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研究成果の概要（和文）：歯周病とメタボリックシンドロームとの関連性とその病態に及ぼすメ

カニズムを解明することを目的とした。疫学研究では、動脈硬化性疾患のリスク因子として高

血圧と歯周病が有意であり、歯周病に罹患しているとある種の炎症性サイトカインや接着因子

が高いことを示した。また、マウスモデル実験では、高脂肪食で歯周病原性菌に感染させると

炎症性サイトカインの上昇や動脈硬化の傾向がみられた。細胞モデル実験では、歯周病原性菌

の感染により歯肉上皮細胞の細胞周期に影響を及ぼすことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this investigation was to examine the association of 
periodontal disease and various components of metabolic syndrome. In epidemiological 
studies, high blood pressure and periodontitis were significantly associated with 
macrovascular disease(s) as risk indicators. Levels of the inflammatory biomarkers 
including ICAM in the subjects with periodontitis increased meaningfully in comparison 
with the subjects without periodontitis. In apolipoprotein E-deficient mice, high-cholesterol 
diet and infection with Porphyromonas gingivalis accelerated inflammatory cytokines and 
atherosclerosis. Furthermore, a series of in vitro infection studies revealed that a 
periodontal pathogen caused cell cycle dysregulation in gingival epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

口腔内の慢性炎症性疾患である歯周病が
糖尿病や高脂血症、動脈硬化症などの生活習
慣病のリスクファクターとして全身の健康
に影響を及ぼしているという報告が近年多
くなされてきている。しかしながら、歯周病
とメタボリックシンドロームとの関連性お
よびメタボリックシンドロームの病態に及
ぼすメカニズムについてはまだ解明されて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では健常者集団およびメタボリッ

クシンドロームの基準を満たす患者集団を
対象に歯周病臨床評価，全身臨床評価および
血中・歯肉溝浸出液中のメタボリックシンド
ロームの病態に関与する因子との関連性に
ついて疫学的手法を用いて検討を行った。 

引き続き、メタボリックシンドロームと疫
学的に関連されるとされたバイオマーカー
が、マウスモデル実験においても同様に重要
な役割を果たしているのか検討した。すなわ
ち歯周病バイオフィルムの病態発現におい
て 主 た る 役 割 を 担 う と さ れ る
Porphyromonas gingivalis お よ び
Fusobacterium nucleatum を用いた感染系
での免疫学的反応（バイオマーカー）の観察、
また歯周病バイオフィルム形成に重要な役
割を果たすと予想される F. nucleatum の表
層タンパク質の性質を多角的に検討した。 
 マウスモデル実験においてメタボリック
シンドロームを増悪させる可能性が示唆さ
れた歯周病原性細菌 P. gingivalis に着目し、
同菌のバイオフイルム形成機序、および同菌
の感染が宿主細胞周期制御系に及ぼす影響
を多面的に検討することとした。さらに、口
腔内への P. gingivalis の定着を阻害するペ
プチドの開発にも着手することとした。 
 
３．研究の方法 
疫学研究 
(1) メタボリックシンドローム患者および健
常者を対象とした断面疫学研究 

対象者は，大阪大学医学部附属病院受診者
のうち，メタボリックシンドローム判定基準
を満たす者 98 名にコントロールとして健常
者 24 名を加えた計 124 名とした。メタボリ
ックシンドロームの判定は肥満，血圧高値，
血清脂質異常，空腹時血糖の各項目を用いて
行い，各判定項目の治療のため投薬があった
場合は診断基準陽性とした。歯周病の診断は，
臨床的アタッチメントレベルが 4mm 以上の
部位を歯周病有病部位とし，歯周病有病部位

割合が 30%以上の者を歯周病有病者とした。
また，糖尿病の合併症である網膜症，顕性腎
症，多発性神経障害についての既往および循
環器疾患の既往に関しては，冠動脈硬化症，
脳血管障害および閉塞性動脈硬化症につい
て問診を行い，さらに，歯肉溝滲出液および
血中のバイオマーカーの測定を行った。 
 
(2)ライフスタイル要因が歯周病の進行に与
える影響を調べた縦断的疫学研究 
①喫煙習慣と歯周病進行 
大阪府下某企業歯科健康診断において平

成 11年および 15年の両方を受診した 219名
を対象とした。ライフスタイル要因は，森本
による健康習慣(1992)の 8 項目を含めた自記
式質問票により評価し，生涯喫煙量は
Pack-Year を用いた。歯周診査は，全歯の歯
周ポケットの深さを測定し，平成 11 年と平
成 15 年における差を求め，2mm 以上進行し
た部位が 3ヶ所以上見られた者を歯周病進行
者とした。また，唾液中の種々の歯周病関連
バイオマーカーおよび歯周病細菌は，ELISA
法を含む酵素法および Real-time PCR 法に
より測定した。 
②受動喫煙と歯周病進行 
大阪府下某企業歯科健康診断において平

成 15 年および 17 年の両方を受診した 200
名を対象とした。ライフスタイル要因の評価
に加えて，歯周診査は，全歯の歯周ポケット
の深さおよび臨床的アタッチメントレベル
を測定し，２年間でポケット深さおよびアタ
ッチメントレベルの両方が 2mm 以上進行し
た歯が 1本以上見られた者を歯周病進行者と
した。コチニンを含む唾液中のバイオマーカ
ーおよび歯周病細菌の測定を行い，コチニン
のレベルにより対象者を非喫煙者，受動喫煙
者および能動喫煙者に分類して解析を行っ
た。 
③飲酒習慣およびアルコール感受性と歯周
病進行 
大阪府下某企業歯科健康診断において平

成 11 年および 15 年の両方を受診し，問診項
目，血液サンプルに不備がなく，アルコール
感受性と関連がある ALDH2遺伝子型が明ら
かな 183 名を対象とした。ライフスタイル要
因は自記式質問票により評価し，飲酒量は１
日摂取量（アルコール換算）33.0g を基準に
2 群に分けて解析を行った。歯周診査は，全
歯の歯周ポケットの深さを測定し，4 年間で
2mm 以上進行した歯が 2 本以上見られた者
を歯周病進行者とした。 
 
マウスモデル実験 



(1)アポリポタンパク E ノックアウトマウス
を用いて高脂肪食投与群と非投与群、P. 
gingivalis 感染群と非感染群の計 4 群を比較
し、血液中の炎症性サイトカイン濃度と動脈
硬化形成の差違を検討した。 
 
(2)スタセリン由来ペプチド YQPVPE と F. 
nucleatum 40kDa-FomA の 親 和 結 合 を
BIAcore model X system (GE Healthcare 
UK Ltd.)を用いて測定した。またカイネティ
ッ ク の 解 析 は BIAevaluation software 
package 
version 3.1 を用いて行った。  
 
(3)FomA 欠損 F. nucleatum を作成し、
YQPVPE ペプチドとの結合をドットブロッ
トアッセイで測定した。 
 
(4)FomA を抗原、コレラトキシン(CT)をアジ
ュバントとして C57BL/6 に経鼻免疫を行っ
た。粘膜外分泌液の抗体レベルを ELISA 法
で測定した。また鼻腔粘膜、NALT、顎下腺
における抗体作成細胞を ELISPOT 法で測定
した。 
 
(5)スタセリン被覆された F. nucleatum のバ
イオフィルム形成の阻害実験を行った。非免
疫群、FomA 単独免疫群及び CT と FomA 免
疫群の唾液や YQPVPE ペプチドなどを用い
た。F. nucleatum とそれら溶液を 3 時間イン
キュベーションした後、スタセリン被覆した
プレートに加えた。その後バイオフィルム形
成の評価を行った。 
 
細胞モデル実験 
(1) 歯周病細菌感染が宿主細胞の細胞周期へ
及ぼす影響の検討 
 歯肉上皮初代培養細胞を用いて， P. 
gingivalis 感染後の細胞周期関連シグナル伝
達経路のタンパク質レベルでの発現量とリ
ン酸化程度について抗体アレイ法を用いた
包括的な解析を行い，さらにそれを裏付ける
細胞増殖活性や細胞周期ポピュレーション
についてフローサイトメトリーを用いて解
析した． 
 
(2) P. gingivalis の長線毛遺伝子型がバイオ
フイルム形成に及ぼす影響の検討 
 6 種の異なる fimA 遺伝子型（I, Ib, II, III, 
IV, および V 型）長線毛を有する６菌株およ
び長線毛ノックアウト株を FITC にて生染色
し、PBS に懸濁した後、嫌気条件・低速循環
培養条件下で 24 時間培養し、バイオフイル
ムを形成させた。バイオフイルムの微細構造
は共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察し、３
D 解析ソフトウエア IMARIS を用いて形態
的・定量的解析をおこなった。 
 
(3) P. gingivalis の長線毛、短線毛およびプロ
テアーゼがバイオフイルム形成に及ぼす影
響の検討 

 P. gingivalis 長線毛構成成分遺伝子 fimA,
短線毛構成成分遺伝子 mfa1,アルギニン特
異的システインプロテアーゼ遺伝子 rgpA お
よび rgpB, リジン特異的システインプロテ
アーゼ遺伝子 kgp のそれぞれに特異的なノ
ックアウト株を FITC にて生菌染色し、PBS
に懸濁した後、嫌気条件・低速循環培養条件
下で 24 時間培養し、バイオフイルムを形成
させた。バイオフイルムの微細構造は共焦点
レーザー顕微鏡を用いて観察し、３D 解析ソ
フトウエア IMARIS を用いて形態的・定量的
解析をおこなった。 
 
(4) 歯周病細菌の口腔内定着を阻害する合成
ペプチドの開発 
 P. gingivalis 長線毛と特異的に結合する口
腔レンサ球菌菌体表層の
glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) を種々のタンパ
ク質分解酵素にて消化し、得られたペプチド
の P. gingivalis 長線毛との結合能を
BIA-CORE を用いて比較解析することによ
り、特異的結合能を有する最小領域を同定し
た。さらに、同定されたアミノ酸配列を有す
る合成ペプチドを合成し、P. gingivalis と
種々の口腔レンサ球菌との混合バイオフイ
ルム形成阻害効果を共焦点レーザー顕微鏡
を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
疫学研究 
(1) メタボリックシンドローム患者および健
常者を対象とした断面疫学研究 
糖尿病を含むメタボリックシンドローム

構成因子と歯周病の関連性を調べたところ
高血圧群および高血糖群において有意に歯
周病有病部位割合が高かった。また，メタボ
リックシンドローム構成因子の数が増加す
ると歯周病有病部位数も増加する傾向を示
したが，有意ではなかった（p for trend 
0.074）。さらに，循環器疾患のリスク因子を
ロジスティック回帰分析によって調べた結
果，高血圧および歯周病有病が有意のリスク
因子であることが明らかとなり，オッズ比は
それぞれ 8.1 と 4.0 であった。以上の結果よ
り，メタボリックシンドローム構成因子，特
に高血圧と高血糖は歯周病に影響を与えて
いる可能性が強く，また，歯周病有病者はメ
タボリックシンドローム要因と同様に循環
器疾患のリスクファクターである可能性が
高いことが示唆された。次に，糖尿病の合併
症である網膜症等の血管障害および循環器
疾患と歯周病有病者との関連性を調べたと
ころ，すべての疾患において罹患者の歯周病
有病者割合が高い傾向にあったが，有意の差
は循環器疾患にのみ認めた（p<0.05）。さら
に，メタボリック構成因子，血管障害および
循環器疾患の既往を独立変数とし歯周病有
病者を従属変数とした多重ロジスティック
分析を行ったところ，循環器疾患の既往が歯
周病有病のリスクファクターとして有意で



あった（p<0.05）。 
以上の結果より，歯周病と循環器疾患の関連
性が強い可能性が高いことが明らかとなっ
たため、その関連メカニズムを調べるため循
環器疾患の既往がある被験者を抽出し、歯周
病の有病の有無で２群に分けて、各バイオマ
ーカーの比較を行ったところ。血清中の
ICAM-1，過酸化脂質および歯肉溝浸出液中
の CRP が有意に高かった。これは，糖尿病
患者において歯周病が炎症性サイトカイン
および接着因子を介して循環器疾患に関与
していることを示唆している。 
 
(2)ライフスタイル要因が歯周病の進行に与
える影響を調べた縦断的疫学研究 
①喫煙習慣と歯周病進行 

歯周病進行者は対象者の 34.2%であり，歯
周病進行は平成 11 年の歯周病の状態と喫煙
習慣とで有意の関連性を示した。歯周病進行
を従属変数とし，ライフスタイル要因を独立
変数として多重ロジスティック分析を行な
った結果，平成 11 年の時点で 4.5mm 以上の
歯周ポケットを 5 歯以上有している者，現在
喫煙者および不良な睡眠時間の者と有意の
関連を認め，オッズ比はそれぞれ 2.8，2.3 お
よび 2.1 であった。また，喫煙が歯周病進行
に及ぼす集団寄与割合は 38.5%であり，生涯
喫煙量と歯周病進行には有意の量反応関係
を認めた。喫煙状態と唾液中の炎症マーカー
および歯周病細菌との関連性では，今回測定
した歯周病細菌に関連性はみられなかった
が，プロスタグランディン E2，ラクトフェ
リン，アルブミン，アスパラギン酸アミノト
ランスフェラーゼ，乳酸脱水素酵素およびア
ルカリフォスファターゼについては，喫煙者
は非喫煙者より有意に低い値を示した。 

以上の結果より，喫煙は，種々のライフス
タイル要因で調整しても，歯周病進行と有意
に関連しており，歯周病進行に対する強いリ
スクファクターであることが明示された。ま
た，喫煙者の唾液中における一部のバイオマ
ーカーのレベルは，非喫煙者のそれらより低
値を示し，それぞれ生涯喫煙量と独立して関
連していたことから，喫煙は炎症を含む生体
防御機構を抑制により歯周病進行に影響を
及ぼす可能性が示唆された。 
 
②受動喫煙と歯周病進行 

喫煙状態を含むライフスタイル要因を独
立変数とし，歯周病進行を従属変数とした多
重ロジスティック分析の結果，非喫煙者に比
して，受動喫煙者および能動喫煙者に有意の
歯周病進行を認め，オッズ比はそれぞれ 2.23, 
2.27 であった。唾液中のアルブミン，アスパ
ラギン酸トランスフェラーゼおよびラクト
フェリンは非喫煙者に比して，受動喫煙者で
有意に高かったが，歯周病細菌は喫煙習慣と
有意の差を認めなかった。 

以上の結果より，喫煙習慣は生体の炎症反
応を過度に増加もしくは抑制することで歯
周病進行に影響を与えている可能性が明ら

かとなった。 
③飲酒習慣およびアルコール感受性と歯周
病進行 
全員を対象とし，ライフスタイル要因と歯

周病進行との関連性を調べたところ，喫煙と
飲酒習慣が歯周病進行のリスクファクター
であることが明らかとなり，そのオッズ比は
それぞれ 3.4 および 1.47 であった。さらに，
アルコール感受性と関連性のある ALDH2遺
伝子型によって対象者を層別し，飲酒習慣を
含むライフスタイルと歯周病進行との関連
性を調べたところ，ALDH2*1/*1 型（低感受
性）では飲酒習慣は歯周病進行と有意の関連
性を示さなかったが，ALDH2*1/*2 型（中感
受性）では飲酒習慣は歯周病進行のリスクフ
ァクター（オッズ比 4.28）であることが明ら
かとなった。また，ALDH2*2/*2 型（高感受
性）の対象者で飲酒習慣のある者は存在しな
かった。 
以上の結果より，飲酒習慣だけでなく，ア

ルコール感受性といった遺伝的要因も歯周
病進行のリスクファクターとなることが明
らかとなった。 
 
マウスモデル実験 
(1)高脂肪食投与・P. gingivalis 感染群におい
て最も強い炎症性サイトカインである 
TNFαおよび IL6 の上昇が確認された。また
同群において最も動脈硬化の傾向がみられ
た。 
 
(2)固定化したF. nucleatum 40kDa-FomAと
YQPVPE のアフィニティーは図６に示すよ
うな結果となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６． 
 
(3)FomA 欠損 F. nucleatum は wild-type に
比べて著しく結合の減少がみられた。 
 
(4)鼻腔洗浄液及び唾液中における、IgA およ
び IgG 抗体価は CT を用いて免疫した群が、
コントロール群と比較して優位に高かった。 
また鼻腔粘膜、NALT、顎下腺における IgA
および IgG 抗体作成細胞は有意に免疫群が
多かった。 
 
(5)CT・FomA 免疫群の唾液が著しくバイオ
フィルム形成を阻害した。 
 
細胞モデル実験 
(1) 歯周病細菌感染が宿主細胞の細胞周期へ
及ぼす影響の検討 
 P. gingivalis 感染が歯肉上皮細胞の増殖活



性および細胞周期に及ぼす影響を調べたと
ころ、同菌の感染によって上皮細胞の細胞周
期が S 期へとシフトし、その結果増殖が促進
されることが明らかとなった。さらに、細胞
周期関連シグナル伝達経路のタンパク質レ
ベルでの発現量とリン酸化程度について抗
体アレイ法を用いた包括的な解析を行った
ところ、P. gingivalis 感染による細胞周期促
進作用には、p53 の抑制およびサイクリン A
の発現亢進が関与していることが明らかと
なった。 
 (2) P. gingivalis の長線毛遺伝子型がバイオ
フイルム形成に及ぼす影響 
共焦点レーザー顕微鏡を用いてバイオフイ
ルムの微細構造を観察したところ、fimA 遺
伝子型が異なる P. gingivalis菌株間で明らか
に異なる立体構造のバイオフイルム形成が
認められた。fimA 遺伝子 I 型, Ib 型の菌株に
おいては、密な基底層上に点在するマイクロ
コロニーの形成がみられたが、II 型, III 型, 
IV 型の菌株においては、厚みのある大きなマ
イクロコロニーの形成が認められ、その体積
も I型に比して有意に大きかった。また、fimA
ノックアウト株は、野生株と比較してバイオ
フイルムの形成能が著しく劣っていること
が明らかとなった。 
 
(3) P. gingivalis の長線毛、短線毛およびプロ
テアーゼがバイオフイルム形成に及ぼす影
響 
 共焦点レーザー顕微鏡を用いてバイオフ
イルムの微細構造を観察したところ、２種類
の異なる長さの線毛のうち，長線毛は同菌の
固層への定着を促進するが短線毛の存在は
影響しないこと、また菌体外マトリックス産
生には共に抑制的に働くことが明らかとな
った。 
 さらに、rgpArgpB 遺伝子変異株、 kgp 遺
伝子変異株では野生株に比較してバイオフ
イルム形成量が有意に増加したことから、こ
れらのプロテアーゼが菌体外マトリックス
中に分泌されることによってマトリックス
の分解が促進され、バイオフイルム中に存在
する菌が再びプランクトニックな状態とな
って上清中に乖離している可能性が示唆さ
れた。 
 
(4) 歯周病細菌の口腔内定着を阻害する合成
ペプチドの開発 
 P. gingivalis 長線毛と特異的に結合する口
腔レンサ球菌菌体表層 GAPDH の最小領域
を、同定したところ、Streptococcus oralis 
GAPDH のアミノ酸残基１６６ -１８３
(DNFGVVEGLMTTIHAYTG)に相当する領
域であることが明らかとなった。また、この
領域の配列を有するペプチドを合成し、種々
の口腔常在菌と P. gingivalis との混合バイ
オフイルム形成に及ぼす影響を観察したと
ころ、有意な抑制効果が確認された。 
 
これらの知見から、我々が開発した合成ペプ

チドは、歯周病予防のみならずメタボリック
シンドロームの増悪予防にも有益である可
能性が示唆された。 
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