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研究成果の概要（和文）：  
歯周病原細菌 Porphyromonas gingivalis を慢性口腔感染させた歯周炎モデルマウスを用い、
抑制性細胞 NKT 細胞の欠失あるいは活性化が歯周組織破壊に及ぼす影響とメカニズムを解析
した。NKT 細胞欠損マウスでは歯槽骨吸収は抑制され、NKT 活性化マウスでは亢進した。NKT
細胞活性化マウスではNKT細胞によるサイトカイン産生は INF-γよりも IL-4産生優位であっ
た。さらに血清中の P. gingivalis 特異抗体レベルならびに RANKL レベルの上昇を認めた。こ
れらより、NKT 細胞は Th2 応答を誘導することにより歯槽骨吸収を促進させることが示唆さ
れた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
NKT cell function on periodontal destruction was analyzed using mouse periodontitis 
model which was chronically and orally infected with periodontopathic bacteria, 
Porphyromonas gingivalis. In CD1d-/- mice alveolar bone resorption was inhibited. On 
the other hand, NKT cell-activated mice (stimulated with α-galactosylceramide) 
demonstrated higher level of alveolar bone resorption. In NKT cell-activated mice, 
NKT cells produced more IL-4 than IFN-γ. Furthermore, serum levels of P. gingivalis 
specific antibody and RANKL was upregulated. Those results suggest that NKT cells 
promote periodontal destruction through induction of Th2 response. 
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１．研究開始当初の背景 

我々はこれまでに歯周組織で自己免疫

疾患や他の感染症と同様に負の免疫応答も

作動していることを明らかにしてきた。即ち、

Tr 細胞 (Nakajima et al. J Dent Res 2005, 

Ito et al. Oral Microbiol Immunol 2005, 
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Okui et al. Oral Microbiol Immunol 2005)

や NKT 細胞(Yamazaki et al. Am J Pathol 

2001, Amanuma et al. J Periodont Res 

2006)が歯肉炎よりも歯周炎の組織に高頻度

に浸潤していること、両者は抑制性サイトカ

インの IL-10 や TGF-β を産生する、あるい

は標的細胞に直接接触することにより抑制

効果を発揮することから、制御性 T 細胞が病

態形成に重要な働きをしていることが判明

した。 

NKT 細胞はタンパク抗原ではなく、CD1d

を介して提示される脂質抗原を認識する。

我々はヒト末梢血から NKT 細胞を分離し、

既知の NKT 細胞特異的抗原 α ガラクトシル

セラミド(α-GalCer)刺激により NKT 細胞ラ

インを確立し歯周病原細菌抗原により刺激

を し た と こ ろ 、 Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans 刺激により IL-4 産

生が認められるラインがあり、歯周病原細菌

に NKT 細胞を刺激する脂質抗原の性質があ

ることが示唆された。 

一方、NKT 細胞と B 細胞の相互作用の可能

性が報告されている (Galli et al. PNAS 

2007)。我々も歯周組織での CD1d の主要な

発現細胞が樹状細胞ではなく B 細胞である

可能性を示した (Amanuma et al. 2006)。 

Tr 細胞、NKT 細胞に加えて第 3 の抑制系細

胞としてレギュラトリーB 細胞というサブセ

ットの存在が最近示され、このサブセットが

CD1d を強発現し T 細胞の関与によって発症

する炎症性腸炎や実験的脳脊髄炎の発症進

行を抑制していることが報告されている

（Mizoguchi et al. Immunity 2002, Yanaba 

et al. Immunity 2008, Shimomura et al. J 

Clin Invest 2008）。 慢性歯周炎の局所では

B 細胞浸潤が優位であるがバースト時期を除

けば組織破壊は極めて緩慢であることから、

歯周局所でもレギュラトリーB 細胞が機能し

ている可能性が高いと考えられる。予備実験

において歯周炎組織の B 細胞浸潤の優勢な

部位から抑制性サイトカインの IL-10 と

TGF-βの産生を検出した。さらにヒト末梢血

B 細 胞 を 分 離 し て 歯 周 病 原 細 菌

Porphyromonas gingivalis LPS で刺激をす

ると、IL-10、TGF-β の他に、炎症性サイト

カインの IL-1α、IL-1βを産生もみられた。 

以上のように制御性 T 細胞(Tr 細胞、NKT 細

胞)のヒト歯周炎組織での存在は明らかだが

機能と病態の関連解明は不十分であり、さら

にレギュラトリーB 細胞についても注目すべ

きデータが集まりつつある。これらの解明の

ために遺伝的背景の同じ動物モデルでの解

析が有用である。 

我々が確立した歯周病原細菌 P. gingivalis口

腔感染マウスの系では歯槽骨吸収が認めら

れ、歯周炎を想定した極めて有用かつ幅広い

応用性を持つモデルである。このマウスモデ

ルを使って歯周炎免疫応答を解析すること

で、今までヒトの研究で蓄積された抑制性細

胞の歯周炎病態への関与についての研究が

発展すると考えられる。 

 

２． 研究の目的 

P. gingivalis 慢性口腔感染歯周炎モデルマウ

スと腹腔感染モデルにおいて 

(1)抑制性細胞サブセットの歯周炎組織への

浸潤 

(2)抑制性細胞サブセットと考えられる NKT

細胞の欠損または活性化が歯周組織破壊へ

与える影響とそのメカニズム 

(3)レギュラトリーB 細胞が NKT 細胞へ抗原

提示する可能性 

を明らかにする。 

また、ヒト歯周炎組織において 

(4) B 細胞病変部の B 細胞、NKT 細胞機能に

かかわる遺伝子発現を解析し、動物モデルで



 

 

の所見と合わせてヒト歯周炎の病態形成に

おける B 細胞と NKT 細胞の関わりを明らか

にする。 

 

３． 研究の方法 

(1)口腔感染モデルの解析：6 週齢の C57BL/6 

CD1d-/-マウス（NKT 細胞を欠損）と wild 

type マウスに P. gingivalis W83 株 1x109 

CFU を口腔より 3 日ごとに 10 回感染させる。 

NKT細胞活性化群としてwild typeマウスに

腹腔から α-GalCer 2 μg を 1 週間に 1 回

投与しつつ、P. gingivalis W83 口腔感染を

10 回行う。感染終了後に以下の解析を行う。 

 歯槽骨吸収をX線マイクロCTにて測定 

 川本法により未固定非脱灰凍結切片を

作成し組織染色 

 歯周組織中の炎症性サイトカイン発現

をリアルタイム PCR により解析 

 血清中の血清アミロイド A(SAA), 

RANKL を ELISA 測定 

 血清中 P. gingivalis 特異抗体を ELISA

測定 

 肝臓における IFN-γ, IL-4,IL-10 レベル

をリアルタイム PCR により測定 

 脾細胞をP. gingivalis抗原にて再刺激し

IFN-γ, IL-4,IL-10 産生をリアルタイム

PCR 測定 

 

(2)腹腔感染モデルでの NKT 細胞のサイトカ

イン産生解析：6 週齢の C57BL/6 マウスに

P. gingivalis W83 株 1x108 CFU を 1 回また

は 3 日ごとに 3 回腹腔感染させ、感染終了後

に、肝臓の NKT 細胞の IFN-γ, IL-4 産生をフ

ローサイトメトリーにて解析する。 

 

(3)ヒト歯周炎組織の解析 

レーザーキャプチャーマイクロダイセクシ

ョン法にて B 細胞浸潤優勢領域の抑制性サ

イトカイン IL-10、TGF-β発現を解析する。 

 

４． 研究成果: 

(1) マウスP. gingivalis口腔感染モデ

ル  

以下の6群について解析を行った。  

1. 正常マウス非感染群  

2. 正常マウスP.gingivalis感染群  

3. CD1ｄ欠損マウス非感染群  

4. CD1ｄ欠損マウスP.gingivalis感

染群  

5. 正常マウスα-GalCer投与＋非感染

群  

6. 正常マウスα-GalCer投与＋

P.gingivalis感染群  

 

①  歯周組織の解析  

正常マウスP.gingivalis感染群では著

名な歯槽骨吸収が認められるのに対し

て、CD1d欠損マウスP.gingivalis感染

群では有意に軽度な骨吸収にとどまっ

た。一方、正常マウスα-GalCer投与＋

P.gingivalis感染群では正常マウス

P.gingivalis感染群に比較して有意に高

度な歯槽骨吸収を認めた。  

歯周組織の未固定非脱灰凍結切片の観

察から、正常マウス、CD1d欠損マウ

スともに非感染群に比較してP. 

gingivalis感染群では歯槽骨吸収を認

めるものの炎症性細胞浸潤の程度は比

較的軽度だった。  

歯周組織の炎症性サイトカイン産生に

関しては、正常マウスα-GalCer投与＋

P.gingivalis感染群の歯肉組織では正

常マウスP.gingivalis感染群や非感染

群に比較して炎症性サイトカインの産

生増強は認められないものの、 IL-17

については増加傾向を認めた。NKT細



 

 

胞が活性化された状況下では骨吸収促

進のサイトカインバランスが誘導され

ることが明らかとなった。  

②  血清、肝臓の解析  

正常マウスα-GalCer投与＋

P.gingivalis感染群では血清中の炎症

マーカーSAAが有意に上昇した。また

破骨細胞分化誘導因子であるRANKLレベ

ルが有意に上昇していた。 

血清中の抗P. gingivalis抗体価は正常

マウスP.gingivalis感染群に比較して、

CD1ｄ欠損マウスP.gingivalis感染群

では総 IgG, IgG2a, IgG2b,総 IgMとも

に同程度の上昇を示した。一方、正常

マウスα-GalCer投与＋P.gingivalis感

染群では総 IgG量、 IgG1, IgG2ともに

有意な増加を認めた。  

肝臓では正常マウスα-GalCer投与＋

P.gingivalis感染群の IFN-γレベルが

有意に上昇していた。 IL-4レベルは

α-GalCer投与に関係なくP.gingivalis

感染により上昇しており、またCD1ｄ

欠損マウスでは著しく低下していた。  

③  P. gingivalis再刺激時の脾細胞の

応答  

脾細胞をP. gingivalis抗原で再刺激し

たさいの抗P. gingivalis抗体産生は

CD1d欠損マウスP.gingivalis感染群

において正常マウスP.gingivalis感染

群と同程度の上昇であった。サイトカ

イン産生については、IL-4, IL-6の産生

は正常マウスP.gingivalis感染群と同

程度であったが、IFN-γの産生がCD1d

欠損マウスでは著しく低下していた。  

 

(2) マウス P. gingivalis 腹腔感染モデル 

以下の4群について解析を行った。  

1. 非感染群 

2. α-GalCer 腹腔投与群 

3. P. gingivalis 腹腔感染群 

4. α-GalCer+ P. gingivalis腹腔感染群 

1 回感染後には α-GalCer 腹腔投与群、P. 

gingivalis 腹 腔 感 染 群 、 α-GalCer+ P. 

gingivalis 腹腔感染群ともに IFN-γ 産生

NKT 細胞が IL-4 産生 NKT 細胞の比率を上

回った。一方複数回感染後には、P. gingivalis

感染群、α-GalCer+ P. gingivalis 腹腔感染群

で IL-4 産生 NKT 細胞の比率が IFN-γ 産生

NKT 細胞の比率と同等または上回った。 

 

(3)ヒト歯周炎組織の解析 

ヒト歯周炎組織の B 細胞優勢エリアでは

IL-10 ならびに TGF-β発現が認められたが、

NKT 細胞との関係、他のサイトカインとの

バランスについては今後さらに解析が必要

である。 

 

NKT細胞は感染に対して大量の IFN-γ

と IL-4を早期に産生することが知られ

ているが、抗原の種類や感染経路によ

ってそのサイトカイン産生のパターン

が異なる。今回のマウスP. gingivalis

慢性口腔感染モデルでは、歯槽骨吸収

についてα-GalCer投与マウスとCD1d

欠損マウスで正反対の結果となり、

NKT細胞は歯槽骨吸収を抑制するの

ではなく促進する役割を果たしている

ことが明らかになった。歯槽骨吸収が

促進したα-GalCer投与マウスではP. 

gingivalis感染による IFN-γ産生への

影響は少なかったが、 IL-4産生、抗体

産生に増加を認めたことからTh2応答

優位を介しての骨吸収促進が示唆され

た。腹腔感染モデルから、P. 

gingivalis1回感染時にはNKT細胞は

IFN-γ産生優位であるが、慢性感染に



 

 

なると IL-4産生優位になることが示さ

れた。これらより、レギュラトリー系

細胞と考えられていたNKT細胞の歯

周炎歯槽骨吸収への関わりはTh2応答

誘導による促進であることが示唆され

た。  
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