
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０１

基盤研究(C)

2013～2010

ゲノムメチル化プロファイルによる歯周炎とリウマチの共通発症機序の解明

Analysis of Genome Methylation Profile in Relation to Common Mechanisms of Periodont
itis and Rhematoid Arthritis Onset

００２１５３４４研究者番号：

小林　哲夫（Kobayashi, Tetsuo）

新潟大学・医歯学総合病院・准教授

研究期間：

２２５９２３０９

平成 年 月 日現在２６   ６   ３

円     3,400,000 、（間接経費） 円     1,020,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、歯周炎とリウマチ(RA)の病態が類似するエビデンスとして、遺伝子情報発現修
飾（ゲノムメチル化）に着目して、歯周炎とRAの共通発症メカニズムの解明を目的とした。解析の結果、２つの疾患に
罹患された方は健常者と比べて炎症調節物質（サイトカイン）の１つであるインターロイキン－６（IL-6）遺伝子のゲ
ノムメチル化の程度は抑制され、IL-6産生は促進していた。以上の結果から、IL-6遺伝子のゲノムメチル化状態は歯周
炎やRAの病因に関与している可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to elucidate the role of methylation status of int
erleukin-6 (IL-6) gene in regulation of signal expression in relation to susceptibility to periodontitis a
nd rheumatoid arthritis (RA), because of the similarities in the pathologic features of these diseases. Th
e results indicated that patients with periodontitis and RA showed the hypomethylated status of IL-6 gene 
and increased IL-6 levels than healthy control individuals. These results suggest that IL-6 gene methylati
on may play a role in the pathogenesis of periodontitis and RA.
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１．研究開始当初の背景 
 歯周炎と関節リウマチ（RA）は病態が類似
しており、共通した病因としてサイトカイン
遺伝子が示唆されていた。本研究代表者らは、
歯周炎患者での免疫グロブリン G Fc レセ
プター遺伝子多型の関与（Kobayashi et al. 
1997, 他 15 編）、歯周炎併発した RA 患者で
のインターロイキン－１B（IL-1B）遺伝子多
型の関与（Kobayashi et al. 2007, 2009）を
各々報告した。これらの遺伝子多型は IL-1b, 
IL-6 などのサイトカイン産生を制御するこ
とが示唆され、本研究代表者らも、Fc レセプ
ターIIA 遺伝子多型が単核細胞由来の IL-1b
産 生 能 を 制 御 す る こ と を 報 告 し た
（Yamamoto et al. 2007）。しかしながら、
これらの遺伝子多型とその遺伝子コード蛋
白産生との不一致も数多く認められた。この
不一致の原因として、遺伝子情報発現がゲノ
ムメチル化に影響されている可能性が考え
られ、歯周炎と RA の共通発症機序の解明に
は、エピジェネティクス解析が必要不可欠で
あることが強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、歯周炎患者と RA 患者由来の
全身ならびに局所の単核細胞ゲノムを対象
に 、 IL-6 お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 -alpha
（TNF-alpha）のサイトカイン遺伝子プロモ
ーター領域のゲノムメチル化状態とコード
蛋白の発現を解析して、２つの炎症性疾患の
共通発症機序を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(1)インフォームドコンセントが得られた RA
患者群 30 名、歯周炎患者群 30 名ならびに健
常者群 30 名を対象に、臨床検査を実施後に
末梢静脈血を採取した。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。末梢静脈血よりゲノム DNA を抽出
後にバイサルファイト処理を行い、IL-6 およ
び TNF-alpha 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
ークエンスにて塩基配列を解析した。各 CpG
部位ごとにメチル化頻度を算出して、疾患群
間で異なるか否かを統計学的に評価した。さ
らに、メチル化頻度の疾患群間で統計学的に
有意差が認められたCpG部位について機能検
証を行った。同 CpG 部位でのメチル化有無の
対象者から末梢静脈血を採取して単核細胞
を分離後、Porphyromonas gingivalisリポ多
糖による刺激後にサイトカイン蛋白産生を
ELISA 法にて定量した。 
 
(2)インフォームドコンセントが得られた歯
周炎患者群 25 名と健常者群 20 名を対象に、
臨床検査後に末梢静脈血および歯肉組織を
採取して、ゲノム DNA を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
領域の塩基配列を(1)と同様に解析した。各
CpG 部位ごとにメチル化頻度を算出して、疾

患群間および血液・歯肉間で異なるか否かを
統計学的に評価した。さらに機能検証として、
RT-PCR 法により IL-6 mRNA 発現量を定量した。 
 
(3) 前述(1)対象者末梢血の一部より血清を
分離後、タンパク溶解処理、タンパク濃度を
測定後、 二次元電気泳動ゲル上でタンパク
スポット発現を画像解析ソフトにて定量・比
較した。疾患群間で統計学的に有意な発現差
が認められるタンパクスポットを選定後に、
切り抜き、回収、トリプシン処理を行い、
MS/MS イオンサーチ分析法による質量分析を
実施後、NCBInr データベースを参照してコー
ドタンパクを同定した。 
 
４．研究成果 
(1) RA 患者群 30 名、歯周炎患者群 30 名な
らびに健常者群 30 名の血液 DNA を対象に、
IL-6 および TNF-alpha 遺伝子プロモータ
ー領域のメチル化頻度を評価した。その結
果、IL-6 遺伝子プロモーター領域では合計
19 CpG 部位においてメチル化を検出した。メ
チル化頻度を算出後に統計解析した結果、
-74 bp および+19 bp 部位のメチル化頻度に
おいて３群間で有意差が認められた。-74 bp
部位では健常者群と比べて RA 患者群および
歯周炎患者群のメチル化頻度が有意に低く、
同部位でのメチル化細胞は非メチル化細胞
と比べて IL-6 産生が有意に低下していた。
また、+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、同部位でのメチル化細胞と非メチル
化細胞とでは同等のIL-6産生が認められた。
非メチル化によって IL-6 遺伝子の発現活性
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 RA・歯周炎の
感受性に影響している可能性が示唆された。
（Ishida, Kobayashi et al. J Periodontol 
2012）。一方、TNF-alpha 遺伝子プロモータ
ー領域では合計 10 CpG 部位においてメチル
化を検出した。メチル化頻度を算出後に統計
解析した結果、計６部位（-163 bp, -161 bp, 
-119 bp, -72 bp, -49 bp, -38 bp）におい
て３群間で有意差が認められた。そのうち、
４部位（-163 bp, -119 bp, -49 bp, -38 bp）
では歯周炎患者群、健常者群と比べて RA 歯
周炎併発群のメチル化頻度が有意に高かっ
た。 
 
(2) 歯周炎患者群 25名と健常者群 20名の血
液単核細胞と歯肉組織由来 DNA の IL-6 遺伝
子プロモーター領域のゲノムメチル化頻度
を統計学的に比較した。 IL-6 および
TNF-alpha遺伝子プロモーター領域のメチ
ル化頻度を評価した。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、血液および歯肉組織でのメチル化程度に
有意な群間差は認められなかった。しかしな
がら、歯肉組織での７CpG 部位（-1099 bp, 
-1096 bp, -1094 bp, -1069 bp, -1061 bp, 



-1057 bp, -1001 bp）のメチル化頻度は血液
の場合と比べて有意に低下していた。血液と
歯肉組織での IL-6 mRNA 発現量に有意な群間
差は認められなかったものの、歯肉組織での
IL-6 mRNA 発現量は血液の場合と比べて上昇
傾向にあった。以上の研究成果から、歯肉組
織では血液と比べ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 遺伝子プロモー
ター領域のゲノムメチル化解析が、将来的に
歯周炎や RA の感受性診断の一助になること
が考えられる。 
 
(3) 歯周炎併発 RA 患者群、RA 患者群、歯周
炎患者群ならびに健常者群の各 10 名を対象
に、二次元電気泳動ゲル上で血清蛋白スポッ
ト発現を解析した結果、合計 1,694 スポット
が認められ、そのうち、７蛋白（complement 
component 3 and 4, complement factor H, 
inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain, 
ceruloplasmin, apolipoprotein H, kringle 
domein）が疾患群間で発現量に有意差を認め
た。特に、３蛋白（complement component 3, 
complement factor H, ceruloplasmin）は歯
周炎併発 RA 患者群に特異的に発現した
(Yokoyama, Kobayashi et al. J Periodontol 
2014）。以上の研究成果から、歯周炎と RA
の共通発症機序において３つの血清蛋白が
関与する可能性が示唆された。 
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