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研究成果の概要（和文）： 

感染における免疫制御や炎症に関わるサイトカイン IL-27の受容体である WSX-1遺伝子欠損

マウスを用いて、Porphyromonas gingivalis感染により実験的に歯周炎を起こし、IL-27とそ

の受容体の歯周炎による骨破壊における役割について解析した。その結果、野生型マウスと比

較して WSX-1遺伝子欠損マウスでは、歯周炎による骨破壊が亢進しており、Th1や Th17細胞の

形成が上昇していることが考えられた。一方、P. gingivalis の感染はマクロファージからの

破骨細胞分化を促進し、WSX-1 遺伝子欠損マウスのマクロファージでは感染による破骨細胞形

成が亢進していた。WSX-1を介したシグナルは、破骨細胞分化に Th細胞を介して或いは直接的

に影響し歯周炎の骨破壊に関わることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 WSX-1 gene is a subunit of receptor for IL-27 which is involved in the regulation of 
immunity and inflammation. We analyzed the role of IL-27 in bone destruction of 
periodontitis using WSX-1 knocked-out mice. Mice were infected with Porphyromonas 
gingivalis which is one of major pathogens in periodontitis. Alveolar bone loss following P. 
gingivalis was enhanced in WSX-1 KO mice compared to those in wild-type mice. 
CD4-positive T cells in spleen of periodontitis mice produced higher amount of IL-17, and 
the production of IFN-γ and IL-17 was further promoted in WSX-1 KO mice. P. gingivalis 
infection promoted differentiation from macrophages into osteoclasts, and osteoclast 
formation induced by infection was enhanced in macrophage of WSX-1 KO mice. The data 
suggest that signals through IL-27 receptor are involved in bone loss of periodontitis by 
affecting osteoclastogenesis directly and indirectly.  
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１．研究開始当初の背景 

歯周炎では歯周ポケットに入り込んだ

嫌気性の細菌が増殖することによる炎症反

応が原因となり歯槽骨の破壊が引き起こさ

れる。この疾患では、骨を吸収する破骨細胞

の活性を制御することが重要となるが、歯周

病の進行には生体の遺伝的素因や免疫系が

大きく関わっており、炎症にかかわる免疫系

の細胞の作用を明らかにすることが重要と

なる。IL-27 はｐ28 と EBI3 のサブユニット

からなる 2量体からなる IL-12ファミリーに

属するサイトカインで、T 細胞のサブセット

である Th1細胞や Th17細胞の分化を制御し、

腎炎などの炎症及び感染時の炎症性のサイ

トカインの抑制に関わることが知られてい

る。Th17細胞は関節炎における骨破壊に関与

することが報告されているが、一方 IL-17は

歯周炎における感染初期の好中球の動員に

も重要であることが報告されている。しかし

ながら、歯周炎の骨破壊における IL-27の作

用については明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 
本研究においては、IL-27 の受容体であ

る WSX-1遺伝子欠損マウスと野生型マウスを

使用して、マウスに実験的に歯周炎を引き起

こし、その骨破壊のメカニズムを明らかにす

ることを目的とした。 

 
３．研究の方法  
(1)  細菌株と培養 

Porphyromonas gingivalis は、ATCC 33277

を使用し、へミン、ヒツジの血液、メナジ

オンを添加した培地を使用して嫌気培養

を行った。  

(2) 歯周炎の誘導及び骨破壊の評価 Baker

ら（1994）の方法に従い、野生型及び

WSX-1KO Balb/c 6週令マウス(♀♂, n=10)

に、Sulfamethoxazle 2mg/ml 及び

trimethoprim 0.4mg/mlを添加した飲料水

を 5日間与えた後、Porphyromonas 

gingivalisを口腔内に 3回 2日おきに投

与し感染させた。 感染 42日間後に上顎骨

を摘出し、X線マイクロ CTスキャナーを

用いて骨破壊を評価した。  

(3) Real-time PCR 脾臓細胞、歯肉組織及び

マクロファージから Isogen(Nippon Gene)

を用いて RNAを単離し、PrimeScript 

RT-PCR キット(Takara Bio)を用いて

cDNAを合成後、Taqman gene expression 

assay kitを用いて StepOnePlus 

resl-time PCRsystemにより mRNAの発現

のレベルの解析した。内在性コントロール

としては、GAPDHを用いて行った。 

(4) CD4陽性Ｔ細胞の単離と P.gingivalisに

よる刺激 脾臓細胞にFITC標識抗CD4抗体

を結合させ、MACSを用いて CD4陽性Ｔ細

胞を単離した。P.gingivalis で再刺激を

行い、24 或いは 48 時間後に RNA及びサイ

トカインの産生を測定した。 

(5) ELISA 脾臓細胞の培養上清を集め

eBioscienceの ELISAキットを用いてサイ

トカインの産生量を定量した。  

(6) 破骨細胞分化系 マウスマクロファー

ジ細胞株 RAW-Dに RANKLを添加し 3日間培

養し破骨細胞を形成した。また、マウスか

ら骨髄を採取し、骨髄細胞に M-CSF を添加

し 3日間培養し形成した骨髄マクロファ

ージに、RANKLを添加してさらに 2 日間培

養し破骨細胞を形成した。また、RAW-D に

RANKL を添加して 22時間培養後に

P.gingivalisを細胞に感染させ骨細胞の

分化を誘導した。破骨細胞の分化の評価は、

酒石酸抵抗性酸フォスファタ―ゼ(TRAP)

染色及び破骨細胞特異的な遺伝子、カテプ

シン K, カルシトニン受容体の mRNA発現

を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 実験的歯周炎の誘導と骨破壊の解析  

まず、野生型マウスにP. gingivalisを感

染させ実験的歯周炎を引き起こした。X線

マイクロCTスキャナーを用いて骨破壊の

評価を行った。その結果、P. gingivalis



を感染したマウスの上顎骨では顕著な骨

破壊が見られた。次に、野生型とWSX-1遺

伝子欠損マウスを用いて同様に歯周炎を

引き起こし歯槽骨の骨破壊について検討

した。その結果、WSX-１遺伝子欠損マウ

スにおいては、野生型に比べて上顎骨で

骨破壊の増大が見られた。これらのこと

から、実験的歯周炎の骨破壊の制御には

IL-27が関わる可能性が示された 

(2) 歯周組織におけるサイトカインの発現解

析 P. gingivalis感染したマウスの歯周

組織におけるIL-27のサブユニットp28,  

EBI3及びTNFαのmRNAの発現をreal-time 

PCR法により解析した。その結果、p28 及

びTNFαの発現レベルはいずれも感染して

いないマウスの歯周組織と比較しやや亢

進していたが、EBI3の発現は感染によっ

ては変化が見られなかった。WSX-1遺伝子

欠損マウスの歯周組織においては、p28と

EBI3の発現が野生型と比べ減少していた

。 

(3)  歯周炎マウスの脾臓細胞におけるサイ

トカイン産生の解析 歯周炎をおこした

マウスから脾臓細胞を単離し、P. 

gingivalis により再刺激を行い、IL-17a

及びIFNγのmRNAの発現レベルを

real-time RT-PCR法により測定した。そ

の結果、P. gingivalisを感染したマウス

では、IFNγの発現は変化しなかったが、

IL-17の発現の上昇が見られた。次に、歯

周炎をおこした野生型マウスとWSX-1KO

マウスの脾臓細胞をP. gingivalisで再刺

激したときのIL-17a, IFNγのmRNAの発現

を比較したところ、WSX-1KOマウスでは、

歯周炎によりIFNγのmRNAの発現レベルが

亢進し、野生型と比較しIL-17a, mRNAの

発現レベルが上昇していた。さらに、脾

臓細胞より単離したCD4陽性T細胞からの

IFNγ及びIL-17aの産生量をELISAで定量

した。その結果、WSX-1KO マウスでは野

生型マウスと比較してIFNγ及びIL-17aの

産生量が高かった。以上より、歯周炎に

おいては、Th17細胞の産生が亢進してい

ること、WSX-1KOマウスでは、さらにTh1

細胞及びTh17細胞の産生が亢進している

ことが考えられた。  

(4) P. gingivalis感染したマクロファージに

おけるサイトカインの発現の解析 

IL-27は樹状細胞やマクロファージにお

いて感染により産生されることが知られ

ている。骨髄マクロファージにP. 

gingivalis 感染させ、p28, EBI3, TNFα 

及びIL-6のmRNAの発現を解析した。その

結果、P. gingivalis感染により、ｐ28, 

TNFα 及びIL-6のmRNAの発現が上昇した。

一方、EBI3の発現は感染による顕著な変

化は見られなかった。 

(5) P. gingivalis 感染したマクロファージ

からの破骨細胞分化誘導の解析 IL-27

は、T細胞の分化のみでなく、樹状細胞た

マクロファージの機能も制御することが

明らかとなっている。P. gingivalis 感

染時のマクロファージから破骨細胞の分

化にIL-27及びその受容体が関与するか

検討した。まず、P. gingivalis 感染に

よるマクロファージからの破骨細胞分化

への影響について、破骨細胞に分化する

マクロファージ細胞株RAW-D及び骨髄マ

クロファージを用いて解析した。マクロ

ファージにP. gingivalisを感染させても

破骨細胞分化は誘導できなかったが、

RANKLを添加した後22時間後すなわちマ

クロファージから分化した破骨細胞前駆

細胞にP. gingivalisを感染させると破骨

細胞の分化が顕著に促進することがわか

った(図１)。破骨細胞前駆細胞のP. 

gingivalis感染ではTNFαの産生は低く、

TNFα中和抗体の存在下においても破骨細

胞が形成した。さらに、そのメカニズム

を解析した結果、破骨細胞分化シグナル

であるNFATc1のシグナル阻害剤FK502の

添加によって顕著に阻害されたが、NF−κB
シグナル阻害剤はP. gingivalis感染によ

って誘導される破骨細胞の分化を阻害し

なかった。このように、P. gingivalisの

破骨細胞前駆細胞への感染はTNFαの作用



-P. gingivalis +P. gingivalis

を介さずに破骨細胞の分化を促進するこ

とが考えられた。さらに、破骨細胞前駆

細胞においてはｐ28, EBI3の発現がマク

ロファージと比べ低下しており、RANKLに

よってマクロファージのIL-27の発現が

影響を受けることがわかった。 

図１ 

 

(6)  IL-27及びWSX-1の破骨細胞分化におけ

る作用の解析 マクロファージからの破

骨細胞分化に対するIL-27の作用につい

て検討した。IL-27はヒト破骨細胞の分化

を阻害することが知られているが、RANKL

によるマウス破骨細胞分化に対しては殆

ど影響しなかった。次に感染による破骨

細胞の形成に対するWSX-1の役割を検討

した。野生型及びWSX-1遺伝子欠損マウス

の骨髄を単離し骨髄マクロファージを形

成し、RANKLを添加し24時間培養後、P. 

gingivalisで刺激して破骨細胞分化を誘

導した。その結果、WSX-1遺伝子欠損マウ

スのほうが野生型マウスと比較して多く

の破骨細胞の形成が見られ、WSX-1を介し

たシグナルがP. gingivalis感染によって

誘導される破骨細胞の形成の抑制に関与

する可能性が考えられた。 

 

以上の結果から、WSX-1遺伝子欠損マウスの歯

周炎では、歯周炎の骨破壊の亢進及びTh1細胞

やTh17細胞の分化の亢進が見られ、IL-27を介

した作用が骨破壊に関わることが考えられた

。一方、P. gingivalis感染によるマクロファ

ージからの破骨細胞の分化はWSX-1遺伝子欠

損マウスのマクロファージで亢進しており、

WSX-1を介したシグナルがその過程に関わる

可能性が示唆された。 
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