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研究成果の概要（和文）：HLA-II分子を介した刺激を受けたヒト歯肉線維芽細胞（HGF）が産生

する液性因子が，Th細胞の分化に対してどのような影響を及ぼすかについて調べた結果，HLA-DQ

分子を介した刺激を受けた時のHGFの培養上清は，Th2サイトカインを優位に産生するTh細胞に

分化誘導することが明らかとなった。この応答には，HGFがHLA-DQ分子を介した刺激を受けるこ

とによって産生するPGE2が関与することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：In the study to examine the effects of products from human gingival 
fibroblasts (HGF) activated by cross-linking HLA-II molecules on Th-cell response and 
differentiation, we found that Th cells exhibited a Th2-shifted phenotype after mixed 
lymphocyte reaction culture between naïve T cells and allogeneic DCs in the presence of 
culture supernatant from HGF stimulated via HLA-DQ molecules. The regulation of Th2 
polarization in Th-cells could be partially attributed to the activation of DCs being 
affected by PGE2 produced from HGF stimulated via HLA-DQ. 
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１．研究開始当初の背景 

外来抗原に対して特異的な免疫が誘

導された場合，その防御に関わる抗原

提示細胞（APC）およびT細胞などから

種々のサイトカインが産生され，抗原

提示環境が整えられる。このサイトカ

インのプロファイルは，抗原の質およ

び宿主環境に応じて異なり，細胞性免

疫優位あるいは体液性免疫優位など

の感染に対する防御形態を方向付け

る。多くの感染性疾患は，このバラン

スが損なわれたときに発症すると考

えられている。歯周病においては，病

巣局所に発現するサイトカイン・プロ

ファイルの解析から，Th2 タイプのサ

イトカイン群がTh1 タイプのサイトカ

インに対して優性であることが報告

されている（Gemmell E et al., Crit 
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Rev Oral Biol Med, 2002）。一方，我々

の研究グループおよび他の研究者は，

歯周病細菌抗原に対して特異的なT細

胞株の応答性を観察した結果，Th1, T

ｈ2 両タイプのサイトカイン産生が誘

導されるとことを報告している

（ Kato N et al., Oral Microbiol 

Immunol, 2005）。in vitroの系におい

てT細胞は両タイプのサイトカインを

産生するにもかかわらず歯周病巣局

所ではTh2 応答に傾くという現象には，

歯周組織を構成する種々の細胞が産

生する様々な液性因子が関与するこ

とが考えられる。 

近年我々の研究グループは，歯根膜

線維芽細胞（PDL）および歯肉線維芽

細胞（GF）が，IFN-γ存在下において

抗原提示分子である HLA-II 分子を発

現するものの APCとしてＴ細胞に対す

る増殖誘導能は概して低い細胞（ノン

プルフェッショナル APC）であること，

また逆に，HLA-II分子を介した刺激を

受けて種々のケモカイン・サイトカイ

ンを産生することを明らかにした

（Ohyama H et al., Cytokine, 2002）。

その後，歯周病巣局所におけるＴ細胞

の分化誘導の観点から，これら産生さ

れるサイトカイン・ケモカインのプロ

ファイルに目を向けた時，Th2 誘導性

サイトカインが多く含まれることに

気が付くに至った。すなわち，HLA-II

分子を介した刺激を受けた PDL, GF は，

種々の液性因子を産生することによ

って，歯周病病巣局所における Th2 誘

導に関与することが考えられる。しか

し，その産生物のプロファイルは，未

だ網羅的に解析されておらず，サイト

カイン以外のタンパク，さらには未知

の物質まで含まれる可能性があり，そ

れらが相互的に抗原提示環境の形成

に影響を及ぼしている可能性がある。

さらに，歯周病巣局所におけるＴ細胞

を中心とする炎症性細胞が浸潤する

領域には，GF，PDL をはじめとして，

上皮細胞，血管内皮細胞さらには骨芽

細胞など様々な種類の非血球系ノン

プロフェッショナル APC が存在する。

それら細胞についても同様に，HLA 分

子を介して刺激を受けることによっ

て種々の液性因子を産生し，抗原提示

環境の形成に影響を与えていること

が想定される。 
 

２．研究の目的 

本研究課題の目的は，以下の２点に絞

られる。 

(1) 歯周組織に存在し，HLA-II分子を

発現する非血球系ノンプロフェッシ

ョナル APCとして位置づけられる細胞

群が，同分子を介した刺激を受けるこ

とによってどのような細胞活性を示

すかを網羅的に調べる。 

(2) HLA-II分子を介した刺激を受けた

それらの細胞から産生される液性因

子が，Th1/Th2 分化誘導において最大

の regulatorでありかつ強力な抗原提

示能を有する樹状細胞（DC）（間接的）

およびＴ細胞（直接的）の分化に対し

てどのように影響するかを明らかに

する。さらに，その影響を明らかにす

ることができれば，それらの分化誘導

に大きく関わる液性因子の特定を行

なう。 

 

３．研究の方法 

(1) GF株の樹立および HLA-II分子を介した

刺激存在下における培養上清の回収： 

研究目的，使用方法を説明し了承を得た上

で健常者から歯肉を採取し，Nishimura ら

の方法 (J.Dent.Res,1996)に従って，３株

の GF 細胞株の分離・培養を行った。なお，

研究には 5～8回継代培養した細胞を用いた。

それら細胞株を，抗 HLA-Ⅱ抗体（抗HLA-DR，

-DQ抗体）および陰性対照抗体の存在下で培

養することによって液性因子の産生を誘導

した後に，それぞれの培養上清を回収し，

２）以下に示す混合培養系に加えた。培養

上清に含まれる既知の液性因子（IL-6, 

MCP-1, RANTES）については，その濃度を

ELISA 法で定量を行った。なお，回収した上

清に含まれる GF 刺激のため添加した抗

HLA-II 抗体が，混合培養系において種々の

弊害を起こすことが予想されるため，同抗

体を磁気ビーズ（DynaBeads）を用いて除去

した後に実験に供した。 

 (2) HLA-II分子を介した刺激を受けたGFが

産生する液性因子が，DCおよびＴ細胞分化

に及ぼす影響の評価およびそのアッセイ系

の確立： 被験者末梢血単核球から分離調



 

 

整したナイーブT細胞と非自己由来の成熟

樹状細胞（mDC）とを，HLA-IIを介した刺激

を受けたGFの培養上清存在下で混合培養

（MLR）した後に，T細胞が産生するサイト

カイン・プロファイルを調べることによっ

て，GFから産生された液性因子がDCおよび

Ｔ細胞分化に与える影響を評価した。すな

わち，HLA-II分子を介した刺激の有無それ

ぞれの条件で培養したGFの培養上清を，未

熟樹状細胞（iDC）からmDCに分化誘導する

際（図１‐①），およびナイーブT細胞と非

自己由来のmDCとのMLRを行なう際（図１‐

②）のそれぞれのステップで添加し，一定

期間培養することによってT細胞分化誘導

を行なった後に，T細胞のみを回収し，抗CD3

抗体および抗CD28 抗体で非特異的に刺激し

た。一定時間培養後に産生される各種サイ

トカインをELISAで定量し，刺激の有無によ

って産生されるサイトカイン・プロファイ

ルを比較することによって，HLA-II分子を

介した刺激によってGFが産生する液性因子

が，ナイーブT細胞のTh1/Th2 細胞への分化

に及ぼす影響を調べた。DCは，末梢血単核

球から磁気ビーズ（MACS system）を用いて

CD14＋細胞のみを分離し，IL-4およびGM-CSF

存在下で５日間培養することによってiDC

への分化を誘導した。その後，TNF-αおよ

び培養上清存在下で１日間培養し，mDCへの

分化を誘導した。また，ナイーブT細胞は，

末梢血単核球から磁気ビーズ（StemSep）を

用いたnegative selection法によって，CD4+, 

CD45RA+, CD45RO-のフェノタイプを示す細

胞を分離することによって採取した。 

 (3) HLA-II 分子を介した刺激がノンプロ

フェッショナル APC に誘導する細胞活性の

特定： 歯周組織に存在し，HLA-II分子を

発現する非血球系ノンプロフェッショナル

APCとして位置づけられる，GF，PDL，ヒト

角化上皮細胞および毛細血管内皮細胞およ

び骨芽細胞を対象とした。それらの細胞に

おいて，HLA-II分子を介した刺激が細胞活

性を誘導する可能性を，サイトカインを含

む液性因子の産生性を調べることによって

評価した。それぞれの正常細胞株を民間業

者から購入し，そのマニュアルに従い培養

を行った。４～７回継代培養した細胞に対

して，Ohyamaらの方法（Cytokine, 2002）

に従い，HLA-II分子を介した刺激を加えた。

すなわち，培養フラスコに細胞を播種し，

IFN-添加および非添加のそれぞれの細胞

株に適した培地で一定期間培養した後に，

抗 HLA-II抗体（抗 HLA-DR，-DQ 抗体）およ

びそのコントロール抗体を含む培地に置き

換え，架橋反応を起こすことによって各細

胞に HLA-II 分子を介した刺激を加えた。一

定時間培養後にそれぞれの上清を回収し，

各種サイトカインなどの液性因子の濃度を

ELISA で定量することによって，HLA-II 分

子を介した刺激がそれぞれの細胞活性を誘

導するかどうか評価した。 

 (4) DC およびＴ細胞の分化に影響を及ぼ

す液性因子の特定： HLA-II 分子から刺激

を受けた非血球系ノンプロフェッショナル

APCが産生する液性因子において，Th1/Th2

細胞の分化誘導に関わる物質を特定するこ

とを試みた。上述１）の網羅的解析によっ

て知り得たプロファイルから，Th1/Th2 細

胞の分化誘導に関わる物質として考えられ

るものを対象としてその中和抗体および阻

害剤の存在下における前述のアッセイ系を

行ない，最終的に Th細胞が産生するサイト

カイン・プロファイルの変化を観察するこ

とによって対象物質が関与する可能性を評

価することを行った。 

 

４．研究成果 

健常者 3 名から歯肉線維芽細胞（GF）を採

取し，細胞株を樹立した。それら細胞株の

HLA-II分子の DR分子および DQ分子の発現を

フローサイトメトリーを用いて確認した。ま

た，皮膚線維芽細胞，血管内皮細胞および骨

芽細胞の正常細胞株についても，同様にそれ

ら HLA分子の発現を確認した。その結果，概

して，DR 分子の発現に比べて，DQ 分子の発

現量は低く，DR 分子は IFN-γ 刺激時におい

て発現量が大きく促進されることに比べて，

DQ分子は，IFN-γ刺激の有無にかかわらず，

ナナイイーーブブＴＴ細細胞胞  

CCDD4455RRAA  ++  

抗抗CCDD33抗抗体体  

抗抗CCDD2288抗抗体体  

MMLLRR    

77日日間間培培養養    

培培養養上上清清  

1166時時間間培培養養    

CCDD44  ++  

ササイイトトカカイインン・・  
ププロロフファァイイルルのの特特定定  

CD14+ 単球 
未熟樹状細胞（iDC） 

成成熟熟樹樹状状細細胞胞（（mmDDCC））  

GGMM--CCSSFF  

IILL--44  

TTNNFF--αα  

HLA-II分子  

培培養養上上清清  

① 

② 

抗抗HLA-II抗抗体体  

ノノンンププロロフフェェッッシショョナナルルAAPPCC  

抗抗HLA-II 抗抗 体体をを

取取りり除除くく  

図図１１．．研研究究方方法法のの概概略略  



 

 

恒常的に発現することが分かった。これら細

胞株を抗 HLA-DR, -DQ抗体で刺激した時の培

養上清が上記２）のアッセイを行う際の試料

として回収された。 

次に HLA-II 分子を介した刺激を受けた歯

肉線維芽細胞（GF）によって産生される液性

因子が，Th細胞の分化に対してどのような影

響を及ぼすかについて調べられた。その結果，

１）HLA-DQ 分子を介した刺激を受けた時の

GF の培養上清（DQ-sup），HLA-DR 分子を介し

た刺激を受けた時の GFの培養上清（DR-sup）

および擬似刺激を加えた Fb の培養上清

（Cont-sup）のそれぞれが存在する条件下に

おいて樹状細胞とナイーブ T細胞との間でア

ロリンパ球混合培養試験を行った結果，

DQ-sup存在下で活性化したナイーブ T細胞は，

他の培養上清存在下で活性化したナイーブ T

細胞に比べて，IL-13および IL-5などの Th2

サイトカイン優位に産生する傾向を示すこ

とが明らかとなった。また，DQ-sup，DR-sup

および Cont-sup のそれぞれが存在する条件

下において成熟させた樹状細胞を用いて同

様のアロリンパ球混合培養試験を行った時

も，同様にナイーブ T細胞は Th2サイトカイ

ン優位に産生する T細胞へと分化誘導された。

これらの結果から，DQ-supは樹状細胞を DC2

様細胞へと分化誘導することによって，また

ナイーブ T細胞に直接作用することによって

Th2 へシフトした応答を誘導することが示さ

れた。 

さらに，DQ-supに含まれ，DCおよびT細胞

の分化誘導に関与する因子の特定を行った。

DQ-sup，DR-supおよびCont-supのそれぞれに

含まれるDCおよびT細胞の分化誘導に関わる

因子のプロファイルの違いから，その因子を

特定することを試みたが，DQ-supとDR-supと

の間にサイトカインおよび成長因子につい

て大きなプロファイルの違いが観察されな

かった。その後，様々な解析を行った結果，

DQ-supにおいてのみ，多くのPGE2が含まれて

いることが明らかとなった。そこで， 

indomethacin処理によってPGE2産生を抑制し

たGFにHLA-DQ分子およびHLA-DR分子を介し

た 刺 激 を 加 え た と き の 培 養 上 清

（Indo-DQ-supおよびIndo-DR-sup）を用いて

同様の実験を行った。その結果，Indo-DQ-sup

存在下において培養を行った T細胞は，

DQ-sup存在下において観察されたTh2 優位へ

シフトした応答性を示さず，他の培養上清存

在下の培養系と同様の分化傾向を示した。 

以上の結果から，GFが発現するHLA-DQ分子

を介した刺激によって産生されるPGE2が，歯

周病の病巣局所におけるTh2 細胞優位のT細

胞応答性に関与する可能性が示された。 
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