響は，その検索方法の困難さなどから，ほとんど研究されていない。 

ところで，デンタルバイオフィルムを評価するために，これまで様々な in vitro
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モデルが開発され [21, 22, 23, 24] ，抗菌効果を有する物質の抗バイオフィルム

効果の検討やその作用機序の解明，バイオフィルム細菌の遺伝子発現など，多く

のバイオフィルムに関する研究が行われてきた。しかし，デンタルバイオフィル

ムは，唾液，pH，酵素および宿主免疫など様々な因子の影響を受けながら形成

されているため [9] ，in vitro モデルではこれらの因子を総合的に反映させるこ

とが不可能であり，口腔内の実態を再現することができない。また，口腔内で形

成されたバイオフィルムを対象とした研究においては，ペーパーポイントを用

いて歯面や歯肉溝から歯肉縁下デンタルバイオフィルムを採取する方法 [25, 26, 

27] ，キュレットなどの歯科用インスツルメントを用いて歯肉縁上および歯肉縁

下デンタルバイオフィルムを採取する方法 [27] および歯ブラシを用いてデン

タルバイオフィルムを採取する方法 [28] などが行われてきた。しかし，これら

の方法では定量的解析が困難であり，また，採取の際にバイオフィルムが器具に

より破壊されるため構造解析が不可能である。 

そこで，先行研究において，口腔内で実験的にデンタルバイオフィルムを形成

できる in situ デンタルバイオフィルムモデルを開発し [29] ，バイオフィルムを

経時的かつ定量的に解析することや構造解析を可能とした。そこでは，デンタル

バイオフィルム構成細菌数およびデンタルバイオフィルムの厚みは形成開始か

ら 48 時間を境に二相性の増加を示すこと，また 16S rRNA シーケンス解析によ
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り，形成開始から 48 時間後に Fusobacterium 属および Prevotella 属といった偏性

嫌気性細菌の相対的割合が増加してくることを報告した [29] 。 

本研究では，効果的な口腔ケアの介入時期を探求する一環として，睡眠が口腔

バイオフィルム細菌叢に与える影響を検索した。さらに，in situ デンタルバイオ

フィルムモデルを用いて，睡眠がデンタルバイオフィルム構成細菌数に与える

影響を定量的に測定するとともに，睡眠がデンタルバイオフィルムの構造およ

び細菌叢に与える影響に関しても包括的に解析した。 
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Ⅱ. 実験方法及び結果 

1. 口腔内の各部位における細菌叢の睡眠による変化 

1) 方法 

① 試料の採取 

本研究は，大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会の承認を受け遂行された (承

認番号 H30-E42) 。以下の基準を満たす大阪大学大学院歯学研究科職員および

学生 10 名を対象とした。①全身疾患がない，②未処置のう蝕がない，③4 mm 以

上の歯周ポケットがない，④過去 6 か月以内に抗生物質等の薬剤投与を受けて

いない，⑤喫煙をしない者を被験者の選択基準とした [30] 。基準を満たした 10

名の被験者のうち，男性は 6 名，女性は 4 名で，年齢は 27～32 歳であった。こ

れらの被験者の DMF 歯数の平均は 4.5 であった。 

試料採取を起床直後に行う群 (起床直後群) と就寝前に行う群 (就寝前群) の

両群を，すべての被験者に対して適用した (図 1) 。各群とも，試料採取の 7 日

前および 24 時間前に術者による口腔内清掃を実施した。睡眠時間は，24：00 か

ら 8：00 に統一し，起床直後群では 8：00 に，就寝前群では 24：00 に試料採取

を行った。2 回目の口腔内清掃以降は，試料採取まで被験者自身によるブラッシ

ングなどの口腔内清掃は控えるよう指示し，口腔バイオフィルムの形成時間を

24 時間に均一化した。 
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試料の採取は，HMP の方法 [1, 31] を一部改変して行った。すなわち，頬粘

膜，硬口蓋粘膜，舌，歯肉粘膜表面のバイオフィルムは，Isohelix swab (Sci Trove, 

Kent, United Kingdom) を用いて採取を行った。また，グレーシーキュレットを用

いて，上顎右側第一大臼歯，下顎左側第一大臼歯，上顎左側中切歯，下顎右側中

切歯，上顎左側第一小臼歯，下顎右側第一小臼歯の歯肉縁上および歯肉縁下デン

タルバイオフィルムを採取した。唾液は安静時唾液を採取し，100 µl を実験に供

した。 

② シーケンス解析 

採取した試料は，DNeasy® PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany) を用いて DNA を抽出し，16S rRNA を標的としたユニバーサルプライ

マー (表 1) を用いて V1-V2 領域を MiSeq® (Illumina Inc., San Diego, California, 

U.S.A.) にて増幅し，97％相同性カットオフに基づく操作的分類単位  (Operative 

Taxonomic Units, OTU) でクラスタリングを行った。シーケンス結果は，

Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) pipeline を用いて解析した。 

細菌叢構造の評価は，統計分析ソフト R 3.6.1 を用いて，Non-metric 

Multidimensional Scaling (NMDS) および危険率 5 %にて Permutational multivariate 

analysis of variance (PERMANOVA) を行った。相対的割合に関する統計学的有意

差の検定は，IBM SPSS® Statistics (version 22.0, IBM SPSS Inc., Endicott, New York, 
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U.S.A.) を用いて，Wilcoxon rank sum test を危険率 5 %にて行った。 

2) 結果 

全試料を対象としたBray-Curtis distanceに基づくNMDSの結果を図2に示す。

Bray-Curtis distance に基づく PERMANOVA より，採取部位によって細菌叢構造

が有意に異なることが示された (PERMANOVA，P=0.001) 。また，試料採取部

位ごとに NMDS を行った結果を図 3 に示す。舌において起床直後と就寝前の細

菌叢構造が有意に異なっていた (PERMANOVA，P=0.046) 。 

次に，門レベルおよび属レベルにおける各細菌種の相対的割合を，図 4 およ

び図 5 に示す。門レベル (図 4) では，Actinobacteria 門は歯肉粘膜において，他

の部位と比較し相対的割合が低いことが明らかとなった。Firmicutes 門の割合は，

頬粘膜，口蓋および歯肉粘膜では 50％程度であったのに対し，歯肉縁下デンタ

ルバイオフィルム，歯肉縁上デンタルバイオフィルム，唾液および舌表面では 15

～30％と低い結果となった。属レベル  (図 5) では，歯肉粘膜において，

Actinomyces 属の相対的割合は他部位と比較し低かった。一方，歯肉縁下および

歯 肉 縁 上 デ ン タ ル バ イ オ フ ィ ル ム で は ， Corynebacterium 属 お よ び

Capnocytophaga 属の相対的割合が他部位よりも高い結果となった。就寝前およ

び起床直後における口腔バイオフィルム構成細菌のうち，相対的割合に有意差

を認めた属を図 6 に示す。Prevotella 属は，頬粘膜，口蓋粘膜，舌表面，および
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唾液において，就寝前と比較し起床直後に有意に割合が高かった (Wilcoxon rank 

sum test, 頬粘膜：P=0.013, 口蓋粘膜：P=0.028, 舌：P=0.013, 唾液：P=0.011) 。

Corynebacterium 属は，頬粘膜，口蓋粘膜，歯肉粘膜および歯肉縁上デンタルバ

イオフィルムで，就寝前より起床直後に有意に割合が高かった (Wilcoxon rank 

sum test, 頬粘膜：P=0.015, 口蓋粘膜：P=0.013，歯肉粘膜：P=0.031, 歯肉縁上デ

ンタルバイオフィルム：P=0.022) 。上記の属とは対照的に Streptococcus 属の相

対的割合は，頬粘膜において起床直後よりも就寝前に有意に高い結果となった 

(Wilcoxon rank sum test, P=0.005) 。Rothia 属の相対的割合は歯肉粘膜では就寝前

よりも起床直後に有意に高く (Wilcoxon rank sum test, P=0.011) ，一方，唾液およ

び舌においては就寝前に有意に高い結果となり (Wilcoxon rank sum test, 唾液：

P=0.007，舌：P=0.022) ，同じ細菌種であっても部位によって睡眠が及ぼす影響

が異なっていた。  
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2. 睡眠による実験的デンタルバイオフィルムの変化 

(1) 実験的デンタルバイオフィルムの構造および細菌叢 

1) 方法 

① in situ デンタルバイオフィルムの形成 

本研究は，大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会の承認を受け遂行された (承

認番号 H29-E17) 。被験者の選択基準は 1. 項と同様とし，大阪大学大学院歯学

研究科職員および学生を対象とした。基準を満たした 10 名の被験者のうち，男

性は 7 名，女性は 3 名で，年齢は 26～30 歳であった。これらの被験者の DMF

歯数の平均は 5.1 であった。実験的デンタルバイオフィルムの形成は，in situ デ

ンタルバイオフィルムモデル [29] を用いて行った (図 7) 。このモデルは，被

験者の上顎に装着した口腔内装置の頬側に歯面を模倣した直径 6 mm，厚さ 1.5 

mm のハイドロキシアパタイトディスク (HA ディスク，オリンパステルモバイ

オマテリアル株式会社，東京，日本) を挿入し，ディスク上に実験的にバイオフ

ィルムを形成させるものである。口腔内装置は，厚さ 1.5 mm の熱可塑性レジン

シート (Erkodule, Erkodent, Pfalzgrafenweiler, Germany) を用いて作製した。実験

は，バイオフィルムを覚醒時から形成し始める覚醒群と睡眠直前から形成し始

める睡眠群に分けて行い，両群を全ての被験者に適用した。覚醒群では 8：00 に，

睡眠群では就寝前の 24：00 に口腔内装置の装着を開始した (図 8) 。バイオフィ
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ルム形成開始から 8，16，24 時間後に HA ディスクを採取し，以下の実験に供し

た。口腔内装置で一度に使用できるディスクの枚数が限られているため，Ⅰ期と

Ⅱ期に分け実験を行った (図 8) 。すなわち，Ⅰ期では各試料採取時間に HA デ

ィスクを 2 枚ずつ採取し，一方を生菌数測定，他方を総菌数測定およびシーケ

ンス解析に供する DNA 抽出に用いた。また，Ⅱ期には各試料採取時間に HA デ

ィスクを 2 枚ずつ採取し，共焦点レーザー顕微鏡観察を行った。両群とも睡眠

時間を 24：00 から翌日 8：00 までの 8 時間に統一した。食事の際は口腔内装置

を水中で保管し，ブラッシング後に再装着するよう指示した。また，被験者のブ

ラッシング方法および時間は均一化し，歯磨剤および洗口剤を使用しないよう

指示した。 

② 生菌数測定 

採取した HA ディスクを滅菌蒸留水に浸漬し，5 分間超音波処理を行うことに

よりバイオフィルムを剥離，懸濁後，コロンビア 5%ヒツジ血液寒天培地 (Becton, 

Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, U.S.A.) に播種した。その後, 

37℃，好気条件下で 24 時間，あるいはアネロパック®・ケンキ (三菱ガス化学株

式会社，東京，日本) を用いた嫌気条件下で 48 時間培養した後に，コロニー数

の測定を行った。 

③ リアルタイム PCR による総菌数測定 
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HA ディスクを採取し，DNeasy® Powersoil® DNA Kit (QIAGEN)を用いて DNA

抽出を行った。その後，16S rRNA を標的としたユニバーサルプライマー (表 1) 

および Power SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) を用いて 7500 Fast 

Real-Time PCR system (Applied Biosystems) にてリアルタイム PCR を行い，総菌

数を測定した。検量線の作成には，Streptococcus mutans ATCC 25175 のゲノム

DNA を用いた。 

④ 共焦点レーザー顕微鏡観察 

採取した HA ディスクを PBS にて洗浄し，山本らの方法 [32] と同様に，菌体

外多糖をFITC標識 concanavalin A (FITC-ConA, Thermo Fisher Scientific. Foster City, 

California, U.S.A.) および FITC 標識 Wheat Germ Agglutinin (FITC-WGA, Thermo 

Fisher Scientific.) で蛍光標識し，DNA は Diamid-2-phenylindole (DAPI, Thermo 

Fisher Scientific.) で蛍光標識した。共焦点レーザー顕微鏡 (CLSM, LSM700, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany) にて観察した後，画像解析ソフト Imaris® (Imaris 5.01, 

Bitplane AG, Zurich, Switzerland) にて解析を行った。 

⑤ シーケンス解析 

採取した試料より DNeasy® PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN) を用いて

DNA 抽出を行い，16S rRNA を標的としたユニバーサルプライマーを用いて V1-

V2 領域を MiSeq® (Illumina Inc.) にて増幅し，シーケンス解析は 97％相同性カッ
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トオフに基づく操作的分類単位 (OTU) でクラスタリングを行った。得られたシ

ーケンス結果は QIIME pipeline を用いて解析した。 

⑥ 統計処理 

統計学的有意差の検定は，IBM SPSS® Statistics (version 22.0, IBM SPSS Inc.) を

用いた。生菌数測定，総菌数測定，菌体体積および菌体外多糖体積には Friedman 

test，シーケンス解析には Wilcoxon rank sum test を用いて，危険率 5 %で検定を

行った。 

2) 結果 

① 生菌数測定 

実験的デンタルバイオフィルム構成細菌の生菌数は，経時的に増加したが 

(図 9) ，8，16，24 時間後の各評価時間において，覚醒群と睡眠群の間で生菌

数には有意差を認めなかった (Freidman test, P＞0.05）。 

② リアルタイム PCR による総菌数測定 

実験的デンタルバイオフィルム構成細菌の総菌数は，生菌数と同様に経時的

に増加したが (図 10) ，各評価時間において覚醒群と睡眠群の間に有意差を認

めなかった (Friedman test，P＞0.05) 。 

③ 共焦点レーザー顕微鏡観察 (CLSM 観察) 

CLSM 観察により得られた代表的な像を図 11A に示す。覚醒群と睡眠群のい
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ずれにおいても，16 時間後以降にバイオフィルムがディスク全体を被覆する像

が認められた。菌体外多糖の体積 (図 11B-a) は，8 時間後の覚醒群で, 睡眠群と

比較して有意に大きかった (Friedman test, P=0.005) 。16 時間後以降，菌体外多

糖体積に，覚醒群および睡眠群の 2 群間には有意差を認めなかった  (図 11B-a，

Friedman test, P>0.05) 。また，菌体の体積は両群において経時的に増加したが，

各評価時間で有意差を認めなかった (図 11B-b，Friedman test, P＞0.05) 。 

④ シーケンス解析 

被験者 10 名の解析結果には個人差が認められたが，共通の傾向も認められた。

門レベルでの結果を図 12 に示す。実験的デンタルバイオフィルム構成細菌の大

部分は，Actinobacteria 門，Bacteroidetes 門，Firmicutes 門，Fusobacteria 門，

Proteobacteria 門に属していた。Bacteroidetes 門の相対的割合は，覚醒群 8 時間

よりも起床直後である睡眠群 8 時間の方が高かった。さらに，覚醒群において，

Bacteroidetes 門の相対的割合は経時的に増加した (覚醒群 8 時間：7.2 ％，16 時

間：13.1 ％，24 時間：26.1 ％) 。一方，睡眠群においては，Bacteroidetes 門の

相対的割合に大きな変化は認められなかった。また，覚醒群および睡眠群の両群

で，Firmicutes 門の割合は経時的に減少した。 

次に，属レベルでの結果を図 13 に示す。Neisseria 属の相対的割合は，睡眠群

では形成開始から 8 時間後に最も低く，16 時間後以降に増加したが (睡眠群 8
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時間：6.8 ％，8 時間：19.2 ％，24 時間：19.1 ％) ，覚醒群では経時的な変化は

認められなかった (覚醒群 8 時間：17.8 ％，16 時間：21.5 ％，24 時間：19.8 ％) 。

Streptococcus 属の相対的割合は，覚醒群および睡眠群で経時的に減少したが，特

に覚醒群において，16 時間後から 24 時間後の間に大きく減少した。 

各評価時間における相対的割合に関して，覚醒群と睡眠群の間に有意差を認

めた属を図 14 に示す。形成開始から 8 時間後に，Neisseria 属の相対的割合は，

起床直後である睡眠群より覚醒群で有意に高い結果となった (Wilcoxon rank 

sum test，P=0.005) 。これとは対照的に，Corynebacterium 属，Prevotella 属，

Capnocytophaga 属および Fusobacterium 属の相対的割合は，起床直後である睡眠

群で有意に高かった (Wilcoxon rank sum test，Corynebacterium 属：P=0.028，

Prevotella 属： P=0.013， Capnocytophaga 属：P=0.028，Fusobacterium 属：P=0.025) 。

形成開始から 16 時間後には，Corynebacterium 属および Granulicatella 属の相対

的割合は，覚醒群より睡眠群で有意に高かった  (Wilcoxon rank sum test, 

Corynebacterium 属：P=0.012, Granulicatella 属：P=0.012) 。バイオフィルム形成

開始から 24 時間後には，Prevotella 属および Fusobacterium 属の相対的割合は睡

眠群と比較し，起床直後に採取した試料である覚醒群で有意に高い結果となっ

た (Wilcoxon rank sum test, Prevotella 属：P=0.007, Fusobacterium 属：P=0.008) 。

また，Streptococcus 属は，起床直後である覚醒群で有意に割合が低かった 
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(Wilcoxon rank sum test, P=0.022) 。 

(2) 実験的デンタルバイオフィルムの病原性 

1) 方法 

① in situ デンタルバイオフィルムの形成 

本研究は，大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会の承認を受け遂行された (承

認番号 H29-E17) 。被験者の選択基準は 1.項と同様とし，大阪大学大学院歯学

研究科職員および学生の 10 名 (男性 6 名，女性 4 名，年齢 26～32 歳) を対象と

した。これらの被験者の DMF 歯数の平均は 4.2 であった。実験的デンタルバイ

オフィルムの形成は，2. の (1) 項と同一のモデルを用いて行った。試料採取を

就寝前に行う群 (就寝前群) と起床直後に行う群 (起床直後群) の両群をすべて

の被験者に対して適用した (図 15) 。就寝前群では口腔内装置を 24：00，起床

直後群では 8：00 に装着し，いずれも，装着開始から 24 時間後に試料として HA

ディスクを採取した。 

② 定量的リアルタイム PCR 

採取した HA ディスクを滅菌蒸留水に浸漬し，5 分間超音波処理を行うことに

よりバイオフィルムを剥離，懸濁後，RNeasy® PowerBiofilm® Kit (QIAGEN) を用

いて RNA を抽出した。その後，ReliaPrep™ RNA Clean-Up and Concentration System 

(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, U.S.A.) にて精製し，High-Capacity 
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RNA-to-cDNA™ Kit (Thermo Fisher Scientific. Foster City, California) を用いて

cDNA を合成した。 

う蝕に関しては S. mutans が持つ，不溶性グルカン産生に関わる糖転移酵素で

あるグルコシルトランスフェラーゼ B (gtfB) , 歯周病に関しては Prevotella 

intermedia の持つ，補体抑制に関わるインターパイン A (inpA) , Fusobacterium 

nucleatum の持つ接着因子である FadA (fadA) ,および Porphyromonas gingivalis の

リシン特異的ジンジパイン (kgp) を標的とし，2．の (1) 項と同様の方法でリア

ルタイム PCR を行った。また，16S rRNA 遺伝子を標的とした各細菌種に特異的

なプライマーを用いて PCR を行った。その後，標的遺伝子の発現量を各細菌種

の 16S rRNA 発現量で補正し，起床直後に対する就寝前の各病原遺伝子の相対的

発現量を算出した。使用したプライマーの配列を表 1 に示す。検量線の作成に

は，S. mutans ATCC 25175,  P. intermedia ATCC 25611, F. nucleatum 1436 および P. 

gingivalis ATCC 33277 より抽出した RNA を鋳型として合成した cDNA をそれぞ

れ用いた。統計学的有意差の検定は，IBM SPSS® Statistics (version 22.0, IBM SPSS 

Inc.) を用いて，Wilcoxon rank sum test にて危険率 5 %で行った。 

2) 結果 

リアルタイム PCR による遺伝子発現量の解析の結果 (図 16) ，S. mutans の

gtfB の相対的発現量は就寝前に高い傾向が認められ，P. intermedia の inpA の相
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対的発現量は起床直後よりも就寝前に有意に高かった (Wilcoxon rank sum test, 

P=0.028) 。一方，F. nucleatum の fadA は就寝前よりも起床直後に有意に高く 

(Wilcoxon rank sum test, P=0.007)，P. gingivalis の kgp においても同様の傾向が認

められた。  
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Ⅲ. 考察 

本研究では，効果的な口腔ケアの介入時期を探求する研究の一環として，睡眠

が口腔バイオフィルムに及ぼす影響を詳細に検索した。デンタルバイオフィル

ムの日内変動に関するこれまでの報告は限られており，歯肉縁上デンタルバイ

オフィルムを染色した歯面を写真撮影し，付着面積によりバイオフィルム量を

可及的に定量化したもの [33, 34] や，日中または睡眠時間を含む夜間の 12 時間

の間に形成されるデンタルバイオフィルムを顕微鏡観察したもの [35] であり，

睡眠によるデンタルバイオフィルムの変化を理解するには不十分であった。さ

らに，デンタルバイオフィルム以外に関しては，唾液中の特定の細菌種には日内

変動が認められること [36] が報告されているが，デンタルバイオフィルムを含

む，多様な部位に形成される口腔細菌叢の日内変動に関する報告は少ない。 

本研究の実験デザインには睡眠の影響を評価するうえで大きな利点があると

考えられる。睡眠が口腔バイオフィルムに与える影響を検索するために，就寝前

および起床直後に連続して口腔バイオフィルムを試料として採取し，睡眠の前

後で比較検討を行うことは妥当な方法のように思える。しかし，この方法ではバ

イオフィルムの形成にかかる時間が異なる。先行研究により in situ デンタルバ

イオフィルムモデルで作成した実験的バイオフィルムの細菌叢は経時的に変化

することが明らかとなっており [29] ，バイオフィルム形成にかかる時間が異な
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ると，睡眠の影響を正確に評価することが困難である。そこで，本研究ではバイ

オフィルム形成開始時刻の異なる 2 つのスケジュールを全ての被験者に対して

適用することにより，経時的な変化による影響を排除し，バイオフィルムの形成

時間を統一して睡眠がデンタルバイオフィルムを含む口腔バイオフィルムに及

ぼす影響を検討した。 

in situ デンタルバイオフィルムモデルを用いた本研究により，24 時間の実験

期間中に，覚醒群および睡眠群におけるデンタルバイオフィルム構成細菌数は

経時的に増加することが示された (図 9，図 10) 。これは形成開始から 96 時間

後までのデンタルバイオフィルムを経時的に解析した先行研究 [29] における

形成開始から 24 時間までの報告と同様の結果であった。他方，唾液中の細菌数

は睡眠中に増加し，起床時に最も高くなるという報告 [18] により，現時点では

バイオフィルム構成細菌も睡眠中に増加するものと予想されている。しかし，本

研究において，デンタルバイオフィルム構成細菌数は各評価時間において覚醒

群および睡眠群の 2 群間に有意差を認めず (図 9，図 10) ，これまでの予想に反

し，デンタルバイオフィルム構成細菌数は睡眠の影響を受けないことが新たに

明らかとなった。 

また，CLSM 観察より，菌体体積は覚醒群および睡眠群の両群で経時的に増加

したが (図 11B-b) ，各評価時間では覚醒群と睡眠群の間に有意な差を認めず，
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生菌数および総菌数と同様の変化を示すことが明らかとなった。一方，菌体外多

糖の体積に関しては，8 時間後に覚醒群よりも起床直後である睡眠群において有

意に菌体外多糖体積が小さかった (図 11B-a) 。Marsh らの報告 [37] によると，

睡眠中のデンタルバイオフィルムの主な栄養源は唾液であり，さらに睡眠中の

唾液に含まれる糖およびタンパク質量は覚醒時よりも少ないことが明らかとな

っている [17, 38] 。このことから，就寝時はバイオフィルムにとっての飢餓状

態であり [39] ，菌体外多糖の産生が低下していると考えられる。また，唾液中

のタンパク質の中には歯面にペリクルを形成し，細菌の歯面への付着を促すも

のが存在する [40] 。睡眠中に，唾液中のタンパク質量の低下によるペリクルの

性質の変化が，バイオフィルム構造に影響を及ぼした可能性も示唆された。 

16S rRNA を標的としたシーケンス解析では，実験的デンタルバイオフィルム

における Prevotella 属および Fusobacterium 属の相対的割合は，起床直後である

睡眠群 8 時間および覚醒群 24 時間において有意に高かった (図 14A および図

14C) 。過去に我々は，実験的デンタルバイオフィルムにおいて，Prevotella 属お

よび Fusobacterium 属の相対的割合は形成開始から 48 時間後に急激に増加する

ことを報告した [29] 。唾液はリゾチーム，ラクトフェリン，シスタチン，分泌

型 IgA など細菌に対する様々な防御因子を含む。また，唾液の分泌量および唾

液の嚥下は細菌の除去に寄与することで口腔バイオフィルム細菌叢の均衡を維
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持するうえで重要な役割を果たしている [41] 。睡眠により，これらの唾液の性

質および分泌量あるいは酸素分圧などの口腔内環境が変化することで，

Prevotella 属や Fusobacterium 属といった偏性嫌気性細菌の割合が増加したと考

えられる。 

Neisseria 属の相対的割合は，バイオフィルム形成開始から 8 時間後に，起床

直後である睡眠群よりも覚醒群で有意に高かった (図 14A) 。Neisseria 属の口腔

細菌は常在細菌であり，Ritz の報告 [42] によると，形成開始 1 日から 3 日後の

歯肉縁上デンタルバイオフィルムにおける Neissria 属の割合は 10％程度を占め，

5 日後にその割合は低下してくる。本研究での Neissria 属の相対的割合は，睡眠

群においては，形成開始から 8 時間後は 6％程度で，16 時間後に急激に割合が

増加し 20％程度となり，24 時間後も 20％程度であった。一方，覚醒群において

は，Neisseria 属の割合は 8，16，24 時間後においてほぼ 20％で一定であった。

Neisseria 属の相対的割合は，バイオフィルム形成開始初期には口腔内環境に依

存するが，その後，睡眠による口腔内の環境変化の影響を受けないことが示唆さ

れた。 

Corynebacterium 属の相対的割合は，実験的デンタルバイオフィルム形成開始

から 8 および 16 時間後に覚醒群よりも睡眠群において有意に高く，24 時間後に

同程度になるという結果となった (図 13，図 14)。 Corynebacterium 属の相対的
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割合は，形成されてから 3 日目の歯肉縁上デンタルバイオフィルムで約 1%で，

3 日後以降に増加することが Ritz により報告されている  [42] 。また，

Corynebacterium 属に属する口腔内細菌として Corynebacterium matruchotti がよく

知られており，これはデンタルバイオフィルムの石灰化および歯石形成に重要

な役割を果たしている [43] 。したがって，就寝時から形成されたバイオフィル

ムに相当する睡眠群では，Corynebacterium 属の割合が覚醒群よりも高い状態が

長く続き，歯石形成のリスクが上昇する可能性がある。 

口腔内には歯面以外にも頬粘膜，口蓋粘膜や舌表面など様々な部位でバイオ

フィルムが形成されている。これらの口腔バイオフィルム細菌叢に関して，属レ

ベルにおいて起床直後と就寝前の各部位における細菌の割合を比較したところ，

Prevotella 属や Corynebacterium 属は，多くの部位で起床直後において相対的割合

が高いことが明らかとなった (図 6) 。また，Rothia 属は，睡眠による相対的割

合の変化が部位により異なっていた (図 6) 。口腔バイオフィルムは唾液，宿主

免疫および pH など様々な環境因子の中で形成される [9] が，睡眠中には唾液

の分泌量が低下すること [17] ，また唾液成分に変化が生じることが報告されて

おり [17，38] ，これらの様々な環境因子の変化が口腔バイオフィルム細菌叢に

影響を及ぼしたと考えられる。また，部位によって睡眠の影響が異なる属が存在

したことに関しては，バイオフィルムの形成部位の表面性状や睡眠によって変



23 
 

化した環境へのバイオフィルムの反応が部位により異なっていたからではない

かと推察される。しかし，口腔内の環境変化が各部位に及ぼす影響の詳細は明ら

かにされておらず，細菌叢との関連も含め，今後の課題である。 

16S rRNA を標的としたシーケンス解析より，8 時間の睡眠後のデンタルバイ

オフィルムは偏性嫌気性細菌の割合が上昇し，覚醒時に形成されたものよりも

歯周病に関連する細菌を多く含む可能性が示唆されたが，バイオフィルムの菌

叢構造解析のみではバイオフィルムの病原性を評価することは困難であるため，

病原性遺伝子の発現量の解析を行った。リアルタイム PCR による遺伝子発現量

の解析では，F. nucleatum の fadA および P. gingivalis の kgp の相対的発現量は起

床直後に高かった (図 16) 。F. nucleatum はヒト口腔内以外にもヒト大腸癌の組

織から高頻度に検出される [44, 45] 。また，FadA は大腸における F. nucleatum

の細胞への付着および細胞浸潤に関わる因子であることが報告されている 

[46] 。これらの大腸癌と F. nucleatum に関する報告を基に，口腔内においても研

究がすすめられ，歯周病においても大腸癌の場合と同様に，FadA が F. nucleatum

の歯周組織に対する付着および細胞浸潤に関与する可能性が示唆されている 

[47] 。本研究では，睡眠後に歯周病に関する遺伝子のひとつである fadA の発現

が上昇していることが示唆された。一方で，S. mutans の gtfB は就寝前に高い傾

向が認められ，歯周病とは対照的に，就寝前にう蝕に関連する遺伝子のひとつで
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ある gtfB の発現が上昇していることが示唆された。 

P. intermedia のインターパイン A は補体経路を抑制することが知られており 

[48] ，歯周病の病原因子の一つであると考えられている。このことから，inpA の

相対的発現量も歯周病の病原因子である kgp や fadA と同様に睡眠後に高くなる

のではないかと予想された。しかし，実際には inpA の発現量は就寝前に有意に

高い結果となった (図 16) 。インターパイン A は補体抑制作用以外に，口腔内

では主にアルブミン分解を行っており [49] ，唾液中アルブミン量は午後 11 時

に最大値を示すことが報告されている [50] 。本研究は健康な被験者を対象とし

たものであるため，inpA に関しては，fadA や kgp と異なり，歯周病の病原因子

としてよりもアルブミン分解酵素としての特徴が強く表れ，基質の量が増加す

る就寝前に相対的発現量が増加したと考えらえる。しかしながら，本研究で注目

したこれらの病原性因子はほんの一部に過ぎず，病原性のさらなる理解のため

には RNA シーケンスなど網羅的な機能解析が必要である。 

ところで，口腔ケアをいつ行うべきかという問題に関して，複数の見解が存在

している。例えば，歯周病に関しては，48 時間ごとのブラッシングが歯肉炎の

悪化を抑制するという Lang の報告 [51] がある。また，う蝕予防の観点からは，

細菌が糖を代謝し産生する有機酸がエナメル質表面を脱灰し [52, 53] ，また，

糖摂取後にエナメル質表面の pH が低下する [54] ことから，毎食後のブラッシ
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ングが重要であるという考えもある。これらの見解に加え，本研究より，8 時間

の睡眠後に Fusobacterium 属および Prevotella 属といった偏性嫌気性菌の相対的

割合が増加していること (図 14) ，また，睡眠後に一部の細菌の歯周病に関連す

る遺伝子の発現が上昇していること (図 16) が示されたことから，起床後の口

腔ケアも歯周病予防のために有意義であることが示唆された。また，睡眠群 24

時間，すなわち就寝前に相当する時刻に採取した試料では Streptococcus 属の相

対的割合が高くなっており (図 14C) ，gtfB の相対的発現量が高い傾向があった

ため (図 16) ，就寝前に口腔ケアを行うことはう蝕予防に寄与できる可能性が

ある。 

本研究における起床直後の偏性嫌気性細菌の割合の増加や遺伝子発現の増加

はわずかなものである。これは健康な被験者における日内変動の変化を観察し

ているためであると思われるが，同時にこのような研究を基盤として，歯周病な

ど口腔疾患を有する患者を対象とした研究を推進することで，疾患や個人の口

腔内の状態などリスクに応じた効果的な口腔ケアの確立に近づくものと考えて

いる。 
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Ⅳ. 結論 

睡眠により口腔バイオフィルム細菌叢の構成は変化するが，その変化は細菌種

やバイオフィルムが形成される部位によって異なることが分かった。 

デンタルバイオフィルム構成細菌数は睡眠により変化しないが，睡眠後には

Prevotella 属などの偏性嫌気性細菌の割合が高くなること，および睡眠中は菌体

外多糖の産生が低下することが明らかとなった。さらに，睡眠後には，一部の細

菌の歯周病に関連する病原遺伝子の発現量が高くなることが示唆された。 
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プライマー 配列 参考⽂献
16S rRNA 27F forward AGRGTTTGATCMTGGCTCAG [55, 56]
16S rRNA 338R reverse TGCTGCCTCCCGTAGGAGT [57]
gtfB forward CACTATCGGCGGTTACGAAT [58]
gtfB reverse CAATTTGGAGCAAGTCAGCA [58]
S. mutans 16S rRNA forward AGCGTTGTCCGGATTTATTG [58]
S. mutans 16S rRNA reverse CTACGCATTTCACCGCTACA [58]
inpA forward GAAGGACAACTACAGCGGAAA [48]
inpA reverse TCCTTTCGTTAGTTCGCTGA [48]
P. intermedia 16S rRNA forward TCCACCGATGAATCTTTGGTC [59]
P. intermedia 16S rRNA reverse ATCCAACCTTCCCTCCACTC [59]
fadA forward CACAAGCTGACGCTGCTAGA [47]
fadA reverse TTACCAGCTCTTAAAGCTTG [47]
F. nucleatum 16S rRNA forward CTTAGGAATGAGACAGAGATG [60]
F. nucleatum 16S rRNA reverse TGATGGTAACATACGAAAGG [60]
kgp forward AGCTGACAAAGGTGGAGACCAAAGG [61]
kgp reverse TGTGGCATGAGTTTTTCGGAACCGT [61]
P. gingivalis 16S rRNA forward TGGGTTTAAAGGGTGCGTAG [62]
P. gingivalis 16S rRNA reverse CAATCGGAGTTCCTCGTGAT [62]

表1 本研究に使⽤したプライマー
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各群とも試料採取の7⽇前および24時間前に術者による⼝腔内清掃を⾏っ
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図6 属レベルでの相対的割合の変化
起床直後および就寝前の2群間に有意差を認めた属を⽰す (n=10) 。●印および★
印は外れ値を表す。
頬粘膜，⼝蓋粘膜，唾液および⾆のPrevotella属の相対的割合は起床直後で有意に
⾼かった。頬粘膜，⼝蓋粘膜，⻭⾁粘膜および⻭⾁縁上デンタルバイオフィルム
のCorynebacterium属の相対的割合は起床直後で有意に⾼かった (Wilcoxon rank 
sum test, ＊：P<0.05) 。
Rothia属の相対的割合は，⻭⾁粘膜では起床直後に有意に⾼く，⼀⽅で唾液およ
び⾆においては就寝前に有意に⾼かった(Wilcoxon rank sum test, ＊：P<0.05) 。
Streptococcus属の相対的割合は頬粘膜において就寝前に有意に⾼かった
(Wilcoxon rank sum test, ＊：P<0.05) 。
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図7 in situ デンタルバイオフィルムモデル
⼝腔内装置の頬側に⻭⾯を模倣したハイドロキシアパタイトディスクを
挿⼊する。
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図8 実験2 (1) の実験スケジュール
各群とも⼝腔内装置の装着から8，16，24時間後にHAディスクを採取した。
各評価時間にⅠ期ではHAディスクを2枚ずつ採取し，⼀⽅を⽣菌数測定，他⽅を
DNA抽出に⽤いた。また，Ⅱ期ではHAディスクを2枚ずつ採取し，共焦点レー
ザー顕微鏡 (CLSM) 観察に供した。
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図9 ⽣菌数測定
好気条件下での培養の結果を (A) ，嫌気条件下での培養の結果を (B) に⽰す。
異なる⽂字間で有意差を認める (n=10, Friedman test, P<0.05) 。
好気的条件および嫌気的条件において⽣菌数は経時的に増加したが，各評価
時間で覚醒群および睡眠群の2群間に有意な差を認めなかった (Friedman 
test, P>0.05) 。
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図10 リアルタイムPCRによる総菌数測定
異なる⽂字間で有意差を認める (n=10, Friedman 
test, P<0.05) 。
総菌数は経時的に増加したが，各評価時間で覚醒
群および睡眠群の2群間に有意差を認めなかった
(Friedman test, P>0.05)。
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図11 共焦点レーザー顕微鏡観察
(A) 共焦点レーザー顕微鏡観察で得られた代表的な像を⽰す。菌体外多糖は緑，菌体
は⻘で⽰される。16時間後以降，ディスク全体をバイオフィルムが被覆する像が認め
られた。スケールバー：50 µm
(B) Imaris®による画像解析の結果を⽰す (a：菌体外多糖体積，b：菌体体積) 。
異なる⽂字間で有意差を認める (n=10, Friedman test, P<0.05) 。(a) 8時間後に菌体外
多糖の体積は覚醒群で有意に⼤きかった (Friedman test, P<0.05) 。(b) 菌体の体積は
経時的に増加したが，各評価時間において，覚醒群および睡眠群の2群間に有意差を
認めなかった (Friedman test, P>0.05) 。
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図12 ⾨レベルでの相対的割合
⾨レベルでの相対的割合を⽰す (n=10) 。
覚醒群においてBacteroidetes⾨の相対的割合は徐々に増加した。また，
覚醒群と睡眠群の両群で経時的にFirmicutes⾨の割合が減少した。
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図13 属レベルでの相対的割合
属レベルでの相対的割合を⽰す (n=10) 。
8時間後では，睡眠群より覚醒群でNeisseria属の割合が⾼かった。また，
Streptococcus属の相対的割合は，覚醒群および睡眠群の両群で経時的に
減少した。
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図14 各評価時間ごとの属レベルでの相対的割合
(A) 8時間後，(B) 16時間後，(C) 24時間後に覚醒群と睡眠群の2群間に有意
差を認めた属を⽰す (n=10, Wilcoxon rank sum test, ＊：P<0.05) 。●およ
び〇印は外れ値を表す。Prevotella属およびFusobacterium属の相対的割合は
起床直後である睡眠群8時間 (A) および覚醒群24時間 (C) で有意に⾼かった
(Wilcoxon rank sum test, ＊：P<0.05) 。
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図15 実験2 (2) の実験スケジュール
各群とも⼝腔内装置の装着から24時間後にハイドロキシアパタイトディ
スクを8枚採取した。
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図16 相対的遺伝⼦発現量
起床直後に対する就寝前の各病原遺伝⼦の相対的発現量を⽰す (n=10) 。
inpAの相対的発現量は就寝前に有意に⾼かった (Wilcoxon rank sum test, 
＊：P<0.05) 。また，fadAの相対的発現量は起床直後に有意に⾼く
(Wilcoxon rank sum test, ＊：P<0.05) ，kgpの発現量も同様の傾向を⽰し
た。




	学位論文NMDS
	学位論文図

