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研究成果の概要（和文）：常在菌の持続的な定着から、細菌抗原の宿主への侵入、抗体産生、血小板活性との関
係を明らかにすることを目的として検討を行った。本研究結果から、口腔内より多様な常在細菌が検出され、ま
た宿主の血液中に常在菌抗原に対する抗体も検出された。IL-6産生はグラム陽性菌よりも陰性菌の刺激で有意に
高値を示した。これらの結果は、口腔内常在菌の多様性に加え、常在菌の持続的なコロニー形成による生体反応
により、宿主依存的な様々な反応を通じて疾患発症に関与している可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：   The purpose of this study was to elucidate the relationship between the 
invasion of bacterial antigens into the host, antibody production, and platelet activity from the 
persistent establishment of commensal bacteria as one of the factors in the pathogenesis of coronary
 artery disease and autoimmune diseases.
　Various species of oral commensal bacteria were detected, as well as serum antibodies against host
 commensal antigens. IL-6 production was higher upon stimulation by negative bacteria than by 
Gram-positive bacteria. These results suggest that, in addition to the diversity of oral commensal 
bacteria, biological responses due to persistent colonization of commensal bacteria may be 
associated with disease development through a variety of host-dependent responses.

研究分野：微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により口腔内常在菌の多様性と自己の常在菌に対する抗体産生やグラム陰性菌によりIL-6が有意に産生
されることを確認した。冠動脈疾患や自己免疫疾患等の疾患発症における口腔内常在菌との関連性については、
加齢や基礎疾患による免疫機能の低下および歯周病による口腔細菌叢構成異常などの宿主依存的な要因が疾患発
症に大きく関与している可能性がある。口腔内のブラッシングなどにより口腔内環境を整えることは、口腔内常
在菌の質および量などをコントロールでき、口腔内常在菌抗原による細胞の活性化による炎症等に派生して引き
起こされる様々な疾患発症を回避できる可能性があることが示唆された。

※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 
 自己免疫疾患および冠動脈疾患等の様々な疾患発症において細菌感染が原因となる可能性が
示唆されている。例えば、冠動脈疾患ではレンサ球菌をはじめとする歯周病菌を含む口腔内常在
菌の関与が報告されている。このように疾患発症において、病原細菌のみならず、常在菌によっ
ても生体に何らかの影響を及ぼしていることが推測される。 
 ヒトの口腔内は 300〜400 種類の多彩な細菌が歯垢や唾液中、舌などに生息しており、口腔フ
ローラを形成している。口腔は生体と外界との境界線であり、豊富な水分や栄養の存在下で、温
度が安定していること、口腔の解剖学的特性から、様々な酸素分圧状態を構成することができる。
このため、好気性および嫌気性細菌の増殖に適していることから、他の器官に比べて多くの種類
の細菌が存在しているとされる。口腔フローラには特に嫌気性菌が多く定着しており、宿主に対
して齲蝕などの歯周病を引き起こし、病態が生活習慣に影響を及ぼしている可能性が示唆され
ている。さらに、近年では誤嚥性肺炎や冠動脈疾患、関節リウマチ、がんなどの全身疾患に口腔
内常在菌が関連していることが報告されている。 
 しかしながら、臨床では病原微生物や耐性菌の検出が主であり、常在菌の積極的な検索および
菌の同定を行うことは少なく、口腔内常在菌が生体にどのような影響を及ぼしているかについ
ては不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒトに疾患を引き起こさせる原因として推測される口腔内常在菌を検索すると
ともに、健常者における菌種同定およびこれらの菌の持続感染（定着）による疾患発症機序の一
つとして、宿主常在菌の持続的定着から生体内への菌抗原の侵入、抗体産生および血小板との結
合(凝集・活性化等)の関与を解明することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)倫理的配慮 
 本研究は高知大学医学部（承認番号 30-141）および高知学園短期大学研究倫理審査（令和 3年
度承認番号第 7号）にて承認を得た上で研究を行なった。 
 
(2)口腔内常在菌の分離 
8 名のボランティアを対象とし、歯間ブラシで各々の歯垢を採取し、1.5 mLのマイクロチュー
ブに入れた滅菌生理食塩水 500 μLによく懸濁させた後、羊血液寒天培地、チョコレート寒天培
地（ともに日水製薬）およびアネロコロンビア RS血液寒天培地（日本ベクトン・ディッキンソ
ン）にディスポーザブル白金耳を用いて画線塗抹を行い、ヒツジ血液寒天培地およびチョコレー
ト寒天培地は炭酸ガス培養（10％ CO2）、アネロコロンビア RS 血液寒天培地は嫌気培養を行っ
た。それぞれ 35℃で培養を行った。発育した外観の異なるコロニーの分離培養を行い、分離し
た単一コロニーを釣菌し、グラム染色による観察および 16S-rRNA 遺伝子の相同性検索に用いる
ための試料とした。   
 
(3)16S-rDNAの相同性検索による細菌同定 
 分離された各細菌について、16s-rRNA 遺伝子 (約 1500 bp)を含む領域を 8UA (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')および 1485B (5’-TACCGTTACCTTGTTACGAC-3’)のプライマーセット
を用い、PCR 試薬は Blend Taq® -Plus- (TOYOBO)を使用した。PCRは 95℃ 5分の後、95℃ 30
秒、58℃ 30 秒、72℃ 1分を 30サイクル行い、72℃で 10分の条件で行った。PCR productは 1% 
アガロースゲルにて 100V, 30分電気泳動後、エチジウムブロマイドにて染色しトランスイルミ
ネータにて約 1500 bp 付近のバンドを確認した。PCR product をゲルから切り出し FastGene™ 
Gel/PCR Extraction Kit (NIPPON Genetics) にて抽出した。シーケンス反応は、上記と同様の
プライマーを使用し、ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 
kit(Applied Biosystems)を用いて行ない、反応後は FastGene Dye Terminator Removal（NIPPON 
Genetics）にて精製した。精製後のサンプルについて、SeqStudio Genetic Analyzer（Thermo 
Fisher SCIENTIFIC）によりシーケンスを行った。シーケンスデータは、National Center for 
Biotechnology Information (NCBI)が提供する BLASTにて相同性検索を行い各菌名を同定した。 
 
(4)イムノブロットによる常在菌に対する血清中抗体の解析 
 分離された菌を生理食塩水にサスペンド後、ソニケーターにて超音波破砕し、Pyrogallol Red
法（プロテインアッセイラピッドキット ワコーⅡ, 富士フイルム和光純薬株式会社）にてタン
パク濃度を測定し菌溶解液とした。菌溶解液 2 μgを 5 − 12.5％ グラジエントゲルアクリルア
ミドゲル(スーパーセップ™ エース, 富士フイルム和光純薬株式会社）を用いて SDS-PAGE 電気
泳動にて分離後、PVDF メンブレンに転写したのち、細菌抗原を有する同一の被検者血清を一次
抗体、Goat anti human IgG（SouthernBiotech）を 2次抗体としてイムノブロットを行った。イ
ムノブロットは、同一の被検者の試料（口腔内常在菌および血清）の他、異なる被検者の試料で



の解析も行なった。 
(5)菌抗原による血小板凝集の解析 
 3.2%クエン酸ナトリウム加採血管を用いて採血し、200×gで 10分間遠心したのち、上清の一
部を血小板多血漿（platelet-rich plasma; PRP）とした。さらに、残りの血液を 1500×Gで 15
分間遠心した後に乏血小板血漿（platelet-poor plasma; PPP）を採取した。PRPに菌溶解液（2 
μg）を添加し、2分静置したのち、660 nmで PPPを対象として PRPの濁度を測定した。 
 
(6)菌抗原により刺激された細胞から産生される血中 IL-6の測定 
各菌抗原刺激による宿主細胞等からの IL-6産生を確認するため、ヘパリンリチウム採血管に

て静脈血液を採血後、1 mLの全血に被検者の菌溶解液（2 μg）を添加し、37℃で一晩反応させ
た。反応後、試料を遠心分離し血漿を採取した。血漿中に遊離した IL-6を、ELISA プレート（Human 
IL-6 DuoSet ELISA、R&D Systems）を用い、添付書に従い測定した。 
 
(7)統計学的解析方法 
各群の比較には，対応のない一元配置分散分析により有意性を確認したのち，Tukey-Kramer 法

の多重比較法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)分離培養された菌株数および菌種 
口腔内から分離された菌種を表 1に示

す。様々な菌種が検出され、特に口腔内
常在菌として知られる Streptococcus属、
Actinomyces属の他、HACEK groupと称され
る 細 菌 群 （ Haemophilus 属 , 
Aggregatibacter属, Cardiobacterium属, 
Eikenella属および Kingella属）など心内
膜炎に関連する可能性を有する通性嫌気性
菌も認められた。また、日常検査では分離頻
度 の 低 い 菌 （ Parvimonas spp. 
Solobacterium spp. Mogibacterium spp. 
Morococcus spp.およびLeptotrichia spp.
等）も検出された 
 

 
 
(2)イムノブロットによる自己の口腔内常在菌に対する血清中抗体の解析 
 被験者の自己の口腔内常在菌に対して自己の血清でイムノブロットを行った結果を図 1 に示
す。一部の菌に対して低分子から高分子にわたりさまざまな菌抗原に対する抗体が認められた。 
 さらに、自己とは異なる菌抗原に対する血清中抗体を解析した結果、自己で認められた抗体と
異なるサイズのバンドが認められた（図 2）。図 2 Aは自己の菌に対して同一の宿主の血清でイ
ムノブロットを行った結果である。図 2 B は A と同様の菌抗原に対して異なる宿主の血清でイ
ムノブロットを行った結果である。図 2 Bのレーン 2および 3において、図 2 Aに認められな
い 40 kDaおよび 70 kDa前後の菌抗原に対するバンド（図 2B ▲）が認められた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

                    表 1. 口腔内より分離された菌種 
      Bacteria        n             Bacteria          n 

     Gram positive cocci  

   Streptococcus spp. 16 

   Rothia spp.  10 

   Staphylococcus spp. 7 

   Gemella spp.  3 

   Granulicatella spp. 2 

   Parvimonas spp.  1 

   Solobacterium spp. 1 

 

    Gram positive rods 

   Actinomyces spp. 6 

   Schaalia spp.  4 

   Cutibacterium spp. 2 

   Corynebacterium spp. 1 

   Mogibacterium spp.  1 

 

 

Gram negative cocci 

 Neisseria spp.   10 

 Veillonella spp.  2 

 Morococcus spp.   1 

 

Gram positive rods 

 Haemophilus spp.  5 

 Capnocytophaga spp.  4 
 Eikenella spp.   4 

 Aggregatibacter spp. 2 
 Cardiobacterium spp. 2 
 Prevotella spp.  2 

 Campylobacter spp.  1 

 Kingella spp.   1 

 Leptotrichia spp.  1 
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図1. 自己の口腔内常在菌に対する血清中抗体
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図2. 自己の常在菌に対する同一宿主の血清中抗体(A)
および異なる宿主の血清中抗体(B)

A                                                B



(3)常在菌による血小板凝集 
 自己の PRPに同様に自己から分離された口腔内細
菌抗原を添加し血小板凝集の変化を透過度として観
察した。各被検者ごとの細菌抗原添加後の透過度の
全ての平均値と各細菌抗原添加後の透過度の比率を
細菌種（グラム陽性・陰性・桿菌・球菌）ごとに分
けて比較した。H. parainfluenzae、S. sanguinis、
A. aphrophilus、A. johnsonii、Neisseria elongata
において 0.96以下に低下（透過度が上昇）していた
が、菌種間に有意な差は認められなかった（図 3） 
 
 
 
(4)菌抗原により刺激された細胞から産生される血
中 IL-6の比較 
 各細菌抗原の刺激により産生された IL-6 を細菌
種（グラム陽性・陰性・桿菌・球菌）ごとに分けて
比較した（図 4）。解析の結果、グラム陰性菌におい
て、グラム陽性菌よりも有意に高値の IL-6 産生が
観察された。 
 
 
 
ヒトにおける常在菌と疾患発症に関連した研究

は、腸管内や口腔内に常在する細菌分布等に関する
研究が多いが、本研究では、実際に宿主内における
自己の口腔内常在菌と生体内における常在菌に対
する宿主単位内で引き起こされる反応性について
解析した。個々の宿主に定着している常在菌はこれ
までの報告と同様、Streptococcus属、Actinomyces
属、Neisseria属の他、HACEK groupに属する菌が
被検者の多くから分離された。また、Parvimonas 
spp.、Solobacterium spp. 、Mogibacterium spp.、
Morococcus spp.、および Leptotrichia spp.等の日常の検査では分離頻度の少ない菌種も認め
られた。口腔内には多くの偏性嫌気性菌が生息していることから、本研究においても多種の偏性
嫌気性菌が検出されることを予想していたが、実際の検出数は少なかった。細菌の分離培養の際
に偏性嫌気性菌の非選択培地を用いたが、通性嫌気性菌の発育もみられ、かつ発育が早いため、
遅発育である偏性嫌気性菌の分離ができなくなる傾向があった。今後の分離の際には、試料を塗
抹する際に数枚の培地に連続して塗抹することにより偏性嫌気性菌の分離効率を上げるなどの
検討が必要と思われた。 
自己の口腔内から分離された各細菌抗原による自己の細胞刺激により IL-6の産生が認められ

た。特にグラム陰性菌の抗原刺激による IL-6産生は、グラム陽性菌の抗原刺激よりも高い IL-6
産生が観察された。これらの現象は、特定の菌種あるいは宿主のみで引き起こされているもので
はなく、さまざまな菌種と宿主の組み合わせにより IL-6産生を誘発することが示唆された。特
に、IL-6 はマクロファージ細胞表面の Toll 様受容体を介してリポポリサッカライド(LPS)の刺
激を受けることにより産生されることからも、菌種により異なる LPS 量および宿主側の受容体
の違いも関連していることが示唆された。 
菌抗原に対する抗体産生においても知見を得ている。常在菌とはいえ、自己の常在菌に対する

抗体を有することが確認された。Guillain–Barré症候群では Campylobacter jejuni感染により
産生された抗体の交差反応により引き起こされるとされるが、本実験において検出された抗体
が、自己の細菌抗原に対する真の抗体かあるいは交差反応なのかは不明であり、口腔内常在菌が
関連する疾患発症にこれらの抗体が関与しているか否かは今後の検討が必要であると考えられ
た。また、図 2に示すように、菌抗原に対して異なる宿主の血清でイムノブロットを行うと、同
一の菌抗原であっても宿主によって異なる抗体産生が見られた。これらの抗体については、宿主
で共通に認められるものと、宿主によって差があるものが認められ、今後これらの抗体に対応す
る菌抗原の同定も検討したいと考えている。 
冠動脈疾患は血小板凝集との関連性が重視されているが、特に Streptococcus 属の一部の菌

では血小板凝集を引き起こすことが報告されている。本検討では血小板凝集を濁度の低下を血
小板凝集として間接的に観察することを試みた。これまでに S.sanguinis による血小板凝集が
報告されているが、申請者らの結果においても S.sanguinis の抗原添加による PRP の透過度の
低下が認められたが、他の菌と比較して有意な低下ではなかった。今後は、血小板凝集能あるい
は全血凝集能装置などを使用しさらに精密に検討を行う必要がある。また、被検者から分離され
る菌種に比例して採血量も増加するため、被検者への負担軽減も考慮に入れ、微量の血液で血小
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図4. ⼝腔内細菌抗原の刺激によるIL-6の産⽣
GNR:Gram Negative rods,   GNC: Gram Negative cocci
GPR:Gram positive rods,      GPC:Gram positive cocci   
*: p<0.05, **: p<0.01

図3. ⼝腔内常在菌抗原添加によるPRP濁度の変化
GNR:Gram Negative rods,   GNC: Gram Negative cocci
GPR:Gram positive rods,      GPC:Gram positive cocci   
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板凝集能の解析を実施するための工夫も必要である。 
本研究結果から、冠動脈疾患や自己免疫疾患等の疾患発症における口腔内常在菌との関連性

については、加齢や基礎疾患などを含む宿主依存的な要因が疾患発症に関与している可能性が
あることが示唆された。口腔内常在菌の適切なコントロールにより、口腔内常在菌抗原による細
胞の活性化による炎症等に派生して引き起こされる様々な疾患発症を回避できる可能性がある
ものと思われた。 
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