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研究成果の概要（和文）：歯肉組織にIL-17・IL-35関連遺伝子発現およびGCF中にIL-17・IL-35タンパクが認められ、
それは健常群に比べ慢性歯周炎群で高かった。IL-17とIL-35には有意ではないが負の相関が認められた。さらに、Th17
細胞に対するIL-35の直接的な影響を調べたところ、rIL-35添加はTh17細胞関連遺伝子を抑制し、IL-17タンパク産生も
抑制していた。これよりIL-35はTh17細胞に対し直接作用し、IL-17産生を抑制することが示唆された。
本課題研究の結果より、歯周病病態においてIL-35は歯肉の過剰な炎症を抑えるためにTh17細胞のIL-17産生を抑制して
いる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：IL-17- and IL-35-related gene expressions in gingiva and that protein levels in 
GCF were higher in patients with chronic periodontitis compared to the healthy group. There was a 
tendency toward a negative correlation between IL-17 and IL-35 in GCF samples; however, this was not 
significant. Furthermore, rIL-35 inhibited the Th17-related genes expression and IL-17 protein production 
in Th17 cells. These results suggest that IL-35 may directly act to the Th17 cells, and followed by 
inhibition of the IL-17 production.
Taken together, IL-35 might play a suppressive role in periodontal disease by inhibition of IL-17 
production from Th17 cells in order to suppress excessive inflammation in gingiva.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 歯周病は成人のおよそ8割が罹患している
生活習慣病であり、その罹患率は他の多くの
疾患の中でも著しく高く、病態の解明につな
がる研究が期待される。近年、歯周病の存在
が糖尿病、心臓血管疾患、誤嚥性肺炎、アル
ツハイマー病、癌などのリスクを上げる事が
明らかにされ、健康寿命延長の観点において
も歯周治療の重要性が再認識されている。 
 歯周病の病態は歯周組織における、プラー
ク中の細菌感染による慢性炎症性破壊であ
り、T細胞を中心とした免疫応答が深く関与
していることが示唆されている。T細胞のサ
ブセットとしては細胞性免疫に関与するTh1
細胞と液性免疫に関与するTh2細胞，また制
御性T細胞（Treg細胞）などが知られていた
が、近年、インターロイキン 17 (IL-17) を産
生するTh17細胞が注目されている。IL-17は
リウマチ患者の滑膜より検出され、RANKL
を誘導することにより破骨細胞を介した骨
吸収に関与しており(Kotake S. et al. J.Clin. 
Invest. 1999)、また、IL-23依存的に誘導され
たTh17細胞が自己免疫性関節炎においての
骨吸収に重要であることも明らかとなって
いる(Sato K et al. J Exp Med. 2006)。さらに、
歯周病においても Th17細胞 (Schenkein 
HA.et al. J Dent Res. 2010) やTreg細胞 
(Garlet GP et al. J Clin Periodontol. 2010) の
関与が明らかとなってきた。 
 近年、Treg細胞より産生される、抑制性の
サイトカインであるIL-35が新規に同定され
た。IL-35はEpstein-Barr virus-induced gene 3 
(EBI3)とIL-12のサブユニットであるp35のヘ
テロダイマーである (Collison LW et al. 
Nature. 2007)。さらに近年、Foxp3を発現し
ないIL-35産生性のiTR35が見いだされるなど
(Collison LW et al. Nature Immun. 2010)、
IL-35は免疫制御において非常に注目されて
いる。Niedbala WらはIL-35がTh17細胞分化
を抑制して、コラーゲン誘導性リウマチを抑
制することを明らかにした (Niedbala W et 
al. Eur J Immunol. 2007)。また、Ebi3-/-マウ
スやp35-/-マウスのTreg細胞は調節能が落ち
ており、炎症性大腸炎の改善度が悪い 
(Collison LW et al. Nature. 2007)。その他、
Ebi3-/-マウスではRORtの発現が増強してお
り、Ebi3-/-マウスのTh17はIL-17・IL-22の発現
が増強しているという報告(Yang J et al. Eur 
J Immunol. 2008)や、コラーゲン誘導性関節
炎モデルマウスにおいて、IL-35による免疫抑
制はIL-10を誘導することによるという報告
(Kochetkova I et al. J Immunol. 2010)がある。 

 
２．研究の目的 
 歯周病では歯周組織において、T 細胞を中
心とした免疫応答が惹起されているが、その
メカニズムを明確に説明できていない。また、
我々はこれまで歯周病患者と健常者におけ
る IL-35 産生について検討してきているが、
歯周病病態におけるTh17細胞に対する IL-35
の役割や IL-35 による Th17 細胞に対する直
接的な影響は未だ不明である。そこで、歯周
病病態における Th17 細胞に対する IL-35 の
影響を解析することとした。 
 また、本研究では歯周治療における免疫療
法を模索する基礎的研究として、IL-35 によ
る生体防御機構の調節の可能性について検
討し、将来の歯周治療およびリウマチ性疾患
のような慢性炎症性疾患の治療にフィード
バックすることも目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）歯肉組織中の IL-17・IL-35関連遺伝子
発現解析 
同意を得た慢性歯周炎患者および健常ボラ
ンティアより、フラップ手術あるいは歯冠長
延長術の際に歯肉組織を採取した。組織を粉
砕後、通法に従い total RNAを抽出し、cDNA
を調整した。qPCR法にて 18S rRNAに対す
る IL17A, EBI3, IL12Aの発現量を解析した。 
（2）歯肉溝滲出液中の IL-17・IL-35タンパ
ク量測定 
ペリオペーパーを用いて歯肉溝滲出液 
(GCF) を採取し、Periotoron8000にて測定後，
1% protease inhibitor cocktail を添加した
PBS 200L 中に浸漬し、30 秒撹拌した。5
分間の遠心後、上清をサンプルとした。各サ
ンプルを用いて ELISAキットにて IL-17ある
いは IL-35量を測定した。 
（3）末梢血中 CD4+T細胞のポピュレーショ
ン解析 
インフォームドコンセントを得た慢性歯周
炎患者および健常者から採血し、リンパ球・
単球を分離した。その後 auto MACS にて
CD4+T細胞をソーティングし、細胞内サイト
カイン FACSにて IL-17、Foxp3、IFN-γ陽性
細胞の割合を調べた。 
（4）Th17細胞の誘導法の検討 
上記(3)と同様に末梢血由来リンパ球・単球を
分離し、auto MACSにて CD4+T細胞をソー
ティングし、in vitroにてリコンビナント IL-6 
(rIL-6)、rIL-1β、rTGFβおよび抗 IL-2・抗 IL-4・
抗 IFNγ 中和抗体（サイトカインカクテル）
を用いた誘導法と rIL-23 を用いた誘導法で、



誘導された Th17細胞を比較した。 
（5）Th17細胞に対する IL-35の影響 
誘導した Th17 細胞に、rIL-35 で刺激を行っ
た後、total RNA を抽出し、IL17A、RORA、
および RORCのmRNA発現を qPCR法にて
解析した。また、ELISAにて IL-17産生量を
調べた。 
 
４．研究成果 
（1）歯肉組織中の IL-17・IL-35関連遺伝子
発現解析 
歯肉組織中の IL-17・IL-35関連遺伝子を検討
した結果、慢性歯周炎群では健常群に比べ
IL17A および IL-35 のサブユニットである
EBI3, IL12A (p35)の mRNA 発現が有意に高
かった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）歯肉溝滲出液中の IL-17・IL-35量の相
関検討 
GCF中の IL-17および IL-35量を検討した結
果、慢性歯周炎群では健常群に比べ IL-17A
および IL-35 産生は有意に高かった（図 2A, 
B）。次に、歯周炎患者由来 GCF サンプルの
中で IL-17・IL-35 共に検出された 12 サンプ
ルに関して、相関分析を行った。その結果、
IL-17と IL-35には有意ではないが中程度の負
の相関を認めた（図 2C; Spearman r=-0.50）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（3）末梢血中 CD4+T細胞のポピュレーショ
ン解析 
歯周病が末梢血中T細胞ポピュレーションに
影響を与えるか否かを確認するため、慢性歯
周炎患者と健常者で末梢血中の CD4+T 細胞
の IL-17、Foxp3、IFN-γ陽性細胞の割合を調
べた。その結果、歯周炎患者は健常者に比べ
IL-17 陽性細胞が多い傾向にあった。逆に
IFN-γ 陽性細胞は歯周炎患者よりも健常者に
おいて多い傾向にあった。しかし、両者に有
意な差は認められなかった（表１）。 
 
表 1．末梢血中 CD4+T細胞ポピュレーション 

（4）Th17細胞の誘導 
末梢血中の IL-17、Foxp3、IFN-γ陽性 CD4+T
細胞の割合には慢性歯周炎患者と健常者で
有意な差はなかったが、Th17 細胞へ誘導し
た場合、両者の誘導効率が異なる可能性があ
る。そこで２種類の誘導方法で末梢血 CD4+T
細胞からの Th17 細胞誘導効率を比較した。
サイトカインカクテル群はコントロールお
よび rIL-23 群と比較して、Th17 細胞分化転
写因子の RORAおよび RORCの遺伝子発現

IL-17A IFN-γ Foxp3

健常者        (n=3) 3.9　± 1.3 22.8　± 9.6 8.0　± 2.3

歯周病患者  (n=4) 4.8　± 3.4 17.3　± 5.5 7.5　± 0.9



が有意に上昇していた（図 3）。 

 
（5）Th17細胞に対する IL-35の影響 
サイトカインカクテルを用いて Th17 細胞を
誘導し、IL-35 の影響を検討した。誘導した
Th17 細胞に rIL-35 を添加した後、IL17A、 
RORA、RORC の mRNA 発現を検討したと
ころ、誘導により上昇した IL17A mRNA発現
が rIL-35添加（0.1、1ng/mL）により有意に

抑制された（図 4A）。また、Th17誘導に 
より上昇した RORA mRNA発現は rIL-35添
加（0.1、1 ng/mL）により有意に抑制された
（図 4B）。一方，RORC mRNA発現は rIL-35
添加による有意な減少を認めなかった（図
4C）。このことより、IL-35 は Th17 細胞の
RORを特異的に抑制する可能性が考えられ
た。 
さらに、誘導した Th17細胞に rIL-35を添加
した後、IL-17産生量を検討したところ、Th17
誘導により増加した IL-17産生は rIL-35添加
（1、10ng/mL）により有意に抑制された（図
5）。 

 
（6）まとめ 
本研究により、歯肉組織に IL-17および IL-35
関連遺伝子発現および GCF 中 IL-17・IL-35
タンパクが認められ、それは健常群に比べ慢
性歯周炎群で高かった。また、その両者には
有意ではないが中程度の負の相関が認めら
れた。さらに、Th17細胞に対する IL-35の直
接的な影響を調べたところ、rIL-35 添加は
Th17細胞関連遺伝子を抑制し、IL-17タンパ
ク産生も抑制していた。これまでの in vivo研
究より、IL-35は Treg細胞より IL-10を誘導
する、あるいは Th17 細胞の分化を抑制する
ことで IL-17 産生抑制につながると考えられ
ていたが、本研究により IL-35 は Th17 細胞
に対し直接作用し、IL-17 産生を抑制するこ
とが示唆された。 
本課題研究の結果より、歯周病病態において
IL-35 は歯肉の過剰な炎症を抑えるために
IL-17 産生を抑制している可能性が考えられ
た。 
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