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研究成果の概要（和文）：一般歯科で全身疾患に関連する口腔内細菌の検出を可能にすることを目的に、まず脳
内微小出血の関連で注目されているcnm遺伝子陽性Streptococcus mutans（cnm+S.mutans）を唾液から迅速簡便
な検出をLAMP法を用いて試み、採取から２日でcnm遺伝子を検出可能とした。本方法での臨床検体の保菌率は20%
程度であった。動物実験では高血圧ラットモデルにcnm+S.mutansを感染させ、コントロールより血管の拡張が多
いことを示した。745名のアンケートによる2親等までの家族歴との相関ではχ2検定でP値1%以下となりcnm+S.
mutans保菌と脳血管疾患の家族歴に相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：To enable the detection of oral bacteria related to systemic diseases in 
general dentistry, we first attempted to detect cnm gene-positive Streptococcus mutans (cnm+S. 
mutans), which has attracted attention with intracerebral microbleeding, from saliva in a rapid and 
simple manner using the LAMP method, and were able to detect the cnm gene within 2 days after 
collection. The carriage rate of S. mutans in clinical specimens was about 20% using this method. In
 animal experiments, cnm+S. mutans infected hypertensive rat models showed more dilated blood 
vessels than controls, and a correlation between cnm gene carriage and family history of 
cerebrovascular disease was observed in 745 subjects, with a P value of less than 1% by χ2 test.

研究分野：口腔病理学

キーワード： cnm遺伝子　LAMP法　迅速検査　唾液　全身疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
う蝕原因菌や歯周病原細菌が全身疾患と関係することが明らかとされ、患者が保菌する菌種が注目されている。
一方で歯科医療において菌種を同定する検査を行うには、設備、費用、技術面において困難な点が多い。本研究
ではこれまで扱いにくいとされた唾液を用い、できるだけ容易に検出を行うためLAMP法によって遺伝子を増幅す
ることを試み、cnm遺伝子陽性Streptococcus mutansを唾液から上記方法で検出を可能にした。このことは、歯
科における新しい治療の可能性を示しているだけでなく、今後、全身疾患と関連する菌種の検出を増やすこと
で、医科歯科連携による全身疾患の予防や治療にも貢献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

口腔内細菌と全身疾患との関係が注目され、これらの菌を検出することで保菌する菌種に
対して有効な治療法の選択が可能となる。しかしながら、一般歯科診療所においてこれらの
菌を簡易に検出することは設備や技術などの問題があり、未だ確立されていない。全身疾患
に関連する菌を一般歯科診療所において検出できれば、歯科治療だけでなく、医科歯科連携
によって全身疾患の治療および予防が促進され、患者の QOL の向上に役立つと考える。 
そこで、本研究では一般歯科で全身疾患に関連する口腔内細菌の検出を可能にすることを
目的に、まず、脳内微小出血と関連することで注目されている cnm 遺伝子陽性 Streptococcus 
mutans（S. mutans）をターゲットとして唾液から LAMP 法を用いて迅速簡便に cnm 遺伝子
を検出することを試みることとした。また、血液検体からの検出も ELISA 法によって cnm
遺伝子陽性 S. mutans（cnm+S. mutans）の検出を検討することとした。 
 

２．研究の目的 
検体を唾液および血液として cnm+S. mutans 検出法を構築、その精度を検討し、臨床的に有
意義な cnm+S. mutans の臨床検査法の確立を目指す。 
 

３．研究の方法 
1） LAMP 法による cnm+S. mutans の迅速・簡易検出法の構築 

cnm 遺伝子検出用のプライマーを作製するだけでなく、培養した唾液を直接反応でき
るように検討を行い、cnm プライマーの感度、特異度を検討した。 

2） LAMP 法による cnm+S. mutans 遺伝子検査の精度の検討 
100 サンプルの唾液から培養して得られた菌から PCR 法と LAMP 法で cnm 遺伝子の検
出を行い、その陽性率を比較した。  

3） cnm+S. mutans 感染マウスモデルを用いた検討 
cnm+S. mutans を高血圧モデルラットに歯性感染させ、cnm+S. mutans s の脳への移行の
確認を行うとともに、血清を採取し cnm+S. mutans の血清抗体価を測定した。 

4） cnm+S. mutans 保菌状況と家族歴との関係に関する調査 
S.mutans の家族内伝播の特性から家族歴と cnm+S. mutans 保菌の関係をアンケート調査
し、相関を調べた。 

5)  唾液による cnm+S. mutans 検出法を用いた臨床介入研究 
確立した cnm+S. mutans 検出法を用いて cnm 遺伝子陰性者と陽性者について
Lactobacillus rhamnosus L8020 tablet を 4 週間摂取することによる菌数への影響につい
て調査し、本方法の研究用ツールとしての有用性を検討した。 

6) Porphyromonas gingivalis （P. gingivalis) fimA type の検出 
cnm+S. mutans 遺伝子の他に全身疾患に関連する P. gingivalis fimA type I~V についても
LAMP 法による検出を確立した。 

 
４．研究成果 

1) LAMP 法による cnm+S. mutans の迅速・簡易検出法の構築 
作製した cnm プライマーは cnm plasmid DNA にのみ反応した（下図 A）。103個以上の
細胞数、10-5OD で検出可能であった（下図 B・C）。S.sobrinus、P. gingivalis、Candida spp
では混濁しなかった（下図 D）。唾液は MSB 培地では培養 1日目で検出可能であった
（下図 E）。（Kitagawa M.et al., Anal Biochem. 2020;605:113812.） 

2) LAMP 法による cnm+S. mutans 遺伝子検査の精度の検討 
102 サンプルの唾液から培養して得られた菌から LAMP 法で cnm 遺伝子の反応を行っ
たところ、27 サンプルが陽性となった（下図 F）。なお、同様のサンプルで PCR 法では陽
性は 13 サンプルであった（Kitagawa M.et al., Anal Biochem. 2020;605:113812.）。 



3) cnm+S. mutans 感染マウスモデルを用いた検討 
cnm+S. mutans を高血圧モデルラットに歯性感染させた（下図 A, B）。血液中の S.mutans
を PCR および抗体で確認できた（下図 C, D）。 
さらに、脳組織において血管の拡張が cnm+S. mutans 感染群では顕著で、血管周囲に S. 
mutans が認められた（下図 E）。（Taniguchi Y. et al., Clin Exp Immunol. 2022:uxac094.） 
なお、これらのラットの血清を用いて cnm+S. mutans を抗原として血清抗体価を測定で
きるかを検討したところ、S. mutans の検出は可能だったが、cnm タンパクの検出はで
きなかった（data not shown）。 
 

 
 
 
 

4) cnm+S. mutans 保菌状況と家族歴との関係に関する調査 
 745名のボランティアの唾液採取および家族歴を聴取し、2親
等までで脳血管疾患の家族歴との相関を調べたところ χ2 検定
で P値 1%以下となり、cnm 遺伝子保菌と脳血管疾患の家族歴
に相関が認められた（右表）。ただし、脳出血単独では相関が認
められなかった。 

5) 唾液による cnm+S. mutans 検出法を用いた臨床介入研究 
  81名を対象に Lactobacillus rhamnosus L8020 tablet の cnm+S. 

mutans 菌数に対する影響を検討した。81名の対象者のうち
17名（21%）に cnm 遺伝子陽性を認め（右図）、開始時に比
べて摂取 2 週間後、4 週間後で cnm 遺伝子陰性者、陽性者
いずれも有意に菌数は低下した（下表）。（北川ら，日本口腔
検査学会雑誌，15(1)，9-13, 2023） 

 
 

   
 
6) P. gingivalis fimA type の検出 

CnmS. mutans の次に、全身疾患に関連する P. gingivalis fimA type についても LAMP 法に
よる検出を確立した (Kitagawa M. et al., J Microbiol Methods. 2021 Jun;185:106228.）。 
a) LAMP 法による P. gingivalis fimA type の迅速・簡易検出法の構築 
P. gingivalis fimA type I〜V を作製した（下図 a）。以降は歯周炎との報告が多い type II と全
身疾患との報告が多い type IV について検討した。 
fimA type II プライマーは HW24D1 DNA および IV プライマーは W83 DNA (右図 b, 1) に
のみ混濁し、S. mutans (下図 b, 2), S.sobrinus (下図 b, 3)、Candida spp (下図 b, 4)には反応し
なかった。また、反応は菌混濁液でも検出できた（下図 c）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 家族歴＋ 家族歴− 

cnm+ 47 136 

cnm- 87 475 

(E) 

(C) 

(B) 

J7:negative control, J8:positive control,  

白枠：陽性判定 



b) LAMP 法による P. gingivalis fimA type II・IV 遺伝子検査の精度の検討 
22 サンプルの唾液から培養して得られた菌から LAMP 法で fimA type II および type IV
遺伝子の反応を行ったところ、type II は 1 サンプル、type IV は 3 サンプルが陽性とな
った（下図 a & b）。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

まとめ 
  本研究結果から LAMP 法を⽤いた⼝腔内細菌の検出は⼀般⻭科診療所における検査法

として適しているだけでなく、⾷品や薬剤などの菌への影響を検討する研究のツール
としても有⽤であることを⽰した。 

  このことは、⻭科における新しい検査・治療の可能性を⽰しているだけでなく、今後、
全⾝疾患と関連する菌種の検出を増やすことで、医科⻭科連携による全⾝疾患の予防
や治療にも貢献できると考える。 

 

(a), (b)いずれも 
G3:negative control 
H3:positive control 
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