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研究成果の概要（和文）：慢性炎症は、癌化の引き金になることが示されている。口腔内の細菌は様々な要因で
血中に入る。我々は口腔内常在菌の一つStreptococcus mutansを12週令雄性BALB/ｃマウスの血管内接種後、肝
臓における組織学的変化を経時的に検索し、慢性炎症を引き起こすか否かを検討した。
　その結果、菌接種後、1日目では急性炎症を引き起こしたが、徐々に慢性炎症マーカーであるリンパ球の組織
内浸潤が増え、血管内接種28日目には，組織浸潤細胞領域内のリンパ球数率が1日目に比べて有意に増加した。
これらの結果は、Streptococcus mutans菌が組織の慢性炎症を引き起こす可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation is shown to be a trigger of malignant transformation. 
Bacteria in the oral cavity enter the blood due to various causes. Twelve-week-old male BALB/c mice 
were used to clarify whether the oral bacterium causes chronic inflammation. Time-course studies of 
histological changes in the liver after endovascular inoculation of Streptococcus mutans were 
performed.  
　As a result, acute inflammation was caused on the 1st day after the inoculation of the bacterium. 
However, the infiltration of lymphocytes, which is a chronic inflammation marker, gradually 
increased. On the 28th day after the endovascular inoculation, the rate of lymphocytes in the region
 the infiltrating cells showed a significant increase compared to that on day 1.  These results 
suggest that exposure to Streptococcus mutans may cause chronic inflammation of tissues.

研究分野：口腔基礎工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔内細菌叢の乱れが、全身健康を脅かすことが明らかになってきているが、この実験では、一つの菌と全身健
康との関連を調べた。
　血管を介した口腔内細菌の全身暴露が、癌化の一要因とされる慢性炎症を引き起こしたことは、常在菌であっ
ても、いったん血管を介して体内に入れば、生体組織に生菌が定着し、炎症を引き起こし、慢性化させる可能性
があることを示唆している。これらの研究結果は、歯科医療の重要性を社会に示す一つのエビデンスとなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

口腔環境は、700 種類以上の口腔内常在菌で構成され、それらは病原細菌の定着阻止や IgA

産生を誘導して口腔内の恒常性を維持する役割を担っている。しかし、細菌叢が構成異常

(dysbiosis)を起こすと、歯肉の血管または口腔内の粘膜や消化器官を介して免疫系に影響

を与えると考えられている(Senpuku et al. Gerontol., 2003: 301-309)。近年、口腔内常

在菌である Streptococcs mutans(S. mutans)は、う蝕の原因菌としてだけでなく、腸炎の

悪化への関与をはじめ(Kozima et al. Sci. Rep., 2012: 332)、様々な炎症反応と関連し

ている可能性が報告されている(Nakano et al., Nat. Commun., 2011: 485; Tonomura et 

al., Sci. Rep., 2016: 20074; Ito et al., Sci. Rep., 2019 : 20130; Naka et al., 

Sci. Rep., 2016: 36886)。一方、炎症は、一般に、一過性で治まる急性炎症と、長期間続

いた慢性炎症とがある。これらの炎症組織所見として、急性炎症では好中球が血管から組織

へ浸潤する細胞の主体である。一方、慢性炎症では、T 細胞や B 細胞などで構成されるリン

パ球が浸潤された組織で増えてくることが知られている。また慢性炎症は、癌抑制遺伝子を

不活性化させ、細胞の癌化を引き起こすことも知られている。しかし、これまでに S. mutans 

接種後、数週間にわたって臓器の生菌数を調べた報告はない。また S. mutans が慢性炎症

を引き起こしたという報告もない。 

 

２． 研究の目的 

本研究では、S. mutans の血管内接種によりどのくらいの期間生菌が臓器に存在するのか、

また、組織には炎症所見が認められるのか、さらに誘導された炎症は慢性炎症へと移行する

のかについて明らかにすることを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

(1) 菌血症マウスモデル SPF 環境下で飼育した 12 週齢雄性 BALB/cCrSlc マウス(Sankyo 

Labo Service Corporation, Inc., Tokyo, Japan)24匹の尾静脈より 1×108 CFUの S. 

mutans を接種する菌接種群と PBS を投与する PBS 投与群に分けた。供試菌には、標準

株である MT8148 株(National Institute of Infectious Disease, Tokyo)を用いた。実

験開始 1 日、3 日、7 日、28 日後に各群の体重を測定および採血し、屠殺後に摘出した

肝臓、腎臓、脾臓、大腸、肺を観察して重量を測定した。なお、本研究は、本学動物実

験委員会の承認(承認番号 A2019-216C2)を得た上で実施した。 

(2) 菌血症マウスモデルコロニー計測 実験開始 1 日、3日、7 日、28 日後の血液および肝

臓、腎臓を対象とし、コロニー計測を行った。これらをホモジナイザー(UP100H, DKSH 

Ltd., Tokyo, Japan)で破砕し、段階希釈した。その懸濁液をスパイラルマシーン(EDDY 

JET, Central Scientic Commerce, Inc., Tokyo, Japan)で S の選択培地である Difco 
TM Mitis Salivarius Agar 培地に播種した。1 シャーレの組織量は腎臓約 5.5 mg、肝臓

約 15 mg。次に 37℃ 48 時間培養し、形成したコロニーを目視で計測した。 

(3) 病理標本作製 

HE 染色した標本の炎症細胞浸潤

巣の有無および炎症細胞の経時

的変化を光学顕微鏡で観察し

た。その後、本学の病理学者に

確認をお願いした。 

(4) 病理学的分析 

実験開始 1 日、3 日、7 日、28

日後、各群から摘出したすべて

の臓器を 10%中性緩衝ホルマリ

ンで固定した。固定後、アルコ

ール上昇系列による脱水、キシ

レン処理を経て、パラフィン包

埋を行い、厚さ 3 µm の連続切

片標本を作成し、1 枚は HE 染色

用に、次の切片を免疫染色用の

 

図 1 連続切片を用いた 2 種類の染色による顕

微鏡像矢印は CD3 陽性細胞を示す。点線は炎

症細胞浸潤叢の範囲を示す。出現率は CD3 陽

性細胞あるいはCD20 陽性細胞の数をこの点線

で囲まれた面積で除して算出した。スケールバ

ーは 50 µm を示す。 

 



切片として用いた。 

(5) 免疫組織化学染色 

病理学的分析で炎症が認められた肝臓を主に免疫組織化学染色し、CD3 陽性細胞、

CD20 陽性細胞をそれぞれ、T 細胞、B 細胞として扱った。切片を pH6 クエン酸バッフ

ァーを用いて熱媒介抗原賦活化処理し、1 次抗体を反応させた。1 次抗体は、ウサギモ

ノクローナル抗体抗 CD3 抗体(希釈濃度 100 倍, SP7, ab16669, Abcam, Tokyo, 

Japan)、ウサギモノクローナル抗 CD20 抗体(希釈濃度 100 倍, SP32, ab64088, Abcam)

を使用した。1 次抗体にポリマー試薬を反応させた。ポリマー試薬は、EnVision+/HRP

標識ウサギ 1 次抗体用ポリマー試薬(K4003, Dako, Tokyo, Japan)を使用した。その後

DAB 溶液(DAB バッファータブレット, Merck, Tokyo, Japan)で発色した。 

(6) CD3 陽性細胞および CD20 陽性細胞の定量解析 

上述のように作製した連続切片を用いて、1 枚目の HE 染色像から炎症細胞浸潤叢を探

し、免疫染色した 2 枚目の切片から HE 染色で認められた浸潤巣と同じ部位を探した

(図 1 点線範囲)。同部位を対物レンズ 40 倍を用いて撮影し、浸潤巣の面積を FSX100 

(Olympus Corp., Tokyo, Japan )で測定した。CD3 陽性細胞および CD20 陽性細胞の出

現率は、単位浸潤叢面積あたりの細胞数として算出した。 

(7) 透過型電子顕微鏡による肝臓組織内の S. mutans 微細構造変化の観察 

実験開始 1 日後と 3 日後のマウス 6 匹を観察した。これらのマウスを灌流固定し、肝

臓のみ摘出。組織を 2.5%グルタールアルデヒド/0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)で固定し、

通法により EPON812 樹脂包埋まで行い、重合した。重合した試料を厚さ 70 nm の切片

にし酢酸ウランとクエン酸鉛で 2 重染色をした。その後、透過型電子顕微鏡 (JEM-

1400 Flash, JEOL Ltd., Tokyo, Japan)を用いて観察した。 

(8) 統計学的解析 

統計分析は、マウスの体重、T 細胞および B 細胞の出現率を計測した。群間の比較

は、Shapiro-Wilk 検定後、データが正規分布を示さなかったため、ボンフェローニー

補正をした Wilcoxon rank sum 検定また

Dunnett の多重比較検定によって分析され

た。P＜0.05 を有意差ありとし、データは平

均値±標準誤差で表した。統計分析は、統

計ソフトウェア（SPSSver. 22.0 for 

Windows, IBM Corp., Chicago, USA）を使

用して実行された。 

４． 研究成果 

(1) 菌血症マウス体重計測 

菌接種したことによる体重の減少は認め

られなかった(図 2)。 

(2) コロニー計測 

PBS 投与群の寒天培地には、コロニー形成

は認められなかった。菌接種群の寒天培

地では、血中では、菌接種 1 日後まで、腎

臓および肝臓は 28日後までコロニー形成

が認められた（図 3）。 

(3) 病理学的分析 

HE 染色の結果、肝臓においては、菌接種

1 日後から 28 日後まで類洞を主体に炎症

細胞浸潤巣が認められた。浸潤巣では、菌

接種 3 日後までは好中球が優位(図 4B お

よび図 4C)、7 日後には好中球とリンパ球

が同程度となり(図 4F)、28 日後にはリン

パ球が優位となる傾向が認められた(図

4H)。肝臓以外の大腸、腎臓、肺、脾臓に

おいては、炎症細胞浸潤巣は認められな

かった(図 5)。 

(4) 免疫組織化学染色 

 

 



CD3 陽性細胞および CD20 陽性細胞は、

菌接種 1 日後から 28 日後まで HE 染色により観察できた浸潤巣内に認められた。CD3 陽

性細胞および CD20 陽性細胞は、菌接種 1 日後から時間経過とともに浸潤巣内に多く認

められた(図 6)。 

 

(5) CD3 陽性細胞および CD20 陽性細胞の定量解析 

浸潤巣 1 ㎟に対する CD3 陽性細胞数は、7 日まで徐々に増加し、菌接種 28 日後の出

現率は 1 日後と比べて 3.8 倍と有意に増加した(図 7A, 表 1)。CD20 陽性細胞は、CD3

陽性細胞と比べて増え方が遅かったが、28 日後には 1 日後と比べて 3.0 倍の有意な

増加を示した(図 7B, 表 1)。 

(6) 透過型電子顕微鏡による肝臓組織内の S. mutans 微細構造変化の観察 

大きさが 0.5 µm 程の二重膜構造で覆われた構造物が観察できた。これは、S. mutans

はじめバクテリアの特徴的な構造と思われる。さらに二重膜構造が崩れているもの

認められた（図 8）。 

 

 

なお、上述の実験では、血管内接種した S. mutans菌が実際臓器で定着し繁殖したのかは明

らかではない。このため、ルシフェラーゼ遺伝子を S. mutans（UA159 株）に導入して同様

な血管内接種実験も行った。IVIS を用いると、接種 3 週間後には、ルシフェリン静注によ

り肝臓よりも腎臓や顎下腺などの部位に、はっきりと発光した S. mutans 菌の集積を認め

た。この実験により、S. mutans が臓器に定着することが明らかになった（投稿準備中）。 

 

 



 
また、S. mutans接種 1週間後のマウス大
腿骨骨密度を計測したところ、PBS投与群
と比べて有意な骨密度と骨形成活性の減
少を示した（図 9）。骨吸収指標には有意
な差が認められなかったことから、S. 
mutans 接種による骨密度の減少は、骨形
成の減少により引き起こされる可能性が
示唆された。また、骨形成指標の
tetracycline 投与は骨密度の結果に影響
を与えなかった（図９）。（投稿準備中） 
 
 
 
 

 

 
 

 

図 9 S. mutans 接種 7 日目に

大腿骨骨密度が減少した 

（A）末梢骨用定量的 CT によ

る骨密度測定の代表例。カラ

ーバーは骨密度（mg/cm3）を

表す。大腿骨遠心骨幹端海綿

骨部の(B)全体骨密度、(C)海綿

骨密度、 (D) 皮質骨幅。＊

p<0.05 vs 有意に減少＋ S. 

mutans :S. mutans 血管内接

種群 +PBS :PBS 血管内投与

群 TC-Al :tetracycline-

alizarin 投 与 投 群  Cal-

Al :calcein-alizarin 投与群 
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