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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、歯周炎、糖尿病（DM）、関節リウマチ（RA）の共通リスクサイトカ
イン遺伝子を特定することである。慢性歯周炎（CP）併発RA185名、CP併発2型DM 149名、CP 251名、健常130名
を対象に17遺伝子多型を解析した結果、２つの多型（KCNQ1 rs2237892、PADI4_104 rs174803）がCP・RA併発に
有意に関連した。また、CP併発RA群ではCP非併発RA群と比べ環状シトルリン化ペプチドに対する血清抗体価が高
い傾向にあることを認めた。以上から、KCNQ1とPADI4が日本人のRA・CPの共通リスク遺伝子となる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to identify the shared risk cytokine gene for 
periodontitis, diabetes mellitus (DM), and rheumatoid arthritis (RA). A total of 17 candidate single
 nucleotide polymorphisms were assessed in 185 patients with RA and chronic periodontitis (CP), 149 
patients with type 2 DM and CP, 251 patients with CP, and 130 systemically and periodontally healthy
 controls from a cohort of Japanese adults. The results indicated that the potassium voltage-gated 
channel KQT-like subfamily, member 1 (KCNQ1) rs2237892 and the peptidylarginine deiminase type 4 
(PADI4)_104 rs1748033 polymorphisms were significantly associated with the comorbidity of RA and CP.
 Additionally, a trend toward increase was shown in the serum levels of anti-cyclic citrullinated 
peptide immunoglobulin G in the patients with RA and CP as compared to those with RA only. These 
results suggest that the KCNQ1 and possibly the PADI4_104 may constitute a shared risk gene for RA 
and CP in Japanese adults. 

研究分野： 歯周病学

キーワード： サイトカイン遺伝子　歯周炎　糖尿病　関節リウマチ
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１．研究開始当初の背景 
 本研究では、歯周炎の併発が多い糖尿病
（DM）、関節リウマチ（RA）と歯周炎との
共通発症機序を解明するため、以下の５つの
アプローチを行い、３疾患のリスク診断体系
の構築を試みた。 
 
（１）共通リスク遺伝子 
 歯周炎とDM・RAは病態が類似しており、
特に、共通したサイトカインの遺伝子多型、
転写活性、ならびにコード蛋白の関与が示唆
されている。これまでに各疾患のリスク候補
因子として様々なサイトカインの遺伝子が
検証されてきた。しかしながら、歯周炎併発
DM 患者および歯周炎併発 RA 患者を対象と
した多施設のリスク遺伝子解析は未だ実施
されていない。 
 
（２）リスク遺伝子メチル化 
 歯周炎併発 RA 患者ではインターロイキン
－１B（IL-1B）遺伝子多型が歯周炎・RA に
関与することが示唆されているが、同遺伝子
多型と遺伝子コード蛋白産生との不一致が
認められた。この原因として遺伝子情報発現
がエピジェネティクスの１つであるゲノム
メチル化によって修飾されている可能性が
示唆された。しかしながら、歯周炎患者のサ
イトカイン遺伝子エピジェネティクス解析
はこれまで殆ど成されていない。 
 
（３）最終糖化産物と歯周炎 
 DM 患者では歯周炎の発症率が高く、病態
も重篤な場合があり、現在、糖尿病関連歯周
炎と診断され、歯周病は DM の合併症の 1 つ
と定義されている。最終糖化産物（AGE）は
DM 合併症の原因因子で、AGE 受容体
（RAGE）との結合により炎症や組織破壊を
引き起すことが知られている。歯周病と糖尿
病との関連機構を解明するためには、歯肉線
維芽細胞を用いて AGE による炎症性サイト
カインや炎症関連因子の発現への影響する
必要が考えられるが未だ検証は成されてい
ない。 
 
（４）カテプシンと歯周炎・RA 
 リソソーム内の酵素の１つであるカテプ
シン（Cathepsin：Cat）は生体恒常性の維持
に必須なプロテアーゼであるが、炎症等で
Cat 恒常性が破綻すると宿主組織破壊につな
がる。歯周炎や RA の発症・進展に関わる炎
症性サイトカインであるインターロイキン
６（IL-6）はヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）
内のCat-BおよびCat-Lの産生および活性を
亢進し、歯周組織破壊に関与することが報告
されている。一方、Cat はこれまで細胞内の
作用に着目されていたが、近年、細胞外にも
分泌されることが報告され、癌の浸潤や転移
に関与することが示唆されている。しかしな
がら、歯周炎や RA との関連については未だ
検証されていない。 

 
（５）IL-1Ra・IL-17/IL-35 と歯周炎 
 歯周炎・DM・RA の３疾患の発症や進行に
おいてインターロイキン１（IL-1）および
Th17 細胞の関与が示唆されている。また、
制御性 T 細胞（Treg） は Th17 細胞を抑制
する作用があり、抑制メカニズムの一つに
Treg 細胞由来の IL-35 が関与する可能性が
考えられる。しかしながら、歯周炎の病態に
おける IL-1 レセプターアンタゴニスト
（IL-1Ra）の役割ならびに Th17 細胞/Treg
細胞に関与する IL-17/IL-35 の役割について
は未だ検証されていない。 
 
２．研究の目的 
（１）共通リスク遺伝子 
 歯周炎と DM・RA との共通リスク遺伝子
を検索するため、各疾患との関連が報告され
ている遺伝子多型を解析して、その多型分布
の疾患特異性について検討することである。 
 
（２）リスク遺伝子メチル化 
 歯周炎併発 RA 患者、歯周炎患者、および
健常者の全身・歯周局所の単核細胞ゲノムを
対象に、IL-6 および腫瘍壊死因子 -alpha
（TNF-alpha）の遺伝子プロモーター領域の
ゲノムメチル化状態と転写活性・コード蛋白
の発現を解析して、２疾患の共通発症機序を
解明することである。 
 
（３）最終糖化産物と歯周炎 
 歯周炎と DM の関連機構を解明するため、
HGFs を用いて AGE による炎症性サイトカ
インや炎症関連因子の発現への影響および
その作用機構について検討することである。 
 
（４）カテプシンと歯周炎・RA 
 細胞外に分泌される Cat が歯周炎や RA の
病態に関与するという仮説を立て、IL-6 に誘
導される細胞外 Cat の動態について検討する
ことである。 
 
（５）IL-1Ra・IL-17/IL-35 と歯周炎 
 歯周炎の病態における IL-1Ra および
IL-17/IL-35 の役割について検討することで
ある。 
 
３．研究の方法 
（１）共通リスク遺伝子 
 インフォームドコンセントが得られた歯
周炎併発 DM 患者 149 名、歯周炎併発 RA 患
者 185 名、歯周炎患者 251 名、健常者 130
名を対象に、問診、歯周検査、末梢血採取を
行った。検査結果と検体を匿名・記号化した。
末梢血ゲノム DNA を抽出、Nano-Invader
法により、計 17 種の遺伝子多型（PTPN22, 
PADI4, IL-1A, IL-1B, TNF-alpha, IL-6, 
KCNQ1, STAT3）の遺伝子型を決定し、分布
の群間差の有意性を統計学的に検定した。 
 



（２）リスク遺伝子メチル化 
 インフォームドコンセントが得られた歯
周炎併発 RA 患者 30 名、歯周炎患者 30 名、
健常者 30 名を対象に歯周検査および末梢血
採取を行った。歯周炎患者 25 名と健常者 20
名から歯肉組織も採取し、検体を匿名・記号
化した。末梢血・歯肉組織からゲノム DNA
を抽出、バイサルファイト処理を行い、
IL-6・TNF-alpha 遺伝子プロモーター領域の
プライマーを用いて PCR、ダイレクトシーク
エンスで塩基配列を解析して、各 CpG 部で
のメチル化率を評価した。CpG 部の機能検証
のため、メチル化有無の健常者の単核細胞を
分離後、Porphyromonas gingivalis リポ多糖
刺激後にサイトカイン産生をELISA法にて、
IL-6 mRNA 発現を RT-PCR 法にて定量した。 
 
（３）最終糖化産物と歯周炎 
 HGFs 培養系に AGE 添加後の細胞生存率
と活性酸素（ROS）活性を調べるとともに、
RNA および蛋白画分を回収した。採取した
サンプルの IL-6、細胞接着分子（ICAM-1）
などの炎症関連因子の遺伝子発現を PCR 法
にて測定し、これらの蛋白の発現に対する
AGE の影響を ELISA 法を用いて検討した。
マイトージェン活性化プロテインキナーゼ
（MAPK）および NF-B 阻害剤を用いて
AGE シグナル伝達経路を調べるとともに、
MAPK と NF-B のリン酸化をウェスタンブ
ロット分析で検討した。また，RAGE と IL-6
の siRNA を細胞導入し、 IL-6 と ICAM-1
発現に及ぼす影響をPCR法やELISA法にて
評価した。 
 
（４）カテプシンと歯周炎・RA 
 インフォームドコンセントが得られた臨
床的に健康なヒト歯肉から分離培養した
HGFs をサブコンフルエントの状態まで培養
した後、IL-6/sIL-6R（50 ng/ml）を添加し、
添加 48 時間後の培養上清を回収した。培養
上清中の Cat の同定はウェスタンブロット法
を用いて解析した。また、培養上清中の Cat
活性の有無は通法に従い、Cat-B および
Cat-(B+L)に特異的な基質を反応させ、遊離し
た蛍光性ペプチド基質を測定し、解析した。
また、膜タンパクである Cav-1 の発現を
siRNA にて抑制した HGFs を樹立し、Cat の
細胞外分泌に及ぼす影響を検討した。 
 
（５）IL-1Ra・IL-17/IL-35 と歯周炎 
 IL-1Ra の役割の検討では、IL-1Ra ノック
アウトマウスを用いて可溶性 IL-1 タイプ 2R、
および IL-1R補助タンパクの歯周炎の病態に
おける役割について生化学的、分子生物学的、
ならびに形態学的に解析した。IL-17/IL-35
の役割の検討においては、インフォームドコ
ンセントが得られた患者を含むヒトを対象
とした検討を行い、歯肉溝浸出液（GCF）中
の IL-35/IL-17 タンパク量を ELISA 法にて、
末梢血中のT細胞サブセットをフローサイト

メーターにて、歯肉組織中の関連遺伝子発現
のmRNA発現をqPCR法にて各々測定した。
さらに、Th17 細胞に対する IL-35 の直接的
な影響についても検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）共通リスク遺伝子 
 解析した 17 種の遺伝子多型はすべて
Hardy-Weinberg 平衡状態にあった。また、
PTPN22 の多型保有者は認められなかった。 
歯周炎併発 RA 群では健常群と比べて、
KCNQ1 rs2237892 T アリルと PADI4_104 
rs1748033 TT 遺伝子型の頻度が有意に高い
値を示した。また、年齢・性別・喫煙状態を
調整した多重ロジスティック回帰分析の結
果、KCNQ1 rs2237892 T アリルと歯周炎併
発 RA との有意な関連を認めた。さらに、同
回帰分析の結果、STAT3 rs8069645 AA 遺伝
子型と rs744166 GG 遺伝子型が歯周炎と有
意な関連を示した。以上の結果から、KCNQ1 
rs2237892 と PADI4_104 rs1748033 は日本
人の歯周炎と RA の共通リスク遺伝子となる
可能性が示唆された。 
 
（２）リスク遺伝子メチル化 
 TNF-alpha 遺伝子プロモーター領域では
計 12 CpG 部を認めた。歯周炎併発 RA 患者
および歯周炎患者のメチル化率は、健常者と
比べて 7 CpG 部（-302, -163, -119, -72, -49, 
-38, +10 bp）および 1 CpG 部位（-72 bp）で
各々有意に増加した。-163 bp 非メチル化の
単 核 細 胞 は メ チ ル 化 細 胞 と 比 べ て
TNF-alpha 産生量は有意に高い値を示した。
以上の結果から、歯周炎併発 RA 患者末梢血
のゲノム TNF-a 遺伝子プロモーター領域は
高メチル化状態にある可能性が示唆された。
さらに、歯周炎罹患歯肉組織の IL-6 遺伝子
プロモーター計 19 CpG 部の総メチル化率は
末梢血と比べて有意に減少したが、健常者の
歯肉と末梢血は同等であった。歯周炎患者の
末梢血に対する歯肉組織の IL-6 mRNA 発現
率も健常者と比べて有意に高い値を示した。
以上の結果から、歯周炎罹患局所では IL-6
遺伝子プロモーターが低メチル化状態で、
IL-6 転写活性は高発現状態となり、炎症性の
組織破壊を惹起する可能性が示唆された。 
 
（３）最終糖化産物と歯周炎 
 DM 合併症に関連する AGE は HGFs の
IL-6・ICAM-1 発現および ROS 活性を増加
させた。AGE によるこれらの炎症関連因子
の発現・活性の増加は p38・ERK の MAPK
および NF-B 経路を介していたことが判明
した。また、rIL-6 も ICAM-1 発現を増加さ
せる一方、RAGE・IL-6 遺伝子ノックダウン
により AGE 誘導による IL-6・ICAM-1 発現
増加が抑制された。これらの結果から、AGE
による ICAM-1 発現増加は IL-6 を介してい
ることが示唆された。以上から、糖尿病関連
歯周炎の歯周炎悪化には AGE による IL-6・



ICAM-1 発現への作用が関与していることが
示唆された。 
 
（４）カテプシンと歯周炎・RA 
 HGFs は恒常的に Cat-B・Cat-L を分泌し
ており、IL-6/sIL-6R の添加後、その分泌量
は有意に増加した。また、分泌された Cat-B・
Cat-L は炎症巣を想定した酸性条件下
（pH5.5）で活性を有していた。また，Cav-1
の発現を抑制すると、IL-6 誘導性の Cat-B・
Cat-L の細胞外分泌も抑制された。さらに、
恒常的に分泌されていた Cat-B の分泌量も
併せて低下した。以上の結果から、炎症巣に
おいて細胞外に分泌された Cat-B・Cat-L は
細胞外基質の破壊に関与することが示唆さ
れた。さらに、その分泌メカニズムの一端に
膜タンパク質であるCav-1の関与が示唆され、
新たな歯周炎や RA の治療ターゲットになり
得る可能性が考えられる。 
 
（５）IL-1Ra・IL-17/IL-35 と歯周炎 
IL-1Ra の役割の検討では、IL-1Ra が歯周炎
病態において歯肉細胞外マトリックス破壊
に関与している matrix metalloproteinase 
13 の作用を抑制することで、歯周組織の保護
に重要な役割を果たすことが認められた。
IL-17/IL-35 の歯周炎での役割の検討では、
GCF の IL-35,・IL-17 レベルは健常者と比べ
慢性歯周炎患者が高かった。また、末梢血の
Th1/Th17/Treg ポピュレーションは健常者
と慢性歯周炎患者の間に有意差を認めなか
った。さらに、健常者より誘導した Th17 細
胞に対する IL-35 の直接的影響に関しては、
rIL-35 添加により Th17 細胞に関連する
RORA、RORCおよび IL-17mRNAは抑制し、
同時に IL-17 タンパク産生も抑制した。以上
の結果から、IL-35 が Th17 細胞に直接作用
して IL-17 産生を抑制することが示唆された。 
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