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歯周疾患の臨床指標としての歯肉縁下細菌叢の運動量の評価 

 

小島美樹 

 

 

緒 言 

 日常的に用いられている歯周疾患の臨床指標に

は，プロービング時の歯周ポケットの深さ，アタ

ッチメントロス，プロービング時の歯肉出血，Ｘ

線画像による歯槽骨吸収度および歯肉の色や形状

の変化などが挙げられる。これらの臨床指標は，

過去または現在の歯周組織の破壊や炎症の状態を

示しているが，近い将来の疾患の進行や停止，す

なわち歯周疾患活動性についての評価はできない

といわれている 1)。歯周ポケットに関連した種々

の指標を測定し，それを歯周疾患活動性として利

用する試みは，様々な分野で検討されている。例

えば，コンピュータを用いたサブトラクション X

線画像解析 2)，歯肉縁下温度の測定 3)などがあり，

また，歯肉溝滲出液を用いた免疫・生化学検査や

デンタルプラークの細菌学的検査などの試みもな

されている 4),5)。しかしながら，これらの利用は

主に研究段階に滞っており，臨床的に歯周疾患の

疾患活動性を正確に予測できるものは現在のとこ

ろみられない。 

 歯周疾患とは，その発症・進行に，プラーク中

の細菌が大きく関わる感染性の炎症性疾患である

6),7)。特に，歯肉縁下プラーク中の細菌が，主に

歯周組織の破壊に直接的に影響すると考えられる

ため，歯周疾患の臨床指標として歯肉縁下細菌叢

を対象にした試みが数多く報告されている 8),9)。

例えば，歯肉縁下細菌叢を解析する方法のひとつ

に，暗視野顕微鏡や位相差顕微鏡を用いて歯周ポ

ケット内細菌を直接観察し，総菌数，菌の形態や

運動性に基づき分類した菌の構成比などを指標と

する方法がある。これらの方法で検索された結果

は，健康な歯肉溝と病的な歯周ポケットでは細菌

の菌数やその構成に明らかな相違があり，特に，

病的な歯周ポケットでは運動性桿菌やスピロヘー

タの比率が増加している 10)-15)。また，治療によ

って，それらの運動性細菌の比率が減少すること

が示される 16)。これらの変化を，病態の把握のみ

ならず，治療やメインテナンスの指標として応用

できる可能性が示唆されている。しかしながら，

それらの細菌がもつ運動量そのものを測定したり，

その運動量を歯周疾患の臨床指標として用いる試

みは未だなされていない。 

現在，歯周病原性菌の運動性は歯周疾患のビル

レンス因子の一つであると考えられている。すな

わち，運動性を有する細菌は，歯周組織へ移動す

る能力をもつと考えられ，歯周疾患患者の歯肉縁

下プラークから分離されたスピロヘータが，マウ

スの腸壁を通過したという報告 17)や，歯肉組織中

にスピロヘータが認められたいう報告 18),19)があ

る。これらのことより，歯肉縁下細菌叢の運動量

を測定することは，歯周状態を診断するうえで有

用であると考えられる。 

本研究では，運動性細菌の動画像を画像解析し，

その運動量を定量化する方法を開発した。さらに，

歯周疾患患者より得た歯肉縁下細菌叢の運動量と

従来から用いられている歯周疾患の臨床指標との

関連性を明らかにすることにより，歯周疾患の臨

床指標としての歯肉縁下細菌叢の運動量を評価す

ることを目的とした。 

材料ならびに方法 

１． 画像解析システム 
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 運動量の測定には，画像取り込み部と画像処理

部から成る画像解析システムを使用した（図１）。

画像取り込み部は，位相差顕微鏡（OPTIPHOTO-2, 

ニコン（株）,東京）に，１００倍対物油浸レンズ

（NA=1.25）とストロボ光源を装着し，毎秒１００

コマ撮影可の高速シャッターカメラ（MHS-200, ナ

ック（株）,東京）を接続した。さらに，このカメ

ラに，画像記録部として高速ビデオレコーダ

（MHS-200, ナック（株）,東京）を接続した。 

 画像処理部は，画像再生部にビデオ再生デッキ

（Video Cassette Recorder, AG-7300 (VHS) パナ

ソニック（株）, 東京)を用い，このデッキと，ビ

デオキャプチャーボード（Video Vision version 

2.0. Radius  Co., Ltd., CA, USA)を装着したマ

イクロコンピュータ（Power Macintosh 8100/80/AV 

Apple Computer Co., Ltd., CA, USA)をＳビデオ

ケーブルで接続した。 

２．運動性細菌の運動量測定法 

 本システムを用いて細菌の速度を測定するため

に，Pseudomonas aeruginosa IFO 13275 株を運動

性細菌の標準株として選択した。トリプチケース

ソイブロス培地（BBL Microbiology Systems, 

Cockeysville, MD, USA)で，37℃，24 時間，大気

中で培養し，培養終了後の菌懸濁液を試料として

用いた。運動性のない対照菌としては，同菌をホ

ルマリンで処理したものを用いた 5）。 

CCD カメラ

位相差顕微鏡

ビデオレコーダ

ビデオデッキ
マイクロコンピュータ

ビデオキャプチャーボード

ビデオテープ

動画像記録

画像取り込み

画像処理

プレパラート作製

運動量測定

図 1 画像解析システム 
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 試料 10μｌをスライドガラス上に滴下し，マニ

キュアでカバーガラスの辺縁を封鎖した 20)。位相

差顕微鏡で検鏡した動画像を，連続的に高速シヤ

ッターカメラで撮影した。１０視野を無作為に選

択し，１視野につき３０秒間レコーダーでビデオ

テープに記録した。１０視野のうち１視野の動画

像を，ビデオデッキで１０秒間再生し，ビデオボ

ードを用いて１秒ごとに１１枚の静止画像をマイ

クロコンピュータに取り込んだ。画像解析ソフト

ウェアは NIH-Image Ver1.5921)を用い，画像取り

込み用プラグイン（Adobe Co., Ltd., CA, USA）

を使って行った。画像は，画素数が 320×240 画素

（１画素の１辺は 0.12μm）８ビット（２５６階

調グレー），ファイル形式はＴＩＦＦ(Tagged 

Image File Format)とし，外付けハードディスク

（ランドコンピュータ（株），大阪）に保存した。 

画像処理の各ステップで得られる画像を図２に

示した。１０秒間の動画像から，１秒間隔で連続

した画像を，計１１枚取り込んだ（図２ a１，a

２）。オリジナルのビデオ画像は，コントラストが

不十分であり，また明度が低かったため，取り込

み時にビデオ取り込みソフトウェアで調整した。

臨床サンプルの画像は，ノイズが多く輝度のばら

つきが高かったため，バックグラウンドを差し引

いた（図２ ｂ１，ｂ２）。静止物体を除去し運動

物体のみを抽出するために，連続する２画面間の

減算を行い，絶対輝度差の最大値を求めた。この

画像を一定の輝度値（10）で 2値化し（図２ ｃ），

５画素以下の物体をノイズとして消去した（図２ 

ｄ）。画面上の全物体の画素数を総計したものを１

画面当たりの運動量とした。同様の操作を連続す

る異なった１０画面に対して行い，全てを合計し

た画素数を１サンプルあたりの運動量とした。 

以上の方法で測定される運動量（画素数）の定

量性を確認するために，以下の実験を行った。最

初に，画素数で表される運動量の測定に影響する

因子について調べた。視野の背景の流れについて

は，顕微鏡にスライドガラスをセットしてから３

０分間，その速度を記録した。ブラウン運動の

運動量を測定するために、ホルマリン処理をした                       

P. aeruginosa 菌体懸濁液を用いて，その速度と

運動量を測定した。画像の輝度ムラは，フィルタ

ー処理を検討した。減算後の２値化レベル，ノイ

ズの画素数については，それぞれの最適条件を検

討した。次に，運動性細菌，ホルマリン処理細菌

それぞれについて，画面上の細菌の数を測定し，

その数とサンプルの運動量との関係を調べた。細

菌の数を１秒ごとに記録し，その平均値を画面上

の細菌の数として使用した。細菌の重心の移動距

離を測定し，速度をμｍ／sec で表した。画面上

の運動性細菌の速度の和とサンプルの運動量との

関係を調べた。 

 

３．被験者および被験部位 

 大阪大学歯学部附属病院予防歯科に来院した患

者の中から，重篤な全身疾患の既往がなく過去３

ヶ月以内に歯周治療を受けた経験のない者６４名

（男性２８名，女性３６名，平均４７.７歳）を被

験者とした。歯肉縁下プラークの採取にあたり，

 

図 2 画像処理 
a1, a2：動画像より取り込んだ画像，b1, b2：バックグ

ラウンドを差し引いた画像，c：２値化した画像，d：ノ

イズを消去した画像 
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患者へ本研究について説明し，承諾を得た。歯周

ポケットの深さが，4mm 以上の部位が少なくとも

１２部位以上ある者（１２名）からは，4mm 以上

の２部位，3mm 以下の１部位を選択し，4mm 以上の

部位が少なくとも６部位以上ある者（４１名）か

らは，4mm 以上の１部位，3mm 以下の１部位を選択

した。3mm 以下のみもつ者（１１名）からは，3mm

以下の２部位を選択し，総計１４０部位を被験部

位とした。 

 

４．歯肉縁下細菌叢の運動量および他の臨床指標

の測定 

 歯肉縁下プラークサンプルは，簡易防湿後，被

験歯周囲を滅菌綿球で清掃し，歯肉縁上プラーク

の除去を行ってから，歯周ポケットより，根分岐

部用キュレットを匙状に改造したもので採取した。

嫌気的移送培地 100μｌで希釈した後，３０秒間

ボルテックスミキサーで撹拌した懸濁液10μｌを

試料として用いた。運動量の測定は，本研究で P. 

aeruginoza を用いて開発した方法を，臨床的に応

用できるように改良した方法を用いた。すなわち，

多数のサンプルを迅速に測定できるようにするた

め，画像処理を自動的におこなうマクロスクリプ

トを開発し，測定誤差の減少と測定時間の短縮を

図った。 

 歯肉縁下プラークの採取と同時に，同部位にお

いて，従来から用いられている臨床指標の測定を

行った。歯肉の炎症程度（ＧＩ），プラークの付着

状態（ＰｌＩ）は，歯肉縁下プラーク採取前に調

べ，プロービング深さ（ＰＰＤ），プロービング時

の歯肉出血の有無（ＢＯＰ）および排膿の有無（Ｐ

ＵＳ）については，歯肉縁下プラーク採取後に調

べた。以下，それぞれＰＰＤ，ＧＩ，ＰｌＩ，Ｂ

ＯＰおよびＰＵＳと略す。ＧＩは Löe と Silness

のＧＩ22)を参考にして，｢歯肉炎症なし｣を 0，｢軽

度から中等度の歯肉炎症｣を 1，｢重度の歯肉炎症｣

を 2とした。ＰｌＩは Silness と Löe のＰｌＩ23)

を参考にして，｢プラークを認めず｣を 0，｢1ｍｍ

未満のプラークの付着｣を 1，｢1ｍｍ以上のプラー

クの付着｣を２とした。ＢＯＰは｢プロービング時

の出血を認めるもの｣を 1，｢認めないもの｣を０と

した。ＰＵＳは｢排膿を認めるもの｣を 1，｢認めな

いもの｣を 0とした。臨床指標と歯肉縁下プラーク

の採取は，一人の診査者が行った。 

 

５．統計処理 

 本システムで測定される画素数と，運動性細菌

（P. aeruginosa）の数および速度の和との相関を

Pearson の相関を用いて調べた。被験者６４名か

ら得られた１４０サンプルは，同一患者より２部

位を採取したサンプル含むため，4mm 以上の部位

が少なくとも１２部位以上ある者（１２名）につ

いては，4ｍｍ以上の２部位の平均値を，3mm 以下

のみもつ者（１１名）については，3ｍｍ以下の２

部位の平均値を使用し，統計解析に用いたサンプ

ル数を 117 とした。各部位における運動量と各種

臨床指標との相関を Spearman の順位相関を用い

て調べた。さらに，臨床指標を用いて歯周状態を

総合的に評価した４基準における運動量の差を，

一元配置分散分析（Kruskal-Wallis 法）を用いて

調べた。また，運動量が他の臨床指標とどのよう

な関係にあるのかを調べるために因子分析を行っ

た。統計パッケージは SPSS Ver 4.11（大阪大学

大型計算機センター）を用いた。 

 

 

結 果 

１．本システムで測定される運動量の定量性 

 位相差顕微鏡の視野における背景の流れの速度

は，顕微鏡にサンプルをセットして５分から１０

分後には 1μｍ/sec 以下となり，運動量の測定に
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ほとんど影響を及ぼさなかった。ホルマリンで処

理した P. aeruginosa IFO 13275 株の運動量を測

定した結果，ブラウン運動と考えられるものの速

度は 1μｍ/秒以下であり，その画素数は 150 画素

以下であった。背景の輝度ムラはバックグラウン

ドを差し引く処理によりほぼ均一となった。２値

化レベルは輝度値 10，ノイズの画素数は５画素以

下とした時に，運動物体を最も正確に抽出するこ

とができた。 

画面上の細菌の数と画素数との関係を図３に示

した。運動性細菌の標準株である P. aeruginosa

菌体の懸濁液を用いた場合，１視野当たりの菌数

が１～約３０の間ではその増加とともに画素数も

増加したが（Pearson の相関係数 0.92，P＜0.001），

ホルマリンで処理した細菌ではその傾向はみられ

なかった。画面上の運動性細菌の速度の和と画素

数との関係を図４に示した。画面上の運動性細菌

の速度の和と本システムで測定した画素数との間

に正の相関がみられた（Pearson の相関係数 0.59，

P＜0.001）。 

開発した測定法を歯肉縁下プラークサンプルに

応用した場合，その運動量がビデオ画像を肉眼で

判定した運動性とどのような関連性をもつかを調

べた。運動性の判定は，１０人の診査者（５人の

歯科医師と５人の歯科衛生士）が３０画面のビデ

オ画像を観察し，３段階（高度，中等度，低度）

で記録した。図５に，肉眼で判定した運動性と本

システムで測定した画素数との関係を示した。１

０人の診査者が，肉眼で運動性を低いと判定した

ものは９４画像，中等度と判定したものは１０４

画像，高いと判定したものは１０２画像であり，

それらの画像の平均運動量はそれぞれ，24.2画素，
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図 5 ヒト歯肉縁下プラークを用いた肉眼で判

定した運動性と画素数との関係（平均値と標準偏

差） 
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386.1 画素，842.4 画素であった。本システムで測

定した運動量は，肉眼で主観的に判定した運動性

ともよく一致していた。 

２． ヒト歯肉縁下細菌叢の運動量と歯周状態と

の関連性 

測定した部位における歯肉縁下プラーク１４０

サンプルの運動量の分布を図６に示した。運動量

は 0～3605 の範囲で分布し，中央値は 7 で，0 が

半数以上を占めた。運動量が 0 であるサンプル画

像には，非運動性の球菌と長桿菌が多くみられた。

上位１０パーセント以内の値は 1339～3605 の間

であり，この範囲の運動量を示したサンプル画像

には，運動性桿菌やスピロヘータが多くみられた。 

 歯周病の各臨床指標と歯肉縁下プラークサンプ

ルの運動量との相関を表１に示した。両者の相関

係数は 0.23～0.36 であり，運動量と各臨床指標と

の間に弱い正の相関関係が認められた。運動量と

の相関係数が最も高かったのはＰＰＤであった。 

 表２に運動量と各臨床指標との関連性を示した。

臨床指標の各値とその平均運動量を表２に示した。

ＰＰＤを 0～3ｍｍ，4～6ｍｍ，7ｍｍ以上の 3 群

に分け，運動量を比較すると，7ｍｍ以上の群の運

動量が最も高い値を示し，３群間に有意の差が認

められた。ＧＩについて運動量を比較すると，Ｇ

Ｉが 1.5，2 の群の運動量が最も高い値を示し，3

群間に有意の差が認められた。ＰｌＩの値で運動

量を比較すると，ＰｌＩが 1.5，2 の群の運動量が

最も高い値を示し，3 群間に有意の差が認められ

た。ＢＯＰおよびＰＵＳについても運動量を比較

すると，共に 0.5，1 の群の運動量が０の群より有

意に高い値を示した。 

表 1 ヒト歯肉縁下細菌叢運動量と臨床指標との相関 

(Spearmanの順位相関係数 r ; N = 117)
PPD GI PlI BOP PUS

GI r = 0.53
p < 0.0001

PlI r = 0.28 r = 0.43
p = 0.003 p < 0.0001

BOP r = 0.43 r = 0.59 r = 0.32
p < 0.0001 p < 0.0001 p = 0.0005

PUS r = 0.41 r = 0.31 r = 0.15 r = 0.22
p < 0.0001 p = 0.0007 p = 0.1145 p = 0.0181

運動量 r = 0.36 r = 0.34 r = 0.23 r = 0.34 r = 0.32
p = 0.0001 p = 0.0003 p = 0.0121 p = 0.0002 p = 0.0005
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図  6  ヒト歯肉縁下細菌叢運動量の分布 

(N=140) 
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 １１７部位を，運動量以外の臨床指標を用いて

歯周状態を総合的に評価し，各部位の状態を 4 つ

の基準に分類した。基準0はＰＰＤが3ｍｍ以下，

ＧＩとＰＩがどちらも 0，ＢＯＰとＰＵＳがどち

らも 0とした。基準３はＰＰＤが 4ｍｍ以上， 

ＧＩとＰＩのどちらかが 2，ＢＯＰとＰＵＳがど

ちらも 0.5 あるいは 1 とした。基準 0 と 3 に含ま

れない部位について，ＰＰＤが 3ｍｍ以下を基準 1，

ＰＰＤが 4ｍｍ以上を基準 2 とに分類した。各基

準とその平均運動量を図 7 に示した。平均運動量

はそれぞれ基準 0が 11.1 画素，基準 1は 205.3 画

素，基準 3 が 435.2 画素，基準 4 が 701.6 画素で

あり，4群間に有意の差が認められた（Ｐ＝0.001）。 

以上の結果より，歯肉縁下細菌叢の運動量は歯

周疾患の臨床状態をある程度表わしてはいるが，

両者には強い相関性はみられず，他の臨床指標と

は異なった要素を測定していることが示唆された。

そこで，変数間の構造を解析することができる因

子分析を用いて，運動量と他の臨床指標との関係

をさらに追究した。表３に，因子分析で抽出され

た，因子の固有値と変動率を示した。本研究では，

固有値と累積変動率より，抽出因子を３因子に決

定した。これらの３因子で変数の全変動の約 75％

を説明することができた。各因子負荷量で各変数

をプロットしたグラフを図８に示した。３つの因

子で３次元的に表される図を，２つの２次元の図

で表した。上図（a）は因子１と因子２とを座標に

した時，下図(b)は因子２と因子３とを座標にした

時の図を示した。因子負荷量は各因子と変数との

相関を表す。因子１は６変数すべてが 0.5 以上の

値で，ＧＩの因子負荷量が最も高い値を示し，運

動量が最も低い値を示した。因子２はＰＵＳと運

動量がプラス 0.5 以上の値を示し，ＰｌＩはマイ

ナス 0.5 以上の値を示したが，ＰＰＤ，ＧＩ，Ｂ

ＯＰの因子負荷量は低い値であった。因子３はＰ

表 3 歯周疾患の臨床指標の因子分析における固

有値と変動率 

因子 固有値 変動率 累積変動率
1 2.67 44.6 44.6
2 1.02 17.0 61.6
3 .77 12.8 74.4
4 .67 11.2 85.6
5 .47 7.9 93.5
6 .39 6.5 100.0  

表 2 歯肉縁下細菌叢運動量と臨床指標との関

係 

臨床指標 部位数  (%)   運動量（画素数）

(平均値±標準誤差) P値

総数 117 (100) 305.0±57.2

PPD
0-3mm 64 (54.7) 159.8±57.3
4-6mm 41 (35.0) 450.5±104.4 0.0004*
≧7mm 12 (10.3) 582.6±278.1

GI
0 39 (33.3) 289.9±46.4

0.5, 1 52 (44.4) 645.5±89.5 0.0005*
1.5, 2 26 (22.2) 827.1±162.2

PlI
0 38 (32.5) 149.2±77.3

0.5, 1 59 (50.4) 353.4±79.6 0.0145*
1.5, 2 20 (17.1) 458.6±183.8

BOP
0 47 (40.2) 143.5±63.1 < 0.0001**

0.5, 1 70 (59.8) 413.5±83.6

PUS
0 101 (86.3) 221.0±51.9 0.0005**

0.5, 1 16 (13.8) 835.3±224.4
  * Kruskal-Wallis test
** Mann-Whiteny U test

基準 0 基準 1 基準 2 基準 3
0

200

400

600

800

(N=9)(N=44)(N=49)(N=15)

運
動
量

画
素
数

図 7 歯肉縁下細菌叢運動量と歯周状態との

関係 
基準０：ＰＰＤが 3ｍｍ以下，ＧＩとＰＩがどちらも

0，ＢＯＰとＰＵＳがどちらも 0，基準１：基準 0と 3

に含まれない部位について，ＰＰＤが 3ｍｍ以下，基

準２：基準 0 と 3 に含まれない部位について，ＰＰＤ

が４ｍｍ以上，基準３：ＰＰＤが 4ｍｍ以上，ＧＩと

ＰＩのどちらかが 2，ＢＯＰとＰＵＳがどちらも 0.5

あるいは 1 
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ｌＩと運動量がプラス 0.5 以上の値を示し，ＧＩ，

ＰＵＳ，ＰＰＤ，ＢＯＰはマイナスの低い値を示

した。運動量は因子１，因子２，因子３すべての

因子負荷量がプラスの値を示し，他の変数とは独

立した位置にプロットされた。 

 

 

考 察 

 細菌の運動性を数量化する試みは，現在までほ

とんど行われていない。数少ない研究 24)-28)のな

かで，Pietrantonio27)らは，スピロへータや運動

性桿菌を顕微鏡で観察し，ビデオテープレコーダ

ーなどを利用して，各細菌の単位時間あたりの軌

跡を記録することにより，その速度を測定してい

る。その結果，細菌の種類によって，また同種の

細菌であっても株によって，速度に差が認められ

たという。本研究では，歯周ポケット内の細菌叢

の動画像を画像解析し，その運動量を画素数で表

し，歯周疾患の臨床指標として評価することを目

的とした。本研究では，まず，細菌叢の運動量を

測定するために，位相差顕微鏡の画像を利用した

歯肉縁下細菌叢の半自動画像解析システム開発を

試みた。画像解析の主なステップは，連続した２

画面間で減算を行い，静止物体を消去し，運動物

体のみを抽出するという操作であり，異なる２時

点のデジタル X 線画像間で減算処理を行うことに

より，歯槽骨の吸収を定量化する原理 2）を応用し

た。減算処理後に残った物体の画素の総計を運動

量としたが，その処理を行うにあたって，位相差

顕微鏡像の背景の輝度レベルと減算処理後のノイ

ズについて考慮しなければならない。これらは運

動性細菌の運動量を画素数で表す際に，その精度

に影響を与える因子である。輝度レベルについて

最初に試みた方法は，画像全体の輝度の平均値を

細菌の輝度値から減じる方法である。この方法は，

処理を短時間で行うことができ，また複雑な操作

を必要としないという利点があった。ところが，

この方法は，背景の輝度レベルが一定である運動

性細菌の標準株（P. aeruginoza）のサンプル画像

には有効であったが，背景の輝度レベルにムラが

ある臨床サンプルの画像では使用できなかった。

その理由は，臨床サンプルの画像は，細菌の輝度

値と背景の輝度値の差が大きく，減算を行っても

運動性細菌の運動を表す物体が残らなかったり，

-1
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1
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-1

-0.5

0

0.5

1
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因子 1
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PlI
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因
子
２

因
子
２

図 8 歯周疾患の臨床指標に対する因子分析 
３因子の因子負荷量で各因子をプロットした。a)は第１

因子と第２因子でプロットした部分を示し，b)は第２因

子と第３因子でプロットした部分を示した。歯周ポケッ

トの深さ（ＰＰＤ），歯肉の炎症程度（ＧＩ），プラーク

の付着状態（ＰｌＩ），プロービング時の歯肉出血の有

無（ＢＯＰ），排膿の有無（ＰＵＳ） 
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残った物体が実際の運動よりも大きくなったりし

たためである。次に，本研究で使用した画像解析

ソフトウェアである NIH-Image に付属のフィルタ

ーを使ったもので試みた。連続する２画像間で減

算を行い，運動物体を抽出した後，その画像にフ

ィルターを作用させノイズを消去した。最初に用

いた方法よりも正確に運動物体を抽出することが

できたが，スピロヘータのように菌体の幅が狭い

（約 0.1μｍ）ものは断片化され，復元処理が困

難であった。本研究で使用した方法では，まず，

減算前に１秒間隔で取り込んだ２画像より背景を

差し引く処理を行い，背景の輝度ムラを除去した。

次いで，１秒の間に，画面上に現れる運動性細菌

と画面上から消える運動性細菌の両者の運動を抽

出するために，ある画像からもう一方の画像を減

じる処理を交互に行った。この方法を使用するこ

とで，運動物体がより明瞭に抽出することができ，

背景の輝度ムラが多く，ノイズが現れやすい臨床

サンプルの運動量を測定することができるように

なった。しかし，本研究で用いたシステムでは，

細菌が３次元的に移動し顕微鏡の焦点からずれて

しまった場合は，細菌の輪郭がぼやけたり，消え

てしまうため，運動物体として正確に抽出するこ

とができない。また，臨床サンプルの中で 0 画素

を示した画像のいくつかに認められた小型で高速

（約 30μm/sec 以上）の細菌の運動を捕えること

ができなかった。これらの問題については，主に

顕微鏡の性能に依存しており，今後，レーザー顕

微鏡やハイビジョン顕微鏡などの使用も検討課題

と考えられる。 

 運動量を歯周疾患の臨床指標として用いるため

には，多数の臨床サンプルを速く正確に測定でき

るようにシステムを改良する必要があった。手動

処理による測定は，多大な時間と労力を要し，ま

た，同様の作業を繰り返すため，操作ミスも生じ

易い。そこで，画像処理を自動的に行うマクロス

クリプトを開発し，画像の補正，画像の演算，運

動量の算出という一連の過程を自動化した。これ

により，測定誤差は 5.6％から 2.3％に減少し，平

均測定時間は 7 分 15 秒から 2 分 30 秒となった。

位相差顕微鏡画像をコンピュータに取り込んだ後

のステップは自動化することができたが，ビデオ

画像から，連続した静止画像を１秒間隔で取り込

むステップの自動化は，画像を取り込む速度にコ

ンピュータの処理能力が追いつかず成功しなかっ

た。本研究で使用したハードウェアの限界であっ

た。 

歯肉縁下細菌叢の運動量は，歯周ポケット内の

運動性細菌の数と速度で決定されると考えられる。

そこで，培養菌株を用いて，本システムで測定さ

れる運動量と，それらの数または速度との関連性

について調べた。予備実験では，P. aerginosa，

Campyrobacter rectus と Treponema denticola を

用いたが，P. aerginosa が C.rectus や 

T. denticola よりも幅広い速度を示したことから，

P. aerginosa を標準株として実験に供した。本シ

ステムで算出された画素数とP. aerginosaの菌数

との関係を調べたところ，運動性細菌の数が増加

するにともなって画素数も増加し，高い正の相関

性を示した。また，ホルマリン処理した非運動性

細菌は数が増加しても，画素数にはほとんど変化

がなかった（図３）。一方，画素数と運動性細菌の

速度の和との関係を調べたところ，同様に正の相

関性を示した（図４）。これらのことより，本シス

テムで算出される画素数は，細菌叢の運動量を定

量的に示す指標となると考えられる。 

 臨床において歯肉縁下プラークをサンプリング

し，運動量を測定する際には，以下に述べるごと

く，操作条件により様々な影響を受ける。サンプ

リングの順序として，まず歯肉縁下プラークを採

取した後，ＰＰＤ，ＢＯＰ，ＰＵＳの診査を行っ

た。これは，プロービング操作が歯肉縁下細菌叢
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に影響を及ぼすことを避けるためである。歯肉縁

下プラークを採取する際に出血した部位はサンプ

ルから除いた。また，ＧＩとＰｌＩは探針や圧迫

による歯肉縁下細菌叢への影響を避けるために，

Löe と Silness のＧＩ22）と Silness と Löe のＰｌ

Ｉ23）を参考に，視診のみで行うことができるよう

基準を変えて用いた。また，本研究では，根分岐

部用キュレットを匙状に改造したものを用いた。

これは歯肉の損傷を少なくするためと，これを用

いて１回で採取できる量を，細菌叢の１サンプル

とするためである。なぜなら，運動性細菌の数は，

サンプリングの量に依存すると考えられるため，

運動量を定量するためには，まず，サンプリング

時に一定量の細菌叢を採取しなければならないか

らである。そこで，粉末試料を用いた予備実験を

行い，このキュレットを用いた採取量が一定であ

ることを確認した。一般に，歯肉縁下プラークの

サンプリング時によく使用される器具はスケーラ

ー（キュレット）とペーパーポイントである。Kiel

ら 29）は，ペーパーポイントを用いた方法では，

歯周ポケット内の 7～41％しか採取できないのに

対し，キュレットを用いた方法では 61％～91％採

取できると報告している。Moore ら 30）の報告によ

ると，キュレットはペーパーポイントに比べて２

倍の細菌が採取できるが，ポケットへの侵襲が大

きいことが示されている。今回の歯肉縁下プラー

クサンプルは，培養を行わず，サンプリング後，

即座に直接観察するため，鏡検に必要な細菌の十

分な量が得られるキュレットを用いた。同一術者

が同一の器具を用いて採取し，プラークサンプル

量にばらつきが出ないよう配慮した。また，サン

プルを攪拌する方法は，Salavador ら 31）が超音波

法ではスピロヘータを破壊する恐れがあると報告

しているため，本研究ではボルテックスミキサー

を選択した。また，顕微鏡視野は，１サンプルあ

たり無作為に５視野を選択し，５視野の画像の運

動量には有意に差がないことを確認してから１画

像を選び，画像の選択に偏りが出ないようにした。

今後，視野の選択については，オートステージを

使用すれば，更に無作為性を高めることができる

かもしれない。 

従来用いられている歯周疾患の臨床指標と，本

研究で測定した運動量との関連性を調べたところ，

各臨床指標（ＰＰＤ，ＧＩ，ＰｌＩ，ＢＯＰ，Ｐ

ＵＳ）と運動量との間には弱い正の相関関係がみ

られた。また，それらの値が高い群の方が低い群

よりも，有意に高い運動量を示した。これらの結

果は，ＰＰＤとスピロへータや運動性細菌の数と

の間に正の相関性があるという報告 13),14),32)-34)

や，ＢＯＰとスピロへータや運動性細菌の数との

間に正の相関性があるという報告とも一致する

13),35),36)。さらに，運動量以外の臨床指標を用い

て，歯周状態を総合的に評価した各部位で運動量

を比較したところ，歯周組織の炎症が進んでいる

と考えられる部位のほうが進んでいないと考えら

れる部位よりも，有意に高い運動量を示した（図

７）。この結果は，歯周状態が健康な部位よりも歯

周の炎症が存在する部位に，運動性細菌である 

C. rectus やスピロへータが多く検出されるとい

う Riviere らの報告 17)と一致する。 

以上の結果より，歯肉縁下細菌叢の運動量が歯

周疾患の状態をある程度表していると考えられる

が，従来用いられている臨床指標とは，相関係数

0.4 以下であり，強い関連性がみられなかった。  

そこで，本研究では因子分析を用いて，運動量

が他の臨床指標とは異なった因子を測定している

かどうかを調べた。因子分析とは，多くの変数を

いくつかの因子に分類し，その因子に基づき，変

数間の構造を解析する方法である。共通した因子

をもつと考えられる変数間では，別の因子をもつ

変数間よりも高い相関性がある 37）。因子分析の中

で計算される固有値は変数の全変動の大きさを示
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し，抽出因子の数を決定する根拠となる。本研究

では，scree test38）を用いて，抽出因子数を決定

した。scree test は，固有値をプロットし，平坦

になる点を因子の打ち切り点とする方法である。

本研究では，抽出因子数を３因子とすると，変数

の変動の約 75％が説明可能となり，最終的に抽出

因子数を３と決定した。 

 Niederman ら 39）は，歯肉縁下温度を含めた臨床

指標（歯周ポケットの深さ，プロ-ビング時の歯肉

出血，アタッチメントロス）について因子分析を

行い，歯肉縁下温度が独立した変数であることを

示した。本研究でも，表１に示したように，臨床

指標との相関性は低く，運動量が独立した変数で

ある可能性が示唆されたが，因子分析によっても，

このことが確認された。すなわち，因子１ではす

べての変数が因子負加量＋0.5 以上の値であるこ

とから，因子１は歯周状態を総合的に示す因子と

解釈された。また，因子２はＰＵＳと運動量が＋

0.5 以上の値であり，ＰｌＩ，ＢＯＰとＧＩが－

の値を示していることから，因子２は炎症部位

およびプラーク付着部位の深さに関連す

る因子と解釈された。そして，因子３では運動量

とＰｌＩが＋0.5以上の値を示していることから，

因子３はプラークに関連する因子と解釈された。

そして，これらの３つの因子において，因子負荷

量が全てプラスの値を示したのは，本研究で測定

した歯周疾患の臨床指標の中では運動量のみであ

った。以上の結果より，運動量は臨床的な歯周状

態に関連しているが，他の臨床指標とは異なった

要素を測定していることが示唆された。 

 歯肉縁下プラークの位相差顕微鏡画像は，患者

への動機づけを目的として使用される場合が多い

が，画像のもつ運動性を数値化することで，動機

づけの効果は，さらに高められることが期待でき

る。画素数で表わされた運動量は，検査者が肉眼

で判定した運動性ともよく一致していた。このこ

とは，検査者の顕微鏡観察の経験の有無や，歯肉

縁下細菌叢に関する知識の多少にあまり関係しな

いと考えられた。このことより，本システムで運

動量を測定することにより，経験や知識に左右さ

れない診断決定が可能になると思われる。つまり，

本システムで測定した歯肉縁下細菌叢の運動量か

ら得られる情報は，歯周疾患の病態を区別する客

観的指標となる可能性があると考えられる。現在

のところ，歯周疾患の活動性を正確に予測できる

ものはない。今後，本システムで測定される運動

量が歯周疾患の活動性を示すかどうかは，継続的

に測定された運動量と，長期的予後や短期的予後

との関連性についてのさらなる研究が必要であろ

う。 

 

 

結 論 

 ヒト歯肉縁下細菌叢の運動量を歯周疾患の臨床

指標として応用するために，まず，運動性細菌の

標準株を用いて，その位相差顕微鏡動画像を解析

し，運動性細菌の運動量を測定する方法を開発し

た。次いで，本法を用いて歯肉縁下プラークの運

動量を測定し，従来から用いられている歯周疾患

の臨床指標との関連性を調べ，以下の結論を得た。 

１．画面上の運動性細菌の菌数と，本システムで

測定した画素数との間には正の相関がみられたが，

ホルマリンで処理した菌ではその関連性はみられ

なかった。画面上の運動性細菌の速度の和と本シ

ステムで測定した画素数との間にも正の相関がみ

られた。 

２．本システムで測定した運動量は，肉眼で主観

的に３段階（高，中，低）で判定した運動性とも

よく一致していた。 

３．歯肉縁下プラークサンプルの運動量の分布は

運動量は 0～3605 の範囲にあり，中央値は 7 であ
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った。 

４． 運動量と本研究で用いた各臨床指標との相

関係数は 0.23～0.36 であり，両者の間に弱い正の

相関関係が認められた。運動量との相関係数が最

も高かったのはＰＰＤであった。 

５． PPD, GI, PlI ,BOP, PUS においては，それ

らの値が高い群の方が低い群よりも，有意に高い

運動量を示した。 

６． 対象部位を臨床指標によって４基準に分類

し，各群の平均運動量を比較した結果，基準 0 が

11.1 画素，基準 1 は 205.3 画素，基準 3 が 435.2

画素，基準 4 が 701.6 画素であり，４基準間での

運動量に有意の差が認められた。 

７． 本研究で測定した運動量を含む臨床指標に

ついて，因子分析を行ったところ，運動量は因子

１，因子２，因子３すべての因子負荷量がプラス

の値を示し，他の変数とは独立した位置にプロッ

トされた。 

 以上の結果から，画像解析を用いてヒト歯肉縁

下細菌叢の運動量を画素数として定量的に評価で

きることが明らかにされ，さらに，歯肉縁下細菌

叢の運動量は，従来から用いられている歯周疾患

の臨床指標と同様に，歯周組織の臨床状態をある

程度を表わしてはいるものの，本研究で調べた他

の臨床指標とは異なる要素を測定していることが

示された。従って，本法で測定される運動量は，

他の臨床指標では得られない，新たな歯周状態の

情報を提供する可能性が示唆された。 
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