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緒言 

 

一般的に歯周病は歯周組織の慢性炎症疾患として定義され(Loesche, 1976)、

その原因は歯垢内に存在する内因性の細菌の増加を介し、歯周病に関連する病

原性細菌が成熟したバイオフィルムを形成すると伴に宿主の細胞を傷害するこ

とにある(Loesche, 1976; Theilade, 1986)。歯周病原性細菌はたとえ少数であって

も歯周組織の環境を変え、異常な宿主免疫反応を誘発し、歯周病を進展させる

(Hajishengallis et al., 2012)。歯周病はイヌやネコとなどの小型伴侶動物において

最もよくみられる感染症である(Niemice et al., 2008)。 

歯周病は歯肉炎と歯周炎の総称であり、歯肉炎は歯周靭帯や歯槽骨などの歯

周組織の損失を伴わない炎症反応を特徴とする歯周病の初期段階である

(Philstrom et al., 2005)。また、歯肉炎は入念な歯磨きや専門的な歯周ケアにより

歯肉は正常な状態に回復しうる(Theilade et al., 1966)。対照的に、歯周炎は歯周病

の進行した状態であり、歯周組織の破壊により歯周ポケットが深いことを特徴

とし、通常は不可逆性で、時には歯の損失に至ることがある(Philstrom et al., 2005)。 

ヒトの歯周病と口臭は正の相関性があると考えられており (Persson et al., 

1990; Nakano et al., 2002) 、口臭の治療法として歯周ケアが行われているように、

歯周病は不快な口臭の原因であると考えられている。口臭は主に口腔内で繁殖

する細菌が合成する揮発性の化学物質であり、その中でも硫化水素 (HS)、メチ

ルメルカプタン (MM)、ジメチルサルファイド (DMS) は口臭の主要な原因物質
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として知られている (Tonzetich, 1977)。また、これら化学物質は総称して揮発性

硫化物 (VSC: Volatile Sulfur Compounds)と呼ばれている。 

本研究室は以前より、イヌの歯周病原性細菌 Porphyromonas gulae に関する

研究成果を報告しているが、ネコの P. gulae に関する研究成果は報告できていな

い。また、本分野におけるネコの歯周病に関する研究報告も少ない。さらに、動

物の口臭を測定する方法は未だ確立されていないことから、イヌの口臭に関す

る研究は少なく、歯周病との関係性も明らかとなっていない。 

そこで本研究は、第一章にネコ由来 P. gulae の FimA 遺伝子型を同定し、病

原性を解析することを目的に、第二章にイヌの口臭測定方法を確立し、口臭と歯

周病及び年齢との関係性を追究した。 
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第一章 

 

ネコ由来 Porphyromonas gulae の fimA タイプの 

同定および分子学的特性 
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1. 小序 

 

ヒトの歯周病に関連した細菌はこれまでに数多く報告されており、その中で

も red complex 菌種と呼ばれる P. gingivealis、Treponema denticola、Tannerella 

Forsythensis は特に重症な歯周病の原因となることで知られている(Socransky et 

al., 1998)。イヌやネコにおいても、red complex 菌種を含めた歯周病に関連する

細菌種が歯肉組織から検出されているが、歯周病の重症度との因果関係は未だ

解明されていない(Kato et al., 2011; Booij-Vrieling et al., 2010; Yamazaki et al., 2012)。

その一方で、Porphyromonas gulae (かつては P. gigivalis と類似菌、または、P. 

gingivalis の動物型、と呼称された)は黒色色素を持つグラム陰性嫌気性細菌であ

り、いくつかの他の病原細菌種とともに、多くの動物種において歯周病と関連し

ている(Fournier et al., 2001)。現在までに、P. gulae はイヌ(Kato et al., 2011) およ

びネコ(Khazandi et al., 2014)の口腔内から検出されている。 

P. gingivalis は菌体表層に分子量 41kDa のサブユニットであるフィンブリリ

ンタンパク質 (FimA)の単量体で構成された線毛を有しており、その線毛は歯周

病における主要な病原因子として知られている(Yoshimura et al., 1984; Dickinson 

et al., 1988)。また、P. gingivalis の fimA 遺伝子は染色体上に独立して存在してお

り、同じ黒色色素を持つ近縁な菌種においても独特な fimA 遺伝子であることか

ら、P. gingivalis の病原性の強さは FimA と深い関連があるとされている

(Dickinson et al., 1988; Hamada et al., 1994)。小動物では、FimA はイヌから分離さ
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れた P. gulae において見いだされており(Hamada et al., 2008; Yamasaki et al., 2012)、

ヒト由来 P. gingivalis の FimA と相同性が高いことが報告されている(Nomura et 

al., 2012; Yamasaki et al., 2012)。ヒト由来 P. gingivalis の FimA は 6 タイプの遺伝

子型(Ⅰ～Ⅴ型およびⅠb 型)に、イヌ由来 P. gulae の FimA は 3 タイプの遺伝子型(A

型、B 型および C 型)に分類されており、これらの遺伝子型は歯周病の重症度と

密接に関連している(Kuboniwa et al., 2010; Yamasaki et al., 2012)。P. gulae は歯周

上皮細胞に対する細胞毒性や、マウスへ全身性の炎症反応を惹起させるなど、さ

まざまな病原性を発現する(Lenzo et al., 2016)。3 タイプの FimA 遺伝子型の比較

では、C 型の P. gulae は A 型および B 型の P. gulae よりも病原性が強く、重篤な

歯周病を有するイヌから採取した口腔スワブ検体から高い割合で検出される

(Nomura et al., 2012; Yamasaki et al., 2012)。 

イヌおよびネコは 4歳で約 80％が歯周病を発症しており(Harvey et al., 1995)、

歯周病に罹患するとは全身の健康や日常生活にも悪影響を及ぼす(Cave et al., 

2012)。ネコから検出された歯周炎に関連する細菌種に着目した研究はいくつか

報告されているが (Booij-Vrieling et al., 2010; Pérez-Salcedo et al., 2011; Pérez-

Salcedo et al., 2013; Khazandi et al., 2014; Pérez-Salcedo et al., 2015)、特定の細菌の

遺伝子やタンパク質と歯周病との関連については検討されていない。しかしな

がら、歯周病リスクの高いネコを特定し速やかに適切な処置を行うには、ネコに

おける主要な歯周病原性細菌の病原性を調べることが重要である。本研究では、

ネコ由来 P. gulae 株を分離し、fimA 遺伝子の配列を特定した。また、歯根膜線維
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芽細胞を用いて、P. gulae 株の各 fimA 遺伝子型の病原性を比較検討した。さら

に、歯周状態の異なるネコから採取された口腔スワブ検体からの fimA 遺伝子型

の分布を調べた。 
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2. 材料と方法 

 

・P. gulae の株化と培養条件 

Kato らの方法(Kato et al., 2011)に従って分離した P. gulae を Table 1 に示す。

デンタルプラークサンプルは、スワブ(Seed-SwabR γ-1 または 2, 栄研化学、東京)

を使用して右側上顎第四前臼歯の歯肉縁から採取し 4℃で保存した後、数日以内

に冷蔵で研究室に搬入した。検体は 5%馬血清、ヘミン(50 mg/mL)、メナジオン

(5 mg/mL)含有のトリプチケースソイ  (trypticase soy; TS) 寒天培地  (Becton, 

Dickinson & Co, Franklin Lakes, NJ, USA) に播種し、37℃で 7～10 日間、嫌気条

件下で培養した。細菌を分離する際には、各プレートから最低 4 つのコロニー

をランダムにピックアップし、10％グリセリン含有の TS ブロスで-80℃で凍結

保存した。それぞれの分析に使用する前に、P. gulae 株を CDC 嫌気性菌用血液

寒天培地(Becton, Dickinson & Co)に播種し、4～10 日間、嫌気下で培養した。培

養後血液寒天培地上に得られたコロニーを採取し、ヘミン(50 mg/mL)およびメナ

ジオン(5 mg/mL)含有の Todd Hewitt (TH)液体培地に加え、嫌気条件下で 1～2 日

間の培養後、以下の実験に使用した。 

分離した菌株が P. gulae であることの確認は、Kato らの方法(Kato et al., 2011)

に従い、16S リボゾーム RNA 遺伝子の塩基配列により同定するとともに、P. 

gulae 特異プライマーを用いて増幅が得られることにより確認した。まず、TH 液

体培地で培養した P. gulae 株から Gentra Puregene Yeast/Bact. Kit B (QIAGEN Inc., 
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Valencia, CA, USA) を用いてゲノム DNA を抽出した。このゲノム DNA を鋳型

として、16S リボゾーム RNA 遺伝子配列上に設計されたプライマー(8UA およ

び 1540R) および P. gulae 特異プライマーを用いて PCR 法を行った (Table 2)。

PCR 法による遺伝子の増幅は、TaKaRa Ex Taq® (Takara Bio. Inc., Otsu, Japan)を用

いて、20 μg/mL の DNA 2 μL およびプライマー(20 μg/mL) 1 μL を含む全量 20 μL

で行い、PCR の増幅反応には iCycler サーマルサイクラー(Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)を使用した。16S リボゾーム RNA 遺伝子をもとに設計されたプライマーを

使用する PCR サイクルは、95℃で 4 分間の熱変性を実施した後、94℃で 30 秒間

の熱変性、60℃で 30 秒間のアニーリング、72℃で 1 分 30 秒間の伸長反応を 30

サイクル行い、最後の伸長反応は 72℃で 7 分間行った。P. gulae 特異的プライマ

ーを使用した PCR では、95℃で 4 分間の熱変性を実施した後、94℃で 30 秒間の

熱変性、62℃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、最後の伸長反応は 72℃で 7 分間行った。増幅した DNA 断片を分離する

ために、16S リボソーム RNA 遺伝子の判別では 0.7%のアガロースゲルを、P. 

gulae 特異プライマーを用いた分析では 1.5%のアガロースゲルを用いて電気泳

動を行った。ゲルは蒸留水に溶解した臭化エチジウム(0.5 µg/mL)で染色し、UV

照明下で撮影した。 

PCR で増幅した 16s リボゾーム RNA 遺伝子は、QIAEX ゲル抽出キット

(Qiagen, Dusseldorf, Germany)を使用してゲルから抽出後、pGEM-T Easy ベクタ

ー(Promega, Madison, WI, USA)へクローニングを行い、Big Dye Terminator v3.1 
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)、BigDye Xterminator (Thermo Fisher 

Scientific)および 3130xl Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific)を使用して塩基

配列の解析を行った (Fasmac Co., Ltd, Kanagawa, Japan)。得られた塩基配列は、

National Biotechnology Information のデータベースにある BLASTN 2.0.5 プログ

ラ ム (Biotechnology Information server, National Center, http: 

/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) を使用して照合した。菌種の同定は、既存の P. 

gulae 株である ATCC 51700 の 16S リボゾーム RNA の塩基配列と 99%以上の合

致率であることを確認することにより行った。これらの分析により P. gulae と確

定した 15 株を以下の実験に使用した。  

 

・fimA 遺伝子の塩基配列解析 

P. gulae 分離株の fimA 遺伝子の塩基配列を解析するための PCR 法は、ヒト

由来 P. gingivalis 株の全長 fimA 遺伝子配列に基づいて設計されたプライマー

(33277-F/R、6/26-F/R および HG564-F/R)を使用した(Table 2)。PCR の増幅反応に

は TaKaRa Ex Taq®を使用し、95℃で 4 分間の熱変性を実施した後、94℃で 30 秒

間の熱変性、60℃で 30 秒間のアニーリング、72℃で 1 分 30 秒間の伸長反応を

30 サイクル行い、最後の伸長反応は 72℃で 7 分間行った。得られた PCR 産物は

0.7％アガロースゲルを用いた電気泳動で分離し、上記した方法と同様にシーク

エンスサンプルを作製した。得られた fimA 遺伝子の塩基配列は、Yamasaki らの

方法 (Yamasaki et al., 2012)に従って、塩基配列をアミノ酸配列に変換後、
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CLASTAL W (DNA Databank of japan) と Tree View software 

(http://taxonomy.zoology.gla.uk/rod/treeview.html)による近縁種結合法を行うこと

により系統樹を作製した。 

 

・ヒト歯根膜線維芽細胞(HPdLF)に対する接着及び、侵入の評価 

ヒト歯根膜線維芽細胞(HPdLF; Human Periodontal Ligament Fibroblasts)は、

10%ウシ胎児血清含有の間質細胞基本培地(Lonza)を使用し、37℃、二酸化炭素濃

度 5%で培養した。P. gulae の HPdLF 細胞への付着能および侵入能の評価は、

Nomura らの方法(Nomura et al., 2013)に従って行った。HPdLF 細胞はコンフルエ

ントになるまで培養後、細胞数を 1×105 cell/mL に調整して 24 ウェルプレート

(1mL/well)へ播種し、抗生物質非添加の培地を用いて 37℃で 24 時間培養した。

培養液を取り除いた後、抗生物質非添加の培地を用いて約 1×107 colony-forming 

units (CFU)を含む P. gulae 菌液 300µL を HPdLF 細胞に加えた。付着試験におい

ては、P. gulae を嫌気条件下で 37℃で 1.5 時間反応させた後、1 mL の PBS で 3

回洗浄し、細胞を破壊するために 1 mL の滅菌蒸留水を加えた。侵入試験におい

ては、P. gulae を嫌気条件下で 37℃で 2 時間反応させた後、1 mL の PBS で 3 回

洗浄した。その後、細胞表面に付着するすべての P. gulae を殺菌するため、ゲン

タマイシン(300 μg/mL)、メトロニダゾール(200 μg/mL)が溶解した培養液 1 mL を

添加し、嫌気下で 37℃で 3 時間培養した。その後、1 mL の PBS で 3 回洗浄し、

細胞を破壊するために 1 mL の滅菌蒸留水を添加した。付着・侵入試験では、
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HPdLF 細胞および P. gulae を含む滅菌蒸留水を段階希釈し、CDC 嫌気性菌用血

液寒天培地に播種し嫌気下で 37℃で 48 時間培養した。細胞に付着または侵入し

た細菌数は、P. gulae を HPdLF 細胞とともに培養し血液寒天培地から復帰した

細菌数から、HPdLF 細胞を含まないウェルで P. gulae を培養し血液寒天培地か

ら復帰した細菌数を差し引いた値を算出することにより求めた。 

HPdLF 細胞に接着した P. gulae は、Nomura らの方法(Nomura et al., 2014)に準

じて走査型電子顕微鏡で観察した。まず、細菌の付着した HPdLF 細胞を 3%パ

ラホルムアルデヒドで固定し、エタノールで脱水後 t-ブチルアルコールで凍結乾

燥した。凍結乾燥したサンプルにオスミウムコートを施し、走査型電子顕微鏡

(Hitachi S-4800; Hitachi High Technologies Corporation, Tokyo, Japan)を用いて観察

した。 

 

・細胞増殖試験 

メチルテトラゾリウム (MTT) を用いた細胞増殖試験は、Nomura らの方法

(Nomua et al., 2016)を一部改変して行なった。HPdLF 細胞はコンフルエントにな

るまで培養後、細胞数を 1×105 cell/mL に調整して 24 ウェルプレート(1 mL/well)

へ播種し、抗生物質非添加の培地を用いて 37℃で 24 時間培養した。培養液を取

り除いた後、抗生物質非添加の培地を用いて約 1×107 colony-forming units (CFU)

を含む P. gulae 菌液 300 µL を HPdLF 細胞に感染させた。嫌気条件下において

37℃で 6 時間培養後、1 mL の PBS で 3 回洗浄し、細胞表面に付着する細菌を死
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滅させるためゲンタマイシン(300 μg/mL)およびメトロニダゾール(200 μg/mL)を

含有する培養液 1 mL を各ウェルに添加し、37℃でさらに 18 時間インキュベー

トした。次に、1 mL の PBS で 3 回洗浄した後、各ウェルに 100 μL の MTT (Sigma-

Aldrich Co.)溶液(5 mg/mL)を添加した。37℃で 4 時間反応後、0.01N の塩酸溶液

に溶解したドデシル硫酸ナトリウム(1 mL)を各ウェルに添加し、室温で 5 時間静

置することにより細胞を溶解させた。その後、培養液は 96 ウェルプレートに分

注し、96 穴マイクロプレートリーダー(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA)を用いて 595nm での吸光度を測定した。細胞の増殖率は、P. gulae を感染

させていない細胞に対する P. gulae を感染させた細胞の割合で計算し、3 回の実

験の平均値±標準偏差で表示した。 

 

・HPdLF 細胞を用いた in vitro 創傷治癒試験 

HPdLF 細胞を用いた in vitro 創傷治癒試験は、Inaba らの方法(Inaba et al., 2004)

に従った。HPdLF 細胞は 6 穴トレイでコンフルエントになるまで培養し、滅菌

プラスチックチップの先端で細胞にスクラッチを作製した。次に、2×107 CFU 相

当の P. gulae 株 600 L を細胞に添加し、37℃で 2 時間インキュベートした。そ

の後、メトロニダゾール(200 mg/mL)およびゲンタマイシン(300 mg/mL)が溶解し

た培養液 1 mL を添加し 18 時間インキュベートし、スクラッチの幅からの細胞

の回復面積を ImageJ ソフトを用いて解析した。 
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・PCR 法を基にした fimA 判別方法の開発 

イヌ由来 P. gulae 分離株の B 型および C 型の fimA 遺伝子を検出するプライ

マー(Nomura et al., 2012, Yamasaki et al., 2012)は、ネコ由来 P. gulae の B 型および

C 型の fimA 遺伝子の判別にそれぞれ使用した。一方で、ネコ由来の P. gulae 分

離株 10 株のうち 4 株の A 型 fimA 遺伝子には、イヌ由来の P. gulae 分離株の A

型 fimA 遺伝子のリバースプライマーが結合する配列は含まれていたが、フォワ

ードプライマーが結合する配列が含まれていなかった。そこで、ネコ由来の A、

B および C 型の P. gulae 株の fimA 遺伝子の全長の配列を比較することにより A

型株特異的な遺伝子配列を特定し、新たに A 型のフォワードプライマー(Pgufim-

AF+)を構築した(Table 2, Supplementary Fig. 1)。PCR 法は TaKaRa Ex Taq®を使用

し、95℃で 4 分間の熱変性を実施した後、95℃で 30 秒間の熱変性、60℃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、最後の伸長

反応は 72℃で 7 分間行った。得られた PCR 産物は、1.5％アガロースゲルで電気

泳動した。 

 

・口腔スワブ検体における P. gulae の fimA 型の分布 

ネコ由来の口腔スワブ検体を用いた分析は、麻布大学動物実験委員会の承認

を得た上で実施した。口腔スワブ検体は、健康診断またはワクチン接種のために

動物病院に来院したネコ 99 匹 から採取した。口腔スワブ検体を採取したネコ

の年齢は、0.3～20.5 歳であり平均は 6.4 歳であった。検体を採取する際には、ネ
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コの飼い主に本実験の内容を説明し、本実験への了解を得た。口腔スワブ検体は

Kato らの方法(Kato et al., 2011)に従って、左上顎第四前臼歯の歯肉縁から採取し

た。 

ネコの歯周状態は左上顎第四前臼歯について、Finch らの方法(Finch et al., 

2016)に従ってスコア化した。歯石の蓄積は肉眼的に評価し、0 を「歯石なし」、

1 を｢歯肉縁の歯に薄く歯石がある｣、2 を｢中程度の歯石がある｣、3 を｢かなりの

量の歯石があり、歯間に及んでいる｣とした。加えて、歯肉スコアも肉眼的に評

価し、0 を｢歯肉炎なし｣、1 を｢歯肉縁に微小な炎症がある｣、2 を｢大きい範囲で

炎症が観察され、時に出血を伴う｣、3 を｢時に出血を伴う重度な炎症が観察され、

口内炎を発症している｣とした。歯周病の重症度は、歯石指数と歯肉指数の合計

値によって評価し、0 を異常なし、1-2 を低度、3-4 を中程度、5-6 を重篤な歯周

病とした。各検体から採取した細菌 DNA は抽出後、上述の P. gulae に特異的な

プライマーを用いて PCR 法を行った。その後、P. gulae が陽性の検体は各 fimA

遺伝子型に特異的なプライマー(Table 2)を用いて PCR を行い、fimA 遺伝子型を

判定した。 

 

・統計解析 

統計解析には GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)を

使用した。In vitro の実験と動物実験の各群における差異は、Bonferoni`s 法で解

析した。Fisher の直接確率法は、歯肉炎や歯周炎を発症しているネコと健康な歯
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周状態のネコにおいて、P. gulae の各 fimA 遺伝子型の検出率を比較するために用

いた。P 値が 0.05 以下の場合に、統計学的に有意差ありとした。 
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3. 結果 

 

・P. gulae と FimA の分子生物学的性質 

ネコ 99 匹の口腔検体から得られた 394 個の細菌のコロニーを 16S リボゾー

ム RNA 遺伝子解析したところ、P. gulae、Bacteroides pyogene、Pasteurella 

multtocida、 P.  macacae、P. circumdentaria などが多く検出された。これらコロ

ニーのうち、16S リボゾーム RNA 遺伝子塩基配列解析および P. gulae 特異的プ

ライマーを使用した PCR 法解析によって、15 コロニーが P. gulae であることを

確認した。これらの P. gulae 分離株の fimA 遺伝子の塩基配列を解析した結果、

P. gulae は A 型、B 型および C 型の 3 タイプの遺伝子型に分類できることが明

らかとなった(Table 3)。P. gulae 15 株のうち、A 型が 10 株と最も多く、次いで

B 型が 4 株認められ、C 型は 1 株のみであった。A 型(C04Db3)、B 型(C13Db2)

および C 型(C26Db4)の fimA 遺伝子をもとに推定されたアミノ酸配列は、型に

よって大きく異なっていた(Fig. 1)。興味深いことに、13 匹中 2 匹のネコからは

A 型と B 型の 2 種の P. gulae 株が分離された(Table 1, Supplementary Fig. 2)。ネ

コ由来のP. gulae株の FimA型の推定アミノ酸配列の多くは、イヌ由来のP. gulae

株のFimA型の推定アミノ酸配列と99%～100%の高い相同性を示した(Table 4)。

しかしながら、ネコ由来の A 型株のうち 4 株(C04Db3、C05Db10、Yc9b、Yc21a)

では、イヌ由来の A 型株のアミノ酸配列との相同性が 95%～96%とやや低い値

を示した。イヌおよびネコから分離された P. gulae の FimA の推定アミノ酸配
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列から作成した系統樹を Fig. 2 に示す。イヌとネコから分離された P. gulae の

FimA のアミノ酸配列は系統樹上で全体的に混在する傾向が認められたが、イ

ヌ由来の P. gulae 株との相同性の低いネコ由来の A 型株の 4 株(C04Db3、

C05Db10、Yc9b、Yc21a)ではイヌ由来の P. gulae 株を含まず互いに近接してい

た。 

 

・HPdLF 細胞への感染に対する P. gulae 遺伝子型の影響 

HPdLF 細胞に付着した A 型株(C03Db8、C20Db1)および B 型株(C03Db9、

C13Db2) の菌数はそれぞれ 2×103～6×104 CFU であり、HPdLF 細胞に侵入した A

型株および B 型株の菌数は 1×103～3×103 CFU であった(Fig. 3A、B)。これに対

して、HPdLF 細胞に付着および侵入した C 型株(C26Db4)の菌数は、それぞれ

2×105 CFU および 5×104 CFU であった。C 型株(C26Db4)およびヒトから分離され

た歯周病原性が高いとされるⅡ型の P. gingivalis である OMZ314 株は、A 型株お

よび B 型株に比べ有意に高い細胞への付着能および侵入能を示した(P < 0.001)。

また、走査型電子顕微鏡所見から、A 型株および B 型株と比較して、C 型株に

おいて多くの菌が細胞に付着している像が確認できた(Fig. 3C)。さらに、細胞増

殖試験では、B 型株および C 型株は A 型株ならびに非感染群と比較して強い細

胞増殖抑制を示した(Fig. 3D、E)。in vitro 創傷治癒試験においては、いずれの P. 

gulae 株を感染させた場合においても HPdLF 細胞の遊走能の抑制が認められた

が、C 型株において最も高い抑制を示した(Fig. 3F、G)。 
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・口腔検体における fimA 遺伝子型の分布 

99 匹のネコから採取したほとんどの口腔スワブ検体は、P. gulae に特異的な

プライマーを用いた PCR 法により P. gulae に陽性反応を示した。P. gulae 陽性検

体については、Fig. 4A に示す各 fimA 遺伝子型に特異的なプライマーを使用して

fimA 遺伝子型を特定した。また、99 匹のネコは歯周病の重症度により、健常 

(n=20)、軽度 (n=41)、中等度 (n=24)、重症 (n=14)に分類され(Table 5)、加齢と歯

周病の重症度との間には正の相関がみられた。Fig. 4B に口腔検体の PCR 法によ

る解析結果の典型例を示す。fimA の A 型は、B 型および C 型よりも有意に高い

割合で検出された(P < 0.01) (Fig.4C)。さらに、B 型は健常群と比較して中等度群

における検出頻度が有意に高く(P < 0.01)、C 型は健常群に比べ重症群における

検出頻度が有意に高かった(P < 0.05) (Table 5)。 
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4. 考察 

 

歯周病は小型伴侶動物において最もよく見られる口腔疾患である(Niemiec 

et al., 2008)。近年、ネコにおいて歯周病原性細菌種と歯周病との関連について

焦点を当てた研究がいくつか報告されており(Booij-Vrieling et al., 2010; Pérez-

Salcedo et al., 2011; Khazandi et al., 2014; Pérez-Salcedo et al., 2015)、P. gulae はネ

コの歯周病と強く関係している(Pérez-Salcedo et al., 2013)。4 歳のほとんどのネ

コは歯周病を患っているという報告があるが(Harvey et al., 1995)、これまでに P. 

gulae の病原因子と歯周状態の関係は明確にされておらず、歯周病のリスクが

高いネコを同定することは困難であった。本研究では、ネコから分離した P. 

gulae は、ヒトから分離した P. gingivalis およびイヌから分離した P. gulae と同

様の病原因子であり、歯周状態と関連する菌体表層フィンブリリンタンパクで

ある FimA をコードする fimA 遺伝子を保有するのではないかという仮説を立て

た。まず、ネコから分離した P. gulae 株を用いて fimA を同定するとともに、遺

伝子多型を明らかにするために分子生物学的解析を行った。その結果、ネコか

ら分離した P. gulae 株は 15 株すべてが fimA 遺伝子を保有しており、FimA の推

定アミノ酸配列は 3 タイプの遺伝子型に分類することができた。 

分離された 15 株のネコ由来の P. gulae のうち、10 株は fimA 遺伝子が A 型

であり、4 株が B 型、そして 1 株が C 型であった。ネコ由来の P. gulae 株の各

FimA 型の推定アミノ酸配列は、イヌ由来の P. gulae の各 FimA 型と高い同一性
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および類似性を示し、各 fimA 遺伝子型の検出頻度はイヌとネコで同程度であっ

た(Yamasaki et al., 2012)。しかしながら、ネコ由来の P. gulae 株の A 型のうち 4

株は、系統樹上で独立したクラスターを形成した。このことから、A 型 P. gulae

株の中にはネコに特有なアミノ酸配列を有するものがあることが示唆された。 

本研究では 15 株の P. gulae 株を分離・培養できたが、Porphyromonas 属の培

養は困難であることから、歯周病における P. gulae の病原性に焦点をあてた研究

は容易ではない。そこで、ネコの口腔検体から P. gulae を分離・培養することな

く、口腔検体から抽出した細菌 DNA を用いて fimA 遺伝子型を検出する PCR 検

出系を確立した。この方法は、P. gulae の fimA 遺伝子型とその個体の歯周状態と

の関連性を解析する上で有用であると考えられる。 

ネコの口腔検体から各 fimA 遺伝子を検出するための PCR 法を確立するにあ

たり、イヌの口腔スワブ検体の各 fimA 型の検出に用いられているプライマーを

用いて PCR を行った(Nomura et al., 2011; Yamasaki et al., 2012)。その結果、ネコ

の A 型 fimA 遺伝子の塩基配列を解析したところ偽陽性が検出され (結果未公

表)、ネコから分離された A 型株 10 株のうち 4 株では、イヌの A 型 fimA 遺伝子

をもとに設計されたフォワードプライマーに該当する遺伝子配列が存在しない

ことが明らかとなった。そこで、本研究ではネコから分離されたすべての A 型

P. gulae に共通したフォワードプライマーを新たに設計した。これにより、ネコ

の口腔検体から A 型 fimA 遺伝子を増幅することに成功した。この A 型のフォ

ワードプライマーの塩基配列は、GenBank (http://www.ddbj.nig.ac.jp/)に登録され
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ているイヌ由来の P. gulae のすべての A 型に共通していることから、本研究に

おける A 型、B 型および C 型を検出する各プライマーはネコだけでなくイヌに

も使用することができることが示された。 

宿主細胞に対する細菌の付着・侵入能は重要な病原因子であり、細菌感染の

成立には必要不可欠である(Pizarro-Cerda & Cossart, 2006)。P. gingivalis は歯周組

織由来の細胞に付着・侵入能を有するが、fimA 遺伝子型が異なると病原性も異

なることが報告されている (Nakagawa et al., 2006) 。一方で、P. gulae の宿主細

胞への付着・侵入能について検討した報告はこれまでに存在していない。本研究

において、C 型 P. gulae 株は高病原性株として知られるⅡ型 P. gingivalis と同様

に、A 型株および B 型株と比較して有意に高い歯根膜線維芽細胞に対する付着・

侵入能を有していた。このことから、P. gulae の病原性は fimA 遺伝子型により異

なることが示唆された。本研究では、P. gulae 分離株の病原性を評価するために

歯根膜線維芽細胞を用いたが、今後は歯肉上皮細胞やネコまたはイヌ由来の歯

根膜線維芽細胞など他の細胞株を用いた解析を行う必要があると考えられる。 

本研究では、細胞増殖試験および in vitro 創傷治癒試験を行い、P. gulae の感

染に対する HPdLF 細胞の反応についても解析した。細胞増殖試験において、B

型および C 型の P. gulae 株は HPdLF の細胞増殖を有意に抑制した。また、P. gulae

の感染が細胞の遊走能を抑制するかどうかを調べるために in vitro 創傷治癒試

験を行ったところ、すべての fimA 遺伝子型の P. gulae 分離株が HPdLF 細胞の遊

走を抑制した。特に、C 型 P. gulae 株は、A 型株や B 型株に加え高病原性株とし
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て知られるⅡ型 P. gingivalis 株よりも高い抑制を示した。これらの結果から、P. 

gulae の感染は fimA 遺伝子型にかかわらず歯周組織の損傷を誘発する可能性が

あり、特に C 型 P. gulae の感染したネコでは歯周組織の損傷のリスクが高いと

考えられる。 

ネコの歯周病は加齢に伴い重症化する傾向にあり、これはイヌの歯周病と同

様の結果であった(Yamasaki et al., 2012)。イヌでは P. gulae の検出率は歯周状態

が悪化するほど高くなり、歯周状態が健康なイヌもしくは歯肉炎を発症してい

るイヌにおける P. gulae の検出率はそれぞれ 63.6%と 77.7%であり、歯周炎を発

症しているイヌにおけるP. gulaeの検出率は100%であった(Yamasaki et al., 2012)。

これに対して、ネコの P. gulae の検出率は歯周状態にかかわらず約 90%であっ

た。これらの結果から、歯周状態に関わらずイヌの口腔と比較してネコの口腔で

は P. gulae が定着しやすいと考えられる。 

本研究では、歯石の沈着と歯肉の状態を Finch らの方法(Finch et al., 2016)に

従って評価した。歯肉炎と歯周炎を判別するための歯槽骨の損失の評価には歯

科用 X 線が有効であるが、歯科用 X 線を撮影するためには全身麻酔を行う必要

があり、飼い主への同意を得ることの困難さやネコの身体への負担を考え、本研

究では行わなかった。本研究において、P. gulae の fimA 遺伝子型の検出率と歯周

状態との関連性を見出すことができたことから、今後は歯槽骨の損失の評価な

どのより詳細な解析が行うことが望ましいと考えられる。 

ネコの口腔検体において、P. gulae の A 型、B 型および C 型の分布率は、そ
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れぞれ約 75%、30%および 20%であった。A 型は歯周病の重症度に関係なく高

い割合で検出されたが、B 型は中等度の歯周病を有するネコで、C 型は重篤な歯

周病を有するネコで高い検出率を示した。このことから、B 型と C 型の P. gulae

がネコの主要な歯周病原性細菌であることが示唆されるが、重篤な歯周病での C

型の P. gulae の検出率は 30%程度に過ぎなかった。 

本実験において、ネコの P. gulae C 型は強い病原性を持つものの、検出率は

他の亜型よりも低いことが判明した。しかし、この理由は今回の実験では解明で

きなかった。また、P. gulae には、マウスの歯周炎モデルにおいて歯槽骨の骨吸

収を誘導する RgpA、RgpB、Kgp といったジンジパインを発現する遺伝子を保有

するという報告があることから(Lenzo et al., 2016)、今後は P. gulae の感染経路や

加齢に伴う P. gulae 亜型の移り変わり、FimA 以外の病原因子や、重篤な歯周病

と関連する可能性のある他の細菌種についても分析を行う必要があると考える。 
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5. 小括 

本研究では、ネコ由来の P. gulae の fimA 遺伝子型の同定および分類を行っ

た。ネコ由来の P. gulae の fimA 遺伝子は A 型、B 型および C 型の 3 タイプに分

類され、C 型株は歯根膜線維芽細胞に対して強い病原性を示した。一方で、C

型の P. gulae は A 型および B 型の P. gulae よりも低い検出率を示したが、B 型

は中等度の歯周病のネコに、C 型は重篤な歯周病のネコに多くみられることが

判明した。また、本実験で確立した口腔検体から P. gulae の fimA 遺伝子型を分

類する分子生物学的手法は、ネコの歯周病リスクを評価することに有用である

と考えられた。以上の本研究結果から、P. gulae はイヌとネコに共通した重要

な歯周病原性細菌であり、FimA の多様性が病原性に関与することが明らかと

なり、P. gulae の FimA 型の検出は、伴侶動物の歯周病のリスクを予測すること

に有用であると考える。 
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Table 1 

Information regarding cats from which P. gulae isolates were recovered in the present 

study. 

 

 

  

Breeds P. gulae strains Age (years) Sex Periodontal conditions 

Japanese bobtail 

Japanese bobtail 

Japanese bobtail 

Mix 

Scottish fold 

Japanese bobtail 

Munchkin 

Japanese bobtail 

Japanese bobtail 

Mix 

Unknown 

Mix 

Japanese bobtail 

C03Db8, C03Db9 

C04Db3 

C05Db10 

C20Db1 

C28Db2 

C29Db1 

YC9b 

YC18a 

YC21a 

YC35p3, YC35a 

C13Db2 

YC34p1 

C26Db4 

3 

15 

11 

6 

9 

10 

4 

8 

0 

15 

12 

11 

7 

Male 

Female 

Female 

Female 

Male 

Female 

Female 

Female 

Female 

Female 

Female 

Female 

Female 

Normal 

Normal 

Periodontitis 

No information 

Gingivitis 

Normal 

No information 

Normal 

Normal 

No information 

No information 

No information 

Gingivitis 
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Table 2 

PCR primer used in the present study. 

 

 

Specific primer set Sequence (5’-3’) References 

Confirmation of bacterial species 

  8UA 

  1540R 

 

Detection of P. gulae 

 

 

Determination of fimA alignment 

  33277-F 

  33277-R 

  6/26-F 

  6/26-R 

  HG564-F 

  HG564-R 

 

Specification of fimA type 

Type A fimA 

  Pgfim-AF+ 

  Pgfim-ARa 

Type B fimA 

  Pgfim-BF 

  Pgfim-BR 

Type C fimA 

  Pgfim-CF 

  Pgfim-CR 

 

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 

AAG GAG GTG ATC CAG CC 

 

TTG CTT GGT TGC ATG ATC GG 

GCT TAT TCT TAC GGT ACA TTC ACA 

 

 

TTC ATA CGT CGA CGA CTG CG 

TTG AGG GTT GAT TAC CAA GT 

AAC TAC GAC GCT ATA TGC AA 

TAG ACA AAC TAT GAA AGT T 

GAT TTG CTG CTC TTG CTA TGA CAG CTT GTA 

TTT AGT CGT TTG ACG GGT CGA AGT 

 

 

 

TTG TAG AAG GTA ACG CTA CCA TTA GCG TAG 

CTT GCC TGC CTT CAA AAC GAT TGC TTT TGG 

 

TAA GAT TGA AGT GAA GAT GAG GGA TTC TTA TGT 

ATT TCC TCA GAA CTC AAA GGA GTA CCA TCA 

 

CGA TTA TGA CCT TGT CGG TAA GAG CTT GGA 

TGT GGC TTC GTT GTC GCA GAA TCC GGC ATG 

 

Nomura et al. (2006)

 

 

Kato et al. (2011) 

 

 

 

Nomura et al. (2012)

 

Nomura et al. (2012)

 

Yamasaki et al. (2012)

 

 

 

 

This study 

 

 

Nomura et al. (2012)

 

 

Yamasaki et al. (2012)

aThe reverse primer was designed in our previous study (Nomura et al. (2012). 
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Supplementary Fig.1 
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Supplementary Fig.2 
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Table 3 

P. gulae and P. gingivalis isolates examined in the present study. 

 

a.bP. gulae isolates were recovered from the same swab specimen. 

  

Species Name FimA types Length of fimA (bp) Accession number of fimA Reference 

P. gulae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P. gingivalis 

C03Db8a 

C04Db3 

C05Db10 

C20Db1 

C28Db2 

C29Db1 

YC9b 

YC18a 

YC21a 

YC35p3b 

 

C03Db9a 

C13Db2 

YC34p1 

YC35ab 

 

C26Db4 

 

OMZ314 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

 

B 

B 

B 

B 

 

C 

 

II 

1152 

1152 

1152 

1152 

1152 

1152 

1152 

1152 

1152 

1152 

 

1161 

1161 

1161 

1161 

 

1167 

 

1044 

LC372924 

LC372925 

LC372926 

LC372927 

LC372928 

LC372929 

LC372930 

LC372931 

LC372932 

LC372933 

 

LC372934 

LC372935 

LC372936 

LC372937 

 

LC372938 

 

D17798 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

This study 

 

This study 

This study 

This study 

This study 

 

This study 

 

Amano et al. (1999) 

a, b  
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Fig. 1. Alignment of the putative amino acid sequences of the type A, B, and C fimA 
genes of the P. gulae isolates. Asterisks indicate amino acid residues that are conserved 
among all three sequences. Dashes indicate gaps when multiple alignments were 
performed. Alignment was carried out using CLUSTAL W, available from the DNA Data 
Bank of Japan (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp). 
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Fig. 2. Evolutionary relationships among P. gulae isolates from dogs and cats and P. 
gingivalis isolates from humans based on the putative FimA amino acid sequences. The 
neighbor-joining method was used to construct the phylogenetic tree using CLUSTAL W 
(DNA Databank of Japan) and Tree View software 
(http://taxonomy.zoology.gla.uk/rod/treeview.html). Pgu and Pgi indicate P. gulae and P. 
gingivalis strains, respectively. The numbers shown on the tree are bootstrap values. 
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Table 4 

BLAST-based identification of proteins with high homology to the putative amino acid 
sequences of fimA genes from cat isolates obtained in the current study. 

 

 

  

sequences of fimA genes from cat isolates obtained in the current study. 

 

P. gulae strains 

(FimA types) 

 P. gulae strains isolated from dogs with highest similarities  BLAST results 

Strain Name 

(FimA types) 

Accession 

number 

 

References 

  

Identity (%) 

 

Similarity (%) 

C03Db8 (A) 

C04Db3 (A) 

C05Db10 (A) 

C20Db1 (A) 

C28Db2 (A) 

C29Db1 (A) 

YC9b (A) 

YC18a (A) 

YC21a (A) 

YC35p3 (A) 

C03Db9 (B) 

C13Db2 (B) 

YC34p1 (B) 

YC35a (B) 

C26Db4 (C) 

 D024 (A) 

D060 (A) 

D060 (A) 

D034 (A) 

D066 (A) 

D034 (A) 

D066 (A) 

D034 (A) 

D066 (A) 

D024 (A) 

D077 (B) 

D053 (B) 

D053 (B) 

D053 (B) 

D049 (C) 

BAL46681 

BAL46689 

BAL46689 

BAL46684 

BAL46690 

BAL46684 

BAL46690 

BAL46684 

BAL46690 

BAL46681 

BAL46697 

BAL46696 

BAL46696 

BAL46696 

BAM14715 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Nomura et al. (2012) 

Yamasaki et al. (2012) 

 382/383 (99) 

368/383 (96) 

368/383 (96) 

383/383 (100) 

383/383 (100) 

379/383 (99) 

365/383 (95) 

382/383 (99) 

365/383 (95) 

382/383 (99) 

385/386 (99) 

385/386 (99) 

385/386 (99) 

385/386 (99) 

386/388 (99) 

382/383 (99) 

372/383 (97) 

372/383 (97) 

383/383 (100) 

383/383 (100) 

381/383 (99) 

371/383 (96) 

382/383 (99) 

371/383 (96) 

383/383 (100) 

385/386 (99) 

386/386 (100) 

386/386 (100) 

386/386 (100) 

387/388 (99) 
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Fig. 3. Effects of P. gulae infection on HPdLF cells. Adhesion (A) and invasion properties 
(B) of P. gulae isolates in HPdLF cells (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 versus 
C03Db8 infection). (C) Representative scanning electron microscopy images showing 
adhesion of P. gulae to HPdLF cells. Bar = 10 μm. (D) Light microscopy images showing 
morphology of the HPdLF cells infected with P. gulae isolates during the cell 
proliferation assay. (E) Cell proliferation as measured by MMT assay following infection 
with P. gulae isolates. Data are expressed as the relative ratio of infected/uninfected (no 
infection) cells and are means ± SD from three independent experiments (*P < 0.05, **P 
< 0.01). (F) In vitro wound healing assay using HPdLF cells infected with P. gulae 
isolates. Bars indicate the scratched wound regions at 0 h. (G) Rates of wound closure 
determined from wound healing assays. Data are expressed as means ± SD from three 
independent experiments. 
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Fig. 4. Primer sets for identification of fimA from swab specimens. (A) The locations of 
the primer sets for detection of fimA genotypes. Long arrow indicates the entire length of 
fimA. Short arrows indicate the primer positions. Primers were designed based on the 
nucleotide alignment of the fimA genes. (B) Representative results using swab specimens. 
Samples in lanes 1–8 are specimens collected from eight different cats. Lanes: M, 
molecular size marker (100-bp DNA ladder); A, C04Db3; B, C13Db2; C, C26Db4; W, 
sterile water. (C) Detection rates of fimA genes from swab specimens. Significant 
differences indicated by *P < 0.05, **P < 0.01. 
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Table 5 

Distribution frequency of fimA genotype among P. gulae-positive isolates recovered 
from swab specimens obtained from cats. 

* P < 0.05 and ** P < 0.01 versus the healthy control group. 

  

recovered from swab specimens obtained from cats . 

 Healthy (n=20) Mild (n=41) Moderate (n=24) Severe (n=14)  

Age [mean ± standard deviation] 

 

P. gulae-positive 

 

A positive 

B positive 

C positive 

Untypeable 

 

Single type  

  A 

  B 

  C 

 

Multiple types 

  A and B 

  A and C 

  B and C 

  A, B and C 

3.7 ± 0.6 

 

18 (90.0 %) 

 

15 (75.0%) 

4 (20.0%) 

1 (5.0 %) 

2 (10.0 %) 

 

12 (60.0 %) 

11 (55.0 %) 

1 (5.0 %) 

0 (0 %) 

 

4 (20.0 %) 

3 (15.0 %) 

1 (5.0 %) 

0 (0 %) 

0 (0 %) 

4.7 ± 0.7 

 

37 (90.2 %) 

 

34 (82.9%) 

11 (26.8%) 

8 (19.5 %) 

2 (4.9 %) 

 

20 (48.8 %) 

19 (46.3 %) 

1 (5.0 %) 

0 (0 %) 

 

15 (36.6 %) 

7 (17.1 %) 

5 (12.2 %) 

0 (0 %) 

3 (7.3 %) 

7.9 ± 1.1* 

 

23 (95.8 %) 

 

16 (66.7%) 

15 (62.5%)** 

5 (20.8 %) 

0 (0 %) 

 

12 (50.0 %) 

6 (25.0 %) 

5 (20.8 %) 

1 (4.2 %) 

 

11 (45.8 %) 

7 (29.2 %) 

1 (4.2 %) 

1 (4.2 %) 

2 (8.3 %) 

12.9 ± 1.4* 

 

12 (85.7 %) 

 

10 (71.4%) 

3 (21.4%) 

4 (28.6 %)* 

1 (7.1 %) 

 

7 (50.0 %) 

6 (42.9 %) 

1 (7.1 %) 

0 (0 %) 

 

4 (28.6 %) 

0 (0 %) 

2 (14.3 %) 

0 (0 %) 

2 (14.3 %) 
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第二章 

 

簡易ガスクロマトグラフを用いたイヌ口臭の 

定量的測定法の確立 
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1. 小序 

 

口臭は口腔内細菌が産生する硫黄化合物、短鎖脂肪酸、ポリアミン、フェニ

ル化合といった揮発性の有機化合物が原因である(Sandra et al., 2007)。これら揮

発性有機化合物のうち、硫化水素(HS)、メチルメルカプタン(MM)、ジメチルサ

ルファイド(DMS)といった揮発性硫黄化合物(VSC: Volatile Sulfuric Compounds)は

特に口臭の原因物質として重要視されている(Tonzatich, 1971; Kazor et al., 2003)。 

VSC は含硫アミノ酸であるメチオニンやシステインが細菌に代謝されるこ

とで、前者は MM、後者は HS になる(López del Castillo-Lozano et al., 2007)。さら

に MM から二次的に生成されるのが DMS である (Higgins et al., 2006)。また、P. 

gingivalis、T. forsythia や T. denticola といったヒトで知られる歯周病原性細菌は

多量の VSC を産生することが報告されている(Persson et al., 1990; Salako & Philip, 

2011)。 

これまで、ヒトの口臭を評価する際は臭気鑑定士による官能試験が主流であ

った。しかし、官能試験は定性的で主観的な評価法であるため、口臭の細かな違

いは評価できなかった。そのためか、現代においても口臭に関する研究報告は少

ない。近年、口臭を測定するために、オーラルクロマが歯科臨床現場に導入され

つつある。オーラルクロマは口臭の主成分である HS、MM、DMS を定量的に測

定する持ち運び可能な簡易ガスクロマトグラフィーである。 

ヒトの口臭と歯周病は加齢に伴い悪化することが報告されている(Villa et al., 
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2014 )。また、イヌの歯周病も加齢に伴い重症化する(Yamasaki et al., 2012)。この

ことから、イヌの口臭と歯周病においても正の相関性があり、加齢に伴い口臭に

含まれる VSC 濃度が濃くなると予測できるが、未だ動物の口臭を測定する方法

が確立されていないこともあり、その詳細は不明である。 

以上のことから本研究は、オーラルクロマによるイヌ口臭測定法を確立する

とともに、イヌの口臭と年齢及び歯周病との関係性について追究する事を目的

として、以下の実験を行った。 
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2. 材料と方法 

【イヌ口臭測定法の確立】 

・動物 

動物は健康な 6 匹のビーグル犬(メス 2 匹、オス 4 匹、4～11 齢)を使用した。

すべてのビーグル犬は室温 21±2℃、湿度 55±5%、12 時間明暗周期の飼育室で、

ゲージ内にそれぞれ飼育した。餌(CLEA  dog Diet CD-5M® ; CREA JAPAN, Inc., 

Tokyo, Japan)は 1 日 2 回与え、一回目は朝 10 時に、二回目は夕方 17 時に与え

た。給水は水道水を自由飲水させた。すべての実験計画は麻布大学の動物実験委

員会で承認された。 

 

・犬の口臭測定 

本実験は連続した 3 日間、食前と食後に口臭の測定を実施した。まず、測定

は一日目に官能試験とオーラストリップ( DS pharma Animal Health Co. Ltd, Osaka, 

Japan )での評価をそれぞれ実施した。官能試験のスコアは一人の評価者による盲

検法で実施した。官能スコアは 0～3 を用い、0 は口臭がないこと、1 はわずかに

口臭を感じる程度に、2 は少しの臭い口臭を感じ、3 は強い口臭に用いた。オー

ラストリップは、歯肉を拭うことで、口腔内にあるチオール化合物と反応し、色

の違いによって 5 段階で評価する試験紙である。 
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・オーラルクロマによる VSC の測定 

VSC の測定はオーラルクロマ(CHM-2, FIS Inc., Hyogo, Japan)を使用した。犬

の呼気サンプルは 1 分間、犬歯と臼歯との間隙に 1 mL シリンジを挿入し採取し

た。 サンプルを採取する際は、シリンジをゆっくりと 2 回ポンピングし、3 回

目の吸引が終わった後に、シリンジはイヌの口腔から抜去した。その後、呼気サ

ンプル(1.0 mL)はオーラルクロマの抽入口に挿入した。測定は自動的にオーラル

クロマのデータマネジャーによって行われた。4 分後、測定が終了し、3 種の VSC

の濃度はオーラルクロマ内部で描かれた検量線が引かれ、ng/mL もしくは ppb で

示された。これらの作業を 3 回行い、その平均値を各個体の口臭値とした。 

 

【イヌの口臭と年齢及び歯周病との関係性】 

・動物 

動物は健康な 43 匹のビーグル犬(メス 19 匹、オス 24 匹、1～16 齢)を使用

した。本実験で使用したビーグル犬は以下の条件に当てはまるイヌは除外し、使

用した。条件は 1 歳未満、別の実験に使用されている、歯科の予防治療をしてい

る、実験の 3 ヵ月以内に予防接種をしていないことである。ビーグル犬は室温

21±2℃、湿度 55±5%、12 時間明暗周期の飼育室で、ゲージ内にそれぞれ飼育し

た。餌は市販のドライフードを与えた。給水は水道水を自由飲水させた。すべて

の実験計画は麻布大学の動物実験委員会で承認された。 

 



44 

 

・歯周病の評価 

歯周病の評価は歯石および歯肉炎を指数で評価した。歯石指数(CI; Calculus 

Index)は Ramfjord の評価法(スコア 0~3)を使用し、歯石なしをスコア 0、歯石が

歯面の 1/3 以下を覆う場合をスコア 1、歯石が歯面の 1/3 以上 2/3 未満を覆う場

合をスコア 2、それ以上をスコア 3 とした（Ramfjord, 1967）。歯肉炎指数（GI; 

Gingivitis Index）は Loe & Silness の評価法（スコア 0~3）を一部改良して使用し、

歯肉境界部に歯肉炎がない場合をスコア 0、歯肉境界部に発赤が認められるまた

は、軽微な歯肉の後退が認められる場合をスコア 1、歯肉境界部に明らかな腫脹

を伴う発赤を認めた場合をスコア 2、スコア 2 より強い炎症反応(糜爛、潰瘍、

膿瘍など)や歯根部の露出、明らかな歯槽骨の骨吸収が認められる場合をスコア

3 とした(Loe & Silness, 1963)。なお、スコアリングは一人の評価者によって実施

した。 

 

・細菌数の測定及び VSC の測定 

細菌数の測定は細菌カウンタ(PHC Co. Ltd, Tokyo, Japan)を使用した。VSC の

測定はオーラルクロマを使用し、測定方法は上記した方法と同様に行った。 

 

・統計解析 

すべての値は平均値±標準偏差で示した。対応のない、または対応のあるス

テューデントの t 検定は PRISM 統計ソフト(Graphpad software, San Diego, CA, 
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USA )を使用して統計解析を行った。本解析は P 値 0.05 以下の場合を統計学的に

有意とした。また、相関係数の検定は Pearson の相関係数を使用した。 
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3. 結果 

 

・官能試験、オーラストリップによる評価 

官能試験の結果は 2 匹のイヌが少しの臭い口臭を感じるスコア 2 であり、残

りの 4 匹が強い口臭を感じるスコア 3 であった。オーラストリップの結果はす

べてのイヌが平均スコア 4.3-5.0 であった。これにより、本実験で使用した全ビ

ーグル犬は強い口臭を発していることがわかった。 

 

・オーラルクロマによる VSC の測定 

測定は、3 日間、午前の給餌前と後に 6 匹すべてのイヌにおいて実施した。

3 種すべての VSC がイヌの呼気中に検出されたが、VSC 濃度は個体間で異なっ

ていた(Fig. 1)。3 日間の各 VSC 濃度とその合計値において、有意な差はなかっ

た(Fig. 2)。また、食事の前後の VSC 濃度を比較した結果、有意な差は認められ

なかった(Fig.3)。この結果から、VSC は食餌の影響を受けないと判断した。 

 

・VSC の比較 

 オーラルクロマ製造販売会社によってヒトが感知しうる各 VSC の閾値が提示

されており、それらの値は HS が 112 ppb、MM が 26 ppb、DMS が 8 ppb である。

6 頭すべてのイヌは MM、DMS において、閾値を超えた高い値を持っていた。

一方、2 頭のイヌの HS は閾値よりも低い値であった。また、HS の値が低い 2 匹
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(#2 と#3)は、官能試験の値もスコア 2 であった ( Table 1 )。イヌの口臭に含まれ

る 3 種の VSC の濃度は HS、MM、DMS の順に高値であった。VSC 濃度の合計

値に対する各 VSC 濃度の割合は、それぞれ HS が 45±14%、MM が 31±12%、

DMS が 24±13%であった。これは、HS と MM が人の口臭と同様に、イヌの口臭

においても、主要な悪臭原因物質であることを示唆している。 

 

・VSC 間の相関性 

有意な相関 (P<0.05) が VSC の濃度間で確認できた。そして、最も強い相関

は HS と MM 間に観察された。相関値は HS と MM 間で 0.5824、MM と DMS 間

で 0.5698、HS と DMS 間で 0.4531 であった (Fig. 4)。 

 

・VSC 濃度と年齢との相関 

VSC 濃度と年齢との相関を調査した結果、最も強い相関は HS と年齢間に観

察された (Fig. 5)。しかし、この相関に有意差はみられなかった。 

 

・歯周病、口臭、細菌数に対する年齢の影響 

歯周病、口臭における年齢の影響を調査するため、1-6 歳のビーグル犬(n=11)

を Group 1、7-16 歳のビーグル犬(n=32)を Group 2 とし、体重、細菌数、CI、GI、

官能試験、HS、MM、DMS、ΣVSC( HS + MM + DMS)を比較した(Table 3)。その

結果、体重と細菌数の測定項目では有意な差が認められなかった。しかし、Group 
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2 の CI と GI は Group 1 よりも有意な高値を示し、官能試験においても Group 2

は Group 1 より有意な高値を示した。加えて、Group 2 の HS、MM、ΣVSC は

Group 1 よりも有意に高値であった。 

 

・年齢、歯周病、口臭、細菌数の相関性 

体重、細菌数、CI、GI、官能試験、HS、MM、DMS、ΣVSC において、総当

たりで相関性を解析した(Table 4)。その結果、体重と DMS はどの項目に対して

も有意な相関性が認められなかった。年齢と官能試験と間には中程度から強い

有意な相関性が認められた(r = 0.7317)。また、年齢と HS、MM、ΣVSC との間

には中程度の有意な相関性が認められ(r = 0.4804 – 0.5061)、年齢と CI、GI との

間にも中程度の有意な相関性が認められた(r = 0.6023 – 0.7301)。その一方で、細

菌数と CI、GI、各 VSC との間での相関性は有意ではあるものの弱かった(r = 

0.3022 – 0.4018)。CI、GI、と HS、MM、ΣVSC との間にはそれぞれ中程度の有

意な相関性が認められた(r = 0.3412 – 0.5684)。各 VSC 間での相関性は HS と MM

の間に中程度の有意な相関性(r = 0.7626)が認められ、HS と MM はそれぞれΣ

VSC との間に有意な強い相関性(HS vs ΣVSC; r =0.9852、MM vs ΣVSC; r = 

0.8586)が認められた。 
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4. 考察 

 

近年、イヌの室内飼育率が 80%以上となり、ヒトとイヌの関係が密接になっ

たことからイヌの口臭がより問題となっている。ヒトの口臭と歯周病には関連

性があり(Yaegaki & Sanada, 1992)、歯周病原性細菌は VSC を生成することが知

られている(Persson et al., 1990)。しかしながら、イヌの歯周病に関する研究は報

告されているものの、動物の口臭を測定する方法が確立されていないこともあ

り、歯周病と口臭との関連性について未だ詳細は不明である。そこで本章では、

ヒト用に開発された呼気中VSC濃度測定用クロマトグラムのイヌの呼気中VSC

濃度測定への適用について調査した。 

本実験はまず、官能試験とオーラストリップ®による口臭測定を行った。官

能試験においては 2頭のイヌで中程度の口臭、4頭のイヌで重度の口臭が確認さ

れた。オーラストリップテストの結果は全てのイヌでスコア 4.3-5.0 であり、唾

液中の硫黄化合物濃度が非常に高いことがわかった。これらのことから、実験に

使用したすべてのイヌは強い口臭を持っていることがわかった。 

オーラルクロマ®による測定結果から、イヌの呼気に含まれる VSC の平均濃

度は、それぞれ HS が 190ppb、MM が 127ppb、DMS が 88ppb であり、HS > MM 

> DMS の順で高濃度であった。これは健常なヒトの口臭（Avincsal et al., 2016）

と比較すると、HS で約 10 倍、MM で約 50 倍、DMS で約 300 倍と非常に高濃

度である。官能試験で感知できる VSC の閾値は、HS で 112ppb、MM で 26ppb、
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DMS で 5ppb とされる（Tonzetich & Ng, 1976）。MM と DMS に関しては 6 頭全

てのイヌにおいて閾値を上回っていたが、HS においては 2 頭のイヌで閾値を下

回っていた。また、この 2 頭のイヌ(#2 と#3)は官能試験において、他の 4 頭より

も低いスコア 2 を示していた個体であった。以上のことから、3 種の VSC はヒ

トと同様にイヌの口臭の原因物質であることがわかった。さらに、DMS は呼吸

器疾患や代謝障害、投薬など口腔外の要因による口臭に関連していることから

(Tangerman & Winkel, 2007)、DMS を測定できるオーラルクロマはイヌの口臭か

ら非侵襲的に口腔外の疾患を診断できる可能性が示唆された。 

ヒトの口臭は飲食後、口腔内や舌表面への臭気物質の定着により強くなるが

(Wáler, 1997)、起床後に VSC は濃度が高く、朝食の前後では差が認められない

という報告もある(Snel et al., 2010)。本実験は、呼気中 VSC 濃度の日内変動を調

査するために食餌の前後に測定を行い食餌前と食餌後の VSC 濃度を比較したと

ころ、硫化水素及びメチルメルカプタンでは食前に高い傾向が見られるものの、

いずれの検体においても有意差は認められなかった。この結果から、食餌はイヌ

の口臭に大きな影響を及ぼさないことがわかった。 

3 種の VSC 濃度間の相関を調べたところ、それぞれの濃度間で有意な相関

が認められた。最も強い相関は硫化水素とメチルメルカプタンで認められ、相関

係数は 0.5824 であった 。硫化水素とメチルメルカプタンはヒトにおいても正の

相関性が認められている(Snel et al., 2010)。これらのことから、ヒトとイヌの口

腔内細菌叢は類似している可能性があり、イヌ個体間の細菌叢も類似している
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可能性が示唆された。それに加え、主要な口腔内細菌叢が 3 つの VSC を生成す

る共通の代謝経路を有することが考えられた。 

次に、VSC 濃度と年齢との相関性を解析した。その結果、最も強い相関は硫

化水素と年齢の間で見られたが、有意な差は認められなかった。この結果は今回

の実験で使用したイヌの数が少ないことに起因する可能性が考えられた。 

ビーグル犬 6 頭を使用した実験において、本実験はオーラルクロマを使用

することで、イヌ呼気中 VSC 濃度の測定方法を確立した。そのため、次の実験

として口臭、歯周病、年齢との関係性を調査した。ヒトにおいて、口臭は加齢に

伴い悪化することが報告されている(Villa A et al., 2014 )。また、歯周病は口臭を

悪化させ(Tonzetich, 1977; Rosenberg & McCulloche, 1992; Pham et al., 2012)、歯周

病は年齢と共に罹患率が高くなるという調査結果もあり (Kortegaard et al., 2008; 

Hirai et al., 2013)、本研究室の先行研究においてイヌにおいても加齢とともに歯

周の罹患率が増加することが報告されている(Hirai et al., 2013)。本実験において

も、ビーグル犬 43 頭の CI と GI は年齢との間に正の相関性が認められことか

ら、イヌの歯周病は加齢とともに悪化することが強く示唆された。加えて、官能

試験および各 VSC と年齢との間にも正の相関性が認められたことから、口臭も

加齢に伴って強くなることが判明した。また、官能試験は各 VSC よりも年齢と

の相関性が高かったことから、VSC 以外にもイヌの口臭の原因物質があること

が考えられた。以上のことより、加齢は口臭と歯周病の重要なリスクファクター

であることが判明した。 
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各 VSC において、DMS はどの測定項目とも相関性が認められなかった。P. 

gingivalis は HS と MM に A. actinomycetemcomitans は HS と DMS にそれぞれ正

の相関性が認められ、細菌種によって産生する VSC が異なっていることがるこ

とが報告されている (Kuroshita et al. 2010) 。このことから、イヌの歯周病菌は

DMS をほとんど産生せず、DMS は口臭への影響が少ないことが示唆された。ま

た、ヒトの口臭に含まれる DMS は代謝障害による口腔外および血中由来の口臭

の悪化に関与することが報告されている (Tangerman & Winkel, 2007) 。このこと

から、イヌにおいても DMS は特定の疾患と関連して口腔内の濃度が上昇する可

能性が考えらた。その一方で、HS、MM、ΣVSC はそれぞれの間に強い正の相

関性が認められた。このことから、HS と MM はイヌの口臭の主な原因であるこ

とが判明し、HS と MM を産生する P. gingivalis と近縁な歯周病原性細菌が口臭

の悪化に起因していることが考えられた。 

歯周病は歯石を温床とする病原性細菌による感染が原因である(Mandel & 

Gaffar, 1986; Coignoul & Cheville, 1984; Swati et al., 2016)。また、イヌの歯周病の

主な原因として P. gulae が知られている。本実験において、CI と GI は HS、MM、

ΣVSC との間に中程度の有意な相関性が認められた。このことから、口臭の悪

化に歯周病が関連していることが示唆され、P. gulae が VSC を合成している可

能性が考えられた。 
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5. 小括 

 

イヌの呼気中に VSC が検出され、それらの値はヒトが知覚しうる閾値を超

えていたことから、VSC はイヌにおいても口臭の原因物質であることがわかっ

た。また、イヌの口臭と歯周病は加齢に伴い重症化し、口臭と歯周病には正の相

関があることが判明した。そして、呼気中 VSC 濃度の測定は、イヌの口臭の定

量化および歯周病の危険性予測を可能にするのに有用な方法であると考える。 
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Table 1  

Background data of the beagle dogs (N=6) used in the present study. 

The scores of the organoleptic test and OraStrip® test are the average of 3 determinations. 

 

 

  

Dog ID Gender 

Age                  

(year) 

Body Weight  

(kg) 

Organoleptic 

score 

OraStrip® 

score 

#1 female 4.8 12.0 3 5.0 

#2 female 5.3 12.0 2 4.7 

#3 male 7.5 14.0 2 4.3 

#4 male 7.9 11.0 3 5.0 

#5 male 9.1 11.4 3 5.0 

#6 male 10.6 12.8 3 5.0 
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Table 2  

The concentrations of hydrogen sulfide (HS) > methyl mercaptan (MM) > DMS and 
total VSC (ΣVSC) in oral air from six beagle dogs. 
 
 

 
 
Data are expressed as means ± SD. The threshold concentrations of malodor for HS, 
MM and DMS are 118 ppb, 26 ppb and 8 ppb, respectively.  

  

Dog ID HS (ppb) MM (ppb) DMS (ppb) ΣVSC (ppb) 

#1 169 ± 81 163 ± 92 77 ± 28 409 ± 175 

#2 81 ± 38 53 ± 31 85 ± 42 220 ± 62 

#3 63 ± 24 58 ± 33 52 ± 29 173 ± 59 

#4 339 ± 136 195 ± 83 94 ± 51 628 ± 153 

#5 272 ± 103 197 ± 139 96 ± 49 565 ± 226 

#6 387 ± 187 173 ± 60 154 ± 46 714 ± 242 

Average 219 ± 164 140 ± 100 93 ± 51 452 ± 262 
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Fig. 1. VSC levels (ppb) in oral air from dogs (N=6) during 3 consecutive days (day 1 – 
day 3). Data are expressed as means ± SD. ΣVSC: HS + MM + DMS. 
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Fig. 2. VSC levels (fold vs. day 1) in oral air from dogs (N=6) during 3 consecutive 
days (day 1 – day 3). Data are expressed as means ± SD. The concentration on day 1 
was 244 ± 141 ppb for HS, 103 ± 65 ppb for MM, 75 ± 34 ppb for DMS and 422 ± 199 
ppb for ΣVSC.  
ΣVSC: HS + MM + DMS. 

  

Day 1 Day 2 Day 3
0

1

2

3

4

F
ol

d 
co

nc
en

tr
at

io
n

(v
s 

da
y 

1)

Day 1 Day 2 Day 3
0

1

2

3

4

F
ol

d 
co

nc
en

tr
at

io
n

(v
s 

da
y 

1)

Day 1 Day 2 Day 3
0

1

2

3

4

F
ol

d 
co

nc
en

tr
at

io
n

(v
s 

da
y 

1)

Day 1 Day 2 Day 3
0

1

2

3

4

F
ol

d 
co

nc
en

tr
at

io
n

(v
s 

da
y 

1)

HS MM 

DMS ΣVSC 



58 

 

 
Fig. 3. The influence of meals on VSC (HS, MM, DMS and ΣVSC) levels in dogs (N=6). 
Measurements were done before and after breakfast (10:00) for 3 consecutive days (day 
1 – day 3). Data are expressed as means ± SD. ΣVSC: HS + MM + DMS. 
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Fig. 4. Correlations between each VSC level. 
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Fig. 5. Correlations with VSC levels and age in dogs. Horizontal axis: dogs’ age, vertical 
axis: levels of VSC. ΣVSC: HS + MM + DMS. 
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Table 3 

Influence of age on clinical parameters 

 
Data are expressed as means ± standard deviation (SD). * No significant difference 
(P<0.05). 
ΣVSC: HS + MM + DMS. 

  

P-value

Body weight (kg) 11.4 ± 0.9 12.5 ± 2.2 0.034

Oral bacteria count (107 CFU) 3.2 ± 2.5 3.40 ± 2.4 0.16 (NS)*

Calculus index 1.0 ± 0.5 2.1 ± 0.6 0.000004

Gingival index 0.8 ± 0.6 1.8 ± 0.8 0.0003

Organoleptic score 1.5 ± 0.7 2.9 ± 0.3 0.00005

HS (ppb) 108.5 ± 99.2 523.7 ± 509.6 0.000010

MM (ppb) 52.9 ± 41.3 181.7 ± 179.3 0.0005

DMS (ppb) 24.5 ± 16.4 34.5 ± 30.4 0.18 (NS)*

∑VSC (ppb) 185.9 ± 132.4 739.9 ± 656.3 0.00006

Group  1

( Age: 1 - 6 )

Group 2

( Age: 7 - 16 )
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Table 4  

Pearson correlation coefficients among clinical parameters 

 
 
OBC: oral bacteria count, CI: calculus index, GI: gingival index, HS: hydrogen sulfide, MM: methyl mercaptan, DMS: dimethyl sulfide, 
VSC: volatile sulfur compounds.  *No significant difference (P<0.05). ΣVSC: HS + MM + DMS. 

 

Age Body weight OBC CI GI OS HS MM DMS ΣVSC

-0.0336 0.2282 0.7301 0.6023 0.7317 0.4804 0.4900 0.0910 0.5061
NS* NS* (p<0.01) (p<0.01) (p<0.01) (p<0.01) (p<0.01) NS* (p<0.01)

-0.0689 -0.0078 0.0710 0.2619 -0.1067 -0.2343 0.0409 -0.1433
NS* NS* NS* NS* NS* NS* NS* NS*

0.3134 0.3022 -0.2401 0.3478 0.4018 0.1410 0.3826
(p<0.05) (p<0.05) NS(p>0.05) (p<0.05) (p<0.01) NS* (p<0.02)

0.7372 0.6997 0.5684 0.4648 -0.0212 0.5623
(p<0.01) (p<0.01) (p<0.01) (p<0.01) NS* (p<0.01)

0.4955 0.4824 0.3412 0.2657 0.4756
(p<0.01) (p<0.01) (p<0.05) NS* (p<0.01)

0.3789 0.3195 0.1261 0.3837
(p<0.02) (p<0.05) NS* (p<0.02)

0.7626 0.2021 0.9852
(p<0.01) NS* (p<0.01)

0.0471 0.8586
NS* (p<0.01)

0.2134
NS*

-

-

OS

HS

MM

DMS

∑VSC

Body weight

Age

CI

GI

OBC
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考察および総括 

 

本研究は第一章において、ネコ由来 P. gulae の fimA 遺伝子型を同定し、その

病原性を解析した。その結果、ネコの P. gulae はイヌと同様に A、B、C 型の 3

種に分類でき、イヌの P. gulae と高い相同性を示したことに加え、A 型にネコ特

有の P. gulae がいることが示唆された。また病原性の解析では、3 種すべての P. 

gulae は病原性を有しており、そのなかでも C 型の P. gulae は特に病原性が強い

ことがわかった。以上の結果から、P. gulae はイヌとネコに共通した重要な歯周

病原性細菌であり、FimA の多様性が病原性に関与することが明らかとなった。

そのため、P. gulae の FimA 型の検出は伴侶動物の歯周病リスクを予測すること

に有用であることが考えられる。さらに第二章の成績より、ヒトの呼気中の VSC

濃度測定で用いられているオーラルクロマがイヌの呼気中の VSC 濃度測定にも

適用出来ることが示された。そして、呼気中 VSC はイヌの口臭原因物質であり、

その濃度は年齢および歯周病と密接に関連することが示唆された。 
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要旨 

 

【背景】歯周病はイヌやネコとなどの小型伴侶動物に最もよくみられる感染症

であり、歯周組織の慢性炎症疾患として定義される。4 歳のイヌおよびネコは約

80％が歯周病を発症しており、歯周病は全身の健康や生活状態にも悪影響を及

ぼすことが知られている。歯周病は歯垢内に存在する内因性の細菌によって始

まり、口腔内細菌の増加を介し、歯周病に関連する病原性細菌が成熟したバイオ

フィルムを形成することにより発症する。歯周病原性細菌はたとえ少数であっ

ても歯周組織の環境を変え、異常な宿主免疫反応を誘発し、歯周病を進展させる。

歯周炎に関連する細菌種がイヌおよびネコから採取された歯周組織検体におい

て検出さている。Porphyromonas gulae (かつては P. gigivalis 類似菌、または、P. 

gingivalis の動物型、と呼称された) は黒色色素を産生するグラム陰性嫌気性細

菌であり、いくつかの他の病原細菌種とともに、多くの動物種において歯周病と

関連している。現在までに、P. gulae はイヌおよびネコの口腔内から検出されて

いる。 

ネコから検出された歯周炎に関連する細菌種に着目した研究はいくつか報

告されているが、特定の細菌の遺伝子やタンパク質と歯周病との関連について

は検討されていない。歯周病リスクの高いネコを判別し、可及的速やかに適切な

処置を行うには、ネコにおける主要な歯周病原性細菌の病原性を調べることが

重要である。 
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また、伴侶動物と飼主の関係がより密接になったことから、伴侶動物の口臭

が問題となっている。一般に口臭は口腔状態の悪化により口腔内の嫌気性細菌

が増加した結果、生成される揮発性硫黄化合物(VSC: Volatile Sulfuric Compounds)

が主要な原因物質であると考えられている。標準的な口臭測定法である官能試

験は、簡易な方法であるものの客観性に乏しい方法でもあるため、客観的かつ定

量的な口臭の測定法の確立が期待されている。 

 

第一章：ネコ由来 Porphyromonas gulae の fimA タイプの同定および分子学的特性 

グラム陰性、黒色色素産生性、偏性嫌気性細菌である Porphyromonas gulae は

動物の主要な歯周病原性細菌の一つである。菌体表層に形成される線毛は分子

量 41kDa の構成タンパク質 fimbrillin (または FimA)で構成され、ヒトから分離さ

れた P. gingivalis においてはじめて同定された。小動物では、FimA はイヌから

分離された P. gulae において見出されており、ヒト由来 P. gingivalis の FimA と

相同性が高いことが報告されている。ヒト由来 P. gingivalis の FimA は 6 タイプ

の遺伝子型(Ⅰ～Ⅴ型およびⅠb 型)に、イヌ由来 P. gulae の FimA は 3 タイプの遺伝

子型(A 型、B 型および C 型)に分類され、これらの遺伝子型は歯周病の重症度と

密接に関連している。P. gulae は歯周上皮細胞に細胞毒性、マウスに全身性炎症

を惹起するなど、さまざまな毒性を発現する。3 タイプの遺伝子型の比較では、

C 型の P. gulae は A 型および B 型よりも病原性が強く、重篤な歯周病を有する

イヌから採取した口腔スワブ検体から高い割合で検出される。ネコから検出さ
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れた歯周炎に関連する細菌種に着目した研究はいくつか報告されているが、特

定の細菌の遺伝子やタンパク質と歯周病との関連については検討されていない。

第一章では、ネコから分離した P. gulae の FimA 多様性および病原性を解析し、

この多様性が歯周状態に影響を及ぼすか否かを検討した。 

【材料と方法】動物病院に来院したネコの歯周組織から口腔スワブを用いて歯

垢を採取した後、P. gulae を分離、株化した。その後、fimA の塩基配列を決定し、

アミノ酸配列に基づいた系統樹を作製した。次に、1×107CFU に調整した P. gulae

を歯根膜線維芽細胞に感染させ、細胞への付着・侵入能を評価した。また、細胞

増殖率、細胞遊走能を評価するため、細胞増殖試験および in vitro 創傷治癒試験

を実施した。また、一般家庭で飼育されているネコにおける、P. gulae の亜型の

保有率を調査するため、動物病院に来院したネコから口腔スワブを用いて歯垢

を採取し、PCR 法にて亜型を検出した。 

【結果】13 匹のネコから分離した 15 株の P. gulae が保有する FimA の推定アミ

ノ酸配列は 3 つの異なる遺伝子タイプ（A 型、B 型および C 型）に分類される

とともに、イヌから分離した P. gulae の各 3 タイプと 95～100%の高い相同性を

示した。C 型分離株は A 型および B 型よりも、歯根膜線維芽細胞への高い付着・

侵入能を示すとともに細胞の増殖を有意に抑制し、in vitro 創傷治癒試験におい

てひっかき傷による空隙が埋まるのを強く抑制した。次に、本研究は PCR 法を

基にした fimA 遺伝子型の判別方法を確立し、99 匹のネコの口腔スワブ検体を解

析した。ネコの口腔スワブ検体において、P. gulae の A 型、B 型、C 型の分布率
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は、それぞれ約 75%、30%、20%であった。A 型は歯周病の重症度に関係なく高

い割合で検出されたが、B 型は中等度歯周病ネコで、C 型は重篤な歯周病ネコで

検出率が高かった。 

【考察・結論】本章ではネコ由来 P. gulae の fimA 遺伝子型を同定・分類した。

fimA 遺伝子は 3 タイプに分類でき、そのなかでも C 型は A 型および B 型よりも

検出率が低かったものの、歯周細胞に対して最も強い病原性を示した。本研究で

開発された口腔スワブ検体から直接、P. gulae の fimA 遺伝子型を分類する分子

生物学的手法は、ネコの歯周病リスクを評価することに有用であると考えられ

る。 

 

第二章：簡易ガスクロマトグラフを用いたイヌ口臭の定量的測定法の確立 

歯周病のイヌの飼い主が訴える臨床症状として口臭がある。イヌの室内飼育

率が本邦では 80%以上となり、ヒトとイヌの関係がより密接になった。口臭の

主な原因は歯周病の進行に伴い増殖した歯周病原性細菌が発生させる硫化水素、

メチルメルカプタンおよびジメチルサルファイドなどの揮発性硫黄化合物

(VSC)であると考えられている。近年、ヒト歯科医療では半導体センサーを用い

た匂いセンサーや簡便な口臭測定器、さらにガスクロマトグラフに基づく VSC

測定器が開発されている。しかし、イヌにおいては口臭の診断は官能試験が一般

的である。官能試験は簡易的である反面、客観性に乏しい欠点がある。そのため、

口臭の原因となる物質を定量的に測定する方法が望まれている。本章は近年、ヒ
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ト用に開発された簡易ガスクロマトグラフであるオーラルクロマ®を使用し、イ

ヌの呼気中における VSC 濃度の測定法を確立し、口臭および歯周病との関連性

を調べることを目的とした。 

【材料と方法】麻布大学内で飼育されている実験用ビーグル犬を実験に使用し

た。口臭の測定は官能試験およびオーラルクロマによって行った。官能試験は一

人の測定者による判定により口臭スコア（0～3）付けを行った。歯周状態の評価

は歯石と歯肉炎の程度によりスコア（0～3）付けを行った。呼気中に含まれる 3

種の VSC（硫化水素、メチルメルカプタンおよび硫化ジメチル）の濃度を測定

は、イヌの口内にシリンジを差し込んで採取した呼気 1ml をオーラルクロマに

注入し、自動測定した。 

【結果】ヒトと比較して非常に高濃度の VSC がイヌで検出され、イヌの口内の

VSC 濃度は硫化水素>メチルメルカプタン>ジメチルサルファイドの順に高かっ

た。食事摂取前後で VSC 濃度に大きな変化はみられなかった。VSC 濃度は官能

試験スコア、イヌの年齢および歯石指標ならびに歯肉炎指標と正の相関がみら

れた。 

【考察・結論】以上の成績より、VSC はイヌにおいても口臭の原因物質であり、

加齢および歯周病と密接に関連することが示唆された。呼気中 VSC 濃度の測定

は、イヌの口臭の定量化および歯周病の危険性予測を可能にするのに有用な方

法と考えられる。 
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【総括】第一章の成績より、P. gulae はイヌとネコに共通した重要な歯周病原性

細菌であり、FimA の多様性が病原性に関与することが明らかとなった。そのた

め、P. gulae の FimA 型の検出は伴侶動物の歯周病リスクを予測することに有用

であることが考えられる。第二章の成績より、呼気中 VSC はイヌの口臭原因物

質であり、その濃度は年齢および歯周病と密接に関連することが示唆された。 
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Abstract 

 

The Study on periodontal disease in companion animals 

 

Periodontal disease, which is defined as a chronic inflammatory disease of the 

periodontal tissue, is most frequently observed in small companion animals, such as dogs 

and cats. Approximately 80% of cats reportedly suffer from periodontal disease at 4 years 

of age, which affects their overall health and wellbeing. Periodontal disease develops 

when periodontitis-related bacteria form a mature biofilm through coaggregation with 

endogenous bacteria in dental plaque. Periodontal pathogenic bacteria are able to alter the 

environment of the periodontal tissue, even when present at low levels. This can induce 

an abnormal host immune response that may lead to tissue destruction and establishment 

of periodontitis. Several periodontitis-related bacteria have been isolated from 

periodontal tissue specimens collected from dogs and cats. Porphyromonas gulae (also 

known as P. gingivalis resemblance bacteria or P. gingivalis of animal type) is a gram-

negative anaerobic bacterium that produces melanotic pigment and has been implicated 

as one of the key bacterial species involved in the establishment of periodontal disease in 

many animal species. At present, P. gulae has been isolated from the oral cavities of dogs 

and cats. Although several investigations have focused on the periodontitis-related 

bacterial species that have been isolated from cats, the role of specific bacterial genes and 



80 

 

proteins in the development of periodontitis in cats has not yet been investigated. The 

investigation of the pathogenicity of major periodontal pathogenic bacteria in cats is 

important and will aid the identification of cats with a higher risk of periodontitis. Early 

dental treatment can then be implemented to these animals as an effective preventive 

measure. 

Halitosis is another common problem encountered in companion animals and 

can cause significant problems in the relationship between an affected animal and its 

owner. It is generally attributed to an increase of anaerobic bacteria in the oral cavity. 

Volatile Sulfur Compounds (VSC) produced by these bacteria are primarily responsible 

for halitosis. Organoleptic examination is currently the standard assay used to evaluate 

halitosis; however, it lacks objectivity. Therefore, the development of an alternative 

halitosis assay, which is both objective and quantitative, is required. 

 

Chapter 1: Identification and molecular characterization of P. gulae fimA types among 

cat isolates 

P. gulae, a gram-negative, black-pigmented, anaerobic bacterium, is one of 

several major periodontal pathogenic bacteria found in animals. Bacterial fimbrial 

structures that are formed at the cell surface are composed of FimA, which is a 41-kD a 

fimbrillin subunit protein. FimA was originally identified in P. gingivalis cloned from a 

human. Subsequent studies revealed that FimA is also expressed in bacterial isolates 
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from companion animals. For example, P. gulae FimA, which is highly homologous to 

P. gingivalis FimA, has been identified in bacterial strains isolated from dogs. The FimA 

from dog P. gulae and human P. gingivalis have been classified into three (types A, B, 

and C), and six (types I, Ib, II, III, IV, and V) genotypes, respectively. Each genotype 

appears to be closely related to severity of periodontal disease. P. gulae strains are 

cytotoxic to human gingival epithelial cells and cause systemic inflammation and 

toxicity in mice. Studies comparing the relative pathogenic abilities of strains expressing 

each of the FimA genotypes have suggested that type C P. gulae with are the most 

virulent. Indeed, type C P. gulae have been detected at high levels in an oral cavity swab 

specimen taken from a dog with serious periodontal disease. To date, although some 

studies have focused on the identification of periodontitis-related bacterial species in 

cats, none have investigated the roles of specific bacterial genes or proteins in this 

process. Therefore, in Chapter 1, I analyzed FimA diversity and virulence of P. gulae 

isolated from cats and investigated whether that diversity affects periodontal condition. 

P. gulae isolates were identified from samples of tooth plaque collected through 

oral swabs from the periodontal tissues of cats visiting the animal hospital. The fimA 

nucleotide sequence was determined from each isolated P. gulae strain, and a phylogenic 

tree was constructed based on putative FimA amino acid sequences. To evaluate the 

adhesion and invasion properties of each of the P. gulae isolates, periodontal ligament 

fibroblasts (HPdLF) were infected with cultures of each P. gulae strain adjusted to a 
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density of 1×107 colony-forming units (CFU). Next, the effect of each strain on cell 

proliferation and migration was investigated using in vitro cell proliferation and wound 

healing assays. Finally, to investigate the general distribution of P. gulae fimA genotypes 

among cats, oral cavity swabs ware taken from cats visiting the animal hospital, and a 

PCR-based method was used to determine the P. gulae genotype present. 

The putative amino acid FimA sequences from 15 P. gulae isolates obtained 

from 13 cats were classified into three genotypes (types A, B, and C), and showed 95%–

100% identity and similarity to P. gulae obtained from dogs. The type C strains exhibited 

stronger adhesion properties to HPdLF cells and higher invasion rates compared with the 

type A and type B strains. Furthermore, the wound healing assay revealed that the type C 

strains significantly inhibited cellular proliferation and the scratch closure of HPdLF cells. 

Finally, a PCR-based method for identification of P. gulae fimA genotypes was 

developed and used to analyze 99 oral swab specimens obtained from cats. The 

distribution rates of P. gulae type A, B, and C strains were found to be approximately 

75%, 30%, and 20%, respectively. A high level of type A strain was detected regardless 

of the severity of periodontal disease. However, high levels of type B and C strains were 

detected in cats affected by moderate and severe periodontal disease, respectively. 

In summary, three fimA genotype of P. gulae isolates derived from cats were 

identified and classified. The fimA genes were classified into three genotypes, type A, B, 

and C. Although the type C isolates were less prevalent than type A and B isolates, they 
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were the most pathogenic for HPdLF. Furthermore, the molecular technique used to 

classify P. gulae fimA genotypes developed in this study will be useful to predict the risk 

of periodontitis development in cats. 

 

Chapter 2: Establishment of a simple gas chromatography method as a quantitative 

measurement method for dog halitosis. 

There is halitosis as the clinical manifestations appealed from dog owners. Room 

breeding rate of dog was more than 80% in this country and a relation of owner and dog 

became closer. The primary cause of halitosis is considered to be volatile sulfur 

compounds (VSC), such as hydrogen sulfide, methyl mercaptan, and dimethyl sulfide 

produced by pathogenic bacteria, which proliferate as periodontitis progresses. In recent 

years, dental clinics have quantified VSC using gas chromatography- and semiconductor 

sensor-based measuring instruments and odor sensors. However, a diagnosis of halitosis 

in dogs generally relies on organoleptic test. Although organoleptic test is easy to perform 

it lacks objectivity. Therefore, the development of an alternative halitosis assay, which is 

both objective and quantitative, is required. The present study aimed to assess the 

association between oral malodor and periodontitis in dogs. 

Laboratory Beagle dogs were included in this study. Oral halitosis was evaluated 

using an organoleptic test score and OralChroma™ to measure the oral levels of the 

following VSC: hydrogen sulfide (H2S; HS), methyl mercaptan (CH3SH; MM), and 
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dimethyl sulfide (CH3SCH3; DMS) 

The frequencies of detected VSC were in the following order: HS > MM > DMS. 

No significant change was observed in the levels of VSC before and after food intake. In 

addition, a significantly positive relationship was revealed between oral malodor and 

periodontitis, both of which are age-dependent in dogs. 

In summary, this investigation suggested that aging is an important factor for oral 

malodor and periodontitis in dogs. Therefore, the quantification of the level of VSC 

would be a useful method to predict the probability of a companion animal developing 

periodontitis. 

 

To conclude, the results presented in Chapter 1 showed that P. gulae was the 

important periodontal pathogenic bacteria common to dogs and cats, and FimA diversity 

was linked to pathogenicity. It is possible that the identification of the FimA type in a P. 

gulae strain isolated from oral swabs would be useful to predict the periodontitis risk of 

a companion animal. The data described in Chapter 2 suggested that VSC present in 

breath air cause canine malodor, and the level of VSC is closely associated with aging 

and the development of periodontitis in dogs 
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