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　う蝕は世界で最も罹患者が多く、またQOLや栄養状態に
大きく影響を及ぼす。そのため、う蝕感染部位の診断には高
い客観性及び検知性が求められる。一方、現在日常臨床に
おいてそれらの条件を満たす方法は少ない。近年細菌が有
するプロトポルフィリンIX(PPIX)が405nmの波長に対して
蛍光を発することを応用した齲蝕診断法が開発された。そ
こで、本研究では次世代シークエンサーによる口腔内細菌
に共通するバイオマーカーを特定と、酵素反応型蛍光プロー
ブ、AIによる画像診断の応用による、フォトニクスに基づいた
新規う蝕診断法の創出を目的とした。

で、まず急性期・慢性期の両方に関連するS.mutansの反
応を確認することとした。まず、本研究では、五稜化薬株式
会社より異なる酵素に反応するHMRGプローブを4種類受
領した。次に、う蝕関連細菌であるS.mutansの培養を行う
こととした。凍結保存していた菌株を解凍後、BHI培地に播
種を行った。次に、37℃、嫌気条件下において24時間培養
を行い、細菌の増殖を確認した。さらに、得られた培養液を
滅菌グリセロールに播種し、長期保存を目的とした細菌ストッ
クを作製した。次いで、通法に従い37℃にて18時間培養を
行い、菌体を十分に増殖させた。培養後の試料については
遠心分離を行い、上清を廃棄した後、得られた沈殿菌体を
用いて実験を行った。菌体に対して、4種類の異なる酵素活
性に応答するHMRGプローブ（HMRG001、HMRG002、
HMRG005、HMRG006）を用いた蛍光評価を行った。各プ
ローブ溶液はメーカーの指示に従って最適濃度に調製し、
菌体試料と反応させた。反応後、各試料から50µLを採取し、
スライドガラス上に滴下して塗布標本を作製した。これらの
標本をFITC、露光時間3秒の条件下において蛍光顕微鏡
下で観察し、蛍光発現の有無および強度について評価を
行った。また、ネガティブコントロールとして、405nm励起波長
でPPIXに対する蛍光反応の観察を行った。その結果、
すべての群において一定の蛍光が観察されたものの、ネガ
ティブコントロール群と比較してHMRGプローブを用いた群
ではより強い蛍光シグナルが確認された。HMRGプローブご
とに評価を行ったところ、HMRG001が最も強く蛍光された。
次にHMRG006が強く蛍光された。HMRG002及び005に関
しても蛍光されることが確認された。一方、HMRG002と005
は細菌培養条件を調整して001や006と同様の蛍光強さが
得られるかを現在確認することとし、現在実験中である。以
上からHMRGプローブがS.mutansに対してPPIXと比較し
てより強い蛍光性を示すことが明らかとなった。さらに現在、
先述と同条件で各群のHMRGプローブを調整した上で、反
応させるコロニー数を増加させた条件での観察を行い、う蝕
感染時を想定した蛍光強さがより得られるプローブの確認
を行っている。

　う蝕原因細菌であるStreptococcus  mutans  （S . 
mutans） を1×106cells/mLの濃度にて播種・培養したの
ち、50〜500µg/mL程度の濃度に調整した蛍光プローブを
添加する。添加後の各細菌を蛍光顕微鏡にて観察したの
ち、蛍光標識された面積を測定する。また1×106cells/mL
の細菌懸濁液に蛍光プローブを添加後、同様の条件下で
培養したのちマイクロプレートリーダーおよびフローサイトメトリー
にて蛍光強度を測定する。これらの結果を踏まえ、最も高い
蛍光強度を示すものをう蝕細菌蛍光標識因子 （Flu-CD）
とする。事前に採取したう蝕細菌（S.mutans、S.sobrinus
およびS.mitis ）をTris-EDTA緩衝液に懸濁し、-20℃にて
保管したのちクライオ粉末化を行う。QIAamp Fast DNA 
Stool Mini Kit （QIAGEN） を用いて細菌からgDNAを
精製したのち、MiSeqシステム（illumina）を用いて次世代
シークエンスを行い、得られたデータを基に統合配列解析ソ
フトウェア （Genomics Workbench; QIAGEN）を用いて
う蝕細菌間で共通する遺伝子配列情報などを明らかにす
る。それらの情報を基に、う蝕細菌が共通で合成する酵素
を数種類選出する。

　う蝕には急性期と慢性期があり、どちらにも本方は対応で
きることが必要である。微生物学的な観点では、急性う蝕は
対数増殖期、慢性う蝕は定状期に相当するため、どちらの
条件下においても蛍光が確認されることが求められる。そこ
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　今後は細菌培養濃度を低下させた条件でのHMRGプ
ローブとS.mutansの反応性について追加実験を行う。また、
マイクロプレートリーダー及びフローサイトメトリーを行い、既
述の結果と併せて結果の定量化を行う。さらに、S.sobrinus
およびS.mitisに対しても同様の条件で実験を行う。これら
の結果に基づき、最も反応性の高いプローブを選出し、Flu-
CDを決定する。また、上記細菌に関する次世代シークエン
スを行い、得られたデータを基に統合配列解析ソフトウェア 

（Genomics Workbench; QIAGEN）を用いてう蝕細菌
間で共通する遺伝子配列情報などを明らかにする。以上よ
りう蝕細菌共通酵素を決定する。

今後の展望


