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研究成果の概要（和文）：　本研究ではヒト歯根膜由来細胞（HPDLC）とヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）を用い、歯周炎
病変局所で発現している報告があるサイトカインのIL-1β, IL-6ならびにIL-22が炎症性骨吸収に関与しているTh17細
胞を浸潤させるCCL20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-6とIL-22はIL-1βが誘
導したHPDLCあるいは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-6とIL-22は歯
周組織構成細胞CCL20産生を増強することによりTh17細胞浸潤を促進し、歯周炎の炎症性骨吸収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-6 and IL-22 on CCL20 production from 
IL-1beta-stimulated human periodontal ligament cells (HPDLC) or human gingival fibroblasts (HGFs)　in 
this study. We found that IL-6 and IL-22 could synergistically increase CCL20 production from 
IL-1beta-treated HPDLC or HGFs, respectively. Therefore, IL-6 and IL-22 are related to Th17 cells 
accumulation in periodontally diseased tissues to induce CCL20 production in periodontal resident cells. 
These results might explain that IL-6 and IL-22 are involved in the destruction of alveolar bone in 
periodontally diseased tissue.

研究分野：歯周病態学分野
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１．研究開始当初の背景 
歯周炎は歯肉や歯槽骨など歯を支える歯
周組織の破壊を特徴とする慢性炎症性疾患
であり歯を喪失する主な原因となっている。
歯周炎の発症には歯周病原因細菌が必要で
あるが、様々な研究により細菌に対する炎症
性免疫応答が歯周組織破壊に重要である事
が報告されている。 
近年、免疫担当細胞の中でも Th17細胞と
呼ばれるhelper T細胞サブセットとTh17細
胞が産生する IL-17 が関節リウマチ
（Lubberts et al., Immunopathology., 32, 
43-53, 2010、  Miossec et al., Nature 
Reviews Drug Discovery., 11, 763-776, 
2012）や歯周炎（Cheng et al., J Clin 
Periodontol., 41(6), 541-549, 2014）の骨破
壊に積極的に関与している事が明らかとな
った。また、 Th17 細胞特異的に CC 
chemokine receptor の一つである CCR6 が
発現していることも報告され、そのリガンド
である CC chemokine ligand 20 (CCL20)が
Th17 細胞浸潤・集積・活性化に関与してい
る事も明らかとなっている（Hirota et al., J 
Exp Med., 204(12), 2803-2812, 2007）。我々
は、すでにヒト歯周炎組織において CD4 陽
性 CCR6陽性細胞が存在していること、また、
歯周組織構成細胞の一つである歯肉線維芽
細胞が IL-1, TNF-刺激によりCCL20を産
生しうること、ヒト歯周病病変局所に 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、他のヒト歯周炎組織に存在する
サイトカインが CCL20 産生に関与している
かどうか、また、HGFs以外の歯周組織構成
細胞が CCL20 を産生しうるかどうかについ
ては不明な点が多かった。 

 
２．研究の目的 
 本研究において、Th17 細胞が産生するサ
イトカインの一つである IL-22 および Th17
細胞分化への関与が報告されている IL-6 に
着目し、IL-22および IL-6が IL-1が誘導す
るヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）あるいはヒ
ト歯根膜細胞（HPDLC）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-22 や IL-6 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MAPKs, NF-κBならびに IL-6が
強く活性化する事が明らかとなっている
STAT3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
および HPDLC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。HPDLCは TaKaRa社より購入した。 
 
（２）HGFs および HPDLC からの CCL20
産生の解析：（１）の条件で採取した HGFs
あるいは購入した HPDLCを IL-1存在下あ
るいは非存在下で IL-22 あるいは IL-6 およ
び soluble IL-6 receptor (sIL-6R)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)、
SC514 (NF-B inhibitor)、Bay11-7085(NF-
κB inbibitor)あるいは 5,15 DPP (STAT3 
inhibitor)において１時間前処理した後、
IL-1と IL-22あるいは IL-1と IL-6/sIL-6R
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-22あるいは IL-6/sIL-6R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 あるい
は 購 入 し た HPDLC を IL-1, IL-22, 
IL-6/sIL-6R単独刺激、IL-1と IL-22あるい
は IL-1と IL-6/sIL-6R 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, STAT3および 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-22 receptor (IL-22R, 
IL-10R2)発現の解析：無刺激の HGFs から
RNA を抽出し RT-PCR 法を用いて IL-22R
および IL-10R2の mRNA発現を解析した。 
 
（５）HPDLC の IL-6 receptor (IL-6R, 
gp130)発現の解析： 無刺激の HPDLC を回
収し、flow cytometryを用い、HPDLC表層
の IL-6 receptorならびに gp130の発現を解
析した。 
 
４．研究成果 
 （１）IL-22 および IL-6/sIL-6R が IL-1
刺激HGFsあるいはHPDLC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-22により相乗的に増強
された。  また、IL-1により誘導された
HPDLC の CCL20 産生は IL-6/sIL-6R によ
り相乗的に増強された。 
 
（２）IL-1と IL-22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-22 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-22誘導CCL20産生に関与している
事が示された。  
 
（３）IL-22 が IL-1刺激 HGFs の MAPKs
および NF-Bの活性化に与える影響：IL-22
は IL-1刺激 HGFs の JNK および IB-リ
ン酸化と IB-分解をより増強した。JNKは
CCL20産生に関与していなかったことより、
IL-22 は 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）IL-6/sIL-6R が IL-1刺激 HPDLC の
MAPKs, NF-Bおよび STAT3の活性化に与
える影響：IL-6/sIL-6Rは IL-1刺激HPDLC
のMAPKsリン酸化および IB-分解に影響
を与えなかった。しかしながら、STAT3のリ
ン酸化が亢進されていた。 
 
（５）IL-1と IL-6/sIL-6R 刺激 HPDLC 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：（４）の結果より STAT3が
CCL20 産生の増強に関与している可能性が
示唆されたため STAT3 阻害剤を用いて
STAT3 の関与を調べた。その結果、STAT3
阻害剤は IL-1βと IL-6/sIL-6R が誘導する
CCL20 産生を有意に抑制した。ゆえに
STAT3 を介するシグナル伝達経路が
IL-1/IL-6/sIL-6R誘導CCL20産生に関与し
ている事が示された。 
 
（６）HGFs の IL-22 receptor 発現および
HPDLC の IL-6 receptor の発現：HGFs は
無刺激の状態で IL-22R および IL-10R2 の
mRNAを発現していた。また、HPDLCは細
胞表面に gp130発現は認められたが、IL-6R
発現は認められなかった。ゆえにHPDLCは
IL-6刺激を受けいれるために sIL-6Rが必要
（trans-signaling）であること分かった。  
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