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　胃・十二指腸疾患の原因細菌である Helicobacter 
pylori（H. pylori）は1），小児期に口腔を介して感染
が成立すると考えられている2,3）。これまでに，H. pylori
は歯周病患者の口腔から多く検出されたことから，口
腔内では深い歯周ポケットに存在すると考えられてい
たが4），小児期に深い歯周ポケットが形成されることは
稀である。一方で，小児期における主要な口腔疾患と
してう蝕が挙げられ5），う蝕の主要な原因細菌である
Streptococcus mutans（S. mutans）は乳幼児期に口腔
に定着すると考えられている6）。また，S. mutans によ
り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ことが報告されている7）。しか
しながら，う蝕原性細菌である S. mutans の口腔にお
ける存在が，H. pylori の口腔および胃・十二指腸組織
への定着に及ぼす影響については明らかとなっていな
い。そこで，本研究ではラットう蝕モデルを用いた検
討と，S. mutansおよびH. pylori のバイオフィルム形
成能の分析を行うことにより，S. mutans の存在が H. 
pylori の口腔および胃・十二指腸組織への定着に及ぼ
す影響について検討することとした。
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　ラットう蝕モデルを用いた検討は，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；歯 29‒031‒0）。本研究には，Specific pathogen
‒free の Sprague‒Dawly 系ラット（15 日齢オス，40
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匹）を用いた。これらのラットは，S. mutans および
H. pylori を投与する群（A 群，10 匹），H. pylori の
みを投与する群（B群，10匹），S. mutansのみを投与
する群（C 群，10 匹），いずれの菌も投与しない群（D
群，10匹）に分けた。まず，全ての15日齢のラットに
対し，テトラサイクリンを添加した普通食およびペニ
シリンを添加した蒸留水を 3 日間与えて口腔常在菌を
抑制した。次に，S. mutans MT8148 株にストレプト
マイシン耐性を付与したS. mutans MT8148R株を1.0
×109 CFU/mL に調整した菌液を用意し8），18 日齢の
A 群および C 群のラットに 5 日間連続で経口投与する
ことで，口腔内に S. mutans を定着させた9）。さらに，
ヒトの小児期に相当する 48 日齢の A 群および B 群の
ラットには10），1.5×106 CFU/mLに調整したH. pylori 
J99株の菌液を5日間連続で経口投与した。全てのラッ
トに対し，18日齢から飼育終了まで56％スクロース含
有う蝕誘発性試料を与えた。
　飼育終了後，全てのラットを安楽死させて顎骨を摘
出し11），う蝕の程度を評価した9）。その結果，象牙質に
及ぶう蝕の本数は B 群および D 群と比較して，A 群に
おいて多く認められた。次に，顎骨に付着したデンタ
ルプラークを採取し，S. mutansおよびH. pylori の検
出を行った12-14）。その結果，S. mutans は A 群および
C 群の全てのラットにおいて検出された。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 B 群からは検出されなかった。さらに，胃
組織および十二指腸組織を摘出して病理組織学的評価
を行った15,16）。ヘマトキシリンエオジン染色において，
A 群のラットにおいてのみ胃粘膜への桿菌侵入像が認
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められ（図1），これらの桿菌は免疫組織染色によりH. 
pylori 特異抗体に対して陽性反応を示した。また，十
二指腸組織におけるびらんの程度について，国際病理用
語・診断基準統一化委員会が定める基準を参考にして
スコア 0 から 2 の 3 段階で評価した。スコア 0 は上皮
の傷害を認めないもの，スコア 1 は筋層粘膜に至らな
い上皮の傷害が全体の 50％未満であるもの，スコア 2
は筋層粘膜に至らない上皮の傷害が全体の 50％以上で
あるものとした。その結果，A群におけるスコアはその
他の群と比較して有意に高いスコアを示した。
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　1％スクロース含有Brain heart infusion液体培地中
にてS. mutans MT8148R株およびH. pylori J99株の
菌液をそれぞれ1.0× 107 CFU/mLとなるよう調整し，
S. mutans 単独の菌液，H. pylori 単独の菌液，S. 

mutans と H. pylori を合わせた菌液をそれぞれ 200μL
ずつチャンバースライドへ添加し，微好気性環境下に
おいて37℃で18時間培養した。培養した菌液に含まれ
る S. mutans と H. pylori をそれぞれ蛍光免疫染色
し17），共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。その
結果，H. pylori は単独培養では単層のバイオフィルム
を形成するに留まったが，S. mutans と共培養するこ
とでバイオフィルム内にH. pyloriが広く分布している
ことが確認された（図 2）。さらに，チャンバースライ
ド内におけるH. pylori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高い割合を示
した。
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　本研究結果より，小児期に S. mutans と H. pylori
を両方投与したラットにおいてのみH. pyloriは口腔へ
定着し，象牙質に及ぶう蝕の本数が最も多いことが示
された。また，これらのラットにおいてのみ H. pylori
は胃粘膜へ侵入し，より重篤な十二指腸病変を引き起
こすことが明らかとなった。さらに，バイオフィルム
形成能の分析により，H. pylori は単独でもわずかにバ
イオフィルムを形成するが，S. mutans と共培養する
ことでH. pyloriの割合が有意に増加することが示され
た。これらのことから，H. pylori は S. mutans が定着
した小児期の口腔へ侵入し，S. mutans が形成するバ
イオフィルムやう窩に存在することで口腔へ定着する
可能性が示された。さらに，H. pylori は口腔を介して
胃へと移行して病原性を発揮していることが示唆され
た。

図 2　S. mutans および H. pylori によるバイオフィルム形成（共焦点レーザー顕微鏡像）
白色部は S. mutans，赤色部は H. pylori をそれぞれ示す。

図 1　ラット胃組織における H. pylori の局在（ヘマトキシ
リンエオジン染色像）

点線囲みは桿菌を示す。
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