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研究成果の概要（和文）：歯周炎の病原因子として特定の細菌が同定されているが、その発症の

時期や進行は宿主側の要因が関与していることが考えられる。近年、宿主側の要因の一つとし

て CD4+CD25+制御性 T 細胞(Tr)の関与している可能性が報告されてきた。本研究ではこの

CD4+CD25+Tr に注目して解析を行った。CD4+CD25+Tr 細胞を抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体で刺激した

ところその増殖抑制能の減弱が認められた。 
研究成果の概要（英文）：Periodontal bacteria are the causative agents in periodontitis, 
but subsequent progression and disease severity are thought to be determined by the host 
immune responses. It was reported that CD4+CD25+ regulate T cell existed and might have 
roles in progress of periodontitis. The aim of this study was to make CD4+CD25+ Tr cell’s 
roles in periodontitis. CD4+CD25+ Tr suppressed proliferation of CD4+CD25- T cells. After 
CD4+CD25+ Tr was stimulate by Dynabeads HumanT-Activator CD3/CD28, The ability of 
suppression was reduced. This was suggested that the ability of suppression in CD4+CD25+ 
Tr might be reduced by the stimulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
歯 周 病 の 病 原 菌 と し て Porphyromonas 
gingivalis（P. gingivalis）を始めとする
数種類の病原菌が同定されているが、歯周病
の発症時期や進行のスピードは様々であり、
そこには宿主側の要因が関与していること
が考えられる。とりわけ歯周組織破壊は歯周
病原体のもつ病原性というよりはむしろ病
原因子にたいする免疫応答の結果生じたメ

ディエーターによって引き起こされるとい
うことが明らかになってきている。これまで
の研究から細菌とほ乳動物できわめて相同
性の高い自己のHSP60 に対する抗体が歯周炎
罹患患者末梢血で上昇していることが報告
されている。この自己 HSP60 で活性化された
T細胞は IFN-γを産生し、単球、マクロファ
ージ系の細胞による炎症性サイトカイン産
生を上昇させることから、歯周組織破壊に関
与していることが考えられる。このような免
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疫応答の病的活性化を抑制するとして報告
されているのが CD4+CD25+制御性 T 細胞であ
る。制御性 T 細胞はマウスにおいて自己反応
性のT細胞を抑制的に制御することが報告さ
れており、そのマスター遺伝子として FOXP3
が同定されている。 
この制御性T細胞が歯周炎の病態形成に関与
している報告を示唆するものとして、申請者
の所属するグループでは以下の報告をして
きた。 
- 高度歯周炎罹患組織由来 T 細胞は末梢血 T
細胞と比較して P. gingivalis 外膜タンパ
クに対する増殖反応が低下し、一方でCTLA4
陽性細胞の比率が高くなる。 
- 高 度 歯 周 炎 罹 患 患 者 末 梢 血 を P. 
gingivalis外膜タンパクで刺激すると制御
性 T 細胞の比率は増加するものの、病変局
所ではあまり変化がない。 
- 歯周炎病変部ではCD4+CD25+制御性T細胞と
考えられる細胞集団の比率の上昇が認めら
れる。 
- 歯周炎組織から樹立した T 細胞クローンで
は高頻度で FOXP3 遺伝子の発現が認められ
る。 
これらの報告から歯周病の発症・進行には制
御性 T が関与しており、歯周病の感受性の高
い患者では制御性T細胞による制御が不十分
なのではないかと考えられる。 
しかしながら、この制御性 T細胞については
まだまだ明らかにはなっていない。というの
もヒトにおける制御性T細胞のマーカーはま
だ同定されておらず、研究を進めることを困
難にしている。マウスにおいては FOXP3 がそ
のマスター遺伝子であると報告されている。
しかしながらヒトにおいてFOXP3 は単に活性
化で発現してくる遺伝子だという報告があ
り、また我々も FOXP3 を発現している
CD4+CD25+T 細胞は CD4+CD25-T 細胞の増殖を抑
制せず、逆に促進したことを報告している。 
近年、遺伝子の発現を制御する調節因子とし
て miRNA と呼ばれるわずか 21 から 22 塩基対
程度の長さの RNA が注目されてきている。こ
の低分子 RNA は標的 RNA の非翻訳領域に結合
し、その翻訳過程を抑制することでタンパク
質産生の調節を行っている。miRNA は Dicer
という酵素により長い前駆体RNA が切断され
て生じる。マウスにおいてこの Dicer を制御
性 T細胞内で欠損させたところ制御性 T 細胞
はその抑制能を消失し、自己免疫反応を引き
起こすことを報告している。このことから
CD4+CD25+制御性 T細胞の機能発現にmiRNA が
関与していることが考えられ、miRNA が
CD4+CD25+制御性T細胞の新たなマーカーとな
る可能性がある。 
 
 
 

２．研究の目的 
 
我々は炎症性組織破壊に重要な役割をなす
新規 T 細胞サブセット Th17 と免疫応答の病
的活性化を抑制する CD4+CD25+制御性Ｔ細胞
の両者が歯周炎組織中に浸潤していること
を報告してきた。歯周炎においてそれぞれ組
織破壊的及び防御的に作用すると考えられ
る Th17 と CD4＋CD25＋Tr は相互に分化しうる
ことが示され、この可塑性の発現に miRNA を
はじめとするエピジェネティックな機構が
関与する可能性が示唆されている。そこで今
回 CD4＋CD25＋T 細胞の miRNA を網羅的に解析
し、制御性 T 細胞の制御能に関与する可能性
のある miRNA の選出を行う。また、歯周炎組
織中においてこの選出されたmiRNA の発現を
検索することで歯周炎の病態形成における
制御性 T細胞の関与について検索を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) T 細胞クローンの樹立とその表現型及び
機能解析 

 
① 健常者３名よりそれぞれ末梢血を採取

し、比重遠心法にて単核細胞を分離する。 
② 分離された単核細胞より CD4+CD25+T 細

胞を分離し、限界希釈法にてクローンの
樹立を行う。 

③ 樹立された T 細胞クローンにおいて
CD4+CD25+制御性 T 細胞に関与する分子
(IL-10、CTLA4、CD25、GITR、FOXP3、TGF-b)
をフローサイトメトリーと RT-PCR 法を
もちいて検索する。また、CD4+CD25-T 細
胞との共培養にて、増殖抑制能の検索を
行う。これらにより制御性 T 細胞と思わ
れるクローンの選出を行い、totalRNA
を抽出する。また、コントロールとして
増殖抑制能を持たないクローンについ
ても選出を行い、その totalRNA の抽出
を行う。 

 
(2) 抑制能発現に影響を及ぼす可能性のある   
  miRNA の選出と検証 
 
① それぞれのクローンから抽出した RNA

を蛍光標識後、ヒトマイクロ RNA アレイ
チップにハイブリダイズさせ、蛍光強度
を検出する。 

② (1)-③により選出された制御能を示す
クローンと示さないクローンとの両者
間で発現強度に違いが認められた
miRNA を選出する。選出された miRNA の
中からデータベースをもとに抑制能の
発現に影響を及ぼす可能性のある
miRNA を更に選出する。 

③ ②で最終的に選出された miRNA に対す



る siRNA を作成し、細胞に導入する。 
miRNA をノックダウンされた CD4+CD25+T

細胞を CD4+CD25- T 細胞と共培養し、増
殖抑制能をコントロールと比較する。 

 
４．研究成果 
 
健常者の末梢血から比重遠心法にて単核球
を分離後、免疫磁気ビーズ法にて CD4+CD25+T
細胞の分離を行った。分離直後の CD4+CD25+T
細胞はCD4+CD25-T細胞と共培養を行った際に
増殖抑制能を示した。 
以下にCD4+CD25+T細胞分離直後のフローサイ
トメトリーの結果を示す。 
 
CD4+CD25-T 細胞 

 
 
CD4+CD25+T 細胞 

 
 
分離されたそれぞれのT細胞から限界希釈法
にて T 細胞クローンを樹立した。 
樹立された T 細胞クローンのうち、CD4+CD25+ 
FOXP3+T 細胞を選出し、CD4+CD25-T 細胞と共培
養したところ、増殖抑制能は認められなかっ
た。増殖試験の結果を以下に示す。 

そこで、次に CD25 だけではなく、抗 CD127
抗体ももちいて CD4+CD25highCD127lowT 細胞を
分離し、培養を行った。分離直後の
CD4+CD25highCD127lowT細胞はCD4+CD25-T細胞の
増殖を抑制した。 
分離された CD4+CD25highCD127lowT 細 胞を
Dynabeads HumanT-Activator CD3/CD28 にて
刺激培養を行った後に再度CD4+CD25-T細胞と
共培養を行ったところ、増殖抑制能の減弱傾
向が認められた。このことから抗 CD3 抗体と
抗 CD28 抗 体 に よ る 刺 激 は
CD4+CD25highCD127lowT 細胞の増殖抑制能を減
弱させる可能性があることが示された。近年
制御性 T 細胞は Th17 細胞に変化する可能性
について報告がなされており、今回示された
結果が制御性 T 細胞の Th17 細胞への変化に
よるものなのかどうかについては更なる解
析が必要である。  
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