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研究成果の概要（和文）：歯周病の病態形成には歯周病原細菌に対するTh17細胞による宿主の免疫応答が関与す
ることが明らかになっている。しかしながら、免疫応答に関与する歯周病原細菌由来の抗原は不明であり、また
責任Th17細胞のT細胞受容体は特定されていない。本研究ではTh17細胞を誘導する歯周病原細菌由来の抗原を探
索し、候補となる抗原をペプチドレベルまで絞り込んだ。また、歯周病感染マウスモデルを用いて、所属リンパ
節における責任Th17細胞のT細胞受容体を解析し、候補となるT細胞受容体を特定することができた。以上のよう
に歯周病原細菌に対する抗原特異的な免疫応答機構に関する新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis, a leading cause of tooth loss, is strongly associated with 
periodontal bacteria. The pathogenesis of periodontitis has been reported to be mediated by host 
immune responses, especially IL-17A-producing helper T cells such as Th17 cells. However, the 
regulatory mechanism in which an immune response is induced via Th17 cells by periodontal bacteria 
remains unclear. The antigen derived from periodontal bacteria and the T cell receptor of the 
responsible Th17 cells have not yet been identified. In this study, we used the mice model of 
periodontitis to search for antigens derived from periodontal bacteria that induce Th17 cells and 
the T cell receptors of the responsible Th17 cells. We have gained new insights into the 
antigen-specific immune response against periodontal bacteria.

研究分野：病態系口腔科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の歯周病の治療・予防は、口腔内の歯垢や歯石の除去を主体としたのもであった。本研究で得られた歯周病
原細菌に対する抗原特異的な免疫応答機構に関する知見は、歯周病の責任Th17細胞を特異的に制御する新たな免
疫療法の開発に繋がると期待される。例えば、特定した歯周病特異的抗原を応用したワクチン開発、および責任
Th17細胞のT細胞受容体を標的とした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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

 
１．研究開始当初の背景  
 
歯周病は口腔内に常在する歯周病原細菌による感染症で、歯の喪失の最も大きな原因となる。
歯周病の病態形成にはサイトカイン IL-17A 産生を特徴とする Th17 細胞による宿主の免疫応答
が関与し、病態を増悪化させることが分かっている 1,2)。申請者はこれまでに、歯周病の病態形
成の制御機構を解明する中で、歯周病の悪化には
腸と口腔の免疫ネットワークが関与することを見
出している 3）。腸管で歯周病原細菌に対する Th17
細胞が誘導され、歯周病原細菌による口腔感染に
より Th17 細胞が口腔に遊走することで歯周病の
病態を形成する。しかしながら歯周病の病態形成
に関与する Th17 細胞の制御機構は不明な点が多
い。歯周病原細菌由来の抗原は樹状細胞などの抗
原提示細胞の MHC classII 分子に提示され、歯周病
の責任 Th17 細胞の分化を誘導すると考えられる。
しかしながら、歯周病原細菌由来の抗原は不明で
あり、また責任 Th17 細胞の T 細胞受容体は特定さ
れていない（図１）。  
 
２．研究の目的 
申請者は、歯周病の病態は、歯周病原細菌に特異的に応答する Th17 細胞により形成されるこ
とを見出している。本研究では、歯周病の病態形成に関わる責任 Th17 細胞に着目し、誘導に関
わる歯周病原細菌由来の抗原と責任 Th17 細胞の T 細胞受容体を特定することで、歯周病の病態
形成の免疫制御機構を解明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、歯周病の責任 Th17 細胞を誘導する歯周病原細菌抗原の特定と責任 Th17 細胞の

T 細胞受容体の特定を試みた。 
（１）歯周病の責任 Th17 細胞を誘導する歯周病原細菌抗原の特定 
①歯周病原細菌抗原の探索 
本研究では、歯周病原細菌の中で最も病原性が高く、全ゲノムシーケンスが判明している

Porphyromonas gingivalisW83 株を用いた。P. gingivalis 由来の抗原は Th17 細胞への分化を指標に
絞り込んだ。In vitro において、P. gingivalis 由来の抗原を提示させた骨髄由来樹状細胞と末梢リ
ンパ節から精製した CD4+ T 細胞を共培養後に、Th17 細胞への分化をフローサイトメーターに
より評価した。末梢リンパ節由来の CD4+ T 細胞は、P. gingivalis の腸管投与により感作させたマ
ウスから調製した。 

P. gingivalis の抗原は、以下のように調製した。培養した P. gingivalis 菌体をガラスビーズによ
り破砕し、遠心分離などにより細胞質、細胞膜、外膜、ベシクルなどの細胞成分に分画した。Th17
細胞の分化が確認された細胞成分は、逆相 HPLC と二次元電気泳動により分画し、プロテオミク
ス解析により候補となる抗原タンパク質を同定した。同定したタンパク質は、大腸菌発現系を用
いて His-tag融合タンパク質として大量発現させて精製した。Th17 の分化が確認されたタンパク
質は、さらにマウス MHC classII への結合予測アルゴリズム（IEDB Analysis Resource）によりペ
プチドレベルに絞り込んだ。抗原ペプチドは化学合成により調製し、in vitro におけるMHC classII
に対する結合試験および Th17 細胞の分化により評価した。 
 
②歯周病原細菌抗原による歯周病の病態の評価  
申請者はこれまでに、P. gingivalis 口腔感染の前に P. gingivalis の腸管投与により粘膜免疫を活
性化することで歯周病の病態が悪化する歯周病感染マウスモデルを構築している 3）。そこで、P. 
gingivalis の口腔感染の前に粘膜免疫を P. gingivalis 抗原で活性化するために、P. gingivalis 由来の
抗原を鼻腔粘膜から投与することで、粘膜免疫を誘導できるか検討した。抗原ペプチド感作後、
P. gingivalis の口腔感染による歯周病の病態を評価する。歯周病の病態は、上顎臼歯部頬側のセ
メントエナメル境と歯槽骨頂の距離を Image J により測定することで歯槽骨吸収レベルを評価し
た。 
 
（２）歯周病の責任 Th17 細胞の T 細胞受容体の解析 
①責任 Th17 細胞の T 細胞受容体レパートリー解析 
本研究では、IL-17A-GFP レポーターマウスを用い、GFP 発現を指標にして Th17 細胞をモニ

ターした。歯周病感染マウスモデルを用いて、歯周病が悪化する条件下における所属リンパ節の
CD4+ T 細胞を単離し、in vitro において骨髄由来樹状細胞と Th17 細胞の誘導能がある外膜ベシ

図１ 腸と口腔の免疫ネットワーク による歯周病の病態形成モデル
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クルで再刺激することで P. gingivalis に応答する責任 Th17 細胞を増殖させた。増殖した P. 
gingivalis 応答性の責任 Th17 細胞から RNA を抽出し、次世代シーケンサーにより T 細胞受容体
の α 鎖と β 鎖の遺伝子のシーケンスを解析した。次世代シーケンサーによる解析は、東北大学
加齢医学研究所の小笠原康悦博士から協力を得て進めた。さらに、特定した T 細胞受容体の α鎖
と β鎖の遺伝子を GFP発現で評価できるレポーターベクターに組み込んで T 細胞の細胞株に発
現させた。 
 
４．研究成果 
（１）歯周病の責任 Th17 細胞を誘導する歯周病原細菌抗原
の特定  

P. gingivalis を対象として Th17 細胞を誘導する抗原を探索
した。その結果、細菌成分として外膜ベシクルを特定した（図
２）。さらに Th17 細胞への分化を指標に逆相 HPLC と二次
元電気泳動により分画し、プロテオミクス解析により候補と
なるタンパク質を特定することができた。候補タンパク質は
大腸菌発現系により発現させ、精製タンパク質を調製した。
Th17 細胞への分化誘導により評価した結果、数種類の候補
タンパク質を絞り込むことができた。Th17 細胞の誘導能が
認められたタンパク質の中でプロテオミクス解析でもスコ
アが高かったタンパク質に関して、配列情報を基に、マウ
スMHC classIIへの結合予測アルゴリズムによりペプチド
レベルまで絞り込むことができた。 
絞り込んだ外膜ベシクルや抗原ペプチドが歯周病の病

態形成に及ぼす影響を歯周病感染マウスモデルで検証し
た。菌体成分や抗原ペプチドの鼻腔投与による抗原感作
後に、P. gingivalis を口腔感染させ、歯周病の病態を評価
した。その結果、外膜ベシクルおよび抗原ペプチドの事前
投与により、歯周病の病態が悪化することを見出した（図
３）。 
 
（２）歯周病の責任 Th17 細胞の T 細胞受容体の解析 
歯周病感染マウスモデルを用いて、所属リンパ節である頸部リンパ節における P. gingivalis に

応答する責任 Th17 細胞の T 細胞受容体のレパートリーを解析し、病態が悪化する条件において
高頻度で検出される T 細胞受容体の α鎖と β鎖の遺伝子を得ることができた。特定した T 細胞
受容体の遺伝子を T 細胞の細胞株に発現させ、GFP発現を指標に P. gingivalis 抗原への応答を評
価する系の構築に着手することができた。 
今後、構築した系を用いて、特定した T 細胞受容体に応答する抗原ペプチドを評価すること

ことが可能になる。さらに、特定した T 細胞受容体のトランスジェニックマウスを作製するこ
とができれば、P. gingivalis 抗原に特異的に応答する歯周病疾患モデルを構築することが可能に
なる。 
 
以上のように歯周病原細菌に対する抗原特異的な免疫応答機構に関する新たな知見を得るこ

とができた。本研究で得られた成果は、歯周病の責任Th17細胞を特異的に制御する新たな免疫療
法の開発に繋がると期待される。例えば、特定した歯周病特異的抗原を応用したワクチン開発、
および責任Th17細胞のT細胞受容体を標的とした抗体による治療法が可能になる。 
 
引用文献 
1)Sci. Transl. Med. 10: eaat0797, 2018; 2)Nat. Commun. 9:701, 2018; 3)Cell Rep. 40:111314, 2022. 
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図３ 抗原ペプチドと外膜ベシクルの鼻腔投与により歯周病
は悪化する

図２ 候補タンパク質の大腸菌発現系での調製
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