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研究成果の概要（和文）：歯周病は、プラーク中の細菌により惹起される炎症性疾患である。歯

周組織における菌体成分の認識には TLR2および TLR4が中心的役割を果たすことから、プラー

クの TLR2, 4刺激作用を解析したところ、TLR4刺激作用は、プラーク採取部位の臨床指数と関

連性を示した。また、TLR4刺激作用は末梢血単核球からのサイトカイン産生誘導能とも相関性

を示した。歯周病原細菌内毒素は強力な起炎作用を有し、レセプターである TLR4の活性化度の

測定は歯周疾患の活動性評価に有効と思われる。 

 
研究成果の概要（英文）：Periodontal diseases are the inflammatory diseases caused by the 
bacteria in dental plaque.  Since TLR2 and TLR4 play a central role in the recognition of 
bacterial products in periodontal tissue, we analyzed the ability of dental plaque to 
stimulate TLR2, 4.  The ability of dental plaque to induce TLR4-mediated stimulation was 
positively associated with the clinical parameters at the sampled sites.  The ability to 
induce TLR4-mediated stimulation was also associated with the levels of the cytokines 
produced by the peripheral blood mononuclear cells stimulated with the plaque.  
Endotoxins in the dental plaque possessed potent pro-inflammatory activities and 
measurement of the ability to induce TLR4-mediated stimulation would be useful for the 
evaluation of periodontal disease activity.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）プラークの病原性評価法には、細菌学
的手法や分子遺伝学的手法により歯周病原
細菌を直接検出する方法や、生化学的に特異
的酵素を検出する方法が存在する。これらは、
プラーク中の特定の歯周病原細菌やその病

原因子を検出するには有用な方法であるが、
数百種にもおよぶ口腔内細菌の存在を考慮
すれば、未知の病原体が歯周病の進行に深く
関与していることを否定できない。プラーク
中の全ての病原体をを一塊として、その活動
性を評価する方法の開発が期待されている。 
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（２）TLR を始めとするパターン認識分子の
発見やそのシグナル分子の解明など、近年、
自然免疫学の解析方法は飛躍的発展を遂げ
た。これにより宿主側のプラーク中の病原体
認識分子を介する刺激の強さが測定可能と
なった。歯周病原細菌の認識には、TLR2 と
TLR4 が特に重要な役割を果たすことから、
TLR2 および TLR4 刺激作用が、プラークの病
原性に特に関連性が強いと予想された。 
  
２．研究の目的 
（１）歯周組織における炎症反応は、プラー
ク中の細菌成分による歯周組織の刺激に対
する宿主応答によって引き起こされること
から、TLR2 および TLR4 を介する宿主側の応
答性がプラークの病原性評価の指標となる
かどうか検討した。まず、歯肉縁上プラーク
の TLR2、TLR4 刺激作用と採取部位の歯周病
臨床指数との関連性を解析した。 
 
（２）次に、歯周組織と直接接触する歯肉縁
下プラークの TLR2および TLR4刺激作用と採
取部位の歯周病臨床指数との関連性を解析
した。また、歯肉縁上プラーク並びに歯肉縁
下プラークの細菌学的組成と TLR2 および
TLR4刺激作用との関連についても解析した。 
 
（３）さらに、歯肉縁上プラークの TLR2 お
よび TLR4 刺激作用が、どのようにして歯周
組織に影響を及ぼすかを検討するために、末
梢血単核球を歯肉縁上プラークで刺激した
際に産生されるサイトカイン量との関連に
ついて解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）144 名の被験者の上顎右側中切歯から
歯肉縁上プラークを採取した。採取部位の歯
槽骨吸収度、プラーク指数、歯肉炎指数、ポ
ケットの深さ、臨床的アタッチメントレベル
などの臨床指数を記録した。採取したプラー
クで TLR2、TLR4 のいずれかを発現したレポ
ーター細胞を刺激した。レポーター細胞は、
ハムスター線維芽細胞腫 CHO細胞にヒト CD14
と NF-κB 依存性レポータープラスミドを遺
伝子導入することにより作製され、TLR2 およ
び TLR4 からの刺激が細胞内に伝わると、転
写因子 NF-κB が活性化され、細胞表面にレ
ポーター分子 CD25 を発現する。18 時間刺激
後、それぞれのレポーター細胞に発現したレ
ポーター分子発現量をフローサイトメトリ
ー法で測定し、TLR2、TLR4 を介した NF-κB
活性化度を解析した。プラーク中の菌体成分
は主に TLR2 および TLR4 を介して NF-κB を
活性化するものと思われるが、TLR2、TLR4以
外の刺激により NF-κB が活性化されていな
いことを確認するため、TLR2、TLR4非発現レ
ポーター細胞の刺激も行った。 

（２）4 mm以上の歯周ポケットを有する歯周
炎患者(合計 100 名)のポケット最深部から、
縁下プラークを採取した。縁下プラークの採
取は縁上プラークの可及的除去後に行い、採
取部位の臨床指数を記録した。（１）と同様
に、採取したプラークで TLR2、TLR4 のいず
れかを発現したレポーター細胞を刺激し、18
時間後のレポーター分子発現量をフローサ
イトメトリー法で解析した。  
 また、採取した縁上および縁下プラークか
ら細菌ゲノム DNAを抽出し、P. gingivalis、
A. actinomycetemcomitansなどの歯周病原細
菌、Streptococcus mutansなどのグラム陽性
菌、並びに総真正細菌を特異的プライマーと
TaqManプローブを組み合わせて、定量的 real 
time-PCR 法で検出した。採取されたプラーク
の TLR2、TLR4 刺激作用とプラーク中に含ま
れる歯周病原細菌の割合との関連について
も解析した。 
 
（３）上述の方法で採取したプラークでヒト
末梢血単核球を刺激し、産生される TNF-α、
IL-6、IL-8、IL-10量を ELISA 法で測定した。
プラークの TLR2、TLR4 刺激作用と産生され
たサイトカイン量との関連について解析し
た。また TLR2、TLR４の阻害剤がサイトカイ
ン産生量に与える影響についても検討した。 
 
４．研究成果 
（１）縁上プラークの TLR4 刺激作用は、プ
ラーク採取部位のプラーク指数、歯肉炎指数
と正の相関を示した。また、縁上プラークの
TLR2刺激作用は、プラーク採取部位のポケッ
トの深さ、臨床的アタッチメントレベルと負
の相関を示した。その結果、縁上プラークの
TLR2刺激作用に対する TLR4刺激作用の比は、
図１に例を示すように、プラーク採取部位の
プラーク指数、歯肉炎指数、ポケットの深さ、
臨床的アタッチメントレベルと正の相関を
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ TLR2/TLR4比とプラークスコアの関連 
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（２）縁下プラークの TLR4 刺激作用とプラ
ーク採取部位のプラーク指数との間には正
の相関が認められるものの、他の臨床パラメ
ーターとの明らかな相関は認められなかっ
た。縁上プラークと縁下プラークの細菌叢に
ついて解析を進めた結果、プラーク中の P. 
gingivalis 数とプラークスコアなどの臨床
指数に関連が認められた（図２）。また、縁
下プラークでは、P. gingivalis 等の細菌が
有意に増加しており、これらの細菌学的組成
の違いが TLR刺激作用に影響していることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２ 歯肉縁上プラーク中の P. gingivalis
数とプラークスコアの関連 
 
（３）縁上プラークによる刺激で末梢血単核
球から誘導される TNF-α、IL-6、IL-8、IL-10
量は、縁上プラークの TLR4 刺激作用と正の
相関を示した（図３）。また、TLR4 阻害剤に
よりサイトカインの産生は有意に抑制され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ プラークの TLR4 刺激作用と末梢血単
核球からの TNF-α産生誘導能との関連 
 
これらの結果から、プラークの TLR4 刺激性
は、歯肉の炎症の程度に大きく影響を与えて
いると考えられる。歯周病感受性並びに歯周
病活動性の評価においてプラークの TLR4 刺
激性を測定することは有効と思われる。 
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