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研究成果の概要（和文）：免疫抑制分子 B7-H1 を過剰発現している皮膚および歯肉上皮細胞は，

刺激による細胞増殖能が亢進していた。皮膚の早期炎症応答は，上皮細胞上の B7-H1 発現によ

り PD-1 依存性に抑制されたが，歯肉上皮における炎症応答は低下していた。Prophyromonas 
gingivalis (Pg)菌 TDC60 株によって歯周病を誘導することができた。重度歯槽骨吸収を示す個

体では，顕著な TDC60 特異的 IgG 抗体価の上昇が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）：Proliferative responses of keratinocytes in the skin and the 
gingiva that overexpressed an immunoregulatory molecule B7-H1 were accelerated. Early 
inflammatory skin responses were suppressed by B7-H1 on keratinocytes in a PD-1-dependent 
manner, but the inflammatory responses in the gingiva were impaired. A murine model of 
periodontitis was induced by a TDC60 strain of Prophyromonas gingivalis. Serum titers 
of TDC60-specific IgG were markedly elevated in the mice that exhibited severe alveolar 
bone loss. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 歯周病は，口腔常在菌による歯性感染症

であり，進行すると歯槽骨吸収を引き起こ

し，歯牙脱落の原因となる。歯周病の病態

は細菌による組織霜害というより，宿主免

疫系と細菌との間に保たれている平衡状態

が破綻することで生じるある種の免疫疾患

とも考えることができる。 

 細菌に対する宿主免疫応答は，細菌を排除

するための積極的な免疫応答を惹起するか，
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細菌の排除を起こさない免疫寛容維持の

バランスの上に成り立っている。過剰な免

疫応答は，歯周病の病態発症を引き起こす。

補助シグナル分子は，T 細胞免疫応答にお

いて，免疫応答と免疫寛容をコントロール

する重要な役割を果たしている。PD-1 分子

は，活性化 T細胞に発現誘導される抑制性

受容体であり，そのリガンドとしては

CD274 (B7-H1)と CD273 (B7-DC)の２分子の

存在が報告されている。特に，B7-H1 は樹

状細胞・マクロファージなどの抗原提示細

胞や活性化T細胞などの多くの免疫細胞に

発現が認められるほか，炎症組織に存在す

る上皮細胞や内皮細胞，あるいは癌細胞な

どの多くの組織細胞上に発現が誘導され，

免疫寛容誘導に積極的に関与しているこ

とが報告されてきた。 

 当研究室では，口腔扁平苔癬における角

化上皮細胞や口腔粘膜扁平上皮癌細胞に

もB7-H1発現が誘導されることを報告して

きた。皮膚や口腔粘膜由来の培養角化上皮

細胞や培養癌細胞上の B7-H1 発現は，IFN-

に代表される様々な炎症性サイトカイン

刺激により誘導される。我々は，角化上皮

細胞に発現するB7-H1の機能を調べるため

に，ヒトケラチン 14(K14)プロモーター制

御下でB7-H1を角化上皮細胞に恒常的に高

発現させたトランシジェニックマウス 

(K14/B7-H1Tg)を作成した。このマウスで

ハプテン誘導接触性過敏応答を検討した

ところ，上皮細胞に高発現している B7-H1

は，皮膚浸潤エフェクターT 細胞機能の抑

制に直接関与していることを明らかにす

ることを報告してきた。また，このトラン

スジェニックマウスでは，発癌物質である

メチルコラントレン皮内投与やTPA塗布に

よって誘導される早期皮膚炎症応答が抑

制されることを見いだしており，B7-H1 は

T 細胞が関与しない自然免疫応答においても，

制御的な働きをしていることが示唆されて

いた。これらの結果から，上皮細胞に発現誘

導される B7-H1 は，T 細胞依存性および T 細

胞非依存性の免疫制御機構に関わっている

可能性が考えられた。本研究では，早期炎症

である歯肉炎と慢性炎症となった歯周病の

病態形成における PD-1 および B7-H1 分子の

機能的な関与を明らかにすることを目指し

た。 

 
２．研究の目的 
 上記のような背景のもとに，本研究では，

歯肉上皮細胞に発現するB7-H1および炎症歯

肉にリクルートする好中球・マクロファー

ジ・樹状細胞などの炎症性細胞に発現する

B7-H1およびPD-1が歯肉炎および歯周病の病

態発症にどのように関与しているかを検討

することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 実験に用いたマウス 

 実験には，BALB/c，BALB/c RAG2-/-, BALB/c 

K14/B7-H1tg 雌マウスを使用した。 

 

(2) Prophyromonas gingivalis（Pg）菌 

 ヒト歯周病患者より樹立された

Prophyromonas gingivalis (Pg)菌株である

TDC60 を使用した。 TDC 株は TSB-Y HM(+) 液

体培地で嫌気培養し，歯肉への感染は 2%カル

ボキシメチルセルロース(CMC)-PBS に希釈し，

1x109 CFU/50 ml を下顎大臼歯頬側に塗布し

た。 

 

(3) 早期皮膚および歯肉炎症の誘導 

 早期皮膚炎症応答は，TPA

（12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate, 

10 g/200 l）の腹部皮膚塗布により誘導し

た。抗体阻害実験では，抗 B7-H1 抗体(MIH5)



あるいは抗PD-1抗体(RMP1-14)を塗布前日

から３日間連日腹腔内投与した。歯肉炎症

は，TPA（1 g/10 l）あるいは TDC60 菌

1x109 CFU を片側下顎臼歯部頬側歯肉に塗

布して誘導した。塗布後の歯肉組織を経時

的に採取し、組織学的検索を行った。 

 

(4) 組織学的解析 

 耳介皮膚あるいは下顎大臼歯部歯肉組

織を OCT コンパウンドに包埋後、新鮮凍結

切片を作製し、抗 B7-H1(MIH5)抗体を用い

た免疫組織染色を実施した。また、同時に、

緩衝ホルマリン固定後、パラフィン切片を

作成し、H&E 染色を行った。 

 

(5) 歯周病の誘導 

 マウス口腔内常在菌を淘汰するために

カナマイシン(1 mg/ml)含有飲料水を１週

間自由摂取させた。その１週間後に TDC60

投与を開始した。両側の下顎大臼歯頬側歯

肉部に 5×10
8 
CFU/25 l づつ隔日で３回 

TDC60 塗布を実施した。その後毎週血清・

歯肉溝浸出液(GCF)・唾液を取得後、7週後

に、血清・歯肉溝浸出液・下顎臼歯部歯肉

組織・下顎骨を採取し、それぞれ TDC60 特

異的 IgG 抗体価測定、炎症性サイトカイン

の定量 RT-PCR、歯槽骨吸収の測定に使用

した。陰性対照群には，2%CMC-PBS のみを

歯肉に塗布した。 

 
４．研究成果 
 

(1) B7-H1tg マウス皮膚および歯肉上皮に

おける B7-H1 発現 

 B7-H1tg マウス皮膚および歯肉組織にお

けるB7-H1発現を新鮮凍結切片を用いて抗

B7-H1 抗体による免疫組織染色で確認した。

その結果、コントロールの野生型マウスと

比較して、B7-H1tg マウス皮膚および歯肉

上皮では、明らかに強い B7-H1 発現が特に基

底細胞層に認められた（図１）。 

 

(2) B7-H1 発現上皮角化細胞の増殖亢進と早

期炎症反応の抑制 

 未刺激皮膚では，野生型と B7-H1tg 皮膚間

で組織学的な違いは H&E染色では認められな

かった。皮膚への TPA 塗布により，上皮細胞

層の肥厚に示される角化細胞の顕著な増殖

が誘導されたが，野生型と B7-H1tg 間で明ら

かな差を認めなかった。しかしながら，野生

型において顕著に認められる上皮下炎症性

細胞浸潤は，B7-H1tg マウスでは明らかに抑

制されていた（図２）。この抑制は，B7-H1 あ

るいは PD-1 に対する中和抗体投与で解除さ

れたことから，この早期の炎症性細胞浸潤に

は B7-H1-PD-1 経路が関与していることが示

唆された。しかしながら，この早期炎症にお

けるT細胞のリクルートはほとんどないこと，

また，皮膚に常在する T細胞上には PD-1 発

現を認めないことから，この早期炎症の制御



はT細胞非依存性のメカニズムであること

が示唆された。 

 

 次に，TPA により誘導される歯肉上皮細

胞の活性化刺激にB7-H1発現が与える影響

を検討した。TPA 塗布前は、野生型と

B7-H1tg 歯肉で上皮細胞層の厚さや層の数

には、明らかな違いを認めなかった。TPA

塗布後 24時間あるいは 48時間で，上皮層

の肥厚と個々の細胞肥大が共に認められ

たが，有棘層の数は B7-H1tg では約２倍に

なっていた。しかしながら，炎症性細胞浸

潤の増加をみとめることはできなかった。

TDC60 塗布においても，B7-H1tg マウス上

皮に肥厚が認められたが，TPA 塗布と比較

しその変化は少なかった。同様に，炎症性

細胞の増加は認められなかった。本結果か

ら，皮膚および歯肉上皮細胞の刺激による増

殖反応は B7-H1tgで促進されていることが示

された。また，皮膚と比較して，歯肉上皮で

は炎症性細胞の動員が抑制されている可能

性が示唆された。 

 

(3) TDC60 による歯肉炎および歯周病モデル

の樹立 

 既存のマウス歯周病モデルのプロトコー

ルを基に若干の改変を加えて，野生型

BALB/c マウスを用いて TDC60 菌塗布によ

る歯周病誘導を試みた。７週後の歯槽骨吸収

は，陰性対照群が 0.468 ± 0.010 mm に対し

て，TDC60 群は 0.537 ± 0.039 mm であり，

有意の歯槽骨吸収が認められた。TDC60 群

感染群では，さらに歯槽骨吸収が 0.55 mm 

以上の重度群と以下の軽度群に２分できた。

歯槽骨吸収重度群において，血清 TDC60 特

異的 IgG 抗体価の顕著な上昇が認められた

（図３）。これに対して，歯槽骨吸収軽度群

では，抗体価の上昇はほとんど生じていなか

った。経時的変化では，感染開始後３ ５週

で TDC60-IgG 抗体価はピークになっていた。 

 

IgG サブクラス別解析では，TDC 特異的

IgG2b 抗体価は，3-5 週目がピークであり，

TDC60 特異的 IgG1 および IgG2a 抗体価は，

それより遅れ 6-7 週目でピークとなっていた。 

T細胞およびB細胞の存在しないRAG2ノッ

クアウトマウスを使用して同様の歯周病誘



導を試みたところ，歯槽骨吸収は起こらな

かったことから，適応免疫系は歯周病の病

態誘導に関与している可能性が示唆され

た。 

 TDC60 菌の排除に IgA による粘膜免疫

機構が関与している可能性が考えられた

ので，血清および唾液中の TDC60 特異的

IgA 抗体価の測定を試みたが測定限界以下

であった。好感度の TDC60 特異的 IgA 測

定系の樹立が課題として残された。抗体価

が上昇しない理由として，歯肉に塗布され

た菌が，嚥下により腸管粘膜経由で吸収さ

れ，経口免疫寛容が生じている可能性が考

えられたので，この可能性を確かめるため

に TDC60 経口投与後に TDC60 による歯

肉感染を行ったところ，経口投与後におい

て TDC60 特異的 IgG 値の上昇が認められ，

さらに TDC60 の歯肉感染により抗体価は

さらに上昇した。従って，経口免疫寛容が

関与している可能性は低いと考えられた。

抗体価上昇群と非上昇群がどのような理

由で起こるのかについても今後の検討課

題として残された。期間内に予定の研究を

すべて終了させることはできなかったが，

現在，B7-H1tg マウス， B7-H1 ノックア

ウトあるいは B7-H1/PD-1 ダブルノック

アウトマウスを用いての歯肉炎および歯

周病誘導を計画しているところである。 
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