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研究成果の概要（和文）：本研究は歯周病が妊娠性糖尿病のに関わるメカニズムの解明を目的とした。 In 
vitro研究では、FnLPS刺激は、胎盤由来細胞のJEG3細胞では炎症性物質の発現に影響しなかったが、BeWo細胞の
炎症性物質の遺伝子発現を上昇させ、さらにインスリンを添加することで、FnLPS刺激で上昇した炎症性物質の
遺伝子発現がさらに上昇した。マウスを用いたIn vivo研究で、歯周病原細菌の投与により胎盤に好中球が増加
することが明らかになった。これらのことから、歯周病原細菌は胎盤にて炎症反応を引き起こし、それによりイ
ンスリン抵抗性に影響を及ぼすことで、妊娠性糖尿病の発症・悪化 に関わる可能性を示唆できた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the mechanism by which periodontal 
disease is involved in gestational diabetes. In vitro study, the stimulation by Fn LPS did not 
affect the gene expression of inflammatory mediators in placenta-derived JEG3 cells.  In BeWo cells,
 the stimulation of Fn LPS increased the gene expression of inflammatory mediators, and the gene 
expressions of those increased by FnLPS stimulation were further increased by the addition of 
insulin. In vivo study using mice, it was revealed that number of neutrophils in the placenta of 
mice injected by periodontal pathogenic bacteria increased compared to that in control mice. These 
results suggest the possibility that periodontal pathogenic bacteria cause an inflammatory response 
in the placenta, which affects insulin resistance, and may be involved in the onset and worsening of
 gestational diabetes.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周病　妊娠性糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から得られる知見から、歯周病妊娠性糖尿病の関わるメカニズムの一部を示唆することができた。このこ
とは、口腔内環境の悪化が妊娠性糖尿病のリスク因子となる可能性だけでなく、口腔内環境の改善が妊娠性糖尿
病の発症・悪化リスクの低減につながる、可能性があることを示唆できる。また、本研究で得られるエビデンス
を基 に社会的啓蒙活動を行うことで、口腔内環境の維持管理の重要性が広く認識され、多くの女 性の妊娠前か
らの歯科受診につながることが予想され、妊娠・出産のリスクの低減だけでな く、女性自身さらには生まれて
くる子供の口腔内環境の改善につながる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年日本では、女性の社会進出、晩婚化、医療の発達等により、高齢妊娠・出産が増えつ 

つあり、それに伴い妊娠・出産に関する様々な問題が増加している。その 1 つに産科疾患で 

ある妊娠性糖尿病がある。妊娠性糖尿病とは、妊娠中に初めて発見された糖代謝異常であ 

る。妊娠性糖尿病の母胎の高血糖状態は、母胎だけでなく胎児にも様々な合併症を引き起こ 

すだけでなく、妊娠性糖尿病発症妊婦は出産後の糖尿病発症リスクが高いことも明らかになっている。

妊娠中は、胎盤から産生される様々なホルモンによりインスリン抵抗性が亢進し、それに伴う血糖値の

上昇が起こることにより、胎児の成長に必要なエネルギーが補われる。正常妊娠では、その血糖値の上

昇に対し膵臓でのインスリンの分泌が亢進し血糖値が維持されるが、膵臓でのインスリンの分泌の亢進

が不十分だと、妊娠性糖尿病が発症するとされている。近年、妊娠性糖尿病の胎盤のインスリン抵抗性

のさらなる亢進が、全身や局所で産生された炎症性物質により引き起こされる可能性が示唆され

(Wedekind L et.al. J Diabetes Complications. 1393-400. 2016)、in vivo 研究で、抗炎症作用をもつ物質

の投与により妊娠性糖尿病の病態が改善したことも報告されるなど(Nguyen-Ngo C ら、Mol Nutr Food 

Res. 63(19):e1900224. 2019)、全身や局所の炎症が妊娠性糖尿病の発症や悪化と関わる可能性が明ら

かにされている。 

慢性炎症疾患である歯周病は糖尿病と双方向の関連があることが明らかになっている。歯周病が糖尿

病に関与するメカニズムについては、歯周病の炎症が脂肪細胞などのインスリン抵抗性を惹起すること

で糖尿病の発症や悪化に関与する可能性が報告されている(Demmer ら、Diabetes Care 35. 2235-42, 

2012)。そのため、妊娠性糖尿病においても、胎盤でのインスリン抵抗性のさらなる亢進は、歯周炎によ

る炎症性物質や、口腔内から胎盤へ伝播した口腔内細菌による胎盤の炎症により引き起こされる可能

性があると考えられる。 

歯周病と妊娠性糖尿病の関連は 2006 年頃から報告されており、我々も日本において糖代謝異常を伴

う妊婦の胎盤に F. nucleatum, P. intermedia, T. forsythia が検出されたことを報告し、胎盤に存在するそ

れらの歯周病原細菌が糖代謝異常と関連する可能性を報告した。2019 年には Han らから、妊娠性糖

尿病の妊婦の口腔細菌検出率と口腔細菌数は、非糖尿病妊婦よりも高いことが報告された(Han ら, 

Medicine, 98: e14903, 2019)。しかしながら、この分野の研究報告数は少なく、歯周病と妊娠性糖尿病の

関連性や、そのメカニズム全てを明確にできておらず、いまだ不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

本研究は、妊娠性糖尿病の発症・悪化に関わる口腔内原因因子の検索とそのメカニズムの解明を目的

とした。 

 

３．研究の方法 

１) in vitro 研究 

JEG3細胞（ECACC92120300; KAC）を 2.1×105cells/cm2、または BeWo細胞(RCB3678;RIKEN BRC)

を 1.1×102cells/cm2 で細胞を播種し 24 時間後 5%FBS 含有の培地にて 12 時間培養した。その後、

E.coli LPS、または F.nucleatum LPSにて 24時間刺激した後、細胞を回収した。 

BeWo細胞(RCB3678;RIKEN BRC)を 1.1×102cells/cm2で細胞を播種し 24時間後 5%FBS含有の培

地にて 12時間培養した。その後、F.nucleatum LPSにて 24時間刺激した後、インスリン 100nM を添加

し 30分、12時間後に、細胞を回収し分析した。 

Total RNAは ISOGEN を用いて採取し、cDNA は Super-Script III First-strand Synthesis 



Super Mix を用いて作製した。IL-6、 IL-8、TNF-a、 IL−1b、GAPDH について、Real-time PCR にて

Quanti-Tect SYBR Green PCR Kit (QIAGEN)を用いて調べた。 

2)in vivo 研究 

本研究は鹿児島大学動物実験倫理審査の承認を得て行われた(D13013、D14024、D16021)。 

10-13 週齢の妊娠 ICR マウス 32 匹を用いた。雌のマウスは雄の ICR マウスと一晩同じケージ 

で交配させ、翌朝膣に出血が認められたマウスを妊娠マウスとし、その日を妊娠 1日目（GD1） 

とした。歯周病細菌として P. gingivalis ATCC33277 と F. nucleatum ATCC10953 を用いた。

106CFU P. gingivalis (Pg) または、106CFU F. nucleatum (Fn) または、 106CFU の Pg と Fn

の混合 (PgFn)、または PBS (Control)を 100μL 尾静脈から投与した。投与期間は、妊娠 8日目

から 10 日目(ControlGD8-10 (n=4)、PgGD8-10 (n=4)、FnGD8-10 (n=4)、PgFnGD8-10 (N=4)）、あ

るいは妊娠 13 日目から 15 日目の 3日間(ContGD8-10 (n=4)、 PgGD13-15 (n=4)、 FnGD13-15 

(n=4)、PgFnGD13-15 (n=4))、1 日 1 回投与した。マウスは妊娠 8日目に安楽死させ、胎児、胎

盤、血液を採取した。胎盤を組織分析用に採取しホルマリン固定後 Tissue-Tek Optimal Cutting 

compound に浸漬し、-80 度で保存した。保存した胎盤のヘマトキシリン・エオジン染色(以下 H-

E) 染色と免疫組織学的染色を行うために、5-7μm 厚の切片を作製した。H-E 染色は通報に従い

行った。免疫組織学的染色では、1次抗体として、好中球のマーカーとして Ly-6B.2 Alloantigen 

Rat MCA771GA 希釈率 1:500）、Rat IgG2b, kappa monoclonal [RTK4530] - Isotype control 

(ab18541)  abcam（希釈率 1:250）を用い、シンプルステインマウス MAXPO(R)(ニチレイバイオ

サイエンス）と DAB 基質キット(ニチレイバイオサイエンス）を用いた。 

ヘマトキシリンで対比染色した後観察を行った。 

４．研究成果 

1）図 1A に JEG3 細胞における、図１Bに BEWO 細胞における、 E coli LPS と Fn LPS 刺激によ

る、炎症性物質の遺伝子発現を示す。 

 JEG3 細胞では、E coli LPS での刺激で IL-6、IL-8、IL-1b、TNF-a の遺伝子発現が上昇した

が、Fn LPS 刺激では変化が認められなかった。BeWo 細胞では、E coli LPS 刺激では、IL-6、IL-

8、IL-1b、TNF-a の遺伝子発現は変化しなかったが、Fn LPS 刺激では L-6、IL-8、TNF-a の遺伝

子発現が上昇した。これらの結果より、Fn LPS は BeWo 細胞の炎症性物質の遺伝子発現を上昇さ

せることが明らかになった。 

2) 図 2 に BeWo 細胞へ F.nucleatum LPS24 時間刺激後の、インスリン添加による IL-6.TNF-a、

 
図 1A；JEG3細胞における、E coliLPSと FnLPS
刺激による炎症性物質の遺伝子発現 

図1B；BeWo細胞における、E coliLPSとFnLPS
刺激による炎症性物質の遺伝子発現 



IL-1b の遺伝子発現を示す。インスリン添加 12 時間後で顕著に、F.nucleatum LPS の濃度依存的

に IL-6、TNF-a、IL-1b の遺伝子発現が増加した。インスリンの作用時間の増加とともに、IL-6、 

TNF-a、IL-1b の遺伝子発現が増加した。 

3) 図 3A に DG8-10 細菌投与群の、図 3B に DG13-15 細菌投与群の、H&E 染色像と LY-6B.2 抗体を

用いた免疫組織染色組織像を示す。マウスの胎盤の形態観察では、胎盤の形態は胎盤の形態は各

群間に差は認められなかった。マウスの胎盤における LY-6B.2（好中球）の発現は迷宮層に認め

られ、細菌投与群は GD8-10 投与、GD13-15 投与ともに胎盤の迷宮層の cLY-6B.2 の発現が広い範

囲で認められた。 

図 4A に DG8-10 細菌投与群の、図 4B に DG13-15 細菌投与群の、計測範囲での LY-6B.2 陽性細

胞の個数の比較を示す。LY-6B.2 染色数の分析では、GD8-10 投与群のでは、Fn 投与群と Fn と Pg

投与群で有意に発言が上昇していた。GD13-15 投与群の胎盤では、細菌投与群は、コントロール

群と比較し、有意に LY-6B.2 陽性細胞の個数が上昇していた。 

 
 

 

図;3A DG8-10 細菌投与群の、H&E 染色像と LY-6B.2 抗体を用いた免疫組織染色組織像 

 
図2;BeWo 細胞へ F.nucleatum LPS24 時間刺激後の、インスリン添加によるIL-6.TNF-a、IL-1b の遺伝子発現 



 

 

 

図 4A; GD8-10 細菌投与群における、
計測範囲の LY-6B.2 陽性細胞数 

図 4B; GD13-15 細菌投与群におけ
る、計測範囲のLY-6B.2 陽性細胞数 

図 3B; DG13-15 細菌投与群の、H&E 染色像と LY-6B.2 抗体を用いた免疫組織染色組織像 
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