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Abstract：Periodontal diseases cause an inflammation and degradation of periodontal tissues and 
missing of teeth. The incidence rate of periodontal diseases is high in middle-aged and elderly people. 
A reasonable diagnosis of periodontal diseases is very important to keep teeth, however, conventional 
examinations of periodontal diseases is not necessarily exact and objective. Gingival crevicular fluid 
(GCF) is an exudate secreted from periodontal tissues and contains many components including 
proteolytic enzymes, inflammatory cytokines, blood-associated proteins, cellular and bacterial 
fragments. Because some proteins in GCF are related to inflammation, tissue degradation and bone 
metabolism, those proteins have been studying as a diagnostic marker of periodontal diseases. GCF is 
noninvasively collected using a sterile paper strip and biomarkers are determined using enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and enzyme activity assay. We identified calprotectin, an inflammation-
related protein, in GCF and calprotectin level in GCF from periodontitis sites was significantly higher than 
that of healthy control. Calprotectin level in GCF was positively correlated to gingival index and other 
biomarkers and decreased by periodontal treatments. Resistin is an adipocytokine and its level increases 
in some inflammatory diseases. Resistin level in GCF from periodontitis sites was high compared to the 
level of healthy control samples. Procollagen type I C-terminal peptide (PICP) is a biomarker for bone 
metabolism and its level was high in GCF collected from periodontitis sites. These results suggested 
that calprotectin, resistin and PICP are useful biomarkers for periodontal diseases. On the other hand, 
we showed that glycated albumin (GA), a marker of diabetes mellitus (DM), was contained in GCF 
and GA level in GCF from DM patients was significantly higher than that of non-DM individuals. 
Components in GCF may be biomarkers of systemic diseases as well as periodontal diseases and their 
determination will be useful diagnostic examination of some diseases. Recently, we have been studying 
the determining system of GCF calprotectin, including microchip ELISA, surface plasmon resonance 
assay and immuno-chromatography assay. When GCF biomarkers are determined using the determining 
systems, we will simply, exactly and objectively diagnose periodontal diseases at our dental offices.
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１．はじめに

　歯周病は中高齢者において高い罹患率を示す口腔感染

性疾患であり，平成23年度歯科疾患実態調査では，65

～69歳の高齢者の約50％が４ミリ以上の歯周ポケット

を有し，歯周病の所見を示している。また，歯周病の罹

患率は，高齢者の増加に伴い上昇すると考えられる。歯

周病は，初期の段階ではその症状を自覚し難く，患者が

歯肉の腫脹，出血，咬合痛や歯の動揺などの変化に気づ

いた時点では，病状が中程度以上になっている場合が多

い。歯周病罹患者が，自覚症状がない段階で歯科医院を

受診し，歯周プローブによる歯周ポケット測定やエック

ス線検査などの専門的な歯周病関連検査を受ける頻度は

決して高くない。また，現在行われている臨床的な歯周

病検査は精度や客観性の問題が考えられ，さらに歯周疾

患活動度の評価でも問題が指摘されている 1）。これらの

状況から歯周病を正確に，且つ客観的に検査することは

歯周病のスクリーニングや診断にとって重要であり，ま

た治療法の選択にも有用である。

　歯肉溝滲出液（Gingival Crevicular Fluid：GCF）は，
歯周組織，細胞や血管から歯肉溝や歯周ポケットに滲出

している組織液である（図１）。GCFの容量は微量であ
り，健常な歯肉溝からの滲出液の量は1 μl以下で，歯周
病を伴う歯周ポケット由来でも数 μl以下である 2）。ま

た，GCFは血液由来成分や組織・細胞成分を含み，さ
らに歯周病由来の滲出液では様々な炎症関連因子や組織

破壊物質も含まれていることから GCF中の様々な成分
を歯周病検査マーカーとして歯周病診断に用いる臨床研

究が行われている 3-5）。最近，GCFのプロテオ―ム解析
により GCF中に非常に多くの蛋白成分が同定され 6, 7），

複数の炎症関連蛋白，蛋白質分解酵素および組織破壊関

連蛋白質などが含まれていることが明らかとなり，歯周

病診断マーカーとして有効な蛋白質を検索することは，

正確で，客観的な歯周病診断に繋がると考えられる。

　本稿では，現在行われている臨床的な歯周病検査法の

問題点を再考し，“歯肉溝滲出液” を紹介するとともに，

GCF中バイオマーカーを用いた歯周病診断法および測
定システムなどの可能性について考えてみたい。

２．臨床的歯周病検査法と問題点

　歯周病は，主に歯周病原細菌による慢性的な感染によ

り歯周組織が持続的，且つ過剰な免疫刺激を受けること

により炎症反応が引き起され，その結果歯周組織破壊

が生じる疾患である。現在の歯周病検査では，“原因の

検査” として歯周病原細菌を含む歯垢や歯石の付着程度

を視診により判定しスコアとして評価しているが，ど

のような細菌が，どれだけの量あるいは割合で存在し

ているかは判定できない（表１）。歯周病の “炎症の程

度” は歯肉炎指数 8）やプロービング時出血 （Bleeding on 
probing：BOP）9）により評価されているが，歯肉組織の
発赤，腫脹や出血などの視診は検査者の評価が異なる場

合もあり客観性に問題が残る。また，歯周病検査として

一般的に行われる歯周ポケット測定や歯の動揺検査も，

検査者により測定値のバラツキがあり客観性に問題があ

る。比較的客観的な歯槽骨レベルのエックス線検査でも

規格撮影用バイトブロックやグリッドスケールを用いな

いと正確な歯槽骨吸収状態の把握が困難な場合がある。

さらに，歯周ポケット測定，歯の動揺検査および歯槽骨

エックス線検査などの “歯周組織破壊” 検査は，すでに

起こってしまった破壊の程度を調べるものであり，歯周

組織破壊の開始や進行状態を評価するには継時的な検査

が必要となる。これらの臨床的歯周病検査は，現在，主

図１　歯周組織・細胞と歯肉溝滲出液（GCF）

表１　歯周病の臨床的検査法
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に行われている機械的・外科的な歯周病治療法には対応

しているが，将来，開発が進むと考えられる薬物・化学

的療法，生物製剤療法や免疫療法などに対しては検査の

精度や客観性の問題から必ずしも適切とは言えない。

３．GCFと蛋白成分

　GCFは上皮細胞，線維芽細胞，歯根膜線維芽細胞，
骨関連細胞などの細胞を含む歯周組織からの滲出物や血

管からの血液成分などを含んでいる 3, 10）。これらの中に

は，蛋白質分解酵素，炎症性メディエーター，サイトカ

イン，免疫グロブリンや血液由来蛋白をはじめ，歯周組

織細胞片，また細菌やそれらの由来因子，電解質，糖類

および脂質など多様な物質が含まれている 11-13）（表２）。

最近，私たちは GCFのプロテオ―ム分析により GCF蛋
白質の網羅的解析を行った 7）。歯周病部位と非歯周病

（健常）部位からの GCFサンプルでは歯周病由来サンプ
ルでより多量の蛋白質が認められ，プロテオーム分析で

は231個の蛋白質・ペプチドが同定された（図２）。104

個の蛋白質・ペプチドは歯周病部位と健常部位由来の両

サンプル中に認められ，63個は歯周病部位サンプルに，

また64個は健常部位サンプル中にみられた。これらの

GCF蛋白は，蛋白質分解酵素を含む酵素，血液由来蛋
白質，免疫関連蛋白質および細胞骨格関連蛋白質が多

く，抗菌ペプチドや炎症性サイトカインなどの炎症関連

蛋白質も含まれていた。

４．GCF中の歯周病診断バイオマーカーと
GCF採取法

　これまでに GCF中の歯周病診断バイオマーカーとし
て様々な蛋白質が研究されている 4, 13-16）（表３）。例えば，

組織破壊に関連するアスパラギン酸アミノトランスフェ

ラーゼ （AST），エラスターゼ，乳酸脱水素酵素 （LDH）
やマトリックスメタロプロテアーゼ （MMP，コラゲ
ナーゼ）などの蛋白質分解酵素 17-21），炎症に関連したカ

ルプロテクチンや C－反応性蛋白質 （CRP）などの蛋白
質 22, 23），炎症性サイトカインのインターロイキン （IL） 
1-β，IL-6，IL-8や腫瘍壊死因子－α （TNF-α）などが歯周
病診断マーカーとして研究されてきた 24-26）。特に，AST
については歯周病の診断キットとして市販されている

（PTMキット，松風）。また，歯槽骨代謝を診断するマー
カーとしてアルカリフォスファターゼ，Ⅰ型コラーゲン
C末端テロペプチド （ICTP），Ｉ型プロコラーゲン C末

表２　歯肉溝滲出液成分

図２　歯肉溝滲出液中の蛋白成分
Ａ：GCFの SDS-PAGE（CBB染色），Ｂ：GCF中蛋白質成分　＊H：Health，＊＊P：Periodontitis
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端ペプチド（PICP）およびＩ型コラーゲン架橋 N－テロ

ペプチド （NTx），骨基質蛋白質のオステオカルシンや
プロテオグリカンなどの可能性が示唆されている 27-31）。

蛋白質以外にも免疫グロブリンや炎症に関連する生理

活性物質のプロスタグランジン E2も診断マーカーとし
て報告されており 32, 33），さらに，これら以外にも様々な

GCF中の物質が歯周病診断マーカーとして研究されて
いる 34）。

　GCFの採取法としては，口腔内の GCF採取部位を
簡易防湿し，Periopaper®（Oraflow Inc., NY, USA）など
の滅菌ペーパーストリップスを歯周ポケット中に数十

秒間挿入し GCFを吸引採取する方法がよく行われてい
る（図３）。GCFは非侵襲的に採取できるために疼痛
は伴わず患者への負担は少ない。また，ペーパースト

リップスを用いた GCF採取は簡易であるため歯科診療
室のチェアーサイドで容易に実施できる。私たちの研究

室では，GCF採取後，その液量を Periotron 8000 （Harco 

Electronics, MB, Canada）を用いて測定し，その後 GCF
採取したペーパーストリップスを緩衝液中に浸し，GCF
成分を溶出することにより GCFサンプルを調整してい
る 22, 35-37）。GCF中マーカー蛋白質の測定は，ほとんど
研究用の ELISAキットや酵素活性分析キットを用いて
行っているが，今後，臨床用 GCFバイオマーカー測定
システムの開発が望まれる。

５．GCFバイオマーカーを用いた歯周病診断

　これまでに私たちの研究室では，GCF中のカルプロ
テクチン，PICP，オステオポンチンおよびレジスチン
などのいくつかの蛋白質の歯周病診断マーカーとしての

可能性について検討を行ってきた 22, 29, 35-38）。カルプロテ

クチンは，好中球，単球／マクロファージおよび上皮細

胞が発現する炎症関連蛋白質であり，潰瘍性大腸炎，リ

ウマチ性関節炎および膿胞性線維症などの炎症を伴った

疾患でそのレベルが増加することが知られている 39）。私

表３　GCF中の主な歯周病診断マーカー候補

図３　GCFの採取とバイオマーカー測定
Ａ：Periopaper®による GCF採取，Ｂ：Periotron 8000による GCF量測定，Ｃ：GCFの緩衝液中への抽出
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たちは，歯周炎を伴った歯周組織，GCFや歯石中にカ
ルプロテクチンが含まれることを見出し，歯周病部位と

非歯周病部位（健常部位）から採取した GCFサンプル
中のカルプロテクチンレベルを比較したところ，歯周

病 GCFで健常サンプルと比較して約3.6倍の高値を示し
た 22, 35, 36, 40）（表４）。GCF中のカルプロテクチン量は他
のバイオマーカーの GCF中の含有量と比較してかなり
高く，また，GCFカルプロテクチン濃度は歯周病の臨
床的指標である歯肉炎指数や他のマーカーである AST，
コラゲナーゼや PGE2などの GCF濃度と有意な相関関係
を示した 35, 36）。さらに，GCF中のカルプロテクチンレ
ベルは，歯周基本治療により治療前のレベルの約60％

に低下し，歯周外科治療により26％にまで減少した（表

５）。これらの結果から，GCF中のカルプロテクチンは
有用な歯周病診断マーカーであることが示唆された。

　レジスチンは血液，骨髄，胎盤や滑液中に同定された

アディポサイトカインであり，好中球，リンパ球や単球

／マクロファージで発現している 41, 42）。レジスチンの体

液中レベルはアテローム性動脈硬化症，炎症性腸疾患や

リウマチなどの炎症性疾患で増加することが報告されて

いる 41, 43）。GCF中のレジスチンレベルを検討したとこ
ろ，歯周病部位からの GCF中のレジスチン濃度は健常
部位の約3.2倍の有意な高値を示した 37）（表４）。また，

歯周病原細菌の Porphyromonas gingivalis由来リポポリ
サッカライドは，好中球からのレジスチン分泌を増加さ

せることが認められた 37）。これらの結果から，GCF中
のレジスチンも歯周病の炎症のマーカーとなる可能性が

示唆された。一方，以前から GCF中のバイオマーカー
を用いて歯周病による歯槽骨吸収や骨再生などの歯槽骨

代謝を診断することが期待されている。PICPは，代表
的な骨基質蛋白質であるＩ型コラーゲンの前駆体である

プロコラーゲンの C末端部が蛋白質分解酵素によって
切断されたペプチドである。PICPは高い骨代謝回転を
伴う副甲状腺機能亢進症，ページェット病や慢性腎不全

などの疾患において高い血中濃度を示す 44, 45）。GCF中
の PICPレベルを検討したところ歯周病部位からの GCF
で健常部位の約2.4倍高い値を示した 29）（表４）。また，

4 mm以上の歯周ポケット部位からの GCFサンプル中の
PICPレベルは，2 mm以下の健常な歯肉溝由来のサンプ
ルのレベルより有意に高い値を示した。さらに GCF中
の PICP濃度は他の骨代謝マーカーであるオステオカル
シン濃度より明らかに歯周病群で高い値を示した。これ

らの結果から，カルプロテクチン，レジスチンあるいは

PICPなどの GCFマーカーの検査により歯周病の炎症や
歯槽骨代謝の状態を正確に評価できると考えられる。

６．GCF中バイオマーカー測定の展望と問題

　GCF中の成分から歯周病の炎症，組織破壊および骨
代謝を評価する有用なバイオマーカーを探索し，これら

を用いて歯周病検査を行うことは歯科診療室において高

精度で，客観的な歯周病診断を可能とする。このような

診断システムは “ポイント・オブ・ケア検査” としても

有用であり，歯科診療室以外での歯周病のスクリーニン

グにも利用できる。また，滲出液中バイオマーカーによ

るインプラント粘膜炎や周囲炎の診断にも応用が可能

である。さらに，GCFは様々な疾患と関連した蛋白質

表４　GCF中バイオマーカーレベルの比較

表５　歯周治療によるカルプロテクチンレベルの変化
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を含むため，GCF中のバイオマーカーの検査は歯周病
ばかりでなく他の全身疾患の診断への応用が考えられ

る。近年，高齢者の増加に伴い歯周病と並び糖尿病の罹

患率の増加が報告されている。糖尿病患者では歯周炎の

罹患率が高く（糖尿病関連歯周炎），糖尿病関連歯周炎

では歯周組織の重度の炎症や組織破壊を生じる場合があ

る 46, 47）。また，糖尿病と歯周病は相互に疾患の病態に悪

影響を及ぼすことも知られている 48）。糖尿病関連歯周炎

を早期に，正確に診断することは両疾患の予防や治療に

とって非常に重要となる。私たちは，GCF中に糖尿病
の診断マーカーであるグリコアルブミン （GA）が含ま
れることを見出し，そのレベルが糖尿病患者の GCFで
非糖尿病者のものより有意に高値を示すことを報告し

た 49）。この結果は，将来，GCF中のバイオマーカーの
測定により歯周病ばかりでなく全身疾患の診断やスク

リーニングができる可能性を示唆するものである。

　ところで，GCFを用いた疾患の検査・診断には問題
もある。GCFは血液に類似した様々な成分を含んでい
るが，GCF量は血液量と比較して数 μl以下と非常に微
量である 50）。GCF中バイオマーカーによる歯周病診断
において炎症や組織破壊を評価する複数のマーカーを測

定できれば診断の精度が増加すると考えられる。しかし

ながら，生体サンプル量の問題から血液中のマーカーを

測定する方法や機器では GCF中の同じマーカー物質の
測定が困難な場合があり，GCF中のマーカーを測定す
る専用の方法やデバイスが必要となる。私たちは，これ

までにマイクロチップ ELISA法や表面プラズモン共鳴
法などにより GCF中のカルプロテクチン測定を試みて
きた 51, 52）。これらのデバイスを用いた測定では，カルプ

ロテクチン以外の他のマーカーも同時に測定する “ハイ

スループット” な測定の可能性がある一方，測定の時間

および機器や測定チップのコストなどの問題が生じる。

そこで，現在，より簡易な方法として GCF中カルプロ
テクチン測定用のイムノクロマトグラフィーチップを用

いた歯周病診断研究を治験として多施設で行っている。

今後，GCF中マーカーを用いた歯周病診断を進めるた
めには，並行して測定デバイスの開発が必要となる。こ

れらの進展によって歯科診療室においても，簡易で客観

的な歯周病の診断ができると考えられる。

７．おわりに

　現在行われている臨床的な歯周病検査・診断法は，精

度や客観性に問題が指摘されている。歯肉溝滲出液中に

は細胞，組織および血液などに由来する多くの物質が含

まれており，炎症や組織破壊に関連した成分は歯周病の

診断マーカーとして研究されてきた。GCFやインプラ
ント周囲溝滲出液中のバイオマーカーを用いた検査によ

り高精度，且つ客観的に歯周病やインプラント粘膜炎・

周囲炎の診断が可能となる。さらに滲出液中マーカーの

測定デバイスの開発が伴えば歯科診療室のチェアーサイ

ドでの歯周病やインプラント粘膜炎・周囲炎の診断法を

イノベートすることができ，また歯周病やインプラント

疾患の新たな治療法の開発にも貢献することが期待され

る。さらに，GCFを用いた糖尿病などのスクリーニン
グの可能性も考えられ，GCF中の疾患マーカーの研究
は，歯周病ばかりでなくその他の全身疾患の診断にも貢

献することが期待される。
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