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研究成果の概要（和文）： 
 LPS による感作ラットの歯肉溝へ LPS を 24 時間ごとに投与していくと、10 日目から
アタッチメントロスが生じ、20、30 日とその程度は強くなっていった。さらに 10 日以降
では歯槽骨頂部の吸収も見られていた。反対に非感作ラットでは、10 日目まではアタッチ
メントロスおよび歯槽骨の吸収は認められず、20 日以降では有意な増加が認められたが感
作ラットと比べてその変化は少なかった。感作ラットを用いて歯周ポケット形成を伴うラ
ット歯周炎モデルを確立した。 
  
研究成果の概要（英文）： 
  LPS was introduced daily into the palatal gingival sulcus of first molars in 
LPS-sensitized (sensitized group) or non-sentized rats (non-sensitized group) . There was a 
significantly increase in apical migration of JE, pocket formation, bone resorption, the 
number of RANKL-bearing cells in the sensitized group than in the non-sensitized group. 
We could clearly demonstrate pocket formation and bone resorption in LPS-sensitized rats 
on day 30. 
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１．研究開始当初の背景 
 疾患の発症や進行のメカニズムを調べる
上で、動物モデルを用いた実験は重要な情
報を与える。歯周炎においてもこれまでに
様々な動物を用いてモデルの確立が試みら
れてきた。しかし明確に歯周ポケット形成
を伴った歯周炎モデルはなく、歯周炎の発
症や進行において不可欠と考えられる歯周

ポケット形成のメカニズムについてはよく
わかっていない。歯周炎への免疫系の関与
について異論の余地はなく、これまで局所
の免疫反応もしくは炎症反応の関与が研究、
報告されている。しかしながら、全身的な
免疫感作の関与についてはほとんど調べら
れていない。 
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２．研究の目的 
 本研究では高濃度 LPS滴下による歯周炎
モデル（局所の免疫反応誘導）を用いて、
全身的な免疫感作添加による歯周ポケット
形成を伴った歯周炎モデルの確立を目指す。 
３．研究の方法 
１）免疫感作ラットの作製 

 9 週齢のルイス系雄性ラットにフロイン
トのコンプリートアジュバンドと混合し
た E.coli LPS 溶液を腹腔内投与し免疫感
作を行う。28日後にフロイントのインコン
プリートアジュバンドと混合したLPS溶液
を腹腔内投与し、免疫系の活性化を行い
（感作群）、24 時間後より以下の方法によ
り歯肉溝へLPS滴下による炎症の誘導を行
う。LPS 溶液の代わりに PBS を腹腔内投与
したラットを非感作群として用いる。 

 

２）LPS 滴下による歯周組織の炎症の誘導 

 １）の方法で免疫感作を行ったラットと
非感作ラットを用いて、E.coli LPSをルイ
ス系雄性ラット上顎両側第一臼歯口蓋側
歯肉溝内に毎日 30分間滴下し、0、5，10，
20,30 回滴下から 24 時間後に屠殺し上顎
骨を採取する。採取した両側上顎骨を AMeX
法に準じてパラフィン包埋により連続切
片を作製し、H.E.染色、TRAP 染色、RANKL
検出のためにRANKLに対する抗体を用いた
免疫染色を行う。 

 

３）血清 IgG 抗体価の測定 

 LPS 滴下 0,5,10,20,30 回目から 24 時間
後に各ラットの眼窩下静脈より血液を採
取、血清を分離する。その血清を用いて
ELISA 法により E.coli LPS に対する IgG
抗体価を測定する。 

 

４）組織形態計測による分析 

 HE染色切片を用いて 

①結合組織内の炎症：接合上皮下結合組
織50μm平方部の炎症性細胞数を4ヶ所計
測し、平均値を算出する。 

②接合上皮内の炎症：接合上皮内の炎症
性細胞数と接合上皮の面積を計測し、面
積あたりの炎症性細胞数を算出する。 

③接合上皮の根尖側移動：CEJから接合上
皮の根面に接している部位の歯根側端ま
での距離を計測する。 

④歯周ポケット形成量：CEJから接合上皮
の根面に接している部位の歯冠側端まで
の距離を計測する。 

⑤歯槽骨吸収量：CEJから歯槽骨頂部まで

の距離を計測する。 

以上を光学顕微鏡下もしくはデジタルカ
メラにて撮影した写真を用いて image 
analysis software(Image J)により解析
する。 

 

５）歯周ポケット形成の確認 
CEJより接合上皮歯冠側端が根尖側にある
場合にその距離を歯周ポケットとして測定
した。ただし、切片作成時のアーチファク
トが考えられるため、顎骨摘出時に歯肉溝
へ墨汁を滴下し、１）で示した方法でパラ
フィン切片を作成、HE染色を行い、墨汁の
上皮表面への付着の様子を観察する。 
 
４．研究成果 

１）血清 IgG抗体レベルの測定 
 感作群では、実験 5日目より結成抗体レベ
ルの上昇がみられ、30 日まで維持した。 
 非感作群では実験 20 日よりわずかに上昇
し、30日ではさらに増加していた。 
 

 
２）JE内および JE 下結合組織内の炎症 
 感作群では JE内および JE下結合組織内と
もに好中球主体の炎症性細胞の浸潤が 5日目 
より認められ、経時的に増加していた。また
非感作群と比べて、増加傾向を示した。 
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３）JEの根尖側移動 
 感作群では、10 日目より経時的に増加し、
非感作群と比べても 10 日以降、有意に増加
していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４）アタッチメントロス 
 感作群では 10 日目より観察され、20、30
日とその程度は増加した。非感作群では 20
日以降にわずかに観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

５）歯槽骨吸収量 
 感作群では 10 日目より歯槽骨の吸収が認
められ、非感作群と比べて有意に増加してい
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
６）アタッチメントロスの確認 
 JE 内側面に墨汁の付着が認められたため、
切片作成時のアーチファクトではなく、組織
切片作成前に CEJよりも根尖側に付着喪失が
認められたと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【まとめ】 
 今回の実験では、免疫感作と LPS の歯肉溝
内滴下によりアタッチメントロスを伴う歯
周炎モデルの作製に成功した。さらに今回の
結果から、歯周病の発症や進行において全身
的な免疫感作の関与が強く示唆された。しか
しながらその詳細なメカニズムについては
明らかにできていない。そこで今後は歯周ポ
ケット形成および歯槽骨吸収への免疫感作
関与のメカニズムについて詳しく調べるこ
とが必要である。 
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