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研究成果の概要（和文）：未分化な状態であるヒト歯槽骨由来骨芽細胞（HAOB）に対して、BMP-2単独投与、
IL-35単独投与およびBMP-2+IL-35同時投与を行なったところ、低濃度のBMP-2単独投与と比較し、低濃度のBMP-2
+IL-35投与の方が、よりカルシウム析出の増加を認めた。また、HAOBに対するIL-35投与は、骨芽細胞分化マー
カーの遺伝子発現量を増加させた。さらに、HAOBに対するIL-35投与は、細胞増殖を促進した。本研究の課題結
果より、歯槽骨の再生を誘導する液性因子の１つとして、IL-35の持つ可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Undifferentiated human alveolar bone-derived osteoblasts (HAOB) was 
stimulated with either BMP-2 alone, IL-35 alone or BMP-2 + IL-35 and the results showed that low 
concentration of BMP + IL-35 administration increased in calcium deposition compared with BMP-2 
administration alone. IL-35 administration to HAOB also increased the gene expression level of the 
osteoblast differentiation marker. Moreover, IL-35 administration to HAOB promoted cell 
proliferation. The results of this study suggest that IL-35 may be one of the inductive factors of 
alveolar bone regeneration.　

研究分野：歯周病学、再生医療、免疫学

キーワード： IL-35　炎症性骨破壊疾患　ヒト歯槽骨由来未分化骨芽細胞様細胞

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨芽細胞分化に関わるIL-35の役割を明らかにしたことで, 歯周病の治癒機転の解明の一助となるばかりでな
く、医学領域の重要テーマである炎症性骨破壊疾患の分野においても貢献できると思われる。具体的にはIL-35
の再生治療への応用の可能性，ひいては将来の歯周疾患およびリウマチ性疾患に対する治療へのフィードバック
が考えられる。超高齢社会の我が国において重要である低侵襲かつ効率的な骨再生のメカニズムを解明すること
は、医療費削減に貢献出来る可能性があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

炎症や感染防御において注目されている Th17 細胞から産生されるインターロイキン(IL)-17

は，リウマチ患者の滑膜より検出され，receptor activator of NF-kb ligand(RANKL)を誘導す

ることにより破骨細胞を介した骨吸収に関与していることも明らかとなっている（Kotake S.et 

al. J Clin Invest.1999, Kotake S.et al. Arthritis Rheum.2001）.また，IL-23 依存的に誘

導された Th17 細胞が自己免疫性関節炎においての骨吸収に重要であり，Th1 細胞および Th2 細

胞は，むしろ破骨細胞の分化・誘導に対して抑制的に働く(Sato K et al. J Exp Med. 2006).

歯周病における Th17 細胞(Monteiro AC et al. J Immunol. 2009，他)や制御性 T 細胞（Treg

細胞）(Garlet GP et al. J Clin Periodontol. 2010，他) の関与も示唆されており，歯周病

病態におけるこれら T 細胞や関連サイトカインの役割について更なる研究が必要である.主に

Treg 細胞より産生される抑制性サイトカインの IL-35 は，Epstein-Barr virus-induced gene 3 

(EBI3)とIL-12のサブユニットであるp35のヘテロダイマーであり(Collison LW et al. Nature. 

2007)，近年，Foxp3 を発現しない IL-35 産生性の iTR35が見いだされるなど(Collison LW et al. 

Nature Immun. 2010)，免疫制御において非常に注目されている.これまで，IL-35 がコラーゲ

ン誘導性リウマチを抑制すること，Th17 細胞分化を抑制することが明らかとなっている 

(Niedbala W et al. Eur J Immunol. 2007).さらに,申請者らは歯周病患者と健常者では IL-35

発現/産生に有意な差を認めることを報告している（Mitani et al. J Periodontol. 2015）. 

 一方，我々はこれまでに未分化骨芽細胞の特性を有するヒト歯槽骨由来未分化骨芽細胞様細

胞（HAOBs）の培養方法を確立してきた (Aino M et al. Expert Opin Biol Ther. 2014). この

HAOBs は高い骨芽細胞分化能力を有しており,また適切なスキャフォールド（β-TCP）を用いる

ことで,骨芽細胞分化が促進されることを明らかとした. 

 
 
２．研究の目的 

リウマチや歯周病などの慢性炎症性骨疾患においてTh17細胞やTreg細胞の関与が示唆されて

いるが，IL-35 の骨原性細胞への影響については明らかとなっていない.未だ明らかにされてい

ない骨芽細胞分化に関わる IL-35 の役割（IL-35 の新規作用の解明）を明らかにすることで, 

IL-35 の再生への可能性について検討し，将来の歯周疾患およびリウマチ性疾患に対する治療

にフィードバックすることを目指している.本研究は,歯周病の治癒機転の解明の一助となるば

かりでなく,医学領域の重要テーマである炎症性骨破壊疾患の分野においても貢献できると思

われ,超高齢社会の我が国において重要である低侵襲かつ効率的な歯槽骨再生のメカニズムを

解明することで,医療費削減に貢献出来る可能性がある. 

 
 
３．研究の方法 

（１）歯槽骨からの HAOB の分離培養 

愛知学院大学歯学部附属病院歯周病科受診患者の中でインフォームドコンセントを行い,実験

の趣旨を理解し同意を得られた患者より歯槽骨を採取した.サンプルは歯槽骨整形などの歯周

外科手術や抜歯の際に得た廃棄予定の骨片から回収した.歯槽骨骨片からコラゲナーゼによる

連続消化により細胞を分離し培養を行った. 

（２）HAOB の IL-35 と bone morphogenic protein-2(BMP-2) による細胞増殖能力,細胞毒性の

解析 

HAOB に対する IL-35 と BMP-2 の細胞増殖および細胞毒性への影響ついて Cell Counting Kit-8 



を用いて測定した.  

（３）HAOB の IL-35 と BMP-2 による石灰化能力の解析 

HAOB を石灰化誘導培地存在下で IL-35 と BMP-2 を添加し培養後,アリザリンレッド染色を行う

ことにより石灰化能力を解析した. 

（４）HAOB の IL-35 と BMP-2 による骨分化関連遺伝子発現の解析 

HAOB を石灰化誘導培地存在下で IL-35 と BMP-2 を添加し培養後,mRNA を回収し,Real-Time PCR 

法にて骨分化関連遺伝子発現（Runx2・BSP・OCN・COL1A1）を解析した. 

 
 
４．研究成果 

（１）HAOB の IL-35 と BMP-2 による細胞増殖能力,細胞毒性の解析 

HAOB の IL-35 と BMP-2 による細胞増殖能力,細胞毒性を検討した結果,BMP-2 あるいは IL-35

に関してどの濃度域においても刺激 48h 後の細胞毒性は認めなかった.また BMP-2 あるいは

IL-35 共に 25ng/ml で最も細胞増殖を認めた.  

図 1. HAOB の IL-35 と BMP-2 による細胞増殖能力,細胞毒性の解析． 
A. 各種濃度の BMP-2 を添加し,48 時間培養後の細胞増殖能力,細胞毒性を吸光度測定（450nm）にて解析
した.B. 各種濃度の IL-35 を添加し,48 時間培養後の細胞増殖能力,細胞毒性を吸光度測定（450nm）にて
解析した. 
 
 

（２）HAOB の IL-35 と BMP-2 による石灰化能力の解析 

HAOB を石灰化誘導培地存在下で IL-35 と BMP-2 を添加し石灰化能力を解析した結果,培養 9日

目において,BMP-2(50ng/ml)および BMP-2(100ng/ml)で石灰化が認められ,また BMP-2(25ng/ml)

＋IL-35(6.25ng/ml),(12.5ng/ml), (25ng/ml), (50ng/ml)で石灰化が認められた.特に石灰化が

認められたのは BMP-2(25ng/ml)＋IL-35(12.5ng/ml)であった.このことから BMP-2(25ng/ml)＋

IL-35(12.5ng/ml)が最適濃度であることが示唆された. 



 

図 2. HAOB の IL-35 と BMP-2 による石灰化能力の解析． 
A. 各種濃度の IL-35 と BMP2 をそれぞれ添加し,9 日後の石灰化能力をアリザリンレッド染色にて解析し
た.B. 25ng/mlの BMP-2と各種濃度のIL-35を同時に添加し,9日後の石灰化能力をアリザリンレッド染色
にて解析した. 

 

（３）HAOB の IL-35 と BMP-2 による骨分化関連遺伝子発現の解析 

HAOB を石灰化誘導培地存在下で IL-35 と BMP-2 を添加し骨分化関連遺伝子発現（Runx2・BSP・

OCN・COL1A1）を解析した結果,培養 7日目において IL-35(12.5ng/ml)で Runx2・BSP・OCN・COL1A1

すべてにおいて遺伝子発現の亢進を認めた.BSP に関しては BMP-2(25ng/ml)で最も遺伝子発現

の亢進を認めた. 

図 3. HAOB の IL-35 と BMP-2 による骨分化関連遺伝子発現の解析． 
各種濃度のIL-35と BMP2をそれぞれ添加し,7日後の骨分化関連遺伝子発現をReal-Time PCR 法にて解析
した.A. Runx2 mRNA 発現の違い．B. BSP mRNA 発現の違い．C. OCN mRNA 発現の違い．D.COL1A1 mRNA 発
現の違い．18s rRNA でノーマライズした後,無刺激群を 1として,それに対する相対発現量で示した． 

 



 

まとめ 

本研究により,HAOBに対して低濃度のBMP-2およびIL-35を同時投与することにより,低濃度の

BMP-2単独投与と比較し,よりカルシウム析出の増加を認めた.また,HAOBに対するIL-35投与は,

骨芽細胞分化マーカーの遺伝子発現量を増加させた.さらに,HAOB に対する IL-35 投与は,細胞

増殖を促進した.これまでの研究により,IL-35 は Th17 細胞の分化・活性化を抑制することによ

り炎症性の骨破壊を抑制することが知られているが,本研究により IL-35 は骨芽細胞に直接作

用することで骨形成を促進することが示唆された.本課題研究の結果より,歯槽骨の再生を誘導

する液性因子の１つとして,IL-35 の持つ可能性が示唆された. 
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
IL-15 and RANKL play a synergistically important role in osteoclastogenesis.

J Cell Biochem 739-747

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Okabe I, Kikuchi T, Mogi M, Takeda H, Sasa K, Aino M, Fujimura T, Goto H, Okada K, Hasegawa Y,
Noguchi T, Mitani A.

118(4)
 １．著者名
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1371/journal.pone.0184825.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Angiopoietin-like protein 2 regulates Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide-induced
inflammatory response in human gingival epithelial cells.

PLoS One e0184825

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Ohno T, Yamamoto G, Hayashi JI, Nishida E, Goto H, Sasaki Y, Kikuchi T, Fukuda M, Hasegawa Y,
Mogi M, Mitani A.

12(9)
 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
骨粗鬆症によりビスフォスフォネート製剤の投与を受けた成人の上顎前突症例

愛院大歯誌 66～75

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
黒澤昌弘，宮澤　健，稲垣幸司，三谷章雄，後藤滋巳 55
 １．著者名

10.1625/jcam.14.27

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
植物エキス配合歯磨剤の歯周病改善効果

日補完代替医療会誌 27～32

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
服部幸治, 佐藤千奈, 高木寛, 八代洋一, 後藤久嗣, 鈴木佑基, 山本弦太, 三谷章雄, 中田悟 14
 １．著者名

10.1111/jcpe.12758.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Role of poly(ADP-ribose) polymerase activation in the pathogenesis of periodontitis in
diabetes.

J Clin Periodontol 971-980

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Adachi K, Miyajima SI, Nakamura N, Miyabe M, Kobayashi Y, Nishikawa T, Suzuki Y, Kikuchi T,
Kobayashi S, Saiki T, Mizutani M, Ohno N, Noguchi T, Mitani A, Matsubara T, Naruse K.

44(10)
 １．著者名
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

https://doi.org/10.2530/jslsm.jslsm-38_0021

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Nd:YAGレーザーを用いた非外科的歯周治療について

日レ医誌 137-143

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
福田光男, 箕浦伸吾, 今田奨, 眞岡淳之, 赤堀康, 多湖準, 三輪晃資, 青木恒宏, 渡辺智久, 丁群展, 三
谷章雄
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 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Site-level progression of periodontal disease during a follow-up period.

PLoS One e0188670

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Nomura Y, Morozumi, T, Nakagawa T, Sugaya,T, Takashiba S, Mitani A, Yoshie H et al 12
 １．著者名

10.1038/s41514-017-0015-x.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Periodontitis induced by bacterial infection exacerbates features of Alzheimer‘s disease in
transgenic mice.

NPJ Aging Mech Dis 15

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Ishida N, Ishihara Y, Ishida K, Tada H, Funaki-Kato Y, Hagiwara M, Ferdous T, Abdullah M,
Mitani A, Michikawa M, Matsushita K.

3
 １．著者名

10.5624/isd.2017.47.3.199.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Optimizing the reconstruction filter in cone-beam CT to improve periodontal ligament space
visualization: An in vitro study.

Imaging Sci Dent 199-207

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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Houno Y, Hishikawa T, Gotoh KI, Naitoh M, Mitani A, Noguchi T, Ariji E, Kodera Y. 47(3)
 １．著者名
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.2329/perio.58.72

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
口腔前庭拡張手術としてEdlan-Mejchar改良法を適用した長期経過症例から

日歯周誌 72～80

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
稲垣幸司，吉成雅子，三谷章雄 58
 １．著者名

10.1111/jdi.12450.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Anti-inflammatory role of glucose-dependent insulinotropic polypeptide in periodontitis.

J Diabetes Investig 497-505

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Suzuki Y, Nakamura N, Miyabe M, Nishikawa T, Miyajima S, Adachi K, Mizutani M, Kikuchi T,
Miyazawa K, Goto S, Tsukiyama K, Yamada Y, Ohno N, Noguchi T, Mitani A, Matsubara T, Naruse K.

7(4)

10.2334/josnusd.58.83.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Assessment of oral malodor and tonsillar microbiota after gargling with benzethonium chloride.

J Oral Sci 83-91

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Iwamura Y, Hayashi J, Sato T, Sato S, Murakami T, Fujimura T, Sasaki Y, Okada K, Takahashi E,
Kikuchi T, Aino M, Noguchi T, Shimazaki Y, Mitani A, Fukuda M.

58(1)
 １．著者名

https://doi.org/10.2329/perio.59.185

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
歯周病における組織破壊に関する免疫学的考察

日歯周病会誌 185-190

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
菊池 毅, 岡部 猪一郎, 岡田 康佑, 大野 祐, 後藤 久嗣, 藤村 岳樹, 菱川 敏光, 山本 弦太, 福田 光
男, 三谷 章雄

59(4)
 １．著者名
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.2329/perio.58.125

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
姉弟に発症した遺伝性歯肉線維腫症に対する包括的治療報告

日歯周誌 125～136

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
亀井英彦，稲垣幸司，祖父江尊範, 横井　共，中山敦史，吉田憲司， 岩田敏男, 酒井直子，栗田賢一，後
藤滋巳，野口俊英, 三谷章雄

58
 １．著者名

10.1155/2016/7150509.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Serum Amyloid A Promotes E-Selectin Expression via Toll-Like Receptor 2 in Human Aortic
Endothelial Cells.

Mediators Inflamm 7150509

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 該当する

 ４．巻
Nishida E, Aino M, Kobayashi SI, Okada K, Ohno T, Kikuchi T, Hayashi JI, Yamamoto G, Hasegawa
Y, Mitani A.

2016
 １．著者名

10.1177/0022034516655083.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Role of Mfa5 in Expression of Mfa1 Fimbriae in Porphyromonas gingivalis.

J Dent Res 1291-1297

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Hasegawa Y, Iijima Y, Persson K, Nagano K, Yoshida Y, Lamont RJ, Kikuchi T, Mitani A, Yoshimura
F.

95(11)
 １．著者名

10.1111/cid.12369.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Adhesion properties of human oral epithelial-derived cells to zirconia.

Clin Implant Dent Relat Res 906～916

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Okabe E, Ishihara Y, Kikuchi T, Izawa A, Kobayashi S, Goto H, Kamiya Y, Sasaki K, Ban S,
Noguchi T, Kawai T, Mitani A.
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 １．発表者名
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Liraglutide improves periodontitis by the anti-inflammatory activities of GLP-1
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再生治療におけるGelMA-RFの足場材料としての新たな可能性について
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Webアプリを利用した臨床実習学生意識調査結果 -愛知学院大学歯学部歯周病学ケースについて-
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 １．発表者名
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