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研究成果の概要（和文）： 

本研究では歯周組織構成細胞の一つであるヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）を用い、Th17 細胞

が産生する IL-17A および新規サイトカインである TWEAK に歯周炎病態形成に関与している

Th17 細胞を浸潤させる CCL20 を産生を誘導するかどうかを明らかとするため研究を行った。

その結果、IL-17A と TWEAK は IL-1が誘導した HGFs の CCL20 産生を相乗的に増強する

事が明らかとなった。これらのことより、IL-17A と TWEAK は HGFs の CCL20 産生を誘導

することにより Th17 細胞浸潤を促進し、歯周炎の病態形成に関与していることが示唆された。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We examined the effect of IL-17A or TWEAK on CCL20 production from IL-1-stimulated 
human gingival fibroblasts (HGFs) in this study. We found that IL-17A or TWEAK could 
synergistically enhance CCL20 production from IL-1-stimulated HGFs. Therefore, IL-17A 
and TWEAK are involved in Th17 cells migration in periodontally diseased tissues to 
induce CCL20 production in HGFs. These results might explain that IL-17A and TWEAK 
are related to the exacerbation of periodontal disease. 
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１．研究開始当初の背景 
歯周病はデンタルプラークを構成する歯

周病関連細菌により惹起される慢性炎症性

疾患であり、その発症・進行には宿主の免疫

応答が関与していることが明らかとなって

いる。歯周病病変局所にはリンパ球をはじめ

とした様々な免疫担当細胞が認められ、歯周

組織破壊に関与していると考えられている。 
近年、Th17 細胞と呼ばれる新たな helper 

T 細胞サブセットが存在することが明らかと

なった。Th17 細胞は特徴として IL-17A を産

生し、RORT と呼ばれる転写因子を発現し

ていることが報告されている（Ivanov et al., 
Cell 126(6) 1121-1133, 2006）。また、慢性関

節リウマチマウスモデルにおいて、Th17 細

胞は他の helper T 細胞と比較し破骨細胞を

増殖させることが出来るとともに、IL-17 を

産生することにより、滑膜細胞の RANKL 産

生を誘導することで破骨細胞ができやすい

環境を作り出していることが明らかとなっ

た（Sato ら, J Exp Med.,203(12) 2673-2682, 
2006）。歯周病は慢性関節リウマチと同様に

骨吸収を主な症状とする疾患である。また、

IL-17A が歯周病病変局所に発現しているこ
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とは明らかとなっており歯周炎の病態に関

与 し て い る 事 は 示 唆 さ れ て い る が

（Takahashi et al., J Clin Periodontol., 
32(4), 369-374, 2005）、Th17 細胞の歯周病

病変局所での存在、浸潤機構、活性化機構は

明らかとされていない。 
近年、Th17 細胞特異的に CC chemokine 

receptorの一つであるCCR6が発現している

ことが明らかとなった（Hirota et al., J Exp 
Med., 204(12), 2803-2812, 2007）。我々は、

歯周炎において CD4 陽性 CCR6 陽性細胞が

浸潤していること、また、歯周組織構成細胞

の 一 つ で あ る 歯 肉 線 維 芽 細 胞 が

proinflammatory cytokine である IL-1, 
TNF-刺激により CCR6 のリガンドのケモ

カインである CCL20 を産生しうること、歯

周病病変局所に CCL20 が存在していること

を報告している（Hosokawa et al., Clin Exp 
Immunol., 128(3), 548-554, 2002 、 
Hosokawa ら, Clin Exp Immunol., 142(2), 
285-291, 2005）。しかしながら、IL-1や
TNF-が誘導する CCL20 産生を他のサイト

カインがどのように影響を与えるか不明で

あった。 
 

２．研究の目的 
 本研究において、Th17 細胞が産生するサ
イトカインである IL-17Aおよび新規のTNF 
superfamily サイトカインである Tumor 
necrosis factor–like weak inducer of 
apoptosis (TWEAK)に着目し、IL-17A およ
び TWEAKが IL-1が誘導するヒト歯肉線維
芽細胞（HGFs）の CCL20 産生に与える影
響を解析する事を目的とし、研究を行った。
また、どのシグナル伝達経路に対して IL-17A
や TWEAK が影響を及ぼすかに関して
CCL20 産生に関与している事が明らかとな
っているMAPKおよびNF-Bに着目し解析
を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト歯肉組織試料の採取および HGFs
の調整：矯正治療のための便宜抜歯を行う患

者において、抜歯部位のポケット深さが

3mm以下でBOPを認めないことを確認した

後、抜歯時に得られた歯肉片を正常歯肉組織

として採取した。採取した正常歯肉組織から

outgrowth 法を用い、HGFs を得た。 
 
（２）歯肉線維芽細胞からの CCL20 産生の

解析：（１）の条件で採取した HGFs を IL-1
存在下あるいは非存在下で IL-17A あるいは

TWEAK で 24 時間刺激した。その後、培養

上清を採取し、ELISA 法にて CCL20 濃度を

解析した。シグナル伝達機構を確認する実験

に お い て は 、 SB203580 (p38 MAPK 
inhibitor) 、 PD98059 (MEK inhibitor) 、
SP600125 (JNK inhibitor)あるいは SC514 
(NF-B inhibitor)において１時間前処理し

た後、IL-1と IL-17A あるいは IL-1と
TWEAKで刺激を行い、培養上清中のCCL20
濃度を ELISA 法を用い解析した。 
 
（３）IL-1, IL-17A あるいは TWEAK 刺激

により活性化されたシグナル伝達経路の解

析：（１）の条件で採取した HGFs を IL-1, 
IL-17A, TWEAK 単独刺激、IL-1と IL-17A
あるいは IL-1と TWEAK 共刺激で 15 分、

30 分あるいは 60 分刺激した後、タンパクを

回収した。その後、western blot 法を用い、

p38 MAPK, ERK, JNK あるいは IB-のリ

ン酸化あるいは IB-の分解を解析した。 
 
（４）HGFs の IL-17 receptor 発現の解析：

（１）の条件で採取した HGFs を IL-1で 24
時間処理した後、細胞を回収し、 flow 
cytometry を用い、HGFs 表層の IL-17 
receptor A (IL-17RA) あ る い は IL-17 
receptor C (IL-17RC)の発現を解析した。 
 
４．研究成果 
 （１）IL-17A および TWEAK が IL-1刺
激 HGFs の CCL20 産生に与える影響：IL-1
により誘導された HGFs の CCL20 産生は
IL-17A あるいは TWEAK 刺激により相乗的
に増強された。  
 
（２）IL-1と IL-17A 刺激あるいは IL-1と
TWEAK 刺激 HGFs から産生する CCL20 産
生に関与するシグナル伝達経路の解析：
IL-1と IL-17Aあるいは IL-1とTWEAK刺
激により誘導された HGFs の CCL20 産生は
p38 MAPK 阻害剤、ERK 阻害剤および
NF-B 阻害剤により有意に抑制された。ゆえ
に p38 MAPK, ERK, NF-B を介するシグナ
ル 伝 達 経 路 が IL-1/IL-17A あ る い は
IL-1/TWEAK 誘導 CCL20 産生に関与して
いる事が示された。  
 
（３）IL-17A が IL-1刺激 HGFs の MAPKs
および NF-B の活性化に与える影響：
IL-17A は IL-1刺激 HGFs の ERK および
IB-リン酸化と IB-分解をより増強した。
ゆえに IL-17A は ERK と NF-B シグナル伝
達経路をより活性化する事により CCL20 産
生を増強している事が示された。 
 
（４）TWEAKが IL-1刺激HGFsのMAPKs
および NF-B の活性化に与える影響：



 

 

TWEAK は IL-1刺激 HGFs の ERK, JNK
および IB-リン酸化をより増強した。ゆえ
に IL-17A は ERK, JNK および NF-B シグ
ナル伝達経路をより活性化する事により
CCL20 産生を増強している事が示された。 
 
（５）IL-1が IL-17 receptor 発現に与える
影響：IL-1刺激により IL-17RA 発現は変化
しなかったが IL-17RC 発現が抑制された。
ゆえに IL-1が IL-17RC発現を亢進させるこ
とにより IL-17A の影響が増強され、CCL20
産生が増加している可能性が示された。 
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