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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌は胃癌においてまた腸内細菌叢と大腸癌との関連も研究されている。
Fusobacterium nucleatum(FN)等の口腔内細菌は様々な癌病巣から分離されるが、癌発症との関係は不明であ
る。本研究では直接的、間接的な発癌性の可能性を検討した。FNの抽出物はAmes testでは変異原性を示さなか
った。胃前癌状態の胃内視鏡試料から発癌性N-ニトロソ化合物を産生する ActinomycesやStreptococcus 等の硝
酸塩還元性口腔細菌が分離され、THP細胞からIL-8やTNF-α等の炎症性サイトカインを産生した。現在、口腔内
細菌ゲノム解析で癌蛋白質 CagAの探索を進めている。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori is a well-known bacterial carcinogen in gastric cancer. 
The possible association between intestinal bacterial flora and colorectal cancer has been also most
 studied. The several oral bacteria species such as Fusobacterium nucleatum etc. have been 
frequently isolated from various cancer regions. However, the relationship between oral bacteria and
 cancer development remains inadequate. The aim of this study is to reveal direct or indirect 
carcinogenic potential in oral bacteria. The extracts of F. nucteatum was not mutagenic in the Ames 
test. Several Nitrate-reducing oral bacteria, including Actinomyces and Streptococcus were isolated 
from the Gastroscopy samples in the gastric precancerous state, which produce the main carcinogenic 
N-nitroso compounds. These bacteria showed the potential production of inflammatory mediators such 
as IL-8 and TNF-α with THP cells in the relation to mutagenesis. The genome analyses of oral 
bacteria to find oncoprotein CagA are ongoing.

研究分野： 口腔細菌学

キーワード： 口腔細菌　変異原性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、超高齢化社会へ進む我が国の死亡原因の第１位である癌への対策が急務である。胃癌はピロリ菌の持続感
染がその発生リスク要因であり、大腸癌は腸内細菌叢が関わることが明らかとなった。各種の癌病巣から
Fusobacterium nucleatumをはじめ様々な口腔細菌種が分離されているが、発癌との関わりは今だ不明である。
本研究は近年増加している食道や咽頭また消化器系の癌発生における口腔細菌の直接的あるいは間接的な関わ
り、さらには発生メカニズムの解明を目指した。また最新の細菌ゲノム解析を用いてピロリ菌の発癌蛋白CagA類
似遺伝子を口腔細菌種で探索した。ピロリ菌発見以来その学術的、社会的な意義は大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 
１． 研究開始当初の背景 

がんは様々な要因によって細胞の複数の遺伝子の変異が集積することで、細胞増殖異常が引
き起こされる疾患であるが、なかでもピロリ菌による胃がんやチフス菌による肝臓がんさらに
は腸内細菌叢の変化による大腸がんなどに代表されるように、慢性細菌感染症ががん発症リス
クに関わることが明らかにされている。口腔領域には数百種類以上の口腔細菌が常在しており、
その細菌叢の変化によって口腔慢性細菌感染症（う蝕や歯周病）が発症するが、口腔細菌は口腔
領域だけでなく様々な全身健康や心臓疾患、肺炎、糖尿病などの重篤な疾患にも深く関係してい
ることが明らかになってきている。しかしながら、口腔細菌の発がんへの関連はいまだ不明のま
まである。 
一方、様々ながん病巣からの口腔細菌分離や腸内細菌叢の網羅的解析研究の結果、口腔がん、

食道がんさらには大腸がんの病巣において口腔細菌種 Streptococcus anginosus や
Fusobacterium nucleatum などの存在や細菌叢の変化が報告され、ある特定の口腔細菌種が口腔
がんさらには口腔から繋がる食道から大腸への消化器系のがんの発生にも関わるのではないか
との着想を得て本研究を開始した。 

                                                                                                                                   
２．研究の目的 
日本人のがんの中で多い胃がんはピロリ菌の持続感染がその発生リスク要因のひとつとして

明らかになり、現在、ピロリ菌検査が普及し、ピロリ菌保菌者に対しては抗菌薬による除菌療法
が進められ、胃がん発生リスクの軽減が研究成果として集積されつつある。一方、食生活や生活
習慣の欧米化で大腸がんの増加が懸念されている。 
現在、複雑な腸内細菌叢について次世代シーケンサーを用いてそのマイクロバイオーム解析

が進められており、大腸がんの患者の腸内細菌叢では Clostridium 属細菌種や口腔内にも生息
する Fusobacterium 属細菌種が増加しており、
口腔細菌種の消化器系の発がんへの関与の可
能性が指摘され、注目されている。 
 さらには、口腔がんや食道がんの病変からは
S. anginosus をはじめとする口腔レンサ球菌
やその他の口腔細菌種も分離されているが、そ
れら口腔細菌種の発がんへの関与はいまだ不
明 の ま ま で あ る 。 ピ ロ リ 菌 で は CagA
（Cytotoxin-associated gene A antigen）が
胃上皮細胞を障害し、さらに異常な細胞増殖シ
グナル反応が起こし、がん化のプロセスが進む
という発がん機序が明らかにされている。  
細菌慢性感染が発がんリスク要因のひとつ

と考えられているが、口腔細菌種による発がん
機序については１）ニトロソ化合物、アセトアルデヒドや過酸化水素や硫化物などの代謝産物に
よる直接的、あるいは２）サイトカイン産生など免疫系を介して慢性炎症からの間接的な細胞障
害などが挙げられてはいるものの、未だ推測の域を出ていない。 
そこで本研究の目的を、 
１）ピロリ菌では変異原活性が認められるが、大腸菌では認められないという有元らによっ

て最近開発された新しい高感度変異原活性試験を口腔細菌種に適用して調べる。 
２）慢性胃炎など前がん状態が疑われ、ピロリ菌検査のため実施した胃内視鏡試料から、ピ

ロリ菌と併せて、発がん性 N-ニトロソ化合物を産生する硝酸塩還元性口腔細菌も分離する。分
離した細菌種を特定し、それらの THP 細胞から TNF-αや IL-8 等の炎症性サイトカインの産生
について調べる。 
３）口腔細菌種について細菌ゲノム解析を行い、ピロリ菌の発がん蛋白 CagA 類似遺伝子をバ

イオインフォマティクスにて探索する。 
４）口腔内バイオフィルム（口腔内プラーク）を分解する酵素類を探索することで、口腔細

菌数を減少させ、口腔疾患ひいては発がんリスク軽減する。 
という大きな 4項目に設定した。 

 
３．研究の方法 
１）口腔細菌 Fusobacterium nucleatum の変異原性活性測定 
嫌気培養した F. nucleatum (ATCC25586)菌体から sonic extract (蛋白含量 40 mg/mL)および

distilled water extract (蛋白含量 8 mg/mL)を得て、これを試験サンプル（SK-1 および SK-2）
とした。変異原性評価は高感度な変異原性が検出できるエイムス試験(Arimoto-Kobayashi S, 
Ohta K, Yuhara Y, Ayabe Y, et al. Mutagenicity and clastogenicity of extracts of 
Helicobacter pylori detected by the Ames test and in the micronucleus test using human 
lymphoblastoid cells. Mutagenesis. 2015;30(4):537-44.)によって、国際ガイドラインに基



づいて行った。試験菌株はネズミチフス菌(Salmonella enterica subspecies I, serovar 
Typhimurium (Salmonella typhimurium))TA97, TA98, TA100, TA102 および YG7108 株を用い、
代謝的活性化がある場合とない場合の両条件（それぞれ+S9 または-S9 と表記）で、５段階各 10
倍希釈の濃度範囲で試験を行った。陽性・陰性の判定は、エイムスらの基準に従い、溶媒コント
ロールの２倍以上の値が出た場合を陽性とした。 
 
２）胃内視鏡試料からの口腔細菌の分離およびサイトカイン産生能について 
ピロリ菌感染胃炎が示唆された患者について上部消化管内視鏡時にピロリ菌の培養目的で採

取した胃粘膜生検試料からピロリ菌以外の菌を分離した。試料は７％馬血清添加 BHI 培地に塗
抹し、1 週間培養を行った。 
得られた菌について 16S 

rDNA 塩基配列に基づいて菌種
の同定を行い、硝酸塩還元試験
で硝酸塩還元能を評価した。硝
酸塩還元試験は菌を硝酸カリ
ウム添加ブイヨンに植え継ぎ、
培養後、α–ナフチルアミン酢
酸液を 50μL、スルファニル酸
液を 50μLずつ添加した。ブイ
ヨンが黄色から赤色に変化し
たものを硝酸塩還元陽性菌と
した。 
 分離した硝酸塩還元陽性菌（Actinomyces oris，Actinomyces odontolyticus、Streptococcus 
salivarius）について、サイトカイン誘導は THP 細胞と単独菌あるいはピロリ菌と共培養して
THP 細胞からの TNF-αと IL-8 産生を調べた。 
 
３）口腔細菌種の細菌ゲノム解析 
代表的な口腔細菌種を培養し、ゲノム DNA を抽出した。ゲノム DNA は KAPA HyperPlus library 

kit で処理した後に次世代シーケンサーIllumina MiSeq を使用して、ゲノムシーケンス解析を
行った。 
実施にあたっては、岡山大学病院バイオバンクと Cugini 博士（Rutgers School of Dental 

Medicine）の協力を得た。 
 
４）口腔バイオフィルムを分解する酵素類の探索 
 口腔細菌種が生息する口腔バイオフィルムの主な構成成分である α-1,3 グルカン（不溶性グ
ルカン）を分解する酵素を産生する Flavobacterium EK-14 菌を得た。EK-14 菌と近縁菌のゲノ
ムデータから不溶性グルカン分解酵素をコードする遺伝子群を探索し、共通する領域から PCR プ
ライマーを設計し、Flavobacterium EK-14 菌ゲノム DNA から不溶性グルカン分解酵素遺伝子を
PCR 増幅した。さらに、PCR 断片から不溶性グルカン分解酵素遺伝子の全長をクローニングし、
酵素活性を有するリコンビンナント蛋白の発現を確認した。 
実施あたっては、山形大学工学部 矢野成和博士の協力を得た。 

 
４．研究成果 
１）口腔細菌 Fusobacterium nucleatum の変異原性活性 
SK-1 および SK-2 は、フレームシフト変異を検出する TA97 株、TA98 株、塩基対置換型変異を

検出する TA100 株ともに、+S9 または-S9 ともに、いずれの濃度でも溶媒コントロールの２倍以
上の値が出たものはなかった。また、酸化的 DNA 損傷による変異検出に用いられる TA102 株、ア
ルキル化 DNA 損傷による突然変異に高感度な YG7108 によっても、ともに変異原性は検出されな
かった。従って、F. nucleatum 抽出物 SK-1 および SK-2 は今回の試験条件において、エイムス
テスト陰性と評価された。今後さらに、この測定法を活用して、がん病巣から分離された他の口
腔細菌種 Streptococcus anginosus 等についても検討したい。 
 
２）胃内視鏡試料からの硝酸還元細菌およびサイトカイン産生能 
ピロリ菌とともに分離された硝酸塩還元陽性菌は、口腔細菌である Actinomyces、Rothia、口

腔・消化管粘膜の常在菌としての Streptococcus、Gemella さらに、Klebsiella 、Escherichia 
の腸内細菌群、皮膚や粘膜の常在菌 Staphylococcus であり、その多くが口腔内常在菌であった。
胃粘膜の萎縮が進んだ症例からは口腔細菌に加えて腸内細菌も分離された。 
A.oris は TNF-α産生はピロリ菌と同程度であったが、S.salivarius と A.odontolyticus は、単
菌でもピロリ菌より強い細胞傷害性を示すことが分かった。３菌種をそれぞれピロリ菌と共存
させると、S.salivarius は菌単独の場合よりもさらに強い TNF-α産生が認められた。 
 また、好中球や顆粒球の走化性を誘導やがんの転移を促進するIL-8はピロリ菌単独刺激でTHP
細胞から産生される。S.salivarius と A.odontolyticus でも、単菌でも THP 細胞から IL-8 産生
を認めた。ピロリ菌と共存させると、S.salivarius と A.oris は単菌の場合よりより強い IL-8



誘導が認められた。 
ピロリ菌と発がん物質であるニトロソ化合物を生じる硝酸還元陽性口腔細菌との相互作用は

いまのところ不明である。また調べた硝酸還元陽性口腔細菌種はピロリ菌よりも炎症反応を強
く誘導する可能性が示唆され、ピロリ菌との共存では胃炎が激しくなるかもしれない。ピロリ菌
とともに感染した硝酸塩還元陽性口腔菌の新しい発がん機序が証明できる可能性がある。 
 
３）口腔細菌種の細菌ゲノム解析 
これまでに Aggregatibacter actinomycetemcomitans と Porphyromonas gingivalis につい

てはゲノム解析が終了した（Draft Genome Sequences of Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans Strains 310a and 310b. May AC, Ohta H, Maeda H, Kokeguchi S, 
Cugini C. Genome Announc. 2017 Nov 22;5(47):e01282-17. doi: 10.1128/genomeA.01282-
17.、Draft Genome Sequence of Porphyromonas gingivalis Strain 381 Okayama (381OKJP) 
Stock Culture. May AC, Maeda H, Kurihara H, Miyamoto M, Hongyo H, Tanimoto I, Nagai 
A, Nishimura F, Murayama Y, Kato K, Kokeguchi S, Cugini C. Microbiol Resour Announc. 
2019 Feb 28;8(9):e01641-18. doi: 10.1128/MRA.01641-18. eCollection 2019 Feb.)。 
臨床分離株 A. actinomycetemcomitans にも細胞障害性を示す白血球毒素や cytolethal 

distending toxin（CDT；細胞膨化致死因子）遺伝子は存在したが、発がんとの関連性は不明で
ある。ピロリ菌の発がん蛋白 CagA に高い相同性を示す類似遺伝子はこれまで見つかっていな
い。引き続き、口腔細菌 Campylobacter rectus、Prevotella intermedia、Capnocytophaga に
ついてもゲノム解析を進めている。 
 
４）口腔バイオフィルムを分解する酵素類の探索 
Flavobacterium EK-14 株の不溶性グルカン分解酵素遺伝子をクローニングし、不溶性グルカ

ン分解酵素活性を示すリコンビナント酵素を得ることができた。口腔バイオフィルムを分解す
ることでそこに生息する口腔細菌量を減少させ、発がんリスク軽減に繋げたい。 
 
口腔細菌が関連する慢性感染症としての口腔疾患（う蝕や歯周病）は、近年、糖尿病の増悪

や心疾患さらには肺炎など全身健康にも影響することが明らかにされているが、口腔がん、食
道がんさらには消化器がんへの関連は不明である。現在、マイクロバイオーム解析によって腸
内細菌叢の膨大な解析が進められ、腸内細菌叢の増悪化、特に Clostridium 属細菌や
Fusobacterium 属細菌の増加は大腸がんの発がんリスクを高めるという衝撃的な報告がなさ
れ、口腔細菌叢の関与も疑われ、我が国の死亡原因の第１位であるがんへの対策が急務となっ
ている。 
本研究は「口腔細菌が口腔領域のがんや消化器系のがんにも関与するのでは？」という斬新

な着想と創造性あふれるアイディアに富んだ先駆け的なものであった。この研究は近年増加し
ている口腔領域近傍の食道や咽頭また消化器系における発がんにおける口腔細菌の関わり、さ
らには発生メカニズムの解明や検査法や予防法の“break through”に繋がり、胃がんでのピロ
リ菌発見以来、その社会的意義は極めて大きいと考える。 
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