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研究成果の概要（和文）：歯周治療を開始する患者の歯肉縁下プラークおよび歯肉を分析した結
果、歯周ポケットが深いほど嫌気性菌量と炎症性サイトカイン発現量が増加することが明らかと
なった。本研究によって、歯周病患者の初期治療時における歯周病の病態を細菌学的、免疫学的
に複眼的視点から捉えることが可能となった。今後、これらの指標をプロファイリングすること
で､歯周病患者により効果的な歯周治療を提供できるようになると考える。 
 

 
研究成果の概要（英文）：Analyzing the subgingival plaque and the gingival tissues samples, it was 

elucidated that the deeper the periodontal pocket the patient has, the larger the amounts of the 

anaerobic bacteria and the inflammatory cytokines were detected. It is possible to evaluate the 

profiles of the clinical conditions of periodontitis in the initial preparation stage from the views of 

microbiology and immunology. In the future, we will be able to provide the effective treatment for 

the periodontitis patient by profiling the amounts of the anaerobic bacteria and the inflammatory 

cytokines.    
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１．研究開始当初の背景 

 

これまで、歯周炎病巣歯肉中の単核細胞
が産生するサイトカインのプロファイル
に関して様々な研究が行われてきたが、
Th1-Th2 サブセットの役割については今の

ところ一致した見解が得られていない。
Kiyono らは歯周組織より分離した単核球
(GMC)は IL-5, IL-6 mRNA を優位に発現し
ているが、IL-2, IL-4 mRNA 発現は認めら
れず、Th2 優位であることを示している。
それに対して、Taubman らは病変部位より
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得た GMC は spontaneous に IL-2 と IFN-γ

を発現しており、さらに Con A 刺激を加え
ると IL-5, IL-6 mRNA 発現が見られること
から、歯肉病巣中では Th1 サブセット優位
であることを示している。しかしながら、
これらの研究は全て歯周外科処置時に得
られた組織を用いて行われたものであり、
初期治療を行った結果、炎症が消退して、
その程度の違いがとらえられている可能
性が考えられる。従って、歯周病の発症・
進展に果たす Th サブセットの役割につい
ては結論が得られていないのが現状であ
る。 

一方、近年の分子生物学の進歩により、
サイトカインをコードする遺伝子に
genotype が存在し、それにより個人におけ
るサイトカイン産生性が異なることが明
らかにされてきた。従って、歯周病巣局所
におけるサイトカイン産生を介した免疫
調節機構も患者個人の遺伝的素因により
影響されると考えられる。 

また、歯周病巣局所においては、歯周病
原性細菌により惹起された炎症反応の結
果、集積した免疫担当細胞に加えて、歯肉
線維芽細胞などのレジデント細胞も、これ
らの細菌由来物質の刺激を受けて様々な
サイトカイン産生を行うとともに、細胞間
でネットワークが形成されるなど、複雑な
病態を呈している。これまでの研究代表者
を含めた細菌学的検索研究結果から、M. 

timidum, P. gingivalis等の特定の歯肉縁下細
菌が歯周病の発症・進展にキーロールを果
たすことが示唆されており（Mayanagi et al: 

Oral Microbiol Immunol 2004 年）、歯周病巣
局所に誘導される免疫応答の質・大きさは、
そこに存在する細菌叢の違いによっても
影響を受ける可能性があると考えられる。
さらに、その細菌叢が実際何をしているか
を探る、すなわち細菌が代謝して得られる
代謝産物や代謝中間体の中から、歯周病原
性を発揮する要素とその機構を追求する
ことも必要であると考えられる。 

従って、歯周病原性細菌により惹起され
る免疫応答が歯周病の発症・進展に果たす
役割を明らかにするためには、これらの細
菌の存在や生物活性、病巣局所で誘導され
ている免疫応答、さらにそれらの遺伝子
genotype について臨床サンプルの解析を行
い、その結果と臨床病態との関わりについ
て多面的に解析することが必要と考え、本
研究を行なうこととした。 

 

 

２．研究の目的 

 

歯周病の病態は、口腔内の宿主‐細菌イン
ターフェイスにおける細菌叢と病巣局所に

誘導される免疫応答の質・大きさの相互作用
により決定される。さらに患者個人の遺伝的
素因が影響を及ぼすとも考えられている。従
って、歯周病の病態を解明するためにはこれ
らの因子を単独で検討するだけではなく、各
因子の相関性について多面的に検討する必
要があるが、これまでこれら全てを考慮した
研究は行われていない。本研究ではこれらの
因子を全て考慮し、複眼的視点から歯周病の
発症・進展メカニズムの解明を目指し、歯科
臨床に直結・貢献する診断法や治療法へと応
用することを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、歯周治療を開始する患者から
臨床試料（歯肉縁下プラーク、歯肉、末梢血）
を採取し、以下の（１）～（３）を行った。 

（１）細菌学的パラメーターとして、real time 

PCR 法を用いた歯肉縁下プラーク中の特定
の歯周病原性細菌種の定量的検出、ならびに
CE-TOFMS を用いたプラークの代謝活性や
各種酵素活性、菌体成分などの分析、 

（２）免疫学的パラメーターとして RT-real 

time PCR 法を用いた歯周病巣歯肉中のサイ
トカインプロファイルの解析、 

（３）遺伝学的パラメーターとして、
PCR-RFLP 法により（２）で検討したサイト
カインのうち genotypeが存在することが報告
されているものについて種々のサイトカイ
ン遺伝子の genotype を決定した。 

その後、臨床試料より得られた（１）～（３）
の患者個々のパラメーターと、採取部位の臨
床病態の関連性を比較・検討した。 

①歯周病患者からの臨床試料の採取および
臨床病態の評価 

東北大学病院歯周病科を受診し、歯周治療
を開始する患者から規定に従ったインフォ
ームドコンセントを行った後に臨床試料を
得た。歯肉縁下プラークおよび歯肉は、初期
治療のスケーリング・ルートプレーニング時
（TBI、歯肉縁上スケーリング終了後）に、
歯肉縁下プラークは滅菌ペーパーポイント
を用いて、歯肉はポケット底部を掻爬し、採
取した。さらに、このとき個々の患者のＸ線
写真、口腔内マクロ写真、歯周ポケット測定
などの臨床資料を得て、臨床病態の評価も行
った。なお、末梢血については、遺伝子解析
を含むため、東北大学大学院歯学研究科倫理
委員会の承認と患者の理解を得た上で採
取・解析した。 

 

②歯肉縁下プラーク中の歯周病関連性細菌
種の定量的検出と歯周病原性の解明 

歯肉縁下プラークから genomic DNA を抽出
し、特定の歯周病原性細菌に対する特異的プ



 

 

ライマーを用いた real time PCRを行うことで、
各細菌種を定量的に検出した。さらに、
CE-TOFMS によるメタボローム解析を確立
し、細菌およびプラーク全体から得られる代
謝産物及び代謝中間体を網羅的に解析した。 

 

③歯周病巣歯肉中のサイトカインプロファ
イルの解析 

歯肉試料より抽出した mRNAをRT-PCRし
た後、real time PCR により IL-1α、IL-1β、TNF-α

などの炎症性サイトカイン、IL-10 などの抗
炎症性サイトカイン及び IL-4、IL-12、IFN-γ

などの調節性サイトカインの mRNA 発現を
定量的に検出した。  

 

④サイトカイン遺伝子 genotype の解析 

患者の末梢血単核球画分より抽出した
genomic DNA を用いて、PCR-RFLP 法により
種々のサイトカイン遺伝子の genotypeを決定
した。 

 

⑤臨床パラメーターとの関連性の検討 

クラスター分析あるいは多変量解析を用
いて、採取部位の歯周病の病態（歯周ポケッ
ト深さ、歯槽骨吸収の程度など）と細菌学的、
免疫学的、遺伝学的パラメーターとの関連性
を多面的に検討した。 

 

 
４．研究成果 
 
東北大学病院歯周病科を受診し、歯周治療

を開始する患者からインフォームドコンセ
ントを得た後、臨床資料（Ｘ線写真、口腔内
マクロ写真、歯周ポケット測定）および研究
試料（歯肉縁下プラーク、歯肉、末梢血）の
収集を行った。 

歯肉縁下プラークからgenomic DNAを抽出
し、歯周病原性細菌特異的なプライマーを用
いたreal time PCRを行い、歯周病関連性細菌
種の定量的に検出した結果、歯周炎患者の歯
肉縁下プラークからは、P. gingivalisなどの種
々の嫌気性菌が検出された。さらに、
CE-TOFMSを用いた細菌およびプラーク全体
から得られる代謝産物及び代謝中間体を網
羅的に評価するメタボローム解析を確立し
た。この解析法は、今後、歯周病原性を発揮
する要素とその機構を追求する際に有用で
あると考えられる。 

また、歯肉試料から抽出したmRNAを
RT-PCRした後、real time PCR法により、炎症
性サイトカイン（IL-1α、 IL-1β、TNF-αなど
）、抗炎症性サイトカイン（IL-10など）及び
調節性サイトカイン（IL-4、 IL-12、 IFN-γ

など）のmRNA発現を定量的に検出し、歯周
病巣歯肉中のサイトカインプロファイルの
定量解析を行った。その結果、炎症性サイト

カイン（IL-1α、IL-1β）の検出率が高く、調
節性サイトカイン（IL-4、IFN-γ）の検出率が
低い傾向がみられた。 

さらに、臨床病態の主な指標の１つである
歯周ポケット深さとの関連性の検討を行な
ったところ、歯周ポケットが深くなるにつれ
て嫌気性菌の量と炎症性サイトカインの発
現量が増加することが明らかとなった。 

本研究により、歯周病患者の初期治療時に
おける歯周病の病態を細菌学的、免疫学的に
複眼的視点から捉えることが可能となった。
今後、歯周病有病者のスクリーニング、歯周
治療前後の状態を比較することによる治療
効果の判定などに本手法を活用し、日常臨床
にフィードバックすることが可能となると
考える。 
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