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研究成果の概要（和文）：歯周病は、口腔癌の発症因子のひとつと考えられているが、両者の直接的な関連は明
らかではない。そこで本研究では、口腔癌患者に特有の歯周病原菌を同定し、それらの発癌への影響を実験的に
証明することを目的とした。
口腔癌群では、対照群と比較して歯周病が進行していた。また、PCRと16S rRNA菌叢解析による口腔内細菌叢の
可視化から、口腔粘膜疾患群に特有の菌種を複数同定した。さらに、口腔癌群に特有の菌種が産生する内毒素
が、マウス舌粘膜の過角化を促進した。
上記の結果から、特定の歯周病原菌の存在とそれらの菌叢における存在比率の変化が、口腔癌を含む口腔粘膜疾
患発症の一因となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：【Background and aim】 Periodontal disease is considered one factor in 
developing oral cancer, but the direct relationship between the two is not elucidated. Therefore, 
this study aimed to identify periodontal pathogens specific to oral cancer patients and to prove 
their influence on carcinogenesis experimentally.
【Results】 Periodontal disease was more advanced in the oral cancer patients group than in the 
control group. Visualization of the oral bacterial flora by endpoint PCR and 16S rRNA sequencing 
identified several bacterial species specific to the oral mucosal disease group. Furthermore, 
endotoxin produced by the pathogen specific to the oral cancer group promoted hyperkeratosis of the 
tongue mucosa of mice.
【Conclusion】 These results suggest that the presence of specific periodontal pathogens and changes
 in the proportion of these pathogens in the oral flora may contribute to the development of oral 
mucosal diseases, including oral cancer.

研究分野： 細胞生物学、微生物学

キーワード： 歯周病原菌　口腔癌　口腔潜在的悪性疾患　16S rRNA菌叢解析　次世代シーケンサー　Porphyromonas g
ingivalis　Filifactor alocis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果の学術的意義は、口腔粘膜疾患を有する患者に特有の口腔内細菌を明らかにした点にある。この知
見により、特定の細菌が口腔粘膜疾患の発症と進展に関与する可能性が示唆された。今後、各菌種の詳細な役割
に焦点を当てた研究が進み、歯学の進歩に貢献できると考えられる。
本研究の成果の社会的意義は、歯科医療従事者による定期的なオーラルケアが、口腔癌の予防に繋がる可能性を
導き出した点にある。口腔内環境を健康に保つことは、口腔内細菌の存在量を減らし、口腔癌を含む口腔粘膜疾
患罹患のリスクを低減することに繋がると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 口腔扁平上皮癌（OSCC）は、口腔内に発生する癌腫の中で最も多い組織型であり、全体の 90%
以上を占める。OSCC 患者数は世界的に増加傾向にあり、生活習慣、口腔内衛生環境、慢性機械
刺激、ストレスなど様々な病因が挙げられている。 
 歯周病は、世界で最も罹患率が高い慢性炎症性疾患のひとつである。近年、Helicobacter 
pylori と胃癌の関連を代表として、病原菌の感染による慢性炎症が特定の癌腫の発癌リスクを
高めることが広く知られるようになった。 
歯周病による炎症因子や歯周病原菌が産生する毒素に常に暴露される OSCC にとって、歯周病

は発癌因子のひとつであると考えられているが、歯周病と OSCC の直接的な関連は明らかにされ
ていない。 
これらの背景から、本研究は、上記関連の解明により、歯周病原菌の感染が OSCC 発症に及ぼ

す影響への理解を深めることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
(１)口腔粘膜疾患患者の口腔内に存在する特徴的な歯周病原菌を同定すること。 
(２)同定された歯周病原菌が口腔粘膜疾患発症に及ぼす影響を実験的に証明すること。 
 
３．研究の方法 
(１)口腔粘膜疾患のない患者（コントロール群）112 名、口腔潜在的悪性疾患患者（OPMD 群）36
名、口腔扁平上皮癌患者（OSCC 群）104 名、計 252 名を対象として、歯周組織検査（検査項目：
残存歯数、歯肉溝の深さ（PD）、歯肉溝検査時の出血の有無（BOP））と舌細菌数検査を行い、得
られた結果を統計的に解析した。 
(２)上記 252 名の患者の口腔含嗽液から抽出した DNA を鋳型として、う蝕原因菌 1 種、歯周病
原菌 6種を対象とした endpoint PCRを行い、得られた結果を統計的に解析した。 
(３)各群から 20サンプルずつ選択した DNA、計 60サンプルを対象に 16S rRNA菌叢解析を行い、
得られた結果を統計的に解析した。 
(４)マウス舌癌発症モデルを用いて、Porphyromonas gingivalis（P.gingivalis）の内毒素が口
腔粘膜疾患発症に及ぼす影響を観察した。 
 
４．研究成果 
(１)3 群間で歯周病の重症度に差があるかどうかを調べるため、歯周組織検査と舌細菌数検査か
ら得られた臨床パラメータを統計的に解析した。結果を表 1に示す。OPMD 群と OSCC 群の残存歯
数は、コントロール群と比べて有意に低かった。反対に、OPMD 群と OSCC 群の BOP は、コントロ
ール群と比べて有意に高かった。さら
に、OSCC 群の舌細菌数は、他の 2群と
比べて有意に多かった。OSCC群の舌細
菌数の中央値は、コントロール群の約
1.9倍であり、舌表面だけでなく、腫
瘍組織を含む口腔粘膜全体に多数の
細菌が付着していることが予想され
た。これらの結果から、口腔粘膜疾患
患者の口腔内では、口腔粘膜疾患のな
い患者の口腔内と比較して歯周病が
進行していることが明らかになった。 
 
(２)特定の歯周病原菌が、口腔粘膜疾

患患者の歯周病を増悪させている可能性があると考えた。そこで、3群間で代表的な歯周病原菌

の検出率に差があるかどうかを調べるため、患者の口腔含嗽液から抽出したDNAを鋳型として、

う蝕原因菌1種、歯周病原菌6種を対象としたendpoint PCRを行い、得られた結果を統計的に解析

した。PCRに用いた7種類の口腔内細菌とその結果を表2に示す。カイ二乗検定の結果、Prevote-
lla intermedia（P.intermedia）以外の細菌の検出率に有意差を認めた。残差分析の結果、OSC

C群におけるP.gingivalis、Aggregatibacter actinomycetemcomitans（A.actinomycetemcomit-
ans）、Treponema denticola（T.denticola）の検出率は、各期待値よりも有意に高かった。これ

表 1
臨床項目と検査結果一覧

項目 コントロール群 OPMD群 OSCC群 p値1

患者数 112 36 104 -
年齢 (年)
範囲 25 - 82 18 - 83 30 - 93 -
平均 (標準偏差) 57.9 (14.6) 63.8 (14.5) 66.1 (13.4)

性別 (%)
男性 54 (48.2) 16 (44.4) 64 (61.5) ▲ *
女性 58 (51.8) 20 (55.6) 40 (38.5) ▽

残存歯数2 28 25†† 24.5†† -
PD (mm)3 2.73 2.91 3.27 -
BOP (%)4 4.80 21.98†† 26.84†† -
舌細菌数 (cfu/ml)5 0.98×107 1.34×107 1.86×107††, # -
1 *p<0.05, 3群間におけるカイ2乗検定.
▲p<0.05, 有意に高い, ▽p<0.05, 有意に低い,残差分析.

2, 3, 4, 5 中央値.
††p<0.01, コントロール群を対照としたマン・ホイットニーのU検定. 
#p<0.05, OPMD群を対照としたマン・ホイットニーのU検定. p値はボンフェローニ法により補正.



までに、P.gingivalisとT.denticola
は、マウス体内でOSCC細胞の遊走、浸

潤、腫瘍形成を促進することが報告さ

れている[1]。また、Inabaらは、P.g-
ingivalisのジンジパインプロテアー

ゼがproMMP9を活性化することによ

り、OSCC細胞株の浸潤を促進すること

を報告している[2]。一方、OSCC群に

おけるStreptococcus mutans、Fuso-
bacterium nucleatum（F.nucleatum）、
Tannerella forsythia（T.forsythia）
の検出率は、各期待値よりも有意に低

かった。F.nucleatumは、大腸癌との

関連と同様、OSCCの発症および進展と

の関連が高いとされている歯周病原菌のひとつである[3-8]。また、OSCCステージ4患者の口腔洗

浄液から抽出したDNAからTannerella属菌が検出されたことから、T.forsythiaとOSCC進展の関

連が示唆されている[3]。本研究と先行研究の間の結果の一致・不一致は、検体の種類、人種、

民族的背景、患者のライフスタイルなどの違いによると考えられるが、検証にはさらなる研究が

必要である。これらの結果から、OSCC群では、特定の歯周病原菌を保有する患者の割合がコント

ロール群よりも高いことが明らかになった。 

 

(３)特定の細菌の有無のみを判定するPCRとは異なるアプローチ方法として、3群間の口腔内細

菌叢を比較するため、16S rRNA菌叢解析を実施した。解析にあたり、各グループから20サンプル

を抽出した。まず、各群の口腔内細菌

叢におけるα多様性（あるひとつの環

境に存在する種の多様性）と、3群間

のβ多様性（環境間における種多様性

の相違度）を比較した。α多様性に関

しては、3群間で有意な差は認められ

なかった（図1A）。一方、β多様性に関

しては、PERMANOVA検定により、Weig-

hted UniFrac distancesとUnweight-

ed UniFrac distancesの両方で3群間

に有意な差が認められた（Weighted 

UniFrac p=0.004, R2=7.5%; Unweig-

hted UniFrac p=0.004, R2=6.2%）（図

1B）。これらの結果から、各群の口腔

内細菌叢を構成する菌種数に差はな

いが、菌叢を構成する菌種とそれらの

存在量に差があることが示唆された。 

次に、口腔内細菌叢の違いに寄与する

菌種を調べるため、各 2 群間において相対的存在量（細菌叢全体に対してある菌種が存在する割

合）に有意な差が認められる菌属・種を列挙した（表 3）。コントロール群と OSCC 群の比較では、

Prevotella buccae と P.intermedia がコントロール群よりも OSCC 群で高い相対的存在量を示

し、Actinomyces orisが低い相対的存在量を示した。興味深い点として、PCRの結果からは、3

群間の P.intermedia の検出率に有意な差は認められなかった（表 2）。これらの結果は、

P.intermedia の有無ではなく、その相対的存在量の差が口腔粘膜疾患の存在と関連することを

示唆している。コントロール群と OPMD 群の比較では、Filifactor alocis（F.alocis）がコント

ロール群よりも OPMD 群で高い相対的存在量を示した。F.alocisは、他の歯周病原菌と相互作用

することで高病原性の細菌集団（コロニー）を形成し、宿主細胞のプロテオームを変化させるこ

とが報告されている[9,10]。また、Yangらは、OSCC ステージ 4 患者の口腔内における F.alocis
の相対的存在量が、健常者の 10 倍以上を示すことを報告している[3]。F.alocis が口腔粘膜疾

患の発症および進展に与える影響については、今後の研究でさらに詳細に調査する必要がある。

コントロール群患者の口腔内細菌叢の特徴として、他の 2 群と比べて Veillonella 属の複数菌

種（species plural; spp.）が高い相対的存在量を示した。口腔衛生状態が良好な患者の口腔内

では、Veillonella属菌の相対的存在量が上昇することが報告されている[11]。さらに、Yangら

は、OSCC ステージ 4 患者の口腔内細菌叢と比べ、健常対照群では Veillonella属の 1 菌種であ

表 2
PCRによる歯周病原菌検出結果

標的菌種 結果
コントロール群

(n=112)
OPMD群
(n=36)

OSCC群
(n=104) p値1

N (%) N (%) N (%)

Streptococcus mutans
Detected 63 (56.3)▲ 11 (30.6) 34 (32.7)▽

**
Not detected 49 (43.7)▽ 25 (69.4) 70 (67.3)▲

Porphyromonas gingivalis
Detected 54 (48.2)▽ 22 (61.1) 72 (69.2)▲

**
Not detected 58 (51.8)▲ 14 (38.9) 32 (30.8)▽

Prevotella intermedia
Detected 45 (40.2) 14 (38.9) 55 (52.9)

ns
Not detected 67 (59.8) 22 (61.1) 49 (47.1)

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

Detected 5 (4.5)▽ 0 (0)▽ 17 (16.3)▲
**

Not detected 107 (95.5)▲ 36 (100)▲ 87 (83.7)▽

Fusobacterium nucleatum
Detected 104 (92.9)▲ 13 (36.1)▽ 61 (58.7)▽

**
Not detected 8 (7.1)▽ 23 (63.9)▲ 43 (41.3)▲

Tannerella forsythia
Detected 94 (83.9)▲ 29 (80.6) 70 (67.3)▽

*
Not detected 18 (16.1)▽ 7 (19.4) 34 (32.7)▲

Treponema denticola
Detected 85 (75.9)▽ 31 (86.1) 93 (89.4)▲

*
Not detected 27 (24.1)▲ 5 (13.9) 11 (10.6)▽

1 *p<0.05, **p<0.01, 3群間におけるカイ2乗検定.
▲p<0.05, 有意に高い, ▽p<0.05, 有意に低い,残差分析. 
p値はボンフェローニ法により補正. ns = 有意差なし.
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図 1. 3群間におけるαおよびβ多様性解析. 
α多様性の解析には、Shannon index (A, 左図) とObserved OTUs (A, 右図) を用いた.
*p<0.05,コントロール群を対照としたマン・ホイットニーのU検定. p値はボンフェローニ法により補正.
β多様性の解析には、weighted (B, 左図) とunweighted (B, 右図) unifrac distanceを用いた.
**p<0.01, PERMANOVAにより検定. 
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る Veillonella parvula の相対的存在量が

有意に高いことを報告している[3]。一方、

OSCC を含む癌患者の口腔内細菌叢には、

Veillonella 属菌が高い相対的存在量で検

出されるという報告もある[12-14]。特筆す

べき点として、OSCC 群患者の口腔内細菌叢

では、他の 2群と比べて Oribacterium spp.
の相対的存在量が低く、Parvimonas spp.の
相対的存在量が高かった。Oribacterium 属
菌は、OSCC 検体と健常検体を区別する指標

となることが報告されている[15]。また、

Parvimonas 属菌の相対的存在量は、上皮性

前駆病変群と癌群の間で有意な差を示すこ

とが報告されている[16,17]。これらの結果

は、これら 2 つの菌属（Oribacterium と

Parvimonas）の相対的存在量の変化が、口腔

粘膜疾患の発症および悪性化と関連するこ

とを示唆している。この研究で得られた結果

は、コントロール群、OPMD 群、OSCC 群間で

相対的存在量に有意な差がある菌属・菌種を明らかにした、国内初のデータである。過去の報告

との一致・不一致は、民族、地域、食習慣など様々な要因によるものと考えられる。より普遍的

な結論を得るためには、共同研究によるサンプルサイズの拡大が必須である。 

最後に、臨床パラメータと細菌の相対

的存在量の関係を明らかにするため、

線形混合効果モデルを用いて両者の

関係を可視化した。X軸に年齢または

残存歯数を用いたとき、3群間におけ

るP.gingivalisの相対的存在量に有

意差が認められた（図2）。OSCC群患者

の回帰直線の傾きは、他の2群に比べ

緩やかであり、年齢が若い患者、残存

歯数が多い患者でも高い相対的存在

量を有していることが読み取れる。こ

の結果から、OSCC群では、P.gingiva-
lisの相対的存在量が患者の年齢および残存歯数に影響されにくく、全体的に高い水準にあるこ

とが示唆された。 

 
(４)歯周病原菌の存在が口腔粘膜疾患の発症と進展に影響を及ぼすかどうかを証明するため、
4-ニトロキノリン 1-オキシド（4NQO）と P.gingivalisの内毒素（LPS）を併用したマウス口腔
癌発症実験を行った。実験結果から、4NQO+LPS 群では、対照群である 4NQO 群と比較して早期に
マウス舌粘膜表面の過角化が認められた。今後、これまでに得られた結果の再現性を確認し、さ
らに LPS併用群が癌化や組織内浸潤を早めるのかどうかについて検証を行う必要がある。 
 

本研究で得られた結果を図 3 に示す。

OSCCの発症・進展に関与する歯周病原

菌の完全な同定には至らなかったが、

口腔粘膜疾患の有無と疾患の悪性度

による口腔内細菌叢の違いを捉え、そ

れぞれの患者群に特徴的な細菌を明

らかにすることができた。今後は、こ

れらの細菌が口腔粘膜疾患の発症・進

展に及ぼす影響のメカニズムを分子

レベルで解明する。これらの一連の研

究により、細菌感染制御の観点からの

口腔粘膜疾患、特に口腔癌予防戦略の

構築に寄与することができると考え

る。 

 

表 3
各2群間の菌叢における相対的存在量の比較

菌種 wi.ep1 wi.eBH2 effect

コントロール群
vs

OSCC群

Actinomyces spp. 0.001 0.044 -0.728

Actinomyces oris 0.015 0.169 -0.656

Prevotella buccae 0.006 0.117 0.502

Prevotella intermedia 0.004 0.091 0.676

Oribacterium spp. <0.001 0.026 -0.772

Parvimonas spp. 0.001 0.054 0.564

Veillonella spp. 0.001 0.043 -0.738

コントロール群
vs

OPMD群

Streptococcus spp. 0.004 0.445 -0.569

Filifactor alocis 0.049 0.566 0.512

Veillonella spp. 0.009 0.479 -0.508

OPMD群
vs

OSCC群

Oribacterium spp. 0.009 0.282 -0.542

Parvimonas spp. 0.001 0.107 0.721

1wi.ep: マン・ホイットニーのU検定による予測p値.
2wi.eBH: 予想されるBenjamini-Hochberg修正p値
太字: 種レベルまで判明した細菌名, spp. = species pluralの略
青: 比較群に対する相対存在量が有意に低い菌属・菌種
赤: 比較群に対する相対存在量が有意に高い菌属・菌種

図 2. 線形混合効果モデルを用いたグラフ. 
x軸には臨床パラメータとして年齢と残存歯数を, y軸にはP. gingivalisの
相対存在量 (常用対数値) を用いている. 
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図 3. 研究結果の模式図.
上段:臨床パラメータの統計解析から, 口腔粘膜疾患の進行度が高いほど, 歯周病の重症度も高い傾向が
認められた. 中段: PCR結果の統計解析から, OSCC群では, コントロール群と比較してP. gingivalis, A. 
actinomycetemcomitans, and T. denticolaの検出率が有意に高かった. 下段: 16S rRNA菌叢解析から, コ
ントロール群患者の口腔内細菌叢にはActinomyces oris, Veillonella spp., Oribacterium spp.が, OSCC患
者の細菌叢にはPrevotella intermediaとParvimonas spp.が高い相対量で存在していた. 
これらの結果から, 上記口腔内細菌の有無と相対存在比の偏りによる口腔内細菌叢の変化が, 口腔粘膜疾
患の発症・進展に関与する可能性が示唆された.
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