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研究成果の概要（和文）：妊婦を対象とした研究からは、歯周病が切迫早産妊婦の糖代謝異常のリスク因子であ
ることは示せなかったが、絨毛膜に存在するF. nucleatum、P. intermedia、T. forsythia が糖代謝異常と関連
する可能性を示唆した。in vitro研究により、BeWo細胞（胎盤由来細胞）において、F. nucleatum LPSが炎症性
物質の発現を上昇させ、インスリン抵抗性を誘導する可能性を示した。マウスを用いたin vivo研究により、歯
周病原細菌の投与は胎盤での炎症性物質の上昇やアポトーシスを引き起こし、それが妊娠出産に影響する可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was not indicated that periodontal disease is a risk factor for abnormal 
glucose tolerance in threatened premature labor. However, the presence of F. nucleatum, P. 
intermedia, and T. forsythia in chorionic tissues in women with TPL may be involved in abnormal 
glucose tolerance. In vitro study, it was shown that F. nucleatum LPS may increase the expression of
 inflammatory substances and induce insulin resistance in BeWo cells (placenta-derived cells). In 
vivo sutudy, it was suggested that apoptosis induced by periodontal pathogens in placenta might 
cause abnormal pregnant outcomes.

研究分野：歯周病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果より、歯周病原細菌が妊娠期における糖代謝異常と関連し、そのメカニズムとして胎盤で歯周病原細
菌が炎症反応を引き起こすとともにインスリン抵抗性に関与する可能性が示唆された。このことは、歯周病と妊
娠性糖尿病の関連に関する研究分野において、重要な知見となり得る。我々の研究結果により、胎盤に存在する
歯周病原細菌が妊娠期における糖代謝異常のリスク因子となる可能性が示唆された。このことは、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、という新しいアプローチを提供できると思われ、社
会的にも有用な情報である。

※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 

歯周病は、いくつかの産科疾患と関連することが報告されているが、その１つに妊娠性糖尿病

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。妊娠性糖尿病は、妊

娠期で生じるインスリン抵抗性に対し、膵臓でのインスリンの分泌の亢進が不十分である場合

に起こるとされている。一方、妊娠性糖尿病の発症には、炎症反応系が関与する可能性も示唆さ

れている。妊娠性糖尿病の胎盤は正常妊婦と比較しインスリン抵抗性が亢進していたことが報

告され(Jansson,N et.al. J Clin. Endocrinol.Metab 2013; 105-13)、そのインスリン抵抗性の亢進は、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た(Wedekind L et.al. J 

Diabetes Complications. 2016;1393-400)。加えて 2016 年に Feng H らは、妊娠性糖尿病妊婦の胎盤の

TLR(toll like receptor)4-Myd88-NF-kB 経路の活性化が、インスリン抵抗性の亢進や母親での

高血糖と関連していること、そこにはインスリン受容体からのシグナル伝達の阻害が関連する

と報告した(Feng H et.al. Plos ONE 2016;e0157185)。 

 歯周病と妊娠性糖尿病の関係性については、妊娠性糖尿病と歯周組織の状態に有意な相関が認

められたこと (Chokwiriyachit A et.al. J Periodontol 2013;857-862.)、妊娠性糖尿病妊婦は歯周病原細

菌の検出率や歯肉溝浸出液中の炎症性物質が高かったことが報告されているが(Gogeneni H et.al. 

J Clin Periodontol. 2015: 506-12., Özçaka Ö et.al. Arch Oral Biol. 2016: 87-91.)、関連性は無いとの報

告もある(Bullon P et al. J Periodontol, 2014; e1-8)。2016 年のメタアナライシスでは、現段階では

本分野に関する研究が少なく、歯周病と妊娠性糖尿病の有意な関連があるとはいえないとされ、

さらなる研究の必要性が提言された(Esteves Lima RP et.al. J Periodontol. 2016:48-57)。日本におい

ては、本分野での報告はない。加えて現在までの報告からは、歯周病が妊娠性糖尿病に関連する

メカニズムも未だ明らかにされていない。 

２．研究の目的 

本研究は妊娠性糖尿病におけるインスリン抵抗性の亢進への歯周病の関わりを明らかにするこ

とを目的としている。そこで我々は、本研究の目的を達成するために、「日本での歯周病と妊娠

性糖尿病の関連の調査」と「胎盤でのインスリン抵抗性の亢進への歯周病原細菌の関与に関する

解析」を、(1)臨床サンプル、(2)in vitro、および(3)動物モデルを用いて行うこととした。 

３．研究の方法 

(1)人を対象とした研究 

本研究は鹿児島大学医学部・歯学部附属病院臨床研究倫理委員会の承認（Ｈ２０−１８）、鹿児

島市立病院倫理委員会の承認（平成 20 年度 9号）のもと行われた。 

被験者は15 名の正常妊娠妊婦、14 名の切迫早産で糖代謝異常の妊婦（TPL/糖代謝異常）、16 

名の切迫早産で糖代謝正常の妊婦（TPL/糖代謝正常）とした。全ての妊婦にplaque index 

(PlI)、gingival index (GI)、clinical attachment level (CAL)、 probing pocket depth 

(PPD)、bleeding on probing (BOP) の測定を行った。PPD4㎜以上とCAL3㎜以上の部位が同部位

に2カ所以上認められたら歯周炎とした。BOPが認められたら歯肉炎とした。歯周炎や歯肉炎と

診断されない場合は、健康歯肉とした。被験者から採取した唾液、歯肉縁下プラーク、絨毛膜

組織のPorphyromonas gingivalis（P. gingivalis ）、Fusobacterium nucleatum（F. 

nucleatum ）、Prevotella intermedia（P. intermedia）、Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans 、Treponema denticola、Tannerella forsythia（T. forsythia ）の

検出はPCR 法で行った。 

(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。  

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、Cleaved Caspase-3 (Asp175) (5A1E) Rabbit mAb（希釈率 1:800）、Rabbit 

IgG、 polyclonal - Isotype Control（希釈率 1:400）を用い、シンプルステインマウス MAX-

PO(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。 

(3)in vitro 研究 

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、 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。 

細胞は、Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail、 EDTA-free 

(100X)を添加した RIPA bufferを用いて回収した。Western blot 法にて、1 次抗体は

rabbit anti-IRS-1 抗体 (1:1000希釈)、 rabbit anti-Phospho-IRS-1 抗体 (1:1000希釈)、 

rabbit Akt 抗体 (1:2000 希釈)rabbit anti-Phospho-Akt 抗体 (1:2000 希釈)、 rabbit 

anti-b actin 抗体(1:1000 希釈)、2次抗体は Anti-rabbit IgG、 HRP-linked 抗体(1:50000

希釈)を用いて分析した。. 

４．研究成果 

(1)妊婦を対象とした研究により、歯周病が切迫早産妊婦の糖代謝異常のリスク因子であるこ

とは示せなかったが、絨毛膜に存在するF. nucleatum、P. intermedia 、T. forsythia が糖

代謝異常と関連する可能性を示唆した。 

被験者は正常妊娠の15人の女性（正常妊娠群）と30人のTPL女性（TPL群）とした。表1に、臨

床的、全身的状況の比較を示す。TPL女性の14人の女性は耐糖能異常と診断され（TPL/糖代謝異

常）、TPL女性の16人は耐糖能異常や他の産科疾患を認めなかった（TPL/糖代謝正常）。TPL/糖代

謝異常群のBMIはTPL/糖代謝正常群のBMIよりも有意に高かった。TPL/糖代謝異常の女性のうち

11人の血糖値はインスリン注射で、3人は食事療法でコントロールされた。 TPL/糖代謝異常群お

よびTPL/糖代謝正常群の出産時の新生児体重と妊娠週数は正常妊娠群よりも有意に小さかった。 

PBとLBWの数は、14人のTPL/糖代謝異常群でそれぞれ9人と7人、16人のTPL/糖代謝正常群で14人

と12人であった。 TPL/糖代謝異常群の1人が、巨大児（新生児の体重が4000g以上）を出産した。  



表 2 に口腔内状態の比較を示す。 TPL/糖代謝異常群および TPL/糖代謝正常群の歯周パラメー

ター（PPD 平均、CAL平均、PlI 平均、GI 平均、PPDが 4㎜以上の割合の平均、CAL が３㎜以上の

割合の平均、BOP の平均）は、正常妊娠妊婦群よりも有意に高かった。TPL/糖代謝異常群と TPL/

糖代謝正常群女性の歯周炎患者の比率はそれぞれ 6/14 と 4/16 であった。 正常妊娠妊婦は歯周

炎と診断された人はいなかった。 TPL/糖代謝異常群と TPL/糖代謝正常群の間で歯周パラメータ

ーに有意差は認めなかった。 

表3に、口腔内サンプルでの歯周病原細菌検出の

比較を示す。歯周病原細菌は、TPL/糖代謝異常群、

TPL/糖代謝正常群、正常妊娠妊婦群のいくつかの口

腔内サンプルで検出され、唾液のP.intermediaの

検出率で3群間に有意差をみとめた。 

絨毛組織は14人のTPL/糖代謝異常女性、

16人のTPL/糖代謝正常群女性、および15人

の正常妊娠妊婦から採取した。 絨毛組織

における歯周病原菌の検出率を表４に示

す。F.nucleatum、P.intermedia、およびT. 

forsythiaは、14人のTPL/糖代謝異常群の

3つの絨毛組織で検出された。 TPL/糖代

謝正常群でP.gingivalisまたは 

F.nucleatum が検出された絨毛組織の比

率はそれぞれ2/16だった。正常妊娠妊婦

の絨毛組織では歯周病原菌は検出されなかった。 歯周病原菌が検出された絨毛組織の比率は、

TPL/糖代謝異常群で6/14、T PL/糖代謝正常群で3/16だった。 P.intermediaとT.forsythiaの検

出率、および歯周病原菌が検出された絨毛組織の比率には、3つのグループ間で有意差を認めた。 

表５に、歯周組織で歯周病原菌が検出された9人の女性の臨床状態を示す。P.intermedia、

F.nucleatum、およびT.forsythiaが絨毛組織で検出された。TPL/糖代謝異常群の1人は、巨大児

を出産した。 

(2)in vitro における研究により、BeWo 細胞（胎盤由来細胞）において、F.nucleatum LPSが炎

症性物質の発現を上昇させ、インスリン抵抗性を誘導する可能性を示した。 

図１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、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。 

Table2. Comparison of clinical and anthropometric parameters
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図 2 に BeWo 細胞へ FnLPS24時間刺激後の、インスリン添加による pIRS、tIRS、pAKT、tAKT の

発現を示す。FnLPSの濃度依存的に、ｐIRS、tIRS、ｐAKT、tAKT の減少が認められた。 

 

(3)マウスを用いた in vivo 研究により、歯周病原細菌の投与は胎盤での炎症性物質の上昇やア

ポトーシスを引き起こし、それが妊娠出産に影響する可能性が示唆された。 

① 歯周病原細菌マウスの胎盤形態観察結果 

歯周病原細菌を投与したマウスとしていないマウスについて、各群間に差は認められなかった。 

② マウスの Cleaved caspase-3（アポトーシス）発現観察結果 

Cleaved caspase-3の発現は海面栄養芽層に認められ、細菌投与群は GD8-10投与、GD13-15投

与ともに胎盤の海面栄養芽層の cleaved caspase-3の発現が広い範囲で認められた。 

 

本研究結果より、歯周病原細菌が妊娠期における糖代謝異常と関連し、そのメカニズムとして、

胎盤で歯周病原細菌が炎症反応を引き起こすとともにインスリン抵抗性に関与する可能性が示

唆された。このことは、歯周病と妊娠性糖尿病の関連に関する研究分野において、重要な知見と

なり得る。我々の研究結果により、胎盤に存在する歯周病原細菌が糖代謝異常のリスク因子と

なる可能性が示唆された。このことは、口腔内環境の改善が妊娠性糖尿病の発症・悪化の低減に

つながる、という新しいアプローチを提供できると思われ、社会的にも有用な情報である。 

 

図 1 BeWo 細胞へ FnLPS24 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２ BeWo 細胞へ FnLPS24 時間刺激後の、インスリン添加

による pIRS,tIRS,pAKT,tAKT の発現 
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