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研究成果の概要（和文）：歯の喪失原因である歯周炎は、30-40歳で増加することが知られている。しかし、加
齢変化が歯周炎の発症に直接関与するか否かについて統一見解が得られていない。我々は同一飼育環境下にある
サルを対象として、加齢と歯周炎の重症度との間に優位な相関が認められることを明らかにした。つづいて、マ
ウス口腔内に歯周病原細菌を塗布し、歯周組織破壊を生じる系を用いて若齢と高齢マウスにおける組織破壊につ
いて歯を支える骨の3次元的解析を行い、高齢マウスでは若齢マウスに比べ細菌感染により優位に歯槽骨吸収を
生じることを明らかにした。現在、若齢マウスと接合された老齢個体で組織破壊が軽減されるか検討中である。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis, the leading cause of tooth loss, is known to increase between
 the ages of 30-40 years. However, no consensus has been reached on whether age-related changes are 
directly related to the development of periodontitis. We found a predominant correlation between 
aging and the severity of periodontitis in monkeys kept in the same rearing environment. We then 
applied periodontopathogenic bacteria to the oral cavity of mice to induce periodontal tissue 
destruction, and performed a three-dimensional analysis of the bone supporting the teeth in young 
and aged mice. The results showed that alveolar bone resorption occurs predominantly in aged mice 
compared to young mice due to bacterial infection. We are currently examining whether the tissue 
destruction is reduced in the old mice joined to the young mice.

研究分野： 歯周病学

キーワード： カニクイザル　歯周炎　パラビオシス　老齢マウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢に伴う変化として、体の機能維持や修復・再生に関与する幹細胞が減少またはその機能を失うことが報告さ
れた。疫学研究によって重症歯周炎は、一定の年齢を境に増加するという報告があるが、加齢変化と歯周病との
関係についてコンセンサスは得られていない。本研究は、サルならびに老齢マウスをもちいて老齢群でより高い
歯周組織破壊が生じることを明らかにした。現在、若齢マウスとの接合により加齢マウスで生じる歯周組織破壊
が軽減されるか否か検討しており、今後幹細胞との関係を明らかにすることで歯周炎の新たな予防法の開発のた
めの基礎となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

歯周炎は細菌感染と生体応答により発症し、継続的な炎症と歯周組織の破壊を特徴とする疾
患である。歯周炎は歯の喪失の主因であり、咀嚼・消化機能の低下だけでなく、糖尿病や心臓血
管疾患など全身疾患と関連し、健康寿命を短縮させる。これまで、歯周炎の診断には歯周ポケッ
ト深さ、動揺度、レントゲンによる歯槽骨吸収が用いられてきた。しなしながら、これらの臨床
指標は、歯周炎による付着ならびに歯周組織破壊の結果であり、簡便かつ非侵襲的な歯周炎の早
期診断法の確立が求められている。最近では、ゲノム研究が進み、遺伝子感受性などの歯周病リ
スク因子を検出することが可能になった。健康寿命の延伸は健康日本 21（第二次）の中心課題
であり、超高齢社会を迎えた我が国において、国民病とも言える歯周炎の予防は急務である。超
高齢社会の進展に伴い歯科治療の難度やリスクが増加することが予測される。このため、健常者
では一次予防として歯周病の発症を未然に防ぎ、また歯周病患者においては二次予防として歯
周病の再発と重症化を防ぐため歯周炎発症に関わる生体変化を検出可能にする診断法の確立が
望まれる。 

エクソソームは各種細胞から恒常的あるいは各種激に応じて産生される脂質二重膜で覆われ
た膜小胞で、核酸、タンパク質、脂質を含包する。分泌されたエクソソームを他の細胞が取り込
むことで分泌細胞と受容細胞間の情報交換に機能することが明らかになった。申請者は、これま
でにエクソソームの機能に関する研究を行い、エクソソームが標的細胞に取り込まれ遺伝子発
現や細胞分化を調節することを報告した。このことは、エクソソームが、生体内において細胞―
細胞間および細胞―細胞外環境との情報交換を担っている可能性がある。さらに、エクソソーム
は脂質二重膜で覆われ生体内の酵素などから内容物が保護されており安定的に回収することが
可能であるため、サンプリングが容易である。このような背景から、エクソソームは「診断のた
めの理想的なツール」として近年注目され、エクソソームを用いたがんの診断に関する研究が報
告されている。しかしながら、これまでの報告は、従来の検査法の代替でしかなく、疾患が発症
する前の生体の変化を検出するものではない。 

霊長類センターは、ポリオ生ワクチン検定用サルの国内安定供給を目的に設立された国立研
究開発法人施設で、サル類の大規模繁殖コロニーを有し、高品質のサル類の繁殖とそれらを用い
た医科学研究を行う我が国唯一の施設である（http://tprc.nibiohn.go.jp/index.html）。最近、コ
ロニー内に歯周炎を発症するサルが存在することが明らかになった。コロニー内のサルは、飼育
環境と遺伝的背景が明らかであることから、本研究の目的や、口腔内細菌の垂直・水平感染経路
や発症機序を究明するためにも世界的にも大変貴重なフィールドである。以上より、申請者は、
サルの大模研究より歯周炎に関連する候補 miR をエクソソーム中の microRNAs 解析により
検出し、細菌に対する生体応答の微細な変化と関連するか否かを明らかにすることで、歯周炎の
発症前診断が可能になるのではないかと考えた。 
２．研究の目的 

本研究の目的は、サル類の大規模繁殖コロニーの歯周炎を発症したサルとそうでないサルを
比較検討し、歯周炎発症を予測可能にする候補分子を模索し、歯周炎の発症前診断法を確立する
ことである。歯周炎の診断に関しては、細菌関連因子や炎症に伴う生体由来の代謝産物のプロフ
ァイリングにより歯周炎活動度を予測する分子が同定された。しかしながら、歯周炎発症を予測
可能にする分子は見つかっていない。 

エクソソームは、あらゆる細胞から分泌される脂質二重膜に覆われた小胞であり、これまで
に血液、唾液、尿、母乳、精液中にその存在が明らかになっている。また、内部にタンパク質、
核酸などを含み、他の細胞に取り込まれることで細胞間情報伝達や新たな機能発現を担うこと
が報告された。エクソソームは細胞より恒常的に分泌される。また、細胞外部からの刺激により
エクソソームの内容物が変化することが知られている。既に、この様なエクソソームの特徴を活
かしたがんの診断への応用に向けた研究が行われている。。生体において細胞は恒常的にエクソ
ソームを介した情報交換を行っており、細胞外からの刺激時によりエクソソームの内容物を変
化させるため唾液由来エクソソーム中には口腔内環境の変化とこれに対する生体応答を反映す
る分子を含むと考えられる。そこで本研究では歯周炎の原因である細菌や炎症関連分子を検出
するのではなく、唾液由来エクソソーム中の miR に注目し、歯周炎の発症とその慢性化におけ
る生体の微細変化を検出し、これを診断に応用しようと言う独自の発想に基づく。また、歯周炎
は多因子性疾患であり、細菌、環境、宿主等の因子がその発症と進展に関わる。そのため、ヒト
を対象とした研究では、ヒト臨床サンプルを用いて行われる miR 発現解析では、宿主、細菌、
食餌、投薬などによる非関連因子の発現変動により微細変化はマスクされてしまう。そこで本研
究では、飼育環境と遺伝的背景が明らかな霊長類センターのサルに対して口腔内の全頭検査
（1600 頭）を行い、歯周炎発症群と健常群のエクソソーム中の microRNA（miR）の発現比較
から歯周炎関連 miR（PAmiR）の同定を試みる。本研究では、飼育環境と遺伝的背景が明らか
なサルとエクソソーム由来 miR 解析を組み合せることで歯周病発症を予測可能にする生体変化
を検出することが可能になると考えている。加えて、サルの口腔全頭検査では、歯周炎罹患率、
口腔細菌の感染時期と経路の調査を同時に行う計画であるため歯周炎発症の機序について新た



な知見が得られる可能性があり、本研究の成果
は歯周病学分野の発展に寄与することが期待
される。 
３．研究の方法 
（１）本研究では、飼育環境と遺伝的背景が明
らかな霊長類センターのサル全頭（５〜31.5
歳）に対して 2年毎に行われる健康診断に合わ
せて口腔内検査（口腔内写真、Plaque Index 
(PlI),Gingival Index (GI), Periodontal 
Index (PI), 歯周ポケット深さ, 診査時出血
の有無） を行い、歯周炎罹患率、口腔粘膜の
パップテストと定量 PCR 法によりサル口腔内
細菌を検出し、親子関係や飼育環境データと照
合し、口腔細菌の感染時期と感染経路を検討す
る。 
（２）口腔検査によりサルを歯周病群と健常
群を分け、抹消血または唾液よりエクソソー
ムを回収し、RNA を単離し、miR アレイ解析と
定量的 PCR 法による発現解析で歯周炎に関連
する候補 miR を選定する。 
（３）ヒト健常者群、歯肉炎患者群、歯周炎患
者群より超遠心法を用いて唾液または末梢血
由 
来エクソソームを採取、RNA を単離し、（２）
で選定された候補 miR を定量 PCR 法で検出可
能であるか否かと歯周炎発症との関連につい
て検討する。 
４．研究成果 
本研究では、歯周炎の発症前の生体変化を

検出可能な新たな診断方法の確立を目指し、申請期間においてはまず同一環境、同一飼料で飼育
されているカニクイザルにおける（１）年齢と歯周炎重症度の関連を明らかにすること、（２）
歯周炎罹患サルにおける病原細菌の特定ならびに分離菌株の病原因子、伝播経路を明らかにす
ることを目的とした。 
（１）被験個体数が同一飼育環境にあるサルを、Young 群（5-9 歳）、Middle 群（10-19 歳）、Old
群（20-32 歳）の３群に分け、Plaque Index (PlI), Gingival Index (GI), Probing pocket 
depth (PPD), Bleeding on probing (BOP)を検査した。細菌検査は、口腔内より歯垢を採取し、
Porphyromonas macacae (P. macacae)に対する PCR 検査を行った。初年度調査では年齢別飼育
個体数に偏りがでたため、各群における統計学的解析に必要な個体数を確保し、各群における被
験個体数を調整した。サルの口腔内特徴は、う蝕の個体が少なく、加齢に伴い多量の歯垢、歯石
の付着が認められる。高齢個体では、歯肉に発赤と主張、著しい咬耗が認められる。一方、歯肉
退縮も進行しているために深い歯周ポケットを有する個体は少ない。 
① PlI の結果は、加齢に伴いプラーク付着量の増加を認めた。 
② GI の結果、加齢に伴い辺縁歯肉の炎症が多く認められた。 
③ PPD の結果、加齢に伴い深い歯周ポケットを有する個体が多く認められた。 
④ BOP の結果、加齢に伴い歯肉の炎症が多く認められた。 
以上の結果より、施設内サルを年齢階級別に分け、歯周組織検査を行うと加齢と歯周病の重症化
との関連が認められた。 
（２）カニクイザルの歯周病原細菌と考えられる
Porphyromonas macacae (P. macacae)の歯周炎罹
患状況について検討すると、検出率（PCR 検査陽性
個体数/被験個体数）は、Young 群、Middle 群で約
40％で、Old 群では 100％であった。Porphyromonas 
macacae (P. macacae)は、ラット実験的歯周炎モ
デルを用いたマイクロ CT 解析において明らかな
歯槽骨吸収が認められ、サルにおける歯周病原細
菌である可能性が示された。歯垢細菌を BHI 血液
寒天培地と Porphyromonas 選択培地である KVLB
培地を用いて分離し、総菌数に対する黒色色素産
生嫌気性桿菌（BPAR）の割合を算出した。歯垢細菌の総菌数は、全群で同程度であった。BPAR は、
Young 群に比して Old 群では５倍高値を示した。 
（３）サルを歯周組織の炎症状態でグループ分けし、歯周炎発症に伴う変化を抹消血エキソソー
ムを用いて網羅的に解析することを予定したが、新型コロナウイルス感染による移動制限等の
ため当初の予定を変更し高齢マウスを用いた小動物実験を計画した。計画変更後は、老齢マウス



（72週齢）と若齢マウス（8週齢）において歯周
病関連細菌塗布により惹起された歯周炎による
骨破壊の程度をマイクロ CTを用いて比較検討し
た。細菌塗布をしないコントロール群について、
老齢マウスは若齢マススと比較し高い歯槽骨吸
収を示すこと、P.g 菌塗布による歯槽骨吸収は、
老齢マウスでは、若齢に比べ P.g 菌塗布により
誘発される歯槽骨吸収が統計学的に優位におお
きかった。 
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