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研究成果の概要：細菌感染による骨破壊のメカニズムを明らかにする目的で、歯周病原細菌

Porphyromonas gingivalis と BCG を用い、その感染による破骨細胞分化への影響を調べた。

M-CSF/RANKLで誘導される破骨細胞の分化初期にP. gingivalisあるいはBCGが感染すると

その分化は抑制されたが、これは破骨細胞と異なる細胞へ分化の方向性が変化したことによる

ことが示唆された。このときに自然免疫系の Toll-like receptor（TLR）からのシグナル以外の

シグナルが関与していることが示唆された。インターフェロンの関与は認められなかった。破

骨細胞分化後期に細菌が感染した場合には破骨細胞の形成が促進された。この促進には TLR2
あるいは TLR4、その下流の MyD88 からのシグナルが破骨重要であることが示唆された。 
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研究分野：細菌学 
科研費の分科・細目：歯学・形態系基礎歯科学 
キーワード：破骨細胞、マクロファージ、歯周病原細菌、BCG 
 
１．研究開始当初の背景 

歯周病は主に口腔内の病原体によって引
き起こされる口腔慢性感染症であり、歯周組
織、特に歯槽骨の破壊を引き起こす。また他
の感染症、結核症などでも骨の吸収が生じる。
歯 周 病 の 主 た る 病 原 体 と さ れ る
Porphyromonas gingivalis を実験動物の口
腔に感染させる、あるいは本菌より精製した
LPS を投与する実験により、骨吸収が誘導さ
れるという報告が数多くなされており、本菌
が歯周病の特徴的な病態である歯槽骨吸収

の促進因子として働いていることが一般に
認められている。この骨吸収の促進は感染に
より引き起こされる歯周組織における免疫
および炎症反応が深く関与しているが、具体
的な機序の全体像は解明されていなかった。 
ところで、骨代謝において免疫分子

RANKL がカギとなる分子であることが明ら
かにされたことに端を発し、骨代謝の分子レ
ベルでの解析は急速に解析が進められた。そ
して、免疫分子と骨代謝が密接に関係してい
ることが次々に明らかになっていた。 



このように、骨と免疫の接点から細菌感染
による骨代謝の変化のメカニズムは解明さ
れてきたものの、従来の免疫学の考えでは整
合性のとれない部分が多々あり、さらなる解
析が必要と考えられた。最終的には生体での
結果が必要であるが、その前に細胞レベルで
の理解を十分におこなう必要があると考え
た。 
２．研究の目的 
 本研究課題では細菌が骨代謝に関与する
細胞に与える影響を分子レベルで明らかに
するとともに、骨代謝に影響を与える菌体成
分の探索を行い、歯周疾患における骨吸収メ
カニズムの解明に寄与することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 細菌感染によって引き起こされる単球
の分化の方向性 
 骨髄細胞中の単球を M-CSF で分化させた
マクロファージを破骨細胞前駆細胞として
用いた。次に M-CSF/RANKL により破骨細胞
へ分化させた。その分化のさまざまな段階で
歯周病原細菌 P. gingivalis あるいは BCG を感
染させた。細胞表面マーカーの抗体で染色し、
感染細胞の分化の方向性を調べた。 
 
(2) 自然免疫系受容体の関与 

破骨細胞はその分化段階により微生物の
認識に関わる受容体 TLR ファミリーの発現
が異なる。細菌感染による破骨細胞形成への
影響が TLR ファミリーに依存するかを TLR
シグナルのアダプター分子である MyD88 お
よび TRIF 遺伝子欠損マウスの細胞を用いて
調べた。 
 
(3) 細菌感染により破骨細胞前駆細胞分化
の方向性を決める分子の探索 
 破骨細胞前駆細胞の各分化段階で菌を感
染させた場合に起こる変化をみるために、遺
伝子の発現パターンを DNA マイクロアレイ
を用いて調べた。 
 
(4) 破骨細胞の分化・成熟に影響を及ぼす細
菌菌体成分の探索 
 細菌の菌体成分の中で LPS が破骨細胞の
分化に影響を与えることは広く知られてい
る。我々は LPS 以外にも P. gingivalis のドメ
インタンパク質 HbR が破骨細胞の分化を抑
制することを明らかにしている。破骨細胞の
分化に影響を与える分子が他にも存在する
可能性がある。P. gingivalis の菌体成分から破
骨細胞の分化に影響を与える分子を探索し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 細菌感染によって引き起こされる単球

の分化の方向性 
M-CSF/RANKL で誘導される破骨細胞の分
化系（６日間培養）に P. gingivalis と BCG
を感染させ、破骨細胞分化への影響を調べた。
破骨細胞の分化初期（培養開始時ないし開始
２日後）に P. gingivalis あるいは BCG が感
染するとその分化は抑制された。破骨細胞分
化における細胞内シグナル伝達においては
TRAF6、c-fos、NFAT2 が中心的な役割を果
たすと考えられるが、非感染細胞において
c-fos が 24 時間後、NFAT2 が 48 時間後でそ
の発現量が増加していたのに対し、感染細胞
では培養の全期間を通じて、c-fos、NFAT2
ともに発現量の上昇はみられなかった。マク
ロファージ系細胞で発現している PU.1 およ
び TRAF6 の量は非感染細胞においても、感
染細胞においても変化が認められなかった。
サイトカイン、ケモカインでは一般的には破
骨細胞分化を正に制御する IL-6、MCP-1、
RANTES、TNF-αの産生が認められた。これ
らの分子は感染により発現する分子である。
一方 GM-CSF、IL-4、IL-10、Interferon-γ
は BCG 感染によっても発現量の上昇はみら
れなかった。マクロファージ系の細胞に認め
られる細胞表面抗原では細菌の感染により
CD16（FcγR）の発現量は変化しなかったが、
CD11b、CD18、MHC classII、CD80、CD86、
CD14 の発現量は上昇していた。抗原の処理
能、抗原提示能が亢進していることが推測さ
れた。なお、ファゴサイトに発現している
CD71（トレンスフェリン受容体）およびイン
テグリンβ3 の発現量には変化が見られなか
った。の発現パターンは P. gingivalis あるい
は BCG の感染により変化した。これらのこ
とから、分化初期における BCG 感染による
破骨細胞分化の抑制は分化の方向性が変化
したことによることが示唆された。以上のこ
とから細菌の感染により、破骨細胞から抗原
の処理能、抗原提示能の高い細胞に分化の方
向性が変化していることが推測された。
CD11c、CD40、CD133 に対する抗体を用いて
調べたところ、M-CSF 誘導マクロファージ、
GM-CSF 誘導マクロファージ、樹状細胞とも
異なる細胞に分化していることが示唆され
た。 
 培養開始から４日目以降に細菌が感染し
た場合には破骨細胞の形成が顕著に促進さ
れ、個々の破骨細胞の大きさも増加しており、
破骨細胞同士の融合も促進された。 
 
(2) 自然免疫系受容体の関与 

破骨細胞の前駆細胞である骨髄マクロフ
ァージはすべての TLR を発現しており、破骨
細胞へ分化していくに従い発現している種
類が減少し、成熟破骨細胞では TLR2 と TLR4
のみが発現していることが示されている。破
骨細胞形成初期の細菌感染による破骨細胞



形成の抑制は野生型マウスである C57BL/6、
MyD88 ノックアウトマウス、TRIF ノックア
ウトマウス、MyD88/TRIF ダブルノックアウ
トマウス TLR シグナルのアダプター分子で
あるMyD88およびTRIF遺伝子欠損マウスの
細胞を用いて調べた。 
破骨細胞前駆細胞から破骨細胞に分化する
途上で細菌が感染した場合、その分化初期で
は破骨細胞の形成が抑制され、後期では形成
が促進される。分化初期における分化の抑制
は分化の方向性が変化したことが示唆され
た。その方向性を調べたところ、M-CSF 誘
導型マクロファージ、GM-CSF 誘導型マクロ
ファージ、樹状細胞とは異なる細胞に分化し
ていることが示された。この細胞の遺伝子発
現パターンを DNA マイクロアレイで調べた
ところ、インターフェロンに関連した分子の
遺伝子の発現が上昇していた。単球・マクロ
ファージ系細胞は II 型インターフェロンを
産生しないため、I 型インターフェロンの影
響を考えたが、I 型インターフェロン受容体
遺伝子欠損マウスから得た細胞を使用して
も野生型マウスの細胞と同じ結果であり、I
型インターフェロンは影響しないことがわ
かった。次に菌体成分の認識に重要な
Toll-like receptor（TLR）からのシグナルの
影響を考え、そのアダプター分子である
MyD88 と TRIF の遺伝子欠損マウス（KO マ
ウス）の細胞を用いて実験を行なった。分化
初期の抑制は MyD88 KO マウス、TRIF KO
マウス、MyD88/TRIF KO マウスのどの細胞
においても野生型マウスの細胞と差がなか
った。しかし、分化後期における破骨細胞の
形成促進は TRIF KO マウスの細胞は野生型
マウスの細胞と差がなかったが、MyD88 KO
マウス、MyD88/TRIF KO マウスの細胞では
形成の促進が抑制される傾向にあった。破骨
細胞では TLR の中で TLR2 と TLR4 のみが
発現しており、これらの受容体からのシグナ
ルが後期における破骨細胞形成促進に重要
であることが示唆された。 
 
(4) 破骨細胞の分化・成熟に影響を及ぼす
細菌菌体成分の探索 
 LPS、P. gingivalis のドメインタンパク質
HbR 以外の破骨細胞の分化に影響を与える分
子を検索したが、本研究期間内に同定するこ
とはできなかった。 
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