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研究要旨： 

口腔内感染症である歯周病と消化器がん、動脈硬化症、虚血性疾患、糖尿病、誤嚥性肺

炎、早産・低体重児出産、関節リウマチ、慢性腎臓病、非アルコール性脂肪性肝炎などの

関連が報告されており、全身疾患の予防のためには口腔衛生状態の改善あるいは管理が

重要となってくる。腸内細菌叢と口腔内細菌叢の大きな違いは、歯周病よる炎症によって

血中への細菌の侵入、細菌の出す毒素、炎症性サイトカインの血中での増加などがもたら

されることであるが、口腔内細菌叢と全身疾患との関連性については詳細な解析が行わ

れていない。本研究では次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析という手法を採用

し、各種の疾患を有する被験者および全身的に健康な被験者から採取した口腔内検体に

ついて次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析によって網羅的に細菌および細菌種

の検索を行い、口腔内細菌叢と全身疾患および全身の健康との相関の検討を目的とした。

また、マウスでの歯周病菌の LPS 投与が腎臓、膵臓に与える影響ならびに膵がん組織で

の歯周病菌の存在の有無の検討を目的とした。 

P. gingivalis由来のLPSが諸臓器に急性炎症を引き起こさないマウスモデルにおける腎

臓の遺伝子発現を網羅的に検索したところ、PG-LPS投与によって発現の変化した遺伝子が

5つ同定された（Saa3, Ticam2, Reg3b, Oxct2aおよびXcr1）。これらはマウス腎内皮細胞

で発現上昇しており慢性腎障害に関わっている可能性が示唆された。 

口腔内感染症である歯周病と膵がんとの相関について明らかにするために、マウスに歯

周病原性細菌のLPSを投与し，膵がんに関わる遺伝子の探索をマイクロアレイを用いて解

析したところ、膵臓がんに特異的に増加するReg3gの増加が認められた。また、膵がんを

有する患者から採取した検体のDNAに対して，次世代シーケンサーを用いてのメタゲノム

解析を行ったところ、膵臓がんの検体から歯周病原細菌が認められたことから、歯周病と

膵がんとの相関の可能性が示唆された。 

ベーチェット病は口腔内アフタ性潰瘍，眼のぶどう膜炎，皮膚症状，外陰部潰瘍を 4大

主症状とする難治性炎症性全身疾患であるが、ベーチェット病発症に先行し，ほぼ全例で

口腔粘膜のアフタ性潰瘍が発症することに注目し，その環境要因解明のため次世代シー

ケンサーを用いたメタゲノム解析によって口腔細菌叢を調査したところ、PCoA 解析では

各疾患群とも異なったクラスターを形成していたため、さらに被験者数を増やし詳細な

細菌叢解析を行う必要性が出てきた。 
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また、歯周病に伴う口腔内細菌叢の変化と全身疾患および全身の健康との関連性につい

ての詳細を明らかにするため、各種がん、糖尿病、動脈硬化症、高脂血症、関節リウマチ

を有する患者から採取した検体の DNA に対して、次世代シークエンサーを用いたメタゲ

ノム解析よって網羅的に細菌、細菌種および細菌叢の検索を行って細菌叢を明らかにし、

口腔衛生状態の適切な維持方法を提案し、口腔内細菌によって引き起こされる全身疾患

の予防につなげることを目的として患者の口腔内検体を収集している。解析は今後行う

予定であるが、歯周病に伴う口腔内細菌叢の変化と全身疾患および全身の健康との関連

性を明らかにしていきたい。 

 

Ａ．研究目的 

口腔内感染症である歯周病と全身の様々な疾患や状態との相関について多くの疫学研究

結果が報告されていることから、健康の保全には口腔衛生状態の改善あるいは管理が重要

であることは自明であるが、口腔内細菌叢とがん、糖尿病などの全身疾患および全身の健康

との関連性については詳細な解析が行われていない。歯周病は糖尿病、感染性心内膜炎、自

己免疫疾患などの全身疾患に関連する危険因子となることが報告されているが、歯周病は

炎症性サイトカインや種々の起炎物質が産生されて破壊された毛細血管を介して血流に入

ることで全身疾患に影響を与えると考えられている。今回の研究課題では、歯周病の原因菌

の一つであるP.gingivalis由来のLPS（PG-LPS）が諸臓器に急性炎症を引き起こさないマウ

スモデルにおける腎臓と膵臓の遺伝子発現を網羅的に検索してPG-LPS投与によって発現の

変化した遺伝子を同定して歯周病菌と腎疾患、膵がんとの関連性を明らかにすること、また、

膵がん、ベーチェット病、糖尿病などの各種疾患を有する被験者および全身的に健康な被験

者から採取した口腔内検体に対して、次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析よって

網羅的に細菌、細菌種および細菌叢の検索を行い、口腔内細菌叢と全身疾患との関連を検討

することを目的とする。また実行が難しいとされる疾患関連口腔内細菌の嫌気性培養も行

う。口腔内は術者による直視下での治療用器具等のアクセスも容易であり、歯垢やその中の

細菌は歯磨き等によって除去も可能であることから、口腔内フローラにおける Dysbiosis

（共生バランスの失調）発現を阻止できる可能が高い。そうなれば、全身疾患の発症抑制、

とそれに続く死亡率の低減、および医療費の軽減に繋がることが期待される。 

 

 

Ｂ．研究方法 

1. 歯周病原細菌P.gingivalis由来LPSの全身投与が腎臓に与える影響に関する研究 

歯周病原細菌P.gingivalis由来LPS（PG-LPS）をマウスに腹腔内投与（3日毎、1ヶ月間（10

回）、5 mg/kg）し、最終投与より3日後に屠殺、腎臓を摘出。薄切標本を作製し組織像の観

察と炎症性変化を評価。また摘出臓器よりRNAを抽出しcDNAを合成後にSurePrint G3 Rat GE 

8x60K Ver.2.0 (Agilent)によるmRNA発現の変化の網羅的解析を行った。発現増加が大きな
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遺伝子発現の再現性をreal-time RT-PCRにて確認した。 

マイクロアレイの再現性の確認および遺伝子発現変化の要因となる細胞を確認する為に

マウス腎内皮細胞（KEC）を培養し(4.0×104 cells/ml)、PG-LPS（０、0.1、1.0、10、100、

1,000 ng/ml）で4日及び1ヶ月間培養した。PG-LPSの添加はそれぞれ3日(48h)毎に行い培養

4日間および33日間培養を行った。培養後はTotal RNAを抽出し、cDNAを合成しreal-time RT-

PCRによるmRNA発現の変化の解析を行った。 

 

2. 口腔内細菌が膵臓に与える影響に関する研究 

PG-LPSをマウスに腹腔内投与（3日毎、1ヶ月間（10回）、5 mg/kg）し、最終投与より3日

後にマウスを屠殺、膵臓を摘出、摘出した膵臓よりRNAを抽出、cDNAを合成してSurePrint G3 

Rat GE 8x60K Ver.2.0（Agilent)によるmRNA発現の変化の網羅的解析を行った。発現が上位

であった遺伝子発現の再現性をreal-time RT-PCRにて観察し、薄切標本を作製し組織像の

観察、発現が上位であった遺伝子産物の免疫染色を行った。 

膵臓への口腔内細菌の感染の有無を確認するため、膵がんの患者から採取した検体のDNA

に対して次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析を行った。膵がんDNA検体を16s rRNA

のV3-V4領域をPCRにて増幅し、そのアンプリコンをもとに次世代シーケンサーMiSeq

（Illumina）を用い細菌叢解析を行った。 

 

3. 口腔細菌とベーチェット病発症の関係性に関する研究 

健常者とベーチェット病患者の唾液採取を行ったが、口腔細菌叢の細菌量は食事摂取・飲

水・ブラッシングなどの外的要因に大きく影響されるため、本研究での検体採取は食後2時

間程度の時間帯とした。 

唾液から細菌DNAの抽出を行ったが、培養によるバイアス（検体採取から培養開始までの

時間や保存状態などの影響）を避けるため直接の細菌DNAを用いた。唾液DNA抽出専用チュー

ブ（OMNIgene・ORAL）に採取した検体からDNA抽出キットDNeasy® Blood & Tissue Kit（QIAGEN）

を用いてDNAを抽出した。 

口腔細菌叢のメタゲノム解析は、検体DNAの16s rRNAのV3-V4領域をPCRにて増幅し、その

アンプリコンをもとに次世代シーケンスを行い（MiSeq，Illumina）、得られたデータを基

にサンプル内菌種多様性、サンプル間の相関関係（主座標解析PCoA）および階層毎の菌種組

成（Taxonomyプロット）を解析した。 

 

4. 歯周疾患病患者における口腔内細菌が全身疾患に与える影響に関する研究 

北海道医療大学病院および歯科クリニックに来院した非歯周病患者および歯周病患者の

唾液、デンタルプラークおよび血液を採取した。それぞれの被験者において歯周病の進行度

を診断し、その状態について必要な情報および検査値＊を収集した。 

採取された唾液、デンタルプラークおよび血液に存在する細菌のプロファイリングを、次
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世代シーケンサー（イルミナ社、MiSeq）を用いて、メタゲノム解析を行った。 
＊非歯周病患者および歯周病患者の診療情報 

①患者基本情報：年齢、性別、喫煙歴、飲酒歴、既往歴。②疾患情報：疾患名、治療内容、

治療効果、有害事象。③血液検査結果：肝機能、腎機能、電解質。④画像検査所見。 

 

Ｃ．研究結果 

1. 歯周病原細菌P.gingivalis由来LPSの全身投与が腎臓に与える影響に関する研究 

（１）LPS投与から15分後において、マウス血中のLPS濃度はPG-LPS投与群で22.2 ± 8.94 

ng/mL、対照群で8.21 ± 2.65 ng/mLであり、有意差をもってPG-LPS投与群マウス血中のLPS

濃度の上昇が認められた。 

（２）腎臓の組織標本での観察では、PG-LPS投与群で糸球体の破壊やメサンギウム細胞の増

加などの明らかな急性炎症所見は確認されなかった。 

（３）免疫染色の結果から腎臓の糸球体細胞にPG-LPS投与群でTNF-αに弱陽性、eNOSに強陽

性を示し、対照群ではいずれも弱い染色を認めただけであった。 

（４）マイクロアレイによる解析で発現上昇の見られた上位10遺伝子のうち、既知の遺伝子

はserum amyloid A3 (Saa3)、toll-like receptor adaptor molecule 2 (Ticam2)、

regenerating islet-derived 3 beta (Reg3b)、3-oxoacid CoA transferase 2A (Oxct2a) 、

chemokine (C motif) receptor 1 (Xcr1)の5遺伝子で、マイクロアレイでの発現増加群の

上位5遺伝子のｍRNAは腎組織においていずれもPG-LPS投与群で有意に発現が増加していた。 

（５）PG-LPSを添加したマウス腎内皮細胞の培養4日目では1,000ng/ml添加群を除くすべて

の群で5遺伝子の有意な発現変化は認めなかったが、1,000ng/ml添加群ではすべての遺伝子

のｍRNA発現の増加と有意差が認められた。さらに培養33日目ではSaa3，Oxct2aおよびXcr1

でSaa3の100ng/ml群を除くすべての濃度のPG-LPS投与群で各遺伝子の発現が増加し有意差

を認めた。またTicam2およびReg3bの10、100、1,000ng/mlのPG-LPS投与群で各遺伝子の発現

が増加し有意差を認めた。 

 

2. 口腔内細菌が膵臓に与える影響に関する研究 

（１）網羅的解析の結果、Control群と比較しPG-LPS投与群ではRegenerating islet-derived 

3g (Reg3g)の発現が73倍まで増強しており、Real-time RT-PCRでの遺伝子発現の解析にお

いても有意なReg3g遺伝子発現増強の再現性が確認された。 

（２）免疫染色においてもPG-LPS投与群では、ランゲルハンス島周辺部のα細胞相当部にRe

g3g陽性細胞が確認された。 

（３）次世代シーケンサーによる細菌叢解析の結果、膵がんDNA検体にFusobacterium 

nucleatum、Porphyromonas gingivalisおよびPrevotella intermediaなどの歯周病原細菌が

検出された。 
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3. 口腔細菌とベーチェット病発症の関係性に関する研究 

（１）ベーチェット病患者27名、サルコイドーシス患者26名、Vogt-小柳-原田病患者17名お

び健常者30名から採取した唾液を用いての口腔細菌叢のメタゲノム解析の結果、ベーチェ

ット病患者、サルコイドーシス患者、Vogt-小柳-原田病患者および健常者の唾液細菌叢を構

成する細菌種の数はやや健常者のOTU（細菌種の数）の上昇を認めたが、すべての群間の細

菌種の数に統計学的な有意差は認められなかった。 

（２）多様性の指標であるShannon indexにおいても、すべての群間の細菌種の数に統計学

的な有意差は認められなかった。 

（３）PCoA解析では各群とも異なったクラスターを形成しており、属レベルでの細菌種構成

は、すべての群ともにVeillonella、Streptococcus、Prevotellaが多く、属レベルでの大き

な差は認められなかった。 

 

4. 歯周疾患病患者における口腔内細菌が全身疾患に与える影響に関する研究 

（１）現在，唾液、デンタルプラークおよび血液サンプルと診療情報を収集中であるが、解

析までは至っていない。 

 

Ｄ．考察 

歯周病原細菌P.gingivalis由来LPS全身投与の腎臓に与える影響に関する研究では、PG-

LPS投与が組織学的な明らかな急性炎症を引き起こしてはいなかったが、免疫染色にてTNF-

αやeNOSなど炎症性物質の発現がみられた。これら炎症性物質が遺伝子発現の変化を引き

起こし腎臓における発がんリスクの上昇に悪影響を及ぼす可能性はあるのではないかと思

われた。 

PG-LPSを添加したマウス腎内皮細胞の培養の実験結果から、マウスへのPG-LPSのin vivo

での投与によって発現変化の見られた5遺伝子すべてがPG-LPS添加の培養腎内皮細胞にお

いて発現が増加しており、PG-LPSによる作用の標的細胞は腎内皮細胞である可能性が示唆

された。 

口腔内細菌が膵臓に与える影響に関する研究では、PG-LPS腹腔内投与マウス膵臓のトラ

ンスクリプトーム網羅的解析の結果、PG-LPS投与群でReg3gの発現が確認され、免疫染色で

ランゲルハンス島周辺部のα細胞相当部にReg3g陽性細胞が確認された。Reg3gは膵臓腫瘍

マーカーの転写の増強、抗腫瘍免疫の抑制、膵臓腫瘍マーカーの抑制など複数の機序を介し

てマウスの炎症関連がん進行を促進することが報告されており、Reg3gは膵がんに特異的に

増加が認められることが分かっている。これらのことからPG-LPS投与によりReg3g発現が増

強され、炎症関連がん進行に関与する可能性が考えられる。 

次世代シーケンサーによる細菌叢解析の結果、膵がん組織DNA検体にFusobacterium 

nucleatum、Porphyromonas gingivalisおよびPrevotella intermediaなどの歯周病原細菌が

検出されたことから膵がん患者の膵臓に歯周病原因菌が恐らく血中を通って膵臓に到達し
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ている可能性が示唆された。膵がんと歯周病との関連はいまだ不明であるが、今後、膵がん

以外の患者の膵臓DNAの細菌叢との比較を行い、さらなる検討を重ねたい。 

口腔細菌とベーチェット病発症の関係性に関する研究ではベーチェット病患者、サルコ

イドーシス患者、Vogt-小柳-原田病患者の口腔細菌叢のメタゲノム解析の結果、ベーチェッ

ト病患者、サルコイドーシス患者、Vogt-小柳-原田病患者および健常者の唾液細菌叢を構成

する細菌種の数はやや健常者のOTU（細菌種の数）の上昇を認めたが、すべての群間の細菌

種の数に統計学的な有意差は認められなかった。またPCoA解析では各群とも異なったクラ

スターを形成しており、属レベルでの細菌種構成はすべての群ともにVeillonella、

Streptococcus、Prevotellaが多く、属レベルでの大きな差は認められなかった。 

文献的には健常人の口腔内にはStreptococcus、Haemophilus、Neisseria、Prevotella、V

eillonella、Rothia属の順に多く、健常者と比較して口腔潰瘍を有するベーチェット病患者

にはBifidobacterium concisus、Prevotella histicola、Clostridiales、Neisseria種など

の細菌量に有意差があることが報告されているが、本研究では各群共に前述した報告のある

細菌が多く含まれていた。PCoA解析では各疾患群とも異なったクラスターを形成していたこ

とから、さらに被験者数を増やし詳細な細菌叢解析を行うと共に口腔内の状態を把握するこ

とが必要であると思われる。今後、ベーチェット病における外因としての口腔細菌の具体的

な関与について解明する必要があり、その解明は治療のみならず予防にもつながる可能性が

あると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

マウスへのPG-LPSのin vivo投与によって腎組織中で発現の変化した遺伝子を5つ同定し

た（Saa3、Ticam2、Reg3b、Oxct2a、Xcr1）。これら５つの遺伝子はPG-LPSでin vitro処理し

た培養マウス腎内皮細胞で有意に発現が増強していることから、PG-LPSのin vivo投与によ

る腎臓での５つの遺伝子発現増強は腎内皮細胞に由来することが示唆された。これらの遺伝

子は慢性腎疾患の発症に関わっている可能性が考えられるが、詳細な機構は明らかになって

いないため今後の研究が必要とされる。 

マウスへのPG-LPSのin vivo投与によって膵臓組織中でのReg3gの発現が有意に増強して

いることが明らかとなったが、Reg3gは炎症関連がん進行を促進することが報告されており、 

歯周病原細菌のLPSが膵発がんに関与する可能性が示唆された。また、膵がん組織で実際に

歯周病菌が同定されており、歯周病菌が膵臓組織でのReg3g発現を増強し，炎症関連癌進行

に関与する可能性が示唆された。 

 ベーチェット病患者、サルコイドーシス患者、Vogt-小柳-原田病患者の口腔細菌叢のメタ

ゲノム解析の結果、PCoA解析では各疾患群とも異なったクラスターを形成することが示唆

された。 

 実質わずか半年の研究期間では、まだ結論までには至らない結果ではあったが、慢性腎疾

患、膵がんへの歯周病の関与が疑われる結果となったことから、歯周病の全身疾患への関り
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が疑われ、歯周病の予防が多くの疾患に対する予防となりうる期待が持たれる結果であった。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 歯周病菌により慢性腎疾患、膵がんなどの疾患が引き起こされる可能性があることが認

められた。 
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