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研究成果の概要（和文）：歯周病は国民の多くが罹患しており、歯を失う最大の原因となっているため社会的な
関心が高い疾患の一つです。近年、歯周病が全身の健康と密接に関連した病気であることが明らかにされる一方
で、全身での免疫応答が歯周病に及ぼす影響についても脚光を浴びつつあります。本研究では、免疫細胞の分化
と遊走に焦点をあて、歯周病原細菌と免疫応答の解析を通して、歯周病の病態と関連のある歯周病原細菌由来の
抗原を探索しました。

研究成果の概要（英文）：The social interest of periodontal disease is increased in these days, 
because many people are affected with periodontal disease to lead to the loss of the tooth in Japan.
 Periodontal disease develops for commensal pathogenic microbes residing in the oral cavity. The 
immunoresponse due to the Th17 cells also participates in the clinical condition of a patient. Here 
we have obtained some interested results about the important antigens related-pathogenic microbe for
 T cell activation.

研究分野：口腔感染症病態学
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１．研究開始当初の背景 
	
 歯周病は国民の多くが罹患しており、その
患者数は約 266 万人（厚生労働省	
 平成 23 年
患者調査の概況）で、悪性新生物の約 153 万
人を上回り、まさに国民病ともいえる疾患で、
社会的な関心が高まっています。歯周病とは、
歯周疾患の総称であり、歯肉、歯槽骨、セメ
ント質、歯根膜といった歯周組織に起こった
病変をさします。大部分は炎症性病変であり、
歯肉に限局した歯肉炎と、歯根膜や歯槽骨ま
で及ぶ歯周炎を含みます（日本歯周病学会	
 
歯周病分類システム 2006）。ほとんどの歯周
病は難治性の慢性感染症であり、特定の口腔
内常在細菌による細菌感染によっておこり、
口腔内の偏性嫌気性細菌のもつ病原性が疾
患と強く関わると考えられています。
Socransky らは歯周病の病態に関連する病原
性細菌を６つの細菌群として特定しました。
そ の う ち 最 も 病 原 性 の 高 い 細 菌 群
Porphyromonas	
 gingivalis 、 Tannerella	
 
forsythia 、 Treponema	
 denticola が red	
 
complex として分類されており、複数の細菌
種が歯周病に関わることが知られています。
いずれもグラム陰性菌で、P.	
 gingivalis は
大きさ 1μm 程度の球桿菌、T.	
 forsythia は
大きさ 1×3μm 程度のやや紡錘形の桿菌、T.	
 
denticolaは大きさ1×15μm程度のらせん状
のスピロヘータです。これまでこれらの細菌
の歯周病原性に関して多くの基礎的研究が
行われてきました。なかでも歯周病の病態の
主要な原因と考えられている P.	
 gingivalis
がモデル病原性細菌として広く解析されて
います。	
 
	
 口腔内での免疫応答が、歯周病の発症や進
行に関与していることが示されています。近
年、歯周病は単に口腔内の一疾患にとどまら
ず、全身の健康と密接に関連した病気であり、
糖尿病、早産、動脈硬化、慢性関節リウマチ、
誤嚥性肺炎や悪性腫瘍などの原因となるこ
とが明らかになってきています。	
 一方で、
その反対に、口腔内局所での細菌による炎症
反応や免疫応答にとどまらず、全身での免疫
応答が歯周病の病態に及ぼす影響について
も脚光を浴びつつあるものの、その詳細につ
いてはほとんど明らかになっていません。	
 
	
 
(1)	
 細菌学の視点からみた歯周病の病態	
 
	
 口腔は歯と歯肉といった硬組織と軟組織
からなる特殊な環境で、その境界には歯肉溝
を形成しています。一日の中でも、食物摂取、
睡眠時や覚醒時で pH を含めて激しく環境が
変化し、生体内でも極めて特殊な臓器です。
歯肉縁上と歯肉縁下ではそれぞれ好気的な
環境と嫌気的な環境で多種多様な口腔内常
在細菌が共生しています。	
 
	
 口腔は 700 種類以上の常在細菌からなる口
腔フローラ（細菌叢）を形成しており、質と
量ともに日内変動は大きく、口腔内環境の
様々な変化が大きく影響するものの、そのう
ちの半数以上は歯肉縁下に生息しています。

歯周病の原因となる病原性細菌が嫌気的な
歯肉縁下の歯肉溝に常在細菌叢として存在
します。歯周病の進行にともなって歯周ポケ
ットが形成され、グラム陰性偏性嫌気性細菌
の比率が上昇することが知られています。	
 
	
 P.	
 gingivalis は培養ならびに遺伝子操作
の簡便性もあって red	
 complex のなかでも最
もよく解析されている歯周病原性細菌です。	
 
P.	
 gingivalis はグラム陰性偏性嫌気性細菌
で、菌体は核様体、細胞質、内膜（細胞膜）、
ペリプラスム、外膜（細胞壁）、腺毛といっ
たもので構成されています。P.	
 gingivalis
菌体から大きさ 100	
 nm 程度の外膜ベシクル
（OMV:	
 outer	
 membrane	
 vesicle）と呼ばれ
る脂質二重膜で被膜された粒子が産生され
ます。システインプロテアーゼであるジンジ
パインといった P.	
 gingivalisが特徴的に持
つ酵素などのさまざまな病原性因子を外膜
ベシクルの中に詰め込んでいます。 P.	
 
gingivalisは菌体そのものだけでなく、この
外膜ベシクルを放出することでも歯周組織
を破壊しています。グラム陰性菌が共通して
も つ 外 膜 成 分 由 来 の LPS
（lipopolysaccharide；リポ多糖）について
は、P.	
 gingivalis は特徴的な LPS をもつこ
とが知られており代表的な病原性因子の一
つです。また、P.	
 gingivalis には特有の腺
毛や分泌装置があり、それらの病原性につい
て細菌学的視点からさまざまな研究が精力
的に行われています。一方、歯周病は P.	
 
gingivalis など単独の病原性細菌による感
染症ではなく複数の細菌群によって引き起
こされると考えられています。このように細
菌学的の視点から数多くの歯周病原性細菌
の解析が行われ、歯周病の病態が解明されて
きました。	
 
	
 
(2)	
 免疫学の視点からみた歯周病の病態	
 
	
 歯周病は慢性感染症であり、歯周組織では
炎症反応が認められます。歯肉溝には歯周病
原性細菌がバイオフィルムを形成しており、
歯肉粘膜上皮による物理的障壁バリア機構
を何らかの原因で歯周病原性細菌に突破さ
れた場合には、歯周組織において宿主側の次
の防衛となる自然免疫系と遭遇することに
なります。自然免疫担当細胞のなかでマクロ
ファージは、歯肉粘膜組織の中で細菌の侵入
に対して常時待機しています。マクロファー
ジは歯周病原性細菌をまるごと飲み込んで
細胞内の酵素で殺菌して対処しようとしま
す。この際、マクロファージはやみくもに歯
周病原性細菌を取り込むというよりも、細菌
だけに発現しているものを手掛かりとして
細菌を見分けて積極的に取り込むことにな
ります。細菌だけに発現しているものとは、
グラム陰性菌の外膜だけに存在する LPS のよ
うなものです。細菌と特異的に結合した抗体
や補体も手掛かりとして利用します。その際
にマクロファージは LPS のような細菌に特徴
的な繰り返しパターン(PAMP:	
 pathogen-	
 



associated	
 molecular	
 pattern；病原体関連
分子パターン）を区別して認識するレセプタ
ー（PRR:	
 pattern-recognition	
 receptor）、
あるいは抗体や補体と結合するレセプター
を介して活性化されることで歯周病原性細
菌を排除します。このとき活性化マクロファ
ージはサイトカインを放出して好中球など
他の自然免疫担当細胞を呼び寄せます。また、
周囲の歯肉組織細胞からもサイトカインは
放出されます。こうして自然免疫系が活性化
されることで、炎症が起こるとともに破骨細
胞の活性化にともなう歯槽骨吸収を認める
ようになり歯周病へと進行すると考えられ
ています。	
 
	
 歯周病患者の歯周組織に多数の Th17 細胞
が浸潤しており、インターロイキン-17
（IL-17）を産生していることが明らかとな
ってきました。Th17 細胞は病原微生物が感染
した場合に、IL-17 を産生して感染巣の組織
に働きかけて好中球などの炎症細胞を動員
するサイトカインの分泌を誘導させる働き
があります。Th17 細胞は慢性関節リウマチや
多発性硬化症といった多くの自己免疫疾患
の発症と関係があり、端的にいうと、矛先を
自己に向けた場合には Th17 細胞は悪者で攻
撃性の高い細胞と考えられています。IL-17
欠損マウスを用いた歯周病原性細菌の感染
実験により、歯周病の発症と進行に IL-17 が
必須の役割をもつことが明らかになりまし
た。加齢により自然発症する歯周病マウスを
用いた解析でも IL-17 が歯周病発症に必須で
あることが示されています。一方、IL-17 受
容体欠損マウスを用いた歯周病原性細菌の
感染実験では、歯肉への好中球浸潤は減少す
るものの歯周病の悪化を認めており、一般的
に疾患増悪因子とみなされている Th17 細胞
が反対の作用をもつ可能性も示唆されてい
ます。しかしながら、慢性関節リウマチにお
ける IL-17 の主要な機能として、線維芽細胞
へ作用して RANKL（receptor	
 activator	
 of	
 
nuclear	
 factor-κB	
 ligand）産生を促すこ
とで破骨細胞誘導と骨破壊を亢進させるこ
とが明らかとなっています。これらのことか
ら自己免疫疾患を含む慢性炎症疾患では
IL-17/Th17 は疾患の増悪因子とみなされる
ことが多く、歯周組織においても歯周病を増
悪させていると考えられます。	
 
	
 
(3)	
 生体という全身レベルからみた歯周病
の病態	
 
	
 Th17 細胞は腸管に非常に多く存在し、IFN-
γを主に産生するタイプの Th1 細胞や、IL-4
を主に産生するタイプのTh2細胞よりもTh17
細胞の割合が高いです。Th17 細胞の本来の役
割が、病原微生物の侵入に備えて IL-17 を産
生して感染巣の組織に働きかけて好中球な
どの炎症細胞を動員するサイトカインの分
泌を誘導させる働きことを考えてみれば、多
くの病原微生物の侵入の危険にさらされて
いる感染防御の最前線である腸管に Th17 細

胞が配置されていることと、Th17 細胞分化の
ための主要な誘導組織が腸管であることは
理にかなっています。腸管粘膜免疫が生体に
おける最大の免疫組織であることは知られ
ていましたが、胸腺やリンパ節、脾臓といっ
た免疫担当細胞が容易に採取できる臓器と
比較して、その解析の難しさから最近まで謎
が多かったのです。最近の目覚ましい腸管関
連 リ ン パ 組 織 (GALT:	
 gut-associated	
 
lymphoid	
 tissue)システムの理解により、小
腸をはじめとする腸管が免疫応答の重要な
「場」であることが明らかにされてきました。
マウスの解析では腸内細菌叢を形成してい
る分節した形態を有するグラム陽性芽胞形
成細菌であるセグメント細菌が Th17 細胞の
強力な誘導細菌であることが解明されてい
ます。また、ヒトと共生関係にある常在細菌
叢に対して宿主が過剰な反応を示さないこ
とから、免疫学的には免疫寛容を獲得してい
るとみなすことができます。言い換えると、
もはや生体の一部となった共生する常在細
菌叢に向けてヒトが免疫応答を起動させて
恒常性維持機構の破綻が起こる状況には、自
己免疫疾患と類似した発症メカニズムが存
在することが強く示唆されます。しかしなが
ら、このような視点での解析を含む腸管常在
細菌叢を介した Th17 細胞分化の分子メカニ
ズムは未だに十分には明らかにされておら
ずこれからの課題とされてきました。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 歯周病は難治性の慢性感染症であり、免疫
応答が病態に関与していることが示されて
いますが、未だに詳細なメカニズムは不明で
す。近年、歯周病が全身の健康と密接に関連
した病気であることが明らかにされる一方
で、全身での免疫応答が歯周病に及ぼす影響
についても脚光を浴びつつあります。歯周病
原細菌と宿主免疫応答の両側面からの網羅
的なアプローチによって、免疫細胞の分化と
遊走に焦点をあて、全身の免疫応答による歯
周病感受性を解明することで、歯周病に対す
る新しい治療法の開発へ向けた分子基盤を
確立すること目的としました。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 ヘルパーT 細胞の分化を司る歯周病原細
菌コンポーネントを同定するために、全ゲノ
ム が 判 明 し て い る 歯 周 病 原 細 菌 P.	
 
gingivalisを抗原として、マウス骨髄から分
化した樹状細胞に抗原提示させて、
IL-17-GFP レポーターマウス由来のヘルパー
T 細胞を対象に Th17 細胞への分化能を
Flowcytometry にて評価しました。	
 
	
 
(2)	
 網羅的解析による歯周病原細菌の免疫
抗原決定基の同定を進めました。候補となっ
た分画成分を、逆相高速液体クロマトグラフ
ィー（逆相 HPLC）、２次元電気泳動分離、プ
ロテオミクスミクスの手法により順次解析



し、得られた情報をもとに免疫抗原決定基を
同定しました。	
 
	
 
(3)	
 全身における歯周病感受性に関わる免
疫細胞動態の解析のために、蛍光標識した P.	
 
gingivalisをマウスに投与し、樹状細胞の取
り込みへの影響を解析するとともに、全身の
各種組織における Th17 細胞の局在を解析し
ました。	
 
	
 
(4)	
 マウス腸管内に P.	
 gingivalis投与して
全身における Th17 細胞の誘導を解析しまし
た。また、P.	
 gingivalis 感染歯周病発症モ
デルマウスを用いて歯周病発症の評価を開
始するとともに、小動物用 X 線 CT スキャナ
を用いて３次元再構築による解析を行いま
した。	
 
	
 	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 歯周病の原因細菌の中で P.	
 gingivalis
は red	
 complex に分類される強力な歯周病原
細菌であり、なかでも最も病原性が高く、全
ゲノムシークエンスが判明している細菌株
を対象として解析を進めました。ヘルパーT
細胞、特に病態との関連が知られる Th17 細
胞への分化能を、IL-17 の産生を指標として
Flowcytometry を用いて蛋白レベルで評価し
ました。具体的には、骨髄細胞由来樹状細胞
あるいは T細胞を除去したマウス脾細胞を抗
原提示細胞とし、抗原として P.	
 gingivalis
の全菌体抽出液を用いて、野生型マウスから
単離したナイーブ T 細胞を in	
 vitro で分化
誘導させて検証しました。その結果、P.	
 
gingivalisの全菌体抽出液にIL-17を産生す
る Th17 細胞への分化能があることを確認し
ました。そこで、可溶性画分と不溶性画分、
さらに内膜画分、外膜画分や分泌成分といっ
た各種分画成分に分離したものも併せて評
価しました。これらの解析により主要な抗原
部位を絞り込むことに成功し、特定の画分に
Th17 細胞への分化能があることを見出しま
した。	
 
	
 
(2)	
 候補となった分画成分を逆相 HPLC によ
って分離しました。複数のピークが検出され
ましたが、それらを含む全ての画分を同様の
手法により評価したところ、一部の画分に
Th17 細胞への高い分化能があることを見出
しました。この画分に対して２次元電気泳動
で分離を行い、特徴的な２次元電気泳動スポ
ットを見出しました。さらに、これらスポッ
トに対してプロテオミクス解析を行いまし
た。P.	
 gingivalis のゲノムから候補となる
抗原の遺伝子を 11 種類単離し、抗原となる
タンパク質の発現を行いました。これらのタ
ンパク質を抗原として、Th17 細胞への分化能
を確認しました。抗原性を有する有力な候補
タンパク質を特定しつつあります。	
 
	
 
(3)	
 全身における歯周病感受性に関わる免

疫細胞動態を解析するために、経消化管的に
P.	
 gingivalisを投与して全身における Th17
細胞の誘導を解析したところ、腸内の環境に
応じて Th17 細胞の応答に変化が生じること
が明らかとなりました。また、ナイーブ T細
胞、病態の異なる Th17 細胞および non-Th17
細胞を対象として、GEF やサイトカイン関連
因子を主体としたマイクロアレイ解析によ
り比較分析することで、これらの免疫応答に
おいて重要な役割を果たすと考えられる候
補遺伝子を抽出しました。	
 
	
 
(4)	
 歯周病感染実験モデルでの観察により、
マウス腸管内に P.	
 gingivalis投与して全身
における Th17 細胞の誘導を解析することで、
腸内環境と腸管粘膜免疫応答が歯周病にお
いて重要な役割を果たしており、病態との関
連が示唆されました。	
 
	
 
	
 今回の解析から、歯周病原細菌 P.	
 
gingivalis の菌体の中に Th17 細胞への分化
能をもつコンポーネントを見出し、候補とし
て得られた画分を対象として、２次元ゲル電
気泳動による電気泳動分離の後にプロテオ
ミクスの手法により精度の高い解析を行う
ことができました。得られた情報に基づいて、
候補となる遺伝子を単離して抗原となるタ
ンパク質の作成の上、責任抗原としての検証
を順調に進めております。以上のようにして
得られた P.	
 gingivalisの T細胞エピトープ
の情報を足がかりとして、歯周病の発症と進
行を予測する検出試薬の開発を進めていく
予定です。また、歯周病において腸管粘膜免
疫が重要な役割を果たしていることが示さ
れており、今後の研究課題として基盤的研究
成果へ発展していくことが期待されます。	
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