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研究成果の概要： 
細菌と免疫系が歯周炎の発症に重要な関わりをもつことは、既に知られている。しかし実際の

関与の様式は明らかでなかった。本研究では免疫系細胞のうち T細胞に焦点を合わせ、細菌由
来のリポ多糖（LPS）誘導型骨吸収におけるその関与を検討した。その結果、T細胞は単独（B
細胞不在下）でも LPS 誘導型骨吸収に促進的に働くこと、さらに感作された個体の T 細胞は
骨吸収局所において、その促進作用を発揮していることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
歯周炎の発症に、口腔内細菌と生体側の免疫
機構とが深く関連していることはすでに明
らかにされている。我々もこれまで LPS 誘導
型骨吸収における T細胞の重要性を示してき
た。しかしながら、宿主が細菌あるいはその
菌体成分によって免疫（感作）されれば、当
然宿主側の免疫系に変化が起きるが、この免
疫系の変化、いいかえれば変化した免疫系細
胞が組織破壊にどのように関与するのかに
ついての報告はない。歯周炎が発症する際の

条件を知るためには、この点についての研究
が不可欠と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 細菌由来物質（本研究では LPS）により免
疫系が感作されることで、免疫系細胞（本研
究ではとくにその調節に関わる T細胞）が非
感作個体のそれとどのように変化するのか
を、とくに組織破壊（骨吸収）への影響を観
察することで明らかにする。 
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３．研究の方法 
使用した動物 
実験には７週令雄性の SCID マウスおよびそ
の野生型である CB17 マウスを用いた。 
実験１ 
LPS によって誘導される骨吸収への T 細胞の
関与を検討するため、正常マウスの脾臓から
T 細胞を精製し、これを T 細胞と B 細胞の両
者が存在しない SCID マウスに、あらかじめ
移入した。T 細胞移入マウス、SCID マウス、
正常マウスの歯肉に５μg/3μL の E.coli 由
来 LPS を４８時間おきに１３回投与した。こ
れらを屠殺後、顎骨を摘出して、後述するご
とく病理組織学的ならびに免疫組織学的に
比較観察した。 
実験２ 
T 細胞および B 細胞の存在しない SCID 群、無
処置の野生型マウスの脾臓から T細胞を採取
して歯肉に注入する群（以下 N-SCID 群）、お
よび野生型マウス歯肉に E.coli の LPS を 13
回注入して感作したマウスの脾臓から分離
した T 細胞を IL-2 と PHA で刺激し注入する
群（以下 L-SCID 群）の３群を作製した。SCID
群にはマウスの左側第一臼歯近心歯肉に５
μg/3μLのLPSを48時間ごとに4回投与し、
24 時間後に屠殺して左側顎骨を採取した。
N-SCID 群と L-SCID 群には、それぞれ無処置
マウスの T細胞、または LPS で感作されたマ
ウスの T細胞を４回目の LPS と同時に注入し、
24 時間後に左側顎骨を採取した。 
実験１および２の観察方法 
採取した顎骨は固定、脱灰、パラフィン包埋
して連続切片を作製し、10枚ごとにHE染色、
酒石酸耐性酸フォスファターゼ（以下 TRAP）
染色、CD3、interferon-γ、RANKL 免疫染色
を行った。骨吸収度の測定は、TRAP 陽性多核
細胞が接触している骨表面を活性吸収面
（ARS）と定義し、マイクロメーターのライ
ンと骨の交差点の数を計測し、総交差点に対
する ARS の比率を算出した（Fig. １） 。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. １ 活性吸収面の計測法 
 

 
実験３ 
実験３では、in vitro で破骨細胞フォーメー
ションアッセイを行った。LPS を４回投与す
る直前の骨面近くには組織学的に破骨細胞
分化誘導因子である RANKL 陽性細胞が観察さ
れたので、この in vivo の条件に近づけるた
め、骨髄マクロファージを M-CSF 存在下で
RANKL にて 48 時間前処理した後に、LPS で感
作もしくは非感作のマウスから得られた T細
胞と 24 時間共培養した。このとき、種々の
濃度の LPS も同時に添加した。また、T 細胞
との共培養時に抗 TNF-αポリクローナル抗
体、対照としてヤギの IgG あるいは RANKL の
抑制因子である OPG を加えた。培養後、TRAP
染色を行い、３核以上の TRAP 陽性細胞を破
骨細胞として計測した。 
 
 
４．研究成果 
実験１ 
PBS のみを注入した群(PBS)には骨吸収は起
こっていなかったが、正常マウス群(WT)には
強い骨吸収が起こっていた。一方 SCID マウ
ス群(SCID)には骨吸収はみられず、T 細胞移
入マウス群(SCID+T cell)にはみられた(Fig. 
2)。活性吸収面を見ると、正常マウス群が最
も高く、次いで T 細胞移入マウス群(SCID+T 
cell)、そして SCID マウス群(SCID)の順であ
った。T 細胞移入マウス群、T 細胞移入マウ
ス群と SCID マウス群との間にはそれぞれ統
計学的有意差が認められた (Fig. 3)。RANKL
陽性細胞数は SCID マウス群が最も少なく、T
細胞移入マウス群、正常マウス群の順であっ
た。一方 interferon-γ陽性細胞数は、T 細
胞移入マウスが最も高かった。さらに
interleukin-4 陽性細胞をみると、正常マウ
スにはその存在が観察されたものの、T 細胞
移入マウスと SCID マウスには全く観察され
なかった 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 各群の骨面の状態 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 活性吸収面の相違 
 
 
実験２ 
SCID 群では炎症性細胞の浸潤は弱く、骨面は
なだらかでほとんど吸収面を認めなかった。
N-SCID 群ではやや強い炎症性細胞の浸潤と
わずかな骨の粗造感を認めた。L-SCID 群では
やや強い炎症性細胞の浸潤と、吸収窩が見ら
れた(Fig. 4)。また CD3 陽性細胞は SCID 群
では観察されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 骨面の状態と CD3 陽性細胞 
 
TRAP 染色像を見ると、SCID 群および N-SCID
群では少数の陽性多核細胞しか見られなか
ったが、L-SCID 群では多くの陽性像を認め
た(Fig. 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 TRAP 陽性細胞 

活性吸収面の割合はL-SCIDが SCIDや N-SCID
に比べて有意に高かった。一方、SCID 群と
N-SCID 群に有意差はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 活性吸収面の相違 
 
 
実験３ 
1ng/mL 以上の LPS を添加した場合、LPS 感作
マウスからの T細胞との共培養系では、多く
の破骨細胞形成が認められた。その破骨細胞
の有意な増加は LPS の濃度依存的に高くなっ
ていた。他の２群では増加は認められなかっ
た(Fig. 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 In vitro における破骨細胞誘導 
 
LPS 感作マウスからの T細胞と骨髄マクロフ
ァージとの共培養系において、ヤギ IgG, OPG
添加は影響を及ぼさなかったものの、抗 TNF-
α抗体を添加すると T細胞との共培養による
破骨細胞形成の促進は完全に阻害された
(Fig. 8)。 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 抗TNF-α抗体による破骨細胞形成阻
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