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研究成果の概要（和文）：樹状細胞(DC)と上皮細胞によって誘導される口腔免疫応答を解析し、以下のユニークな特徴
を明らかにした。1) 皮膚と比較すると口腔粘膜DC分布は劣る。2) 舌下粘膜DC分布は、頬や舌背と比べて少ない。3) 
初回抗原塗布後の粘膜下DCの集積には遜色がない。4) 反復抗原塗布で舌下粘膜DCは枯渇し、樹状突起を欠くマクロフ
ァージ様の円形細胞出現率が高くなる。5) 歯髄DCは、抗原捕捉後に所属リンパ節に遊走し、成熟した細胞表面発現型
をもつ。6) 歯肉と舌背粘膜の有棘細胞のみにB7-H1の恒常的発現が認められる。7) 歯肉上皮上のB7-H1はP.g菌によっ
て誘導される歯肉炎症および歯槽骨吸収を抑制する。

研究成果の概要（英文）：We investigated oral immune responses induced by oral mucosal or dental pulpal DCs
 and epithelial cells, and found following new observations; 1) The density of oral mucosal DCs was clearl
y lower. 2) The density of sublingual DCs was markedly lower than those of buccal mucosa and dorsal surfac
e of the tongue. 3) A comparable recruitment of submucosal DCs (smDCs) in the sublingual mucosa (SLM) was 
induced at an early phase after an initial hapten painting. 4) Repeated antigen painting onto SLM induced 
exhaustion of smDCs and conversion of macrophage-like smDC that possess less dendrites and round morpholog
y with high levels of CD11b and CD206. 5) Dental pulp DCs migrated into regional lymph nodes after cusp tr
imming and possess mature phenotype. 6) Prickle cells in gingiva and dorsal surface of tongue constitutive
ly expressed an immune regulatory molecule B7-H1. 7) B7-H1 that was overexpressed in gingival keratinocyte
s inhibited P.g-induced gingival inflammation and alveolar bone loss. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 自然免疫研究の進展は、 Toll様受容体に代
表されるような微生物認識システムとそれに
よるシグンル伝達が、引き続く抗原特異的適
応免疫応答に多大な影響を与えることを明ら
かにしてきた。このことは、生体防御の最前
線である皮膚および粘膜に存在する樹状細胞
の重要性が格段に高まることを意味する。病
原微生物に対する免疫応答システムは、有害
な病原体を免疫応答により積極的に排除する
抵抗性（レジスタンス）と些細な病原体を無
視し、不必要な免疫応答（炎症）による組織
障害をできるだけ少なくする寛容（トレラン
ス）の間で葛藤している。口腔免疫システム
においても、多くの共生細菌叢と病原性細菌
に曝された環境下において、巧妙なレジスタ
ンスとトレランスの制御が行われていること
が予想されるが、その分子メカニズムは不明
である。齲蝕・歯髄炎・歯周病に代表される
口腔感染症は、急性炎症による病原体の排除
が起こらずに慢性化したトレランス優位の免
疫応答によって引き起こされた一種の免疫病
とも考えることができる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、病原体の認識に最初に関わる
口腔粘膜・歯肉・歯髄に存在する樹状細胞と
上皮細胞、また、これら細胞によって誘導さ
れる免疫応答の分子メカニズムを補助シグナ
ルとサイトカインに焦点をあて機能解析し、
口腔組織特異的な免疫応答と免疫寛容の制御
メカニズムを解明することを目的とした。口
腔粘膜３部位（頬粘膜・舌下粘膜・歯肉）と
歯髄の口腔４部位に分けて、細菌性抗原や外
来生蛋白質抗原に対して口腔樹状細胞に誘導
される免疫応答をマウスモデルにおいて解析
していく。口腔粘膜３部位は、解剖学的およ
び機能的な違いから、樹状細胞の分布および
機能に相違があることが推察される。本研究
では、臨床に密接に結びつく重要なテーマと
して以下の３テーマを掲げた。 
 
(1) 舌下免疫療法における免疫制御機構 
舌下粘膜はアプローチのしやすさから、舌下
ワクチンや舌下免疫療法 (Sublingual 
Immunotherapy, SLIT)の抗原投与部位になっ
ているが、免疫賦活と免疫寛容という相反す
る２つの目的に舌下粘膜を利用することの免
疫学的な利点と欠点については明確に解析さ
れていない。スギ花粉症、アトピー性皮膚炎、
食物アレルギーなどの治療法としての SLIT
効率を上げるために、舌下粘膜樹状細胞に焦
点をおきその特殊性を解析する。 
 また、舌下粘膜経由で抗原が塗布された場
合の抗原特異的な免疫応答における免疫抑制
チェックポイント分子 PD-1:B7-H1経路の関
与を解析した。 
 

(2) 歯肉炎から歯周病への進展機構 
 歯周病原細菌に対する免疫応答を経時的に
解析することで、歯肉粘膜由来で抗原が侵入
した場合の応答について、時間軸を追いなが
らその変化を解析する。歯周病原細菌に対す
るトレランスメカニズムを免疫抑制分子機能
に焦点をあて解析する。 
 
(3) 齲蝕および歯髄炎の自然治癒機構 
 マウス歯髄炎モデルを樹立し、象牙細管を
介して侵入した細菌由来因子に対して、歯髄
に存在する少なくとの２種類の樹状細胞が歯
髄に存在し、咬頭切削刺激により樹状細胞は
切削側歯髄象牙質境界に移動し、細胞表面の
共刺激分子発現を変化させることを報告して
きた。本研究ではそれをさらに発展させ、歯
髄樹状細胞が、抗原捕捉後、所属リンパ節に
遊走し、適応免疫応答を惹起させる可能性に
ついて検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 抗原の局所塗布前後における皮膚および
口腔粘膜樹状細胞の分布およびフェノタイプ
の変化を組織学的に解析する。また、局所皮
膚あるいは口腔粘膜から抗原を捕捉し所属リ
ンパ節に遊走した樹状細胞をフロサイトメト
リーを用いて解析する。抗原の反復塗布によ
り樹状細胞分布およびフェノタイプがどのよ
うに替わるかを調べる。マウススギ花粉症モ
デルを樹立し、そのモデルにおいて舌下免疫
療法を行い、その効果を調べるとともに、舌
下粘膜および所属リンパ節における樹状細胞
の機能的な変化を調べる。 
 
(2) ヒト重度歯周病患者より分離した高病原
性の P.gingivalis(P.g)株 (TDC60)の歯肉塗布に
よって誘導されるマウス歯周炎モデルを樹立
した。歯肉上皮に免疫チェックポイント分子 
B7-H1 を過剰発現させたトランスジェニック
マウスあるいは B7-H1欠損、 PD-1/B7-H1欠
損マウスを用いて、急性期および慢性期にお
ける歯周組織の病理学的解析および炎症性サ
イトカン発現、P.g菌に対する抗体価および歯
槽骨吸収を測定した。 
 
(3) すでに樹立している咬頭切削による歯髄
炎モデルを用いて、咬頭切削後の所属リンパ
節における変化を調べた。特に、紫光照射に
より、緑から赤に細胞が変換する KikGRノッ
クインマウスを利用して、咬頭切削２時間後
に切削咬頭歯髄に紫光照射を行い、さらに 14
時間後の所属リンパ節細胞における KikRed
陽性細胞をフローサイトメーターを用いて多
重染色解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 舌下粘膜樹状細胞は、頬粘膜樹状細胞と
比較して、主たる３サブセットの樹状細胞; 



CD207+MHC class II+ランゲルハンス細胞 
(LC)、 CD207-MHC class II+ 粘膜下樹状細胞 
(smDC)、 CD207+MHC class II+ smDCのすべ
てにおいて、分布密度が低かった。 FITC ハ
プテン抗原塗布後は、６時間をピークに樹状
細胞が粘膜下にリクルートし、その密度は頬
粘膜と比較して劣るものではなかった。しか
しながら、２４時間後には、舌下粘膜樹状細
胞はほとんどいなくなっていた。 FITC の反
復塗布では、 smDC のリクルートが頬粘膜と
比較して有意に低下していた。また、舌下粘
膜では、樹状突起の少ない円形のマクロファ
ージ様細胞が固有層深層において頻度高く認
められた。これらの細胞は、CD11c の発現が
低く CD11b と CD206 を強く発現していた。
以上のことから、舌下粘膜における樹状細胞
分布は、頬粘膜と比較して少なく、反復抗原
塗布は、舌下粘膜樹状細胞を枯渇させ、局所
の樹状細胞フェノタイプを転換させることが
見いだされた。 
 
(2) アジュバントや精製抗原を使用しない自
然発症に類似した臨床症状を呈するマウスス
ギ花粉症モデルを新規に樹立した。このモデ
ルにおいて、実際にスギ花粉エキスを使用し
た SLIT を実施した。 SLIT により、くしゃ
みおよび鼻掻きなどの臨床症状、鼻粘膜肥厚、
鼻粘膜や肺胞洗浄液における好酸球浸潤が抑
制された。また、スギ花粉刺激による脾 T細
胞からのサイトカイン産生 (IL-4, IL-5, IL-13, 
IL-10)を抑制し、所属リンパ節の CD11c 陽性 
DCにおける MHC class IIおよび共刺激分子 
CD86と B7-H1発現を有意に抑制していた。 
FITC 反復抗原塗布で認められたのと同様に、
SLIT後の舌下粘膜において、粘膜下樹状細胞
の枯渇とCD11bを高発現するマクロファージ
様の円形細胞優位の状態が認められた。 
 
(3) PD-1欠損 (KO)マウスでは、感作前後にお
ける血清 IgE値が高かったが、感作後のスギ
花粉特異的 IgG1および IgG2aは低値であっ
た、くしゃみや鼻掻きなどの臨床症状および
好酸球浸潤は有意に低下しており、花粉症の
発症が抑えられていた。KOマウスでは、末梢
血、脾臓、所属リンパ節における濾胞 T細胞 
(CXCR5+CD4+Tf)比率が高く、 
Foxp3+CXCR5+CD4+(Tfr)および 
Fox3+CXCR5-CD4+ T (Tref)比率が有意に増加
していた。 PD-1が、制御性 T 細胞の分化・
誘導に影響を与え、アレルギー応答において
も関与していることが示唆された。 
 
(4) 口腔粘膜における B7-H1 発現を検討し
たところ、歯肉および舌背粘膜の有棘細胞に
のみ未刺激状態における B7-H1発現が認めら
れた。 TPA の皮膚および頬粘膜塗布により
B7-H1 発現は誘導されたが、この場合は基底
細胞層、顆粒層を含むすべての上皮細胞に発
現が誘導された。B7-H1 を角化上皮細胞に過
剰発現している K14/B7-H1tgマウスでは、P.g

菌塗布により誘導される７日後の急性期の歯
肉炎症が組織学的に抑制されると同時に、炎
症性サイトカイン発現も抑えられていた。こ
れに対して、B7-H1/PD-1 ダブルノックアウト 
(WKO)マウスでは、急性期炎症が増強されてい
た。P.g 塗布 7 週後の慢性期炎症を評価する
歯槽骨吸収の評価では、 WKO マウスでは、野
生型と同様に歯槽骨吸収がみられたが、
B7-H1tg マウスでは、抑制されていた。P.g 菌
特異的 IgG1 および IgG2a 産生は、野生型と
比較し両者で有意に低地であった。歯肉上皮
細胞に過剰発現する B7-H1 は局所急性炎症
を制御し、歯槽骨吸収を抑えることが示唆さ
れた。 
 
(5) 咬頭切削１６時間後の所属リンパ節に
おいて、KikGR マウスの使用により KikRed 陽
性の歯髄から遊走したと考えられる細胞の主
なフェノタイプは、
CD11chighCD11b++Ly6ClowLy6GlowF4/80+と 
CD11cmedCD11b+++Ly6C++Ly6G+++F4/80-であり、前
者が輸入リンパ管から遊走した歯髄 DC で、後
者は血液循環を介して流入した顆粒球である
と思われた。前者の歯髄 DC は、 MHC class II, 
CD86, B7-DC を強く発現していることから、
成熟 DC であることが示唆された。歯髄 DC が
所属リンパ節に遊走することで、引き続く歯
髄内細菌等に対する適応免疫応答が惹起され
る可能性が示された。 
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