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研究成果の概要（和文）：ラットの歯肉および損傷歯肉にLPS処置を行ったが、炎症は歯肉に留まり歯周炎を誘
発することができなかった。次に、ラット歯髄を人工的に除去し、歯周病菌Pgを歯髄内に移植する処置を行った
結果、根尖部の慢性歯周炎を誘発することが可能となった。しかし、歯冠の保護を行う封剤の脱落により、歯髄
が暴露されたため、根尖部の炎症がPGに由来するか否かを判断することはできなかった。さらに、封剤の種類を
変更する実験を継続したが、長期の装着が持続可能な封剤を確定するまでには至らず、本研究期間は終了した。
適切な封剤によりPg以外の細菌流入が阻止できれば、目的とするPg単独による慢性歯周炎が誘発される可能性は
非常に高い。

研究成果の概要（英文）：In this study, as a result of LPS treatment for normal and damaged rat 
gingiva, inflammation remained in the gingiva and did not progress to periodontitis similar to human
 periodontal disease. Thus, we have removed rat pulp artificially, and transplanted periodontal 
pathogen, Pg within dental pulp by applying filler to the dental crown to create an animal model for
 periodontal disease. This time, we could not determine a suitable filler for dental crown 
sustaining for a long time. However, it is probable that a rodent model for periodontal disease 
caused by Pg may be established, if the influx of bacteria other than Pg could be blocked by the 
suitable filler for dental crown. 

研究分野：実験動物学

キーワード： 糖尿病性歯周病　糖尿病　歯周病　ラット　マウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の齧歯類における歯周病および糖尿病性歯周病モデルでは、ヒトの歯周病による炎症は再現されていないと
いう問題点がある。今回、ラットの歯肉および歯根膜の炎症に対するバリア機能は非常に強く、歯肉の炎症は歯
周組織に拡散しないことが明らかになった。一方、歯髄のバリア機能は非常に弱く、歯髄炎を誘発すると容易に
歯周炎が惹起されることが明らかとなった。今後、歯周病の原因菌であるPg菌のみを歯髄内に移植するととも
に、Pg菌以外の口腔内細菌の流入を阻止できれば、真の歯周病および糖尿病性歯周病モデルの確立が可能とな
り、その社会的意義は非常に大きいと考えられる。

※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 

ヒトの糖尿病患者では歯周病の発症率が高いことが臨床研究から示唆されている。しかし、

糖尿病性歯周病の基礎研究は少なく、高血糖と歯周病の因果関係あるいは本病態の発生機序を

明確に説明できる研究はほとんどない。その主たる要因は、糖尿病性歯周病の病態を十分に反

映した実験系が存在しないことであり、早急にモデル動物を用いて、糖尿が歯周病に関与する

直接的な証拠を得る必要性がある。また、齧歯類を用いた糖尿病モデル動物では高血糖の持続

により齲蝕が必発し、齲蝕由来の炎症が歯根部周囲に拡散することにより、歯周病と誤って診

断されている可能性が高いこと、さらに糖尿病齧歯類では歯周病は自然発症しないことを我々

は明らかにしている。 
 

２．研究の目的 

従来の研究では、齧歯類における糖尿病性歯周病およびその前提条件となる非糖尿病下の歯

周病の発現自体が、ヒトと比べると著しく軽度であり、ヒトの病態を十分に反映していないと

いう問題点がある。そこで、本研究の第１の目的は歯根部周囲における炎症(歯周炎)を確実に

誘発する歯周病モデルを先ず糖尿を発症しない状態で発現させることが重要な点である。さら

に、次の段階として、非糖尿下で誘発された歯周炎を、糖尿状態で悪化させ、高血糖が歯周病

の増悪に直接関与していることを証明し、糖尿病性歯周病の発生機序を解明することである。 
 

３．研究の方法 

(１)LPS 投与による歯肉および歯周炎モデルの検討 1 

安定した歯肉炎および歯周炎を惹起するモデル動物を作製するにあたり、最も報告の多い歯

肉に対する起炎物質である LPS を用いた。今回、歯肉炎・歯周炎を誘発する LPS 濃度を検索す

る目的で、７週齢の雌 F344/NSlc ラットの左側下顎の第 1臼歯-第 2臼歯間の頬側歯肉溝に 3濃

度の LPS(E.ColiO111:B49, L2630, Sigma-Aldrich, US)(低用量群:1.7 µg/µL, 中用量群:5 

µg/µL, 高用量群:10 µg/µL)を週 3回の頻度で、イソフルラン吸入麻酔下で直接滴下した。対照

として右側下顎の同臼歯間の頬側歯肉溝に同容量の PBS を滴下した。LPS 投与 2週および 4週

後に、動物をイソフルラン麻酔下で腹大動脈より放血安楽死させ、上下顎を摘出し、歯肉の歯

周病変を肉眼的に観察後、直ちに 10%中性緩衝ホルマリン溶液に浸漬した。固定標本を脱灰後

に約 5mm の厚さに細切し、エタノール系列で脱水、パラフィンで包埋後、大型滑走式ミクロト

ームを用いて約 4μmの厚さの組織切片を作製した。薄切された切片を定法に従って HE染色を

施し、光学顕微鏡下で手術部位の歯肉炎および歯周炎の状態を比較観察した。 

 

(2)LPS 投与による歯肉および歯周炎モデルの検討 2 

７週齢の雌 F344/NSlc ラットを用い、実験(1)の操作に加え、歯肉上皮または歯根膜を剥離し

た部位にプロテアーゼ（2.25 U/µL, S.griseus:Type XIV, P5147, Sigma-Aldrich, 
USA）と混合した LPS（10 µg/µL）を滴下する方法を試みた。また、処置部位を医療用瞬間接
着剤（アロンアルファ A「三共」、東亞合成株式会社、富山）で被覆・固化することにより LPS

を滞留させる方法も併せて検討した。LPS 投与 4週後に、動物を安楽死させ、(1)と同様の方法

により標本作製後、手術部位の歯肉炎および歯周炎の状態を比較観察した。 

 

（3）歯髄への Pg菌移植による歯周炎モデルの検討 1 

実験(1)および(2)の LPS 処置では、齧歯類の歯周病モデルの既報告と同様に、炎症が歯肉か

ら歯周組織へ伝播する反応は検出されず、本実験条件で歯周病モデルを作製することは非常に

困難であることが明らかとなった。そこで、歯周病を発症させる口腔病原体の 1つであり、歯

周炎を誘発する可能性が高い Porphyromonas gingivalis（Pg 菌）を直接、臼歯歯髄を通して歯



周組織に播種し、炎症を歯周組織に伝播することによって、本研究の目的と合致

した歯周病モデルを作製することができるのではないかと考えた。Pg 菌の播種

については宮内（広島大学歯学部口腔顔面病理病態学）らがマウスで確立した方

法 (Furusho H., Miyauchi M. et al. J Gastroenterol, 2013)を今回のラット

の実験に採用した（図１）。本研究では、9匹の７週齢の雌 F344/NSlc ラットを

用い、非糖尿病下で安定した歯周炎を誘発させるための条件検討を行った。それ

ぞれ左右下顎の第 1臼歯の歯髄をスチールバーで露出させ、歯根部歯髄の神経を

リーマで除去した。その後、左側臼歯には Pg 菌液 (108 infectious units/µL)

を浸み込ませた脱脂綿を、右側臼歯には溶媒のみを浸み込ませた脱脂綿を挿入し

て直ちに水硬性仮封材（キャビトン EX）で処置部位を被覆・固化させた。手術後 

4, 6, 8 週時にそれぞれ 3匹ずつ剖検し、前述と同様に手術部位の歯肉炎および 

歯周炎の状態を比較観察した。 

 

（4）歯髄への Pg菌移植による歯周炎モデルの検討 2 

6 匹の７週齢の雌 F344/NSlc ラットを用い、実験(3）より軽度の歯周炎を誘発するためリー

マでの神経除去を行わず、以後、同様の Pg菌液 および溶媒をそれぞれ歯髄内に移植した実験

を行った。さらに、仮封剤の脱落防止のため、実験（3）より硬度が高い仮封剤（フリージノー

ル）を用いて処置部位を被覆・固化させた。術後 2および 4週時にそれぞれ 3匹ずつ剖検し、

前述と同様に手術部位の歯肉炎および歯周炎の状態を比較観察した。 

 

4．研究成果 

 

（1）LPS 投与による歯肉および歯周炎モデルの検討 1 

肉眼的に、下顎の一部の顎堤粘膜に糜爛が認められたが、第 1臼歯－第 2臼歯間で異常所見

は１例も見られなかった。組織学的には、低用量群、中用量群および高用量群の LPS 処置を行

った下顎第 1臼歯－第 2臼歯間で、いずれも歯肉上皮の一部に炎症巣(+)が確認されたが、各用

量間に差は無く、また LPS 群と溶媒群間で炎症反応の差は認められなかった(表 1)。従って、

本研究より、正常ラットの歯肉内では軽度の炎症が発現しているが、歯肉溝に直接 LPS を処置

する方法では、歯周炎を増強できないことが明らかになった。 

 

表 1 下顎第 1臼歯－第 2臼歯間における炎症の発現 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）LPS 投与による歯周炎モデルの検討 2 

組織学的に、歯肉上皮剥離および歯肉上皮剥離+被覆処置後の LPS 投与により、第 1臼歯－第

2臼歯間で、炎症巣が拡がる例(++)がみられ、LPS 投与群で炎症がやや増強する傾向を示した

(図 2および表 2)。しかし、いずれの群においても、炎症が歯肉下の歯周組織に拡散する例は

無く、歯肉への LPS 処置による方法で、歯根部周囲の炎症を誘発する可能性は非常に低いと考

えられた。 

 

 

- : 炎症なし 
± : 歯肉上皮の一部に
軽微な炎症 
+ : 歯肉上皮の一部に
炎症巣  
++ : 歯肉上皮の大部分
に炎症巣 

図 1 

LPS (+) LPS (-) LPS (+) LPS (-) LPS (+) LPS (-)
Incidence 4 (100%) 3 (75%) 3 (100%) 2 (67%) 3 (100%) 3 (100%)

Gingivitis Grade - 0 1 (25%) 0 1 (33%) 0 0
Grade ± 1 (25%) 0 0 0 0 1 (33%)
Grade + 3 (75%) 3 (75%) 3 (100%) 2 (67%) 3 (100%) 2 (67%)
Grade ++ 0 0 0 0 0 0

0.75 0.75 1.00 0.67 1.00 0.67Mean Score

H群 ( LPS : 10 µg/µL )
n

Group L群 ( LPS : 1.7 µg/µL ) M群 ( LPS : 5.0 µg/µL )
3 34



図 2 下顎第 1臼歯－第 2臼歯間の組織像 

 

表 2 下顎第 1臼歯－第 2臼歯間における炎症の発現 

  

 

 

 

 

 

 

 

（3）歯髄内への Pg 菌移植による歯周炎モデルの検討 1 

実験(1)および実験(2)の結果より、LPS の投与で、歯肉から歯周組織へ伝播する炎症を惹起

することは困難であることが明らかとなった。そこで、歯周病を発症させる口腔病原体の 1つ

である Porphyromonas gingivalis（Pg 菌）を人工的に歯髄内へ播種することで、歯根部周囲に

おける炎症を誘発させることを試みた。歯髄除去による Pg 菌の移植実験では、術後 4, 6 およ

び 8週後に、全ての個体の臼歯歯根部で高度の炎症、すなわち歯髄炎･根尖性歯周炎・辺縁性歯

周炎が誘発された(図 3および表 3)。しかし、全ての術後の臼歯歯冠において仮封剤が脱落す

るとともに、Pg 菌処置群と溶媒処置群間における歯根部の炎症に差は認められなかった。本実

験の結果より、歯髄除去を行い、歯冠の封剤が脱落すると、炎症が歯根部にまで急速に達する

ことは明らかであった。本病態の進行は、我々が以前明らかにした糖尿病動物の齲蝕による歯

冠の崩壊に伴う根尖性歯周炎のプロセスと全く同一であり、歯冠が崩壊すると必

然的に根尖部で膿瘍形成による炎症が惹起されることがあらためて確認された。

本炎症は齲蝕菌を初めとする口腔内細菌による歯髄および根尖部への感染が主原

因である可能性が高い。しかし、本研究の目的は根尖部での Pg菌単独による炎

症の惹起であり、歯周病モデルの作製には Pg 菌以外の日和見感染を抑制するこ

とが極めて重要であると考えられた。 

 

 

 

- : 炎症なし 
± : 歯肉上皮の一部に
軽微な炎症 
+ : 歯肉上皮の一部に
炎症巣 
++ : 歯肉上皮の大部分
に炎症巣 

上段：溶媒処置部位（右側下顎）  

下段：LPS 処置部位（左側下顎）  

HE 染色 

A,D,E：歯肉上皮の一部に炎症巣 

B,F：歯肉上皮の大部分に炎症巣 
 

図 3 

LPS (+) LPS (-) LPS (+) LPS (-) LPS (+) LPS (-)

Incidence 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 1 (50%) 2 (67%) 3 (100%)

Gingivitis Grade - 0 0 0 1 (50%) 1 (33%) 0

Grade ± 0 0 0 0 0 1 (33%)

Grade + 2 (67%) 3 (100%) 2 (100%) 1 (50%) 1 (33%) 2 (67%)

Grade ++ 1 (33%) 0 0 0 1 (33%) 0

1.33 1.00 1.00 0.50 1.00 0.67Mean Score

Group 歯肉上皮剥離群 歯根膜剥離群 剥離+被覆群

n 3 2 3



表 3 下顎第 1臼歯－第 2臼歯間における炎症の発現 

 

 

 

 

 

 

 

（4）歯髄内への Pg 菌移植による歯周炎モデルの検討 2 

実験(3)の結果を受け、歯周炎を軽度化するためにリーマでの歯髄除去を行わない方法に加

え、Pg菌以外の感染を抑制する仮封剤の脱落防止のため、前回より硬度の高い仮封剤（フリー

ジノール）を処置する追加実験を行った。その結果、術後 2週に炎症は、歯根内に留まってい

たが（図 4上部）、術後 4週にはいずれも根尖部に好中球の集簇に

よる根尖性歯周炎さらに辺縁性歯周炎へ進行していた(図 4下部）。

しかし、炎症の程度は Pg菌処置と溶媒処置群で差が認められなかっ

た（表 4）。さらに、実験(3)と同様に、術後 2週および 4週では全

ての個体で新しい仮封剤は脱落していることも判明した。本実験の

結果より、歯髄除去を行わない条件では、歯冠から歯根部までの炎

症の伝播は歯髄除去条件より遅延することが明らかになった。しか

し、いずれにしても仮封剤が脱落すると、歯髄への炎症は、必ず歯

牙の根尖部まで到達する結果となった。 

表 4 下顎第 1臼歯－第 2臼歯間における炎症の発現 

 

 

 

 

 

実験(3)および実験(4)の結果より、仮封剤の脱落を阻止し、歯冠からの細菌感染を抑制するこ

とができれば、本研究の第１目的である PG菌由来の炎症が誘発される可能性は高い。本研究計

画を遂行するためには、歯冠の封剤による Pg 菌処置部位の完全な保護が必須であり、現在も新

規の素材であるプラスチックレジンによる封剤の選定を検討中である。口腔内細菌による感染

を阻止する条件が確定すれば、齧歯類による歯周炎モデルの作製は可能となり、さらにこの動

物に糖尿を負荷することで本来の齧歯類における糖尿病性歯周病モデルの作製が実現すると考

えられる。 

図 4 

Grade Pg (+) Pg (-) Pg (+) Pg (-)
Pulpitis - 0 0 0 0

+ 1 (33%) 1 (33%) 0 0
++ 2 (67%) 2 (67%) 3 (100%) 3 (100%)

Apical periodontitis - 2 (67%) 3 (100%) 0 0
+ 1 (33%) 0 2 (67%) 0
++ 0 0 1 (33%) 3 (100%)

Marginal periodontitis - 0 1 (33%) 0 0
+ 3 (100%) 2 (67%) 3 (100%) 3 (100%)

with caries 3 (100%) 2 (67%) 3 (100%) 3 (100%)
with gingivitis 0 0 3 (100%) 3 (100%)

Gingivitis - 0 1 (33%) 0 0
+ 3 (100%) 2 (67%) 0 0
++ 0 0 3 (100%) 3 (100%)

After treatment 2W 4W
n 3 3

Grade
Pulpitis - 炎症なし

+ 根尖に至らない歯髄炎
++ 根尖に至る歯髄炎

Apical periodontitis - 炎症なし
+ 根尖孔付近に限局した炎症
++ 根尖孔から根尖部周囲に拡がる炎症

Marginal periodontitis - 炎症なし
+ 炎症あり

with caries 齲蝕と連続する辺縁性歯周炎
with gingivitis 歯肉の炎症と連続する辺縁性歯周炎

Gingivitis - 炎症なし
+ 上皮内のみの炎症
++ 粘膜下に及ぶ炎症

Grade
Pulpitis - 炎症なし

+ 根尖に至らない歯髄炎
++ 根尖に至る歯髄炎

Apical periodontitis - 炎症なし
 + 根尖孔付近に限局した炎症

++ 根尖孔から根尖部周囲に拡がる炎症

Marginal periodontitis - 炎症なし
+ 炎症あり

with caries 齲蝕と連続する辺縁性歯周炎
with gingivitis 歯肉の炎症と連続する辺縁性歯周炎

Gingivitis - 炎症なし
+ 上皮内のみの炎症
++ 粘膜下に及ぶ炎症

Grade Pg (+) Pg (-) Pg (+) Pg (-) Pg (+) Pg (-)
Pulpitis - 0 0 0 0 0 0

+ 0 0 1 (33%) 0 0 0
++ 2 (100%) 2 (100%) 2 (67%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%)

Apical periodontitis - 0 0 1 (33%) 0 0 0
+ 2 (100%) 0 1 (33%) 1 (33%) 2 (67%) 0
++ 0 2 (100%) 1 (33%) 2 (67%) 1 (33%) 3 (100%)

Marginal periodontitis - 0 0 0 0 0 0
+ 2 (100%) 2 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%)

with caries 2 (100%) 1 (50%) 3 (100%) 0 3 (100%) 3 (100%)
with gingivitis 2 (100%) 1 (50%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%)

Gingivitis - 0 0 0 0 0 0
+ 0 1 (50%) 0 0 0 0
++ 2 (100%) 1 (50%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%)

After treatment 4W 6W
3n 2

8W
3
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