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研究成果の概要（和文）：歯周病原細菌 P. gingivalis および T. forsythia に対する病理組織標

本中の局在を検索するのに有効なモノクローナル抗体を作成した。免疫染色法で病的歯肉およ

びアテローム動脈硬化症の標本から歯周病原細菌の局在を確認した。また、スリランカのバー

ジャー病患者の口腔および、罹患血管検体から PCR法を用いて歯周病原細菌の検出を行った。

口腔に近接したリンパ節パラフィン切片標本における歯周病原細菌の存在を、頭頸部癌患者の

標本を用いて検出し、明らかにした。これらの歯周病原細菌が、歯肉組織中に侵入し、リンパ

節を経由して、血管局所に転移すると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：The monoclonal antibodies effective for the detection of P. gingivalis 
and T. forsythia localized in tissue specimens were prepared. Periodontal pathogen was 
detected in diseased gingival tissue and atherosclerosis sample by immunohistochemistry. 
Oral and vascular samples of Buerger disease patients in Sri Lanka were detected 
periodontal pathogens by polymerase chain reaction method. The existence of periodontal 
pathogens in formalin-fixed and paraffin embedded lymph nodes proximal to oral cavity 
was examined from patients with histories of head and neck cancer. These bacteria invaded 
in gingival tissues might translocate peripheral arteries via lymph nodes. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、歯周病と血管系疾患との関わ

りが歯学および医学の両分野で注目され

るようになってきた。重度な歯周疾患にお

いては歯周ポケット内に健常者の 100 倍以

上もの細菌が存在し、歯周ポケット内に、
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加してくる。これらの歯周病原細菌と宿主と

の関係により、様々なサイトカインが放出さ

れ歯周組織局所の炎症に関わるとともに、同

時にこれらのサイトカインによって血管系

疾患が引き起こされる可能性が考えられる。

また、これらの細菌が血管局所に運ばれ、血

管炎などの炎症反応を引き起こし、さらに血

栓の形成に関わる可能性がある。血管系疾患

には、動脈硬化症、動脈瘤、静脈瘤、バージ

ャー病など様々なタイプがあり、歯周病原細

菌の関与についてそれぞれのタイプごとに

明らかにする必要があるであろう。 
（２）バージャー病に関しては、日本では衛

生状態の向上とともに典型的な症例が減少

してきている。ところが、他のアジア諸国に

おいていまだ高い罹患率を示しており、より

若年で典型的な症例が多く認められる。これ

を精査することは、歯周病原細菌のバージャ

ー病への関与のメカニズム解明に有効であ

るとともに、日本のみならずアジア全体の

QOL の貢献に役立つと考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、種々の血管系疾患罹患部

位において、歯周病原細菌 DNA の存在を確

認し、無染色病理標本に対し歯周病原細菌に

対する抗体を用いて免疫染色を行い、罹患血

管内のそれぞれの歯周病原細菌の局在を明

らかにする。 
（２）バージャー病に関与する歯周病原細菌

に関しては、スリランカからの若い典型的な

バージャー病患者口腔内の歯周組織の状態

を調べ、唾液および手術時の血管サンプルを

採取、細菌を検出し日本の検体と比較検討す

る。 
 
３．研究の方法 
（１） スリランカにおけるバージャー病

患者の歯周病検査および口腔サンプル（唾

液）の採取。血管サンプルの採取、現地での

検体からの DNA 抽出（病理標本作成） 

スリランカにおけるバージャー病患者は、

同国のペラデニア大学医学部附属病院外科

に来院した 30～35 歳までの典型的なバージ

ャー病の症状を有する 20名を選ぶ。 

バージャー病の確定診断としては、塩野谷

の基準（喫煙歴、50 歳以前の発症ただし今回

は 30～35 歳以前の発症、膝下動脈以下の閉

塞、上肢動脈閉塞か逍遥性静脈炎、喫煙以外

の粥状硬化リスクファクターの欠如）に合致

していることで血管造影および動脈拍動の

減弱,足関節-上腕血圧比（ABI）によって確

認する。患者は同国の血管外科医である研究

協力者の Channa Ratnatunga 教授によるバー

ジャー病の確定診断を受ける。患者は、外科

手術前に口腔内診査および唾液を採取する。 

バージャー病と診断された患者は、研究協

力者の歯科医 Galketiya Rohan Sirisena お

よび Ruwnpura Pradeep により口腔内診査（歯

周病臨床検査）および唾液サンプルの採取を

行う。口腔診査の後、患者はバージャー病の

手術を受け罹患血管の検体を採取する。罹患

血管において、免疫染色用の病理標本を現地

で依頼する。 

採取した唾液および血管のサンプルは、－

80℃の超低温庫に保存し、サンプル中の歯周

病原細菌 DNA の抽出は Ruwnpura Pradeep が

DNA抽出キットを用いて行う。 

以上の処理をスリランカで行い標本およ

び抽出した DNA を日本に輸送する。 

（２） 日本における口腔（唾液）および血

管疾患罹患部位からのサンプルの採取 

日本における血管疾患患者について、歯科

受診を行って、口腔内診査および、唾液サン

プルを採取し、後日外科手術時において疾患

部位から、罹患血管サンプルを採取する。サ

ンプルの採取後、梅田および大学院生が口腔

内サンプル、動脈壁、血栓から細菌 DNAを抽

出する。 

動脈疾患病変の臨床的評価は、以前より保

有している血管エコーなどの無侵襲機器お

よび血管撮影を施行して、病変の進展度を客

観的に評価する。さらに、動脈疾患病変にお

ける無染病理標本作成を依頼し、モノクロー

ナル抗体による歯周病原細菌に対する免疫

染色用の試料とする。 

さらに、バージャー病の病変試料を含む血

管疾患の試料について、研究協力者としてバ

ージャー病研究所岩井武尚所長からも提供

を受け唾液および血管疾患の試料を集める。 

（３） 検体からの歯周病原細菌の検出、病

理標本における、歯周病原細菌局在の証明 

スリランカおよび日本の種々の血管疾患

から採取したサンプルについて、目的とする

細菌の 16SrRNA遺伝子の特異的な部分を標的

とした PCR法を用いて検体中に歯周病原細菌

遺伝子の存在を確認する。種々の血管疾患ご

とに、口腔サンプルと、血管サンプルからの

歯周病原細菌の検出の有無について調べ、ど

の血管疾患罹患部位からの歯周病原細菌 DNA

の検出と口腔からの検出の相関が高いか比

較する。さらに、採取したサンプルの細菌培

養も試みる。 

血管サンプルから歯周病原細菌 DNAが検出さ

れた罹患血管については、歯周病原細菌に対

する免疫染色を行って、血管組織中の細菌の



局在を検索する。 

P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, 
P. intermediaのそれぞれに対するモノクロ

ーナル抗体を用いて、血管病理標本から歯周

病原細菌の局在を明らかにする。バックグラ

ウンドの調整等細かな条件設定を行い、検出

の精度を上げる。動脈病変部位から PCR法に

よって歯周病原細菌が検出されたものにつ

いては、同時に採取した病理標本において免

疫染色による歯周病原細菌の検索を行うが、

コントロールとして PCR法によって検出され

なかった標本についても免疫染色を行って

比較する。 

 

４．研究成果 

（１）平成 21 年度においては、血管疾患罹

患部位において従来歯周病原細菌が血管サ

ンプルから PCR 法によって検出された 49 検

体のパラフィン切片標本を用いて歯周病原

細菌のうち Porphyromonas gingivalis およ

び Tannerella forsythia の局在をそれぞれ

のモノクローナル抗体を用いた免疫染色法

によって調べた。病理組織標本中でその局在

が明らかになったのは、アテローム性動脈硬

化症 1例のみであったが、動脈硬化病変内の

形質細胞に取り込まれた P. gingivalis が明

らかに検出された。一方、新鮮な動脈標本を

用いた場合は、6例中 P. gingivalisが 2例、

T. forsythiaが 3例検出されたことから、標

本作製の過程におけるサンプルの劣化が疑

われた。処理による劣化によって細菌の検出

が困難となった可能性があるが、血管病変中

の局在の一端を示した意義は大きいと考え

られる。スリランカからのバージャー病のサ

ンプルに関しては、11例を調べたが、そのう

ち血管病変から P. gingivalisが検出された

ものは 1 例、T. forsythiaが検出されたもの

は 1例と日本でのサンプルより検出率が低い

結果になった。また、日本人のバージャー病

患者のほとんどから検出された Treponema 

denticola は検出されなかった。同時に送ら

れた唾液サンプルからはそれぞれ 6例ずつ検

出されていたことから唾液サンプルに比べ

菌数が少ないと考えられる血管病変サンプ

ルでは、輸送中の劣化がより強く影響したか

もしれない。 

（２）平成22年度においては、口腔から末梢

血管へ歯周病原細菌が運ばれても、量的にご

くわずかであることから、途中経路として考

えられる、頭頸部のリンパ節において歯周病

原細菌の検出を検討した。66名の顎顔面部腫

瘍患者66名において頭頸部リンパ節からリア

ルタイムPCR法を用いて歯周病原細菌5菌種の

検出を行った。顎下およびオトガイ下リンパ

節サンプルのうちP. gingivalisが18%、T. 
forsythia およびP. intermediaがそれぞれ8

％検出された。それぞれの歯周病原細菌の検

出と、癌のステータス、抗癌療法、性別との

間に有意な相関は認められなかった。このこ

とから歯周病原細菌のリンパ節への移動は、

癌のステータス、抗癌療法の違い、性別と関

係なく起こったと考えられる。 これらの研

究によって歯周病原細菌の血管への移動経路

の解明の一端が明らかになった。 

（３）平成 23年度においては、P. gingivalis 

および T. forsythia に特異的でヒト細胞組

織内における局在を明らかにできるモノク

ローナル抗体を用いて、まず、入口の歯周病

巣組織における局在の解析を免疫染色を用

いて行った。歯周病原細菌に対するモノクロ

ーナル抗体だけでは歯肉の病的上皮組織の

表面に局在するのか、病的歯肉上皮の細胞組

織内部に存在するのか明らかに区別するこ

とができなかった。そのため、ケラチノサイ

トに対するモノクローナル抗体も同時に使

用して免疫二重染色を行って、P. gingivalis 
などの歯周病原細菌が歯肉上皮細胞だけで

なく、歯肉上皮細胞内部にも存在することを

識別できた。これらの所見は、歯周病患者 50

名以上の歯周外科時に採取した病的歯肉組

織を検体として用い、検索することで見出し

た。歯周病原細菌が形質細胞などに取り込ま

れている像は見出すことができなかった。 

今回の研究を通じて、これらの歯周病原細菌

が、歯肉組織中に侵入し、リンパ節を経由し

て、血管局所に転移すると考えられた。 
（４）今回得られた研究成果としては、培養

の困難な T. forsythia に対する病的組織の

局在を明らかにすることのできるモノクロ

ーナル抗体を作成することができたことで

ある。これを用い、体の様々な部分における

この菌の局在を明らかにすることができ、こ

の菌の血管疾患に対する影響を明らかにす

る研究が進むことであろう。一方、 T. 
denticola および A. actinomycetemcomitans 
に対するモノクローナル抗体の作成も精力

的に行ったが、感度、もしくは特異性の点で

実用に至るものは作成できなかった。したが

って、2 菌種において歯周病原細菌の局在を

調べることになった。 

また、口腔、リンパ節、末梢血管での歯周病

原細菌を検出および、免疫染色によって局在

を調べることによって、口腔から末梢へのこ

れらの細菌の転移経路の一端が明らかにな

った。 
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