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研究成果の概要（和文）：歯周炎を惹起させた野生型マウスの歯肉において， 3型自然リンパ球（ILC3s）の数
が著しく上昇し， ILC3集団は骨吸収を促進するIl17aを強く発現した．また，ILCノックアウトマウスにおいて
歯槽骨の破骨細胞の数が減少し，歯槽骨吸収が抑制されたことから，ILC3sは破骨細胞を活性化し，歯槽骨吸収
を促進する可能性が示唆された．シングルセルRNAシーケンス解析の結果，歯周炎惹起歯肉において特定の歯肉
線維芽細胞集団が多くの潜在的な分子によってILC3sを制御する可能性が示された．
以上の結果から，歯肉線維芽細胞によって活性化されたILC3sは，破骨細胞を介して歯槽骨吸収を引き起す可能
性が示された．

研究成果の概要（英文）：In the gingiva of wild-type mice with periodontitis, the number of type 3 
innate lymphocytes (ILC3s) increased, and the ILC3s strongly expressed Il17a, which promotes bone 
resorption. In addition, the number of osteoclasts in the alveolar bone decreased, and alveolar bone
 resorption was suppressed in ILC knockout mice. These results suggest that ILC3s would promote 
alveolar bone resorption through activation of osteoclasts. Single-cell RNA-sequencing analysis 
indicated that the specific gingival fibroblast population might regulate ILC3s through various 
potential molecules in periodontitis-induced gingiva.
Taken together, this study demonstrated that ILC3s may activate by gingival fibroblasts induced 
alveolar bone resorption via osteoclasts.

研究分野： 免疫学

キーワード： 自然リンパ球　歯周炎
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ILCが発見されて以来，ヒト歯周炎患者の歯周組織におけるILCの存在を示した論文が最近発表されているもの
の、その病理学的役割を示した研究はいまだ見当たらない．本研究では，口腔粘膜においてILC3sが破骨細胞を
介して歯槽骨吸収を引き起し，歯周炎進行を促進する可能性を示した．このことから，ILC3sを歯周炎治療の新
たな標的とすることで，新規歯周炎治療法開発に大きく貢献できると思われる．また，歯周組織における免疫細
胞としてILCが注目されることで，抜歯窩治癒など様々な歯周組織の免疫機構解明の起爆剤となる可能性があ
る．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年，クローン病や喘息などの免疫疾患において，T 細胞や B 細胞とは別の新たな細

胞集団である，自然リンパ球 Innate lymphoid cell (ILC) が重要な役割を果たすことが報

告され，粘膜組織の炎症反応において注目を集めている．歯周炎の進行における ILC の

重要性はいまだ報告されていないが，我々はシングルセル RNA sequence 解析から，マ

ウスにおける歯周炎確立期に ILC が出現し，他の免疫細胞を活性化する遺伝子を多く

発現する知見を得ている．そこで我々は，ILC が口腔粘膜の慢性炎症疾患である歯周炎

において重要な役割を果たし，歯周炎メカニズム解明の新たな鍵となると考えた． 

 

２．研究の目的 

本研究では野生型マウスに加え，ILC は存在するが T 細胞および B 細胞を欠損する

Rag2-/-マウスと ILC を含めた全てのリンパ球を欠損する Il2rg-/-Rag2-/-マウスにおいて

歯周炎を惹起させ，その進行の違いを評価することで ILC が歯周炎進行に与える影響

を明らかにする． 

 

３．研究の方法 

（１）マウス歯周炎モデルにおける歯槽骨吸収の評価 

C57BL/6J 野生型マウスの上顎第二臼歯に絹糸を結紮して歯周炎を惹起させ，結紮後

1，4，7 日目にマイクロ CT による三次元骨形態計測解析を行い，セメントエナメル境

-歯槽骨頂の距離を測定し，歯槽骨の吸収量を評価した． 

 

（２）マウス歯周炎モデルにおける ILC 集団の変化および遺伝子発現の評価 

 絹糸結紮前および絹糸結紮後 1，4，7 日目の野生型マウスそれぞれ 4 匹の上顎歯肉を

採取し，0.1% CollagenaseII および 0.25% Trypsin を用いてシングルセルを回収し，scRNA-

seq 解析およびフローサイトメトリーによる解析を行った．ILC 集団の経時的な変化や

遺伝子発現は Seurat（R パッケージ）を用いて評価した．また，細胞間相互作用を評価

するために Nichenet 解析を行った． 

 

（３）歯周炎進行における T 細胞および ILC が骨吸収に与える影響の評価 

 Rag2-/-（T 細胞欠損）マウスおよび Il2rg-/-Rag2-/-（T 細胞および ILC 欠損）マウスを

用いて歯周炎を惹起させ，7 日後にマイクロ CT 解析にて歯槽骨吸収量を評価した．ま

た，脱灰組織切片を作製して TRAP 染色を行い，破骨細胞の活性を評価した． 

 

（４）マウス歯周炎モデルにおける細胞間相互作用の評価 

 scRNA-seq 解析のデータを用いて Nichenet 解析を行い，細胞間相互作用を評価した． 

 

４．研究成果 

（１）絹糸結紮マウス歯周炎モデル確立 

マイクロ CT 解析の結果，マウス歯周炎モデルにおいて，絹糸結紮後 4 日目より骨吸収が



開始し，7 日目に顕著な骨吸収を認めた．このことから，上顎第二臼歯に絹糸を結紮する

ことで歯周炎を惹起できることが明らかとなった． 

 

（２）歯周炎進行に伴う ILC3s の増加 

フローサイトメトリーの結果，歯周炎を惹起させると野生型マウスの歯肉において， 

ILC3s の数が著しく上昇することを明らかにした．また，この ILC3 集団は骨吸収を促

進する Il17a を強く発現したことから，この ILC3s が歯周炎進行における骨吸収に大き

く関与する可能性が示された． 

 

（３）ILC3s による歯槽骨吸収の促進 

歯周炎進行における ILC3s の機能を調べる目的で， T 細胞を欠損した Rag2-/-マウス

および T 細胞および ILCs を欠損した Il2rg-/-Rag2-/-を用いて歯周炎を惹起させた．その

結果， Rag2-/-マウスと比較して Il2rg-/-Rag2-/-マウスにおいて歯槽骨の破骨細胞の数が

有意に減少し，歯槽骨吸収が抑制された．このことから，マウス歯周炎モデルにおいて

ILC3s は破骨細胞を活性化し，歯槽骨吸収を促進する可能性が示唆された． 

 

（４）特定歯肉線維芽細胞集団による ILC3s の活性化 

シングルセル RNA シーケンス解析の結果，歯周炎惹起歯肉において複数の歯肉線維

芽細胞集団を認めた．そのうちの一つの細胞集団が歯周炎の進行に伴い，他の免疫細胞

遊走を促進するケモカイン Cxcl を強く発現したことから，この集団を fibroblasts added 

guiding phenotype (AG-fibroblasts)と名付けた．Nichenet 解析の結果，AG-fibroblasts が発

現する多くの遺伝子が ILC3s の発現遺伝子の制御に関与していたことから，歯周炎進行

過程において AG-fibroblasts が多くの潜在的な分子によって ILC3s を制御する可能性が

示された． 

 

以上の結果から，口腔粘膜において特定の歯肉線維芽細胞集団 AG-fibroblasts によっ

て活性化された ILC3s は，破骨細胞の活性化を介して歯槽骨吸収を引き起す可能性が示

された．今後，ILC3s を制御することで新たな歯周炎治療法の確立に寄与することが期

待される． 
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