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研究成果の概要（和文）：実験的歯周炎マウスモデルの経時的な解析において，歯周病原細菌の感染初期は，好
中球優位であり，主な防御機構を司っていた．7日目になると炎症性サイトカイン減少とともに，T細胞とB細胞
の組織浸潤が認められ，抗炎症作用が確認された．しかしながら，7日後の好中球浸潤を抑制すると，重度な骨
吸収とIL-10濃度が減少していた．そこで炎症寛解期に浸潤する好中球を単離し，機能解析したところ，歯周炎
期の好中球と異なり，オプソニン化した細菌に対する反応性が減弱し，抗炎症性サイトカインを産生することが
示された．これまで好中球とされていた分画に，貪食好中球と，抗炎症好中球の2つのサブセットが存在する可
能性がある．

研究成果の概要（英文）：In a longitudinal analysis of a mouse model of experimental periodontitis, 
neutrophils were predominant in the early stage of infection with periodontopathogenic bacteria and 
were responsible for the main defense mechanism. 7 days later, tissue infiltration of T and B cells 
was observed along with a decrease in inflammatory cytokines, confirming the anti-inflammatory 
effect. However, when neutrophil infiltration was suppressed after 7 days, severe bone resorption 
and IL-10 levels were decreased. We isolated and functionally analyzed neutrophils infiltrating 
during the remission phase of inflammation, and found that, unlike neutrophils during periodontitis,
 these neutrophils were less responsive to opsonized bacteria and produced anti-inflammatory 
cytokines. It is possible that there are two subsets of neutrophils, phagocytic neutrophils and 
anti-inflammatory neutrophils, in the fraction previously considered to be neutrophils.

研究分野： 保存治療系歯学

キーワード： 好中球サブセット　抗炎症性サイトカイン　炎症性サイトカイン　好中球　歯周炎マウスモデル　実験
的歯周炎　骨吸収　骨免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，T細胞やB細胞に当てはまらない自然免疫細胞である自然リンパ球が同定された．さらに，マクロファージ
においても組織修復作用をもつM1およびM2マクロファージサブセットが同定された．貪食および抗炎症好中球が
存在することが明らかになれば，これまでの古典的な好中球の学問体系を再興することになり，生体の初期防御
から後期の修復期まで関与する好中球を中心とした生体防御・修復システムの構築が可能になる．抗炎症好中球
の分化を制御し，自在に誘導することが可能になれば，好中球による過度な炎症性疾患に対し，抗炎症好中球の
分化誘導または貪食好中球から抗炎症好中球への自在な転換による治療法が可能になる．

※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 
歯周炎は，歯周病原細菌の感染に伴う正常な歯周組織からの病的な発展である．歯周病原細菌

の感染初期には，好中球が主な防御機構を司っており，感染細菌を貪食するとともに，炎症性サ

イトカインを産生し，感染組織への炎症性細胞誘導を引き起こす．その後は，T 細胞と B 細胞
の組織浸潤が認められ，歯周炎は慢性化へと展開していく．研究代表者は，米国留学時代から，

好中球の歯周炎における機能に着目し，好中球の研究を一貫して行ってきた．帰国後，科研費若

手研究（A）において，血管内皮細胞より産生される DEL-1 分子が好中球の走化性を制御し，
炎症抑制作用を示すことを見出した（Maekawa, et al., Sci Transl Med, 2015）．DEL-1の効果
を解析する手段の一つとして用いたマウスチャンバーモデルにおいて，背部の創を形成した段

階では，DEL-1 接種による背部組織への好中球誘導を抑制する効果が認められた．しかしなが
ら，炎症後期である創部の修復段階においては，予想に反し，DEL-1 で抑制できない好中球の
再誘導が観察された．そこで，炎症後期の好中球を単離して解析したところ，DEL-1 の機能対
象である好中球表面の LFA-1受容体の発現が低下しており，DEL-1の抑制が効かないこと，さ
らに抗炎症性サイトカイン産生およびオプソニン化した細菌への貪食力の減弱が認められた．

つまり，DEL-1 は，炎症初期に誘導される貪食力が強い好中球を抑制するが，炎症後期に誘導
される抗炎症作用の強い好中球は抑制しないことを見出した．これらの結果から，研究代表者は，

DEL-1 が抑制しない炎症後期で誘導される好中球は，抗炎症性サイトカインを産生する炎症寛
解機能をもった新しい好中球サブセット–抗炎症好中球である可能性を考えた．好中球とされて
いた分画に，炎症の進展に関与する“貪食”好中球と，炎症の寛解に関与する“抗炎症”好中球の 2
つのサブセットが存在する可能性がある． 
 
２．研究の目的 
本申請研究では，貪食好中球と抗炎症好中球の存在を立証し，定義した上で， 

①桿状核球から貪食好中球および抗炎症好中球の分化に必要な因子を解明すること， 

②貪食好中球から抗炎症好中球への転換が可塑性に起きている場合に，転換の鍵となる因子を

解明することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
（1）貪食好中球と抗炎症好中球の機能解析 
本申請研究では，マウスの背部に滅菌チタンコイルチャンバーを留置するマウスチャンバーモ

デルを用いて解析を行う．マウスチャンバーモデルでは，背部へのチャンバー部に，組織から浸

潤した好中球を採取することができる（右図）．チャンバーの留置から 1~3 日後の炎症初期に浸

潤する好中球およびチャンバー内の浸出液を採取する．続い

て，創が閉鎖する留置 14 日後のチャンバーからも同様に好中

球と浸出液を採取する．採取した好中球は，細菌に対する貪食

能，サイトカイン産生能および好中球エラスターゼ活性を比較

解析する．さらにサイトカインを少量のサンプルで網羅的に解

析できる Luminex を使用し，炎症初期と後期で産生されるチ

ャンバー内浸出液中の炎症性サイトカイン量を測定する． 
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（2）貪食好中球と抗炎症好中球の遺伝子およびタンパク質発現解析 
バイオインフォマティクスに精通する研究分担者である奥田と，機能的に差異が認められた炎

症初期と後期の好中球に対し，ゲノムワイド関連解析とプロテオーム解析を行い，遺伝的および

タンパク質レベルでの違いを見出し，貪食好中球と抗炎症好中球を定義する．さらにその違いか

ら，抗炎症性好中球への転換もしくは誘導因子を見出す． 
（3）好中球の細胞系譜における抗炎症好中球の存在位置の確定 
両者が桿状核球から分化しているのか，または貪食好中球から抗炎症好中球へと可塑性に転換

しているのかを同定する．具体論として，好中球の細胞系譜上の未分化好中球を１細胞ずつ形態

学的に単離し，細胞の中で時間変化にしたがって高頻度で変化させる DNA バーコード法を用

い，細胞の系譜を次世代シークエンサーと高度計算機による再構成によって一斉に追跡できる

方法を用いる． 
 
４．研究成果 

歯牙を絹糸にて結紮し，実験的に歯周炎を誘導したマウスモデルの経時的な解析において，歯周

病原細菌の感染初期には，好中球が優位であり，主な防御機構を司っていた．その後，7 日目に

なると炎症性サイトカインの減少とともに，T 細胞と B 細胞の組織浸潤が認められ，歯周炎は
慢性化へと展開していく（左図）．7 日後には抗炎症作用をもつ好中球の浸潤が確認された． 

しかしながら，7 日後好中球浸潤を DEL-1（代表者が見出した好中球遊走阻止）を接種すると，

好中球の浸潤が認められず，炎症の寛解が起きないと同時に，さらなる歯を支える骨である歯槽

骨の吸収が認められた．さらに抗炎症性サイトカインである IL-10 の歯肉溝滲出液中濃度が減

少していた．そこで炎症寛解期に浸潤する好中球を単離し，機能解析したところ，歯周炎期の好

中球と異なり，オプソニン化した細菌に対する反応性が減弱し，IL-10 や TGF-β 等の抗炎症性

サイトカインを産生することが示された．加えて，歯牙結紮除去後に誘導される好中球を抑制す

ると，抗炎症性サイトカインの IL-10産生が減少し，歯周炎によって破壊された組織の修復が遅

延することを見出した． 

すなわちこれまで好中球とされていた分画に，炎症の進展に関与する“貪食”好中球と，炎症の寛
解に関与する“抗炎症”好中球の 2つのサブセットが存在する可能性がある．今後は，２つの好中
球サブセットについて詳細な解析を基盤研究にて展開していく予定である． 
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