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はじめに 

 

 Helicobacter pylori は主に胃および十二指腸から分離される螺旋形のグラム陰性微好

気性桿菌であり、胃癌や胃潰瘍、十二指腸潰瘍といった胃・十二指腸疾患の病原菌とし

て知られている（Fennerty, 1994）。世界の人口の半数以上がこの H. pylori に感染してお

り、特に衛生環境の悪い発展途上国で感染率が高いと言われている（Hooi ら, 2017）。

H. pylori は免疫機構が未確立の小児期に、飲み水や食物を介して口腔から感染すると

考えられているが（Banatvala ら, 1995; Pounder と Ng, 1995）、その感染時期や感染経路

の詳細は未だ不明である。 

 H. pylori は  Warren と  Marshall（1983）によって初めて胃組織から分離され、

Campylobacter 属に類似した特性を多く有していたことから当初は  Campylobacter 

pylori と命名されていた（Marshall と Goodwin, 1987）。しかし、さらなる解析によって

独自の属性を有することが明らかとなり、名称が H. pylori に変更された（Goodwin ら, 

1989）。その後は、胃および十二指腸から H. pylori を検出するために、尿素呼気試験や

血清学的検査法といった臨床的な検出法や（Goodwin ら, 1997）、検出感度の高い PCR 

法を応用した分子生物学的手法によって H. pylori の細菌 DNA を検出する方法が開

発された（Westblom と Bhatt, 1999）。このような手法により、胃や十二指腸からだけで

なく唾液やデンタルプラークといった口腔サンプルからも H. pylori が検出されたこと

が報告されている（Miyabayashi ら, 2000）。これまでに、H. pylori は歯周病原性細菌の

一種である Campylobacter rectus と類似したタンパク性抗原を有することが報告され

ており（Ishihara ら, 2001）、口腔内においては C. rectus と同様に深い歯周ポケットに

存在するものと思われていた（Dye ら, 2002）。しかし、小児期には深い歯周ポケットが

形成されることは珍しく、小児の健常な歯肉溝から採取したデンタルプラークサンプル

における歯周病原性細菌の検出率は極めて低いことが報告されている（Frisken ら, 
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1987; Wojcicki ら, 1987）。そのため、H. pylori の感染が成立すると考えられている小児

期において、歯周ポケットが H. pylori の初期定着部位となる可能性は低いと考えられ

る。 

 一方で、小児期の主要な口腔疾患としてはう蝕が挙げられる（Andres と Karen, 2017）。

う蝕の主要な病原菌として知られている Streptococcus mutans はグラム陽性通性嫌気

性のレンサ球菌であり（Hamada と Slade, 1980）、乳幼児期に主として母親をはじめと

する家族から口腔を介して感染するとされている（Caufield ら, 1993）。S. mutans は歯

面上でスクロースを代謝してバイオフィルムを形成し、酸を産生することで歯の脱灰を

引き起こす（Eckert ら, 2006）。また、成熟したバイオフィルムやう蝕病変部からは、多

様な細菌種が検出されることが報告されている（Krzyściak ら, 2014）。しかしながら、

う蝕や S. mutans の存在が、H. pylori の口腔および胃・十二指腸組織への感染成立に及

ぼす影響については明らかになっていない。 

 本研究では S. mutans を口腔内に定着させたラットう蝕モデルを用いて、小児期およ

び成人期に相当する日齢に H. pylori を経口投与し、H. pylori の感染時期について検討

した。次に、S. mutans が引き起こすう蝕の存在が H. pylori の定着に及ぼす影響につい

て検討するため、投与する菌の組み合わせが異なる 4群のラットを設定して比較を行っ

た。また、ヒトの抜去歯における H. pylori の検出率とう蝕罹患状態の関係についても

検討した。さらに、口腔への H. pylori 定着メカニズムの一端を明らかにするために S. 

mutans および H. pylori のバイオフィルム形成能の分析を行った。  
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材料と方法 

 

１. 供試菌および培養条件 

１）H. pylori 菌株と培養条件 

 H. pylori は J99（ATCC 700824）株を住商ファーマインターナショナル株式会社（東

京）より購入した。J99株は、血液寒天培地（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA）

に播種し、微好気環境下にて 37℃で 3 日間静置培養した。その後、血液寒天培地上の

コロニーを 1 mL の馬血清を添加した 10 mL のブルセラ液体培地（Becton Dickinson）

に釣菌し、微好気環境下にて 37℃で 24 時間振盪培養して実験に使用した。 

２）S. mutans 菌株と培養条件 

 S. mutans は、本研究室に保管している日本人小児口腔由来の MT8148株にストレプ

トマイシン耐性を付与した MT8148R 株を使用した（Nomura ら, 2004）。MT8148R 株

は、ストレプトマイシン（1,500 µg/mL, 富士フィルム和光純薬, 大阪）、バシトラシン

（0.2 U/mL; Sigma Chemical Co., St. Lois, MO, USA）および 15％スクロース（富士フイ

ルム和光純薬）を添加した Mitis-Salivarius（MSB）寒天培地（Difco Laboratories, Detroit, 

MI, USA）に播種し、95％窒素および 5％炭酸環境（嫌気環境）下にて 37℃で 48 時間静

置培養した。その後、MSB 寒天培地上のコロニーを釣菌し、ストレプトマイシン（1,500 

µg/mL）を添加した Brain Heart Infusion 液体培地（Difco Laboratories）を用いて 37℃で

18 時間培養して実験に使用した。 

 

２. ラットう蝕モデルを用いた検討 

 本研究はアメリカ国立衛生研究所および AERI-BBRI 動物実験委員会のガイドライ

ンに従い、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認を得て行った（承認番号; 

29-031-0）。 
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１）H. pylori の感染時期に着目した検討 

 実験スケジュールを図 1 に示す。本研究には、Specific pathogen-free（SPF）の Sprague-

Dawley（SD）系ラット（15日齢オス, 76匹, 日本クレア, 東京）を用いた。これらのラ

ットは、ヒトの小児期（約 10歳）に相当する 48日齢に H. pylori を投与する群（A 群, 

n=10）とヒトの成人（約 20 歳）に相当する 78 日齢に H. pylori を投与する群（B 群, 

n=10）に分けた（Sengupta, 2013）。 

 S. mutans 株は、BHI 液体培地にて培養した菌液を滅菌生理食塩水を用いて OD550 = 

1.0（1.0×109 CFU/mL 相当）に調整し、10倍に希釈することで 1.0×108 CFU/mL 相当の

菌液を準備した。H. pylori 株は、ブルセラ液体培地にて振盪培養した菌液を滅菌生理食

塩水を用いて OD550 = 0.4（1.5×106 CFU/mL 相当）に調整した。全ての 18日齢のラッ

トに対して S. mutans 菌液 100 µL を 5日間連続で経口投与し、口腔内に S. mutans を

定着させた。次に、A 群の 48日齢のラットと B 群の 78日齢のラットに H. pylori 菌

液 100 µL を 5日間連続で経口投与した。 

 ラットのう蝕は Ooshima ら（1998）の方法を用いて誘発させた。全ての 15日齢のラ

ットに対し、テトラサイクリン（4 mg/g）を添加した普通食（日本クレア）およびペニ

シリン G（4000 U/mL, Meiji Seika ファルマ, 東京）を添加した蒸留水を 3日間与えた。

その後は、56%スクロース含有う蝕誘発性飼料（Diet 2000, 日本クレア）を実験終了ま

で与え、A 群のラットは全て 82日齢まで飼育し、B 群のラットは全て 112日齢まで飼

育した。すべてのラットは、Kawai ら（2011）の方法にてイソフルラン吸入麻酔液（フ

ァイザー, 東京）による吸入麻酔後、滅菌蒸留水 45 mL に塩酸メデトミジン（日本全薬

工業, 福島）0.75 mL、ミダゾラム（アステラス製薬, 東京）2 mL および酒石酸ブトフ

ァノール（Meiji Seika ファルマ）2.5 mL を加えて調製した三種混合麻酔薬を、体重 10 

g あたり 0.1 mL 腹腔内に投与することにより安楽死させた。その後、顎骨、胃組織お

よび十二指腸組織、血液を摘出して以降の検討に使用した。 
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（１）う蝕罹患状態の評価 

 27 ゲージの滅菌注射針を用いて上下片顎の歯牙に付着したデンタルプラークを除去

し、う蝕状態について実体顕微鏡を用いて観察した（Ooshima ら, 1998）。上下顎片側第

一臼歯、第二臼歯および第三臼歯（合計 6 歯）を対象として、実質欠損を認めないもの

（図 2 A）もしくは実質欠損を伴った象牙質に及ぶう蝕を認めるもの（図 2 B）に分類

した。 

（２）口腔における H. pylori のゲノム DNA の検出率 

 （１）で顎骨から除去したデンタルプラークを 1 mL の滅菌生理食塩水が入った滅菌

試験管に採取した。採取したデンタルプラークサンプルから、Puregene Yeast/Bact. Kit B

（QIAGEN, Hilden, Germany）を用いて細菌 DNA を抽出した（Nakano ら, 2004）。ま

ず、1 mL の滅菌生理食塩水に懸濁したデンタルプラークサンプルを遠心分離して回収

し、250 µL の Glu-TE Buffer（1M グルコース, 10mM 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1, 

3-プロパンジオール, 1mM エチレンジアミン四酢酸）に懸濁した。この懸濁液 250 µL 

に、N-アセチルムラミターゼ（2.0 mg/mL; 生化学工業, 東京）62.5 µL と塩化リゾチー

ム（10 mg/mL; 富士フイルム和光純薬）0.25 µL を加え、37℃で 90 分間反応させた。そ

の反応液に、Cell Lysis Solution（QIAGEN）600 µL を加えて 80℃で 5 分間反応させた

後、RNase（10 mg/mL; QIAGEN）3 µL を添加して 37℃で 30 分間静置し、Protein 

Precipitation Solution（QIAGEN）200 µL  を加えてボルテックスにて 20秒間激しく懸濁

させた。この反応液を遠心分離して得られた上清に、600 µL のイソプロパノール（富

士フイルム和光純薬）を添加して混和し、再度遠心分離を行った。得られた沈殿を 70%

エタノール（富士フイルム和光純薬）にて洗浄して乾燥後、DNA Hydration Solution

（QIAGEN）100 µL に溶解した。 

 抽出した DNA サンプルを用いて、全ての細菌の 16S rRNA 遺伝子上の共通領域に設

計されたユニバーサルプライマー（PA/PD）を用いた Polymerase Chain Reaction（PCR）
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法により細菌 DNA が抽出できていることを確認した（Marques da Silva ら, 2006）。本

研究で用いたプライマーの塩基配列を表 1 に示す。また、細菌 DNA 溶液中に存在す

る H. pylori の検出は、ureA 遺伝子上に設計した特異プライマーを用いた Nested PCR 

法により行った（Nomura ら, 2018）。まず、Single PCR では、各検体から検出した細菌 

DNA 2 µL、0.5 µL のプライマー（ureA-aF / ureA-bR）および TaKaRa Ex Taq®（タカラバ

イオ, 大津）を添付のプロトコールに従って合計 20 µL に調製した。ポジティブコント

ロールとして J99株から抽出したゲノム DNA、ネガティブコントロールとして滅菌蒸

留水を使用した。Nested PCR では、Single PCR で得られた PCR 産物 1 µL、0.5 µL の

プライマー（ureA-bF / ureA-aR）および TaKaRa Ex Taq®（タカラバイオ）を用いて合計

20 µL に調製した。DNA の増幅はサーマルサイクラー（iCycler; Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA）を使用して、95℃で 4 分間の熱変性後、95℃で 30秒間の熱変性、

55℃で 30秒間のアニーリング、72℃で 30秒間の伸長反応を 30 サイクル行い、最後に

72℃で 7 分間伸長反応を行った。PCR 産物の電気泳動は、TAE 緩衝液（40 mM Tris, 40 

mM 酢酸, 1 mM EDTA, pH8.0; 富士フイルム和光純薬）に 1.5%アガロース S（ニッポン

ジーン, 東京）を加えて加熱溶解したものをゲルとして使用し、TAE 緩衝液に 100 V の

定電圧を流すことにより行った。DNA サイズマーカーとして、100 bp DNA ラダー（New 

England BioLabs, Ipswich, MA, USA）を使用した。電気泳動後、ゲルを臭化エチジウム

（0.5 µg/mL）溶液で染色し、FAS4 ゲル撮影装置（日本ジェネティックス株式会社, 東

京）を用いて波長 312 nm の紫外線を照射することにより DNA のバンドを可視化し、

H. pylori の検出率を算出した。 

（３）口腔における S. mutans の検出率 

 摘出した顎骨のうち、下顎を 10 mL の滅菌生理食塩水が入った滅菌容器に浸漬した。

その後、超音波洗浄器（US-103, エスエヌディ, 長野）にて 10 分間の超音波処理を行う

ことにより顎骨に付着したデンタルプラークを剥離させ、ストレプトマイシン（1,500 
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µg/mL）を添加した MSB 寒天培地に播種した。37℃の嫌気環境下で 48 時間培養後、

寒天培地上のコロニー形態を実体顕微鏡にて観察し、S. mutans の検出率を算出した。 

（４）胃組織および十二指腸組織の病理組織学的評価 

 摘出した胃組織および十二指腸組織を 10%中性緩衝ホルマリン液（富士フイルム和

光純薬）で固定してパラフィンにて包埋後、3 µm の組織切片を作製してヘマトキシリ

ンエオジン（Haematoxylin-Eosin; HE）染色を行った。病理組織学的評価は国際毒性病

理用語・診断基準統一化委員会（International Harmonization of Nomenclature and Diagnostic 

Criteria for Lesions in Rats and Mice）が定める基準（Nolte ら, 2016）を参考にして、光学

顕微鏡を用いて個体間に差異を認める組織変化について評価を行った。 

 また、HE 染色による病理組織学的評価において胃粘膜へ桿菌の侵入を認めた胃組織

に対し、Kojima ら（2012）の方法に従って免疫組織染色を行った。まず、脱パラフィン

した組織切片を 3% H2O2、10%ヤギ血清（ニチレイバイオサイエンス, 東京）にてブロ

ッキングをした後、リン酸緩衝生理食塩水（Phosphatase buffered saline; PBS）で 1:500 に

希釈した抗 H. pylori ポリクローナル抗体（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）

を一次抗体として用いて室温で 50 分間反応させた。その後、二次抗体としてヒストフ

ァインシンプルステインラット MAX-PO（MULTI）（ニチレイバイオサイエンス）を

室温で 30 分間反応させて発色させた。さらに、マイヤーヘマトキシリン（ニチレイバ

イオサイエンス）にて核染色を行い、光学顕微鏡を用いて染色した組織切片を観察した。 

（５）血清における H. pylori 抗体濃度の測定 

 Nakagawa ら（2005）の方法に従い、屠殺したラットから採取した血清に含まれる H. 

pylori 抗体について評価した。まず、0.1M PBS（pH 7.4）（富士フイルム和光純薬）に

1.0×107 CFU 相当となるよう H. pylori を懸濁した後に超音波発生機（ULTRASONIC 

DISRUPTOR UD-201; トミー精工, 東京）を用いて 5 分間細菌を破砕した。破砕処理し

た菌液を 96穴プレート（Becton Dickinson）の各ウェルに 100 µL ずつ加え、さらに 10%
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中性緩衝ホルマリン溶液を添加して 4℃で 18 時間静置した。PBS で 3回洗浄した後、

PBS にスキムミルク（Difco Laboratories）を 0.01 mg/mL となるよう添加した PBS-S を

各ウェルに 100 µL ずつ加えた。37℃で 1 時間静置した後に PBS で 3 回洗浄し、PBS 

にて 1:500 に希釈した血清を各ウェルに 100 µL ずつ加え、37℃で 2 時間静置した。ポ

ジティブコントロールとして 1:500 に希釈した抗 H. pylori ポリクローナル抗体（200 

µg/mL, Thermo Fisher Scientific）、ネガティブコントロールとして滅菌蒸留水を使用し

た。PBS で 3 回洗浄後、PBS-S に 25 µg/mL となるよう溶解した PROTEIN G HRP 

CONJUGATE（Millipore, Burlington, MA, USA）を各ウェルに 100 µL ずつ加え、37℃で

1 時間静置した。基質溶液には、塩酸（富士フイルム和光純薬）に 10 mg/mL となるよ

う溶解した o-フェニレンジアミン （富士フイルム和光純薬）90 µL、0.1 M リン酸緩衝

液（pH 6.0）（富士フイルム和光純薬）10 mL および 30%過酸化水素水（富士フイルム

和光純薬）1 µL を混合したものを使用した。調製した基質溶液を各ウェルに 100 µL ず

つ加え、室温で 5 分間反応させて発色させ、1 M 硫酸（富士フイルム和光純薬）50 µL 

を加えることで発色を停止させた。マイクロプレートリーダー（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA）を用いて各ウェルの OD450値を測定した。ポジティブコントロー

ルとして用いた抗 H. pylori ポリクローナル抗体の濃度（200 µg/mL）と測定した OD450

値をもとに、各検体における OD450値を H. pylori 抗体濃度へと換算した。 

２）菌感染の有無に着目した実験 

 実験スケジュールを図 3 に示す。１）で検討した 18日齢時に S. mutans を投与後、

48日齢時に H. pylori を投与する A 群（n=10）に加えて、48日齢時に H. pylori の投

与のみを行う群（C 群; n=10）、18日齢時に S. mutans の投与のみを行う群（D 群; n=10）、

菌を投与しない群（E 群; n=10）を作製した。全てのラットは屠殺した後、１）と同様

の方法を用いてう蝕罹患状態の評価、口腔における S. mutans および H. pylori の検出

率の算出、胃組織および十二指腸組織の病理組織学的評価、血清における H. pylori 抗
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体濃度の測定を行った。 

 

３. ヒトの口腔における H. pylori のゲノム DNA の検出率 

 本研究は、大阪大学大学院歯学研究科倫理委員会の承認後（承認番号; H23-E1-5, H30-

E32）、被験者の同意を得て行った。2016年から 2020年にかけて重度のう蝕や歯周炎な

どの理由で抜歯が必要となり、大阪大学歯学部附属病院を受診した 159 名の患者を対象

とし、問診後に唾液および抜去歯を提供いただいた。10 mL の滅菌生理食塩水に保存さ

れた抜去歯を超音波洗浄器にて 10 分間超音波処理し、歯に付着したデンタルプラーク

を採取した。得られたそれぞれの口腔サンプルから細菌 DNA を抽出し、Nested PCR 法

により H. pylori の存在の有無を検討した。また、114 名の被験者は視診およびパノラ

マエックス線写真所見により DMFT を算出した。 

 

４. S. mutans および H. pylori のバイオフィルム形成能の分析 

 S. mutans により形成されるバイオフィルムと H. pylori の口腔への定着との関係を

検討するため、H. pylori と S. mutans を共培養して形成されたバイオフィルムを分析

した。1%スクロース含有 BHI 液体培地にて H. pylori および S. mutans 菌液をそれぞ

れ 1.0×107 CFU/mL となるよう調整した。調整した菌液 200 µL をチャンバースライド

（Culture WellTM, Grace Bio Labs, Bend, OR, USA）に加え、微好気性環境下において 37℃

で 18 時間培養した。培養後、浮遊している細菌を PBS で洗浄し、形成されたバイオ

フィルムを 3%パラホルムアルデヒド （富士フイルム和光純薬） により 10 分間固定し

た。S. mutans の染色には、ウサギ抗 PA 抗体（Nakano ら, 2006）を一次抗体とし、Alexa 

Fluor 633 conjugated goat anti-rabbit IgG（Molecular Probes®, Life Technologies Co., Eugene, 

OR, USA）を二次抗体として使用した。H. pylori の染色にはウサギ抗 H. pylori 抗体

（Thermo Fisher Scientific）を一次抗体とし、Alexa Fluor 533 conjugated goat anti-rabbit IgG
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（Molecular Probes®, Life Technologies Co., Eugene, OR, USA）を二次抗体として使用した。

各種抗体は 0.5% Bovine Serum Albumin（BSA; SIGMA-ALDRICH, St. LOUIS, USA）含有 

PBS にて 1:500 に希釈し、チャンバースライドに 200 µL 加えて室温で 30 分間反応さ

せた。各種抗体を加える前後には、チャンバースライドを PBS で洗浄した。形成され

たバイオフィルムを TCS-SP5 顕微鏡（Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany）お

よび DMI6000 B 蛍光顕微鏡（Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany）の 63×油浸

対物レンズを用いて観察した。さらに、チャンバースライド内に含まれる H. pylori の

割合を測定するため、それぞれの共焦点レーザー顕微鏡像を 10 分割し、ImageJ ソフト

ウェア（National Institution of Health, Bethesda, MD, USA）を用いて分析した。 

 

５. 統計学的分析 

 統計分析はコンピュータのソフトウェアパッケージである  GraphPad Prism 6

（GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA）を用いて行った。多群間の統計学的有意差

の検定には ANOVA の後 post-hoc 解析として Bonferroni 法を用いて行い、二群間の

統計学的有意差の検定にはカイ二乗検定を用いて行った。有意水準 5%以下を有意差あ

りとした。  
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結果 

 

１. H. pylori の感染時期に着目した検討 

１）う蝕罹患状態の評価 

 ヒトの小児期に相当する 48日齢に H. pylori を投与した A 群とヒトの成人期に相当

する 78日齢に H. pylori を投与した B 群では、ともに象牙質に及ぶ実質欠損を伴うう

蝕が多数認められた（図 4）。 

２）口腔における S. mutans および H. pylori の検出率 

 S. mutans は全てのラットのデンタルプラークサンプルより検出された（図 5）。一方

で、ヒトの小児期に相当する 48 日齢で H. pylori を投与した A 群のラット 10 匹のう

ち 5匹（50%）のデンタルプラークサンプルから H. pylori のゲノム DNA が検出され

た。また、ヒトの成人期に相当する 78日齢で H. pylori を投与した B 群のラット 10匹

のうち 4匹（40%）のデンタルプラークサンプルから H. pylori のゲノム DNA が検出

された。 

３）胃組織および十二指腸組織の病理組織学的評価 

 HE 染色により、ヒトの小児期に相当する 48日齢で H. pylori を投与した A 群のラ

ット 10匹のうち 9匹（90%）において胃粘膜への桿菌侵入像を認め、B 群と比較して

有意に高い侵入率を認めた（P<0.001）（図 6、7）。さらに、免疫組織染色により、これ

らの胃粘膜へ侵入した桿菌は H. pylori 特異抗体に対して陽性反応を示した（図 8）。 

 胃組織における胃粘膜脱落、角化嚢胞、上皮の過角化、腸上皮化生、炎症性細胞浸潤、

限局性びらんの典型像およびスコアを図 9 から図 15 に示す。また、十二指腸組織にお

けるびらんの典型像およびスコアを図 16、17 に示す。A 群、B 群ともに胃組織および

十二指腸組織において組織変化を認めたが、両群のスコアに有意差は認められなかった。 

４）血清における H. pylori 抗体濃度の測定 
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 A 群、B 群ともにポジティブコントロールと同等の H. pylori 抗体濃度であることが

示されたが、両群の値の間に有意差は認められなかった（図 18）。 

 

２. 菌感染の有無に着目した検討 

１）う蝕罹患状態の評価 

 象牙質に及ぶう蝕の本数は、H. pylori を単独で投与した C 群および菌を投与してい

ない E 群と比較して、S. mutans および H. pylori をともに投与した A 群において有

意に高い値を認めた（P<0.01）（図 19）。また、S. mutans を単独で投与した D 群は、菌

を投与していない E 群と比較して象牙質に及ぶう蝕の本数が有意に高い値を示した

（P<0.05）。 

２）口腔における S. mutans および H. pylori の検出率 

 S. mutans は、S. mutans と H. pylori を両方投与した A 群および S. mutans を単独で

投与した D 群のラットのデンタルプラークサンプルの全てにおいて検出され、S. 

mutans を感染させていないラットからは検出されなかった（図 20）。一方で、H. pylori 

のゲノム DNA は A 群のラット 10匹のうち 5匹（50%）のデンタルプラークサンプル

においてのみ検出され、H. pylori を単独で投与した C 群からは検出されなかった。 

３）胃組織および十二指腸組織の病理組織学的評価 

 HE 染色により、S. mutans および H. pylori をともに投与した A 群のラットの 90%

において胃粘膜への桿菌侵入像を認め、他の群と比較して有意に高い侵入率を認めた

（P<0.001）（図 21）。胃組織における病理組織評価の結果から、胃粘膜脱落は A 群にお

いて高いスコアを認める傾向を示したが、各群間のスコアには有意差を認めなかった

（図 22）。また、角化嚢胞、上皮の過角化、腸上皮化生、炎症性細胞浸潤、限局性びら

んにおいても、各群間のスコアに有意差を認める項目は存在しなかった。十二指腸組織

における病理組織評価の結果から、A 群におけるびらんのスコアは、その他の群と比較
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して有意に高いスコアを示した（P<0.05）（図 23）。 

４）血清における H. pylori 抗体濃度の測定 

 H. pylori および S. mutans をともに投与した A 群における H. pylori 抗体濃度は他

の群と比較して有意に高い値を認めた（P<0.05）（図 24）。 

 

３. ヒトの口腔における H. pylori の検出率 

 DMFT が 6 歯以下の被験者 31 名のうち 4 名から採取した口腔サンプルにおいて H. 

pylori のゲノム DNA が検出された。一方で、DMFT が 7 歯以上の被験者 83 名のうち

29 名（34.9%）が H. pylori 陽性であり、DMFT が 6 歯以下の被験者と比較して有意に

高い検出率を認めた（P<0.05）（図 25）。 

また、29歳以下の被験者 51 名うち 8 名（15.7%）の口腔サンプルから H. pylori のゲ

ノム DNA が検出された。一方で、30歳から 49歳の被験者 57 名のうち 21 名（36.8%）、

50歳から 69歳の被験者 24 名のうち 9 名（37.5%）の口腔サンプルから H. pylori のゲ

ノム DNA が検出され、29 歳以下の被験者と比較して有意に高い検出率を認めた

（P<0.05）（図 26）。 

 さらに、胃・十二指腸疾患の既往のない被験者 130 名のうち 33 名（25.4%）から採取

した口腔サンプルにおいて H. pylori のゲノム DNA が検出された。一方で、胃・十二

指腸疾患の既往がある被験者 29 名のうち 13 名（44.8%）が H. pylori 陽性であり、胃・

十二指腸疾患の既往のない被験者と比較して有意に高い検出率を認めた（P<0.05）（図

27）。 

 

４. バイオフィルム形成能の分析 

 バイオフィルムを横断面から二次元的に観察したところ、1%スクロース含有 BHI 液

体培地を用いた H. pylori の単独培養および S. mutans と H. pylori の共培養の両方で、
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H. pylori の存在が確認された（図 28）。一方で、形成されたバイオフィルムを側面から

観察もしくは三次元構築した場合には、H. pylori の単独培養では単層で希薄なバイオ

フィルムを形成するに留まったが、S. mutans と H. pylori を共培養することで H. pylori 

がより多量に分布していることが確認された（図 29、30）。さらに、チャンバースライ

ド内において H. pylori が占める菌量の割合は、S. mutans および H. pylori をそれぞれ

単独培養した場合と比較して、S. mutans と H. pylori を共培養した場合に有意に高い

割合を示した（P<0.001）（図 31）。  



 15 

考察 

 

 H. pylori は胃および十二指腸に定着して胃炎や十二指腸潰瘍、胃癌といった胃・十二

指腸疾患を引き起こす（Fennerty, 1994）。日本において、悪性新生物は死因の上位を占

めており（厚生労働省, 2019）、胃癌はその中でも上位に位置していることが報告されて

いる（国立がん研究センター, 2018）。また、H. pylori 感染者は非感染者と比較して胃癌

リスクが 15 倍以上であると言われているため（Uemura ら, 2001）、胃癌のリスク因子

となる H. pylori 感染を予防することは日本における大きな疫学的課題の一つである。

衛生環境の悪い発展途上国を中心として、世界の人口の半数以上が H. pylori に感染し

ていると考えられており（Hooi ら, 2017）、日本においては生活環境の改善により感染

者は減少しているものの、依然として感染人口は多いと言われている（Ueda ら, 2014; 

Kamada ら, 2015）。H. pylori は小児期に飲み水や食物を介して口腔から感染すると考え

られているが（Banatvala ら, 1995; Pounder と Ng, 1995）、感染時期や感染経路の詳細は

未だ不明である。 

 現在に至るまでに  H. pylori を検出するための様々な方法が開発されており

（Goodwin ら, 1997; Westblom と Bhatt, 1999）、H. pylori 感染が確認された患者は一般

的に抗菌薬とプロトンポンプ阻害剤を併用した除菌療法が推奨されている（The 

National Institutes of Health Consensus Conference, 1994）。しかし、除菌療法によって胃お

よび十二指腸から H. pylori が検出されなくなった後に、再感染を認めるケースが増加

している（Hu ら, 2017）。H. pylori は胃や十二指腸からだけでなく、口腔からも検出さ

れることが示されていることから、口腔が胃および十二指腸以外の定着箇所の一つであ

り、除菌成功後に口腔に定着していた H. pylori が胃および十二指腸への再感染を引き

起こしているのではないかと考えられている（Miyabayashi ら, 2000）。 

 口腔内の定着部位として、H. pylori は歯周病原性細菌と類似した抗原タンパクを有
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することが判明していることもあり（Ishihara ら, 2001）、歯周病原性細菌と同様に深い

歯周ポケット内が考えられている（Dye ら, 2002）。しかしながら、H. pylori の感染が成

立するとされる小児期に深い歯周ポケットが形成されることは稀であり、H. pylori の

初期定着部位として歯周ポケットは想定し難い。そこで本研究では、小児期の主要な口

腔疾患であるう蝕に着目することにした。ヒトにおいて、S. mutans は主に 19 か月から

31 か月の幼児に感染すると考えられており（Caufield ら, 1993）、ラットでは 18日齢に 

S. mutans を経口投与することで口腔に S. mutans を定着させ（Ooshima ら, 1998）、56%

スクロース含有う蝕誘発性飼料を与えることでう蝕を誘発することができる。本研究で

は、このラットう蝕モデルを用いてラットの口腔に H. pylori を投与することで、H. 

pylori 感染ラットう蝕モデルの作製に成功した。 

 H. pylori 感染ラットう蝕モデルにおいて、口腔から H. pylori のゲノム DNA が検出

され、血清においても H. pylori 抗体が検出された。さらに、胃組織および十二指腸組

織では、H. pylori に起因する胃炎の主な症候とされている病理組織学的変化を認めた

（Smoot, 1997; Gisbert ら, 1997）。H. pylori は体内に侵入すると CagA や VacA といっ

た病原毒素を細胞内へ注入して急性炎症を引き起こし（Yamaoka ら, 1996; Mohommadi 

ら, 1996; Reyrat ら, 1999; Marshall, 2002）、H. pylori を捕捉した Th1 細胞が獲得免疫反

応を引き起こすことによって持続的な慢性炎症へと移行することが報告されている

（Mohommadi ら, 1996; D’ Elios ら, 1997）。これらのことから、ラットう蝕モデルに投

与した H. pylori は口腔に定着した後に胃へと移行し、胃および十二指腸に定着して病

原性を発揮したと考えられる。 

 H. pylori 感染ラットう蝕モデルを用いて H. pylori の感染時期を検討したところ、胃

粘膜への H. pylori と思われる桿菌の侵入像はヒトの小児期に相当する日齢に H. pylori 

を投与したラットにおいてのみ認められた。H. pylori は免疫機構が未確立である小児

期に侵入することで胃への定着が成立して生涯に渡る持続的な感染を引き起こすと考
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えられており（Gold ら, 1997）、免疫機構が確立された後に侵入しても免疫反応によっ

て体内から排除されると推測されている（Cullen ら, 1993）。また、H. pylori 感染時の免

疫応答として腸管免疫系の関与が注目されており、出生時には抗原感作を受けていない

未熟な状態で発達過程にある乳幼児期のマウスでは、T 細胞や IgA 産生細胞数が成熟

したマウスと比較して少ないことが報告されている（Parrott ら, 1990; Ter Steege ら, 

1997）。これらのことから、本研究においても H. pylori は免疫機構がまだ確立されてい

ない小児期に体内へ侵入したことで胃粘膜へ侵入できたと考えられる。今後は、ヒトの

小児期に相当する日齢に H. pylori を投与したラットをさらに長期飼育して、胃粘膜に

おける H. pylori の持続的な定着の有無について検討を行う必要があると考えている。 

 菌感染の有無に着目した検討においては、S. mutans と H. pylori の両方を投与した群

のラットでのみ口腔へ H. pylori は定着し、他の群と比較して最も多くの歯がう蝕に罹

患していた。過去の報告によると、H. pylori は口腔レンサ球菌によって形成されるバイ

オフィルムの菌叢バランスを変化させる可能性があり、H. pylori がバイオフィルムの

形成に関与する口腔レンサ球菌のシグナル伝達に影響を及ぼすと考えられている

（Zhang ら, 2018）。このことから、S. mutans によるう蝕が存在する口腔内に H. pylori 

を感染させることで、口腔内の菌叢バランスが変化してう蝕が重篤化した可能性がある

と考えられる。このことを示すためには、今後は各群のラットの口腔細菌叢の詳細な解

析を行う必要があると思われる。 

 S. mutans と H. pylori の両方を投与した群のラットでは、胃粘膜への H. pylori の侵

入像を認め、他の群のラットと比較してより重度の胃粘膜脱落を認めた。胃粘膜脱落は

迅速に治癒することが報告されており（Mimuro ら, 2007）、より重度の胃粘膜脱落が生

じたことで治癒前に H. pylori が上皮内に侵入し、留まることができた可能性が考えら

れる。また、S. mutans と H. pylori の両方を投与した群のラットでは、血清における H. 

pylori 抗体濃度が他の群と比較して多いことが示された。本研究の結果から、S. mutans 
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は H. pylori の胃粘膜への侵入および病原性に密接に関与していることが示された。し

かしながら、これらのラットは胃潰瘍や胃癌といった深刻な胃・十二指腸疾患には至ら

なかった。H. pylori 感染は、塩分過多や喫煙などの他のリスク因子と組み合わさること

で、より重度な胃・十二指腸疾患の発症に至ると考えられている（Wroblewski ら, 2010）。

そのため、ラットう蝕モデルにおいてより重度な胃・十二指腸症状を誘発するためには、

飼料に食塩を混合させる等、これらのリスク因子と本研究で用いた細菌感染とを組み合

わせる必要があると考えられる。 

 ヒトの抜去歯を用いた検討において、30歳から 69歳の被験者の口腔サンプルから H. 

pylori のゲノム DNA が多く検出された。日本の歯科疾患実態調査において、12 歳の

小児におけるう蝕罹患率は 1977 年にピークをむかえ、1980 年から 1990 年にかけて緩

やかに減少し、1990 年以降はフッ化物等の普及により大きな減少傾向を認めたことが

報告されている（日本口腔衛生学会, 2013）。このことから、本研究における 30歳から

69 歳の被験者はう蝕罹患率の高い時代に小児期を過ごしていたと考えられる。また、

う蝕経験歯数が日本人の平均値を上回る成人の口腔サンプルから H. pylori のゲノム 

DNA が多く検出された。小児期に多くの乳歯がう蝕に罹患していた場合に、永久歯に

おいてもう蝕が多発する傾向を認めることが知られている（Ter Pelkwijk ら, 1990）。こ

れらのことから、本研究の被験者は、乳歯列期から高いう蝕感受性を有したことにより

小児期に H. pylori が定着した可能性が考えられる。さらに、胃・十二指腸疾患の既往

のある被験者の口腔サンプルから H. pylori のゲノム DNA が多く検出された。この結

果から、口腔に H. pylori が定着していることで、H. pylori が胃へ移行する可能性が高

まり、胃・十二指腸疾患を発症するリスクが高まったと考えられる。 

 一方で、混合歯列期の健常な歯肉溝から採取した口腔サンプルにおいて、わずかでは

あるが歯周病原性細菌が検出されたことが報告されている（Okada ら, 2000）。この研

究では、乳歯の歯肉溝に存在した歯周病原性細菌が乳歯の脱落部位に残存し、混合歯列
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期の永久歯の歯肉溝においても生存する可能性があると考えられている。今後は、乳歯

列期および混合歯列期を含む小児の被験者や胃・十二指腸疾患の既往がある被験者を対

象とした大規模な検討を行いたいと考えている。 

 バイオフィルム形成能の分析においては、H. pylori は口腔バイオフィルム内に存在

する際には、単独よりも S. mutans と共存する方が有利になることが示された。H. pylori 

はウレアーゼを産生し、胃酸に含まれる尿素をアンモニアに分解して周囲を覆うことで

酸性度を調整して生存している（Dunn ら, 1997）。口腔内は尿素が含まれる唾液が常に

存在する上に、S. mutans はスクロース存在下で酸を産生することができることから

（Eckert ら, 2006）、S. mutans により形成されるバイオフィルムは H. pylori が生存し

やすい環境である可能性がある。一方で、S. mutans によって形成されるバイオフィル

ムは、成熟が進むにつれて多様な細菌種が検出されるようになる（Krzyściak ら, 2014）。

これらのことから、歯面上に S. mutans を含むバイオフィルムが形成されることは H. 

pylori 定着のリスク因子になると考えられた。 

 H. pylori 感染はその持続に伴って胃癌などの重度な胃・十二指腸疾患を発症するリ

スクが高まり（Kikuchi ら, 2000）、感染早期の除菌療法は胃癌予防効果が高いと推測さ

れている（Take ら, 2007）。そのため、胃癌リスクの高い日本においては、H. pylori 感

染の有無を早期にスクリーニングして対応することが重要であると考えられるが、小児

期に H. pylori 関連疾患を発症することは稀であることから（Kalach ら, 2017）、小児

期からの検査はあまり普及していない（Sabbagh ら, 2019）。本研究の結果から、H. pylori 

は S. mutans により形成されたバイオフィルム内に定着することが示唆されたことか

ら、デンタルプラークサンプルを用いた簡便な H. pylori スクリーニング法を確立する

ことは、小児期からの H. pylori 感染発見に貢献できる可能性があると思われる。また、

小児期に S. mutans の口腔への定着を予防し口腔衛生状態を良好に保つことは、早期の

除菌療法とは違った H. pylori の根本的な感染防止策になり得ると考えられる。  
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結論 

 

  H. pylori の感染経路と定着に関わるリスク因子を追求するため、H. pylori 感染ラッ

トう蝕モデルとヒトの抜去歯を用いた検討およびバイオフィルム形成能の分析を行っ

たところ、以下の結果が示された。 

1. H. pylori 感染ラットう蝕モデルにおいて、H. pylori はヒトにおける小児相当期にう

窩を介して胃へと移行し、定着することが示唆された。 

2. H. pylori 感染ラットう蝕モデルにおいて、S. mutans により誘発されるう蝕が存在

することで H. pylori が胃粘膜へ侵入しやすいことが示唆された。 

3. ヒトにおいて、30歳から 69歳の被験者、DMFT が 7 歯以上の被験者および胃・十

二指腸疾患の既往がある被験者の口腔サンプルからは、H. pylori のゲノム DNA が

多く検出された。 

4. H. pylori は口腔バイオフィルム内に存在する際には、単独よりも S. mutans と共存

する方が有利であることが示された。 

 

以上の結果から、H. pylori は S. mutans が定着してう蝕が誘発された小児期の口腔内

に感染後、S. mutans により形成されたバイオフィルム内に存在することで、口腔への

定着が成立する可能性が示唆された。さらに、う窩を介して H. pylori は胃へと移行し

て胃粘膜に定着し、病原性を発揮する可能性が示唆された。  
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表1 本研究で用いたプライマー

用途 名称 塩基配列 （5’ → 3’）
増幅
サイズ
（bp）

文献

細菌の検出
PA
PD

ureA-aF
ureA-bR

ureA-bF
ureA-aR

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
GTA TTA CCG CGG CTG CTG

ATG AAA CTC ACC CCA AAA GA
CCG AAA GTT TTT TCT CTG TCA AAG TCT A

AAA CGC AAA GAA AAA GGC ATT AA
TTC ACT TCA AAG AAA TGG AAG TGT GA

315

488

383

Marques da Silvaら
（2006）

Nomura ら（2018）

Nomura ら（2018）

H. pylori の検出

Single PCR

Nested PCR



図1 H. pylori の感染時期に着目した実験スケジュール

全ての18日齢のラットに S. mutans を投与した。次に A 群の48日齢のラットと B 群

の78日齢のラットに H. pylori を投与した。全てのラットは H. pylori 投与終了後、1か月

間飼育して屠殺した。

B 群
（n=10） 1か月

S. mutans 感染

5日間

H. pylori 感染

5日間

屠殺

18 22 78 82 112（日齢）

1か月

S. mutans感染

5日間

H. pylori 感染

5日間

屠殺

18 22 48 52 82

A 群
（n=10）
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図2 ラットから摘出した顎骨におけるう蝕罹患状態の評価法

屠殺したラットから摘出した顎骨の上下顎片側第一臼歯、第二臼歯および第三臼歯

（合計6歯）を対象として、実質欠損を認めないものと象牙質に及ぶ実質欠損を認める

ものに分類した。

A：実質欠損を認めない

B：象牙質に及ぶ実質欠損を認める（矢頭）

A

B



図3 菌感染の有無に着目した実験スケジュール

A 群：18日齢時に S. mutans を投与後、48日齢時に H. pylori を投与した。

C 群：48日齢時に H. pylori のみを投与した。

D 群：18日齢時に S. mutans のみを投与した。

E 群：いずれの菌も投与しなかった。

全てのラットは82日齢まで飼育して屠殺した。
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図4 実質欠損を伴う象牙質に及ぶう蝕を認める歯の本数の評価

摘出した顎骨において、上下片側臼歯部の実質欠損を伴う象牙質に及ぶう蝕の本数を

評価した。A 群、B 群ともに象牙質に及ぶう蝕を多数認めたが、両群の値の間には有意

差を認めなかった。
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図5 ラットの口腔からの S. mutans および H. pylori の検出率

採取したデンタルプラークサンプルにおける S. mutans および H. pylori の検出率を算出

した。S. mutans は全てのラットのデンタルプラークサンプルから検出された。一方で、

H. pylori は A 群では50%のラットから、B 群では40%のラットから検出された。
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図6 ラットの胃組織における胃粘膜への桿菌の侵入像（HE 染色）

摘出した胃組織の組織切片を作製し、HE 染色を行って胃粘膜への桿菌の侵入の有無につい

て評価した。48日齢時に H. pylori を投与したラットにおいてのみ、胃粘膜への桿菌の侵入（矢

頭で示す）を認めた。



図7 ラットの胃組織における胃粘膜への桿菌の侵入率

（カイ二乗検定により検定; ***P<0.001）

ラットの胃組織における胃粘膜への桿菌の侵入率を算出した。A 群の90%のラットの

胃組織において胃粘膜への桿菌侵入像を認め、B 群と比較して有意に高い侵入率が認め

られた。

A 群

***

侵

入

率

100

80

20

60

40

（%）

0
B 群



20 μm

図8 ラットの胃組織における胃粘膜への桿菌の侵入像（免疫組織染色）

胃粘膜への桿菌の侵入を認めたラットの胃組織のおいて、H. pylori 特異抗体を用いて免

疫組織染色を行い組織学的評価を行った。胃粘膜へ侵入した桿菌は H. pylori 特異抗体に対

して陽性反応を示した（矢頭で示す）。



図9 ラットの胃組織における胃粘膜脱落の代表像 (HE 染色)

スコア 0 : 胃粘膜脱落は認められない。

スコア 1 : 限局性に胃粘膜脱落を認める。

スコア 2 : びまん性に脱落が認められるが、その直下の胃粘膜上皮は基底膜と結合している。

スコア 3 : びまん性に脱落が認められ、胃粘膜上皮が再生せず基底膜のみが残存している。
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図10 ラットの胃組織における角化嚢胞の代表像 (HE 染色)

スコア 0 : 角化嚢胞は認められない。

スコア 1 : 単発性の角化嚢胞を認める。

スコア 0

スコア 1

500 μm
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図11 ラットの胃組織における上皮の過角化の代表像 (HE 染色)

スコア 0 : 上皮の過角化は認められない。

スコア 1 : 一部分に上皮の過角化を認める。
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図12 ラットの胃組織における腸上皮化生の代表像 (HE 染色)

スコア 0 : 腸上皮化生は認められない。

スコア 1 : 一部分に盃細胞で構成された腸上皮化生を認める。
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100 μm
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図13 ラットの胃組織における炎症性細胞浸潤の代表像 (HE 染色)

スコア 1 : 胃の粘膜下および粘膜基底部にびまん性に炎症性細胞が浸潤している。

スコア 2 : びまん性な炎症性細胞の浸潤に加え、リンパ球の浸潤および結節が認められる。

スコア 1

スコア 2
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図14 ラットの胃組織における限局性びらんの代表像 (HE 染色)

スコア 0 : 上皮の傷害を認めない。

スコア 1 : 一部分に筋層粘膜に至らない上皮の傷害を認める。
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図15 ラットの胃組織の病理組織学的評価

（バーは平均値を示す）

ラットの胃組織から作製した組織切片を HE 染色して病理組織学的評価を行った。A 群、

B 群ともに胃組織において組織変化を認めたが、両群間のスコアに有意差は認められな

かった。



図16 ラットの十二指腸における十二指腸びらんの代表像 （HE 染色）

スコア 0 : 上皮の傷害を認めない。

スコア 1 : 筋層粘膜に至らない上皮の傷害が全体の50%未満である（写真は10%である）。

スコア 2 : 筋層粘膜に至らない上皮の傷害が全体の50%以上である（写真は70%である）。
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図17 ラットの十二指腸組織における十二指腸びらんの病理組織学的評価

（バーは平均値を示す）

ラットの十二指腸組織から作製した組織切片を HE 染色して病理組織学的評価を行った。

A 群、B 群ともに十二指腸組織においてびらんを認めたが、両群間のスコアに有意差は

認められなかった。



図18 ラットの血清における H. pylori 抗体濃度の測定

ラットから採取した血清における H. pylori 抗体濃度の測定を行った。A 群、B 群ともに

ポジティブコントロールと同等の濃度の H. pylori 抗体が検出されたが、両群の値の間に有

意差は認められなかった。
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図19 実質欠損を伴う象牙質に及ぶう蝕を認める歯の本数の評価

（ANOVA の後 post-hoc 解析としてBonferroni 法により検定; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）

摘出した顎骨において、上下片側臼歯部の実質欠損を伴う象牙質に及ぶう蝕の本数を

評価した。 A 群における象牙質におよぶう蝕の本数は、C 群および E 群と比較して有意に高い値

を認めた。また、D 群は E 群と比較して有意に高い値を認めた。
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図20 ラットの口腔からの S. mutans および H. pylori の検出率

採取したデンタルプラークサンプルにおける S. mutans および H. pylori の検出率を算出

した。 S. mutans は A 群および D 群の全てのラットにおいて検出され、S. mutans を投与

していない C 群および E 群からは検出されなかった。一方で、H. pylori は A 群において

のみ検出され、H. pylori を単独で投与した C 群からは検出されなかった。



図21 ラットの胃組織における胃粘膜への桿菌の侵入率

（ANOVA の後 post-hoc 解析としてBonferroni 法により検定; ***P<0.001）

ラットの胃組織における胃粘膜への桿菌の侵入率を算出した。 A 群のラットにおいて

のみ胃粘膜への桿菌侵入像を認め、その他の群と比較して有意に高い侵入率を認めた。
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図22 ラット の胃組織の病理組織学的評価（HE 染色）

（バーは平均値を示す）
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ラットの胃組織から作製した組織切片を HE 染色して病理組織学的評価を行った。全て

の群のラットの胃組織において組織変化を認めたが、各群間のスコアに有意差は認められ

なかった。



図23 ラットの十二指腸組織におけるびらんの病理組織学的評価（HE 染色）

（バーは平均値を示す）

（ANOVA の後 post-hoc 解析として Bonferroni 法により検定; *P<0.05, **P<0.01）
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ラットの十二指腸組織から作製した組織切片を HE 染色して病理組織学的評価を行った。

A 群はその他の群と比較して有意に高いスコアが認められた。



図24 ラットの血清における H. pylori 抗体濃度の測定

（ANOVA の後 post-hoc 解析としてBonferroni 法により検定; *P<0.05, ***P<0.001）

ラットから採取した血清における H. pylori 抗体濃度の測定を行った。 A 群における

H. pylori 抗体濃度は他の群と比較して有意に高い値を認めた。
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図25 ヒトの口腔における H. pylori の検出率と DMFT の関係

（カイ二乗検定により検定; *P<0.05）

採取した口腔サンプルにおける H. pylori の検出率を算出した。DMFT が7歯以上の被験

者は DMFT が6歯以下の被験者と比較して、H. pylori の検出率が有意に高い値を示した。
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図26 ヒトの口腔における H. pylori の検出率と年齢の関係

（カイ二乗検定により検定; *P<0.05）

採取した口腔サンプルにおける H. pylori の検出率を算出した。30〜69歳の被験者は29

歳以下の被験者と比較して、H. pylori の検出率が有意に高い値を示した。
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図27 ヒトの口腔における H. pylori の検出率と胃・十二指腸疾患の既往の関係

（カイ二乗検定により検定; *P<0.05）

採取した口腔サンプルにおける H. pylori の検出率を算出した。胃・十二指腸疾患のある

被験者は胃・十二指腸疾患の既往のない被験者と比較して、H. pylori の検出率が有意に高

い値を示した。
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図28 1%スクロース含有 BHI 液体培地におけるバイオフィルム形成能

(共焦点走査型レーザー顕微鏡像 (上部より観察) )

S. mutans

H. pylori

S. mutans
+

H. pylori

S. mutans 抗体 H. pylori 抗体 重ね合わせ

20 μm

20 μm

20 μm

チャンバースライド内で培養した S. mutans および H. pylori をそれぞれ蛍光免疫染色

して共焦点走査型レーザー顕微鏡を用いて上部から観察した。H. pylori の単独培養および

S. mutans と H. pylori の共培養の両方において、H. pylori の存在が確認された。



図29 1%スクロース含有 BHI 液体培地におけるバイオフィルム形成能

(共焦点走査型レーザー顕微鏡像 (側面より観察) )

S. mutans

H. pylori

S. mutans
+

H. pylori

H. pylori 抗体重ね合わせ

20 μm

20 μm

20 μm

チャンバースライド内で培養した S. mutans および H. pylori をそれぞれ蛍光免疫染色

して共焦点走査型レーザー顕微鏡を用いて側面から観察した。 H. pylori の単独培養では

単層で希薄なバイオフィルムを形成するに留まったが、S. mutans と H. pylori を共培養

することで S. mutans が形成するバイオフィルム内に多数の H. pylori が分布しているこ

とが確認された。
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図30 1%スクロース含有 BHI 液体培地におけるバイオフィルム形成能

(共焦点走査型レーザー顕微鏡像 (三次元像) )

バイオフィルムの厚さ： 0-50 μm (青) 、50-100 μm (水色) 、100-150 μm (緑) 、

150-200 μm (黄色) 、200-250 μm (赤)

チャンバースライド内で培養した S. mutans および H. pylori をそれぞれ蛍光免疫染色

して共焦点走査型レーザー顕微鏡を用いて観察したものを三次元像に構築した。 S.

mutans と H. pylori を共培養することで S. mutans が形成するバイオフィルム内に多数の

H. pylori が分布していることが確認された。



図31 培養したチャンバースライド内における H. pylori 菌量の割合

（ANOVA の後 post-hoc 解析としてBonferroni 法により検定; ***P<0.001）

培養したチャンバースライド内において H. pylori が占める菌量の割合を算出した。S.

mutans および H. pylori をそれぞれ単独培養した場合と比較して、共培養した場合にバイ

オフィルム中の H. pylori 量が有意に高い割合を示した。
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