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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、炎症性サイトカインであるインターロイキン-6（IL-6）
遺伝子のメチル化解析を行い、歯周炎および関節リウマチにおける役割を解明することである。
解析の結果、同遺伝子には 19 カ所のメチル化部位が見られ、その１つの低メチル化が２疾患に
関与する可能性を示した。また、血液と比べて歯肉のメチル化程度が低下していることから、
歯肉での環境的修飾を受けた結果、同遺伝子活性が高まり炎症が促進された可能性も示した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the role of interleukin-6 gene
methylation in the pathogenesis of periodontitis and rheumatoid arthritis. The results
indicated that the gene contained 19 methylation motifs, and hypomethylated status of a
single motif was associated with two diseases. Additionally, methylation level was
decreased in the gingival than those in blood, suggesting an increased level of IL-6 gene
activity and inflammatory condition.
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１．研究開始当初の背景
(1) 歯周炎の遺伝子多型研究は 1997 年以降
国内外で精力的に行われ、200 編以上の国際
論文が報告されている。しかしながら、一部
の遺伝子では遺伝子多型とコードタンパク
産生の不一致が見られた。その原因の１つと
して、医学領域で DNA メチル化などのエピジ

ェネティクスによる疾患関連遺伝子修飾の
研究報告があるが、歯周病分野で未だ検証さ
れていない。歯周炎患者血清では IL-6 レベ
ルが高く、遺伝子多型と一致しなかったため、
IL-6 遺伝子のエピジェネティクス解析を行
うことは歯周炎病因論の解明に必要不可欠
である。
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(2)関節リウマチは全身と病変局所で IL-6 過
剰産生が見られる点で歯周炎と極めて類似
した病態を示す。また、リスク遺伝子多型も
共有することから、関節リウマチ患者でも同
様に IL-6 遺伝子のエピジェネティクス解析
を行うことは、歯周炎と関節リウマチの共通
した発症メカニズムを解明するうえで重要
である。

２．研究の目的
本研究の目的は、全身と局所に IL-6 高値を
示す歯周炎患者においてエピジェネティク
ス解析を行い、新たな歯周病の原因論を確立
することである。具体的には、以下の３つの
解析を実施する。
(1) 歯周炎患者、関節リウマチ患者、健常者
の末梢血液単核細胞 IL-6 遺伝子のメチル化
状態の比較・解析
(2) 歯周炎患者由来の末梢血液単核細胞を
歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis 由
来リポ多糖で刺激し、IL-6 産生量と IL-6 遺
伝子メチル化状態との相関性を解析
(3) 歯周炎患者の末梢血液単核細胞と炎症
歯肉細胞 IL-6 遺伝子のメチル化状態の比
較・解析

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
を対象に歯周検査、リウマチ検査を実施後に
末梢血液を採取した。すべての血液検体、検
査結果は個人情報保護の観点から匿名・記号
化した。末梢血液より単核細胞を分離し、ゲ
ノム DNA抽出後にバイサルファイト処理を行
い、IL-6 遺伝子プロモーター領域のプライマ
ーを用いて PCR 増幅後、ダイレクトシークエ
ンス法にてメチル化状態を解析した。更に、
血液より血清を調整後に IL-6 濃度を ELISA
法にて定量した。各臨床検査結果、メチル化
頻度、IL-6 濃度について統計解析を行った。

(2)前述した(1)の対象者の末梢血液から分
離した単核細胞を対象に P. gingivalis リポ
多糖刺激後の IL-6 産生量を ELISA 法にて測
定した。これらの測定値が、メチル化状態と
統計学的に関連するかを検証した。

(3) インフォームドコンセントが得られた
歯周炎患者および健常者を対象に歯周処置
時あるいは抜歯時に廃棄する歯肉組織片を
採取して、ゲノム DNA 抽出後に(1)と同様に
してメチル化状態を解析した。メチル化レベ
ルについて血液と歯肉組織とで有意差検定
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 30 名、歯周炎を有する関節リウ
マチ患者 30 名および健常者 300 名を対象に、
末梢血液単核細胞由来 DNA 抽出後に IL-6 メ
チル化状態を解析した。その結果、IL-6 遺伝
子プロモーター領域（-1200 bp～+27 bp）で
は計 19 の CpG 部位にメチル化を検出した。
メチル化レベルは-74 bp と+19 bp 部位で３
群に統計学的な有意差を認めた。-74 bp 部位
では健常者群と比べて関節リウマチ群およ
び歯周炎患者群のメチル化レベルが有意に
低下していた。-74 bp 部位のメチル化血清は
非メチル化血清と比べて IL-6 濃度が有意に
低下していた。一方、+19 bp 部位では健常者
群と比べて歯周炎患者群のメチル化頻度が
有意に高かったものの、+19 bp メチル化と非
メチル化の血清間で IL-6 濃度の有意差は認
められなかった。非メチル化状態により IL-6
遺伝子活性は高まり IL-6 産生が促進される
ことから、-74 bp 部位のメチル化状態は歯周
炎ならびに関節リウマチの感受性に影響し
ている可能性が示唆された。

(2) 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、末梢血液から分離し
た単核細胞を対象に P. gingivalis リポ多糖
刺激後の IL-6 産生量を ELISA 法にて測定し
た。その結果、-74 bp 部位のメチル化細胞は
非メチル化細胞と比べて IL-6 濃度が有意に
低下していた。この in vitro 解析結果は、
(1)の血清 IL-6 濃度の結果と一致して、非メ
チル化状態により IL-6 遺伝子活性は高まり
IL-6 産生が促進されること支持した。

(3) インフォームドコンセントが得られた
歯周炎患者 15名および健常者 10名の末梢血
液および歯肉組織由来のゲノム DNAを対象に
IL-6 遺伝子メチル化状態を解析した。その結
果、IL-6 遺伝子プロモーター領域の計 19 の
CpG 部位のうち、両群の血液・歯肉組織とも
９CpG 部位（-1099 bp, -1096 bp, -1094 bp,
-1069 bp, -1061 bp, -1057 bp -1001 bp, -491
bp, -227 bp）においてメチル化を検出した。
-491 bp における健常者群の歯肉組織のメチ
ル化レベルは血液と比べて有意に低下して
いた。同様に、歯周炎患者群の歯肉組織のメ
チル化レベルも血液と比べて低下傾向にあ
った。IL-6 遺伝子プロモーター領域メチル化
レベルの低下によって IL-6 遺伝子発現活性
は高まり IL-6 産生が促進されることから、
今回の結果より、歯肉組織では血液と比べて
IL-6 遺伝子活性が高まり、IL-6 産生促進に
よる炎症惹起の可能性が示唆された。したが
って、IL-6 遺伝子のエピジェネティクス解析
は、歯周炎の新たな病因論に寄与する可能性
が考えられる。
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