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研究成果の概要（和文）：歯周病病態でのTh17 関連免疫応答におけるIL-35 の役割を明らかにすることを目的
とし、Ebi3-/-マウスと野生型マウスにPorphyromonas gingivalis（P. gingivalis）を経口接種し実験的歯周炎
を惹起させ歯周病病態の比較検討を行った。その結果、Ebi3-/-マウス、野生型マウスともにP.gingivalisを感
染させることで歯槽骨吸収が認められ、さらに、Ebi3-/-マウスにP.gingivalisを感染させた群において最も歯
槽骨吸収が認められた。また、HE染色とTRAP染色を行った組織切片像にて、各群とも比較して顕著な差は認めら
れなかった。

研究成果の概要（英文）：The role of Interleukin (IL)-35 in periodontitis is not clear and the effect
 of IL-35 on the function of T helper 17 (Th17) cells is still incompletely understood. Therefore, 
we investigated the effects of IL-35, undertaken to compare experimental periodontitis induced by 
Porphyromonas gingivalis, clearly associated with the pathogenesis of periodontitis in Ebi3 knockout
 (KO) mice and wild-type (WT) mice. Computed tomography(CT) analysis and hematoxylin-and-eosin (H&E)
 and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining were performed. Alveolar bone resorption 
was seen around the first and second mandibular molars in P.gingivalis-infected WT mice or in 
infected KO mice. Furthermore, infected Ebi3 KO mice alveolar bone resorption fenestration was 
higher than any other groups. Histological analysis of mandibles from Ebi3 KO and WT mice did not 
show clearly difference in the elements characteristic of periodontal tissues.

研究分野： 歯周治療系歯学

キーワード： ノックアウトマウス　実験的歯周炎
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１．研究開始当初の背景 
近年、T 細胞の新しいサブセットとして
Th17 細胞が提唱され、炎症や感染防御にお
ける役割が注目されている。Th17 細胞から
産生される IL-17 はリウマチ患者の滑膜よ
り 検 出 さ れ 、 破 骨 細 胞 分 化 因 子
(RANKL{Receptor Activator of NF- κ B 
Ligand})を誘導することにより破骨細胞を
介した骨吸収に関与していることも明らか
と な っ て い る （ Kotake S.et al. 
J.Clin.Invest.1999）。これまでに IL-23 依存
的に誘導された Th17 細胞が自己免疫性関
節炎においての骨吸収に重要であり、Th1
細胞および Th2 細胞は、むしろ破骨細胞の
分化、誘導に対して抑制的に働くことが報
告されている(Sato K.et al. J.Exp.Med.2006)。
歯周病における Th17 細胞  (Schenkein 
HA.et al. J Dent Res. 2010 , Monteiro AC.et al. 
J Immunol. 2009, Ohyama H.et al.J Dent Res. 
2009, Yu JJ et al. Infect Immun. 2008, 
Takahashi K et al. J Clin Periodontol. 2005, 
Vernal R et al. J Clin Periodontol. 2005) や
Treg 細胞 (Garlet GP et al. J Clin Periodontol. 
2010, Dutzan N et al. J Clin Periodontol. 2009, 
Okui T et al. Oral Microbiol Immunol. 2008, 
Ernst CW et al. Clin Exp Immun. 2007, 
Nakajima T et al. J Dent Res. 2005) の関与も
示唆されており、歯周病病態におけるこれ
ら T 細胞の役割について更なる研究が必要
である。Treg 細胞より産生される新規に同
定された抑制性のサイトカインである
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り(Collison LW et al. 
Nature. 2007) 、最近の報告では、Foxp3 を
発現しない IL-35 産生性の iTR35が見いださ
れるなど(Collison LW et al. Nature Immun. 
2010)、免疫制御において非常に注目されて
いる。Niedbala W らは IL-35 が Th17 細胞分
化を抑制して、コラーゲン誘導性リウマチ
を抑制することを明らかにした (Niedbala 
W et al. Eur J Immunol. 2007)。また、IL-35
のサブユニットの１つであるの Ebi3 の欠
損マウス(Ebi3-/-マウス)の Treg 細胞は調節
性が低下しており、炎症性大腸炎の改善度
が悪いという報告がある (Collison LW et al. 
Nature. 2007)。その他、Ebi3-/-マウスでは
RORt 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
ているという報告 (Yang J et al. Eur J 
Immunol. 2008)がある。これまで、IL-35 が
コラーゲン誘導性リウマチを抑制すること、
Th17 細胞分化を抑制することが明らかと
なっている  (Niedbala W et al. Eur J 
Immunol. 2007)。また、歯周病やリウマチな
どの慢性炎症性骨疾患において Th17 細胞
や Treg 細胞の関与が示唆されているが、
IL-35 の骨形成もしくは骨破壊への影響、
さらには歯周病関連細菌刺激による炎症性
骨吸収において、IL-35 が抑制的に作用し

ているかについては明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
そこで、申請者は歯周病関連細菌刺激に

よる炎症性骨吸収において、IL-35の影響を
検討することを目的として、Ebi3-/-マウスと
野生型マウスにPorphyromonas gingivalis（P. 
gingivalis）を経口接種し実験的歯周炎を惹
起させ歯周病病態の比較検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
IL-35 が炎症性歯周組織の Th17 細胞に与え

る影響を確認するために，Ebi3-/-マウスを

用い、顎骨の組織学的および形態学的解析

を行う。具体的には、実験的歯周炎を惹起

させるために、Ebi3-/-マウスと野生型マウ

ス に P. gingivalis 菌 体 浮 遊 液

(1×1010cells/ml)300μl を合計 5 回投与し、6

週後に屠殺する。連続切片を作成し、H-E

染色と TRAP 染色を行い、主に下顎第 1 臼

歯と第 2 臼歯の歯周組織を解析する。また、

μ-CT 撮影を行い、３D 画像での観察と残存

骨量を計測・数値化する。 

 
 
 
 
４．研究成果 

歯周病病態でのTh17 関連免疫応答におけ

るIL-35 の役割を明らかにすることを目的

とし、Ebi3-/-マウスと野生型マウスにP. 

gingivalisを経口接種し実験的歯周炎を惹起

させ歯周病病態の比較検討を行った。その

結果、Ebi3-/-マウス、野生型マウスともに

P.gingivalisを感染させることで歯槽骨吸収

が認められ、さらに、Ebi3-/-マウスに

P.gingivalisを感染させた群において最も歯

槽骨吸収が認められた(図1、2)。 



 

 

 

 

 

 

また、HE染色(図3)とTRAP染色(図4)を行っ

た組織切片像にて、各群とも比較して顕著

な差は認められなかった。 
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