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緒言 

世界保健機関（World Health Organization：WHO）では，不妊症は男性または女性の

生殖系の疾患で，12 カ月以上避妊をせずに定期的に性交渉を行っているにも関わら

ず妊娠に至らない状態と定義されている 1)。不妊症は世界的に増加してきており，推

定 4,800 万組のカップルが不妊症という報告もある 2)。日本において，不妊を心配し

たことがある夫婦の割合は 3 組に 1 組を超え，子供のいない夫婦では 55.2%にのぼる

3)。また，実際に不妊検査や治療を受けたことがある夫婦は全体で 18.2%であり，子供

のいない夫婦では 28.2%と報告されている 3)。このように，近年，日本では不妊治療

の件数は増加傾向にあり，2017 年には全新生児の約 6%にあたる 5 万 6 千人が体外受

精によって誕生している 4)。一方で，不妊症の治療を希望する夫婦にとって，不妊治

療は身体的苦痛，精神的な落ち込み，さらに経済的な負担などの悩みとなるため，不

妊は大きな社会問題の一つとなっている 5)。 

不妊の原因には，男性要因と女性要因があり，WHO によると，男性要因が 24%，

女性要因が 41%，男女共の要因の場合は 24%と報告されている 6)。不妊要因として，

男性では，精巣機能不全，射精機能障害，そして精路通過障害があげられる。女性で

は，卵巣機能不全，多嚢胞性卵巣症候群，子宮内膜症，子宮筋腫，子宮内膜ポリープ，

そして慢性子宮内膜炎がある。男女両方では，性腺機能低下症，高プロラクチン血症，

線毛機能障害，嚢胞性線維症，感染，全身疾患，そして生活習慣が関連している 7)。

一方，排卵機能，卵管の通過性，さらには精液分析などの検査をしても，不妊治療を
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希望するカップルの 10〜30%は不妊の原因が特定されないという報告がある 8, 9)。こ

のように不妊検査をしても明らかな原因が見つからない不妊は，原因不明不妊と定義

されている 10)。近年，原因不明不妊の病態として，子宮内膜における制御性 T 細胞

（regulatory T cell: Treg）の発現低下や機能低下が示唆されている 11, 12)。すなわち，着

床・妊娠を維持するためには子宮内膜における Treg の働きを中心とした免疫寛容が

必要であると報告されている 13)。さらに，Treg の細胞数の減少や機能低下は人工授精

の度重なる失敗，再発性流産，そして子癇前症と関連がある 13)とされる一方で，Treg

の割合の増加は、不妊の原因の一つと考えられている慢性子宮内膜炎と関連があると

いった報告 14)もある。 

不妊のリスクファクターとして，年齢，喫煙，肥満，痩せ，さらにはストレスなど

が報告されており 15)，近年では不妊と口腔内の慢性炎症性疾患である歯周炎との関連

も報告されている 16, 17)。歯周炎は口腔常在細菌叢のバランスの乱れによって生じる慢

性炎症性疾患である。すなわち，歯肉溝部に形成されたバイオフィルムの成熟に伴い，

Porphyromonas gingivalis（P. gingivalis）をはじめとした歯周病原細菌が増加すること

によって常在細菌叢が変化することにより生じる 18)。そして，宿主免疫反応が惹起さ

れるとともに，免疫細胞や歯肉線維芽細胞が腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor：TNF）

-α，インターロイキン（interleukin：IL）-1β，さらに IL-6 などの多様な炎症性サイト

カインを産生することによって，免疫細胞が一層活性化され，免疫・炎症反応が遷延

化する 19)。その結果，歯周組織破壊が深部にまで波及し，歯槽骨の吸収が進行する 20)。
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女性不妊と歯周炎の関連については，唾液中に検出される P. gingivalis に対する

immunoglobulin（Ig）A や IgG 抗体価が高い女性では，抗体価が低い女性に比べて妊

娠率が低下するという報告 21)や，歯周炎に罹患している女性では，妊娠を希望したの

ち実際に妊娠が成立するまでの平均期間が，歯周炎に罹患していない女性と比較して，

有意に延長するという報告 15)がある。また，原因不明不妊患者では，う蝕や歯周炎の

罹患率が高いといった報告 22)もある。一方，男性不妊と歯周炎の関連については，歯

石の沈着や歯肉からの出血がある歯周炎男性では，精子欠乏症や精子無力症といった

生殖機能の低下を伴う疾患を有する割合が高いことが明らかになっている 23)。このよ

うに臨床疫学研究において歯周炎と不妊症の関連性が複数報告されているものの，実

際の不妊治療中患者における P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価などをはじめとし

た歯周炎の指標や罹患状況は不明であり，不妊症と歯周炎を結びつける分子メカニズ

ムは未だ不明である。 

そこで本研究では，不妊症と歯周炎の関係を分子レベルで検討するために，臨床研

究として，不妊治療中患者と自然妊娠妊婦の間で P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体

価を比較した。また，基礎研究として，P. gingivalis 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデル

を用いて，歯周組織での感染と炎症が妊娠結果や子宮に与える影響を，組織学的およ

び免疫学的に検討した。 
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材料と方法 

1. 臨床研究 

1) 研究対象者 

2020 年 1 月から 2022 年 4 月の期間に三宅医院産科ならびに三宅医院生殖医療セン

ターを受診した有歯顎者で，本研究の参加同意が得られた 30 歳以上 45 歳未満の自然

妊娠妊婦 99 名および不妊治療中患者 98 名を対象とした。自然妊娠妊婦群では経膣分

娩で出産した 77 名を抽出し，不妊治療中患者群では原因不明不妊と診断された患者

71 名を解析対象とした（図 1）。本横断研究は STROBE 声明に従い，岡山大学倫理委

員会の承認を得た後に，研究開始前に十分な説明を行い，全ての研究対象者から書面

による同意を得た（岡山大学倫理審査委員会 承認番号 #1909-023）。同意取得後に 3.0 

mL の末梢血液を採血し，遠心分離（4 ℃，1,710 × g，5 分）により血清を分離し，-

30 ℃で保管した。 

2) 酵素結合免疫吸着測定法を用いた歯周病原細菌に対する血清抗体価検査 

酵素結合免疫吸着測定法（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA）検査を用い

た P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価は，大山らの方法 24)に準じ測定した。細菌抗

原は P. gingivalis FDC381，P. gingivalis SU63，そして P. gingivalis W83 の 3 菌株を用い，

Murayama らの方法 25)に従って調整した超音波破砕抽出抗原を使用した。前述の抗原

の乾燥物を polyoxyethylene sorbitan monolaurate（Tween 20）含有りん酸緩衝液

（phosphate-buffered saline: PBS）｛PBS with Tween 20: PBST，pH 7.4, 0.8%（w/v）塩化
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ナトリウム，0.02%（w/v）りん酸二水素カリウム，0.29%（w/v）りん酸水素二ナトリ

ウム十二水和物，0.02%（w/v）塩化カリウム，0.02%（w/v）アジ化ナトリウム，0.05%

（v/v）Tween20｝に溶解して 1.0 mg/mL の濃度に調整し，さらに 50 mM 炭酸-重炭酸

緩衝液｛pH 9.6，0.17%（w/v）炭酸ナトリウム，0.3%（w/v）炭酸水素ナトリウム｝に

溶解して，最終濃度 10 µg/mL の抗原溶液を調整した。各抗原溶液を 96 well ELISA 

Microplate（Greiner bio-one，Kremsmünster，Austria）の各ウェルに 100 µL 添加し，4 ℃

で 6〜8 時間放置して抗原をプレートに固相した。標準血清は全身疾患および喫煙歴

のない 25〜29 歳の男女 5 名の血清を等量混和したものを用い，PBST で 12.5〜51,200

倍に段階希釈した。被験者から採取した血清は，PBST で 3,200 倍に希釈した。抗原を

固相したプレートを PBST で 3 回洗浄した後，標準血清ならびに被験血清を 100 µL

ずつ添加し，4 ℃で 6〜8 時間反応させた。二次抗体は Alkaline Phosphatase AffiniPure 

F（ab’）Fragment Goat Anti-Human IgG（H + L）（Jackson ImmunoResearch，West Grove，

PA，USA）を PBST で 5,000 倍に希釈したものを用い，プレートを PBST で 3 回洗浄

した後，各ウェルに 100 µL 添加し，37 ℃で 2 時間反応させた。発色基質は，p-ニト

ロフェニルりん酸二ナトリウム六水和物（富士フイルム和光純薬，大阪，日本）をジ

エタノールアミン緩衝液｛pH 9.8，10%（v/v）2,2’-イミノジエタノール，0.01%（w/v）

塩化マグネシウム六水和物，0.12%（w/v）アジ化ナトリウム｝に溶解して，1 mg/mL

の濃度に調整したものを用い，プレートを PBST で 3 回洗浄した後，各ウェルに 100 µL

添加して，室温で反応させた。吸光度の測定には，iMark Microplate Reader および
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Microplate Manager Software 6.3（ともに Bio-Rad，Hercules，CA，USA）を用い，12.5

倍希釈した標準血清のウェルの波長 405/490 nm における吸光度が 1.6 に到達した時

点の各ウェルの吸光度を測定し，標準血清を段階希釈して得られた検量線（4 パラメ

ーターロジスティック曲線）をもとに吸光度を ELISA Unit（EU）に変換した。なお，

3,200 倍希釈した標準血清と同じ吸光度を示す被験血清の EU を 100 と設定し，標準

血清（12.5〜51,200 倍希釈）が示す EU25,600〜6.25 の範囲を超える被験血清について

は，EU25,600 以上の血清は EU25,600 とし，EU6.25 以下の血清は EU6.26 とした。さ

らに，抗体価を｛（各サンプルの EU）-（健常者血清の EU の平均値）/ 2 × （健常者

血清の標準偏差）｝で標準値化した。1 回の測定はデュプリケートで行った。 

2. 基礎研究 

1) 雄性マウスの生殖機能の確認 

9 週齢の C57BL/6J 野生型マウス（日本クレア社，東京，日本）を使用し，同じケー

ジ内に雌と雄を 1 匹ずつ入れ，1 週間交配させた。1 週間の交配期間後，雄性マウス

をケージ内から取り出した。腹部が肥大化して妊娠の兆候を認めた雌性マウスと交配

した雄性マウスには生殖機能に異常はないと判断し，次項で示す歯周炎マウス（雌性）

との交配に用いた。妊娠した雌性マウスは出産を確認した 1 日後に二酸化炭素ガスを

用いて安楽死させた。また，新生児マウスは個体数と体重を測定後，断頭にて安楽死

させた。前述の妊娠した雌性マウス（正常）は健常群として歯周炎マウスの陰性対照

とした。また，雄性マウスをケージに入れた日を妊娠 0 日目とした。 
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2) P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルの作製 

9 週齢の C57BL/6J 野生型雌性マウスを使用し，Abe らの方法 26)を一部改変して

P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデル（以下，歯周炎マウス）を作製し

た（図 2）。すなわち，PBS で希釈した塩酸ケタミン 100 mg/kg と塩酸キシラジン

10 mg/kg を腹腔内注射してマウスに全身麻酔を行った後，上顎両側第二臼歯歯頚部

に 5-0 絹糸を結紮した。さらに，OD600 = 0.8（1.0 ×108 CFU/mL）に調整した P. gingivalis 

W83 株の菌液 200 μL を週 3 回絹糸に浸透させ，歯周組織に感染させて炎症を誘導し

た。 

歯周炎マウス群は，歯周炎誘導 4 週間後に雄性マウスと交配させる群，交配させな

い群の 2 群に振り分けた。一方で，歯周炎誘導開始と同時に真菌二次代謝産物である

(+) -terrein を週 2 回（30 mg/kg），4 週間腹腔内投与を行った炎症抑制群を作製した。

なお，(+)-terrein は Mandai らの報告 27)に基づき，有機化学的に合成し，天然由来の(+)-

terrein と分子構造および生理活性が同じであることを確認したものを用いた。 

歯周炎誘導後に交配させる群は，歯周炎誘導から 4 週間経過後，1 ケージにつき雌

性歯周炎マウス 1 匹と 2–1）項で妊娠機能に異常がないことを確認した雄性マウス 1

匹を入れて交配させた。雄性マウスをケージに入れた日（妊娠 0 日目）から 1 週間経

過後，雄性マウスをケージ内から取り出した。雌性マウスは出産の 1 日後に二酸化炭

素ガスを用いて安楽死させた。新生児マウスは個体数，体重を測定後，断頭にて安楽

死させた。また，妊娠の兆候がないマウスは，同群における最後の出産日から 1 週間
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後に未妊娠と判断し，二酸化炭素ガスを用いて安楽死させた。 

歯周炎誘導後に交配させない群は，歯周炎誘導の 2 週間後と 4 週間後に，二酸化炭

素ガスを用いて陰性対照である健常群と同時に安楽死させた。安楽死後に，血清，上

顎骨，そして子宮を採取した。子宮の試料採取に関しては，試料を採取する部位や量

の違いによる測定結果への影響を最小限にするため，解析ごとに部位と長さを揃えて

採取した（図 2-（c））。全ての動物実験は ARRIVE ガイドラインに従い，岡山大学動

物実験委員会の承認（OKU-2021680）の下で実施し，specific-pathogen-free 環境下で飼

育を行い，実験期間中にマウスが死亡した場合は，実験結果から除外した。 

3) 歯周炎による歯槽骨吸収の確認 

Abe らの方法 26)を用いて，骨標本の作製と歯槽骨吸収度の解析を行った。すなわち，

採取したマウスの頭部をオートクレーブ（LSX-500，トミー精工，東京）にて 121℃，

2 気圧で 20 分間処理後，軟組織を除去した。その後，30 %過酸化水素（ナカライテス

ク，京都，日本）で漂白し，次亜塩素酸ナトリウム水溶液（ナカライテスク）で中和

した後，エオジン（武藤化学株式会社，東京，日本）で 5 分間，メチレンブルー（Merck 

KGaA，Darmstadt，Germany）で 10 秒間染色した。十分に乾燥した後，実体顕微鏡（SZ-

LW61 T2：オリンパス，東京，日本）にて骨吸収度を測定した。測定は，第一臼歯の

遠心口蓋側裂溝，遠心口蓋側咬頭，第二臼歯の近心口蓋側咬頭，口蓋側裂溝，遠心口

蓋側咬頭，そして第三臼歯の口蓋側咬頭の 6 点において，セメントエナメル境（cement 

enamel junction：CEJ）から歯槽骨頂（alveolar bone crest：ABC）までの垂直的距離を
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それぞれ測定し，歯牙ごとに垂直的距離の平均をとり，骨吸収度を算出した。また，

片顎を 1 サンプルとして測定し，歯牙が脱落したサンプルは計測から除外した。 

4) P. gingivalis W83 に対する血清 IgG 抗体価の測定 

血清 IgG 抗体価の測定は，1. 臨床研究 2) 酵素結合免疫吸着測定法を用いた歯周病

原細菌に対する血清抗体価検査の項と同様の手技で測定した。すなわち，抗原を固相

化後，マウス血清を 100 µL ずつ添加して反応させた。二次抗体は Alkaline Phosphatase–

conjugated Affinipure Goat Anti-Mouse IgG (H+L)（Proteintech Group, Inc，Rosemont，IL，

USA）を PBST で 1,000 倍に希釈したものを用いた。発色基質添加後，室温で 20 分反

応させ，吸光度を測定した。1 回の測定はデュプリケートで行い，血清 IgG 抗体価は

吸光度で示した。 

5) 子宮の組織学的解析 

健常群と非妊娠の歯周炎マウス群から採取した子宮の一部を，4%パラホルムアル

デヒド溶液（pH 7.4：富士フィルム和光純薬）に 24 時間浸漬して組織固定を行った。

固定した組織はエタノール系列で脱水後にパラフィン包埋してブロックを作製し，

5 µm 間隔で薄切し，パラフィン切片を作製した。作製したパラフィン切片を，キシレ

ン（ナカライテスク）を用いて脱パラフィンを行った後，無水エタノール（富士フィ

ルム和光純薬）から 70%エタノールにスライドガラスを段階的に浸漬させて再水和を

行った。その後，ヘマトキシリン・エオジン（Hematoxylin-Eosin：H-E）染色を行った

後，70%エタノールから無水エタノールにスライドガラスを段階的に浸漬させて脱水
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を行い，キシレンに浸漬させてカバーガラスと Mount-Quick（大道産業株式会社，東

京，日本）を用いて封入した。スライドガラスを乾燥させた後，光学顕微鏡（BX−50：

オリンパス）下にて組織像を観察した。 

6) フローサイトメトリー法による子宮組織における Treg の定量 

健常群と非妊娠の歯周炎マウス群から子宮を 1 cm 摘出した。Collagenase Type 4 

Powder（Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）と DNaseⅠ（Sigma Aldrich，St. 

Louis，MA，USA）を溶解した Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium（RPMI 1640

培地，Sigma-Aldrich）に採取した組織を浸漬し，BioMasher®Ⅱ（ニッピ，東京，日本）

を用いて組織を粉砕後，37 ˚C で 100 rpm，55 分間振盪した。そこに 0.5 M エチレン

ジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid：EDTA）（Thermo Fisher Scientific）を添

加し，さらに 37 ℃で 5 分間震盪させた。その後，RPMI 1640 培地を 3 mL で懸濁し，

70 µm のセルストレイナー（Corning，Corning，NY，USA）に通して細胞懸濁液を濾

過した。細胞懸濁液を 320 × g，4 ̊ C で 6 分間遠心分離し，上清を吸引除去した。そこ

に，抗 CD16/32 抗体（Clone 93；BioLegend，San Diego，CA，USA）を 5%ウシ血清ア

ルブミン（BSA；Sigma Aldrich）含有 PBS で 100 倍希釈して添加し，4 ˚C で 10 分間

反応させた。その後，細胞表面マーカーを染色するために，BSA 含有 PBS で 1/100 の

濃度に希釈した抗体を添加して，4 ˚C，暗所で 60 分間反応させた。抗体は，APC 標

識抗マウス CD45 抗体（0.2 mg/mL，Clone I3/2.5；BioLegend）と FITC 標識抗マウス

CD4 抗体（0.5 mg/mL，Clone GK1.5；BioLegend）を用いた。PBS を 1 mL 添加して撹
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拌後，320 × g，4 ˚C で 6 分間遠心分離し，上清を吸引除去した。その後，Cyto Fast 

Fix/Perm solution（BioLegend）を 150 µL 添加し，暗所条件下，室温で 20 分間反応さ

せ，細胞の固定と細胞膜の穿孔を行った。PBS を 1 mL 添加し，撹拌後，320 × g，4 ˚C

で6分間遠心分離し上清を吸引除去した。さらに，細胞内マーカーを染色するために，

BSA 含有 PBS で 1/100 の濃度に希釈した抗体を添加して，常温，暗所で 20 分間反応

させた。抗体は，PE 標識抗マウス FOXP3 抗体（0.2 mg/mL，Clone MF-14；BioLegend）

を用いた。Cyto Fast Perm/Wash solution（BioLegend）を 1 mL 添加して撹拌後，320 × g，

4 ̊ C で 6 分間遠心分離し，上清を吸引除去した。また，Cell staining buffer（BioLegend）

を添加して攪拌後，320 × g，4 ̊ C で 6 分間遠心分離し，上清を吸引除去した。上記手

順で染色した細胞を，最終的な細胞溶液が 300 µL になるように PBS で希釈し，

MAQSquant Analyzer（Miltenyi Biotec，Bergisch Gladbach，Germany）を用いてフロー

サイトメトリー法で解析した。本研究では，CD45+CD4+FOXP3+細胞を Treg と定義し

た。 

7) 子宮組織における遺伝子発現の解析 

歯周炎誘導の 2 週間後と 4 週間後のマウスから子宮組織を採取し，遺伝子発現量の

変化を real-time reverse transcription polymerase chain reaction（RT-PCR）法で定量解析

した。子宮組織採取後，直ちにRNAの安定作用のあるRNAlater（Thermo Fisher Scientific）

に浸漬し，下記処理を行った。 

(1) RNA の抽出 
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RNA は，シリカ膜への吸着を利用した RNeasy Mini Kit（QIAGEN，Venlo，Netherland）

を用いて抽出した。なお，RNA抽出過程で混入するDNAは，Kit内の gDNA Eliminator

スピンカラム（QIAGEN）を使用して除去した。RNA の濃度と純度は，Nano Drop 

2000（Thermo Fisher Scientific）を用いて 260 nm と 280 nm の波長での吸光度とその

比を用いて測定した。全ての RNA の純度は，260/280 の値が 1.8〜2.2 の間であるこ

とを確認した。 

(2) 逆転写反応 

抽出した全 RNA から SuperScriptTM Ⅳ VILO Master Mix（Thermo Fisher Scientific）

を用いて逆転写を行った。すなわち，RNA 濃度を調整した溶液 16 µL と，VILO Master 

Mix 4 µL を混合し，全量 20 µL とした。これを 25 ℃で 10 分間熱処理し，オリゴ dT

プライマーをアニーリングした。そして，42 ℃で 60 分間熱処理し，mRNA の逆転

写産物である cDNA を合成した。その後，85 ℃で 5 分間の加熱で逆転写酵素を不活

化した。 

(3) real-time RT-PCR 法 

PCR 反応は，cDNA 合成後の反応液，表 1 に示したセンスならびにアンチセンス

PCR プライマー（10 µM），2 × Power SYBER Green PCR Master Mix（Thermo Fisher 

Scientific），そして RNase-free Water と混合し，95 ℃で 10 分間の 2 本鎖 DNA の変

性の後，95 ℃で 15 秒，60 ℃で 1 分のステップでアニーリングと伸長反応を 60 サ

イクル行った。この反応は 7300 Fast Real-Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）
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を用いて行い，その際に PCR 産物である 2 本鎖 DNA に結合する蛍光色素である

SYBR Green 1 が発する蛍光量を SDSv1.X with RQ Software（Thermo Fisher Scientific）

にて測定した。Il-6，Tnf-α，Il-1β，Il-10, Foxp3, Progesterone Receptor, Estrogen Receptor1, 

Estrogen Receptor2 の mRNA 発現量は，Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（Gapdh）の mRNA 量を内部対照として，比較 Ct 値法 28)にて定量した後，相対発

現量として示した。なお，Il-6，Tnf-α，Il-1β，Il-10, Foxp3, Progesterone Receptor, Estrogen 

Receptor1, Estrogen Receptor2 および Gapdh のプライマーは，オンラインソフトウェ

アである Primer3 plus（https://www.primer3plus.com/）を用いて，増幅サイズ 70〜200 

bp，プライマーサイズ 20〜22 塩基，GC 含有量 45〜55％，Tm 値 58〜60 ℃の条件

で合成し，NCBI primer-BLAST（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用

いて目的遺伝子の特異的な増幅を Web アプリケーション上で確認した。また，プラ

イマーの合成はユーロフィンジェノミクス株式会社（東京，日本）に委託した。 

8) 血清アミロイド A（serum amyloid A：SAA）濃度の定量 

歯周炎誘導 2 週間後と 4 週間後のマウスの心臓から新鮮血液を採取し，875.17 × g，

4 ˚C で 10 分間遠心分離を行い，血清を採取した。マウスにおける全身の炎症性マー

カーである SAA について，ELISA 法を用いて濃度を定量した。Mouse SAA ELISA Kit

（Tridelta Development Ltd，Kildare，Ireland）を用い，マイクロプレート上の各ウェル

に，ホースラディッシュ・ペルオキシダーゼ（horseradish peroxidase：HRP）標識抗 SAA

抗体を添加した。さらに，Diluent buffer で 200 倍希釈した血清と 0.062，0.125，0.250，



 

 15 

0.500 µg/mL に希釈したスタンダードを各ウェルに添加し，37℃で 1 時間反応させた。

Wash buffer で 4 回洗浄後，発色基質として 3, 3’, 5, 5’-テトラメチルベンジジン（3, 3’, 

5, 5’-Tetramethylbenzidine：TMB）を添加し，室温で 15 分反応させた。その後，発色

反応停止液を加え，iMark Microplate Reader および Microplate Manager Software 6.3（と

もに Bio-Rad）を用いて 450 nm の波長における吸光度を測定した。 

9) 子宮組織における細菌 DNA の定量 

歯周炎誘導 2 週間後と 4 週間後のマウスから子宮組織を採取し，子宮組織中の総菌

数と P. gingivalis の細菌数を real-time PCR 法で定量解析した。子宮組織採取後，採取

した子宮組織を Tris-EDTA Buffer（ニッポン・ジーン，東京，日本）400 µL に浸漬し，

BioMasher®Ⅱ（ニッピ）を用いて組織を粉砕後，下記処理を行った。 

(1) DNA 抽出 

フェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール（25：24：1）（ナカライテス

ク）を 400 µL 添加し，転倒混和後，11,000 × g，25 ˚C で 15 分間遠心分離した。分

離した水相，中間相を 300 µL 採取し，Phase Lock Gel, Heavy, 2 mL（フナコシ，東

京，日本）に入れ，22,808 × g，4 ˚C で 5 分間遠心分離し，水相のみを採取した。

DNA の濃度と純度は，Nano Drop 2000 を用いて 260 nm と 280 nm の波長での吸光

度とその比を用いて測定した。全ての DNA の純度は，260/280 の値が 1.7〜1.8 の間

であることを確認した。 

(2) real-time PCR 法 
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表 1 にセンス，アンチセンス PCR プライマーとプローブの配列を示す。総菌数の

定量には，Maeda ら 29)の 16S rRNA 遺伝子の V6-V7 領域を標的としてその上下流の

保存領域に設定したユニバーサルプライマーを用い，蛍光色素は SYBR Green 1 を

使用した。また，P. gingivalis の定量には，Boutage ら 30)の 16S rRNA 遺伝子の V4 領

域に設定した TaqMan プローブとプライマー（Thermo Fisher Scientific）を使用した。

総菌数の定量は，2. 基礎研究 7) 子宮組織における遺伝子発現の解析 (3) real-time 

RT-PCR 法の項と同様の手技で測定した。すなわち，9) – (1)項で抽出した DNA 溶液

をセンスならびにアンチセンス PCR プライマー（10 µM），2 × Power SYBER Green 

PCR Master Mix（Thermo Fisher Scientific），そして Nuclease-Free Water（QIAGEN）

と混合し測定した。 

P. gingivalis の定量には，9) – (1)項で抽出した DNA 溶液をセンスならびにアンチ

センス PCR プライマー溶液（10 µM），2 倍希釈した TaqMan プローブ（10 µM），

TaqMan Fast Advanced Master mix（Thermo Fisher Scientific）と混合し，50 ℃で 2 分

間 Uracil-DNA Glycosylase 処理をしてキャリーオーバーした増幅産物を除去し，

95 ℃で 20 秒ポリメラーゼを活性化させた後，95 ℃で 3 秒，60 ℃で 30 秒のステッ

プで DNA の変性，アニーリング，伸長反応を 45 サイクル行った。この反応の際の

PCR 産物が発する蛍光量を 7300 Fast Real-Time PCR System で測定し，1 回の測定は

デュプリケートで行った。なお，総菌数と P. gingivalis の細菌数は P. gingivalis W83

株の DNA を 5 段階希釈して作成した検量線をもとに定量した。 
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3. 統計処理 

P. gingivalis 3 菌株に対するヒト血清 IgG 抗体価の検定には Mann-Whitney U test を

用いた。また，2 群間の検定には Student’s t-test を用い，3 群間の差の検定には one-

way analysis of variance（one-way ANOVA）を用い，さらに多重比較検定は Dunnett’s test

で行った。統計処理には，GraphPad Prism9（GraphPad Software Inc，San Diego，CA，

USA）を用いて検定を行い，P < 0.05 を有意差ありと判定した。 
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結果 

1. 不妊治療患者における，P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の測定 

1) 被験者の選択 

本臨床研究には，自然妊娠妊婦群 101 名，不妊治療患者群 100 名が集められた。自

然妊娠妊婦群は，30 歳未満の被験者 1 名，研究不同意者 1 名を除外した 99 名を対象

とした。また，出産転帰不明者 1 名，血清サンプル量が不十分だった 1 名，出産状況

が不明であった 1 名を除外し，出産方法で分類したところ，経膣分娩妊婦が 77 名，

帝王切開で出産した妊婦が 17 名，吸引分娩で出産した妊婦が 2 名であった。不妊治

療患者群では，30 歳未満の被験者 1 名，通院中断により情報収集が不十分となった被

験者 1 名を除外した 98 名を対象とし，不妊原因が明らかであるか，原因不明不妊で

あるかで分類したところ，器質的原因のある患者が 27 名，原因不明不妊が 71 名であ

った。本研究では，より自然に近い出産形態である経膣分娩妊婦 77 名（自然妊娠妊

婦群）と原因不明不妊女性 71 名（不妊治療患者群）について解析を行った（図 1）。 

2) 被験者背景 

自然妊娠妊婦群と原因不明不妊女性の背景について調査した（表 2）。原因不明不妊

患者群では，自然妊娠妊婦群と比較し，年齢が有意に高かった（P < 0.05）。また，原

因不明不妊患者 71 名について，不妊期間は 1 年未満が 28.2%（20 名），1 年以上 2 年

未満が 18.3%（13 名），2 年以上が 42.3%（30 名），不妊治療ステージは，タイミング

法が 45.1%（32 名），人工授精が 23.9%（17 名），生殖補助医療が 28.2%（20 名）であ
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った。 

3) P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の比較 

P. gingivalis FDC381，SU63，W83 に対する血清抗体価を測定し比較した（図 3）。原

因不明不妊患者群では，自然妊娠妊婦群と比較し P. gingivalis FDC381（P = 0.0433），

SU63（P = 0.0054），そして W83（P = 0.0005）に対する血清 IgG 抗体価が有意に上昇

していた。 

2. 歯周炎マウスにおける，歯周感染・炎症が妊娠・出産に及ぼす影響の検討 

1) 歯槽骨吸収の評価 

歯周炎マウスにおける歯周炎の惹起を確認するため，歯槽骨吸収量を測定した（図

4-(a)）。健常マウス群では，いずれの個体も歯牙は脱落していなかったが，感染期間が

2 週間の歯周炎マウス群では 9 匹中 6 匹で，4 週間の群では 16 匹中 14 匹で 1 本以上

の歯牙が脱落していた。また，歯周炎マウス群では健常群と比較し，いずれの歯牙で

も歯槽骨吸収が有意に進行した（2 週間：第一臼歯 P = 0.0005，第二臼歯 P < 0.0001，

第三臼歯 P < 0.0001，4 週間：第一臼歯 P < 0.0001，第二臼歯 P < 0.0001，第三臼歯 P 

< 0.0001）。 

2) P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の比較 

歯周炎マウスにおける P. gingivalis の感染を確認するため，P. gingivalis に対する血

清 IgG 抗体価を測定した（図 4-(b)）。歯周炎誘導 2 週間後（P = 0.0165），4 週間後（P 

= 0.0006）ともに，健常群と比較し，歯周炎マウス群では P. gingivalis に対する血清 IgG
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抗体価は有意に上昇した。 

3) 妊娠・出産状態の比較 

歯周炎マウスと健常マウスにおける妊娠・出産状態を比較した（図 5）。歯周炎マウ

ス群では，健常群と比較し，平均出産数が有意に減少（5.3 匹 vs 7.8 匹，P = 0.0004，

図 5-（a））し，新生児マウスの平均体重は有意に低下した（1.26 g vs 1.32 g，P= 0.0381，

図 5-（b））。一方，妊娠期間に差はなかった（22.3 日 vs 21.8 日，P = 0.6693，図 5-（c））。 

4) 子宮横断面積の比較 

肉眼所見において，歯周炎マウスの子宮に肥大化を確認したため，子宮の横断面積

を計測し比較した（図 6）。歯周炎誘導 2 週間後の歯周炎マウスの子宮は，健常群と比

較し，肉眼的に大きさに変化はなく，子宮横断面積に差はなかった（7.31 mm2 vs 8.18 

mm2，P = 0.6364）。一方，歯周炎誘導 4 週間後の歯周炎マウスの子宮は，健常群と比

較し，肥大化しており，子宮横断面積は有意に増加していた（11.75 mm2 vs 6.713 mm2，

P = 0.0067）。また，歯周炎誘導開始とともに抗炎症薬(+)-terrein を投与した群では，健

常群と比較し，子宮横断面積に差はなかった（6.54 mm2 vs 6.71 mm2，P = 0.9960）。 

5) 子宮組織における Treg の検討 

着床や妊娠の維持には Treg による免疫寛容が重要である 13)。そこで，子宮組織に

おける Treg 数や割合を検討した（図 7）。歯周炎誘導 4 週間後の歯周炎マウス群では，

健常群と比較し，子宮における Treg（CD4+CD45+FOXP3+）の数に差はなかった（平

均値：195.5 個 vs 125.1 個，P = 0.4376）が，全細胞数に対する Treg の割合は増加する
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傾向を示した（平均値：3.29% vs 1.85%，P = 0.0578）。一方，歯周炎誘導開始とともに

(+)-terrein を投与した群では，健常群と比較して，Treg 数（平均値：196.5 個 vs 125.1

個），割合（平均値：1.54% vs 1.85%）ともに差はなかった。 

6) 子宮組織におけるサイトカインと Foxp3 の遺伝子発現量の比較 

子宮組織における炎症反応の状態を検討するため，子宮組織における炎症性サイト

カイン（Il-6，Tnf-α，Il-1β），抗炎症性サイトカイン（Il-10），そして Treg のマーカー

の一つである Foxp3 の mRNA 発現量を比較した（図 8）。歯周炎誘導 2 週間後では，

健常群と比較し，Il-6，Tnf-α，Il-1β，Il-10，そして Foxp3 の mRNA 発現量に差はなか

った（P > 0.05）。一方，歯周炎誘導 4 週間後では，Il-1βの mRNA 発現量が有意に低下

していた（P = 0.0407）。また，Il-10 や Foxp3 の mRNA 発現量は増加する傾向を示し

た（それぞれ P = 0.1102，P = 0.1391）。 

7) 血清アミロイド A（SAA）濃度の比較 

歯周炎マウスにおける全身の急性炎症の有無を確認するため，マウスにおける全身

の炎症性マーカーである SAA の濃度を測定した（図 9）。その結果，歯周炎誘導の 2

週間後と 4 週間後ともに健常群と比較し，SAA 濃度に変化はなかった。 

8) 子宮組織における細菌量の比較 

子宮における細菌叢の変化は不妊に影響を及ぼす 31)とされているため，子宮組織に

おける総細菌数と P. gingivalis 菌数を測定した（図 10）。歯周炎誘導 2 週間後，4 週間

後ともに，健常群と比較し，子宮組織において総細菌数に差はなかった（P > 0.05）。
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また，いずれの群の子宮組織からも P. gingivalis は検出されなかった。 

9) 子宮組織におけるプロゲステロン受容体およびエストロゲン受容体の mRNA 発

現量の比較 

性周期を司るホルモンであるエストロゲンおよびプロゲステロンの受容体

（Progesterone receptor，Estrogen receptor 1，および Estrogen receptor 2）の mRNA 発

現量を比較した（図 11）。歯周炎誘導 2 週間後のマウスの子宮では，健常群と比較し，

Progesterone receptor，Estrogen receptor 1，および Estrogen receptor 2 の mRNA 発現量

に差はなかった（P > 0.05）。一方，歯周炎誘導 4 週間後のマウスでは，健常群と比較

し，Progesterone receptor の mRNA 発現量が低下する傾向を示した（P = 0.0659）。 

考察 

本研究では，不妊治療を行っている原因不明不妊女性における P. gingivalis に対す

る血清 IgG 抗体価を調査するとともに，P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウス

モデルを用いて，歯周組織の感染・炎症が妊娠・出産や子宮組織に及ぼす影響を免疫

学的・組織学的に検討した。 

臨床研究では，不妊治療中の原因不明不妊女性と自然妊娠妊婦の P. gingivalis 3 菌

株に対する血清 IgG 抗体価を測定したところ，原因不明不妊女性は自然妊娠妊婦と比

較し，P. gingivalis 3 菌株に対する血清 IgG 抗体価はいずれも高いことが明らかとなっ

た（図 3）。被験者背景を比較すると，原因不明不妊女性では自然妊娠妊婦より年齢が
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有意に高かった（表 2）。不妊原因の一つとして，加齢による卵胞の減少 32)や染色体異

常 33, 34)によって妊娠率が低下することが知られており，不妊治療を希望する患者層は

比較的高齢となるため，原因不明不妊女性群では加齢による妊孕性の低下の影響も否

定できないと考える。フィンランドの臨床研究において，P. gingivalis に対する唾液中

の IgG と IgA 抗体が高い女性では妊娠率が低いことが報告 21)されており，本研究結果

と一致している。P. gingivalis 以外の歯周病原細菌の一つである Fusobacterium 

nucleatum の感染は，早産との関連性 35)が示唆されている。また，多嚢胞性卵巣症候群

患者では，P. gingivalis に加え，Prevotella intermedia や Streptococcus oralis の血清 IgG

抗体価が上昇する 36)という報告があり，不妊治療中女性における他の口腔内細菌に対

する血清 IgG 抗体価については今後さらに詳細な検討が必要であると考える。 

臨床研究の結果から，P. gingivalis の感染と感染に伴う歯周組織の炎症が妊娠に悪

影響を及ぼすと考え，P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルを用いた基

礎研究を実施した。P. gingivalis の感染と早産・低体重児出産の関連については，歯髄

感染マウスモデルを用いた研究成果が報告されている 37)。しかし，絹糸結紮歯周炎マ

ウスモデルを用いて P. gingivalis の感染が妊娠・出産に及ぼす影響を検討した研究報

告は調べた限りなかった。そこで，絹糸結紮歯周炎マウスモデルにおいて，絹糸結紮

と絹糸への P. gingivalis 投与により歯槽骨吸収と P. gingivalis の感染が生じていること

を確認した後（図 4），歯周組織の炎症が妊娠・出産の結果に影響を及ぼすかを検討し

た。P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルでは，出産数と新生児マウス
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体重が健常群と比較し，有意に低下した（図 5）。特に，出産数が減少したことに着目

し，P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルでは，着床の段階で母体マウ

スの子宮に変化が生じていると考え，歯周炎誘導後の子宮組織を組織学的，免疫学的

に検討した。 

歯周炎誘導 2 週間後では，子宮組織に変化は見られなかったが，4 週間後では子宮

が肥大化していた（図 6）。子宮の横断面を H-E 染色にて観察すると，歯周炎誘導 4 週

間後では子宮横断面積は有意に増加していた。また，子宮において，着床・妊娠に重

要な働きがある Treg の割合が歯周炎誘導 4 週間後で有意に増加していた。これらの

所見は，近年に不妊症との関連が指摘されている慢性子宮内膜炎でも同様に確認され

ている 13)。 

慢性子宮内膜炎は子宮内膜での持続的な炎症の継続を特徴とする疾患であるが，無

症状で経過するため，近年まで疾患として認知されていなかった 38)。膣からの上行性

の細菌感染が主原因とされており，治療には抗菌療法が用いられる。そして，抗菌治

療によって妊娠成績や体外受精の成績が向上するという報告がある 39, 40)。しかし，明

確な診断基準や治療ガイドラインは未だ定められておらず，その詳細な病態は不明で

ある。慢性子宮内膜炎患者では，子宮の浮腫 41, 42)や子宮内膜における Treg の増加 14)が

報告されている。子宮内膜炎ラットモデルを用いた研究においても，子宮の肥大化 43-

45)が報告されており，今回の結果と同様の所見を呈する。ただし，これらの報告にお

いては，慢性子宮内膜炎患者の膣内細菌の移植 43)や子宮角への Eschelichia coli の投与
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44, 45)といった子宮への直接的な細菌感染を生じさせている。本研究では，細菌感染は

歯周組織に限局しており，子宮への介入は行っていないことから，これらの動物モデ

ルとは異なり，歯周組織における遠隔的な感染・炎症が子宮に波及したと考え，子宮

における細菌量や炎症性・抗炎症性サイトカインの mRNA 発現量を測定した。 

P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルの子宮における総細菌数は，P. 

gingivalis W83 の感染期間に関わらず，ほぼ検出限界値以下であり，P. gingivalis も検

出されなかった。現在ではヒトの泌尿生殖器には，ヒト細菌叢全体の約 9%が存在す

る 46)とされている。女性生殖器の細菌叢は，膣から卵巣にかけて徐々に変化して，細

菌数は減少する一方で，細菌の多様性は増加することが明らかとなっている 47, 48)。子

宮腔内においては，細菌数は膣内の 100〜10,000 分の 1 程度 47, 49)であり，子宮腔内に

は少量の細菌叢が存在している。これら生殖器での細菌叢の変化は，生殖器機能に

変化を及ぼす可能性があり，膣に含まれる Lactobacillus 属の割合が小さい患者では

人工授精の成功率が低い 50)ことや，子宮内膜において Lactobacillus 属優位の細菌叢

を持つと着床率，妊娠率，妊娠継続率，さらには生児出産率が増加することが示唆さ

れている 31, 51)。一方，ヒトの胎盤には細菌叢は存在しないとする説 52)もあるが，子宮

内膜の試料の採取では膣や子宮頚部に細菌が混入する可能性があるため，子宮内膜

細菌叢の細菌構成については未だ統一した見解は得られていない 53)。本研究の結果

において，子宮から細菌は検出されなかった。これは，子宮内膜細菌叢が非常に少量

であることに加え，子宮の構造がマウスとヒトで異なり，細菌数が少ないとされる
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卵巣に近い部分で試料を採取したため，生殖器内に存在する細菌が十分量得られな

かった可能性が考えられる。 

また，子宮内膜炎ラットモデルでは子宮において炎症性サイトカインである TNF-

αや IL-1βの mRNA 発現が亢進する 43, 45)ことが報告されている。本研究において，

P. gingivalis W83 を 4 週間感染させた歯周炎マウスでは，IL-1βの mRNA 発現は低下

し，抗炎症性サイトカインの IL-10 や Treg のマーカーである Foxp3 の mRNA 発現が

上昇する傾向にあり，子宮での炎症が抑制される可能性が示唆された。これらの研究

結果の相違は，子宮内膜炎ラットモデルでは細菌を直接子宮に投与することで子宮内

に感染が生じ，急性炎症が惹起されていることに起因するものと考える。また，血清

中のSAA量は歯周炎マウスと健常群マウスに差がなかったことから，P. gingivalis W83

感染絹糸結紮歯周炎マウスにおける炎症は歯周組織に限定して生じている可能性が

高い。再発性流産や着床不全の既往のある慢性子宮内膜炎患者では血液中の IL-6 や

CRP などの炎症性マーカーの上昇はみられないといった報告 54)もあり，慢性子宮内膜

炎の病態に必ずしも全身性の炎症が関与するとは限らないと考える。 

今回，炎症抑制群として歯周炎誘導開始と同時に抗炎症作用を有する(+)-terrein を

投与した群を設定し，歯周炎マウスモデルとの比較を行った。(+)-Terrein は真菌

Aspergillus terreus から二次代謝産物として分離された分子量 154.16 の低分子化合物

である 55)。天然物の(+)-terrein はバイオフィルム形成抑制効果 56)や歯髄炎症の抑制効

果 57)などが報告されており，今回は有機化学的に合成した(+)-terrein27)を使用した。こ
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の合成 (+)-terrein はヒト歯肉線維芽細胞における IL-6 誘導性の血管内皮細胞増殖因

子（vascular endothelial growth factor：VFGF）分泌の抑制効果 27)，ヤヌスキナーゼ 1

（Janus activated kinase：JAK1）のリン酸化阻害による IL-6 誘導性マクロファージコ

ロニー刺激因子（macrophage colony stimulating factor：M-CSF）分泌の抑制効果 58)，そ

して P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルにおける血清中の TNF-α濃度

と歯周組織中の TNF-αの mRNA 発現の抑制効果 59)が報告されている。抗炎症作用の

ある(+)-terrein を投与すると，子宮の肥大化が生じず，Treg の存在比率は健常群と同

程度になったことに加え，子宮における細菌数に変化がなかったことから，今回の子

宮における変化は歯周組織の細菌感染に起因する炎症によって惹起されたものと考

える。 

本研究では歯周炎マウスにおける性ホルモン受容体の mRNA 発現量を検討し，プ

ロゲステロン受容体の mRNA の発現が減少する傾向を認めた（図 11）。子宮内膜炎動

物モデルにおいては，子宮におけるエストロゲン受容体の mRNA 発現量が低下する

といった報告 44)がある。慢性子宮内膜炎患者においては，エストロゲン受容体やプロ

ゲステロン受容体の発現が上昇することによって，子宮内膜の成熟が遅くなり，受容

性に影響を与えると考察されている 60)。しかし、これらに関する研究の報告は少なく，

ヒト由来の子宮内膜サンプルを用いた更なる検証が必要である。 

本研究の限界として，臨床研究では原因不明不妊女性では自然妊娠妊婦と比較し，

年齢が高いことがわかっているが，多変量解析を行なっていないため，年齢による影
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響は考慮されていない。また，患者背景として教育歴や経済的背景などの因子は調査

できていないため，更なる情報収集が必要と考える。また，本研究は同意取得時の一

時点のみで試料を採取しており，出産前後の抗体価の変化や不妊治療患者群での妊娠

転帰との相関は不明である。さらに今回は単施設での臨床研究であるため，今後多施

設にわたる経時的な観察が望まれる。また本研究では，原因不明不妊女性において P. 

gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の上昇を確認したが，研究対象者の口腔内の状態

（歯周炎の進行度など）は詳細に調査できていないため，被験者の歯周感染・炎症の

程度は不明である。実際の不妊治療の現場においては歯周炎と不妊との関連は認知さ

れておらず，不妊治療中女性が不妊治療の一環として歯科を受診するには未だ至って

いない。そのため，本研究では比較的簡便に実施できる血液検査を用いて，歯周病原

細菌に対する血清 IgG 抗体価をスクリーニングした。歯周病原細菌に対する血清 IgG

抗体価と歯周炎の進行には相関関係がある 61, 62)とされており，不妊治療中患者にとっ

ては血液検査の一環として検査を受けられる利点がある。将来的には，歯周病原細菌

に対する血清 IgG 抗体価の上昇を確認した不妊治療中患者に対しては，歯科での精密

検査を勧奨するといった不妊治療体制の中に歯科が関与する機会が創生されること

が望まれる。基礎研究では，女性不妊の因子に着目して実験を行ったが，近年では歯

周炎と男性不妊の関連性 63)も報告されている。交配に使用した雄性マウスは，事前に

別の雌性マウスと交配させ，生殖能力に異常がないかを確認しているが，交配期間中

に歯周炎マウスと同居させているため，雄性マウスへの歯周病原細菌の感染が否定で
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きず，雄性マウスの生殖機能に変化が生じている可能性もある。今後は，歯周炎マウ

スとの交配後の雄性マウスにおける歯周病原細菌の感染の有無についても検討する

必要があると考える。また，本研究では，子宮において不妊に強く関連する免疫細胞

として，今回は Treg に着目して研究を進めた。全身および子宮での免疫学的変化は，

妊娠の維持と同様に着床にも影響を及ぼす 64)。また，複数回にわたる流産や人工授精

の失敗を経験した慢性子宮内膜炎患者では，非慢性子宮内膜炎患者と比較し，子宮に

おける CD68+マクロファージ，CD83+成熟樹状細胞，および CD8+T 細胞の割合が有意

に増加していることが報告されている 14)。したがって，これら他の免疫細胞の変化に

ついても，今後検討していく必要があると考える。さらに，歯周炎の惹起により子宮

の肥大化や炎症性サイトカインの遺伝子発現に変化が起こる機序は，本研究では明ら

かにされていない。今回の基礎研究は，原因不明不妊女性では P. gingivalis に対する

血清 IgG 抗体価が高いという臨床研究の結果を元に，マウスを用いて P. gingivalis 感

染を伴う歯周炎を再現した。過去の報告において，早産であった妊婦の臍帯や胎盤か

ら P. gingivalis が有意に検出されており，妊娠時の有害事象との関連性が示唆されて

いる 65)。今回の研究では，歯周炎マウスの子宮において P. gingivalis の DNA は子宮組

織では検出されなかったが，P. gingivalis の感染の有無が子宮組織の変化に関与してい

るかについてはさらなる検討が必要である。 
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結論 

原因不明不妊女性では経膣分娩妊婦と比較し，P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体

価が上昇していた。また，P. gingivalis W83 感染絹糸結紮歯周炎マウスモデルにおい

て，子宮組織は肥大化し，炎症性サイトカインの mRNA 発現が変化することによっ

て，妊娠，出産に悪影響を及ぼす可能性が示唆された。 
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図の説明 

図 1. 臨床研究における患者の選択 

自然妊娠妊婦 101 名，不妊治療患者 100 名を募集した。 

自然妊娠妊婦群では，30 歳未満 1 名，研究参加不同意 1 名を除外した。30 歳以上 45

歳未満の研究同意者 99 名のうち，出産転帰不明者 1 名，測定に必要な血清サンプル

量が足りなかった 1 名，出産状況が不明であった 1 名を除いた 96 名を出産方法で 3

群に分けた。 

不妊治療患者では，30 歳未満 1 名，通院を中断して情報収集が不十分だった 1 名

を除いた 98 名を不妊の原因が不明か否で 2 群に分けた。 

図 2. 動物実験のタイムスケジュールと方法 

9 週齢の C57BL/6 野生型雌性マウスの上顎両側第二臼歯歯頸部に 5-0 絹糸を結紮

し，さらに，P. gingivalis W83 株の菌液を絹糸に浸透させ，歯周組織に炎症を誘導し

た。 

(a) 歯周炎が妊娠・出産に及ぼす影響の検討 

歯周炎誘導 4 週間後に，事前に別の雌性マウスと交配させて生殖能力に異常がな

いことを確認した雄性マウスをケージに入れ，1 週間交配させた。1 週間経過後，雄

性マウスをケージから取り除き，出産を確認した翌日に雌性マウスを安楽死させた。

安楽死後，出産数，新生児マウスの体重，妊娠期間を記録した。 

(b) 歯周炎が子宮組織に及ぼす影響の検討 
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歯周炎誘導 2 週間後と 4 週間後に雌性マウスを安楽死させ，各種組織を採取し，

解析を行った。また，歯周炎誘導開始と同時に抗炎症作用のある(+)-terrein を投与し

た炎症抑制群を作製し，歯周炎マウス群との比較を行った。 

(c) 子宮サンプルの採取方法 

サンプルを採取する部位や量の違いによる測定結果への影響を最小限にするた

め，4 部位のサンプルを採取し，解析した。 

(d) (+)-Terrein の構造式 

図 3. 自然妊娠妊婦と原因不明不妊患者の P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価の比

較 

経膣分娩妊婦（n = 77）と原因不明不妊患者（n = 71）を対象に P. gingivalis 3 菌株

に対する血清 IgG 抗体価を測定した［（a）P. gingivalis FDC381，（b）P. gingivalis SU63，

（c）P. gingivalis W83］。統計解析には Mann-Whitney U-test を用いた。 

図 4. 歯槽骨吸収と P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価 

健常マウスと歯周炎マウスの骨吸収量｛セメントエナメル境（cement enamel 

junction：CEJ）から歯槽骨頂（alveolar bone crest：ABC）までの垂直的距離 CEJ-ABC｝

と P. gingivalis に対する血清 IgG 抗体価を測定した。データは平均値 ± 標準偏差で示

し，統計解析には Student’s t-test を用いた。 

(a) 骨吸収量の比較 

上顎右側第一臼歯から第三臼歯までの口蓋側を撮影したものを示す。Abe ら 23)の
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手法を一部改変し測定した。各群の歯牙ごとの歯槽骨吸収量をグラフに示す（2 週

間サンプル，健常群：n = 18，歯周炎群：n = 10，4 週間サンプル，健常群：n = 22，

歯周炎群：n = 9）。 

(b) 抗 P. gingivalis 血清 IgG 抗体価の比較 

血清 IgG 抗体価を吸光度で示す（2 週間サンプル，健常群：n = 7，歯周炎群：n = 

7，4 週間サンプル，健常群：n = 7，歯周炎群：n = 7）。 

図 5. 歯周炎マウスにおける妊娠・出産の変化 

健常マウスと歯周炎マウスの妊娠・出産結果を比較した。データは平均値 ± 標準

偏差で示し，統計解析には Student’s t-test を用いた。 

(a) 総出産数（健常群：n = 15，歯周炎群：n = 7） 

(b) 新生児マウスの体重（健常群：n = 117，歯周炎群：n = 37） 

(c) 妊娠期間（健常群：n = 15，歯周炎群：n = 7） 

図 6. 歯周炎マウスの子宮の変化 

子宮を H-E 染色後に変化を観察した。 

(a) サンプル採取時のマウス子宮の写真と子宮横断面 H-E 染色画像 

白色バー：1.0 cm，黒色バー：500 µm 

(b) 子宮の横断面積の測定法 

図に示した式を用いて近似した。黒色バー：500 µm 

(c) 子宮横断面積の比較 
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データは平均値 ± 標準偏差で示し，統計解析には 2 週間サンプルは Student’s t-

test を用い，4 週間サンプルは one-way ANOVA と Dunnett’s test を用いた（2 週間

サンプル，健常群：n = 9，歯周炎群：n = 9，4 週間サンプル，健常群：n = 11，歯

周炎群：n = 16，炎症抑制群：n = 4）。 

図 7.  歯周炎マウスの子宮の Treg 発現の変化 

子宮組織中の Treg 数をフローサイトメトリーで解析した。 

(a) Treg の定義 

生活細胞かつ CD45+細胞をゲーティングし，縦軸を CD4，横軸を Treg のマーカ

ーである Foxp3 とした。十字の右上のゲートを Treg とした。 

(b) 子宮組織における Treg の数と総細胞数に対する Treg の割合 

フローサイトメトリー解析結果からデータを平均値 ± 標準偏差で示し，統計解

析には one-way ANOVA と Dunnett’s test を用いた（健常群：n = 7，歯周炎群：n = 

12，炎症抑制群：n = 4）。 

図 8. 歯周炎マウスの子宮の炎症性および抗炎症性サイトカイン遺伝子と Foxp3 の

mRNA 発現の変化 

mRNA 発現量を real-time PCR で解析した。 

Il-6，Tnf-α，Il-1β，Il-10，Foxp3 の mRNA 発現量を，内在性コントロールとして Gapdh

を使用して補正し，相対発現量を y 軸に示す。 

データは平均値 ± 標準偏差で示し，統計解析には Student’s t-test を用いた（2 週間サ
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ンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：n = 4，4 週間サンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：

n = 4）。 

図 9. 歯周炎マウスの血清アミロイド A（SAA）濃度の変化 

濃度を ELISA 法で定量した。 

データは平均値 ± 標準偏差で示し，統計解析には Student’s t-test を用いた（2 週間サ

ンプル，健常群：n = 5，歯周炎群：n = 5，4 週間サンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：

n = 4）。 

図 10. 歯周炎マウスの子宮の細菌数の変化 

細菌数を real-time PCR で定量した DNA 量で示した。 

データは平均値 ± 標準偏差で示し，統計解析には Student’s t-test を用いた（2 週間サ

ンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：n = 4，4 週間サンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：

n = 4）。ND：not detected 

図 11. 歯周炎マウスの子宮の性ホルモン受容体の mRNA 発現の変化 

子宮組織のプロゲステロン，エストロゲンの受容体（Progesterone receptor，Estrogen 

receptor 1，Estrogen receptor 2）の mRNA 発現量を real-time PCR で解析した。 

データは平均値 ± 標準偏差で示し，統計解析には Student’s t-test を用いた（2 週間サ

ンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：n = 4，4 週間サンプル，健常群：n = 4，歯周炎群：

n = 4）。 
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表の説明 

表 1 real-time PCR 法で用いた PCR プライマー 

Gene Direction Primer sequence 
Product 

Size  
(bp) 

Annealing 
temperature 

(ºC) 

Il-6 
forward 5'-GGATGTCTGTAGCTCATTCTGC -3' 

118 60 
reverse 5'-CATCAGTCCCAAGAAGGCAAC -3' 

Il-1β 
forward 5'-ACTACAGGCTCCGAGATGAAC-3' 

145 60 
reverse 5'-TTGTCGTTGCTTGGTTCTCC -3' 

Tnf-α 
forward 5'-GGATGAGAAGTTCCCAAATGGC -3' 

149 60 
reverse 5'-GGTTGTCTTTGAGATCCATGCC-3' 

Il-10 
forward 5'-CAACATACTGCTAACCGACTCC-3' 

105 59 
reverse 5'-AGACAAGTTACCCAGCTC-3' 

Gapdh 
forward 5'-TGCTGAGTATGTCGTGGAGTC -3' 

96 59 
reverse 5'-TGGGGCATCACTTCTACCAG -3' 

Foxp3 
forward 5'-AATATGCGACCCCCTTTCACC-3' 

129 60 
reverse 5'-GTGGTTTCTGAAGTAGGCGAAC-3' 

Progesterone 
Receptor 

forward 5'-ACAAAACTTCTCGACAGCTTGC-3' 
129 60 

reverse 5'-CTGGGCAGCAATAACTTCAGAC-3' 

Estrogen 
Receptor 1 

forward 5'-TGCACCATTGACAAGAACCG-3' 
122 60 

reverse 5'-TGCTTCAACATTCTCCCTCCTC-3' 

Estrogen 
Receptor 2 

forward 5'-AGAACACACCTTGCCTGTAAAC-3' 
149 59 

reverse 5'-CACCGTAATGATACCCAGATGC-3' 

Universal 
forward 5'-GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA-3' 

148 59 
reverse 5'-ACGTCRTCCMCACCTTCCTC-3' 

P. gingivalis 

forward 5'-GCGCTCAACGTTCAGCC-3' 

68 60 reverse 5'-CACGAATTCCGCCTGC-3' 

probe 5'-CACTGAACTCAAGCCCGGCAGTTTCAA-3' 
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表 2. 患者背景 

項目 自然妊娠群 

n=77 

原因不明不妊患者群 

n=71 

P-value 

年齢（歳） 33 34 0.0296 

年齢分布（歳）    

30-34 53 40  

35-40 22 24  

>40 2 7  

不妊期間（年）    

1 年未満  20  

1 年以上 2 年未満  13  

2 年以上  30  

期間不明  8  

不妊治療ステージ    

タイミング法  32  

人工授精  17  

生殖補助医療  20  

通院中断  2  
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