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抄　録
目的：Aggregatibacter actinomycetemcomitans （A.a）は侵襲性歯周炎の主な原因菌とみな
されており、本菌と全身疾患との関連についての報告も散見される。しかしながら、従来
の A.a 検出法は煩雑で費用が高く、また検出結果を得るまでに長い時間を要するため、よ
り安価で簡易な新しい検出法の確立が望まれていた。そこで、A.a の保菌率、本菌と疾患
との関連性や本菌の病原性を正確かつ簡便に解析するのに有用な検出法の確立を目的とし
て、本研究を行った。
方法：タブレット型培地を用いて採取唾液を培養後、loop-mediated isothermal amplifica-
tion （LAMP）法を用いて A.a の検出を行った。また、DNA を鋳型として A.a 検出の感度、
特異度を検討した。さらに、臨床検体として心房細動患者の唾液試料を用いてその保菌率
を調べた。
結果：A.a の検出感度の検討では、104CFU/μL 相当から検出可能であった。A.a、Por-
phyromonas gingivalis、Fusobacterium nucleatum および Streptococcus mutans を用いて
特異度の検討を行ったところ、A.a 以外の菌では増幅されなかった。また、患者唾液 19 検
体中 10 例で陽性となり、保菌率 52.6％であった。
結論：唾液試料から A.a の感度・特異度ともに優れた簡易検出法を確立できた。
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緒　　言

　Aggregatibacter actinomycetemcomitans （A.a）
は通性嫌気性、非運動性の小型グラム陰性桿菌
で、その粘着性や凝集性などの性状が、遺伝子型
の安定性や遠隔感染への進展に関与すると考えら

れている1）。A.a は侵襲性歯周炎の主な病原菌と
して知られており、成人歯周炎患者の約 50％、
若年性歯周炎患者の約 90％から検出される2）。ま
た、侵襲性歯周炎を発症した患者の家族のほとん
どが患者由来の A.a 分離株と同一の遺伝子型 A.a
株を保有していること3，4）や、本菌が歯周炎患者
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の口腔内に一度定着すると、その後長期に渡って
保菌し続けることも報告されている5）。さらに、
健康な歯肉からの検出率は低いとされる一方で、
本菌が垂直感染や水平感染することも示唆されて
いる6，7）。加えて近年、A.a と感染性心内膜炎な
どを含む全身疾患との関連も注目されており1）、
今後さらに本菌と疾患との関連性や病原性に関す
る詳細な解明が期待されている。しかしながら、
従来の A.a 検出法は煩雑で費用が高く、また検
出結果を得るまでに長い時間を要するため、スク
リーニング検査への応用や速やかな検出という点
でより安価で簡易な新しい検出法の確立が今まで
に望まれていた。そこで、A.a の保菌率、本菌と
疾患との関連性や本菌の病原性を正確かつ簡便に
解析するのに有用な検出法の確立を目的として、
本研究を行なった。
　我々は以前、バシトラシン含有Mitis-Salivarius
培地（MSB 培地）をタブレット型に成形したも
の（タブレット型培地）を用いて、唾液試料から
cnm 遺伝子陽性 Streptococcus mutans （S. mutans）
をチューブ内で培養する手法によって、通性嫌気
性菌である S. mutans を 24 時間で増殖させて、
検出する方法を確立した8，9）。A.a は歯周ポケッ
ト、粘膜および唾液などの様々な試料から検出可
能であるが、本研究では嫌気ポーターなどの特別
な器材を使わずに実験室への運搬が可能な唾液 
試料を検体として選んだ。また、変法 GAM 寒天
培地で成形したタブレット型培地上に唾液試料 
を接種・塗抹・培養後、WarmStart Colorimetric 
loop-mediated isothermal amplification （LAMP） 
2 x Master Mix 試薬を使用して A.a 検出法の確
立を試みた。本試薬は、LAMP 反応が進むと反
応液が酸性に傾く性質があり、増幅試薬中の pH
指示薬が赤から黄色に変化する。すなわち、反応
液が黄色になると増幅したことがわかる性質を利
用している。目視で目的遺伝子の有無が判別でき
るため、簡易さと判定の正確さを考慮すると、本
方法は歯科の施設において受け入れられやすいと
考えられる。
　本研究では、タブレット型培地を用いた培養法
と目視で判定可能な LAMP 法を組み合わせた手
法によって、唾液検体から A.a を簡易に検出可
能な方法を確立し、本方法を用いて心房細動患者
における A.a 保菌率と本方法の臨床的利用価値
に関して調査した。

材料と方法

　1．タブレット型培地の作製
　培地は変法 GAM 寒天培地（日水製薬株式会社） 
を用い、滅菌蒸留水にて加温しながら溶解後、2
気圧、115℃、15 分の条件でオートクレーブをか
けた。オートクレーブ処理終了後、20mL の培地
を直径 10cm のシャーレに注ぎ入れ、培地が固ま
るまで室温にて静置した。パスツールピペットの
上部をシャーレ中の培地に押し当て、タブレット
状の培地（直径 6 mm、重量約 75mg）を取り出
し、これをタブレット型培地とした（図 1a 中の
写真）。

　2．供試菌株
　A.a（Y4 株）、Porphyromonas gingivalis （P.g； 
W83株）、Streptococcus mutans （S.m；NBRC 
13,955株）、Fusobacterium nucleatum （F.n；ATCC  
2,558 株）の 4 菌株を本実験では供試菌株として
使用した。

　3．A.a 遺伝子の検出
　タブレット型培地に安静時唾液 200μL を接種
し、37℃の恒温槽中に静置した。24 時間培養後、
唾液を遠心し、沈殿物から DNA 抽出（Qiagen., 
東京）を行い、その抽出物 1μL と Miyagawa
ら10）が確立した A.a 増幅用プライマー（FIP、
BIP、LF、LB、F3 および B3）を用いて、LAMP
法のプロトコルに従い11，12）、A.a 遺伝子の増幅を
行った。すなわち、LAMP 法試薬である Warm-
Start Colorimetric LAMP 2 x Master Mix（New 
Englad Biolabs Inc., 東京）に最終濃度が 0.8M の
ベタイン、0.8μM の FIP および BIP、0.4μM の
LF および LB、0.2μM の F3 および B3 を加え、
さらに 1.0μL の DNA 抽出液および蒸留水を加
えて全量 25μL になるよう調整した。LAMP 反
応は 64℃で行った。試薬の色が黄色に変化した
ものを陽性とした。

　4．臨床検体を用いた検討
　2020 年 4 月から 2023 年 10 月までに広島大学
病院において、心房細動（発作性心房細動および
持続性心房細動）に対する初回カテーテルアブ
レーション治療を受けた患者のうち、本研究への
参加に同意した患者 19 名の安静時唾液を落ち着
いた環境下で 200μL 採取し、本研究の検出法を
用いて A.a の検出を試みた（広島大学疫学倫理
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審査、E-1954）。

結　　果

　1．タブレット型培地を用いた A.a の培養
　唾液の採取から LAMP 検出までの概略図を示
す。唾液接種・培養後、WarmStart Colorimetric　
LAMP　試薬を使用して A.a 遺伝子を増幅した。
陰性はピンク、陽性は黄色を呈する（図 1a）。
　タブレット型培地が入った 2.0mL チューブ（図
1b、左）、200μL の唾液を入れた直後のチューブ

（図 1b、中央）、24 時間培養後のチューブ（図
1b、右）では、培養後にチューブの液は濁り、
唾液中の菌が良好に培養された。

　2．LAMP 法による A.a 遺伝子の検出
　1）感度
　 　LAMP法によるA.aの検出感度の検討を行っ

たところ、試薬が黄色に 104CFU/μL 相当か
ら変化し、A.a の検出が可能であった（図
2a）。

　2）特異度
　 　104CFU/μL に調整した 4 菌株を用いて特異

度の検討を行ったところ、A.a 以外の菌では試
薬は黄色に変化せず、これらの菌は増幅されな
かった（図 2b）。

　3．臨床検体による検出の確認
　検体として安静時唾液 200μL を用いてタブ
レット型培地で培養し、沈殿から抽出した DNA
を用いて LAMP 法にて遺伝子増幅をした（図
3a）。また、この LAMP 産物をアガロース電気泳
動した結果、陽性のものは A.a 遺伝子の増幅が
104CFU/μL 相当確認できた（図 3b）。

　4．心房細動患者での A.a の陽性率
　心房細動患者 19 名の安静時唾液 200μL をタ
ブレット型培地で培養し、沈殿物から抽出した
DNA を 用 い て LAMP 法 に て A.a の 検 出（104 

CFU/μL 相当）を行ったところ、10 名（52.6％）
が陽性であった（図 4）。

図 1　タブレット型培地を用いた検出
a： 唾液の採取から LAMP 検出までの概略図。GUM タブレット培地の写真のメモリは 1 mm である。LAMP は

WarmStart Colorimetric LAMP を使用した。陰性はピンク、陽性は黄色を呈する。
b： タブレット型培地が入ったチューブの写真。（左）タブレット型培地が入った 2.0mL チューブ、（中央）200μL の唾液

を入れた直後のチューブ、（右）培養後のチューブ。

a

b
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考　　察

　A.a は侵襲性歯周炎の原因菌として着目されて
いるため、これまでにヒト口腔内における本菌の
検出頻度を調査した研究は国内外問わず数多く報
告されているが、研究によって検出頻度に大きな
差を認め、一様な見解が得られていない。近年、
特異的遺伝子を増幅させる PCR 法などによる微
生物の検出手法が確立され、検出感度が飛躍的に
向上し、これまでに試料中に微量で検出できな
かった A.a の検出が可能となってきた。本研究
で用いた LAMP 法は標的遺伝子の配列から 6 種
類のプライマーを用いて遺伝子を増幅させる方法
で、既に臨床において細菌やウイルス感染症の診
断に応用されている。また、一定温度で反応させ

ることが可能であるため、検体から容易に標的遺
伝子を検出できる特徴を持っている11，12）。そのた
め、本研究では歯科医院レベルで行える臨床検査
の確立を目指し、従来の PCR 法やリアルタイム
PCR と比較して設備や検査費用がかからず、簡
便にスクリーニングや診断が実施できる LAMP
法は有用であると考えられる。
　タブレット培地による唾液培養で通常よりも短
い期間で A.a 特異的プライマー10）で 104CFU/μL
相当の A.a 検出をし（図 2a）、A.a 以外の P.g、
Fn、Sm は検出限界以下であった（図 2b）。また、
培養後のチューブが濁っていたので菌の増殖が認
められたと判断したが（図 1b）、A.a 以外の菌の
増殖も起こっていることが想定できる。今後は
A.a　Y4 株のみを培養した時の培地の変化を確

図 3　臨床検体による検出
a： 臨床検体による検出の確認。検体として唾液を用いてタブレット型培地で培養し、沈殿から抽出した DNA を用いて

LAMP 法にて遺伝子増幅を行ったところ、サンプル 3 のみ陽性となった。
b：増幅産物の電気泳動。サンプル 3 にのみラダーが確認された。

a
b

図 2　感度と特異度
a：A.a の感度の検討。試薬が黄色に 104CFU/μL 相当から変化し、A.a の検出が可能であった。
b：A.a の特異度の検討。A.a（104CFU/μL）以外の菌では試薬は黄色に変化せず、これらの菌は増幅されなかった。

P.g：Porphyromonas gingivalis、F.n：Fusobacterium nucleatum、S.m：Streptococcus mutans

a b
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認し、培養条件のさらなる検討をする必要があ
る。また、タブレット型培地での培養では、培養
チューブの蓋を閉めた状態で行っている。そのた
め、チューブ中の空気は大気のCO2 濃度（0.04％）
となっている。A.a が CO2 濃度 5％で培養するの
が適しているため、今回は至適濃度での培養と
なっていない。本法でも A.a の検出はできている
が、検出感度についての検討は今後の課題である。
　A.a の検出頻度はこれまでに、健常小児で約
20％、健常成人で約 36％、成人歯周炎患者で約
50％、若年性歯周炎患者では約 90％と報告され
ている2）。日本人における保菌率も歯周健常者で
9.7％、慢性歯周炎患者で 28％との報告もある13）。
また、若年性歯周炎においては、A.a を保菌する
親から伝播する垂直感染の頻度は高く、配偶者間
で伝播する水平感染は 14 ～ 60％とこれまでの研
究報告によって大きな差がある5）。様々な保菌率
が示されているが、歯周治療を行っても患者口腔
内から根強く検出されるとの報告14）もあるため、

A.a 保菌歯周炎患者を正確に把握し、その患者に
対して適切な治療や治療後の厳格なケアを実施す
ることが重要となる。
　A.a と全身疾患との関連に関する報告では、感
染性心内膜炎、関節炎、菌血症、骨髄炎、皮膚感
染症、尿路感染症および種々の膿瘍などの検体か
ら A.a が分離されており、口腔細菌である本菌
が全身感染症の起因微生物となり得ることが示唆
されている15）。特に、感染性心内膜炎では検体の
1.4 ～ 3％が A.a 陽性であり16，17）、心臓弁の運動
でダメージを受けたために露出した組織に A.a
が付着することによって、心臓弁への感染が成立
すると考えられている。本研究においては、心疾
患としての心房細動患者の唾液中 A.a の保菌率
を調べた。心房細動とは、心房が小刻みに震えて
痙攣し、機能しなくなる疾患である。心房細動の
原因は、加齢、高血圧、心臓病等が挙げられてい
る18）。感染性心内膜炎では、A.a 感染が原因と
なっていることから心房細動においても A.a 感

図 4　心房細動患者唾液での検出
19 名の検体から A.a の検出を行ったところ、10 名（52.6％）が陽性であった。

PC：positive control；A.a 104CFU/μL、NC：Negative control；distilled water
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染が生じている可能性がある。また、心房細動患
者では、脳卒中の発症リスクが健常者に比較して
5 倍となることが報告されている。非弁膜症性心
房細動の患者では、脳卒中発症の原因となる血栓
の 90％以上が心臓の左心耳内で形成されてお
り19）、血栓形成のリスク因子としては、現在ま
で、A.a と同様に歯周病原性細菌である P.g と心
房細動との関連は報告されているが20）、A.a と心
房細動との関連を調査した報告は未だなく、また
既存の PCR 法などでは検出感度の問題から正確
に調査するのは困難であると考えられた。
　本研究では、タブレット型培地を用いた培養法
と目視で判定可能な LAMP 法を組み合わせた手
法によって、唾液検体から A.a を簡易に検出可
能な方法を確立した。本検出法を用いて、心房細
動患者の唾液検体から A.a の検出を試みたとこ
ろ、53％の検出率となり、既述の成人性歯周炎に
おける検出率が約 50％7）との研究報告とほぼ同程
度の検出頻度となった。心房細動患者の唾液検体
における A.a 検出率は決して低くはなく、本菌
が心房細動の発症や病態に影響する可能性も考え
られるため、今後は検体数を増やして A.a 菌株

（ATCC29523、JP2、SUNYab75）や他菌株（P.g、
Fn、Sm など）との違いや健常者、心房細動の歯
周病の有無による唾液中 A.a 検出率の比較も行っ
ていく予定である。

結　　論

　唾液試料から侵襲性歯周炎の主な原因菌とされ
る A.a の感度・特異度ともに優れた簡易検出法
を確立できた。培養法と LAMP 法を組み合わせ
た本検出法は、従来の方法に比べて侵襲なく唾液
試料の採取が可能であり、研究・臨床においても
活用できるものであり、今後における A.a の病
態解明に貢献できるものと考えられる。
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