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Introduction

The human oral cavity contains more than 19,000 micro-

bial phylotypes (Keijser et al., 2008). Bacterial communities

in oral cavities are the second most complex bacterial flora

in the human body (Human Microbiome Project Consortium,

2012). These bacterial members of the communities form

biofilms in the human oral cavities. Dental plaque is a well−

recognized example of a natural biofilm as oral biofilm. It is

generally known that bacteria, which form biofilms, are not

easily eliminated by the immune response and are resistant

to antimicrobial agents (Bjarnsholt et al., 2013).

Oral biofilms are composed of multiple species of bacte-

ria, whose development is initiated by the adherence of pio-

neer species to salivary proteins and glycoproteins adsorbed

on tooth enamel. The biofilm is not formed by the random

simultaneous colonization of these species, but rather by se-

lective, reproducible, and sequential colonization (Bjarnsholt

et al. , 2013 ; Nyvad & Kilian, 1987 ) . In addition, oral

biofilm is the source of bacteria that causes oral infections,

such as dental caries and periodontal disease, and sometimes

leads to systemic diseases or makes them worse (Maddi &

Scannapieco, 2013).

Periasamy & Kolenbrander ( 2010 ) reported that Veil-

lonella species has a central role in oral biofilm formation

as an early colonizer together with Streptococcus species re-

ported as initial colonizer to be involved in establishing

multispecies oral biofilm communities. Therefore, it is im-

portant to understand the role of oral Veillonella species for

oral biofilm formation for treatment and prevention of oral

infectious diseases. However, both the pathogenic and con-

genital roles of oral Veillonella species in oral biofilm for-

mation has not been sufficiently revealed, nor has the distri-

bution and frequency of oral Veillonella species been clari-
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Abstract

Oral biofilm causes many oral infections, such as

dental caries and periodontal disease. Oral Veillonella

has been suggested to have important roles in the early

stages of oral biofilm formation. Therefore, it is neces-

sary to reveal the functional mechanisms of oral Veil-

lonella in oral biofilm formation to prevent many oral

infections.

In this article, I summarize the characteristics of ge-

nus Veillonella , especially the oral Veillonella species,

based on classification and phenotypical identification

methods. This article also reviews recent findings, such

as specific PCR primers to identify oral Veillonella at

the genus and species level, the distribution and fre-

quency of oral Veillonella on the tongue, in the saliva,

and in subgingival biofilm, and the relationship, involv-

ing autoinducers, between oral Veillonella species and

oral Streptococcus species reported as initial colonizers

in biofilm formation produced by Veillonella species.

Furthermore, this review introduces interesting results

obtained by 16S rRNA metagenomic analysis of sali-

vary samples, and the possibility of the occurrence of

many novel oral Veillonella species demonstrated in

phylogenetic studies based on rpoB and dnaK gene se-

quence analysis.

Although these new findings reviewed in this article

are very important, they are not sufficient to understand

the role of oral Veillonella in oral biofilm formation.

New knowledge on oral Veillonella needs to be gath-

ered which might help in the preventing oral biofilm

formation and cure of oral infections.
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fied at the species level.

This article reviews recent studies related to oral Veil-

lonella species, including our studies, and reflects upon the

current state of oral Veillonella research.

1. Genus Veillonella

The genus Veillonella , named after Adrien Veillon, con-

tains multiple species of gram−negative, obligately anaero-

bic, non−motile, non−spore−forming, small cocci belonging

to the family Veillonellaceae, order Clostridiales, class Clos-

tridia, and phylum Firmicutes (Jean−Philippe, 2009).

Thirteen species are established within the genus includ-

ing Veillonella atypica , Veillonella caviae , Veillonella

criceti, Veillonella denticariosi , Veillonella dispar , Veil-

lonella magna , Veillonella montpellierensis , Veillonella

parvula , Veillonella ratti , Veillonella rodentium , Veillonella

rogosae, Veillonella seminalis , and Veillonella tobetsuensis

(Arif et al., 2008 ; Aujoulat et al., 2014 ; Byun et al., 2007 ;

Jumas−Bilak et al., 2004 ; Kraatz & Taras, 2008 ; Mashima

et al., 2013 ; Mays et al., 1982 ; Rogosa, 1965).

Veillonella species, except V. criceti, V. ratti, and V.

seminalis , do not ferment carbohydrates or amino acids, and

they lean the fermentation of pyruvate, lactate, malate, fu-

marate, and/or oxaloacetate as a source of carbon and en-

ergy. Major metabolic end products of members of the ge-

nus Veillonella are acetic acid and propionic acid from tryp-

ticase−glucose−yeast extract. Their DNA G+C content is 36

–43% mole, and the type species is V. parvula ( Jean −

Philippe, 2009).

Veillonella species are present in the oral cavity, intestinal

tracts, and genitourinary and respiratory systems of humans

and animals as commensal organisms. Some Veillonella spe-

cies have been reported as rare causative organisms of men-

ingitis, endocarditis, bacteremia, discitis, vertebral osteomye-

litis, and prosthetic joint infection (Isner−Horobeti, 2012 ;

Liu, 1998 ; Marriott et al. , 2007). In addition, Veillonella

species are known as opportunistic pathogens with the abil-

ity to take advantage of a host’s weakened immune function

to cause infections (Aas et al., 2007 ; Fisher and Denison,

1996).

Generically, Veillonella species are resistant to tetracy-

cline and sensitive to penicillin and ampicillin. However,

some Veillonella strains have recently been found to be re-

sistant to these two antibiotics (Readyy et al., 2012). Fur-

thermore, it is reported that one of the pathogenicity of Veil-

lonella species is related to its lipopolysaccharide (LPS) .

Fructose is incorporated into LPS of Veillonella , and may be

of major significance in the production of endotoxic LPS

(Tortorello & Delwiche, 1983).

2. Oral Veillonella

1) Classification and Biology

Of the 13 established species, V. atypica , V. denticariosi ,

V. dispar, V. parvula , V. rogosae , and V. tobetsuensis have

been isolated from human oral cavities, and these oral Veil-

lonella species are mainly located in the dental biofilms,

tongue biofilms, buccal mucosa, saliva, periodontal pockets,

and caries lesion of dentin (Dongyou, 2011).

Oral Veillonella species have diverse roles in polymicro-

bial disease. These species utilize lactate produced by carbo-

hydrate−fermenting Lactobacillus species and Streptococcus

species, and the lactate is converted into the weaker acid and

propionic acid. Consequently, Veillonella species reduce the

concentration of lactate, and ameliorate the process of dental

caries because the weaker acid has less capability to decal-

cify teeth (Dongyou, 2011).

Oral Veillonella species produce volatile sulfur com-

pounds, which causes oral malodors in the polymicrobial

community of the oral biofilm. In addition, hydrogen sulfide

produced by oral Veillonella from L−cysteine in the pres-

ence of human serum is toxic to host cells and contributes to

its disease−inducing potential (Washio et al., 2005).

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia , and

Treponema denticola are known as pathogenic microorgan-

isms for periodontal disease (Dongyou 2011 ; Socransky &

Haffajee, 1992). Oral Veillonella species produce menaqui-

nones, and supply the essential nutritional requirement for

growth of Porphyromonas and Prevotella species. In addi-

tion, oral Veillonella species provides different peptidases,

which complements the activity and promotes the growth of

T. denticola (Dongyou, 2011).

2) Phenotypic Identification

Veillonella species are isolated on a selective medium,

Veillonella agar, which is composed of Bacto tryptone,

Bacto yeast extract, sodium thioglycolate, basic fuchsin, so-

dium lactate, agar, and vancomycin (Rogosa et al., 1958).

The inoculated plate is incubated under obligately anaerobic

conditions, such as 80% N2, 10% CO2, and 10% H2, at 37°C
for 5 days. Colonies on Veillonella agar are presumptively

2 Futoshi NAKAZAWA／Prospects and Significance of Oral Veillonella

（76）

第３６巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／００１～０１５　総説　ＮＡＫＡＺＡ　４Ｃ  2018.01.23 16.59.59  Page 2 



identified as Veillonella strains on the basis of their ability

to grow on the selective medium. Typical colonies are

opaque or grayish−white, 2–4 mm in diameter, regular, and

slightly domed in shape with an entire edge. In addition,

they lack hemolytic activity in blood agar (Jean−Philippe et

al., 2009).

Conventional biochemical analysis was performed on cells

grown on Veillonella agar using the rapid ID 32A identifica-

tion kit and API ZYM (bioMe´rieux) (Jean−Philippe et al.,

2009). For further examination of the Veillonella strain, an

electron microscope was used. The ultrathin sections re-

vealed cell structural components, such as outer membrane,

a thin peptidoglycan layer, and cytoplasmic membrane,

which are characteristic of a gram−negative bacterial cell

wall and consistent with the genus Veillonella ( Jean −

Philippe et al., 2009).

In some cases, cellular fatty acids of Veillonella were ana-

lyzed after methyl esterification. Major cellular fatty acids

are C13:0 and C17:1ω8, and minor or trace fatty acids are C11:0,

C12:0, C14:0, C15:0, C16:1ω9c, C16:0, C17:0, C18:1ω9c, and C18:0 (Byun et

al., 2007 ; Jean−Philippe et al., 2009 ; Jumas−Bilak et al.,

2004 ; Mashima et al, 2013).

3) Genotypic Identification

Phenotypic methods are effective to identify members of

Veillonella species at genus level, but do not allow differen-

tiation among members of the genus Veillonella at species

level. Therefore, molecular techniques, such as DNA−DNA

hybridization, PCR with specific primers, PCR−random frag-

ment length polymorphism analysis, and sequencing based

on the 16S rRNA gene, have been developed for identifica-

tion of Veillonella species (Marchandin et al., 2003 ; Rolph,

2001 ; Sato et al. , 1997 ; Siqueira, 2001) . Although it is

known that 16S rRNA gene is useful for identification of

some bacterial species, 16S rRNA gene comparison of Veil-

lonella has not been reliable for identification at the species

level. This is because Veillonella species have highly con-

served sequences in 16S rRNA gene. In addition, there is a

high level of intrachromosomal heterogeneity in some oral

Veillonella species (Byun et al., 2007 ; Jumas−Bilak et al.,

2004).

Therefore, some housekeeping genes, such as rpoB ,

dnaK , gyrB , and gltA , have been used for more veracious

identification of Veillonella species (Arif et al., 2008 ; Au-

joulat et al. , 2014 ; Byun et al. , 2007 ; Dongyou, 2011 ;

Kraatz & Taras, 2008 ; Mashima et al., 2013 ; Michon et al.,

2010). The dnaK gene, coding heat−shock protein 70 kD,

has higher interspecies variability than 16 S rRNA gene.

Comparison of dnaK gene sequences aids classification of

the known members of genus Veillonella . Furthermore, se-

quencing of the rpoB gene, which encodes an enzyme that

synthesizes RNA polymerase subunit B, appears to be more

effective than gyrB and gltA gene sequencing for identifica-

tion of Veillonella at species level (Aujoulat et al., 2014 ;

Dongyou L. 2011 ; Jean−philippe et al., 2009).

4) Veillonella Genus−specific PCR Primers

Classification of Veillonella species at the genus level is

not difficult based on the phenotypic characteristics of bacte-

ria, such as colony appearance, arrangement and size of the

bacterial cells, and gram−negative cocci, cultured on the se-

lective medium Veillonella agar under the strictly anaerobic

conditions. On the other hand, Arif et al. (2008) established

a genus−specific PCR primer set based on the sequence of

rpoB gene for members of genus Veillonella : Veill−rpoBF

( 5' − GTAACAAAGGTGTCGTTTCTCG − 3' ) and Veill −

rpoBR (5'−GCACCRTCAAATACAGGTGTAGC−3') (Arif

et al., 2008). Thereafter, Mashima et al. (2011 ; 2013 ; 2015)

and Theodorea et al. (2017) demonstrated the availability

and accuracy of the genus−specific PCR primer set

(Mashima et al., 2011, Mashima et al., 2013 ; Mashima et

al., 2015 ; Theodorea et al., 2017).

5) Distribution and Frequency with the Species−specific

PCR Primers

Beighton et al. (2008) reported the predominant cultivable

Veillonella species in tongue biofilm from healthy adults us-

ing rpoB gene sequence analysis. In their report, V. atypica ,

V. dispar, and V. rogosae were the predominant species,

and V. denticariosi was not identified at all. In addition,

Arif et al. (2008) investigated the diversity of Veillonella

species in caries sites in children using 16S rRNA, dnaK ,

and rpoB gene sequence analysis. The proportion of Veil-

lonella species was not significantly different between the

caries and caries−free groups, but V. denticariosi was only

detected in the caries group and V. rogosae was only de-

tected in the caries−free group (Arif et al., 2008). Although

this study was beneficial to help discriminate among oral

Veillonella , more affordable, time−saving, and easy handling

methods are needed to identify oral Veillonella species.
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Igarashi et al. (2009) showed that five oral Veillonella

species, V. atypica , V. denticariosi , V. dispar, V. parvula ,

and V. rogosae , could be readily identified via two−step

PCR using five forward primers from a highly variable re-

gion of the rpoB gene and one common reverse primer

shown in Table 1. Mashima et al. (2011) examined the dis-

tribution and frequency of oral Veillonella species in the

tongue biofilm of healthy 20 adults. They isolated 416

strains from 27 subjects, and 404 isolates were identified us-

ing the species−specific primer sets designed by Igarashi et

al. (2009) as either V. atypica , V. denticariosi, V. dispar, V.

parvula , or V. rogosae . They demonstrated that V. atypica ,

V. dispar, and V. rogosae were detected as the predominant

oral species throughout all samples, and V. parvula and V.

denticariosi were isolated from limited subjects. Further-

more, they reported that the tongue biofilms of these sub-

jects were divided into two groups based on the distribution

and frequency of oral Veillonella species, which meant that

V. rogosae was the predominant species in one group ; the

other group consisted mainly of V. atypica and V. dispar

(Mashima et al., 2011). This result partially supported the

report by Beighton et al. (2008).

Recently, Veillonella tobetsuensis isolated from human

tongue biofilm was established as a novel Veillonella spe-

cies (Mashima et al., 2013). Thereafter, the distribution and

frequency of V. tobetsuensis in human tongue biofilms were

determined using a V. tobetsuensis−specific PCR primer pair

designed based on the sequence of the dnaK gene (position

424−1048). The forward primer was VTF (5'−CTCTCAAC

GTCAAGCAACAAAAGATGC−3'). The reverse primer was

VTR (5'−GATAAGGTAGTTCATGATGCGTTGG−3') . In

that study, it was demonstrated that V. tobetsuensis was de-

tected in 5 of 27 subjects (19%), and its prevalence ranged

from 7.6% to 20.0% (Mashima et al., 2013).

The distribution and frequency of six oral Veillonella spe-

cies V. atypica , V. denticariosi , V. dispar, V. parvula , V.

rogosae, and V. tobetsuensis in the subgingival biofilm from

periodontal pockets were also determined by PCR with the

species−specific primers (Igarashi et al., 2009 ; Mashima et

al., 2013). In the study, it was demonstrated that the fre-

quency of V. parvula was significantly higher in the peri-

odontal pockets than that in the gingival sulcus at the spe-

cies level, which suggested that V. parvula is associated

with a state of chronic periodontitis (Mashima et al., 2015).

Recently, the relationship between the frequency of six

oral Veillonella species and different oral hygiene states was

determined in Thai children divided into three groups, Good,

Moderate, and Poor oral hygiene group, based on the Sim-

Table 1 : Primer sequences for two−step species−specific PCR (Igarashi et al., 2009) designed using the variable region of the rpoB
gene.
ATYF, DISF, PARF, and VR are used for the 1st step PCR, and DENF, ROGF, and VR are used for the 2nd step PCR.
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plified Oral Hygiene Index (OHI−S) (Mashima et al., 2016 ;

Theodorea et al., 2017). Tongue biofilms from 89 children

and saliva samples from 107 children were collected in these

studies, and the distribution and frequency of six oral Veil-

lonella species were examined by PCR identification.

Mashima et al. (2016) established a novel one−step PCR

method with one forward primer and six reverse primers de-

signed using the sequence of the conserved region or vari-

able regions in the rpoB gene of oral Veillonella species

shown in Table 2.

In case of tongue biofilms, oral Veillonella isolates were

detected predominantly in subjects who had Poor oral hy-

giene compared to those with Good or Moderate oral hy-

giene. At the species level, although V. atypica , V. dispar,

V. rogosae , and V. tobetsuensis were detected in only 10 of

the 89 subjects, V. rogosae was the predominant species in

all groups. V. dispar was detected mainly from subjects who

had Good or Moderate oral hygiene group. However, V.

parvula and V. denticacariosi were not isolated from any

subjects. As conclusion, they suggested a possibility that

these Veillonella species might be an index for a person’s

oral hygiene state (Mashima et al., 2016).

In case of saliva samples, Veillonella species were de-

tected in all subjects from three groups ; the total number of

isolates was 1609 from 107 subjects. Six oral Veillonella

species were identified in 1442 of 1609 isolates, and 167

isolates were unclassified. The prevalence of V. rogosae was

significantly lower in the Poor oral hygiene group than that

in the Good oral hygiene group. On the other hand, V. to-

betsuensis was not detected in the Good oral hygiene group.

Although V. rogosae was the predominant species in all

groups, V. parvula , V. tobetsuensis , and the unclassified

Veillonella isolates were significantly more prevalent in the

Poor oral hygiene group, which suggested that the detection

rate of V. parvula and V. tobetsuensis in saliva indicates the

oral hygiene state in children (Theodorea et al., 2017).

6) Biofilm Formation and Autoinducer

The human oral biofilm is a multispecies community

formed by more than 700 bacterial species, including 19,000

microbial phylotypes (Hajishengallis & Lamont, 2012 ; Hu-

ang & Gregory, 2011). In the process of dental biofilm for-

mation, oral Streptococcus species attach to the tooth sur-

face covered by an acquired pellicle with specific interac-

tions as pioneer colonizers. The growth of the pioneer colo-

nizers establishes an environment conducible for the coloni-

zation by the bridging bacterial species, some of which are

Veillonella species as early colonizers (Diaz et al., 2006 ;

Table 2 : Primer sequences for the one−step PCR method (Mashima et al., 2016) designed using the variable region of the rpoB gene.
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Kolenbrander et al., 2006 ; Kolenbrander et al., 2010). Sub-

sequently, the bridging bacteria grow and create a local en-

vironment to facilitate attachment and growth of middle and

late colonizers, such as periodontopathogenic bacterial spe-

cies, for maturation of the oral biofilm (Zhou et al., 2016).

For in vitro biofilm experiments, microtiter plate−based

biofilm assays have been widely used for long time (Chris-

tensen et al., 1985). A flow cell system has also been used

frequently for in vitro biofilm experiments (Foster & Kolen-

brander, 2004 ) . Although these methods certainly have

merit, many limitations, such as technical sensitivity or high

cost performance, of these methods prohibit routine use. To

overcome these limitations, Mashima & Nakazawa (2012)

established a novel method for the formation of a biofilm in

an in vitro experiment using the “wire method” (Fig. 1). In

the wire method, a cobalt−chrome alloyed wire, 0.9 mm in

diameter and 15 cm in length, was connected to a rubber

plug on a test tube. The wire was inserted into a bacterial

suspension in the test tube as a scaffold for biofilm forma-

tion. After incubation, the wire with biofilm was transferred

to new tube, and the biofilm was removed from the wire us-

ing a short silicone tube (TYGON 3350) which was set on

the wire. Afterwards, DNA was extracted from the bacterial

cells of the harvested biofilm to quantify the number of bac-

teria in the biofilm. Currently, a wire at half the size (7.5

cm) with a silicone plug is used in our laboratory for easier

handling, and similar results have been obtained in experi-

ments as those obtained in experiments with the original size

wire (15 cm) (Fig. 1).

The Veillonella species, one of the most predominant bac-

teria in the human oral microbiome, produces nutrients for

growth of late colonizers (Aas et al. , 2005 ; Aas et al. ,

2008 ; Becker et al., 2002). In addition, Veillonella species

have two important characteristics as a “bridging species”

for maturation of the oral biofilm community : 1) Veillonella

species use lactate produced by Streptococcus and Lactoba-

cillus species (Rogosa, 1964) and 2) Veillonella species can

adhere to initial, middle, and late colonizers (Hughes et al.,

1988 ; Chalmers et al. , 2008 ; Periasamy & Kolenbrander,

2010 ; Zhou et al. , 2015) . Therefore, Veillonella species

have an important role in the development of oral biofilm

and the ecology of the human oral cavity.

To reveal the role of oral Veillonella species as early

colonizers versus Streptococcus species as initial colonizers,

biofilms formed by the co−culture of four oral Streptococcus

species, S. gordonii, S. mutans, S. salivarius, or S. sanguinis

in combination with six oral Veillonella species, V. atypica ,

V. denticariosi, V. dispar, V. parvula , V. rogosae , or V. to-

betsuensis for a total of 24 combinations were studied by

the novel wire method (Mashima and Nakazawa, 2014 ) .

Type strains, except S. mutans ingbritt, were used, and it

was demonstrated that the amount of biofilm formed by S.

mutans, S. gordonii, or S. salivarius in the presence of six

Veillonella species was greater than that formed without

Veillonella species. On the other hand, in the case of

biofilms formed by S. sanguinis, the presence of Veillonella

species reduced the amount of biofilm except by V. parvula

and V. dispar. Time−dependent changes in the amount of

biofilm and the number of planktonic cells were grouped

into four patterns from these 24 combinations (Fig. 2). Only

Fig. 1 : A) Scheme for the wire method : 1) the wire is inserted into a bacterial suspension in a test tube, 2) the biofilm forms on the sur-
face of the wire during incubation, and 3) the biofilm is removed from the wire. B) The current wire size used in our laboratory.
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that of S. gordonii with V. tobetsuensis had a unique pat-

tern. In addition, the amount of the biofilm formed by S.

gordonii alone decreased over time, whereas that formed by

S. gordonii with V. tobetsuensis increased significantly over

time. Furthermore, the proportion of V. tobetsuensis cells in

this biofilm increased over time. These results indicated that

V. tobetsuensis promotes the development of biofilms,

which were initially formed by S. gordonii (Mashima &

Nakazawa, 2014).

Taken together, two hypotheses were suggested : (1) coag-

gregation between S. gordonii and V. tobetsuensis leads to

the formation of a biofilm and (2) V. tobetsuensis produces

certain signals, such as autoinducers (AIs ) , that promote

biofilm formation by S. gordonii .

V. tobetsuensis and S. gordonii showed no coaggregation

(Mashima and Nakazawa, 2017), which indicates that coag-

gregation between V. tobetsuensis and S. gordonii was not a

factor to promote their biofilm development. Zhou et al. ,

(2015) investigated the sialic acid binding protein Hsa in S.

gordonii DL1, which mediates intergeneric coaggregation

with Veillonella spp. They showed that Hsa was essential

for coaggregation between S. gordonii DL1 and Veillonella

spp., but the detailed binding mechanism has not been clari-

fied (Zhou et al., 2015). Hughes et al. (1992) suggested that

a certain adhesin of V. atypica PK1910 mediated coaggrega-

tion with Streptococcus spp. (Hughes et al., 1992). These re-

sults suggest that coaggregation between Veillonella spp.

and Streptococcus spp. depends on the kind of species or

strain. Furthermore, the mechanism of coaggregation varies

and more investigation is needed.

It is well known that AIs, such as AI−1 and AI−2, have

important roles in biofilm formation with quorum sensing

(QS). In particular, AI−2 is produced by both gram−negative

and gram−positive microorganisms, and is a universal QS

signal to mediate interactions among bacterial species. In the

case of oral bacteria, Rickard et al. (2006) demonstrated that

Streptococcus oralis and Actinomyces naeslundii formed a

small amount of biofilm when grown alone, but developed

into dense biofilms when grown together via production of

AI−2 from Streptococcus oralis ( Rickard et al. , 2006 ) .

Yoshida et al. (2005) suggested that AI−2 from Streptococ-

cus mutans regulated sucrose−dependent biofilm formation

through the expression of a glucosyltransferase gene

(Yoshida et al. , 2005). Furthermore, it was reported that

amount of biofilm formed by Porphyromonas gingivalis,

which causes periodontal disease, was controlled by AI−2

from Streptococcus gordonii (McNab et al., 2003). In addi-

tion, an AI − 2 − like molecule was detected by a Vibrio

harveyi BB170 reporter assay in large amounts in the super-

natant of V. tobetsuensis in the mid − exponential growth

phase. The AI−2−like molecule was partially purified from

V. tobetsuensis supernatant, the effect of the AI − 2 − like

molecule from V. tobetsuensis on S. gordonii biofilm was

examined using the wire method, and significantly inhibited

S. gordonii biofilm development without bactericidal effects

(Mashima & Nakazawa, 2017). Jang et al. (2013) reported

similar results using Fusobacterium nucleatum . They

showed that AI − 2 from F. nucleatum reduced S. oralis

Fig. 2 : Four patterns A, B, C, and D based on time−dependent changes in biofilm formation and the number of planktonic cells among
24 combinations of four Streptococcus species and six Veillonella species.
Arrows indicate increase or decrease of biofilm development or planktonic cell growth. Cont and Combi indicate Control and Combina-
tion, respectively.
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biofilm development, as well as the attachment of F. nuclea-

tum to preformed S. oralis biofilms (Jang et al., 2013). Our

findings support the additional role of AI−2 as an inhibitor

of oral biofilm formation.

Recently, cyclic dipeptides (also known as 2, 5−dike-

topiperazines), which are low molecular−weight compounds

that have a multitude of bioactive properties produced by

many gram−negative bacteria, have also been recognized as

AIs ( Gu et al. , 2013 ) . For example, Marchesan et al.

(Marchesan et al., 2015) reported that two cyclic dipeptides,

cyclo (−L−Leu−L−Pro) and cyclo (−L−Phe−L−Pro), inhibited

the growth of commensal bacteria in the biofilm formed by

Synergistetes in a biofilm−overgrowth model. In our latest

study, a cyclic dipeptide was also detected in the culture su-

pernatants from V. tobetsuensis at the late − exponential

growth phase. It was identified as cyclo (−L−Leu−L−Pro) by

GC−MS. In addition, it was demonstrated that although the

cyclo (−L−Leu−L−Pro) had no effect on planktonic bacterial

cells of S. gordonii , the development of biofilm formed by

S. gordonii was inhibited by the cyclo (−L−Leu−L−Pro)

(Mashima et al., unpublished data).

Our previous studies indicated that V. tobetsuensis pro-

motes the development of biofilms initially formed by S.

gordonii without coaggregation ( Mashima & Nakazawa,

2014 ; Mashima & Nakazawa, 2017). However, the AI−2−

like molecule and the cyclo(−L−Leu−L−Pro) produced by V.

tobetsuensis inhibited biofilm development of S. gordonii.

Therefore, other extra cellular molecules from V. tobetsuen-

sis to promote S. gordonii biofilm development need to be

investigated in the future.

7) Metagenome Analysis

Recently, high−throughput methods have been developed

for epidemiologic investigation of microbiome profiles re-

lated to disease risk (Jo et al., 2016 ; Gao et al., 2017). In

the latest study, we characterized the salivary microbiome in

Thai children stratified by oral hygiene state. The samples

were collected from 90 Thai children divided into three

groups – Good, Moderate, and Poor – based on the results

of oral examination using OHI−S. The bacterial community

structure of saliva from each individual was analyzed using

Illumina MiSeq high−throughput sequencing based on the V

3 and V4 region of bacterial 16S rRNA (Mashima et al.,

2017). Twenty taxonomic groups including genera, families,

and class for Streptococcus, Veillonella , Gemellaceae,

Prevotella, Rothia , Porphyromonas , Granulicatella , Actino-

myces, TM−7−3, Leptotrichia , Haemophilus , Selenomonas,

Neisseria , Megasphaera , Capnocytophaga , Oribacterium ,

Fig. 3 : Relative abundance of the top 20 bacterial taxa (OTUs) among three oral hygiene groups.
c, f , and g indicated class, family, and genus, respectively. Some OTUs were not assigned at the genus level based on the database. Sig-
nificant differences were evaluated using the Kruskal−Wallis H−test post hoc Mann−Whitney U−test with Bonferroni correction (P <
0.05). Error bars indicate 95% confidence intervals.
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Abiotrophia , Lachnospiraceae, Peptostreptococcus , and

Atopobium were found in all subjects on the basis of 38,521

OTUs (Operating Taxonomic Units) with 97% similarity. Of

these bacterial groups, genus Streptococcus had the highest

relative abundance (47.5%) in the Good oral hygiene group,

and genus Veillonella had the highest relative abundance

(33.5%) in the Poor oral hygiene group. In other words, the

proportion of Streptococcus decreased and Veillonella in-

creased with poor oral hygiene (Fig. 3). Finally, the study

demonstrated an important association between an increase

of Veillonella and poor oral hygiene in children.

Previously, Takeshita et al. (2009) reported that salivary

microbiomes with larger proportions of Prevotella and Veil-

lonella were associated with periodontitis. Similarly, Elinav

et al. (2011) demonstrated that oral dysbiosis (imbalances in

commensal microbiome) is likely characterized by greater

proportions of certain bacterial genera, including Prevotella ,

Veillonella , and TM7, which elicit an inflammatory response

in the gingival mucosa. Furthermore, several studies showed

that Veillonella species accounted for a large proportion of

the microbiome in caries−affected subjects (Agnello et al .,

2017 ; Arif et al ., 2008 ; Chalmers et al ., 2008 ; Jiang et al .,

2016). It is known that oral infectious disease results in part

from poor oral hygiene. Our findings support these reports,

which suggests that Veillonella species might be useful in

the clinic to treat or prevent oral infectious diseases.

Because it is difficult to discriminate the species of Veil-

lonella using 16S rRNA , the distribution and frequency of

oral Veillonella species in the same saliva samples were ex-

amined at the species level by one−step PCR (Mashima et

al., 2016) to clarify the oral Veillonella species that increase

in a poor oral hygiene state. The prevalence of V. rogosae

decreased as oral hygiene quality decreased, and the detec-

tion rate was 73%, 69%, and 58% in the Good, Moderate,

and Poor oral hygiene groups, respectively, and V. rogosae

was the predominant species in all groups. In contrast, the

detection rate of V. parvula increased significantly as oral

hygiene quality decreased, and the detection rate was 6%,

7%, and 17% in the Good, Moderate, and Poor oral hygiene

groups, respectively ( Fig. 4 ) . These results suggest that

changes in the detection rate of some oral Veillonella spe-

cies, such as decreased V. rogosae and increased V. parvula ,

can be useful as a biomarker for deteriorating oral hygiene

in children (Fig. 4) (Theodorea et al., 2017).

8) Novel Oral Veillonella species

As mentioned above, although 13 species of genus Veil-

lonella have been established, only five species V. atypica ,

V. denticariosi, V. dispar, V. parvula , and V. rogosae have

been isolated from human oral cavities as oral Veillonella

Fig. 4 : Percentages of Veillonella species isolated from saliva samples of the Poor, Moderate, and Good oral hygiene groups.
Significant differences were evaluated using the Kruskal−Wallis H−test post hoc Mann−Whitney U−test with Bonferroni correction (P <
0.05). Error bars indicate 95% confidence intervals.
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species, for a long time.

In 2013, Mashima et al. (2013) isolated V. tobetsuensis

from human tongue biofilms of young adults as a novel

Veillonella species (Mashima et al., 2013). And it was dem-

onstrated V. tobetsuensis was clearly different from the 13

established Veillonella species in the rpoB and dnaK se-

quence comparison, but were indistinguishable in the 16S

rRNA gene sequence analysis. In addition, the draft genome

of the V. tobetsuensis type strain was sequenced by Illumina

HiSeq with sequencing runs for paired − end sequences

(Mashima & Nakazawa, 2015). In the study, it was indicated

that the genome sequence of the strain was 2,161,277 bp,

and contained 1,913 coding sequences, 48 tRNAs, and 3

rRNAs. The study suggested that some protein−coding genes

contributed to biofilm formation with oral Streptococcus

species (Mashima & Nakazawa, 2015).

After 2015, some studies suggested that many novel Veil-

lonella species inhabit human oral cavities. For example,

Mashima et al. (2015) isolated 442 strains of Veillonella

from periodontal pockets of 18 subjects (Mashima et al. ,

2015). Forty−three strains of the 442 could not be identified

from six oral Veillonella species already reported by species

−specific PCR primers (Igarashi et al., 2009, Mashima &

Nakazawa, 2013). In addition, they isolated 101 Veillonella

strains from tongue biofilms of 10 subjects from 89 Thai

children (Mashima et al., 2016). In the study, 61 of the 101

strains were identified as either V. atypica , V. dispar , V. ro-

gosae, or V. tobetsuensis . Forty strains had no PCR prod-

ucts with one−step PCR (Mashima et al., 2016), but these

40 strains had positive PCR products with Veillonella genus

−specific primers. The representative 11 strains in the 40 un-

known strains formed distinct taxa with robust bootstrap val-

ues in the phylogenetic tree constructed with the rpoB gene

sequence. Therefore, the authors suggested that there were at

least three novel Veillonella species in the 40 unknown

strains based on the evolutionary trees of the rpoB gene

(Fig. 5). In the future, Veillonella infantum will be proposed

as a novel Veillonella species for some strains of those 11

representative strains.

Theodorea et al. (2017) isolated 1,609 strains from saliva

samples of 107 Thai children and samples were assigned as

members of genus Veillonella using Veillonella genus−spe-

Fig. 5 : Phylogenetic tree based on rpoB gene sequences of 11 unclassified strains from tongue biofilms of Thai children and the type
strains of 13 established species of Veillonella .
Three distinct lineages suggested novel species within Veillonella . Bar indicates phylogenetic distance. The number of corners indicates
the bootstrap values.
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cific PCR primers (Theodorea et al., 2017). One−hundred

sixty−seven strains were not classified to any oral Veil-

lonella species, but 1442 of the 1609 strains were identified

as one of the six oral Veillonella species by one−step PCR

(Mashima et al., 2016). Subsequently, they proposed several

novel species of genus Veillonella in human saliva based on

phylogeny with sequence analysis of rpoB genes of the rep-

resentative 23 strains in the 167 unclassified strains (Theo-

dorea et al., 2017) (Fig. 6).

Conclusion

Oral Veillonella should be investigated to prevent oral in-

fectious diseases caused by oral biofilms. Dr. Morrison Ro-

gosa (National Institute of Dental Research, Bethesda, USA),

Dr. David Beighton (Dental Institute, King’s College Lon-

don, England, UK), Dr. Paul E. Kolenbrander (National In-

stitute of Dental and Craniofacial Research, National Insti-

tutes of Health, Bethesda, USA), and their laboratory team

studied oral Veillonella . However, there is still little under-

standing of the actual mechanisms of Veillonella . Although

we outlined the latest findings on oral Veillonella species in

this article, the number of studies on oral Veillonella re-

mains small. This review will help promote increased re-

search on oral Veillonella .
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部分床義歯補綴学基礎実習の小テストで抽出した3つの自己評価領域の比較
～形成的評価と総括的評価との関連性～
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The relationship between formative and overall evaluations
in the self-assessments of students through prosthodontics practical

training of partial dentures
Katsuya KAWANISHI1）, Hideki AITA2）, Mai KONO3）, Mizuho SASAKI1）, Kenya ASAHIRO1）,

Masahisa NAKAMOTO1）, Masao YAMAZAKI1）, Yuki KAN1）, Kenjiro NAKAMURA1）, Kunio MATSUBARA4）,
Yoshifumi TOYOSHITA1）, Yukio ITO5）, Hisashi KOSHINO1）
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Abstract

Purpose : The purpose of this study is to investigate whether

formative evaluation through Pre−Posttests using the subjec-

tive understanding of self−assessment for undergraduate stu-

dent in prosthodontics practical training of partial dentures

is statistically related to overall evaluations such as by

Computer Based Testing, acceptance criteria for Computer

Based Testing.

Methods : Fourth year students were subjected Pre−Posttests

used for computer based multiple−choice questions with

visual materials. Each question was assessed by the subjec-

tive understanding of the self−assessment. Students were di-

vided into self−assessment groups (an overvaluation group,

an undervaluation group and a coincident evaluation group).

The relationship between the formative evaluation and over-

all evaluation was analyzed among the self − assessment

groups.

Results : The percentage of questions answered correctly in

an overvaluation group was significantly lower than that in

the coincident evaluation group. There was a statistically

significantly correlation between the formative evaluation

and overall evaluation in the coincident evaluation group,

but not in the overvaluation group.

Conclusions : Identifying an overvaluation group by the

subjective understanding of self−assessments from the stage

of formative evaluation may be useful for instruction in the

education for an overall evaluation.
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緒 言

平成17年から正式導入された臨床実習開始前の共用試
験（CBT：Computer Based Testing, OSCE：Objective

Structured Clinical Examination）の実施に伴い，知識の
総合的理解力や臨床問題解決能力の習得を主眼においた
歯科医学教育（講義・基礎実習）が実践されるように
なった（鈴木ら，2006；村上ら，2008）．とくに，補綴
学系の基礎実習では，診療参加型臨床実習を視野に入れ
た実習内容への改善が求められている（安陪ら，2013）
ことから，平成18年度から従来の技工操作を主体とした
実習から臨床に即した手技教育へのカリキュラム変更を
行った（松実ら，2007；豊下ら，2009；豊下ら，
2010）．しかしながら，診療参加型臨床実習前までに臨
床問題解決能力を習得させるためには，双方向型授業，
PBL（Problem Based Learning），チーム基盤型学習
（TBL）などの導入が必要不可欠である．ところが，人
的資源の不足や講義・実習時間の制約により，現場での
教育体制には限界がある．また，視覚素材を活かした
Web e−learningのような自己主導型学習の導入も，学生
の関心や意欲を向上させるための有効な手段の一つであ
るが（河相ら，2006；宗ら，2007），システム環境を整
えるには費用がかかる．そのため本講座では，平成23年
度より全部床義歯補綴学基礎実習および部分床義歯補綴
学基礎実習において，基礎的知識の定着と診療問題解決
能力を養うための形成的評価として，視覚素材を応用し
たプレ・ポストテストによる多肢選択式テストを導入し
た．ところが，多肢選択式テストは，幅広い知識の定着
の確認とその評価の効率が優れているものの，あくまで
も平均正答率の比較によって成績評価されることや，
“当て推量”で回答する学習者の存在が指摘されている
ことから，正誤答を対象とした評価では真の学生理解度
を把握するには不十分とされている（張，2007）．我々
は全部床義歯補綴学基礎実習において，多肢選択式テス
トに自己評価による確信度を応用することで，“当て推
量”で回答する学習者の存在を抽出し，その情報をもと
に作成した自己評価図から，過大評価領域者，過小評価
領域者，一致評価領域者の3群に分けて形成的評価を行
うことの有用性について報告している（川西ら，2014）．
今回，部分床義歯補綴学基礎実習に導入した形成的評

価によって抽出された自己評価領域者間（過大評価領域
者，過小評価領域者，一致評価領域者）において，総括
的評価であるCBT判定基準試験トライアルおよびCBTの
成績との関係について調査したので報告する．

研 究 方 法

平成23年度本学歯学部第4学年の学生108名（男性87
名，女性21名）に対し，平成23年8月24日～平成24年1
月20日の期間に実施した部分床義歯補綴学基礎実習時に
視覚素材を用いた多肢選択式による小テスト（プレテス
ト，ポストテスト）を実施し，各設問に対する学生の自
己評価による確信度を調査した．各種試験の未受講，遅
刻・早退により小テストの受験回数が著しく低かった学
生6名は分析対象から除外した．
1．小テストの実施概要～形成的評価～
全15回（80分間×4コマ／回）の実習のうち，13回に

わたり実習開始時と終了時に各回10題の同一問題の小テ
ストを実施した．小テスト問題は，メインホストのコン
ピュータから各実習台の個人専用端末コンピュータに一
斉に配信し，各実習台に設置されたモニター上に提示し
た．各問題はカウントダウン方式で回答時間に制限を設
け，自動的に次の問題に切り替わるよう設定した．プレ
テストの各問題の制限時間は25秒間とし，各問題に対す
る自己評価による確信度の回答時間を10秒間とした．一
方，ポストテストでは，各問題の制限時間を20秒間に短
縮し自己評価による確信度の回答時間に関してはプレテ
ストと同様の10秒間とした．
小テスト問題は各回の講義および実習の範囲と一致し

た内容で作成し，視覚素材を用いた5肢択一の多肢選択
式テストとした．また，各問題への回答終了後に，逐次
“理解しているので解答できた”，“理解していないので
適当に解答した”の2肢択一の設問を設定し，各問題の
解答に対する学生の自己評価による確信度を調査した．
ポストテストはプレテストの選択肢と同一の解答になら
ないよう選択肢の順番を変更した．プレテスト終了後は
正答を示さないまま実習を開始し，ポストテスト終了後
に解説を行った．
実際にモニターに映し出したプレテストおよび各問題

に対する自己評価による確信度の設問例および実習小テ
スト実施状況を示す（図1）．
2．小テスト問題の内容妥当性
小テストの各設問の内容妥当性を確認するため，プレ

テストにおける各設問の正答率と識別指数を算出した
（池袋ら，1998；赤根ら，2006）．
3．各学習者の自己評価図の作成
過大評価傾向にある学習者をスクリーニングするた

め，ポストテストの各設問で得られた自己評価による確
信度の結果より，織田らの方法に従い自己評価図を作成
した（織田，下村，1989）．まず，各学習者の自己評価

18 川西 克弥 等／部分床義歯補綴学基礎実習の小テストで抽出した3つの自己評価領域の比較～形成的評価と総括的評価との関連性～
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状況を定量化するため，過小評価指数（Iu）と過大評価
指数（Io）を算出した．過小評価指数（Iu）は，正答を
選択し「理解していないので適当に解答した」合計数を
解答数で除することで求め，過大評価指数（Io）は，不
正答を選択し「理解しているので解答できた」合計数を
解答数で除して求めた．なお，正答，不正答にかかわら
ず，自己評価による確信度の回答が欠落している場合，
遅刻・早退・欠席等の理由により無回答であった場合の
学習者については，対象となる設問数を解答数から減じ
て算出した．各学習者の過小評価指数（Iu）と過大評価
指数（Io）は，横軸に過小評価指数を，縦軸に過大評価
指数をとった座標平面上にプロットした．織田らの方法
に従い基準座標点を算出後（Iu´, Io´：0．262，0．136），
各学習者の自己評価状況は以下の4領域に区分した．す
なわち，正答を選択し「理解しているので解答できた」
場合を一致評価領域者（Iu´> IuかつIo´> Io），正答を選
択し「理解していないので適当に解答した」場合を過小
評価領域者（Iu´< IuかつIo´> Io），不正答を選択し「理
解しているので解答できた」場合を過大評価領域者

（Iu´> IuかつIo´< Io），不正答を選択し「理解していない
ので適当に解答した」場合を逆評価領域者（Iu´< Iuかつ
Io´< Io）とした．
4．学内試験と共用試験の実施～総括的評価～
平成24年1月13日にCBT出題基準に準拠して本学オリ

ジナルで作問したCBT判定基準試験トライアルを実施し
た．出題数は150問であり，そのうち有床義歯補綴学に
関連する問題は15題であった．平成24年2月3日に共用
試験実施機構の実施要項に則ったCBTを実施した．CBT

の詳細については非公開であるため，出題数を確認する
ことが出来なかった．
5．各領域者群間での各種試験成績の比較および各領

域者群における各種試験成績の相関関係
プレテスト，ポストテスト，CBT判定基準試験，CBT

の成績について各領域者群間で比較した．さらに，各領
域者群における各種試験成績の相関関係について調べ
た．なお，CBT判定基準試験とCBTは，部分床義歯補綴
学領域の成績のみを抽出することができなかったため，
全試験科目範囲を網羅した成績を分析対象とした．

図1
問題の例（25秒間）
自己確信度の例（10秒間）

19The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 36� 2017
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6．統計学的分析
全試験の成績における各領域者群間の比較には，一元

配置分散分析を行い，その後の検定にTukey HSDを行っ
た．各領域者群における各種試験成績の相関関係には
Pearsonの積率相関係数を用いて調べた．有意水準は危
険率5％未満とし，すべての統計分析はIBM SPSS Sta-

tistics ver22．0（エス・ピー・エス・エス，IBM Japan，
東京，日本）を用いて行った．

結 果

1．小テストの各設問の正答率と識別指数
各設問の正答率を縦軸に，識別指数を横軸にプロット

した散布図を示す（図2）．

全130問の各設問の識別指数は，0．50以上が20題，
0．25以上0．50未満が46題，0．15以上0．25未満が32
題，0．15未満が32題であった．正答率25％以下かつ識別
指数0．15以下の設問を抽出したところ，18題が抽出され
た．その正答率は14．18±7．50％で，識別指数が0．03±
0．07と低い結果であったことから，赤根らの報告を参考
に（赤根ら，2006）不適切設問として扱い，各学習者の
自己評価図の作成および分析対象から除外した．
2．各学習者の自己評価図の作成
不適切設問18題を除く112題を用いて作成した各学習

者の自己評価図を示す（図3）．各学習者の内訳は，過
大評価領域者群19名，過小評価領域者群25名，一致評価
領域者群58名，逆評価領域者群は0名であった．各領域

図2 小テスト問題の正答率と識別指数の分布

図3 自己評価図の作成と各自己評価領域者の抽出

20 Katsuya KAWANISHI et al.／The relationship between formative and overall evaluations in the self−assessments of students through prosthodontics practical training of partial dentures
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者群における留年経験のある者の割合を調べたところ過
大評価領域者群では63％であった（表1）．
3．各領域者群間での各種試験成績の比較
各種試験成績を各領域者群間で比較した結果，全試験

において過大評価領域者群が最も低い値を示した．プレ

テストおよびポストテストでは，過大評価領域者群と比
較して一致評価領域者群と過小評価領域者群で有意に高
い値を示した（一致評価領域者群：P＜0．01，過小評価
領域者群：P＜0．05）（図4，5）．CBT判定基準試験トラ
イアルおよびCBTの成績を各領域者群間で比較した結
果，一致評価領域者群が過大評価領域者群と比較して有
意に高い値を示した（P＜0．05）（図6，7）．CBTの本学
平均は72．8％であり，全国平均の73．6％と比較するとや
や低い傾向にあったが，一致評価領域者群は74．5％であ
り，全国平均よりも上回っていることが確認できた．ま
た，過小評価領域者群と過大評価領域者群の成績は全国
平均および本学平均よりも低い値を示した．過小評価領
域者群の成績は全国平均よりも1．8％低く，過大評価領

留年経験
ない者 ある者 ある者の割合

過大評価領域者群
（19名） 7名 12名 63％

過小評価領域者群
（25名） 17名 8名 32％

一致評価領域者群
（58名） 45名 13名 22％

表1 各領域者群における留年経験のある者の割合

図5 ポストテストの成績

図4 プレテストの成績

21北海道医療大学歯学雑誌 36� 平成29年
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域者群では4．9％低い値を示した．
4．各領域者群における各種試験成績の相関関係
各領域者群における各種試験成績の相関関係を分析し

た結果，過大評価領域者群はプレテストとポストテスト
との間に相関が認められないだけでなく，プレテストも
ポストテストも総括的評価との相関は認めなかった（表
2）．
過小評価領域者群では，ポストテストと総括的評価と

の間に有意な相関は認められなかった（表3）．一致評
価領域者群は，ポストテストとCBTの成績との間に相関
関係は認めなかったものの，それ以外の全項目間におい
て有意な相関があることが認められた（表4）．
過大評価領域者群と過小評価領域者群と一致評価領域

者群の3群に共通して，CBT判定基準試験トライアルと
CBTの成績との間に有意な相関関係が認められた．なか
でも一致評価領域者群では非常に強い相関を認めた（r

＝0．806，p＜0．01）．
5．CBT判定基準試験とCBTにおける偏差値と各領域

Pre−test Post−test
CBT判定
基準試験 CBT

Pre−test －
Post−test ．218 －
CBT判定
基準試験 ．249 ．222 －

CBT －．187 ．126 ．616** －

表2 各種試験成績の相関関係 ～過大評価領域者～

*p＜0．05 **p＜0．01

図6 CBT判定基準試験トライアルの成績

図7 CBTの成績
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者群の割合
CBT判定基準試験とCBTにおける過大評価領域者群と

過小評価領域者群と一致評価領域者群の各学習者の偏差
値を算出し，偏差値ごとに区分した結果を示す（表
5）．各試験の偏差値が40以下になった学習者が，過大
評価領域者群のみならず過小評価領域者群と一致評価領
域者群にも存在していることが認められた．

考 察

多肢選択式テストを用いた形成的評価や総括的評価
は，得点数を教育効果の判定として用いることが多い
（石井ら，2001；砂川ら，2002；柳井ら，2006；麻生，
麻賀，2007）．ところが，“当て推量”で回答する学習者
が存在することから，必ずしも教育効果の指標として適

切であるとは限らない．我々は，全部床義歯補綴学基礎
実習において，“当て推量”で回答する学習者の存在を
抽出し，多肢選択式テストにおいて自己評価による確信
度を導入することが形成的評価として有用性が高いこと
を報告している（川西ら，2014）．今回，平成23年度に
部分床義歯補綴学基礎実習を受講した学生に対し，自己
評価による確信度を併用した多肢選択式テストを実施
し，“当て推量”の学習者の存在を明らかにするととも
に，統合評価法を用いて過大評価領域者群，過小評価領
域者群，一致評価領域者群の3群に分け，形成的評価と
総括的評価との関係について分析した．
全学習者のCBTの成績は全国平均と比較して0．8％低

い値を示した．ところが，各自己評価領域者に分けて群
間比較したところ，一致評価領域者群の成績は全国平均
よりも高い値を示した．一方，過大評価領域者群の成績
は全国平均および本学平均よりも低い値を示した．な
お，CBT判定基準試験とCBTの成績との間には強い有意
な相関が認められ，CBT判定基準試験の問題の質の担保
および難易度の妥当性を確認できている．以下，各自己
評価領域者群に分けて考察をする．
1）一致評価領域者群について
一致評価領域者群の各種試験成績は，他の評価領域者

群よりも成績が高くCBT全国平均点よりも高いことから
自己評価判断能力が高く成績上位者の集団であることが
窺える．ところが，各種試験成績の相関においてポスト
テストと総括的評価であるCBT判定基準試験とCBTの成
績との相関の有無について着目したところ，ポストテス
トとCBT判定基準試験の成績との間には有意な弱い相関
が認められたものの，CBTの成績との間には有意な差は
認められなかった．そこで群内の学習者の偏差値を分析

Pre−test Post−test
CBT判定
基準試験 CBT

Pre−test －
Post−test ．410* －
CBT判定
基準試験 ．589** ．311 －

CBT ．313 ．041 ．712** －

Pre−test Post−test
CBT判定
基準試験 CBT

Pre−test －
Post−test ．413** －
CBT判定
基準試験 ．513** ．260* －

CBT ．515** ．251 ．806** －

偏差値 一致評価領域者群 過小評価領域者群 過大評価領域者群

21－30 2％ 0％ 0％
31－40 12％ 12％ 26％

CBT判定
基準試験

41－50 31％ 40％ 53％
51－60 38％ 36％ 16％
61－70 7％ 12％ 5％
71－80 10％ 0％ 0％

偏差値 一致評価領域者群 過小評価領域者群 過大評価領域者群

21－30 2％ 8％ 0％
31－40 12％ 8％ 26％

CBT 41－50 28％ 44％ 47％
51－60 21％ 28％ 26％
61－70 36％ 12％ 0％
71－80 2％ 0％ 0％

表3 各種試験成績の相関関係 ～過小評価領域者～

*p＜0．05 **p＜0．01

表4 各種試験成績の相関関係 ～一致評価領域者～

*p＜0．05 **p＜0．01

表5 CBT判定基準試験とCBTにおける各領域者群の割合

23The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 36� 2017
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したところ成績下位者が数名存在することが認められ
た．このことは，必ずしも一致評価領域者群の各個人の
成績が高い値を示す訳ではないことを意味しており，本
研究で用いた手法を使用する場合は，総括的評価におけ
る各個人成績から下位成績者を抽出しておく必要があ
る．柳井らは口腔外科学基礎実習にプレテストとポスト
テストを導入し，ポストテストの平均点と総括的評価で
ある最終実習テストとの相関を調べており，ポストテス
トの平均点が高い学生ほど最終実習テストでも高い点数
をとる傾向があるとしているが，両者間の相関係数が強
い相関ではなかったと報告しており（柳井ら，2006）本
研究の結果と類似している．
2）過小評価領域者群について
過小評価領域者群のプレテストとポストテストの成績

は，一致評価領域者群と近似しており，過大評価領域者
群と比較して有意に高い値を示した．過小評価領域者群
の各種試験成績の相関を調べた結果，プレテストとポス
トテストの成績との間に有意な相関が認められた．
過小評価領域者群の学習者は，プレテストとポストテ

ストを受けた時点において，各設問に対する確信度の判
断に迷いが生じていると考えられる．その理由として考
えられるのが，CBT判定基準試験とCBTの成績との間に
は有意な相関が認められているのにもかかわらず，CBT

の成績とプレ・ポストテストの成績との間に相関が認め
られなかったことである．すなわち，過小評価領域者群
は時間をかけて学習を積み重ねることによって，確信度
に正確性を増していくため，一致評価領域に変動する可
能性を備えていると考える．確信度の判断は，認知プロ
セスによるメタ認知判断によって行われるため，回答を
導くまでの時間が短い場合（CM Kelley & DS Lindsay,

1993）や易しい課題ほど確信度が高くなる傾向にある
（松尾，2005）．つまり確信度の判断は，課題の難易度に
依存していることから，難易度が高い問題はリスク回避
行動をとる傾向にある．そのため自己の回答に自信を持
つことができない過小評価領域者の増加に注意が必要と
考える．本研究で使用した設問の難易度は，正答率と識
別指数を用いて評価しており，正答率25％以下かつ識別
指数0．15以下の設問は除外したため，リスク回避行動が
過小評価領域者の増減数に及ぼした影響は少なかったと
考えられる．
3）過大評価領域者群について
試験に確信度を付加することによる自己評価行動の変

容を調査した報告によると，確信度の付加にかかわらず
成績下位者は成績上位者よりも自己をより過大に評価し
ているとしている．また，成績下位者は適正な自己評価

能力に乏しく，学習内容や時間，姿勢が不十分とされて
いる（有田ら，2013）．さらに長谷川らは，過大評価領
域者は自己の実力より易しい設問に誤答している場合が
あることを指摘している（長谷川，2000）．本研究にお
いて，過大評価領域者群の全試験結果が一致評価領域者
群と比較して成績が有意に低い値を示した．このこと
は，過大評価領域者群は他の自己評価領域者群と比較し
て留年経験のある者の割合が半数以上を占め，偏差値の
低い学習者が多く存在することが原因と考えられる．
各領域者群における各種試験成績の相関関係におい

て，過大評価領域者群が他の自己評価領域者群と比較し
て特徴的だった点を3つ挙げる．1点目は形成的評価の
プレテストの成績とポストテストの成績との間に相関を
認めなかったことである．これはプレテストとポストテ
ストの問題内容が同様であったため，成績下位者が成績
上位者の解答情報を収集し能動的な学習ではなく解答そ
のものを丸暗記する学習者が存在したことが原因と考え
られる．一度出題されたことのある客観的試験問題のデ
メリットを示している．2点目は，形成的評価と総括的
評価との間に相関を認めなかったことである．学習者は
“当て推量”で回答している可能性は高いが，知識を修
得する上での記憶との関連も影響していると考えられ
る．記憶とは，記銘，保存，再生の行程の全てを達成し
て初めて得られるものである．講義や実習はあくまでも
記銘に過ぎず，その後の保存の過程において自己学習に
よる復習に励まない限り，折角得た知識も忘却曲線を辿
ることとなる．すなわち，同日に行われる小テストのう
ち，ポストテストに関しては短期的な記憶さえあれば十
分に対応できるが，CBT判定基準試験やCBTなど長期記
憶を必要とする試験では通用しない．保存と再生は学習
者が能動的に行う過程であり（渡部ら，2015），保存能
力を養うためには教員からの支援だけではなく学生自身
の努力が重要と考える．成績下位者ではこの保存能力を
保つ努力が不足していると考えられ，反復学習をより強
化するための学習方法を教育指導する必要がある．とく
に本研究のような多肢選択テストを用いた評価の際は，
“当て推量”で回答している学習者の存在が認められる
ため，過大評価領域者群は自己評価領域者群の中でとく
に注意を払う必要がある．3点目はCBT判定基準試験と
CBTの成績との相関は認めてはいるものの，他の自己評
価領域者群と比較して相関係数が低い値を示したことで
ある．このことは過大評価領域者群の成績が安定してい
ないことを裏付けるデータであり，複数の総括的評価が
実施された場合において，1回目の総括的評価の成績が
良好であったとしても，2回目以降の異なる総括的評価

24 Katsuya KAWANISHI et al.／The relationship between formative and overall evaluations in the self−assessments of students through prosthodontics practical training of partial dentures
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において好成績を得ることができないと考えられる．
4）学習評価について
本研究に用いた学習評価は統合評価法である．統合評

価法とは通常の理解度テストにおいて，学習者の自己評
価で得られる自信度データを同時に収集して，これを客
観評価である正誤データと統合して有用な情報を取り出
す評価手法である．織田らによると，この結果から作成
された自己評価図を用いて，学習者と教育者にフィード
バックすることで，教育者側の問題点の抽出や学習者側
の自己評価の改善に役立つとされている（織田，下村，
1989）．本研究では部分床義歯補綴学基礎実習時に教員
と学習者とが対話を介して小テストに関連するフィード
バックを行っており，教育環境は適切であると考えられ
る．越智はDynamic Assessmentの概念をもとに，学習者
との対話を介した指導がフィードバックとして有効であ
ることを報告している（越智，2013）．また，形成的評
価に用いた多肢選択式テストは，CBTのマーク試験の練
習問題としても活用できることから，ヒューマンエラー
によるマークミスの発生率を軽減できる役目も担ってい
る．さらに試験開始時に小テストを導入しているため，
学習者の緊張を促し学習意欲を高めるきっかけになって
いるとも考えられる．
本研究において実施した多肢選択式テストを用いた形

成的評価から，“当て推量”によって回答している学習
者が，いずれの自己評価領域者群にも存在しており，さ
らに自己評価能力に乏しい学習者が存在することも判明
した．自己評価能力は自己の学習状況を客観的に評価す
る上で重要であり，問題解決能力と自己評価能力に確信
性を増していくことで，学習者の成績は向上すると考え
られる．とくに，過大評価領域者群のように，自己評価
能力に乏しく成績も下位にある学習者を形成的評価の時
点で早期に抽出することは教育指導をする上でも意義は
高いが，総括的評価までに一致評価領域にどの程度まで
移行させることができるかが重要な課題である．

結 論

部分床義歯補綴学基礎実習の小テストに導入した統合
評価法を応用した形成的評価方法は，各自己評価領域に
区分することができ，各々の特徴から各学習者の問題点
を抽出できることから，総括的評価までの学習支援に活
用できる有効な手段であると考える．
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Introduction

Antimicrobial peptides ( AMPs ) are small, positively

charged, amphipathic structures possessing both hydrophobic

and hydrophilic regions of variable amino acid composition

(length < 100 amino acids) (Brogden, 2005). They are also

known as host defense peptides because of their essential

role in the innate immunity system. AMPs exhibit broad−

spectrum antimicrobial activities against various microorgan-

isms, including Gram−positive and Gram−negative bacteria,

fungi and viruses (Hancock & Diamond, 2000 ) . Several

AMPs are known to be effective against multi−drug resistant

bacteria, and possesses a low propensity for resistance devel-

opment (van t Hof W et al., 2001). Among the 112 host de-

fense peptides identified in humans, the cathelicidins, de-

fensins and ribonuclease families are the most prominent

(Wang et al., 2009). RNase A superfamily is one of the best

− characterized ribonucleases and consists of 13 subtypes

(Becknell et al. , 2015). Among them, RNase 7 is most

abundantly found in the skin and expressed in various epi-

thelial tissues such as the genitourinary, respiratory, and gas-

trointestinal tissues (Amatngalim et al., 2015 ; Eberhard J et

al., 2008 ; Harder & Schroder, 2002 ; Spencer et al., 2011).

RNase 7 expression has been reported in the oral epithelium,

and it is suggested to be involved in host defense in the oral

cavity (Eberhard et al., 2008). Although certain types of host

defense peptides including cathelicidins, defensins and ribo-

nucleases may contribute to causing several diseases, there is

little information about the involvement of RNase 7 in oral

epithelial diseases. Therefore, this mini−review mainly fo-

cuses on the roles of RNase 7 in epithelial health and dis-

ease with emphasis on its involvement in oral epithelial dis-

eases.

Overview of RNase 7

All 13 RNase subtypes are encoded in a single gene clus-

ter in chromosome 14. RNases 1–8 are called as canonical

RNases (true RNases), while the remaining five (RNase 9–

13) are known as non−canonical RNases (Boix & Nogues,

2007 ; Cho et al., 2005 ; Sorrentino, 2010), which lack the

catalytic triad and may therefore be incapable of catalyzing

RNA degradation. Besides their ribonucleolytic activity, ca-

nonical RNases have been shown to play roles in angiogene-

sis, neurotoxicity, immunomodulation, and host defense

〔Mini Review〕

Epithelium-derived antimicrobial peptide RNase 7 in oral health and disease
: A mini-review

Puja NEOPANE1, Koki YOSHIDA1, Bhoj Raj ADHIKARI1, Fumiya HARADA1, Durga PAUDEL1, Tetsuro MORIKAWA1,
Aya ONISHI1, Daichi HIRAKI1, Jun SATO1, Michiko NISHIMURA1, Yoshihiro ABIKO1

1Division of Oral Medicine and Pathology, School of Dentistry, Health Sciences University of Hokkaido

Key words：RNase 7, antimicrobial peptide

Abstract

The oral epithelium is normally protected from vari-

ous stimuli within the diverse environment of the oral

cavity. This review focuses on RNase 7, a potent epi-

thelium−derived antimicrobial peptide, and discusses its

importance in oral health and disease. RNase 7 exhibits

high antimicrobial activity against a broad spectrum of

microorganisms. The expression of RNase 7 in the oral

epithelium is induced by stimulation with oral bacterial

biofilms and several cytokines. Studies have identified

numerous beneficial effects of this peptide, such as the

prevention of bacterial infections and its use as a poten-

tial therapeutic agent. However, there is little informa-

tion on the alterative expression and roles of RNase 7

in oral inflammatory disease and cancer, which merits

further investigations.
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(Boix & Nogues, 2007 ; Goo & Cho, 2013 ; Simanski et al.,

2012 ; Rosenberg, 2008). RNase 7 is a canonical RNases

found most abundantly in the skin (Harder & Schroder,

2002 ) , where the keratinocytes are the major source of

RNase 7 and the RNase inhibitor (RI). Structurally, RNase 7

is composed of three α−helices and two triple−stranded anti-

parallel β−sheets (Harder & Schroder, 2002 ; Huang et al.,

2007). The lysine residue from flexible N and C terminal

cationic cluster has a key role in antimicrobial activities ;

RNase 7 has the special capacity to permeate and disrupt the

bacterial membrane independent of its RNase activity, thus

differentiating it from the other RNases (Huang et al., 2007).

Instead of interacting with internal microbial targets, RNase

7 forms a complex with the surface proteins on some bacte-

ria (Torrent et al., 2010).

Role of RNase 7 in host defense of oral cavity

The oral epithelium is constantly exposed to various mi-

croorganisms, including commensals and pathogens present

in the diverse environment of the oral cavity (Presland &

Dale, 2000). A healthy oral status is maintained by the in-

nate immune system, which augments physical and chemical

barriers in the oral epithelium (Dale, 2002 ; Ganz, 2004 ;

Eberhard et al., 2008 ; Rakoff−Nahoum et al., 2004). The

rigid intercellular connections between the epithelial cells act

as a physical barrier, while AMPs produced by the epithelial

cells function as a chemical barrier against pathogenic or-

ganisms (Abiko Y et al., 2007 ; Chung et al., 2007). AMPs

often play a significant role in adaptive immunity by recruit-

ing adaptive immune cells (Abiko Y et al., 2007). As shown

in Figure 1, the RNase 7 peptide is mainly localized in the

keratinized layers of normal skin and oral epithelium (Scola

et al., 2012 ; Rademacher et al., 2016). The expression of

RNase 7 is inhibited when it forms a complex with RI in the

basal and lower spinous layers. Furthermore, RNase 7 activ-

ity is unveiled following the degradation of RI by serine

proteases in the stratum corneum, thereby exerting its antim-

icrobial effects during the process of keratinocyte differentia-

tion (Fig.2) (Abtin et al., 2009). The expression of RNase 7

can be further enhanced by incubation with TNFα, IL−1β or

interferon γ (IFNγ), or by subjection to microbial challenge

with Pseudomonas aeruginosa , Escherichia coli , Staphylo-

coccus aureus , Staphylococcus epidermidis , Streptococcus

pyogenes, and Trichophyton rubrum (Harder & Schroder,

2002). RNase 7 expression has also been induced by bacte-

rial biofilms and protozoa in gingival and corneal epithelial

cells, respectively (Eberhard et al., 2008 ; Otri et al., 2010).

RNase 7 activity is more pronounced in early formed

biofilms than in matured biofilm (Eberhard et al., 2008), and

the induction of this peptide depends on the types of bacte-

rial species present in the biofilm (Eberhard et al., 2009).

RNase 7 in oral inflammatory diseases

There is very little information about the involvement of

RNase 7 in oral inflammatory diseases, thus far. Several

types of microbes are known to induce the expression of this

peptide ( Harder & Schroder, 2002 ; Rademacher et al. ,

2016) ; alternatively, upregulated RNase 7 expression has

been observed in other inflammatory diseases without micro-

bial infection. In psoriasis (chronic inflammatory skin dis-

ease), RNase 7 was found to be expressed in the psoriatic

scales, thus contributing to the low rates of infection.

(Harder & Schroder, 2005 ; Rademacher et al., 2016). The

increased expression of RNase 7 is induced by its immu-

neregulatory effects on activated T cells and on cytokines

such as TNF−α, and IFN−γ (Kopfnagel et al., 2017). Atopic

dermatitis also presented with increased levels of RNase 7

expression, which may have been induced by the disturbed

skin barrier (Harder et al., 2010).

Expression of T cell cytokines including TNF−α and IFN

−γ plays a role in the pathogenesis of oral lichen planus ;

Figure 1. Normal oral epithelium
Immunohistochemical staining showing positive staining of
RNase 7 in the keratinized layers of the normal oral epithelium.
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moreover, disturbed skin barriers due to T cell infiltration

are often observed in this condition (Nogueira et al., 2015).

Further studies investigating the significance of increased

RNase 7 expression levels in the pathogenesis of oral lichen

planus are warranted.

Role of RNase 7 in tumors

Certain types of AMPs demonstrate anticancer activities,

whereas others may exhibit oncogenic activities (Mader &

Hoskin, 2006 ; Gasper et al., 2013) such as the disruption of

the cell membrane. The cancer cell membrane typically car-

ries a net negative charge, which has an affinity towards cat-

ionic AMP (Cruciani et al., 1991). AMPs kill cancer cells

due to differences in cell membrane composition, cell sur-

face area, and fluidity when compared with the normal cells

( Leuschner & Hansel, 2004 ; Hoskin & Ramamoorthy,

2008). Thus, they may be clinically applied as potent anti-

cancer agents that kill the cancer cells and prevent metasta-

sis without causing damage to normal cells and tissues

(Papo & Shai, 2005). The expression level of RNase 7 in

cutaneous squamous cell carcinoma (SCC) has been found

to decrease with the malignant transformation indicating its

role as a tumor suppressor gene (Scola et al., 2012). On the

other hand, some AMPs have been found in progressing tu-

mors, and may be suitable for use as a tumor marker. In

head and neck cancer, the gene expression level of RNase 7

was higher in SCC than in normal tissues (Muehleisen et al.,

2012) . Furthermore, the expression level of peptide was

higher in SCC than in basal cell carcinoma, which presented

with lower malignant potential in the skin (Muehleisen et

al., 2012). These reports imply that RNase 7 may function

as an oncogene. The phenotype of the tumor cells varies

among the different types and sites of tumors. The expres-

sion levels and functions of RNase 7 may depend on the lo-

cation and types of the tumor. Therefore, further studies are

needed to better understand the mechanisms underlying the

variations in RNase 7 expression in different types of carci-

noma. Studies in the oral cavity, which is largely polluted

by several microbes, can provide more about inflammatory

diseases and their association with carcinoma. Knowledge

Figure 2. Healthy oral epithelium
RNase 7 is constitutively expressed in the keratinized layer but inhibited by the horseshoe
−shaped RNase inhibitor (RI) in other keratinocytes in healthy oral epithelium. RNase 7
is released after degradation of the RNase inhibitor (RI). RI is degraded by protease and
by the oxidation of its sulfhydryl groups, thus enabling RNase 7 activity.
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about the details of the expression patterns and functions of

RNase 7 in oral carcinoma may prove useful for the devel-

opment of cancer−targeted immune therapy.

Future aspects of RNase 7

RNase 7 is produced by the oral epithelium, and is known

to possess broad−spectrum antimicrobial activities against

oral pathogenic microbes. Studies undertaken in the area of

oral health have identified numerous beneficial effects of

this peptide, such as prevention of bacterial infections and

development of potential therapeutic agents ; however, there

is not enough evidence about its effect in oral diseases in-

cluding inflammatory diseases and tumors. Other types of

epithelial antimicrobial peptides such as beta−defensins are

directly involved in cancer prevention and in causing allergy

as well as autoimmune diseases (Prado−Montes de Oca E,

2010). Nevertheless, owing to limited information regarding

the involvement of RNase 7 in oral diseases, further investi-

gations clarifying its role are needed (Fig 3).
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は じ め に

従来，口腔細菌は，実験室での嫌気グローブボックス
などを用いた主に培養を要する手法により同定されてき

た．しかし，これらの方法では，培養が困難な細菌が多
く，培養に長時間かかることも欠点であった．また，
PCR法ではターゲットにできる細菌数が限られており，
既知の菌種のみが検出されるため解析に限界があった．

〔実験プロトコール〕

次世代シーケンサーによる16S rRNA口腔細菌叢解析の概要
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Abstract

Traditionally, oral bacteria have been identified mainly in

laboratory cultures. However, numerous difficult−to−culti-

vate bacteria are required with these methods, and the asso-

ciated long culture time is a disadvantage. In addition, a

limited number of bacteria can be targeted using the polym-

erase chain reaction (PCR) method, and since only the an-

ticipated bacterial species is detected, the analysis is limited.

In contrast to the conventional Sanger sequence method, the

next−generation sequence (NGS) enables whole genome se-

quencing without cloning in Escherichia coli or host cells.

Therefore, analysis using NGS is a novel approach to di-

rectly elucidating bacterial species using bioinformatics,

which directly determines the genomic base sequence of the

oral flora without culturing.

In this tutorial paper, we introduce a DNA preparation

method for oral bacteria and the workflow of 16S rRNA

bacterial flora analysis using a next−generation sequencer,

MiSeq.
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一方，次世代シーケンス（NGS）は，従来行われてきた
サンガーシーケンスと比較して，プラスミドなどのベク
ターにクローニングすることなく全ゲノムの配列を決定
することができる．NGSを用いた解析は，培養を行わな
いで口腔細菌叢のゲノム塩基配列を直接決定し，バイオ
インフォマティクスによりその細菌種を明らかにする新
たなアプローチである．
口腔細菌叢の構成を解析する方法として，細菌の必須

遺伝子である16SリボソームRNA（16S rRNA）遺伝子を
指標とした16S rRNA細菌叢解析がある．これにより，
従来は解析困難であった難培養性細菌が大部分を占める
口腔細菌叢を包括的に解析することが可能になった．最
近のNGSを用いた16S rRNA細菌叢解析の報告では，歯
周炎やう蝕に関連する局所的な口腔細菌叢の構成が，以
前の培養法やPCR法を用いた報告よりもはるかに複雑で
あることが示されてきている（Costalonga M & Her-

zberg, 2014 ; Sato Y et al., 2015）．
本解説では，口腔細菌のDNA調製法，本学に導入さ

れた次世代シーケンサーMiSeq（Illumina，図1）を用
いた16S rRNA口腔細菌叢解析のワークフローを紹介す
る．

1．16S rRNAとは
rRNAとは，リボソームを構成するRNAである．細菌

では，5S rRNA，16S rRNAおよび23S rRNAに分類され
ている．それらをコードするのがrRNA遺伝子（rDNA）
である．rRNAは全生物に存在し（ウィルス除く），タン
パク質合成に関わる．16S rRNAは点変異の蓄積という
観点から進化速度が遅く，種のレベルにおいて高い相同
性を示すことが知られている（Palys T et al., 1997）．

Small subunit rRNA（原核生物では16S rRNA，真核生
物では18S rRNA）遺伝子配列を用いた全生物の系統分

類法が提案され，細菌の系統分類には，1，542塩基長の
16S rDNA配列が用いられている（Woese CR et al. ,

1990）．現在では200万配列以上の16S rDNA配列が決定
され，GreenGene（http : / /http : / /greengenes. lbl.gov），
DNA Data Bank of Japan（http : //www.ddbj.nig.ac.jp），
GenBank（https : //www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/）およ
びEMBL（http : //www.embl.org）などの公共データベー
スに登録されている．
16S rRNA細菌叢解析では，16S rRNAの保存領域間に
存在する9つの可変領域（V1～V9領域）を利用し，
細菌叢を形成する微生物の属や種レベルまでの系統分類
ができる（Scannapieco FA & Cantos A, 2016 ; Vogtmann

E & Goedert JJ, 2016）．本解析法は，1回のシーケンス
で多くのサンプルを組み合わせることが可能な方法であ
る．

2．メタゲノム研究分野を開拓した大規模プロジェクト
と多様なヒト試料を用いたメタゲノム研究
ヒトは自身の細胞数と同じかそれ以上に相当する数の

微生物を体内や体表に有しているといわれている．これ
ら微生物がヒトの健康に及ぼす影響は非常に大きい．宿
主の遺伝子と微生物との相互作用は，慢性疾患の発症に
関わる主要な環境因子となっている．これまでに消化管
の細菌叢が大きな注目を集めているが，口腔細菌叢，膣
微生物叢および皮膚微生物叢など，その他の部位のヒト
微生物叢に関する研究の数も近年増加してきている
（Belizário JE & Napolitano M, 2015）．表1に示すように
大規模なHuman Microbiome Project（HMP）では，人体
の複数の異なる部位として，口腔，咽頭，皮膚，鼻孔，
消化管および膣などからサンプルを採取している．これ
らのプロジェクトにより，ヒトの健康におけるメタゲノ
ム解析の複雑性および重要性に対する認識が近年高まっ
てきている．さらにHMPで蓄積された健常者と患者の

プロジェクト 期間 内容
MetaHIT 2008‐2012 健常者，肥満者，炎症性腸

炎患者の糞便を解析
NIH Human Microbiome Project
(HMP)

2008‐2013 健康な242名（米国）の
様々な組織からサンプリン
グし，細菌叢ゲノムリファ
レンスを構築

Earth Microbiome Project (EMP) 2010‐現在 地球上の様々な環境サンプ
ルを集積し，約200，000サ
ンプルを解析

NIH The Integrate Human Micro-
biome Project (iHMP)

2013‐現在 早産，炎症性腸疾患，2型
糖尿病を対象とした疾患コ
ホートの立ち上げ

表1 メタゲノム研究分野を開拓した大規模プロジェクト

※16S rRNA細菌叢解析ソリューション（イルミナ）の配布資料を参考
に作成図1 本学に導入された次世代シーケンサーMiSeq
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データベースを用いて，早産，炎症性腸疾患および2型
糖尿病を対象とした解析を行っている（iHMP，表1，
Integrative HMP ( iHMP ) Research Network Consortium,

2014）．iHMPでは，腸内細菌叢とホストの相互反応を解
析するために，複数の組織からサンプリングし，16S

rRNA，Lipidomic，Metatranscriptome，Proteomicsおよび
Metabolicを解析している．また，これらの大規模プロ
ジェクトでは，細菌叢解析に関する詳細なプロトコール
も公開している．HMPでは，口腔由来の検体も分析し
ており，その詳細なプロトコールが公開されている．他
にもThe Microbiome Quality Control Project（http : //www.

mbqc.org/）により，サンプル採取，16S rRNA増幅，
シーケンスおよびバイオインフォマティクスに関する標
準プロトコールが作成されている．

3．16S rRNA口腔細菌叢解析のワークフロー
1）サンプリングおよびDNAの抽出
唾液は0．5ml程度あれば，16S rRNA解析による細菌

叢解析を行うのに十分なDNAが抽出できると言われて
いる．唾液細菌叢は，時間帯や食事などの影響を受けや
すいため，サンプリングを行う時間帯を同時刻にする必
要がある．
サンプルの保存は，糞便サンプルを室温で保存する

と，DNAの分解が進むとの報告（Cardona S et al., 2012）
や，細菌叢に変化がみられたとの報告（Gorzelak MA et

al., 2015）があることから，－80℃で保存するのが望ま
しい．我々は，海外でも唾液を採取している．輸送等を
考慮し，OMNIgene・ORAL（DNA Genotek）のキット

（図2）を用いてサンプリングと保存を同時に行ってい
る．このキットには，DNAの保存液が付属しており，
常温保存であっても－80℃で保存するサンプルと概ね同
様の結果が得られる（Nishimoto Y et al., 2016）．

DNA抽出キットの違いにより，糞便サンプルやデン
タルプラークの細菌叢に検出差が認められた報告もある
（Kennedy NA et al., 2014）．種々のDNA抽出キットが販
売されているが（表2），解析するサンプルに最適な
キットを選択することが重要となる．

2）16S解析用ライブラリー調製
16S rRNA細菌叢解析の増幅用プライマーは種々の領
域で設計されている（表3）．V1およびV2領域を含む
F27－R338プライマーのセットは，細菌への特異性が高
い一方で，腸内細菌叢の主要コミュニティーであるBifi-

dobacterium属の検出感度が低い．また，V4領域を含む
F515－R806プライマーセットは細菌や古細菌など多様

キット名
・Dneasy PowerSoli Kit (QIAGEN)

Human Microbiome Projectに採用
・MagAttract PowerSoil DNA Kit (QIAGEN)

Earth Microbiome Projectに採用
・Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)

・GNOME DNA Isolation Kit (MP Biomedicals)

・QIAamp DNA Stool mini Kit (QIAGEN)

・FastDNA SPIN Kit (MP Biomedicals）
・QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit (QIAGEN)

表2 主なDNA抽出キット

※16S rRNA細菌叢解析ソリューション（イルミナ）の配布資料を参考
に作成

サンプリングおよびDNAの抽出（図2 唾液採取，DNA抽出）
【準備】
試薬
・OMNIgene・ORAL (ORAL OM−501, DNA Genotek)
・Dneasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
・Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)

消耗品
・Qubit assay tubes (Thermo Fisher Scientific)
・10µl，20µl，200µlおよび1000µlフィルター付きピペットチップ
・1．5ml遠心チューブ

機器
・遠心機（1．5ml遠心チューブに対応）
・Qubit3．0（Thermo Fisher Scientific）
・ヒートブロック（1．5ml遠心チューブに対応）

【プロトコール】
1．OMNIgene・ORALのプロトコールに従って処理し，保存したサンプルを1．5mlの遠心チューブに200µl入

れる．
2．75℃で15分間，水浴または恒温漕でインキュベートする．
3．Dneasy Blood & Tissue Kitのプロトコールのステップ3（Buffer ALの添加）から操作を行う．
4．抽出したDNAの濃度をQubit3．0で測定する．

37The Dental Journal of Health Sciences University of Hokkaido 36� 2017

（111）

第３６巻２号　　　４Ｃ１５０　１Ｃ１３３／本文　※３１‐１から組体裁変更　ＯＴＦ／０３５～０４５　実験プロトコー　植原４Ｃ  2018.01.23 13.30.12  Page 37 



性の高いコミュニティーを感度良く検出することができ
る．一方，F515－R806プライマーセットは，皮膚常在
菌のPropionibacterium属の増幅が困難である（Kuczynski

J et al., 2011）．我々は，Illuminaプロトコール（http : //

jp.support.illumina.com/content/dam/illumina−support/docu-

ments / documentation / chemistry _ documentation / 16 s / 16 s −

metagenomic−library−prep−guide−15044223−b.pdf）のV3
およびV4領域を含むF341－R805プライマーセットを採
用している（図2 Amplicon Primers）．

PCRプライマーセットを用いて行う1回目のPCR反応
（Amplicon PCR）とサンプルインデックスを組み込むた
めの2回目のPCR反応（Index PCR）で行うことでAm-

pliconライブラリー調製を行う．MiSeqを用いた16S

16S解析用ライブラリー調製（図2 Amplicon PCR，Index PCR，ライブラリーの調製）
【準備】
消耗品
・10µl，20µl，200µlおよび1000µlフィルター付きピペットチップ
・15mlコニカルチューブ
・8連PCRチューブ
・Qubit assay tubes（Thermo Fisher Scientific）

試薬
・PCRグレードの滅菌水
・16S rRNA PCRプライマー
・KAPA HiFi HS ReadyMix（KAPA）
・Agencourt AMPure XP kit（Beckman CoulterGenomic）
・80％エタノール
・0．2nM水酸化ナトリウム溶液
・EBバッファー（Qiagen）
・Nextera XT Index Kit v2Set A（96Indices，384Samples，illumina）
・MiSeq Reagent Kit v3（600cycles, illumina）
・Qubit dsDNA BR Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）

機器
・サーマルサイクラー（96ウェルプレート対応）
・ヒートブロック（1．5ml遠心チューブに対応）
・遠心機（8連PCRチューブ対応）
・ボルテックスミキサー
・NGS MagnaStand（日本ジェネティクス）
・Qubit3．0（Thermo Fisher Scientific）

【プロトコール】※Illuminaプロトコールを改変
Amplicon PCRおよびClean up
1．8連PCRチューブ中で細菌叢から抽出したDNA，HiFi HotStart ReadyMixおよびPCRプライマーを図2の分

量で混合し，図2のプログラムを実行する．
2．PCR反応後のDNA溶液をアガロースゲルまたはバイオアナライザ電気泳動システムで，産物を確認する．
3．Index PCRの工程を終えた8連PCRチューブを280×g，20℃で1分間遠心する．
4．AMPure XPビーズを30秒間ボルテックスで撹拌し，完全に懸濁させる．
5．Index PCRの工程を終えたサンプルDNA溶液に，56µlのAMpure XPビーズを加える．
6．マイクロピペットで上下に10回穏やかにピペッティングして撹拌する．
7．8連PCRチューブを室温で5分間静置する．
8．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置き，2分間静置する．
9．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置いたまま，マイクロピペットで上清を完全に取り出し，

廃棄する．サンプル間でピペットチップは交換する．
10．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置いたまま，新しく調製した80％エタノールで以下のよう

にビーズを洗浄する：
Ａ）8連PCRチューブを用いて，200µlの新しく調製した80％エタノールを各サンプルのチューブに加える．
Ｂ）チューブをマグネットスタンドの上で30秒間静置する．

プロジェクト 試料 ターゲット プライマー システム
EMP 土壌 V4 515F／806R MiSeq/HiSeq2000
HMP 鼻腔，

口腔，
皮膚，
糞便，
膣

V1－V3
V3－V5

27F／534R
357F／926R

Roche454FLX
Titanium

iHMP 鼻腔，
糞便，
膣，尿

V1－V3，
V3－V5

27F／534R
357F／926R

MiSeq（250bp x2）

IHMS SOP 糞便 V4 515F／806R HiSeq2000
Illumina
Protocol

V3－V4 341F／805R MiSeq（300bp x2）

表3 プロトコール比較

※16S rRNA細菌叢解析ソリューション（イルミナ）の配布資料を参考
に作成
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Ｃ）注意深く上清を取り出し，廃棄する．
11．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置いたまま，以下のように2回目のエタノール洗浄を実施

する：
Ａ）マイクロピペットを用いて，200µlの新しく調製した80％エタノールを各サンプルのチューブに加え

る．
Ｂ）プレートをマグネットスタンドの上で30秒間静置する．
Ｃ）上清を注意深く取り出し，廃棄する．P20のマイクロピペットを用いて，プレートに残ったエタノー

ルを完全に取り除く．
12．8連PCRチューブをマグネットスタンドに置いたまま，10分間静置してビーズを風乾させる．
13．8連PCRチューブをマグネットスタンドから下ろし，サンプルを含む各ウェルに27．5µlのEBバッファーを

加える．
14．マイクロピペットで上下に10回穏やかにピペッティングして撹拌する．
15．8連PCRチューブを室温で2分間静置する．
16．8連PCRチューブをマグネットスタンドに置き，室温で2分間静置する．
17．8連PCRチューブからマイクロピペットで注意深く上清25µlを取り出し，新しい8連PCRチューブの対応

するウェルに移し替える．コンタミを防ぐため，サンプル間でピペットチップは交換する．
Index PCRおよびClean up
1．マイクロピペットを用いて，Amplicon PCR後のサンプルDNA5µlを取り出し，新しい8連PCRチューブに

分注する．
2．Index1および2のプライマーチューブをラック（TruSeq Index Plate Fixture）に以下のように並べる．

Ａ）Index2プライマーチューブ（白キャップ）を縦方向（row A～H）に並べる．
Ｂ）Index1プライマーチューブ（オレンジキャップ）を横方向（column1～12）に並べる．

3．1st PCR後のサンプルDNA（5µl）が入ったPCRプレートをラック（TruSeq Index Plate Fixture）に置く．
4．図2のように，DNA，Index1および2プライマー，HiFi HotStart ReadyMixおよびPCRグレードの滅菌水を

加える．
5．マイクロピペットで10回穏やかにピペッティングする．
6．8連PCRチューブの蓋を閉め，1，000×g，20℃で1分間遠心する．
7．8連PCRチューブをPCR装置にセットし，図2のプログラムを実行する．
8．Index PCRの工程を終えたPCRプレートを280×g，20℃で1分間遠心する．
9．AMPure XPビーズを30秒間ボルテックスで撹拌し，完全に懸濁させる．
10．Index PCRの工程を終えたサンプルDNA溶液に，56µlのAMpure XPビーズを加える．
11．マイクロピペットで上下に10回穏やかにピペッティングして撹拌する．
12．8連PCRチューブを室温で5分間静置する．
13．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置き，2分間静置する．
14．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置いたまま，マイクロピペットで上清を完全に取り出し，

廃棄する．サンプル間でピペットチップは交換する．
15．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置いたまま，新しく調製した80％エタノールで以下のよう

にビーズを洗浄する：
Ａ）マイクロピペットを用いて，200µlの新しく調製した80％エタノールを各サンプルのチューブに加え

る．
Ｂ）プレートをマグネットスタンドの上で30秒間静置する．
Ｃ）注意深く上清を取り出し，廃棄する．

16．8連PCRチューブをマグネットスタンドの上に置いたまま，以下のように2回目のエタノール洗浄を実施
する：
Ａ）マイクロピペットを用いて，200µlの新しく調製した80％エタノールを各サンプルのチューブに加え

る．
Ｂ）チューブをマグネットスタンドの上で30秒間静置する．
Ｃ）上清を注意深く取り出し，廃棄する．
Ｄ）P20のマイクロピペットを用いて，プレートに残ったエタノールを完全に取り除く．

17．8連PCRチューブをマグネットスタンドに置いたまま，10分間静置してビーズを風乾させる．
18．8連PCRチューブをマグネットスタンドから下ろし，サンプルを含む各ウェルに27．5µlのEBバッファーを

加える．
19．マイクロピペットで上下に10回穏やかにピペッティングして撹拌する．
20．8連PCRチューブを室温で2分間静置する．
21．8連PCRチューブをマグネットスタンドに置き，室温で2分間静置する．
22．8連PCRチューブからマイクロピペットで注意深く上清25µlを取り出し，新しい8連PCRチューブに移し

替える．コンタミを防ぐため，サンプル間でピペットチップは交換する．
ライブラリーの調製
1．作製したライブラリーは，Qubit3．0で濃度を測定する．
2．測定したDNA濃度は，前工程でチェックした平均ライブラリーサイズ［PCR産物（2段階目）の平均サイ

ズ］を基にnM単位に換算する：
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concentration in ng/µl
660g/mol×平均ライブラリーサイズ×10

6＝concentration in nM

3．測定値を基に，ライブラリー濃度をEBバッファーで4nMに調整する．
4．複数サンプルをMiSeq1ランで同時に解析する場合は，4nMに合わせたライブラリー溶液を5µlずつ取り

出し，新しい1．5mlチューブ中で混合する．
5．ヒートブロックを96℃に予熱する．
6．MiSeqReagent Cartridgeを－20℃の冷凍庫から取り出し，室温で溶解させる．
7．約1時間前，Reagent Cartridgeを水に浸したまま室温で置いておく．
8．1．5ml遠心チューブ中で，以下の分量で4nMライブラリー溶液と，新しく調製した0．2nM NaOH溶液を

混合する：
�4nMライブラリー溶液（5µl）
�0．2nM NaOH（5µl）

9．サンプル溶液をボルテックスで撹拌し，280×g，20℃で1分間遠心する．
10．室温で5分間インキュベートし，ライブラリーを一本鎖DNAに変性する．
11．変性後のライブラリー溶液に，氷冷したHT1バッファーを以下の分量で加える：

�変性後のライブラリー溶液（10µl）
�氷冷したHT1（990µl）

12．最終希釈の準備が整うまで，20pM変性済みライブラリーは氷上に静置しておく．
13．20pMの変性済みライブラリーを以下の分量で8pMに追加希釈する．

�20pMの変性済みライブラリー（240µl）
�氷冷したHT1（360µl）

14．HT1バッファーを追加したら，チューブを4～5回転倒撹拌する．
15．最終希釈を終えたライブラリー溶液を氷上に静置する．
16．10nM PhiXを以下の分量で混合し，4nMまで希釈する：

�10nM PhiX library（2µl）
�10mM Tris pH8．5（3µl）

17．4nM PhiX溶液と0．2nM NaOHを以下のように混合する．
�4nM PhiX library（5µl）
�0．2nM NaOH（5µl）

18．混合後のPhiX溶液をボルテックスで軽く撹拌する．
19．室温で5分間インキュベートし，PhiXライブラリーを一本鎖DNAに変性する．
20．変性後のPhiX溶液に氷冷したHT1バッファーを以下のように加え，20pMの変性済みPhiX溶液を得る：

�変性済みPhiXライブラリーlibrary（10µl）
�氷冷したHT1（990µl）

21．変性後の20pM PhiX溶液を以下の分量で8pMに追加希釈する．
�20pMの変性済みPhiX（240µl）
�氷冷したHT1（360µl）

22．HT1バッファーを追加したら，チューブを4～5回転倒撹拌する．
23．最終希釈を終えたPhiX溶液を氷上に静置する．
24．新しい1．5ml遠心チューブ中で，以下のように変性・濃度調整済みのライブラリーおよびPhiX溶液を混合

する．
�変性・濃度調整済みPhiX（30µl）
�変性・濃度調整済みライブラリー（570µl）

25．MiSeqReagent Cartridgeとライブラリーの熱変性の準備が整うまで，ライブラリー混合液は氷上に置いてお
く．

26．ライブラリー混合液を96℃に予熱したヒートブロックで2分間インキュベートし，熱変性する．
27．インキュベート後のライブラリー混合液を1～2回転倒撹拌してから氷上に置く．
28．ライブラリーの入ったチューブを氷上で5分間静置する．5分経ったら，600µl全量をReagent Cartridgeに

分注する．
29．Reagent Cartridgeを水浴から取り出し，実験机の上でペーパータオルの上にたたきつけて水を落とす．
30．溶解した試薬を混ぜるために，Reagent Cartridgeを10回上下反転させ，目視ですべての個所の試薬が溶けて

いることを確認する．
31．試薬チューブから気泡を取り除くために，カートリッジを実験台に軽く叩きつける．
32．サンプルロードする準備ができるまで，Reagent Cartridgeを氷上あるいは2～8℃の冷蔵庫で保管する．
33．きれいな新しい空の1mLピペットチップを用いて，「Load Samples」（17番）とラベルがあるチューブのホ

イルに穴をあける．
34．600µlのサンプルライブラリーを「Load Samples」のチューブに移す．
35．Reagent Cartridgeを机などに軽く叩きつけてライブラリーのチューブ底の気泡を取り除く．
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rRNA口腔細菌叢解析でのAmpliconライブラリー調製
は，前述のF341－R805プライマーセットでAmplicon

PCRを行った後，Nextera XT Index kit v2 Set A（Illu-

mina）を用いてサンプルDNAにilluminaシーケンサー用
アダプターおよびインデックス配列を付加する（図
2）．AMPure XPビーズ（Beckman Coulter）を用いてラ
イブラリーを精製した後，二重鎖DNA特異的な検出が
可能なQubit3．0（Thermo Fisher Scientific）で濃度を確
認する．測定したDNA濃度は，MiSeqの最終インプット
濃度（pM）に調製するために，平均ライブラリーサイ
ズ（PCR産物（Index PCR）の平均サイズ）を基にnM単
位に換算する必要がある．平均ライブラリーサイズが
500bpで，Qubit3．0で測定した濃度が4．0ng/µlの場合，
約12nMに相当する．
ライブラリー調製後，AmpliconライブラリーとPhiX

Control（Illumina）を混合する．MiSeqでのクラスター
形成およびシーケンスにあたり，NaOHで変性，ハイブ

リダイゼーションバッファーでの希釈が必要となる．
Ampliconライブラリーは塩基の多様性が低いので，
MiSeqでシーケンスする際には15％のPhiX Controlを混
合してMiSeqReagent Cartridgeにアプライする．

3）シーケンシング
シーケンスランのセットアップは，MiSeq装置上の

MiSeq Control Software（MCS）で行う（図3）．MCSの
表示に従い，Flow Cell，Reagent CartridgeおよびPR2
bottleをセットする．シーケンシングをスタートさせる
とMiSeq Reporter（MSR）での2次解析までが約55時間
で自動的に実行される．シーケンシング終了後，Se-

quence Analysis Viewer（SAV）で得られたデータのクオ
リティーチェックを行う．V3試薬利用時の標準的なサ
ンプル（PhiX）では，クオリティー値30以上の割合
が，70％以上となるのが好ましい（図3）．

シーケンシング（図3 シーケンシング）
【準備】
消耗品
・パウダーフリーグローブ
・プラスチック製のピンセット
・MilliQ水
・0．5％Tween20
・レンズ紙

図2 16S rRNA口腔細菌叢解析のワークフロー（1）
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4）情報解析
16S rRNAの特定領域をシーケンス解析し，その配列
データから細菌叢を明らかにしている．膨大な数の菌種
が検出されるが，門（phylus）および属（genes）レベル

で分類されることが多い．配列同士の類似性がある配列
をグループ化するための分類単位をOTU（operational

taxonomic unit）という（図3，服部ら，2014）．16S

rRNA遺伝子の場合，96％以上の類似性を持つグループ

【プロトコール】
1．MiSeqのIllumina Experiment Manager（IEM）を起動し，Create Sample Sheetをクリックする．
2．MiSeqを選択後，Metagenomics16S rRNAを選択する．
3．Reagent Cartridge Barcodeを入力する．
4．サンプル調製に使用したキットを選択する（Nextera XT Index Kit v2Set A）．
5．Index Readsを指定する（2）．
6．Read Typeを指定する（Paired End）．
7．Cycle Readsを指定する（301）．
8．Sample Sheetを作成する．
9．MiSeqのMiSeq Control Software（MCS）を起動し，SEQUENCEをクリックする．
10．Use BaseSpace for storage and analysisのボックスを空欄にしたままNextをクリックする．
11．新しいパウダーフリーグローブを着ける．
12．プラスチック製のピンセットを使って，Flow Cellを取り出す．
13．塩を残さないように注意しながらMilliQ水でFlow Cellを軽くすすぐ．
14．Flow Cellポートのガスケットに気をつけながら，レンズ紙でFlow Cellとカートリッジの水分を除く．ガス

ケットとガラスの境界部位は軽くたたいて乾かす．
15．アルコールを湿らせたレンズ紙を使い，Flow Cellのガラス部分をきれいにする．Flow Cellのガスケット部

分にはレンズ紙を使わない．
16．Flow Cell区画のドアを開け，Flow Cellステージに埃などがないか確認する．
17．Flow Cellをステージに載せ，区画のドアを閉める．
18．PR2bottleをセットし，廃液bottleを空にする．
19．Reagent Cartridgeをセットし，区画のドアを閉める．
20．設置確認後，ランをスタートさせる．
21．ランの終了後，0．5％ Tween20で洗浄する．
22．Sequence Analysis Viewer（SAV）でシーケンスデータのクオリティー値30以上の塩基の割合をチェックす

る．

図3 16S rRNA口腔細菌叢解析のワークフロー（2）
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を1つのOTUとして定義する場合が多い．NGSを用い
た解析において，全配列を解析するには膨大な時間を要
するため，あらかじめOTUに分類し，各OTUから代表
配列を1つずつ選び，その後の解析を行っている．

OTUの代表的な配列を用いて，比較するサンプルの
系統樹解析を行い，OTUの枝長と各サンプル固有な枝
長の割合から，距離として構造類似度を解析する手法を
UniFrac解析という．UniFrac解析で算出された距離を用
いて，主座標分析（PCoA）によるクラスタリング解析
を行うことで，サンプル間の相違度を2次元または3次
元の座標軸に配置することで視覚化できる．これらの配
置は，類似したサンプルは近く，類似していないものは
遠くに配置される（図3）．サンプル中に存在する細菌
種の数を推定する解析のことを多様性解析という．1つ
のサンプル中における細菌の多様性をα多様性，また，
複数のサンプル間における種構成の類似度をβ多様性と
いう（図3）．

前述した一部の解析を行うためのソフトウエアMiSeq

Reporter（Illumina）が，装置に搭載されている．また，
インターネット環境では，クラウドサービスBaseSpace

（Illumina）に接続することで16S MetagenomicsおよびQI-

IMEなどを利用して解析することができる（表4，図
3）．16S MetagenomicsおよびQIIMEは，データベース
を利用して，図式化して表示できる．我々は，16S解析
で実績のあるQIIMEを用いて解析を行っている（表4，
図3）．

お わ り に

口腔細菌叢は，う蝕，歯周病および口腔がんなど種々
の口腔疾患に関与していることが知られている．さら
に，肺炎，心疾患，膵臓がんおよび肝硬変などの全身的
な疾患にも口腔細菌叢が関連していることも近年報告さ
れている（Scannapieco FA & Cantos A, 2016 ; Vogtmann

E & Goedert JJ, 2016）．しかし，全身的な疾患と口腔細
菌叢に関する報告は少数であり，健康との関連性に十分
な知見があるとはいえない．NGSを用いた口腔細菌叢の
解析データの蓄積によって，全身的な疾患の高リスク群
を明らかにできれば，高リスク群を対象に適切な口腔保
健管理を行うことができる．すなわち，1次予防や2次予
防対策を講じることが可能となり，疾病予防や早期発見
も可能になると考えられる．
本解説の公表に当たって，開示すべき利益相反はな

い．

情報解析（QIIME）（図3 細菌叢の解析，統計学的解析）
【準備】
機器
・ポータブルHDD（USB接続）
・PC（インターネット環境）

【プロトコール】
1．MiSeqのシーケンスデータをHDDにコピーする．
2．Google chromeを起動し，BaseSpace（basespace.illumina.com）にログインする．
3．BaseSpace Sequence Hubをクリック後，PROJECTタブをクリックし，HDDのシーケンスデータをアップ

ロードする．
4．APPSタブをクリックし，QIIME Preprocessingを選択する．
5．Launchを選択し，結果の保存先および解析サンプルを選択する．
6．Continueをクリックし，解析をスタートさせる．
7．解析終了後，データの確認を行う．この時，最少リード数（Min）をメモしておく．
8．Google Spreadsheetでウェブ上にサンプル名記載のリストを作成（一列目のタイトルに＃SampleID，二列目

以降にサンプル情報などを記入），ウェブに公開する．
9．Mapping FileのURLをコピーする．
10．APPSタブをクリックし，QIIME Visualizationsを選択する．
11．Google key where your mapping file is locatedにMapping FileのIDを入力する．
12．Even rarefaction depthに使用リード数を指定するため7．でメモした値（Min）を入力する．
13．QIIME Preprocessing Resultsに出力データを選択する．
14．Save Results Toに保存先を指定する．
15．解析終了後，解析結果をダウンロードする（Download Analysisをクリック）．

MiSeq Reporter
16S Metagenomic

BaseSpace
16S Metagenomic

BaseSpace
QIIME

・MiSeqに内蔵されて
いるため，データの
移動不要

・各サンプルの菌種割
合のみ解析

・クラウドプラット
フォーム上で解析

・各サンプルの菌種割
合およびサンプル間
比較が可能

・クラウドプラット
フォーム上で解析

・各サンプルの菌種割
合およびサンプル間
比較が可能

・16S解析で実績

表4 16S rRNA菌叢解析アプリ

※16S rRNA細菌叢解析ソリューション（イルミナ）の配布資料を参考
に作成
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図4 16S rRNA口腔細菌叢解析例（16S Metagenomics）
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図1 14日齢ラット臼歯根尖部におけるRELM－β／FIZZ2局在
Hertwig上皮鞘の細胞が陽性を示す（a, c矢印）．また，根尖部の歯
根象牙質（D）表面においても局在が観察される（b）．DF，歯小
嚢；DP，歯乳頭；ODB，象牙芽細胞；P，歯髄

［最近のトピックス］

分泌タンパク質RELM－β／FIZZ2の歯根形成における役割

細矢 明宏，建部 廣明，入江 一元

北海道医療大学歯学部口腔構造・機能発育学系組織学分野

RELM－β／FIZZ2as a potential inducer of tooth root development

Akihiro HOSOYA, Hiroaki TAKEBE, Kazuharu IRIE

Division of Histology, Department of Oral Growth and Development, Health Sciences University of Hokkaido

歯周組織は，歯胚の外側に存在する歯小嚢組織から形
成され，形成後もセメント芽細胞へ分化する未分化な細
胞を含むと考えられている（Thesleff, 2003）．しかし，
歯小嚢および歯周組織における未分化細胞からセメント
芽細胞への分化機構については不明な点が多い．Re-
sistin−like molecule－β／ found in inflammatory zone2
（RELM－β／FIZZ2）は消化管や肺の上皮組織で局在が
認められる分泌タンパク質で（Artis et al., 2004 ; McVay
et al., 2006），未分化細胞に対して正の走化性を有する
ことが報告されている（Liu et al., 2011）．そこで我々
は，RELM－β／FIZZ2の歯根形成における役割を検討
する目的で，歯胚発生過程におけるRELM－β／FIZZ2
局在を検討した（Hosoya et al., 2017）．
蕾状期歯胚において，歯槽骨周囲でRELM－β／FIZZ2

の陽性反応が認められたが，歯胚内部に特異的な反応は
認められなかった．帽状期および鐘状期では，一部の内
エナメル上皮で弱い陽性反応が観察されたが，他のエナ
メル器，歯乳頭および歯小嚢は陰性であった．
歯根が伸張すると，Hertwig上皮鞘の細胞が強い陽性

反応を示し，歯乳頭および根尖部象牙質との間にRELM
－β／FIZZ2陽性の基質が線状に認められた．この線状
の陽性反応は，歯根上部ではみられなかった（図1）．
そこで，歯根上部でのRELM－β／FIZZ2局在の消失

と，セメント質形成の開始に関連があるのではないかと
考え，セメント質形成に関連する因子の局在を検討し
た．歯根形成期歯胚の根尖部において，RELM－β／
FIZZ2局在は歯小嚢に面する象牙質表面に限局して観察
された．この陽性の象牙質周囲には，Osterix陽性のセメ
ント芽細胞の前駆細胞様細胞がみられた．また，セメン
ト質の基質タンパクであるOsteopontinと骨シアロタンパ
クは，RELM－β／FIZZ2局在が消失した歯根表面で認
められた．
以上から，RELM－β／FIZZ2はHertwig上皮鞘の細胞

が歯乳頭側へ分泌し，セメント質形成前の根尖部象牙質
の表面に局在することが示された．さらに，分化マー
カーの検索から，このタンパクは根尖部におけるセメン
ト質形成を調節していることが示唆された．今後，
RELM－β／FIZZ2のセメント芽細胞分化への機能が明
らかとなり，歯周組織再生療法へ応用されることを期待
したい．

文献
Artis D et al. RELMbeta/FIZZ2 is a goblet cell−specific im-
mune−effector molecule in the gastrointestinal tract. Proc
Natl Acad Sci U S A101 : 13596−13600, 2004.
Hosoya A et al. Localization of RELM−β/FIZZ2 Is Associ-
ated with Cementum Formation. Anat Rec 300 : 1865−1874,
2017.
Liu T et al. FIZZ2/RELM−beta induction and role in pulmo-
nary fibrosis. J Immunol 187 : 450−461, 2011.
McVay LD et al. Absence of bacterially induced RELMbeta
reduces injury in the dextran sodium sulfate model of colitis.
J Clin Invest 116 : 2914−2923, 2006.
Thesleff I. Epithelial − mesenchymal signalling regulating
tooth morphogenesis. J Cell Sci 116 : 1647−1648, 2003.
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図1 一般的な唾液持続吸引チューブ

図2 アモレ唾液ケアチューブ（トクソー技研）
2重管構造となっているため，口腔粘膜に吸着しにくく，傷つけにく
い．また，吸引孔が3ヶ所あるので唾液が詰まりにくい．

［最近のトピックス］

口腔粘膜を傷つけにくい唾液吸引チューブの紹介

廣瀬 知二

伊東歯科口腔病院

ALS（筋萎縮性側索硬化症）は，いくつか病型がある
だけでなく，症状の個人差が大きい．しかし，いずれの
型であっても嚥下障害が現れ，進行すると自身の唾液を
飲み込むことも困難となり，誤嚥から肺炎へつながる可
能性が高くなる（高橋ら，2014）．また，唾液が口腔内
に貯留するようになると口角から流涎し，外見上も苦痛
となりうるため，軽減を図る必要がある（高橋ら，
2014）．
対応として，抗コリン作用を有する三環系抗うつ薬が

有効な場合があるが，口渇やほかの副作用のため使用困
難なことも少なくない．
対症療法ではあるが，低圧持続吸引器による唾液の持

続吸引は，誤嚥や流涎を防ぐために有用とされている
（日本神経学会，2013）．先端がスネイル（うずまき）状
に加工された製品が市販されており（図1），通常の吸
引チューブと比較して口腔内に留置しやすく，口腔外へ
の押し出しも減少できる．しかし，問題点として，粘稠
性が高い唾液では吸引チューブが詰まることがあり，そ
れを防ぐために吸引圧を強くすると，口腔粘膜にチュー
ブが吸着して発赤や時に出血を起こすことがある．
2017年，口腔粘膜を傷つけにくい唾液吸引チューブが
製品化された（図2）．この製品は吸引管と保護管から
なる2重管構造となっている．そのため口腔粘膜に吸着
しにくく，傷つけにくい．使用にあたっては，保護管を
患者が歯で穴を開けたり，咬み切ることがあるので監視
を怠らないよう十分注意する．また必要に応じてバイト
ブロックの使用を検討する．
歯科医療は単に症状を治すだけが目標ではない．症状

を治せない場合であっても，いかにQOLを高めるかが
問われている．嚥下障害を有する患者をサポートする器
具のさらなる開発，改良が望まれる．

文献
1）高橋 卓ら．ALS患者の唾液処理支援．難病と在宅

ケア 20（5）：36－40，2014．
2）日本神経学会．筋萎縮性側索硬化症診療ガイドライ

ン2013．東京：南江堂，2013，p90．
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北海道医療大学歯学会会則（2017年3月4日現在）

第1章 総 則

（名 称）
第1条 本会は北海道医療大学歯学会（The Dental Soci-

ety of Health Sciences University of Hokkaido）
と称する．

（目 的）
第2条 本会は北海道医療大学歯学部（以下本学部と略

す）を中心に，会員相互の緊密な協力により，
学術研究の推進・専門技術の錬磨を計り，歯学
の進歩・発展に寄与するとともに，会員の親睦
を図ることを目的とする．

第2章 会 員

（会 員）
第3条 本会は以下の会員よりなる．

1．正会員
歯学の研究に従事し，本会の目的に賛同す
る者，本学部教職員・大学院性・研究生・
臨床研究生・歯科臨床研修医・卒業生およ
び本学部元教育関係者で理事会の承認を得
た者．

2．名誉会員
本会の設立または発展に，特に功労のあっ
た者で，常任理事会が推挙し，理事会，評
議員会の議を経た者．なお，名誉会員には
名誉会員証を送るほか会員の権利を保有
し，年会費一切の費用を徴収しない．

3．準会員
歯学教育・診療関係者で理事会の承認を得
た者．

4．学生会員
本学部専門課程の学生で理事会の承認を得
た者．但し，学生会員は卒業後正会員に移
行するものとする．

5．賛助会員
本会の目的および事業に賛同し，協力・支
持する個人・団体等で，理事会の承認を得
た者．

（入 会）
第4条 本会に入会を希望する者は，所定の申し込み書

に必要事項を記入の上本会事務局に申し込むも
のとする．

（退 会）
第5条 会員で退会を希望する者は，速やかにその旨を

本会事務局に通知すること．ただし，納入済み
の会費の返還は行わない．

（会員資格喪失）
第6条 会員は以下の事由により資格を喪失する．

1．2年以上会費の未納．所在不明または連絡
のつかない者．

2．本会の名誉に反する言動のあった者につい
ては，会長は理事会，評議員会の議を経て
退会を勧告または除名することがある．

（再入会）
第7条 会費未納により会員資格を喪失したものが再入

会を希望する場合，2年分の未納会費を納入後
入会手続きを取るものとする．

第3章 役員および運営

（役 員）
第8条 本会に以下の役員をおく．

会長1名，専務理事1名，常任理事 若干名，
理事 若干名，監事2名，評議員 若干名及び常
任委員 若干名
1．会長は本学部教授の中より，理事会が推薦

し，評議員会の議を経てこれを決める．会
長は本会を代表し，会務を総括する．

2．専務理事は理事会の議を経て会長が委嘱す
る．専務理事は会務の運営処理を推進す
る．

3．常任理事は理事の中より選出し，会長が委
嘱する．常任理事は常任理事会を組織し，
会務を分担し，執行する．分担する会務
は，庶務，会計，編集，企画，その他とす
る．

4．理事は本学部教授ならびに3名以上の理事
の推薦を受け理事会の承認を得た者とす
る．理事は理事会を組織し役員の推薦など
会務に関する重要事項を審議する．

5．監事は理事会の議を経て会長がこれを委嘱
する．監事は会計およびその他の会務を監
査する．また必要に応じ，理事会に出席す
る．

6．評議員は本学部教授，准教授，専任講師で
構成するほか，会長の推薦により理事会の
承認を得た者とする．評議員は評議員会を
組織し，会長の諮問に応じて必要事項を審
議する．

7．常任委員は理事会の議を経て，会長がこれ
を委嘱する．常任委員は常任理事を補佐
し，会務の分掌処理にあたる．

（会議の成立条件）
第9条 理事会，評議員会は構成員の2分1以上の出席

（委任状を含む）をもって成立し，議事は出席
者の過半数によりこれを決する．

（任 期）
第10条 各役員の任期は2年を原則とする．ただし，再

任を妨げない．

第4章 事 業

第11条 本会は第2条の目的を達成するために以下の事
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業を行う．
1．総 会

総会は会長の招集により年1回学術大会を
開催し，会務等について報告する．また，
必要に応じ会長は臨時総会を開催すること
がある．

2．学術大会
学術大会は年1回以上開催し，会員の研究
発表，その他学術発展に関する行事も行
う．

3．学術講演会，研修会
4．会 誌

本会は機関誌“北海道医療大学歯学雑誌
（The Dental Journal of Health Sciences Uni-
versity of Hokkaido）”を年2回発行し，会
員に配布する．会誌は逐次増刊することが
出来る．北海道医療大学歯学雑誌の投稿規
定ならびに論文査読規定については別に定
める．

5．研究活動の奨励
詳細は内規に定める．

6．委員会
本会に委員会を置くことが出来る．委員会
は委員を持って組織する．構成，任務等必
要事項は別に定める．

7．その他
本会の目的達成に必要と認めた事業．

第5章 会 計

（運営経費，会計）
第12条 本会の運営経費は会員の納入する会費，寄付

金，その他の収入を持ってこれにあてる．
1 各会員の会費は以下の通りとする．
イ 正会員

入会金 3，000円 年会費 5，000円
ロ 準会員

年会費 3，000円
ハ 賛助会員

入会金 10，000円 年会費30，000円
ただし新入会員（正会員，賛助会員）
で，会費3年以上を前納した者に対して
は入会金を免除する．
なお，事業の目的に応じ，臨時会費を徴
収することがある．

2 本会の会計年度は1月1日より12月31日と
する．

（会計報告）
第13条 本会の収支決算については，理事会，評議員会

の承認を得て，総会において会員に報告しなけ
ればならない．

第6章 雑 則

（事務局）
第14条 本会の事務局は本学部内におく．

（会則の改廃）
第15条 この会則に定めるもののほか，本会則の実地に

必要な内規は理事会の議を経て別に定めるもの
とする．

第16条 本会則の改廃は理事会，評議員会の承認を得
て，会長は会員に報告しなければならない．

附 則

1．本会則は昭和61年8月1日より施行する．
2．本会則は平成7年3月1日より施行する．
3．本会則は平成8年4月1日より施行する．
4．本会則は平成17年4月1日より施行する．
5．本会則は平成27年4月1日より施行する．
6．本会則は平成29年4月1日より施行する．
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「北海道医療大学歯学雑誌」投稿規程（2017年4月1日現在）

1．投稿資格
著者は，原則として共著者を含め，本会会員に限る．
（臨時会員は除く）

2．生命倫理への配慮
1）臨床研究は，ヘルシンキ宣言の主旨にそったもの

で北海道医療大学の各学部・大学院研究科倫理委
員会の承諾を得たものとする．

2）人の遺伝子解析を含む場合は，本学の「ヒトゲ
ム・遺伝子解析研究の計画および実地に関する倫
理規程」に基づき，「ヒトゲノム・遺伝子解析研
究に関する倫理審査委員会」の審査をへて学長の
許可を得たものとする．

3）動物実験は，「北海道医療大学動物実験規程
（Regulations for the Care and Use of Laboratory
Animals in Health Sciences University of Hok-
kaido）」に基づき，「北海道医療大学動物実験委
員会（Animal Ethics and Research Committee）」の
審査を経て，北海道医療大学長の承認を得たもの
とする．

なお，本学以外の研究機関で行われた研究について
は，該研究機関等の倫理委員会等で承認を得たもの
とする．

3．論文の種類及び内容
1）論文の種類は，原著論文（Original），症例報告

（Clinical report），総説（Review），解説（Com-
ment），システマティックレビュー（Systematic
review），臨床統計，（Clinical statistical survey）と
する．

2）論文の内容は，他の刊行物に未発表のものに限
る．

3）本誌はその他に，ミニレビュー，最近のトピック
ス，歯学情報，本学会講演抄録，学会関係記事，
学位論文などを掲載する．

4．査読および採否
1）投稿論文は，編集委員会および編集委員会の依頼

する専門家により査読される．
2）採否については，査読の結果に基づき編集委員会

が決定する．
5．投稿論文の作成
1）投稿論文は，投稿規程ならびに別に定める「投稿

の手引き」に準拠して作成すること．
2）投稿論文は，表紙，チェックリストシート，英文

抄録（300語以内），本文，表，図および図表説明
文の順番にまとめる．

3）投稿原稿は，2部（正1部，コピー1部）とす
る．また，投稿原稿と著者プロフィールを電子フ
ァイルにて編集長宛にe−mailで提出する．

4）和文論文の本文については，原則として，緒論
（緒語），方法（材料および方法），結果，考察，
結論（結語），謝辞（必要な場合のみ），文献の順
に記載するものとする．

5）英文論文の本文については，原則として，Ab-
stract（300語以内）， Introduction，Materials and
Methods，Result，Discussion，Conclusion，Ac-

knowledgment（必要な場合のみ），Referencesの順
に記載するものとする．

6）投稿論文のヘッダーに右詰めで，名前，所属，さ
らに初稿なのか修正論文なのかがわかるように記
載する．

7）投稿時，著者全員が編集委員会に当該論文の共著
者である旨の承諾許可をメールで送信するものと
する．

6．最近のトピックスの作成
1）最近のトピックスは，投稿規程ならびに別に定め

る「投稿の手引き」に準拠して作成すること．
2）最近のトピックスは，作成した文書ファイル
（Microsoft Word）をe−mailでの添付文書として編
集委員会まで送付すること．e−mailでの送付が不
可能な場合は，作成した文書ファイルをUSBメモ
リーに保存して提出すること．

メールアドレス：委員長宛
件名：歯学雑誌，最近のトピックス
ファイル名：最近のトピックス，講座名，

著者名
3）最近のトピックスは，原則1トピックスにつき1

頁での掲載とする．
4）最近のトピックスは，全角文字1800字程度にまと

めること．（参照文献リストを含む）．原稿に図・
表を添える際は，以下の例に従って，片段サイズ
の図・表1つにつき本文の文字数を500文字程度
に削減すること．

例：本文のみ1800字程度
（第28巻／第1号 35頁 参照）

本文1300字程度＋片段サイズの図・表
1つ＋図・表の説明文

（第27巻／第1号 37頁 参照）
本文800字程度＋片段サイズの図・表
2つ＋それぞれの図・表の説明文
（第27巻／第2号 109頁 参照）

本文800字程度＋両段サイズの図・表
1つ＋図・表の説明文

7．投稿論文の校正
1）投稿論文に対する著者校正は原則として1回とす

る．
2）校正論文は，特別な事情がない限り一週間以内，

校正時間は48時間以内に返却するものとする．（返
却，連絡がない場合は，投稿を取り下げたものと
判断する）．

8．証明書等の発行
1）投稿原稿の受付日は，編集委員会に到着した日付

とする．
2）受理証明が必要な場合には，掲載が決定した後に

受理証明を発行する．
9．掲載料および別刷料
1）掲載料は，刷り上り10頁程度とする．
2）カラー頁は，無料とする．
3）別刷料については，50部まで無料とし，これを超

過する場合（50部単位）には著者の実費負担とす
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る．
10．優秀論文賞

その年の本誌に掲載された原著論文の中から「最優
秀論文賞」（1編），「優秀論文賞」（2編）を選び表彰
する．
選考は編集委員会が行う．

11．著作権の帰属
本誌に掲載された著作物の著作権は北海道医療大学
歯学会に帰属する．本会はこれら著作物の全部また
は一部を，ネットワーク媒体を含む媒体に掲載・出
版することが出来る．ただし，論文の内容について

は，著者がすべての責任を負う．
12．著者のプロフィール（5．投稿論文作成 3）参照）

巻末に著者のプロフィールを記すので，著者のスナ
ップ写真と経歴を提出すること．

13．原稿の送付および本誌に関する問い合わせ
住所：〒061－0293 北海道石狩郡当別町金沢1757番地
北海道医療大学歯学部・口腔生物学系・生理学分野
北海道医療大学歯学雑誌編集委員会（委員長 石井久淑）

Tel：0133－23－1239
e−mail：hisayosh@hoku−iryo−u.ac.jp

患者のプライバシー保護ならびに研究倫理に関する指針（2014年2月26日）

北海道医療大学歯学雑誌に掲載される症例報告等を含
む臨床研究論文では，患者のプライバシーを保護するた
め，以下の指針を遵守しなければならない．また，臨床
研究等においては，患者ならびに被験者の尊厳と人権に
配慮し，世界医師会によるヘルシンキ宣言と我が国が定
めた下記の指針ならびに法的規範を遵守しなければなら
ない．

1．患者のプライバシー保護に関する指針
1）氏名，カルテ番号，入院番号，イニシャル等，患
者個人の特定が可能となる情報は記載しない．

2）患者の住所は記載しない．ただし，疾患の発生場
所が病態等に影響する場合は，区域（県，市など）
までに限定して記載する．

3）診療日等の記載は，年月までとする．
4）診療科名と他の情報を照合することで患者が特定
され得る場合，診療科名は記載しない．

5）他施設でも診断・治療を受けている場合，その施
設名と所在地は記載しない．ただし，救急医療など
で搬送元の記載が不可欠の場合は，この限りではな
い．

6）顔写真には目隠しをする．
7）生検，剖検，画像情報などに含まれる番号等，症
例を特定できる情報は削除する．

8）以上の配慮をしても個人が特定される可能性のあ
る場合は，発表に関する同意を患者本人（または遺
族もしくは代理人，未成年者では保護者）から得
る．

9）前項の手続きが困難な場合は，筆頭著者または責
任著者（corresponding author）の所属する施設の倫
理委員会の承認を受ける．

2．遵守すべき倫理指針等＊

1）「臨床研究に関する倫理指針」（厚生労働省）（平成
20年7月31日改正）
2）「疫学研究に関する倫理指針」（文部科学省・厚生
労働省）（平成25年4月1日改正）

3）「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」
（文部科学省・厚生労働省・経済産業省）（平成25年
2月8日改正）

4）「遺伝子治療臨床研究に関する指針」（文部科学省
・厚生労働省）（平成20年12月1日改正）

5）「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針」（厚
生労働省）（平成25年10月1日改正）

6）「厚生労働科学研究における利益相反（Conflict of
Interest：COI）の管理に関する指針」（平成20年3月
31日厚生科学課長決定）

＊なお，上記の指針等は，管轄官庁のHPに掲示されてい
る最新版を参照すること．
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「北海道医療大学歯学雑誌」投稿の手引き（2012年6月30日現在）

本誌の体裁を統一するために，「投稿の手引き」に準
拠して，ご執筆下さいますようお願い致します．
原稿はすべてＡ4版とし，下記の項目1）～7）のす

べてを，2部提出して下さい．査読後，論文掲載が認め
られた際には，論文原稿を収めたUSBメモリー（USBメ
モリーは，印刷終了後にお返しします）をプリントした
最終原稿1部とともに提出して下さい．

1）投稿原稿表紙
2）チェックリストシート
3）英文抄録
4）本文
5）文献
6）図，表
7）図表説明文

1．投稿原稿表紙
表紙には以下の事項を和文および英文で記入する．

1）原稿の種類
2）表題
3）著者名および所属
4）キーワード（5語以内）
5）別刷数（50部単位）
6）連絡先（郵便番号，住所，電話， e −

mail）
1）表題
⑴ 一般固有名詞として通用していない商品名は用

いない．
⑵ 和文表題には，原則として略号以外の英文字を

用いない．別にスペースも含めて35字以内のラ
ンニングタイトルを付ける．

⑶ 英文表題は和文表題の内容と一致させる．文頭
のみ大文字とし，他は小文字とする．また，別
にスペースも含めて45字以内の英文ランニング
タイトルを付ける．

⑷ 副題はできる限り用いない．ただし，必要な場
合は次の例に準拠する．続報，第2報などの表
記は認めない．

和文・英文：－□□□□□□□□□－
2）著者名および所属
⑴ 氏名の英文表記では，姓は大文字，名は先頭の

みを大文字とする（例：Akira YAMADA（山
田 昭））．

⑵ 著者の所属が2ヶ所以上の場合には，所属の著
者に 1），2），3） を付ける．

3）キーワード
5語以内のキーワードを付ける．英文の場合は，キ
ーワードの先頭のみを大文字とし，他は小文字とす
る（例： Impression materials, Bone morphogenetic
proteins）．

2．チェックリストシート
チェックリストの指示に従い，投稿原稿を確認する．
著者全員のサインを取り，連絡先を記載する．

3．英文抄録
300語以内の英文抄録を付ける．

4．本文
1）原稿はA4判用紙（縦）にワードプロセッサなど

による横書きとする．書式は以下に従うこと．
・Windows Microsoft Word

余白は上下3cm，左右2．5cm
文字は12ポイント
1頁35文字×26行
行間を1．5行
句読点は「．」と「，」（全角）を用いる．英文
の場合は，半角文字を使用する．

・Macintosh Microsoft Word
余白は上下3cm，左右2．5cm
文字は12ポイント
1頁30－35文字×22－25行
行間を1．5行
句読点は「．」と「，」（全角）を用いる．英文の
場合は，半角文字を使用する．

2）原稿の下段中央にページ番号を記す．
3）論文の原則的な構成は，緒論（緒言），方法（材

料および方法），結果，考察（結果および考察），
結論（結語），謝辞，文献，図の説明，図表とす
る．

4）見出しを用いるときは次の順に項目をたてる．
3 → 3）→ ⑶ → a → a）→ ⒜

5）文章は，専門用語を除いて，常用漢字，新かなづ
かい，ひらがなは口語体とする．

6）数字はアラビア数字とし，単位の記号はJIS・Z
8202およびZ8203に準じ，国際単位系（Sl）を使用す
るよう努める．また単位にピリオドをつけない．
（例：GHz，MPa，kW，cm，mV，μm，nA，pF，
mL，mmol，N（kgf），K，℃，min）

7）学術用語は，原則として「文部省学術用語集」に
準拠する．

8）商品名，器械名などは，可能な限り一般化されて
いる「カタカナ書き」とする．英文字で表す場合
は，かしら文字のみ大文字にする．

9）外国の人名などの固有名詞は原則として原綴とす
る．

10）連続した数値は「，」でつなぎ，最後に単位をつ
ける．（例：10，20，30℃）

11）製造社の表記法は（ ）内に会社名のみを記し，
社製および製作所，工業社製，株式会社などを入
れない．
例：（型式名，製造会社名），（略号，製造会社名）

（X−3010，日立） （EPMA，日本電子）
12）図表の挿入場所を本文右欄外に朱書きする．
5．文献
1）文献リストは，アルファベット順（A, B…Z順）

で作成する．また本文中の引用箇所に以下の体裁
に従い，文献内容を記載する．
例：単著者（Izumi, 1999）（和泉，1999），2名
（Izumi & Ito, 1998）（和泉，伊藤，1998），
3名以上（Izumi et al. , 1970）（和泉ら，
1970），2編以上（Sato et al., 1988; Izumi,
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1999）（佐藤ら，1988；和泉，1999）（Izumi,
1999a, b）

※「，」や「；」の様な記号は，日本文の場合は
全角，英文の場合は半角を使用する．

2）文献として不適当なもの，例えば未公表のデータ
や私信などは文献として引用しない．

3）文献の著者または編集者が複数の場合にはet al.,
他などとせず，その全部を記載する．

4）著者名が欧字綴の場合は姓の後に名前の頭文字を
つけ，また著者が複数の場合は最後の著者の前に
&を入れる．
※ 著者間の「and」は記号「&」を使用すること．

5）文献の記載方法の基本は次のとおりとする．
⑴ 雑誌の場合

著者名（複数の場合，氏名を「，」で区切
る．）．表題－サブタイトル－．雑誌名 巻：引
用ページの始めと終わり，発行年．
例：Izumi H, Ito Y, Sato M, Karita K & Iwat-

suki N. The effects of inhalation anes-
thetics on the parasympathetic reflex
vasodilatation in the lower lip and pal-
ate of the cat. Am J Physiol Regula-
tory Integrative Comp Physiol 273: R
168−R174, 1997.

⑵ 単行本の場合
ⅰ）章を参考にしたとき

例：Weinstein L, Swartz MN. Pathologic
properties of invading microor-
ganisms.

In：Sodeman WA Jr, Sodeman WA, edi-
tors. Pathologic physiology: mecha-
nisms of disease. Philadelphia: Saun-
ders, 1974, p457−472.

ⅱ）個人または複数の著者の場合
例：Colson JH, Armour WJ. Sports inju-

ries and their treatment. 2nd ed.
London: S. Paul; 1986.

ⅲ）編集者，監修者が著者の場合
例：Diener HC, Wilkinson M, editors.

Drug − induced headache. New
York: Springer−Verlag; 1988.

ⅳ）団体，組織が著者で，かつ出版社の場合
例：Virginia Law Foundation. The medical

and leagal implications of AIDS.
Charlottesville: The Foundation;
1987.

ⅴ）会議録全体を参考にした場合
例：Vivian VL, editor. Child abuse and

neglect: a medical community re-
sponse. Proceedings of the First
AMA National Conference on
Child Abuse and Neglect; 1984
Mar 30 − 31; Chicago. Chicago:
American Medical Association;
1985.

⑶ 分担執筆の場合
分担執筆者名：分担執筆の表題．書名 巻な
ど，発行所名：発行年，引用ページの始めと終
わり．
例：山田早苗：橋義歯の力学－傾斜歯ブリッ

ジの形成と設計について－．新臨床歯科
学講座3，医歯薬出版：1978，157－
165．

⑷ 翻訳書の場合
著者（翻訳者）：書名（原著書名）．発行所名：
発行年，引用ページの始めと終わり．
例：Davidge RW（鈴木弘茂，井関孝善）：セ

ラミックスの強度と破壊（Mechanical
behavior of ceramics）．共立出版：1982，
34−55．

6．図
1）用紙はＡ4版（縦）とし，1枚ずつ別葉にする．
2）各葉杖に，図の番号，著者名，片段あるいは両段

の指定，カラー印刷の有無を明記する．
3）図の大きさは，片段か両段一杯になることがのぞ

ましい．刷り上がりを想定して，図の大きさが片
段で横幅45－68mm，両段で100－150mmになる
ように縮小コピーし，文字，記号の大きさ，線の
太さなどをチェックする，棒グラフなどのハッチ
ングは識別可能なものにする．

4）図中の文字は，刷り上がりで本文とほぼ同じ10－
13級（7－9ポイント），線の太さは0．15－0．3
mmになるよう原図を作成する．

5）図や表はA4縦で作成する．一ページに一つの図
あるいは表とする．図のタイトルや表の説明
（Figure legends）は図の印刷を希望する位置に記
載する．図と表の挿入箇所は投稿論文中の右余白
に示すこと．

6）組図の原稿は，貼込み間隔や角度を正確にする．
7）写真は，Ａ4判の用紙に貼り，必要な文字，記号

などを記入する．写真の拡大率は，単位長さのバ
ーで表す．

8）患者の顔や特徴ある身体の一部の写真を使用する
場合は，目隠し等により個人が特定できないよう
に配慮するとともに，患者本人あるいは後見人か
ら文書により許可を得ること．

9）記号は中心の明確な○●□■◇◆などを使用す
る．

10）記号を使用する場合の凡例は，脚注に置かずに図
中に入れる．

7．表
1）罫線はできる限り入れない．
2）標準偏差は，（ ）もしくは±とし，信頼区間と

の混同を避けるために説明を入れる．
3）表題が英文字の場合は書き出しのみを大文字に

し，それ以後は小文字とする．しかし略号はこの
限りではない．

4）単位などの表記は同一言語に統一する．単位
（unit），平均（mean），標準偏差（SD）
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Table1 Mechanical properties of specimen

Specimen
Tensile

strength Mpa
Elongation
％

A 500（20） 10．2（3．3）

B 300（15） 5．4（2．3）

（ ）：SD

表1 試料の力学的性質

試料 引張強さ
Mpa

伸び
％

A 500±20 10．2±3．3

B 300±15 5．4±2．3

平均±標準偏差

（例：）

8．その他
本規定ならびに「投稿の手引き」に規定されていな
い事項については，編集委員会にお尋ね下さい．
投稿の手引き，投稿規定，チェックリストのファイ
ルは，ホームページ（http : //www.hoku-iryo-u.ac.jp/
~dental-society/）からダウンロード出来ます．
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北海道医療大学歯学会会員 各位

北海道医療大学歯学会第36回学術大会一般演題募集のご案内

第36回学術大会・平成30年歯学会総会ならびに講演会を開催致します．

記
日時： 平成30年3月10日㈯ 午前10時 － 午後5時（予定）
会場： アスティ45 12階 北海道医療大学札幌サテライトキャンパス

札幌市中央区北4条西5丁目 （電話：011－223－0205）

定例講演会：『現代人における歯科的諸問題とその予防（仮題）』
講師： 葛西 一貴 氏 （日本大学松戸歯学部歯科矯正学講座教授）

演題・抄録申込み要領

申込み期限：平成30年1月17日㈬
抄録作成方法：原稿作成要領を参照ください．
抄録提出先：歯科矯正学分野 岡山（s99l001＠hoku−iryo−u.ac.jp）に送信して下さい．
原則として，同一講座・機関から2演題までとします．
発表者（共同研究者含む）はすべて北海道医療大学歯学会会員および準会員に限ります．
また，今年度のみの会員制度（5，000円）もあります．

発表スライド提出期限と発表形式

提出期限：平成30年3月7㈬ 17時
発表スライドをCD−Rに保存し，事前に歯科矯正学分野（岡山）までご持参下さい．
事前提出できない方は発表1時間前までに提出し，ご自身で試写確認して下さい．
発表補助（スライド進行係）を必要とされる方はご自身で手配をお願いします．

発表形式：口演10分［発表7分，質疑応答3分］（予定）
発表には，会場PC（OS：Windows 7 Power Point2010）を使用します．
Mac PCにて発表ご希望の方は，ご自身でMac PCのご準備の手配をお願いします．
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北海道医療大学歯学会 抄録原稿作成要領

MS-Word形式（A4サイズ，明朝体，12p，余白上下左右30mm）で記載して下さい．
1．演題名
2．発表者氏名：演者の前に○印をつける．
3．所属：発表者の所属が2つ以上の場合は，数字（1，2…）で所属を区別する．
4．本文：一般発表の場合 【目的】，【方法】，【結果および考察】，【結論】
5．本文：症例発表の場合 【目的】，【症例】，【結果および考察】あるいは【経過および考察】

行政との連携で・・・・・・現状について
○福田敦史1，・・・・・，千葉逸朗2，齊藤正人1

1北海道医療大学歯学部口腔構造・機能発育学系小児歯科学分野，
2保健衛生学分野

【目的】・・・
【方法】・・・
【結果】・・・
【結論】・・・

＊歯科医師生涯研修カードをお持ちの方はご持参下さい．

発表・抄録に関する問合せ・申込先
北海道医療大学歯学部
口腔構造・機能発育学系
歯科矯正学分野
第36回学術大会事務局：岡山

〒061‐0293石狩郡当別町金沢1757番地
TEL：0133‐23‐3041（内線：3383）
FAX：0133‐23‐3048
E−mail：s99l001@hoku−iryo−u.ac.jp
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編 集 後 記

次号（第37巻，第1号）の発行は平成30年6月30日です．
投稿原稿募集の締め切りは平成30年3月31日必着と致します．期日厳守の上，ご投稿をお願いします．本誌投
稿規定は，2017年第36巻，第2号の巻末をご参照ください．

平成29年度もあっという間に大詰めとなり，皆様におかれましては教育・研究並びに臨床活動において多忙な日々
をお過ごしのこととお察しいたします．本年度も，北海道医療大学歯学雑誌に論文等の投稿並びにお忙しい中，論文
の査読をお引き受けいただきました先生方のご支援ご協力に深く感謝申し上げます．
さて，本号では総説1編，原著論文1編，ミニレビュー1編，実験プロトコール1編及び最近のトピックス2編の

投稿をいただきました．巻頭では，微生物学分野の中澤太先生にご自身のライフワークである口腔細菌とバイオフィ
ルム形成機構（Oral Veillonellaを中心に）に関する総説を投稿していただきました．先生方の長年にわたる研究によ
って積み重ねられた実験結果は，微生物学研究のおもしろさと広大さを物語っているような気がしました．また，
Puja NEOPANE先生（臨床口腔病理学）による抗細菌ペプチド（RNase 7）に関するミニレビューと植原治先生（保
健衛生学分野）による次世代シーケンサーを用いた口腔細菌叢の解析法を紹介する実験プロトコールの投稿もあり，
今後の口腔病変に対する新たなアプローチの展開を感じることができました．一方，川西克弥先生（咬合再建補綴学
分野）の原著論文は，部分床義歯補綴学基礎実習の小テストに導入した統合評価法を応用した形成的評価方法に関す
る報告であり，本法の教育改善における高い有用性が示されております．さらに，開業医の廣瀬知二先生並びに組織
学分野の細矢明宏先生には，臨床と基礎歯学に関する興味深いトピックスを提供していただいております．このよう
に，研究，教育及び臨床までを網羅したバリエーションに富む本巻が整ったのではないかと考えております．是非ご
一読ください．
平成29年（2017年）の今年の漢字は「北」でした．その昔，北を冠する北極星は天空の中心に位置する航海の目標

として重要だったようです．同じく北を冠する本学もまた，今後の大きな変革を迎える社会情勢の潮流の中で，一つ
の道標となり得る時代が訪れることを信じております．北海道医療大学歯学雑誌もまた然り．次号（第37巻1号，
2018年3月31日締切）以降も歯学雑誌のさらなる充実に努めていきたいと思っておりますので，今後ともご支援ご協
力を賜りますようどうかよろしくお願いいたします．（石井 記）
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ニーズの把握とともに、高品質と低原価が製造業の永遠の使命であり当然MANI の課題でもあります。
人手を掛けるべきところに人手が掛けられるようにベトナムやミャンマー、ラオスなどでも生産しています。
海外生産だからこそ充分に手を掛けられ高品質を実現しています。

人類の健康を願い、世界の医療に貢献して55 年。
世界 120ヶ国以上の医療現場で
MANIのインスツルメンツは厚い信頼を得ています。

MANIの進化

MANI の 55年は研究と技術開発の歴史です。
独創的微細加工技術や独自の管理システムが、確実に信頼性の向上に結びつき、製品が世界で広く
採用されているのです。

微細穴加工技術
縫合針穴部拡大写真

針外径：70μm、穴直径：40μm

マイクロ刃付け技術
眼科ナイフ拡大写真　MSL30
Micro sharpening technology

MANIのネットワーク

MANI has been 
contributing to the world 
welfare througth 
development,productio
n and distribution of its 
products beneficial to 
patients and doctors.
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