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研究成果の概要（和文）：歯周炎と早産・低体重児出産の結果との間には相関が認められているが、そのメカニ
ズムは未だ不明である。本研究の目的は、Porphyromonas gingivalis(Pg)感染が出産に与える影響を明らかにす
ることである。ヒトを対象とした研究において、、血清中の抗Pg-IgGサブクラス1の量は切迫早産に関連し、抗
Pg-IgGサブクラス4の量は低体重児出産に関連することが明らかになった。Pgの静脈注射により、妊娠Slc：ICR
マウスに菌血症を誘発することで菌血症モデルマウスを作成した。特に妊娠後期におけるPg感染は、低体重児出
産および胎盤・臍帯における炎症を引き起こすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Growing evidence indicates an association between periodontitis and delivery
 outcome; however, the mechanism is unclear. This study aimed to investigate the influence of 
Porphyromonas gingivalis (Pg) infection on delivery outcome.
In the human study, lower anti‐P. gingivalis IgG‐1 amounts are related to threatened preterm 
birth, while higher anti‐P. gingivalis IgG and IgG‐4 are related with small for gestational age in
 threatened preterm birth. 
A bacteremia model mouse was created by intravenous injection of Pg to pregnant Slc: ICR mice. Pg 
infection during the third trimester caused low birth weight and inflammation in the placenta and 
umbilical cord. 

研究分野：歯周病学分野

キーワード： 歯周病　妊娠
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研究成果の学術的意義や社会的意義
早産・低体重児は新生児の疾病罹患率、死亡率を増加させる有害な病態である。また、胎児発育不全は出生後の
予後が不良となることもあり、周産期死亡率や精神発達遅滞の発症率も高く、成人後も疾病罹患率が高いなど軽
視できない病態である。
本研究はP. gingivalis感染が低出生体重児出産を引き起こすことヒトおよびマウスモデルで示した点が非常に
興味深く、歯周病が早産・低体重児出産に影響を及ぼすメカニズム解明の一助となることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病は早産・低体重児出産にも影響を及ぼすと考えられているが、近年、早産・低体重で生
まれた子は、その後の成長で急激な体重増加がおこり、将来的に耐糖能異常、脂質代謝異常、そ
して糖尿病を発症するリスクが高い１ことが報告されている。すなわち、歯周病の存在は、母胎
に影響し低体重児の出産を引き起こすだけでなく、その子の成長後の糖尿病の発症にも影響を
およぼす可能性があるといえる。 
 胎児は子宮内の羊水中で成長するため、羊水・羊膜への細菌感染は早産や胎児発育不全の  
原因となり得る。歯周病により歯肉から出血が認められる状態では、口腔内の歯周病原細菌は血
流にのり菌血症が生じるが、これら歯周病原細菌がヒトの母体羊水から検出されたとの報告が
ある。また、歯周病による持続的な慢性炎症は、PGE2などの炎症性物質の産生に寄与すること
で出産に影響している可能性がある。 
私たちはこれまでに、東京医科歯科大学大学周産女性診療科を受診中の患者に対して口腔内
の状態と出産結果との関連を調べた。その結果、早産の妊婦から代表的な歯周病原細菌である
Porphyromonus gingivalis が有意に高い頻度で検出されたこと、また歯周病原細菌に対する抗
体のひとつが習慣性流産・血栓症を引き起こす抗リン脂質抗体症候群に類似した症状を引き起
こす可能性を報告した 1。 
 
２．研究の目的 
 歯周病と早産・低体重児出産および母体の歯周病感染が子の生涯の健康に与える影響を検討
する。 
 
３．研究の方法 
（１）TMDU 母子コホート（東京医科歯科大学医学部附属病院に通院中の妊婦とその新生児を対
象としたコホート）被験者のうち、切迫早産の妊婦 47 名、健常な妊婦 48名、計 95名を対象と
した。歯周組織検査として、プロービングポケット深さ（PPD）、クリニカルアタッチメントレベ
ル、プロービング時の歯肉からの出血(BOP)を測定した。 歯周病原細菌量測定として、ペーパー
ポイント法により、被験者の最深の PPD を示す歯周ポケットの４つの部位からプラークを採取
した。また無刺激唾液も同時に採取し、これらをサンプルとして Taqman プローブを用いた
quantitative PCR(qPCR)法により、代表的な歯周病原細菌である Porphyromonau gingivalis の
量を測定した。末梢静脈血を採取し血清分離を行った後、P. gingivalis に対する IgG 抗体価お
よび P. gingivalis に対する IgG 抗体における IgG1-4 のサブクラス量を ELISA 法にて測定し
た。 
（２）マウス（Slc:ICR）を用いた歯周病原細菌感染が母体および仔に与える影響の検討 
Slc：ICR マウスを妊娠 1～18 日目に生理食塩水 100 μLを 1日 1回静脈注射するコントロー
ル群（CO）、P. gingivalis を妊娠 1日目のみ 1.0×108 CFU 静脈注射する群（GD1）、妊娠 15日
目のみ静脈注射する群（GD15）、および妊娠 1日目～18 日目まで毎日静脈注射する群（ED）の 4
群に無作為に分けた。妊娠した母マウスの体重、妊娠期間、および仔の出生体重を記録した。妊
娠 15 日目において、マウスはイソフルラン麻酔下で胎仔数を判定し、妊娠状態を確認した。ま
た、胎仔の体重を評価し、妊娠 17 日目で血漿、胎盤および臍帯を採取した。組織サンプルは-
80 ℃で保存した。 
 インターロイキン（IL）-10、IL-17A、IL-6、IL-4、IL-2、腫瘍壊死因子（TNF）およびインタ
ーフェロン（IFN）-γを含む血漿中のサイトカインレベルを、BD 社のサイトメトリックビーズ
アレイを用いて測定した。また、ELISA 法にて 450 nm での吸光度測定を行い、P. gingivalis に
対する抗体価を測定した。mRNA 発現の解析は qPCR 法（インターカレーター法）にて行った。組
織を粉砕した後、胎盤および臍帯から全 RNA を抽出し、500 ng の RNA で逆転写 PCR を行った。
P. gingivalis の DNA 検出は、胎盤および臍帯から DNA を抽出し、qPCR（TaqMan プローブ法）を
行った。 
臍帯の遺伝子発現の網羅的解析は、Agilent 社の SurePrint G3 Unrestricted Gene Expression 
8×60K Microarray を用いて行った。全 RNA を CO および ED群のマウスの臍帯から抽出し、ラベ
ル化 cRNA を生成した。その後、cRNA をハイブリダイズさせ、蛍光シグナルを検出した。マイク
ロアレイデータは、R ソフトウェアを使用して 75 パーセンタイル正規化および log2 変換を行
った。発現変動遺伝子（DEG）の同定は Limma Bioconductor を用いて行った。統計的有意性は、
Benjamin and Hochberg の誤発見率（FDR）によって評価した。 DEGs は、FDR q <0.05 および
|fold-change| > 2 を満たすものと定義した。 
組織学的評価は、パラフィン切片のヘマトキシリンおよびエオシン（HE）染色にて行った。胎
盤試料を 4 ％パラホルムアルデヒドで 24 時間固定し、パラフィンに包埋した。 続いて厚さ 5 
μmに薄切し、HEで染色した。 定量は、Adobe Photoshop CC 2017 ソフトウェアを用いて、各
サンプル毎に 5ヶ所の切片における海綿状栄養膜細胞の面積を求め、解析を行った。 
データ分布の評価はShapiro-Wilk検定を用いた。2群比較はスチューデントt検定を用いた。
CO 群に対する多群比較にはボンフェローニ補正によるピアソンのカイ 2 乗検定またはダネット
検定に続く一元配置分散分析を使用した。抗 Pg-IgG 抗体価の評価には一元配置分散分析、続い
て複数群比較にはボンフェローニ補正による t 検定を行った。データを分析は SPSS v.22.0 ソ
フトウェアを用いた。統計的有意差は p <0.05 とした。 



 
 
４．研究成果 
（１）切迫早産の妊婦では、血清中の抗 P. gingivalis IgG サブクラス 1の量が健康妊婦と比
較して有意に低値を示した。47 名の切迫早産妊婦のうち、14 名が低体重児出産であった。低体
重児出産であった妊婦では、PPD、CAL、PPD5mm 以上の割合、プラーク中の P. gingivalis の量、
抗 P. gingivalis 抗体価および抗 P. gingivalis IgG サブクラス 4は切迫早産であったが正期
産であった妊婦よりも有意に高値を示した。さらに、多重ロジスティック回帰分析により、プラ
ーク中の P. gingivalis 検出の有無および胎盤重量が切迫早産における低体重児出産と有意に
関連していることが明らかになった。受信者動作特性曲線分析ではプラーク中の P. gingivalis
が、86.45 コピー以上が切迫早産妊婦における低体重児出産の予測ができること（感度：0.786、
特異度：0.727、AUC 0.792）を示した。本研究結果は、参考文献 2に掲載された。 
 
（２）妊娠期間は P. gingivalis 感染の有無に関わらず、全て正期産であった。ED 群および GD15
群の平均出生体重は、CO群よりも有意に低かったが、CO 群と GD1 群の間では、仔マウスの体重
に有意差は認められなかった。妊娠 17 日目における ED 群の胎仔の体重は、CO 群よりも低値を
示した。妊娠マウスの体重および妊娠 17 日目における胎児生存率には有意差は認められなかっ
た。妊娠 17日目における血漿中の IL-10、IL-17A、TNF、INF-γ、IL-6、IL-4 および IL-2 は検
出限界以下となり、P. gingivalisの静脈注射が強い炎症応答を誘発しなかったことを示したが、
血漿中の抗 P. gingivalis IgG 抗体の有意な増加は ED 群および GD1 群で認められた。抗 P. 
gingivalis IgG 抗体は GD1 群と比較して ED 群で劇的に増加したが、TaqMan プローブを用いた
qPCR において胎盤または臍帯のいずれにおいても P. gingivalis は検出されなかった。持続的
な P. gingivalis 感染は、胎盤における TNFαおよび IL-6 の mRNA 発現増加をもたらした。妊
娠 15日目に P. gingivalis を注射した妊娠マウスは、胎盤における IL-6および HIF-1αの mRNA
発現の上昇を示した。GD1 群と CO 群の間の胎盤における TNFα、IL-6、および HIF-1αの mRNA
レベルには有意差な差は認められなかった。臍帯では、P. gingivalis 感染による TNFαおよび
IL-6 の mRNA 発現の増加傾向が認められた。HIF-1αの mRNA 発現は、CO群と比較して ED 群のマ
ウスの臍帯で増加した。P. gingivalis 感染後の臍帯における遺伝子発現解析のため、CO群およ
び ED 群のマウスについて DNA マイクロアレイによる解析を行った。DEGs は存在しなかったが、
|fold-change|> 2 かつ p<0.05 を示した 104 の遺伝子に注目して解析を行った。抽出された遺伝
子のうち、炎症、出産、および胎児の成長に関連するものに焦点を当て qPCR を行ったところ、
ED 群マウスの臍帯における ORM1、MGL2、RPS6KA3、TRIM15 の mRNA の発現上昇が認められた。胎
盤切片の HE 染色においては、ED 群の胎盤の海綿状栄養膜細胞層に顕著な変化が観察されたが、
迷路部と脱落膜には明らかな変化は認められなかった。海綿状栄養膜細胞層中の海綿状栄養膜
細胞の割合は ED 群のマウスでは CO 群と比較して有意に減少した。本研究結果は参考文献 3 に
掲載された。 
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