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小児プラークへの歯周病原性細菌の定着

木村 美澄

岩手医科大学歯学部口腔保健育成学講座小児歯科学分野

（主任：田中 光郎 教授）

（受付：2013年12月17日）

（受理：2013年12月28日）

ʻRed complex speciesʼ［Porphyromonas gingivalis（Pg），Treponema denticola（Td）および Tanne-

rella forsythensis（Tf）］，Aggregatibacter actinomycetemcomitans（Aa）はそれぞれ慢性歯周炎，侵襲性

歯周炎の原因菌として挙げられているが，歯周疾患に罹患していない小児プラークからも検出されるこ

とが明らかにされている．本研究では，歯周病原性細菌の小児への感染とミュータンスレンサ球菌（MS）

の感染との関連性，また，歯周病原性細菌の母子感染の可能性を検討する目的で，327 名の小児プラーク

中の ʻred complex speciesʼ，Aa およびMSの感染，および母親のプラークへの感染との関連性ついて検

討した．インフォームドコンセントの得られた小児とその母親よりプラークを採取，DNAの精製を行っ

た．菌種の同定は菌種特異的 PCR により行った．その結果，小児のプラークへの MS の感染は

dmf/DMF歯率と正の相関を示した．歯周病原性細菌では，Aaが母子両群とも最も高い検出率を示し，

次にTf の検出率が高かった．これらの検出率は増齢に伴い上昇した．Pg は小児群の 13.1％，母親群の

23.0％で検出されたが，Tdは小児群では検出されず，母親群でも検出率は低かった（7/239）．小児群に

おけるMS感染と歯周病原性細菌感染との間には関連性が認められなかった．母子ペアで検出の一致度

を検討した結果，Tf 陽性の小児 93 人のうち 50 人の母親で，Pg 陽性の小児 43 人のうち 17 人の母親で

これらの菌が検出された．以上より，Aa, Tf および Pg といった歯周病原性細菌は小児プラークに感染

し得ること，これら歯周病原性細菌の感染はMS の感染状況とは関連性の無いことが強く示唆された．

また，歯周病原性細菌，特にʻred complex speciesʼは，垂直（母子）感染が起こる可能性は低いことが示

唆された．

緒 言

小児期には歯周組織の破壊を伴う歯周炎は，

遺伝的疾患や全身疾患のある場合を除き，ほと

んど見られないことが明らかにされている1）．

しかし，歯周炎の兆候の見られない小児のプ

ラーク中に歯周炎の原因細菌として挙げられて

いる細菌（歯周病原性細菌）が存在する場合の
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あることは，いくつかの研究グループによる横

断的あるいは長期的観察から明らかにされてい

る2-6）．小児プラークでの検出率はさまざまで

はあるが，これらの報告によれば，多くの歯周

病原性細菌種が小児プラークに定着する可能性

がある．若年者の歯周炎（侵襲性歯周炎）の原

因細菌とされている Aggregatibacter actino-

mycetemcomitansのみならず，成人の重度慢性

歯周炎との関連性が重要視されているʻred

complex speciesʼと呼ばれる 3 菌種の歯周病原

性細菌種（Porphyromonas gingivalis, Trepo-

nema denticola および Tannerella forsythen-

sis)7-9）も，その検出率は低いとする報告が多い

ものの2, 10-13），小児プラーク中に認められる場

合のあることが報告されている1, 14）．健常成人

の口腔内に常在する歯周病原性細菌が小児プ

ラーク中にも認められるというこれらの研究結

果は，小児プラークへの歯周病原性細菌の感染

源が身近な成人であることを示唆する．

ヒトの齲蝕原性細菌であるミュータンスレン

サ球菌（Streptococcus mutansおよび S. sobri-

nus）（MS）については，これまでの多くの研究

から，母親の唾液を介して子に垂直（母子）感

染することが明らかにされている１, 15）．

Berkowitz ら16）は母親の唾液中に 105 CFU/ml

の MS が存在すれば子への感染が 58％起こる

と報告しており，Kishi ら17）は母親の唾液中の

S. mutans密度が 4 log DNA copy/ml（4.4 x 103

CFU/ml 相当）以下の場合は 2 歳 6ヶ月時点で

齲蝕発症が見られなかったこと，逆に，S.

mutans に加えて S. sobrinus が 2 log DNA

copy/ml（70 CFU/ml 相当）存在すれば S.

mutans単独感染の場合より齲蝕発症率が上が

ることを報告している．これらの研究結果は，

歯周病原性細菌についても母親の唾液中に一定

量以上存在すれば，母子感染が起こることを強

く示唆している．実際，Watson らの報告18）で

は，両親のプラーク中に ʻred complex speciesʼ

を含む BANA-positive の歯周病原性細菌の感

染が認められる場合にはその子供にも同じ歯周

病原性細菌が認められる確率が 9.8 倍高く，さ

らにその両親が歯周炎に罹患している場合には

子供のプラーク中にその歯周病原性細菌が存在

する確率が 12 倍高くなることが示されている

［BANA-positive の歯周病原性細菌とは，N-

benzoyl-DL-arginine-2-naphtylamide （BANA）

という合成基質を水解する trypsin 様酵素を持

つ（すなわち，BANA-test 陽性の）歯周病原性

細菌のことで，P. gingivalis,T. denticola,T.

forsythensis および Capnocytophaga 属の細菌

が含まれる］．また，北欧や日本での調査報告

でも歯周病原性細菌の垂直感染が示唆されてい

る19, 20）．しかしこれらの報告とは逆に，多数の

家族を調べた米国，北欧，日本での研究21-24）で

は，特に P. gingivalisについては，垂直感染は

起こらないことが示されており，歯周病原性細

菌の垂直感染については依然明確な結論が得ら

れていないのが現状である．

そこで本研究では，乳歯列期または混合歯列

期の小児 327 名を対象に，菌種特異的 PCR を

用いて，ʻred complex speciesʼ の 3 菌種および

A. actinomycetemcomitans の小児プラークへ

の感染状況について検討した．また，これまで

注意が払われてこなかった歯周病原性細菌と

ミュータンスレンサ球菌の感染状況の関連性に

ついても検討した．さらに，母親からもプラー

クを採取し，その感染状況の類似性から，歯周

病原性細菌の母子感染の可能性についても検討

を行った．

材 料 と 方 法

１．供試菌株と培養条件

P. gingivalis ATCC 33277 株，T. denticola

ATCC 33520 株，T. forsythensis ATCC 43037

株，A. actinomycetemcomitansATCC 33384 株，

S. mutans ATCC 25175 株，S. sobrinus ATCC

27351 株を実験に供した．培養は kimura ら25），

Ohara-Nemoto ら26）および原田27）の方法に準じ

て行った．すなわち，A. actinomycetemcomi

tansはABCM（Eiken Chemical, Tokyo, Japan）

Broth に，P. gingivalis は 5. 0 μg/ml hemin

（SIGMA ALDRICH, Tokyo, Japan）および 1.0

木村 美澄108



1317920_木村.mcd  Page 3 14/01/22 16:14  v5.51

μg/ml menadione（SIGMAALDRICH）を添加

した ABCM（Eiken Chemical）Broth に，T.

denticola および T. forsythensis は 5 μg/ml

hemin, 1. 0 μg/ml menadione, 1. 0% L-cystein

（Nacalai tesque, Kyoto, Japan），15 μg/ml ace-

tylmuramic acid（SIGMAALDRICH）を添加し

た GAM（Nissui Medical Co., Tokyo, Japan）

Broth に，S. mutans，S. sobrinus は Todd

Hewitt Broth（Becton Dickinson Co., Cockeys

ville, USA）にそれぞれ播種し，嫌気培養システ

ム（Becton Dickinson）を用いて 37℃，嫌気的

条件下（90％ N２，5％ CO２）で 48 時間培養し

た．

２．被験者と口腔内診査

岩手医科大学附属病院歯科医療センター小児

歯科外来を受診し，事前に保護者もしくは本人

に本研究の主旨を説明し同意を得た小児 327 名

（男児 180 名および女児 147 名）とその母親で

臨床的に歯周炎の兆候のないもの 239 名を被験

者とした（表 1）．なお，本研究は岩手医科大学

歯学部倫理委員会の承認を得て行った（承認番

号 01163）．齲蝕経験の指標として dmf/DMF

歯率を用いた．dmf/DMF 歯率（％）は，各人

の dmf/DMF 歯数（WHO のう蝕診査基準28））

に基づき，乳歯列期の場合は dmf 歯，混合歯列

期の場合は dmf 歯と DMF歯を加えた（dmf 歯

＋ DFM歯）を現在歯（乳歯＋永久歯）数で除

して算出した．

３．サンプルの採取

滅菌エキスカベーターを用いて，歯肉縁下プ

ラークを含む全プラークを全歯面より採取し

た．採取したサンプルを滅菌 PBS 溶液（Nissui

Phamaceutical Co., Tokyo, Japan）（1 ml）に懸

濁後，滅菌 PBS 溶液で 2度遠心洗浄を行い，遠

心沈渣をプラークサンプルとした．

４．ゲノムDNAの精製

供試菌株およびプラークサンプルからのゲノ

ム DNA の精製は Wizard ゲノム DNA 精製

キット®（Promega，Madison，WI，USA）を

用いて行った．精製ゲノム DNA は 10 mM

Tris-HCl（Nacalai），1mMEDTA（Wako, Osaka,

Japan）を用いて pH 8.0 に調整した TE buffer

に溶解し，260 nmの吸光度からDNA濃度を算

出した．供試菌株 DNA とサンプル DNA の菌

種特異的 PCR に用いる作業濃度はそれぞれ 1

ng/ml，10 ng/ml とし，ゲノムDNAサンプル

はすべて-80℃で保存した．

５．プライマーと PCR

本研究に用いた菌種特異的プライマーおよび

PCR 反応条件は原田27）および Amano ら29, 30），

の報告に準じた（表 2）．PCR産物は，44.5 mM

Tris-borate（Nacalai），1 mM EDTA（Wako）

を用いて pH 8.0 に調整した 0.5 M TBE 溶液中

にて，0. 1 µg/ml エ チ ジ ウムブロマイド

（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）含有 1.5％あ

るいは 3.0％のアガロース（Invitrogen）ゲルを

用いた電気泳動を行なった.

６．統計解析

年齢と歯周病原性細菌ならびにMSの検出率

の関連は Peason の単相間分析により検討し

た．また，小児を S. mutans，S. sobrinusの検

出状況により 4群［Sm(-)・Ss(-)群，Sm(-)・

Ss(+)群，Sm(+)・Ss(-)群および Sm(+)・Ss(+)

群］に分け，群間の比較を行なった．その際，

平均年齢の比較には分散 分析を用い，

dmf/DMF歯率ならびに各細菌の検出率の差の
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比較にはカイ二乗検定と多重比較検定31）を用い

た．母子での細菌の定着についてもカイ二乗検

定で検討した．すべての解析には統計解析ソフ

ト IBM SPSS Ver. 19.0（日本 IBM，東京）を用

いた．なお，有意水準は 0.05 未満とした．

結 果

１．被験者の平均年齢と平均 dmf/DMF歯率

平均年齢は小児群 4.6 ± 0.1 歳（平均 ± 標準

誤差），母親群 35.4 ± 0.4 歳であった．平均

dmf/DMF 歯率は小児群で 11.9 ± 1.1％（平均

± 標準誤差），母親群で 45.8 ± 1.5％であった

（表 1）．これらは平成 23 年度歯科疾患実態調

査をもとにして算定した dmf/DMF 歯率（「4

歳で 7.5％，5 歳で 14.0％」32）から計算して 4.6

歳で 11.4％，「35 から 40 歳で 42.5％」32））とほ

ぼ同等の値であった．

２．母子プラークからの歯周病原性細菌および

MSの検出

母子プラークからの歯周病原性細菌とMSの

検出率は図１に示した．小児群，母親群とも A.

actinomycetemcomitansの検出率が最も高かっ

た（小児群で 77.1％，母親群で 81.2％）．ʻRed

complex speciesʼ としては 37.9％の小児プラー

ク，60.3％の母親プラークで検出されたが，3菌

種の中では T. forsythensisの検出率が最も高く

（小児群で 28.4％，母親群で 52.3％），つぎに P.

gingivalis の検出率が高かった（小児群で 13.

1％，母親群で 23.0％）．しかし，T. denticola

は被験 327 名の小児群では検出されず，母親群

においても検出率は低かった（2.9％）．

MS については，小児群では S. mutans，S.

sobrinusとも検出されなかったMS陰性群［Sm

(-)・Ss(-)］が最も多く（58.4％），MS陽性群の

中では Sm(+)・Ss(-)の小児の割合が最も高

かった（小児群全体の 33.6％，MS 陽性小児群

の 80.9％）．一方，母親群においては，MS陽性

群が陰性群を上回った（61.9% vs. 38.1%）が，

MS 陽性群の中では，小児群同様，Sm(+)・Ss

(-)の被験者の割合が最も高かった（母親群全

体の 40.6％，MS陽性母親群の 65.5％）．

３．増齢にともなう歯周病原性細菌およびMS

の検出率の推移

小児群で検出のない T. denticolaを除く歯周

病原性細菌およびMSの 5菌種について，小児

群での増齢にともなう検出率の推移を検討した

（図 2）．その結果，S. mutans, T. forsythensis

および A. actinomycetemcomitans は増齢とと

もに有意に検出率が上昇することが明らかと

なった（それぞれ p < 0.02，p < 0.02 および p <

0.01）．一方，P. gingivalisおよび S. sobrinusで

は有意な上昇はみられなかった．

４．小児群におけるMS感染状況と dmf/DMF

歯率ならびに歯周病原性細菌の感染状況

MSの小児プラークへの感染状況と齲蝕の関

連性を検討する目的で，小児群をMS感染状況

木村 美澄110
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図 1 母子プラークでのʻred complex speciesʼ，A. actinomycetemcomitansおよびMSの感染率．

MS感染率の closed column（ ）は Sm(+)・Ss(+)群を，hatched column（ ）は Sm(+)・Ss(-)

群を，open column（ ）は Sm(-)・Ss(+)群を示す
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別に 4 群に分類し dmf/DMF 歯率の群間の差

異を比較した結果，カイ二乗検定で群間の差を

認めた．次いで行なった多重比較検定において

Sm(+)・Ss(+)群は他の群と比較して有意に高

率であった（p < 0.05）．次いで dmf/DMF歯率

が高かったのは Sm(+)・Ss(-)群であったが，

多重比較検定において他群との有意な差は認め

なかった（表 3）．一方，平均年齢については，

分散分析の結果，群間に有意な差は認められな

かった（p = 0.164）．

小児群をMS感染状況別に分類した 4群間で

の ʻred complex speciesʼ，A. actinomycetem-

comitansの感染状況を検討した結果，Sm(+)・

Ss(+)群では他の 3 群と比較して ʻred complex

speciesʼ の感染率が有意に高かった（表 3）．ま

た，P. gingivalisおよび T. forsythensisの検出

率についても Sm(+)・Ss(+)群で他の 3 群と比

較して高値を示したが，MS検出との関連性を

検討した結果，いずれの歯周病原性細菌感染に

ついてもMSの感染状況とは有意の関連性は認

められなかった（いずれも p > 0.05）．

５．母子ペアにおける歯周病原性細菌の感染状

況

小児とその母親 327 組 について，ʻred

complex speciesʼ お よ び A. actinomycetem-

comitansの検出結果の一致度から，これらの細

菌の母への定着と子への定着に関連があるか否

かを検討した（表 4）．その結果，A. actino-

歯周病原性細菌の小児プラークへの感染 111

率 率

率率

率

図 2 増齢にともなう歯周病原性細菌およびMSの検出率の推移．

被検 5 菌種 P. gingivalis (A)，T. forsythensis (B)，A. actinomycetemcomitans (C)，S. mutans (D)，S.

sobrinus (E)の検出率の増齢に伴う変動．
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mycetemcomitans に つ い て は A. actino-

mycetemcomitans 陽性の小児 252 名の母親は

すべて A. actinomycetemcomitans 陽性であっ

たが，P. gingivalisについては陽性の小児 43 名

中その母親も P. gingivalis陽性のペアは 17 組

の み で あ っ た（陽 性 一 致 率：5. 2％）．T.

forsythensisにおいても，T. forsythensis陽性の

小児 93 名中その母親も T. forsythensis陽性の

ペアは 50 組のみであった（陽性一致率：15.3%）．

考 察

小児のプラークにも歯周病原性細菌の感染が

みられる場合のあることは多くの研究者が報告

しているが，その感染状況，特にMSの感染状

況との関連性については明らかにはされておら

ず，また，歯周病原性細菌の感染源，感染様式

についても明確にはなっていない１, 33）．そこで

本研究では，乳歯列期または混合歯列期の小児

327 名を対象に，ʻred complex speciesʼ の 3 菌

種および A. actinomycetemcomitans の小児プ

ラークへの感染状況およびミュータンスレンサ

球菌の感染状況との関連性について横断的検討

を行った．さらに，母親プラークへの歯周病原

性細菌の感染状況を明らかにし，歯周病原性細

菌の母子感染の可能性についても検討した．被

験者とした小児 327 名，母親 239 名の平均

dmf/DMF 歯率は平成 23 年度歯科疾患実態調

査32）から換算した値と有意の差はなかったこと

から（表１），本研究の対象者は，少なくとも齲

蝕の罹患性については偏りのない標本集団であ

ることが示唆された．

小 児 プ ラ ー ク へ の A. actinomycetem-

comitansの感染率は，調べた歯周病原性細菌の

うちでは最も高く，77.1％の小児プラークから

検出された（図 1）．この成績は，A. actino-

mycetemcomitans が小児プラークへ早期に定

着することを示唆するもので，これまでの報

告2, 34-36） を 支 持 す る．A. actinomycetem-

comitans の小児プラークでの検出率について

は低い（0-4.8％）とする報告10, 37-39）もあるが，

119 名の小児を対象に 2 年間の長期的観察を

行った Ooshima らの報告４）では，小児プラー

木村 美澄112
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クでの A. actinomycetemcomitans の検出率は

他の歯周病原性細菌と比較して高いこと

（38-73％），測定時期により大きく変動するこ

とが明らかにされている．これらを考え合わせ

ると，歯周病原性細菌のうち A. actino-

mycetemcomitans については小児プラークへ

早期に定着／感染するものと考えられる．

本研究で対象とした 4種の歯周病原性細菌の

うちでは，A. actinomycetemcomitans につい

で，T. forsythensisの検出率が高かった（28.4％，

図 1）．上記の Ooshima らの報告4）では，T.

forsythensisの小児プラークへの感染は持続的

なものではなく，測定時点により変動する

（0-36％）ことが示唆されている．実際，本研究

同様，横断的検索を行ったこれまでの報

告２, 40, 41）に示されている T. forsythensisの検出

率には相当な幅がある（9.3-29.0％）．

小児プラークへの P. gingivalisの感染につい

ては，比較的高率で起こっている（37.0-49.2％）

とする報告11, 36, 42）と感染が認められないまたは

その検出率は極めて低い（0-4.8％）とする報

告2, 10,43）があるが，本研究結果では 13.1% の小児

（43/327）のプラークで P. gingivalisの感染が

認められた（図 1）．長期的観察４）の結果

（0-20％）を踏まえると，小児プラークへの P.

gingivalisの感染も，T. forsythensis同様，持続

的なものではなく，感染と非感染の状態間を変

動するものと推察された．

ʻRed complex speciesʼ のうち T. denticolaに

ついては，327 名の小児のプラークへの感染は

認められなかった（図 1）．これまでの報告にお

いても，小児プラークへの T. denticola感染は

認められないとする報告2, 4, 11）がほとんどで，検

出されたとする報告43）においてもその検出率は

極めて低い（< 5％）ことが示されている．

小児プラークへのMS感染に関する，検出率

（図 1），増齢にともなう検出率の変動（図 2），

dmf/DMF 歯率との関連性（表 3）についての

本研究結果は，これまでの報告27, 44-46）を支持す

るものであった．MS のうちでは S. mutansの

みが増齢にともなって小児プラークからの検出

率が上昇したが，T. forsythensis および A.

actinomycetemcomitansの検出率も増齢ととも

に有意に上昇した（図 2）．そこでその関連性に

ついて検討を行ったが，いずれもMSの感染状

況とは有意の関連性は認められなかった．この

成績は，̒red complex speciesʼの小児の頬粘膜へ

の定着が齲蝕経験とは関連しないことを示唆し

た Shimomura-Kuroki らの報告47）を支持するも

ので，歯周病原性細菌が母子感染するMSとは

異なった感染経路で小児プラークに定着する可

能性を示唆するものかもしれない．

歯周病原性細菌の母子感染の可能性を検討す

る目的で，小児とその母親の母子ペア 327 組に

ついて解析を行なった結果，P. gingivalisの陽

性一致率は 5.2％，T. forsythensisの陽性一致率

は 15.3％であった（表 4）．これらの成績は歯周

病原性細菌，特に ʻred complex speciesʼ につい

ては，垂直（母子）感染の起こる可能性が低い

ことを示唆しており，米国，北欧で多数の家族

を調査した報告21-23） を支持する．しかし，

BANA-positive の歯周病原性細菌としてでは

あるが垂直感染の可能性を強く示唆した

Watson らの報告18） を はじめ ʻred complex

speciesʼの垂直感染を示唆する報告19, 20）もある．

それは一つには，これらの報告（垂直感染を否

定する報告も支持する報告も）はすべて細菌種

レベルでの検索であることによると考えられ

る．A. actinomycetemcomitans を含め，今後，

生物型あるいは遺伝子型の検索を行い，歯周病

原性細菌の母子感染についてより詳細な検討を

行う必要があろう．
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Abstract : Although ʻred complex speciesʼ [Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td)

and Tannerella forsythensis (Tf)] and Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) are the major

pathogens in adults of chronic and aggressive periodontitis, respectively, it is also evident that the

putative periodontopathic bacteria can be detected in the plaques from periodontally healthy children.

To elucidate the relationship to the colonization of mutans streptococci (MS) and the maternal

transmission, in this study, the periodontal pathogens were detected in the plaque samples from 327

periodontally healthy children, and compared to 239 mothersʼ plaques. After oral examination, plaque

samples were collected and the bacterial DNA was purified. The periodontal pathogens and MS were

detected by the species-specific PCRs. The results indicated a positive correlation between MS

colonization and the caries score (dmf/DMF) in the children. Among the periodontopathic bacteria, Aa

was most frequently detected in both the children and mothers, followed by Tf, and the percentages of

Aa- and Tf-positive subjects increased with age. Pg was detected in 13.1% of childrenʼs and 23.0% of

mothersʼ plaques, whereas Td was not found in the children and was detected in only 7/239 mothers.

The statistical analysis revealed no significant correlation between MS and periodontal-bacterial

colonizations. Further, the mother-and-child pair-based analysis indicated that the concordance in

colonization was observed in 50 out of 93 Tf-positive children and in 17 out of 43 Pg-positive children.

Thus, the present findings strongly suggested that some periodontal pathogens including Aa, Tf and Pg,

but not Td, can colonize in childrenʼs plaques without relation to MS colonization. It was also suggested

that the vertical (maternal) transmission, especially of ʻred complex speciesʼ rarely occurs.

Key Words : Periodontopathic bacteria, plaques of children, colonization, mutans streptococci, maternal

transmission
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