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研究成果の概要（和文）：歯周炎は口腔内の細菌による感染症である。これまでの研究から歯周病原細菌P. 
gingivalisがその原因菌の1つとして同定された。また、P. gingivalis感染が、糖尿病、動脈硬化、アルツハイ
マー病、関節リウマチ、慢性腎疾患、早産・低体重児出産と関連があることが報告されている。本研究では特異
的な免疫抑制システムの確立を目指し、抗原認識部位を用いたCAR-T細胞作製のための準備として、、P. 
gingivalisの主要な病原因子ジンジパインとこれに対する抗体を作製し、免疫複合体の歯周炎と関節リウマチ病
態への影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is an infectious disease caused by 
periodontopathogenic-bacteria in the oral cavity. P. gingivalis was identified as one of the 
causative bacteria of  periodontitis. It has been reported that P. gingivalis infection is 
associated with diabetes, arteriosclerosis, Alzheimer's disease, rheumatoid arthritis, chronic 
kidney disease, pre-birth and low birth weight babies. In this study, we aimed to establish a 
specific immunosuppressive system, and in preparation for creating CAR-T cells using antigen 
recognition sites. We also established gingipain-induced periodontitis model and showed the  the 
effects of immunecomplex on periodontitis and rheumatoid arthritis pathology.

研究分野： 歯周治療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
関節リウマチはシトルリン化タンパク（Cp）に対する自己抗体（ACPA）に関連した自己免疫疾患である。近年で
は関節リウマチ発症の数年前からACPAが上昇していることが報告され、ACPA産生の足場となる環境因子の存在が
示唆されている。またこの環境因子としてこれまで、喫煙や歯周炎が報告されている。本研究により歯周炎、特
にP. gingivalis ga有する病原因子が、局所炎症だけでなく全身に影響していることが明らかになり、そのメカ
ニズムとして抗体の重要性が明らかになった。その抗体を利用した特異的免疫抑制システムの確立へ今後つなが
る重要な研究である。

※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 
歯周炎は口腔内の細菌による感染症である。また、歯周組織において細菌により微小構造が

破壊され、炎症を伴うことで局所の血管が拡張し、細菌が血液に侵入する状態『バクテレミア
（菌血症）』を呈する（Support Care Cancer. 2013）。これまでの研究から歯周病原細菌 P. 
gingivalis がその原因菌の 1 つとして同定された。また、P. gingivalis 感染が、糖尿病、動脈
硬化、アルツハイマー病、関節リウマチ、慢性腎疾患、早産・低体重児出産と関連があること
が報告されている（Exp Mol Pathol. 2016 , J Int Oral Health. 2015,  Curr Oral Health Rep. 
2015）。P. gingivalis が歯周炎だけではなく様々な疾患との関連に着目されたのは、P. 
gingivalis が有する様々な病原因子（線毛 Fim、タンパク質分解酵素 gingipain）を有する結
果、過剰な免疫応答を惹起し、バクテレミアを引き起こすことで全身へ様々な影響をきたすた
めである。その影響として、P. gingivalis 感染を伴う歯周炎患者の血清中抗 Pg 抗体価は強く
上昇が認められる（J Dent Res. 2012 Dec;91(12):1190-5.）。したがって P. gingivalis 感染を
伴う全身疾患は P. gingivalis 血清抗体価の上昇と強く相関を示す。これまでに申請者のグル
ープは関節リウマチ（RA）が P. gingivalis 感染と強く相関するという疫学研究の結果をもと
に、その分子メカニズムを明らかにしてきた。しかし、実際の歯周炎治療、RA 治療は、原因
である細菌の除去、炎症性物質の抑制を主眼においており、免疫応答の細胞レベルでの抑制に
着目した治療法の確立はなされていない。本研究課題では、これまでの申請者グループの知見
をもとに、P. gingivalis 感染で活性化した免疫応答を抑制することで歯周炎だけでなく、P. 
gingivalis 感染に起因する全身疾患の治療を目的として、キメラ抗原受容体（CAR）を導入し
た Treg(CAR-Treg)の作製、動物実験での抑制効果の検討を行う。この技術は近年がん免疫療
法薬（キムリア）にようなオーダーメード治療として有効性が広がると考えられる。 

P. gingivalis 感染が免疫応答を異常に活性化した結果、RA の病態を悪化させるが、RA の
治療（対策）としては Pg 感染が病態に影響することから、歯周炎治療と、関節炎の悪化に対
する抗炎症薬、免疫調整薬、生物学的製剤（抗体製剤）のような対症療法が主である。しかし、
これまでの結果から、RA 患者の炎症程度と P. gingivalis 血清抗体価の上昇の相関認められた
ことから、P. gingivalis に対する免疫応答、特に T cell 応答が RA 増悪に影響していると仮説
を立てた。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、P. gingivalis 観戦における免疫応答を直接抑制できるシステムの構築する

ための抗体の役割を明らかにすることである。これを学術的「問い」とし、in vitro および in 
vivo 実験でそのメカニズム解明を行う。具体的には、ジンジパインとそれに対する抗体に着
目する。これは、P. gingivalis の産生する主要なプロテアーゼであり，ペプチド切断部位特異
性の異なる Arg-gingipain（Rgp）と Lys-gingipain（Kgp）が存在する。両酵素はタンパク質
の分解を引き起こすことで，宿主細胞に傷害を与え，歯周炎に関連する種々の病態を生み出す
（Front Oral Health. 2022 Feb 8;3:845002.）。例えば、ジンジパインは歯肉線維芽細胞や血
管内皮細胞の接着性を消失させる細胞死誘導に関与し、特異的阻害薬や遺伝子欠損によって抑
制できる（Biol Chem. 2018 Nov 27;399(12):1353-1361.）。また、ジンジパインは単量体とし
て菌体細胞外に分泌されるだけでなく，血球凝集素やヘモグロビン結合タンパク質，LPS，リ
ン脂質と結合した高分子複合体としても存在する。この膜結合型ジンジパイン複合体は単量体
より強力な細胞傷害活性を示す。更に、骨破壊に関しては TRAF6 を活性化することで破骨細胞
分化に影響する（J Mol Histol. 2020 Apr;51(2):147-159.）。以上からジンジパインは直接的
に歯周組織の炎症、破壊に関与している。このような病原性の高い細菌因子に対して、宿主は
特異的 IgG 産生を含めた獲得免疫で防御にあたっている。しかし、防御的に働く IgG と抗原が
免疫複合体を形成することで、病原因子として働くこともわかっている（Nat Commun. 2015 
Mar 31;6:6637.）。本研究では、病原性に高いジンジパインに対する抗体を作製し、ジンジパ
インとの免疫複合体の歯周組織破壊への影響を、in vitro および in vivo で検討する。病原性
の高い抗体の抗原認識部位を用いてキメラ抗原受容体発現制御性 T 細胞(CAR-Treg 細胞)を作
製し、病気の発症初期相を標的とした従来にない全く新しいタイプの革新的治療法を開発する。 

また、免疫複合体の病原性についても解析予定だが、破骨前駆細胞の FcγR に免疫複合体が
結合することで、破骨細胞形成が促進されることが報告されている（Nat Commun. 2015 Mar 
31;6:6637.）。私どもの予備実験で、歯周炎に罹患している患者血清を用いたジンジパインに
対する抗体価測定により、歯周ポケット炎症面積 PISA とジンジパインに対する IgG 抗体価に
は相関関係があるという可能性がある。このことから、ジンジパインは歯周組織内で免疫複合
体を形成していることが考えられ、破骨細胞形成に影響しており、歯槽骨破壊を含めた歯周炎
のさらなる病態解明に有用ではないかという学術的な問いを設定した。 



３．研究の方法 
１）歯周炎患者、関節リウマチ患者血清中における P. gingivalis、ジンジパインに対する抗

体価の測定 
  広島大学病院歯周診療科受診した歯周炎患者、またはリウマチ・膠原病科受診した関節リ
ウマチ患者の血清を採取する（広島大学倫理員会で承認）。血清中の P. gingivalis 全菌体
またはリコンビナントジンジパインに対する血清抗体価を ELISA 法で評価する。  

 
２）ジンジパインに対する抗体の作製 
  C57BL/６マウスの腹腔内にリコンビナントジンジパイン（RGP）または P. gingivalis を
１週間毎、３回接種後のマウス血清を採取する。血清中のポリクローナル IgG をプロテイン
A カラムを用いて精製する。またマウス脾臓から B 細胞を単離し、抗体産生細胞から ISAAC
法で mRNA 単離、ベクター組み込み、昆虫細胞でのモノクローナル抗体作成を行う。 

 
３）ジンジパイン抗体存在下のマウス歯周炎モデルマウスでの歯周組織破壊の程度の検討 
  C57BL/６マウスの腹腔内に RGP を投与し、２週間後から３日毎に P. gingivalis(108 
CFU/50µl 1%カルボキシセルロース溶液に懸濁)を塗布する。6 週間後に上顎臼歯部歯槽骨と
血清を採取し、歯槽骨吸収レベルの評価と各種炎症性サイトカインの測定を
LEGENDplex(BioLegend)で行う。 

 
４）ジンジパイン欠失株でマウス歯周炎モデルマウスでの歯周組織破壊の程度の検討 
  ジンジパイン欠失株を用いて３）と同様の実験を行い、６週間後に評価を行う。また、
C57BL/６マウスの腹腔内に RGP 投与の代わりに、２）で作製した抗体を、実験開始日、３週
間後に腹腔内投与し、同様に評価する。 

 
５）RGP と抗体による免疫複合体の単球系細胞における炎症性サイトカイン酸性と破骨細胞分
化への影響 

   
 
４．研究成果 
１）歯周炎患者血清中の P. gingivalis に対する血清抗体価とリコンビナント RGP に対する血
清抗体価を ELISA 法で測定し、歯周炎の炎症面積総和 PISA との相関を検討した。PISA と P. 
gingivalis に対する血清抗体価とリコンビナント RGP に対する血清抗体価はそれぞれ相関を
認めたが、RGP に対する血清抗体価の方がより相関係数が高かった（図１）。 
 

 
２）これまでに報告されている P. gingivalis 口腔内感染によるマウス歯周炎モデルと比較し、
あらかじめ RGP に対する抗体が作られる RGP リコンビナント腹腔投与後の P. gingivalis 口腔
内感染マウスモデルの方が、歯槽骨欠損が重度であった。また、血清中、歯周組織中 IL-6 量
を ELISA 法測定したところ後者のほうが上昇していた。 
 
３）ジンジパイン欠損 P. gingivali 株で同様の実験を行ったところ、欠失株感染株ではあら
かじめ RGP 免疫・抗 RGP 抗体を有している場合も歯槽骨吸収は更新しなかった。また、抗 RGP
抗体の腹腔内投与でも RGP 欠失 P. gingivalis 感染では歯槽骨吸収が亢進しなかった。 
 
４）抗 RGP 抗体と RGP で形成される免疫複合体を作製し、マウス単球系細胞に添加したところ、
炎症性サイトカイン IL-6 の産生が上昇した。この上昇は RGP 単独による刺激よりも高かった。
また、免疫複合体存在下で骨髄由来単球系細胞えお SRANKL と M-CSF で培養した場合は、免疫
複合体非存在下よりも破骨細胞への分化が亢進した。 
 



５）これまでの研究はマウスポリクローナル抗体で行っており、モノクローナル抗体の作成を
試みたが、感度の良い抗体が得られていない。また、モノクローナル抗体では抗原結合部位が
１箇所んため、免疫複合体の分子量が大きくならず、細胞に対する刺激が弱く、解析が進んで
いない。 
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