
 

胎盤 trophoblast 浸潤 歯周病菌

Porphyromonas gingivalis 養 清 及ぼ  

影響 研究 要約  

 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院医学研究科博士課程 

病理系感染制御科学専攻 

 

廣  直子 

修了  2016  

指導教員 早川 智 

 



１．  

21 世紀 少子高齢化時代 入 未婚 非婚人口 増加や結婚 齢 昇

加え 結婚 育症や早産 妊娠高血 症候群 妊娠合併症 患

者 少 い 妊娠合併症 本人 次世代 健康 わ 問題

あ 産婦人科 複数 連携診療科 全身的 管理 必要 あ

歯周病 歯科領域 い 最 重要 疾患 一 あ 近 妊婦 い

妊婦本人や胎児新生児予後 関わ 重要 疾患 あ 認識 う

 

歯周病 歯 歯肉 境界 形成 細菌性  ( ) 

原因 歯 支持 い 歯周組織 破壊 性炎症 あ わ 国

成人 約 80％ 歯周病 罹患 い いわ (1) 生活習 病 一 考

え い 歯周病 病態 原因 中 細菌 そ

産生 代謝産物 誘導 宿主 炎症 応 あ 歯周病原菌

Porphyromonas gingivalis (P.g) や Prevotella intermedia 嫌気性菌 関

歯周病原菌 菌体成 や 菌 産生 glycocalyx LPS

ン ン タン 解酵素 ン 毒素 歯周組織 所

炎症 原因 そ 結果 宿主細胞 歯周組織 い 持続的 過剰

免疫 応 起 歯周組織 破壊 行 歯周病 近 口腔 所

全身 疾患 関連 明 疫学的 誤嚥性肺炎(2)

や細菌性心 膜炎(3) 糖 病(4) 虚血性心疾患(5) 明 相関 報告

歯科的 入 肺炎 減少(6)や耐糖能 改善(7) 虚血性心疾患 状態

改善(8) 報告 い   

 

 



歯周病 妊娠合併症 

  早産 南 や 途 国 特 多 国

少 日本 頻 約 6% あ (9) 早産や胎児発育 全 fetal 

growth restriction (FGR 低出生体重 原因 成人 後 耐糖

能異常や高血 タ ッ 症候群 著 高 (10) 従

妊婦 適 治療管理 本人 次世代 命 左右 いう大

意義 あ 歯周病 胎児胎盤傷害 い

明 点 多 そ 解析 私 主 研究  

近 妊娠高血 症候群 pregnancy induced hypertension (PIH) い

歯周病 強い関連 報告 PIH 発症原因 妊娠初期 脱落膜へ

ン動脈侵入 全や胎盤 形成異常 妊娠後期 子宮 亢 血流

全 関 い Ide (11) systematic review 歯周病

低出生体重児 早産 歯周病 PIH 方 高い相関 あ 報告

最近 報告 Desai (12) case control study 歯周病 PIH 極

高い 要因 示  (odds ratio (OR): 9.33) 歯周病 早産

あ い PIH 間 ッ 比 早産 い OR: 2.27 (13) - 4.9 (14)

PIH OR: 1.88 (15) - 9.33 (12) い  

一方 歯周病 妊娠合併症 関連 い 必 見解 一致

Abati (16) Srinivas (17) 歯周病 妊娠合併症 有意 関連 見

い 早産 関 妊娠中 歯科的 入 い 賛否両論 あ

Offenbacher (18) 妊娠中 歯周病治療 早産予防 効果的 あ 報

告 い 一方 Sanz (19) 妊娠中 歯科治療 行 胎児予後 影響

い 報告 い PIH 関 歯科治療 意義 い 検索 限

報告 歯周病 い 胎児胎盤 傷害 いう病態 明



あ  

 

胎盤 機能 構造 

胎盤 真胎生 わ 子宮 胎児 育 生物 形成 胎児 来

臓器 あ そ 機能 胎児 母体 栄養物 老廃物 交換

あ 同時 種々 ン 産生 妊娠維持 働 母体 免疫学

的異物認識 胎児 保護 働 あ (20) 霊長類 絨毛 皮

一部 あ cytotrophoblast 皮間葉移行 epithelial mesenchymal 

transition (EMT) 起 invasive trophoblast (21) 子宮筋層

深 浸潤 ン動脈 破壊 所 血管洞 形成 十 母体

血流 担保 PIH 述 う 妊娠 20 以降 発症 そ 発端

妊娠初期 栄養膜細胞層 化異常 十 浸潤 原因 考え

い 図 1  

 

歯周病菌 P. gingivalis 来 LPS trophoblast invasion 抑制 

私 (22) 歯周病 病原菌 最 重要 P.g 来 LPS (PGLPS) 

チン 存 死化絨毛細胞 HTR-8/SVneo (H8) 浸潤能 強

抑制 報告 禁煙 一般化 現 日本 妊婦

喫煙者 5%程 あ そ 私 口腔 所 細菌 特 P.g 産生 可溶

性成 血行性 胎盤へ到達 胎児胎盤 傷害 妊娠合併症 発症 関

いう仮説 立 trophoblast 養系 用い 研究 行  

 

 

 



2. 対象 方法 

細胞株 

初期 死化絨毛細胞株 あ H8 Gil Mor 教授 (Yale 大学医学部産婦

人科) 凍結 必要 応 溶解 養  

  

細菌 養 清 調製 

歯周病菌 Porphyromonas gingivalis  (ATCC33277) 日本大学歯学部細

菌学講 落合邦康教授 2 x 109個 P.g 37℃ 10% CO2

環境 48 時間嫌気 養 そ 後 7 x 103 g 10 間遠心 離

養 清 回 500µl 注 -80℃ 保存  

 

細胞傷害性 

P.g 養 清 (P.g sup) H8 viability え 影響 Cell Counting 

Kit-8 (Dojindo, Tokyo, Japan) 用い 測定 H8 P.g sup 加え 37℃

48 時間 養 後 細胞 viability 評価  

 

浸潤能 評価 

H8 浸潤能 対 P.g sup 影響 BD 社 Matrigel invasion assay 

Franklin Lakes, NJ, USA 用い 評価 実験方法 製品

従  (図 2) H8 同時 P.g sup 各種 濃 加え 37℃ 5% CO2

環境 24 時間 養 後 浸潤細胞 Diff-Quick stain (Sysmex, Hyogo, 

Japan) 固定 染色 浸潤細胞数 顕微鏡 測定 結果 浸潤指数



用い 評価  

 

形態学的観察 学顕微鏡 電子顕微鏡 

H8 懸垂 養 胚様体 形成 足場非依存的 増殖

知 い (23) 初期発生 非付着状態 H8 発育 形

態的変化 観察 懸垂 養後 学顕微鏡 電子顕微鏡 検討

H8 P.g sup 35mm 24 時間懸垂 養 得

固定 脱水 樹脂包埋 500nm 厚

ン 染色 学顕微鏡 観察 透過型電子顕微鏡 試料

厚 80nm 超薄 作製 ン 鉛 電子染色後 透過型電子顕微鏡 

(JEM-1200EX, JEOL, Tokyo, Japan) 観察  

 

解析 

 H8 網羅的 遺伝子発現 解析 trophoblast 浸潤 関

遺伝子群 報告 い  (24) 本研究 P.g sup 浸潤へ 影響

遺伝子発現 あ い 全 別 機構 解析

Agilent SurePrint G3 Human GE 8 x 60K Microarray Ver2.0 (Agilent 

Technologies, Inc. Santa Clara, CA, USA) 用い 網羅的 解析 養

RNA 抽出 行い RNA 質 量 確認 タ 株式会社

Agilent Expression Array 解析 業務委託  

 

 



免疫組織化学的解析 

H8 形態学的 観察 結果 P.g sup H8 invasion 抑制 形

態 機能的 害 関 い 考え そ EMT

間葉系細胞 発現 Vimentin 皮系細胞 発現

E-Cadherin 免疫染色 検討  

 

評価 

 形態観察 P.g sup 細胞形態 変化 認

P.g sup H8 誘導 否 ApoStrandTMELISA 

apoptosis detection kit (BIOMOL, Plymouth Meeting, PA, USA) 用い 評

価  

 

統計学的処理 

実験 結果 均みS.D. 示 有意差検定 Statcel 3 (OMS publishing Inc, 

Saitama, Japan) 用い 多重比較検定 行 P 値 0.01 未満 場合

統計学的 有意  

 

 

3．結果 

P.gingivalis 養 清 細胞毒性 検討 

 H8 0.05% 5％ P.g sup BHIB 存 養 い

濃 viability 有意 変化 見   



 

P.gingivalis 養 清 H8 invasion 抑制  

P.g sup 容量依存的 H8 浸潤 抑制 陰性 ン 浸潤指数

1 場合 0.01%P.g sup 0.82 0.1%P.g sup 0.47 あ  (

p<0.01) (図 3) 

  

形態学的観察 学顕微鏡 電子顕微鏡    

 ン 染色 顕像 P.g sup H8

表層 細胞 形 細胞同士 接着 一部途 離 細胞 見

透過型電顕像 い P.g sup H8 表層 細

胞 変化 見 陰性 ン 細胞間 接着構造 考え

microvilli 発達 い P.g sup 加え 場合 microvilli 退縮 短

い 細胞間隙 拡大 い  

 

解析    

 H8 0.1% P.g sup 3 時間作用 結果 対照 比較 384 遺伝子 発

現 2 倍以 増減 見 う 289 遺伝子 (75.2%) 発現増強

93 遺伝子 (24.2%) 発現減弱 い 体的 homeobox4 (HOX4) 

(x4.08)  fibromodulin (x3.41) alpha-2-macrogloblin (x3.32) neural cell 

adhesion molecule 1 (NCAM1) (x3.19) Toll-Like receptor 4 (TLR4) (x2.54)

TLR6 (x2.12) Caspase 7 (x 2.12) keratin 71 (x2.08) trophoblast 化

や細胞接着 関わ 遺伝子 発現 増強 一方 母児免疫寛容 わ



IL-10 発現 減弱  (x -2.3)  

 

免疫組織化学的解析   

 H8 Vimentin 構成的 発現 P.g sup そ 発現 減弱

E-Cadherin 発現 誘導  

 

P.g sup H8 誘導 い   

陽性 ン 吸 均値 2.30み0.27 陰性 ン : 0.4

み0.14 BHIB 群: 0.34み0.14 0.01% P.g sup 群: 0.37み0.15 0.1% P.g sup 群: 

0.38み0.15 1% P.g sup 群: 0.38み0.15 あ 陽性 ン 比較

P.g sup 有無 関わ 誘導 差 見  (p<0.01)  

 

  



4. 考察 

歯周病 種々 全身疾患 発症や増 因子 妊娠合併症 そ

あ 発症機序 明 点 多い 妊娠合併症 早産や FGR 加え

PIH 重要 あ P.g 子宮 縮や炎症性サ ン誘導 関 研究 少

い PIH 絨毛浸潤 関連 着目 研究 PubMed 検索

世界中 私 最初 あ  

 P.g 口腔 常 菌 あ 歯磨 や歯科治療 容易 血中 入 (3),(25) 血

中 入 菌 直接接触 血管 皮細胞 胎盤絨毛細胞 あ 実

P.g in vitro 絨毛細胞 感染 え や 胎盤組織 い 免疫組織

化学あ い PCR P.g 検出 いう報告 あ 合併症

い正常妊婦 来胎盤 P.g 一定頻 検出 P.g 所感染

早産や PIH 原因 考え い 私 行研究 PGLPS 

チン (1µg/ml) 存 絨毛 浸潤 抑制

い 歯周病 絨毛浸潤阻害 因子

最近 Ha (26) 非喫煙妊婦 い 歯周病 PIH 強い関連 あ 報告

い  (OR: 5.56) 非喫煙者 い 歯周病 存 自体 妊

娠合併症 因子 考え 本研究 0.01 – 1% P.g 

sup 用い 最近 Aagaard (27) 胎盤 独自 ―

存 そ 口腔 強い関連 あ 報告 い 彼女 胎盤

組織 1g あ 2µg 極 微量 あ い 胎

盤機能傷害 口腔 細菌 少量存 影響 可能性 あ  

本研究 P.g 産生 可溶性因子 絨毛細胞浸潤 強 抑制

示唆 そ 子的背景 解明 後 最大 課題 あ P.g sup 添加

keratin や HOX4 う 細胞構造や絨毛細胞 化 関わ 遺伝子発現



変化 知見 trophoblast 浸潤 全 EMT 抑制 関わ 可能性

示唆 そ 免疫組織化学的解析 行 P.g sup Vimentin

発現 抑制 E-Cadherin 発現 差 見 間葉系細胞

あ Vimentin 発現減弱 P.g sup EMT 抑制 傷害

可能性 示唆 電子顕微鏡的 微絨毛 伸展 抑制 P.g 産生

可溶性因子 絨毛細胞 機能 傷害 可能性 示唆 Ishii (28) 正

常胎盤 絨毛癌細胞株 い 化段階 特異的 HOX 遺伝子群発現 報告

本実験結果 口腔 性感染 HOX 発現 絨毛 化 影響 及ぼ 可

能性 示唆  

PIH 原因 妊娠初期 栄養膜細胞層 化異常 十 浸

潤 考え い 浸潤 害 起 理 考え

い Di Federico (29) Kadyrov (30) PIH/FGR 胎盤

増加 い Koide (31) 絨毛細胞 増殖 示 Ki67 陽性細

胞 増加 共存 repair hyperplasia 状態 あ 報

告 In vitro Inaba (32) P.g 感染 trophoblast 細胞

周期 傷害 増加 示 本研究

P.g sup H8 誘導 PIH 成立後

胎盤 結果的 生 い P.g sup 胎盤形成初期 浸

潤 害 別 機序 生 可能性 示唆  

近 大規模 臨床研究 行わ 妊婦 対 非外科的歯周病治療 あ

ン ン 行 PLBW 改善 い いう結果

報告 (33), (34) Schwendicke (35) タ解析 歯周治療 PTB (OR: 

0.79) や LBW (OR: 0.69) 減少 影響 い 報告 い 多 場合 胎

児へ 影響へ 怖 妊婦 妊娠後半期 歯科的治療 希望 歯科



医 産婦人科医 そ う 患者 意思 尊重 多い 胎盤

妊娠 12 本構造 完成 歯周疾患 影響 及 い

可能性 あ 妊娠 後期や 娩時 胎盤 検出 P.g 積極

的 病態 関 い いう 偶発的 血中 入 検出 い

可能性 高い 正常妊婦 胎盤 P.g 検出 い

う事実 説明 通常 歯科治療 奇形や流産 誘発 可能性 わ

低い 私 本研究結果 器官形成期 あ 妊娠初期 あえ 歯科的

入 行う 妊娠 希望 女性 あ 歯科検診 行い 妊娠前

口腔 衛生環境 整え 重要 あ 考え  

PIH 予防 関 歯科治療 意義 い 現 臨床的研究 皆

無 あ PIH 発症 妊産婦 遺伝的背景や配偶者 免疫学的適合性

多 要因 関 者 対 低用量 ンや減塩食

予防的 入 可能性 報告 歯科医学的管理 患者本人，胎児 方

何 利益 い 一考 価値 あ 本研究 う 礎

的 タ 歯科医 産科医連携 大規模 疫学的研究 期待 い  

 

 

5.  

 P.g 養 清中 可溶性成 H8 浸潤 抑制 明

そ 機序 EMT 傷害 示唆 胎盤 形成 妊娠初期

完了 妊娠前 歯科的管理 行 重要 あ う  

 

 



6. 後 展望 

 後 課題 P.g 産生 い 物質 胎児胎盤 傷害 い

う問題 あ  

胎盤 独自 ― 存 そ 口腔 強い関連 あ

い (27) P.g 以外 口腔 胎盤 共通 存 ―

病的意義 検討 い い 考え い   
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図 2  H8 細胞 P.g sup (0.01% 0.1%) 存 非存 BD 

ン ョンチ ン 24 時間共 養 非浸潤細胞 除去

後 Diff-Quick stain 浸潤細胞 固定 染色 顕微鏡 観察 行い H8

細胞浸潤能 評価  

 

  



図 3 

 

 

(**p<0.01)  

 

図 3 H8 各種濃 P.g sup 存 24 時間 養 浸潤能 評価  

P.g sup 容量依存的 H8 浸潤 抑制 陰性 ン 浸潤指数

1 場合 0.01%P.g sup 0.82 0.1%P.g sup 0.47 あ 実験

4 回行い 結果 均みS.D 示 **p<0.01. 
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