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研究成果の概要（和文）：本研究では、歯周病と膠原病の感受性に関わる共通遺伝子を解明し、 
感受性に関連した歯肉組織中の RNA 発現と好中球におけるタンパクを同定することを目的とし 
た。解析の結果、歯周炎・膠原病患者の Fc 受容体、インターロイキン１，6の関連が明確とな 
り、また好中球産生タンパクとしてシトルリン化変換酵素タンパクの発現亢進、さらに歯周炎 
歯肉組織での共通変動遺伝子発現が同定された。 

  
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the role of genes in regulation 
of signal expression in relation to susceptibility to periodontitis and collagen diseases. Our 
results indicated Fc receptor, IL-1,IL-6 genotypes were related with susceptibility of two 
diseases. And also, protein arginine deiminase type 4 of leukocytes was determined, and 
common differential RNA expression from gingival tissues was observed.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 歯周炎の遺伝的背景の解明は 1990 年代
後半から国内外で精力的に行われ、約 100 編
以上の国際学術論文が報告されている。その
約半数はインターロイキン１等のサイトカ
イン関連遺伝子であり、次いでＦｃレセプタ
ー遺伝子が多い。報告者らは歯周炎感受性を
規定する一連の遺伝子多型の関連解析を行 
い、Ｆｃレセプター遺伝子多型と歯周炎感受

性が関連することを報告した（国際学術論文
計 15 編）。しかしながら、従来の候補遺伝子
アプローチ法で統計学的に特定したリスク
遺伝子は、歯周炎の病態形成のメカニズムに
おいて不明点が多い。歯周炎病因論に基づい
た遺伝子診断を確立するためには、これまで
特定してきたＦｃレセプターリスク遺伝子 
多型の情報に対応したコードタンパクのプ
ロファイル解析（プロテオーム解析）を同時
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に実施することが必要不可欠である。 
 
(2)膠原病の一つである関節リウマチは歯周
炎と極めて類似した病態を示し、関節リウマ
チ患者で歯周炎罹患率が高いこと、ならびに
Ｆｃレセプター遺伝子多型が両疾患患者に
関与することが示されている。したがって、
歯周炎と関節リウマチには共通した病因因
子があると考えられ、その発症メカニズムを
解明することが必要である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では歯周炎の感受性に関わる Fc レセ
プター遺伝子の特定と遺伝子情報の発現制
御メカニズムの解明を目的としている。その
ため、以下の３種の解析を主に実施する。 
(1)遺伝子多型のタイピングと遺伝子型分布
解析によるリスク遺伝子型の特定 
(2) Fcレセプターリスク遺伝子型と炎症性サ
イトカインならびに特異的抗体産生能との
関連を解析 
(3) Fcレセプター遺伝子型コードタンパクの
プロテオーム解析 
(4) 歯周炎症歯肉組織特異的遺伝子発現プ
ロファイルを同定する。 
 
 
３．研究の方法  
(1) インフォームドコンセントが得られた
歯周炎患者、関節リウマチ患者および健常者
を対象に歯周診査を実施後に末梢血を採取
した。すべての血液検体、診査結果は個人情
報保護の観点から匿名・記号化した。末梢血
よりゲノム DNA を抽出し、各種 Fc レセプタ
ーの遺伝子型を PCR法ならびにインベーダー
法にて決定した。Fc レセプター遺伝子ごとに
遺伝子型の分布（頻度）が群間で異なるか否
かを統計学的に検証した。 
 
(2)前述した(1)の対象者の末梢血の一部か
ら血清を分離し、血清中の各種の炎症性サイ
トカイン（ IL-1b, IL-6, IL-12, IL-18, 
TNF-a）濃度を ELISA 法にて測定した。また、
免疫グロブリンＧ抗体ならびに歯周病原細
菌 Porphyromonas gingivalis 外膜タンパク
抗原に対する特異的抗体の産生量も ELISA法
にて測定した。これらの測定値が、Fc レセプ
ター遺伝子型間で異なるか否かを統計学的
に検証した。 
 
(3) 前述(1)対象者の末梢血の一部より二重
密度勾配遠心法を用いて好中球分画を分離
した。更に、遠心にて細胞分画を濃縮した後、
タンパク溶解処理、タンパク濃度を測定後、 
二次元電気泳動ゲル上でタンパクスポット 
発現を画像解析ソフトにて定量比較した。Fc

レセプター遺伝子型間で統計学的に有意な
発現差が認められるタンパクスポットを選
び、切り抜き、回収、トリプシン処理を行い、
MS/MS イオンサーチ分析法による質量分析を
実施後、NCBInr データベースを参照してコー
ドタンパクを同定した。 
 
(4) 限局型重度慢性歯周炎と診断され、患者
3 名をマイクロアレイ解析の対象とした。歯
周外科手術が必要と診断された部位より歯
周炎罹患歯肉組織及び同術野の臨床的健常
歯肉組織を採取後、RNA stabilization 溶液
中で安定化させ、AGPC 法にて total RNA を抽
出・DNase 処理を行った。RNA の品質はアジ
レント 2100 バイオアナライザーを用いて確
認した。Affimetrix社製の GeneChip® Hunan 
Genome  U133  Plus  2.0 Array 
(>47000transcripts / >54000 probe sets) 
を用いてマイクロアレイ遺伝子発現解析を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) インフォームドコンセントが得られた
歯周炎患者 100 名、歯周炎を有する関節リウ
マチ患者 86名および健常者 100 名を対象に、
歯周診査後に末梢血ゲノム DNA を対象に Fc
レセプター、インターロイキン１遺伝子型を
インベーダー法で決定した。その結果、３種
の Fc レセプター（IIA, IIIA, IIIB）の遺伝
子型の分布に統計学的な有意差は認められ
なかった。一方、インターロイキン１（IL-1B 
+3954）遺伝子型の分布において群間での有
意な偏りが見られ、IL-1B +3954Ｔアリルの
頻度は、歯周炎を有する関節リウマチ患者群
で有意に高かった（Kobayashi et al. J 
Periodontol 2007）。更に、規模を大きくし
た対象（歯周炎患者 117 名、関節リウマチ患
者 153 名、健常者 108 名）で、他の 16 種の
サイトカインの遺伝子型を解析したところ、
同じ結果が得られた（Kobayashi et al. J 
Periodontol 2009）。以上の研究成果から、
Fc レセプター（IIA, IIIA, IIIB）の遺伝子
は対象集団によっては必ずしもリスク因子
になりえないことが示唆された。このような
結果が認められた説明として、遺伝子情報の
発現がゲノムメチル化によって影響を受け
ている可能性が考えられる。今後は、遺伝子
多型と疾患感受性との関連を明らかにする
ためにはエピジェネティクス解析が必要と
考えられる。また、IL-1B +3954 遺伝子多型
が歯周炎と関節リウマチの共通したリスク
因子である可能性を世界で初めて報告し、国
内外の歯周病専門医、歯周病研究者に大きな
インパクトを与え、最近の歯周病とリウマチ
疾患の関連に関するレビュー（de Pablo et al. 
Nat Rev Rheumatol 2009）にも引用された。
IL-1B +3954 遺伝子がどのようなメカニズム



 

 

で２つの疾患に関わっているか、今後明らか
にしていく必要がある。 
 
(2) インフォームドコンセントが得られた
健常者 12 名を対象に、採取した末梢血より
ゲノム DNA を抽出し Fc レセプターIIa 遺伝
子型を PCR 法で決定した。残りの末梢血から
単核細胞を分離し、Fc レセプターIIa 遺伝子
型ごとに免疫グロブリンＧ２刺激時のイン
ターロイキン１産生能を測定した。その結果、
Fc レセプターIIa- H131 保有者は非保有者と
比べてインターロイキン１産生能が有意に 
高かった（表１：Yamamoto et al. Int J 
Immunogenet 2007）。また、インフォームド
コンセントが得られた慢性歯周炎患者 47 名
を対象に、採取した末梢血よりゲノム DNA を
抽出しFcレセプターIIb遺伝子型をダイレク
トシークエンス法で決定した。残りの末梢血
か ら 血 清 を 分 離 し 、 Porphyromonas 
gingivalis 外膜タンパク抗原に対する特異
的抗体価を測定した。その結果、Fc レセプタ
ーIIb-232T 保有者は、非保有者と比べて P. 
gingivalis 外膜タンパク抗原に対する抗体
産生能が有意に低下した（図１：Honma et al. 
J Periodont Res 2008）。以上の研究成果か
ら、Fc レセプターIIa および IIb のリスク遺
伝子型は、炎症性サイトカインならびに特異
的抗体産生能を制御することにより歯周炎
の感受性を規定している可能性が示唆され
た。このように、リスク遺伝子が、どのよう
なメカニズムで歯周炎に関わっているかを
機能的に明らかにした報告は世界でも極め
て少なく、国内外の歯周病専門医、歯周病研
究者に与えたインパクトは非常に大きい。 
 

表１ Fc レセプターIIa 遺伝子型と免疫グ
ロブリンＧ２刺激時の単核細胞インターロ
イキン１産生能 
 
 
(3) インフォームドコンセントが得られた
健常者 10 名を対象に末梢血より二重密度勾
配遠心法を用いて好中球分画を分離して、P. 
gingivalis 外膜タンパク抗原に対する IgG1
抗体刺激で誘導されるタンパク発現を Fc レ
セプターIIIb 遺伝子型ごとに解析した。その
結果、統計学的に有意に容積の異なるタンパ
クが計６スポット検出された。同定した結果、
NA1 タイプでは好中球機能に関わるタンパク
が強く発現しており、一方、NA2 タイプでは
関節リウマチの病原因子で自己免疫応答に

関与すると考えられているシトルリン化変
換酵素タンパクの発現亢進が見られた。以上
から、Fc レセプターIIIb-NA2 遺伝子保有者
は、そのコードタンパクにより自己免疫応答
が誘発されて、その結果、歯周炎に対する感
受性が高まった可能性が示唆された。更に、
Fc レセプターIIIb-NA2 遺伝子は、歯周炎と
関節リウマチの共通リスク因子となる可能
性も示唆された（論文投稿中）。 

 
図１  Fc レセプター IIb 遺伝子型と
Porphyromonas gingivalis外膜タンパク抗原
に対する特異的抗体価 
 
 
(4)関節リウマチを伴う歯周炎患者と歯周炎
患者とでは、各 Fc レセプター遺伝子（IIA, 
IIB, IIIA）の遺伝子型分布において有意差
はなく、インターロイキン１-B（IL-1B）+3954 
のみに有意差が認められた。また、関節リウ
マチの活動度と血清中のインターロイキン
６、腫瘍壊死因子、ならびに歯周ポケット内
炎症レベルとの間に有意な相関が認められ
た。以上から、これら２種のサイトカインは 
歯周炎と関節リウマチの共通リスク因子で、
早期発見の生物学的指標になりうる可能性
が示唆された。 
 
(5) GeneChip® expression array解析の結果、
歯周炎罹患歯肉組織中で統計学的に有意に 2
倍差以上の発現変動を認めた遺伝子数は、そ
れぞれ上昇：94，41，955、減少：64，32，
40 であった。全例に共通して発現上昇したも
のには、Interleukin 1 beta など cytokines 
や chemokine ligands/receptors など炎症・
免疫応答に関する遺伝子が、低下したもので
は、keratin, dermokine など上皮や細胞骨格
に関わる遺伝子が多い傾向が見られた。  



 

 

一方、Gene Ontology 頻度解析より歯周炎罹
患組織に共通して発現が 2倍以上有意に変動
し た 生 物 学 的 Pathways は 、 Leukocyte 
transendothelial migration, 
Hemotopoietic, Cytokines-receptors, 
ECM-receptors, Wnt-signaling, Toll-like 
receptor signaling などが上昇し、Cell 
communication, Arachidonic acid 
metabolism などが減少した。 
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