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研究成果の概要（和文）：プラーク中の菌体成分は、Toll-like receptor (TLR)などを介して自然免疫系を活性化する
。歯周組織の過剰な炎症反応を抑制するために、歯肉縁上および縁下プラークのTLR2およびTLR4刺激作用について解析
した。その結果、縁上および縁下プラークは、主にTLR4の刺激を介して末梢血単核球から炎症性サイトカインの産生を
誘導していることが明らかになった。
　縁上および縁下プラークのTLR4刺激作用を制御することは、歯周疾患の進行を抑制するために有効であることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：　Bacterial components in dental plaque activate innate immune system via 
receptors, such as Toll-like receptors (TLRs). To control the inflammatory responses in periodontal 
tissue, we analyzed TLR2- and TLR4-stimulating ability of supra- and subgingival plaque. We found that 
proinflammatory cytokine production by peripheral blood mononuclear leukocytes is mainly mediated by 
TLR4.
 Controlling TLR4-stiulating ability of supra- and subgingival plaque might be useful for preventing the 
progression of periodontal diseases.

研究分野：歯周病学

キーワード： 歯周炎　歯肉縁下プラーク　歯肉縁上プラーク　Toll-like receptor 4　Toll-like receptor 2　炎症
性サイトカイン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 プラークによる歯周組織の刺激は歯周炎
の発症と密接に関連する。プラーク中には数
百種にも及ぶ細菌が存在し、その菌体成分は
歯周組織に様々な炎症性変化を引き起こす。 
生体のプラークに対する炎症反応は、TLR 等
のパターン認識分子によって菌体成分が認
識されることにより開始する。TLR2 は細胞表
面でグラム陽性菌細胞壁やペプチドグリカ
ン等を認識し１）、TLR4 と MD-2 の複合体はグ
ラム陰性菌外膜の LPS を認識する２)。TLR に
よりプラーク中の菌体成分が認識されると、
宿主細胞の炎症性転写因子 NF-κBや IRF-3
などが活性化され、サイトカインやケモカイ
ン、共刺激分子などが発現する。これらの分
子の発現は、貪食能の亢進や抗菌ペプチド産
生、獲得免疫系の活性化など、感染防御に役
立つが、逆に破骨細胞の活性化による歯槽骨
吸収や蛋白分解酵素の産生による歯周組織
の破壊にもつながる。 
 近年、炎症反応における TLR の役割の大き
さから、TLR を標的として炎症を制御するた
めの薬剤の開発が急速に進んだ。敗血症治療
を目的に、Eritoran (E5564)や Tak242 など
の TLR4 アンタゴニストが合成され、第３相
の臨床治験が行われた。また、リウマチ性関
節炎や SLEの治療に OPN305 などの抗 TLR2 抗
体や CpG-52364 などの TLR9 アンタゴニスト
の臨床試験が検討された３）。しかしながら、
現在までに、これらの TLR アンタゴニストが
歯周組織の炎症制御に応用されるには至っ
ていない。 
 歯周炎はプラーク中の種々の菌体成分に
よる刺激で発症し、歯周組織の破壊に TLR が
関与していることは明らかである。我々の以
前の研究で、縁上プラークの TLR4 刺激作用
の TLR2 刺激作用に対する比は、プラーク指
数、歯肉炎指数、ポケットの深さと相関して
いた４)。また、縁上プラークで末梢血単核球
を刺激した際に産生される炎症性サイトカ
イン量は、プラークの TLR4 刺激作用と相関
していた５)。即ち、TLR を介する刺激の強さ
は歯周組織の炎症反応に大きく影響してお
り、TLR 刺激を抑制するとプラークによる歯
肉の炎症は大きく改善する可能性が高いこ
とが、これらの研究から示唆された。 
  
２．研究の目的 
 
 プラーク中の菌体成分は、Toll-like 
receptor (TLR)などのパターン認識レセプタ
ーにより最初に認識される。菌体成分を認識
すると直ちに自然免疫系は活性化し、歯周組
織に炎症反応を惹起する。この反応は感染防
御のために必須であるが、結果として歯槽骨
吸収などの組織破壊も引き起こす。有益な感
染防御能を損なうことなく組織破壊を最小
限に抑えることができれば、歯周疾患の進行
の抑制に役立つことは間違いない。本研究は、

TLR を介したプラークからの刺激を標的とし
て、歯周組織の炎症反応を制御する方法を明
らかにすることを目的とした。 
 具体的には、下記の（１）〜（３）につい
て検討した。 
 
（１）歯肉縁下プラークの TLR2 刺激作用お
よび TLR4 刺激作用と、採取部位のプラーク
指数、歯肉炎指数、ポケットの深さなどの臨
床指数との関連を解析し、歯周組織の炎症お
よび組織破壊に深く関与するTLR刺激の特定
を試みた。また、歯肉縁上プラークの TLR2、
TLR4 刺激作用と歯肉縁下プラークの TLR2、
TLR4 刺激作用の関連についても解析した。 
 
（２）歯肉縁下プラークは、種々の菌体及び
菌体成分の集合体であるが、TLR2、TLR4 にそ
れぞれ特異的なアンタゴニストの存在下で
末梢血単核球を歯肉縁下プラークで刺激し、
炎症性サイトカインの産生を制御できるか
どうか検討した。 
 
（３）我々はこれまでに、TLR4 遺伝子の 3'
側非翻訳領域（3'-UTR）に位置する一塩基多
型 rs11536889 は、慢性歯周炎と関連してい
ることを明らかとした。この遺伝子多型が
TLR4 の発現量や機能と関連しているとすれ
ば、グラム陰性菌に感染した歯周組織の炎症
が遺伝的背景により調節されていることに
なる。この点に焦点を当て、一塩基多型
rs11536889 と TLR4 発現量の関連、歯周組織
の炎症反応に与える影響について解析した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）長崎大学病院に来院した 4 mm 以上の
歯周ポケットを有する歯周炎患者（113 名）
に研究内容を説明し同意を取得した後、ポケ
ット最深部から、歯肉縁下プラークを採取し
た。一部の患者（25 名）からは歯肉炎上プラ
ークも採取した。採取部位の歯槽骨吸収度、
プラーク指数、歯肉炎指数、ポケットの深さ、
臨床的アタッチメントレベルなどの臨床指
数を記録した。採取したプラークで TLR2、
TLR4 のいずれかを発現したレポーター細胞
を刺激した。レポーター細胞は、ハムスター
線維芽細胞腫 CHO 細胞にヒト CD14 と NF-κB
依存性レポータープラスミドを遺伝子導入
することにより作製され、TLR2 および TLR4
からの刺激が細胞内に伝わると、転写因子
NF-κBが活性化され、細胞表面にレポーター
分子 CD25 を発現する。18 時間刺激後、それ
ぞれのレポーター細胞に発現したレポータ
ー分子発現量をフローサイトメトリー法で
測定し、TLR2、TLR4 を介した NF-κB活性化
度を解析した。プラーク中の菌体成分は主に
TLR2およびTLR4を介してNF-κBを活性化す
るものと思われるが、TLR2、TLR4 以外の刺激
により NF-κBが活性化されていないことを
確認するため、TLR2、TLR4 非発現レポーター



細胞の刺激も行った。 
 
（２）上述の方法で採取した歯肉縁下プラー
クでヒト末梢血単核球を刺激し、産生される
TNF-α、IL-8量をELISA法で測定した。また、
TLR2 および TLR4 を介した刺激がサイトカイ
ン産生量に与える影響を検討するために、抗
TLR2 抗体または TLR4 アンタゴニストである
lipid IVa 存在下で末梢血単核球を歯肉縁下
プラークで刺激し、産生される TNF-α、IL-8
量への影響を解析した。 
 
（３）TLR4 遺伝子の一塩基多型 rs11536889
における G/G、G/C、C/C 遺伝子型間で年齢・
性別の一致した対象者（G/G、G/C、C/C 群）
の末梢血単核球(PBMC)の CD14+分画における
TLR4 発現量をフローサイトメトリーで測定
した。 
 また、THP-1 細胞に rs11536889 を含む 3’
-UTR のフラグメントを挿入したコンストラ
クトを使用したルシフェラーゼレポーター
アッセイを行い、この遺伝子多型の TLR4 発
現量への影響について解析した。 
 
４．研究成果 
 
（１）歯周病患者から採取した歯肉縁下プラ
ークで NF-κBレポーター細胞を刺激し、検
量曲線との対比により TLR2 および TLR4 刺激
作用を測定した。プラーク指数２、３の部位
から採取したプラークの TLR4 刺激作用は、
プラーク指数１の部位から採取したプラー
クのTLR4刺激作用よりも有意に強かった（図
１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ プラーク指数と TLR4 刺激作用の関連 
 
 この結果から、歯肉縁上プラークの細菌の
蓄積が歯肉縁下プラークの TLR4 刺激作用に
影響を与えている可能性が示唆された。しか
しながら、他の臨床指数と歯肉縁下プラーク
の TLR4 刺激作用との関連は認められなかっ
た。また、歯肉縁下プラークの TLR2 刺激作
用とプラーク採取部位の TLR2 刺激作用との
関連も認められなかった。 

 また、歯肉縁上プラークと歯肉縁下プラー
クの TLR2 および TLR4 刺激作用の関連につい
ても解析した。歯肉縁上プラークの TLR2 お
よび TLR4 刺激作用は、歯肉縁下プラークの
TLR2 および TLR4 刺激作用と比較して、それ
ぞれ有意に強く、歯肉縁上プラークの TLR2
および TLR4 刺激作用が歯肉縁下プラークの
TLR2 および TLR4 刺激作用に大きな影響を及
ぼしていることが示唆された。 
  
（２）歯肉縁下プラークで末梢血単核球を刺
激すると、TNF-αや IL-8 などの炎症性サイ
トカインが産生された。これらの末梢血単核
球からのサイトカインの産生は、TLR4 アンタ
ゴニストである lipid IVa によって著しく抑
制されたが、抗 TLR2 抗体ではほとんど抑制
されなかった（図２、３）。このことから、
歯肉縁下プラークによる炎症性サイトカイ
ンの誘導は、主に TLR4 刺激作用に依存して
いることが明らかになった。 
 歯肉縁上および縁下プラークの TLR4 刺激
作用を制御することは、歯周疾患の進行を抑
制するために有効であることが示唆された。 

図２ 末梢血単核球を歯肉縁下ブラークで
刺激した際の TNF-α産生における TLR4 アン
タゴニストの阻害効果 
 

 
図３ 末梢血単核球を歯肉縁下ブラークで
刺激した際の IL-8 産生における TLR4 アンタ
ゴニストの阻害効果 
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（３）上記の結果から、プラーク中に含まれ
る菌体成分の中でも、TLR4 を介する刺激は、
特に歯周組織の炎症反応に大きく影響を与
えていることが明らかとなった。我々はこれ
までに、TLR4 遺伝子の 3'側非翻訳領域
（3'-UTR）に位置する一塩基多型 rs11536889
は、慢性歯周炎と関連していることを明らか
とした。この遺伝子多型が TLR4 の発現量や
機能と関連しているとすれば、グラム陰性菌
に感染した歯周組織の炎症が遺伝的背景に
より調節されていることになる。この点を明
らかとするために、一塩基多型 rs11536889
と TLR4 発現量との関連について解析した。 
 その結果、rs11536889 におけるマイナーア
レルホモ接合 C/C 群は G/G、G/C 群と比較し
て TLR4 発現量が有意に多いことが明らかと
なった（図４）。 
 

 
図４ TLR4遺伝子多型rs11536889とTLR4発
現量との関連 
 
 また、 また、THP-1 細胞に rs11536889 を
含む 3’-UTR のフラグメントを挿入したコン
ストラクトを使用したルシフェラーゼレポ
ーターアッセイを行い TLR4 発現調節機構を
解析した結果、マイクロ RNA miR-1236 および
miR-642a の本遺伝子多型部位への結合が
TLR4 発現量に影響していることが明らかと
なった。 
 これらの結果から、TLR4遺伝子多型がTLR4
発現量を調節し、LPS 反応性に影響している
ことが明らかとなった。これらの結果はグラ
ム陰性菌に感染した歯周組織の炎症を調節
する遺伝的背景として重要と思われる。 
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