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研究成果の概要（和文）：歯周炎歯肉組織における、IL-35 のサブユニットの免疫組織学的検索・

遺伝子発現解析、および歯肉溝浸出液における IL-35 の検出により、IL-35 は歯周病患者にお

いて有意に多く存在することが明らかになった。また、IL-35 は破骨細胞形成を抑制する可能

性が示唆された。本研究により、IL-35 が歯周病において防御的に機能している可能性が考え

られた。 
 
研究成果の概要（英文）：The subunits of IL-35 were detected higher in gingival tissue of 
patients with periodontitis compare with healthy volunteer. IL-35 protein was also higher 
in GCF of patients with periodontitis compare with healthy volunteer. Moreover, IL-35 
may inhibit the osteoclastogenesis. These results suggest that IL-35 could have the 
protective role in progression of periodontitis. 
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は国民のおよそ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

が心臓血管疾患、低体重児出産、糖尿病など

を誘発することが明らかにされ、歯周病治療

の重要性が再認識されている。 

歯周病は歯周組織における、デンタルプラ

ークなど細菌感染による慢性炎症性破壊で

あり、その発症や進行には宿主の生体防御機

能が大きく関わる。また、その病態において

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おり、今までに多くの

報告がある。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、T細胞の新し

いサブセットとしてインターロイキン 17 

(IL-17) を産生するTh17細胞が提唱され、炎
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症や感染防御における役割が注目されてい

る。さらに、歯周病におけるTreg細胞 (Oral 

Microbiol Immunol.2008 23: 49-54, Clin Exp 

Immun. 2007 148: 271-280, J Dent Res. 2005 

84: 639-643) やTh17細胞 (Infect Immun. 

2008 76: 4206-4213, Clin Chim Acta. 2008 

395: 137-141, J Periodontol. 2007 78: 

1083-1093, J Clin Periodontol. 2005 32: 

369-374, J Clin Periodontol. 2005 32: 

383-389) の関与も示唆されており、歯周病

病態におけるこれらT細胞や関連するサイト

カインの役割ついて更なる研究が必要であ

る。 

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(Nature. 2007 450: 

566-569) 。Niedbala Wらは、IL-35がコラー

ゲン誘導性リウマチを抑制すること、また

Th17細胞分化を抑制することを明らかにした 

(Eur J Immunol. 2007 37: 3021-3029)。また、

Collison LWらはEbi3-/-マウスやp35-/-マウス

のTreg細胞は調節性が落ちており、炎症性大

腸炎の改善度が悪かったと報告している 

(Nature. 2007 450: 566-569)。その他、Yang 

Jらは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報告している(Eur J 

Immunol. 2008 38: 1204-1214)。 

これまでに、歯周病とTh17細胞もしくは

Treg細胞に関連したいくつかの報告があるが、

歯周病の病態における新規サイトカイン

IL-35の役割は全く不明である。 

 
２．研究の目的 

 歯周炎は歯周病原性細菌に感染し、歯周組

織に慢性炎症が持続することにより歯槽骨

を中心とした歯周組織の破壊を引き起こす

病態を特徴とする。歯周組織の局所において、

T 細胞を中心とした免疫応答が惹起されてい

ることは明らかであり、Th1細胞、Th2 細胞、

Th17 細胞、Treg 細胞の関与を示唆する様々

な報告がなされてきた。しかしながら、歯周

組織破壊の収束あるいは歯周病の治癒機転

のメカニズムを明確に説明できていない。新

規に同定されたサイトカインであるIL-35の

歯周組織での免疫調節機構を解明すること

は、歯周病の病態を解明する一助となる。 

また、他の医学分野ではサイトカイン療法

をはじめとした免疫療法が行われているが、

歯周治療の分野では一般的ではない。 

今回、歯周治療における免疫療法を模索す

る初歩的研究として、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の

炎症性疾患の治療にフィードバックすること

を目的とする。 
 
３． 研究の方法 

(1) 免疫組織学的検索 

インフォームドコンセントを得た

患者より、歯周外科手術時に炎症性歯

肉組織サンプルを採取した。採取した

サンプルは直ちに、凍結包埋し、凍結

切片を作成後、抗p35および抗EBI3モ

ノクローナル抗体を用い免疫組織染

色を行った。 

(2) IL-35およびIL-17関連mRNA発現の検

討 

 インフォームドコンセントを得た

歯周病患者および健常者の歯肉組織

を採取し、TRIZOLを用いてtotal RNA

を抽出した。その後、p35、EBI3、IL-17A

およびIL-17FのmRNAの発現をリアル

タイムPCR法にて解析した。 

(3) 歯肉溝滲出液（GCF）中のIL-35濃度の

差の検討 

インフォームドコンセントを得た

歯周病患者および健常者から、GCFを

ペーパーストリップスにて採取した。

GCFサンプルは、被験部位を簡易防湿

し完全に唾液の混入を防いだ後、綿球

にて歯肉縁上プラークを可及的に除

去し、エアーシリンジにてエアーで歯

肉溝内を一旦乾燥させた後、ペリオペ

ーパーを歯肉溝の歯肉縁下に挿入し

30秒間静置し吸湿採取した。同様の操

作を被験歯に対して3回繰り返し合計

3本のペリオペーパーを1被験歯のGCF

サンプルとした。ペリオペーパーは、

直ちにPeriotron 8000を用いて、ペリ

オトロン値と湿重量を測定した。回収

http://www.scopus.com/scopus/source/sourceInfo.url?sourceId=20734
http://www.scopus.com/scopus/source/sourceInfo.url?sourceId=20734


 

 

したペリオペーパーに、0.5%牛血清ア

ルブミン入りのPBS100lを加え、10

分間連続的に震盪しペリオペーパー

に含まれるGCFを十分にPBSに溶出さ

せてから、10分間3,500rpmにて遠心処

理をした後その上清を回収した。GCF

サンプルのIL-35量はhuman IL-35 

ELISA kitを用いて測定した。 

(4) 破骨細胞培養系における、rIL-35の影

響の検討 

マウス頭蓋骨由来骨芽細胞と骨髄

細胞を共培養し、PGE2で刺激した。そ

の際、IL-35を加えた場合と加えない

場合の破骨細胞形成能をTRAP染色に

より検討した。 
 
４．研究成果 

(1) 歯肉組織におけるIL-35およびIL-17

の検出 

歯周病において、IL-35が関与する

か否かを確認するため、はじめに、歯

肉組織におけるIL-35の存在を確認す

る検討を行った（図1）。EBI3陽性細

胞は上皮組織および結合組織に認め

られ、興味深いことに、上皮層により

多く認めた（図1.B）。p35陽性細胞は、

EBI3同様に上皮組織および結合組織

に認められるように思われたが、検出

が弱く、今回用いた製品以外の抗体に

よる再検討が必要である（図1.C）。

歯肉組織に、IL-35のサブセットであ

るEBI3とp35のうち、尐なくともEBI3

は認められることが明らかとなった。

しかしながら、EBI3は、p28とヘテロ

ダイマーを形成しIL-27として機能す

る可能性もあり、さらなる検討が必要

である。 

次に、歯周病におけるIL-35の役割

を模索するため、歯周病患者および健

常者の歯肉組織での、p35、EBI3、

IL-17AおよびIL-17FのmRNAの発現を

リアルタイムPCR法にて解析した（図2、

図3）。歯周炎患者の炎症歯肉組織で

は、健常者に比べEBI3mRNAの発現が有

意に高かった(p < 0.05)（図2.A）。

p35mRNAに関しては健常者よりも発現

が高い傾向にあるが、有意な差を認め

なかった（図2.B）。TregによるTh17

活性の抑制においてIL-35が重要な役

割を担っていると考えられているが、

歯周組織において、Th17に対する



 

 

IL-35の役割については、全く不明で

ある。図1と図2の結果より、歯周炎患

者において、尐なくともIL-35のサブ

ユニットであるEBI3はmRNAレベルお

よびタンパクレベルで、健常者に比べ

亢進している可能性が高いと考えら

れる。そこで、IL-35関連遺伝子の発

現を検討したものと同じサンプルに

おける、IL-17関連遺伝子の発現につ

いて調べた（図3）。歯周炎患者の

IL-17AmRNA発現は、健常者に比べ有意

に高かった（図3.A）が、IL-17FmRNA

発現は健常者よりも高い傾向を示す

ものの、有意な差は認めなかった（図

3.B）。歯周炎患者において、IL-17

は歯周炎の進行に関係していると考

えられており、図3の結果はそれと一

致している。しかしながら、図2の

IL-35関連遺伝子の発現上昇の結果と

併せて考えた場合、IL-35によるTh17

の活性抑制はみられない、あるいは非

常にわずかである可能性がある。 

(2) 歯肉溝滲出液（GCF）中のIL-35濃度の

差の検討 

図1、図2で示したように、歯肉組織

におけるIL-35の存在が示唆されたも

のの、各サブユニットの検出でしかな

い。IL-35の存在を確認するためには

EBI3とp35がヘテロダイマーを形成し

ている状態、すなわち成熟したIL-35

を検出する必要がある。そこで、ELISA 

kitにて、歯周炎患者および健常者の

GCF中IL-35量を解析した。図4に示す

ように、歯周炎患者のGCF中IL-35量は、

健常者に比べ有意に（p < 0.001）多

いことが明らかとなった。このことか

ら、IL-35による歯周炎の抑制はみら

れない可能性が示唆された。もしかし

たら、歯周病においてIL-35は、炎症

の抑制よりもむしろ感染の早期除去

のため炎症を誘発する役割を持って

いるのかもしれない。とはいえ、これ

まで、歯周組織にかかわるIL-35の報

告はなく、本研究の結果は非常に興味

深いものである。 

(3) 破骨細胞培養系における、rIL-35の影

響の検討 

次に、歯周組織で検出されたIL-35

が、防御的役割を果たすのか、あるい

は歯周病を進行させる役割を担うの

かを調べる基礎的研究として、以下の

ような検討を行った。マウス頭蓋骨由

来骨芽細胞と骨髄細胞を共培養し、

PGE2刺激による破骨細胞誘導におい

て、IL-35の役割を調べるために、

rIL-35を加えて培養を行った。図5に

示すように、PGE2は、TRAP陽性細胞を

誘導していることが分かる。この誘導

は、20ng/mlのrIL-35添加では変化が



 

 

見られないものの、200ng/mlのrIL-35

の添加により抑制され、TRAP陽性細胞

数は減尐していた（図5）。このこと

より、歯周炎患者の歯周組織において、

IL-35は破骨細胞の誘導に関しては抑

制する可能性がある。この点では、

IL-35は歯周病の進行に対して抑制的

なのかもしれない。 

(4) 結論 

以上の結果より、歯周炎患者の歯周

組織において、IL-35は炎症を誘導し、

細菌感染から早期に回復するために

防御的に作用していることが示唆さ

れた。しかしながら、今回の検討では、

やや不十分な点があり、今後より詳細

な検討を行い、歯周病におけるIL-35

の役割を明らかにする必要がある。 
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