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研究成果の概要（和文）：平成 21，22年度は実験動物をマウスからラットに変更し、臼歯に歯
周病細菌を浸漬させた縫合糸を結紮することにより、実験的歯周炎を惹起させたところ、実験

側では炎症性サイトカインの産生亢進と破骨細胞を伴う炎症性骨吸収が観察された。ラット骨

芽細胞を用いて破骨細胞分化因子の発現に IL-1R2や IL-1Raは抑制的に働いていることが示唆
された。平成 23年度は IL-1Ra遺伝子欠損マウスを用いて研究を発展させている。 
 
研究成果の概要（英文）：Experimental periodontosis model animal was changed 
to a rat from a mouse, and experimental periodontosis was induced by periodontal 
bacterium-adhered ligature onto the molars at 2009 and 2010. The experimental site 
observed the high levels of inflammatory cytokine production, the inflammatory bone 
resorption with osteoclast formation and IL-1R2 and IL-1Ra inhibited the osteoclast 
differentiation factors from rat osteoblast. The research will be developed in 2011 
using an IL-1Ra gene deficient mouse.   
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・歯周治療系歯学 
キーワード：歯周免疫機能学、インターロイキン－１、実験的歯周炎、インターロイキン－１

タイプⅡレセプター、インターロイキン－１レセプターアンタゴニスト 
 
１．研究開始当初の背景 
 IL-1 ファミリーは局所の炎症性骨吸収に
強く関連することが報告されている．IL-1の
レセプターには IL-1 レセプター typeI
（ IL-1RI ） と IL-1 レ セ プ タ ー typeII
（IL-1RII）が存在し，細胞内ドメインを有
する IL-1RI は，IL-1αおよび IL-1βと結合
することにより，細胞内へのシグナルを伝達

する．しかし，IL-1RII は細胞内領域が極め
て短いために，IL-1のシグナル伝達にほとん
ど関与していない．そのため IL-1RIIはdecoy 
receptorとして働き，IL-1の活性を抑制して
いる． 
 歯周組織における IL-1RII発現の調節に関
していくつかの報告はみられるものの，
IL-1RII の産生の詳細なメカニズムが明らか
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にされているわけではない．そこで，本研究
では，歯周組織のどの細胞に IL-1RIIが局在
しているかを調べたのち，局在していた組織
と同系統の細胞を用いて，各種のサイトカイ
ン刺激により IL-1RII mRNA発現，IL-1RII
産生がどのように制御されているかをヒト
歯肉上皮細胞を用いて検討した． 
 今回，ヒト歯肉上皮において IL-1RII発現
が認められ，マウス株化歯肉上皮細胞（GE1
細胞）において IL-1RII mRNA発現，IL-1RII
発現が認められた．これまでに歯周病患者の
歯肉溝滲出液（GCF）中に IL-1βとともに可
溶性 IL-1RIIが検出されることを確認し，臨
床所見と比較したところ，歯周病が進行した
部位で sIL-1RII 産生の亢進が認められたと
している．これらのことから，IL-1RII は歯
肉上皮から産生され，GCFへ浸出している可
能性が示唆された．また，歯肉上皮は IL-1RII
を産生することで IL-1 の活性を抑制し，過
度な炎症を制御する役割を担っていること
が示唆された． 
 さらに，GE1細胞を IL-4，IL-13刺激した
場合，IL-1RII mRNA発現，IL-1RII産生が
増加し， IFN-γ刺激した場合， IL-1RII 
mRNA発現，IL-1RII産生が抑制された．歯
周炎患者において，非外科的歯周治療前後の
GCFを採取し，IL-4と IFN-γの変化を調べ
たところ，治療後には歯周組織の炎症の改善
と共に IFN-γの総量が減少し，IL-4 濃度の
増加が認められたと報告されている．このこ
とから，歯周炎においては，IL-4産生が歯周
組織の炎症に抑制的に働くことが示唆され
る．IL-4, IL-13は TNF-α，IL-1α，IL-1β，
および IL-6 のような炎症性サイトカインの
産生を抑制することが知られており，IL-1β
などの産生抑制と共に，IL-1RII 産生を増加
させることで，IL-1による歯周組織破壊を制
御しているのではないかと考えられる． 
 IFN-γは単球において，リポ多糖によって
誘導されたNF-κB活性やTNF-α，IL-1β，
IL-6，および IL-12のようなサイトカイン産
生を増強させる．また，歯周炎患者の GCF
中から Th1 型のサイトカインである IFN-γ
濃度が IL-4, IL-6 濃度より高く検出され，
IFN-γが IL-1 産生を促進させることにより
歯槽骨破壊に関与していることが示唆され
ている．これより，IFN-γには IL-1RII産生
を抑制することで IL-1βなどによる歯槽骨
破壊をさらに促進させる可能性が示唆され
た．  
 IL-4レセプターには I型受容体と II型受容
体が存在し，II型受容体は IL-13レセプター
としても機能することが知られている．また，
IL-4と IL-13のシグナル伝達経路は，レセプ
ターに特異的なリガンドが結合することで
JAKファミリーにより STAT6がチロシンリ
ン酸化される．そして，チロシンリン酸化し

た STAT6 は二量体を形成して，核内へと移
行し転写因子として働くことが知れている．
今回，GE1 細胞において IFN-γ添加による
前処理後に，IL-4を添加するとチロシンリン
酸化 STAT6 発現が抑制された．これより，
IFN-γによる IL-1RII 産生の抑制には
STAT6 のチロシンリン酸化の抑制が関与し
ていることが示唆された． 
 そこで，sIL-1RIIの歯周炎に対する抑制作
用については明らかとなっておらず，マウス
での歯周病関連細菌単独感染による実験的
歯周炎モデルも用いて調べるよう試みた．し
かし，マウスでの歯周炎は確立できなかった．
そのため，実験動物をラットとし，以下の研
究を実施した． 
 
２．研究の目的 
 炎症性サイトカインの一つであるインタ
ーロイキン-1（IL-1）は，破骨細胞の分化・
活性化に直接関わることが明らかとなって
おり，関節リウマチや歯周病の発症や進行に
密接に関連している．1990年に IL-1レセプ
ターに結合するがシグナル伝達を起こさな
い IL-1レセプターアンタゴニスト（IL-1Ra）
が発見され，IL-1の 100倍濃度の IL-1Raで
胸腺細胞，線維芽細胞，血管内皮細胞，骨芽
細胞に対する IL-1 の活性を 50%まで抑制す
ることが明らかとなった．リウマチ患者に
IL-1Ra 投与したところ症状が改善すること
が明らかとなっているが，歯周病に対する抑
制効果については不明である． 
 ラット歯周組織はヒトと臼歯部の解剖学
的形態やプラークの発育形式および歯周炎
の病態が類似しているという研究上の利点
から，病態の解明，予防や治療法の開発およ
び効果の判定に用いられてきた．ラットに歯
周病関連細菌浸漬結紮糸による実験的歯周
炎を惹起した時の IL-1 動態を生化学的に定
量し，炎症の程度，歯槽骨吸収を形態学的に
観察ならびに歯周病関連細菌刺激したラッ
ト骨芽細胞に IL-1Ra を添加した場合の骨関
連遺伝子発現をqPCRで定量的に評価するこ
とにより，IL-1Ra が関節リウマチと同様に
歯周病においても抑制効果があるか否かを
探ることを目的に実験を行った． 
 
３．研究の方法 
（１）P.gingivalis の培養方法 
 P.gingivalis（ATCC 33277）を 37℃，嫌気
条件下にて培養し，１週間ごとに新たな培地
に継代保存行った．液体培地にて培養した細
菌数は，O.D.600nm 値にて分光光度計を用い
て測定，吸光度から換算した． 
（２）実験動物と実験方法 
 実験動物には，生後６週齢雄 Wistar 系ラ
ットを用いた．全身麻酔下で，上顎右側第二
臼歯の歯頸部に P.gingivalis 浸漬ナイロン



 

 

糸を結紮し実験側とした．上顎左側第二臼歯
は無処置で対照側とした． 
（３）マイクロ CT 
 実験的歯周炎惹起４日目に採取した上顎
骨をマイクロ CT 撮影し，上顎第二臼歯周囲
の歯槽骨吸収を頬側から観察した． 
（４）組織学的解析 
 マイクロ CT 撮影後，通法に従ってパラフ
ィンブロックを作製した．組織切片は，H-E
染色と TRAP 染色で染色し，光学顕微鏡下で
観察した． 
（５）Enzyme-linked immunosorbent assay
（ELISA 法）解析  
 実験的歯周炎惹起後０，１，２，３，４，
５日目で屠殺し，実験側および対照側の周囲
歯肉組織を採取した．採取した歯肉をホモジ
ナイズし，上清を ELISA kit を用いて IL-1
α，IL-1β，IL-1Ra，sIL-1RII を測定した．
歯肉組織サンプル中の IL-1 産生量は BSA 重
量あたりの濃度（pg/mg）で換算した． 
（６）ラット頭蓋冠由来骨芽細胞培養 
 ラット頭蓋冠由来骨芽細胞（rat calvaria 
cells : RC 細胞）は，Bellows らの方法など
を参考に，生後２日齢の Wistar 系ラットの
頭蓋冠から採取し，37℃，５% CO2 インキュ
ベーターにて培養した．実験には，継代して
３代目のものを用い，セミコンフルエントに
なった細胞を供した． 
（７）real-time quantitative PCR（qPCR）
解析 
 骨芽細胞（1.5×105cells/well）にラット
IL-1Ra，ヒト sIL-1RII，マウス sIL-1RII，
リン酸緩衝生理食塩水をそれぞれ添加し，１
時間培養後，60℃で 30 分間加熱した．
P.gingivalis の死菌で刺激（MOI=100）を行
い，刺激後０，４時間後における RANKL，OPG，
Macrophage-Colony Stimulating Factor
（M-CSF）の遺伝子発現について qPCR 解析を
行った． 
（８）統計学的分析 
 qPCR での RANKL，OPG，M-CSF mRNA 発現比
における P.gingivalis 刺激後４時間でのラ
ット IL-1Ra 群，ヒト sIL-1RII 群，マウス
sIL-1RII 群， PBS(-)群の差の検定と，結紮
周囲歯肉組織における IL-1α，IL-1β，
IL-1Ra，sIL-1RII タンパク産生量の差の検定
には one-way ANOVA と Bonferroni t tests
にて統計学的に検討し，危険率は P＜0.01，P
＜0.001 をもって有意とした． 
 
４．研究成果 
（１）マイクロ CT による実験的歯周炎惹起
後の歯槽骨変化の観察 
 P.gingivalis 浸漬結紮糸を用いた実験的
歯周炎４日目において，対照側では第二臼歯
近遠心歯槽骨に骨吸収は認められず，根分岐
部の骨縁上露出は観察されなかったが，実験

側では第二臼歯近遠心歯槽骨骨頂部は粗造
となり，約 320μm の水平的骨吸収像と根分
岐部の骨縁上露出が認められ，Seto らが結紮
糸のみで惹起させた実験的歯周炎 20 日目と
同程度の歯槽骨吸収が観察することができ
た．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     A：対照側，B:実験側 
 
（２）H-E 染色による実験的歯周炎惹起後の
歯周組織変化の観察 
 対照側では，上皮突起の伸張や歯肉固有層
での結合組織繊維の走行の乱れや歯槽骨頂
部に炎症性細胞浸潤は観察されなかった．一
方，実験側では歯肉頂部にプラークの蓄積を
疑わせる辺縁不整な上皮と結合組織繊維の
走行の乱れ，上皮直下に炎症性細胞浸潤が観
察された．しかし，対照側でも実験側でもヒ
トでの慢性歯周炎のような付着の喪失は観
察されなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）TRAP 染色による実験的歯周炎惹起後の
組織学的変化の観察 
 対照側では TRAP 陽性多核の破骨細胞は観
察されなかったのに対し，実験側では歯肉固
有層直下の骨頂部だけでなく，歯根膜に隣接
する歯根中央部においても破骨細胞が観察
された． 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験側 4 日目強拡大での矢印は TRAP 陽性細
胞を示す． 
 
（４）ラット実験的歯周炎惹起周囲歯肉組織
中の IL-1 の動態 
 
 実験側周囲歯肉組織の IL-1αは，対照側と
比較して２日目から産生が対照側に比べ増
加傾向を示し，３日目に約 4.7 倍に有意に増
加した（P<0.01）．その後４，５日目には産
生は減少し，対照側と同程度になった．IL-1
βは対照側では全く産生されず，実験的歯周
炎惹起後１日目に実験側で IL-1βは約
2900pg/mg に増加し，その後経時的に減少し
５日目には対照側と同程度となり IL-1βの
産生はなくなった．このことから，IL-1βは
ラットにおいて恒常的な産生はなく，
P.gingivalis 感染と縫合糸結紮刺激に反応
した急性炎症ではないかと考えられた．
sIL-1RII は，２日目に対照側に比べ実験側に
おいて産生が 4.5 倍有意に増加し，その後，
IL-1βと同様に徐々に減少することが明ら
かとなった(P<0.01)．IL-1Ra は，実験期間を
通じて実験側と対照側でその産生に違いは
認められなかったが，３日目に IL-1αと同様
に高い IL-1Ra 産生の傾向が認められた．IL-1
の活性は100倍濃度のIL-1Raにより50%抑制
されることから推察すると，実験的歯周炎惹
起１日目から４日目までに産生された
IL-1Raと sIL-1RII量が IL-1活性抑制を生じ
させるほど十分でなかったことが，実験的歯
周炎惹起４日目から７日目において高頻度
に破骨細胞出現が観察されるという結果の
要因の一つになっている可能性が示唆され
た． 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験的歯周炎惹起歯肉組織中の IL-1 の動態 
                              **:P<0.01 
 
（５）ラット骨芽細胞に対する IL-1 インヒ
ビター（IL-1Ra，sIL-1RII）の影響 
 骨芽細胞は破骨細胞分化と密接な関係が
あることが知られており，骨芽細胞から産生
される破骨細胞分化因子の動態を調べるこ
とは，炎症性骨吸収抑制のメカニズム解明に
有効であると考えられるため，本研究を行っ
た．４時間後のラット骨芽細胞 RANKL mRNA
の発現強度は，P.gingivalis 刺激１時間前に
ラット IL-1Ra 添加，ヒト sIL-1RII 添加した
もので抑制された（P<0.001）．OPG mRNA の発
現強度は，未刺激に比べ P.gingivalis 単独
刺激により 0.6 倍まで抑制されたのに対し，



 

 

ラット IL-1Ra 添加，マウス sIL-1RII で有意
に増加した（P<0.001）．M-CSF の発現強度は，
P.gingivalis 単独刺激により抑制された
M-CSF の発現強度を増加させる傾向は認めら
れたが，有意差は観察されなかった．RANKL 
mRNA の発現強度からラット IL-1Ra とヒト
sIL-1RII をラット実験的歯周炎に抗炎症性
サイトカインとして用いれば，骨吸収の抑制
に効果的である可能性が示唆された．また，
Polzerらによると炎症性骨吸収にはTNFのシ
グナルだけでなく，IL-1 のシグナルが必須で
あることが報告されていることから炎症性
骨吸収の改善には IL-1 の活性抑制が非常に
重要であり，歯周病治療における炎症性骨吸
収に対しても IL-1Ra や sIL-1RII を用いるこ
との有用性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ラット骨芽細胞に対する IL-1 インヒビター
＋P.gingivalis 刺激（MOI=100）による qPCR
での mRNA 発現   **:P<0.01 ***:P<0.001 
  
 しかし、ラットでの in vivo 実験系に IL-1

インヒビターを用いるには、使用するインヒ
ビターが大量に必要であり、IL-1Ra の欠損マ
ウスを利用することにより IL-1 インヒビタ
ーの歯周炎における抗炎症作用を検討する
よう実験計画を変更し、いくつかの知見を得
ることができ現在研究を継続中である。 
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