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研究成果の概要（和文）：　本研究では根尖歯周組織構成細胞の一つであるヒト歯根膜細胞を用いて、根尖性歯
周炎において骨吸収に関与しているTh17細胞が産生するIL-17Aが誘導するIL-6およびIL-8産生に与える抗炎症性
サイトカインIL-35の影響を明らかとすることを目的に実験を行った。その結果、IL-35はERKおよびNF-κB p65
リン酸化を阻害することでIL-17Aが誘導するヒト歯根膜細胞からのIL-6およびIL-8産生を抑制することが明らか
となった。これらのことから、IL-35はTh17細胞が誘導する根尖性歯周組織破壊を制御している可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In this study, We examined the effect of IL-35 on IL-6 and IL-8 production 
from IL-17A-stimulated human periodontal ligament cells. In the results, IL-35 inhibited IL-6 and 
IL-8 production from IL-17A-stimulated human periodontal ligament cells through suppression of ERK 
and NF-κB p65 phosphorylation. These results suggested that IL-35 might inhibit progression of 
periapical periodontitis by IL-17A.

研究分野：保存治療系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年、根尖性歯周炎における免疫応答メカニズムが明らかとなりつつある。しかしながら、根尖歯周組織構成
細胞における制御性Ｔ細胞が産生する抗炎症性サイトカインであるIL-35の影響に関しては報告がない。本研究
でIL-35がIL-17Aが誘導するヒト歯根膜細胞の炎症性サイトカイン産生を抑制することを明らかとした。このこ
とは、根尖性歯周炎病変における新たな炎症制御機構の発見となった。すなわち、根尖性歯周炎に対するIL-35
を応用した新たな治療法の開発への橋渡し研究へと引き継がれ、国民ならびに社会への貢献も大いに期待され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

根尖性歯周炎の発症および進行には免疫担当細胞と根尖歯周組織構成細胞の相互作用によっ

てさまざまな炎症性物質を産生し破骨細胞の活性化を引き起こし歯槽骨吸収といった炎症性の

破壊を惹起する。炎症性サイトカインであるIL-6は破骨細胞を活性化し骨吸収に関与することが

報告されている。また、IL-8はCXCケモカインの一種であり、好中球をはじめとする白血球を炎

症局所に浸潤・集積させる事により根尖歯周組織破壊に関与している事が示唆されている。分子

生物学研究の発展により組織破壊に関わる宿主の免疫応答に関する病態解明がなされつつある

近年、Th17 型ヘルパーT 細胞(Th17 細胞)が関節リウマチなどの炎症性疾患において

interleukin-17A (IL-17A)を介して周囲の細胞のRANKL 発現を誘導し破骨細胞を活性化し、さら

にTh17細胞自身がRANKL を高発現しており直接破骨細胞の活性化に関与していることが明ら

かとなっている。(Takayanagi ら, Proc Jpn Acad Ser B PhysBiol Sci .83(5):136-43,2007) 根尖性歯周

炎病変局所においてもTh17細胞の浸潤およびIL-17Aが発現していることが報告されており、骨

吸収の増悪に関与している可能性が考えられる。(Yang ら, J Endod. 40(1):56-62, 2014) 制御性T

細胞(T reg)は免疫応答の抑制的制御や免疫の恒常性維持で重要な役割を果たしていることが知

られている。根尖性歯周炎組織中にT regが存在していることがすでに報告されている(Colić Mら, 

J Dent Res.88(11):997-1002,2009）。近年、T regが産生する新たな抗炎症性サイトカインである

interleukin-35(IL-35)が発見され、IL-35 がTh17細胞の増殖や活性化を抑制することが明らかとさ

れている。(Niedbala W ら, Eur JImmunol.37(11):3021-9, 2007) しかし、根尖性歯周炎における

IL-35の役割については不明な点が多い。また、根尖歯周組織構成細胞におけるIL-17AとIL-35の

相互作用に関する報告は今のところない。 

 

２．研究の目的 

本研究ではT regが産生する抗炎症性サイトカインであるIL-35が根尖性歯周炎における炎症反

応を制御していると仮定し、根尖歯周組織構成細胞であるヒト歯根膜細胞におけるIL-17Aによっ

て誘導されるIL-6およびIL-8産生に与えるIL-35の影響をシグナル伝達機構の詳細も含めて明ら

かとすることを目的として検討を行った。 

３．研究の方法 

(１)HPDLCは Lonza社より購入し、10％FBSを含むα-MEM培地において 37℃、5％CO2存在

下のインキュベーター内で培養した。HPDLCは 5継代から 10継代のものを実験に用いた。 

(２) (１)の条件で培養した HPDLCを IL-17A存在下で 24時間刺激した後に培養上清を回収し、

ELISA 法にて IL-6 および IL-8 濃度を測定した。また、IL-35 およびシグナル伝達阻害物質

(SB2035080：p38 MAPK inhibitor、SP600125:JNK inhibitor、PD98059:ERK inhibitor、SC514: NF-

κB inhibitor)存在下における IL-17Aが誘導する IL-6および IL-8産生量を ELISA法にて測定し

た。 

(３) (１)の条件で培養した HPDLC を IL-17A または IL-35 単独刺激、あるいは IL-17A および

IL-35共刺激で 30分、60分で刺激した後、タンパク質を回収した。その後 western blot法にて、



p38 MAPK、ERK、JNKおよび NF-κBp65のリン酸化を解析した。 

 

４．研究成果 

(１)IL-35が IL-17A刺激 HPDLCの IL-6および IL-8産生に与える影響：IL-17A刺激により誘導

された IL-6および IL-8産生は IL-35により優位に抑制された。 

(２)IL-17Aが誘導する HPDLCにおける IL-6および IL-8産生に関与するシグナル伝達経路の解

析：IL-17Aによって誘導された IL-6および IL-8産生を SB2035080、PD98059および SC514が

抑制した。すなわち、HPDLCにおいて IL-17Aが誘導する IL-6および IL-8産生には p38 MAPK、

ERKおよび NF-κBが関与していることが明らかとなった。 

(３)IL-35が IL-17A刺激により活性化されるシグナル伝達経路に与える影響：IL-17A刺激によ

り p38 MAPK、ERKおよび NF-κBp65のリン酸化が誘導された。IL-35 によって ERK および

NF-κBp65のリン酸化が抑制された。 

 

今回の結果より、IL-17A刺激による IL-6、IL-8産生が HPDLCに誘導されることで、歯周炎

病変局所において破骨細胞活性化による歯槽骨吸収、ならびに好中球の遊走を引き起こす可能

性が示された。また、IL-35は NF-κBおよび ERKを介するシグナル伝達経路を阻害することに

より、IL-17A 刺激 HPDLC の IL-6 および IL-8 産生を抑制する事が明らかとなった。この結果

より、制御性 T 細胞が産生する IL-35 は Th17 が産生する IL-17Aによって促進される HPDLC

からの IL-6 および IL-8 産生を抑制することで破骨細胞活性化および好中球の浸潤を制御し、

歯周炎における炎症性骨吸収を制御している可能性が示唆された。 
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