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題目:	 骨破壊性T細胞による口腔細菌感染制御 

所属:	 東京大学大学院医学系研究科病因・病理学専攻 

指導教員名:	 高柳	 広 

申請者名:	 塚崎	 雅之 

要旨:	 脊椎動物の 外層には上皮バリアが存在し、病原体の侵入を物理的に防いでい

る。口腔では、歯が粘膜を貫通し植立しており、歯周粘膜は上皮連続性が破綻した脆

弱なバリア部位として知られる。歯周炎に伴い口腔細菌は血流へと侵入し、様々な全

身疾患に影響を及ぼすと考えられているが、口腔細菌に対する生体防御機構は不明な

点が多い。私は、歯周炎に伴い特殊なT細胞が歯周粘膜に集積し、抗菌免疫と歯の支

持骨吸収を誘導することで、口腔細菌感染を制御することを見出した。本研究で得ら

れた知見は、歯周炎の病態理解に繋がるのみならず、これまで他の炎症性骨疾患で悪

玉とされてきた骨破壊性T細胞の、生体防御における役割を提唱するものである。 
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第一章	 序文 

1-1. 骨免疫学の進展と炎症性骨破壊のメカニズム 

骨は生体の支持や臓器の保護、運動に必須の構造であると同時に、体液のカル

シウム濃度調節や造血の場としての機能を持ち、陸棲脊椎動物の生命現象を維持する上

で必須の役割を果たしている 1。骨組織の恒常性は、骨芽細胞による骨形成と破骨細胞

による骨吸収のバランスが保たれることで維持されている。免疫系の過剰な活性化は骨

形成を阻害、骨吸収を促進することで骨恒常性を破綻させ、炎症性骨破壊を引き起こす

ことが知られており、関節リウマチや歯周病、癌の骨転移など、様々な疾患の病態形成

において重要な役割を果たしている 2, 3, 4（図1）。 

免疫系と骨代謝系の連関を示した 初の証拠は、1972年に遡る。Hortonらは、

歯周病患者から採取したプラーク（口腔常在菌が歯牙表面に形成したバイオフィルム）

で刺激したヒト末梢血白血球の培養液を、ラットの長管骨臓器培養系に添加すると、破

骨細胞が増加して骨吸収が起こることを報告し、活性化した白血球が破骨細胞活性化因

子を分泌することで、炎症性骨破壊を引き起こすことを提唱した 5。Horton らの実験系

において想定された骨吸収促進因子(OAF : osteoclast activating factor)は、interleukine(IL)-1b

と同一分子であることが後に明らかとなった 6。しかしながら、炎症性骨破壊の詳細なメ

カニズムに関しては、近年に至るまで不明であった。 

1988年に、Takahashiらが破骨細胞を試験管内で効率よく誘導する手法として、

骨芽細胞と脾臓細胞との共存培養系を確立し 7、骨芽細胞が細胞膜上に破骨細胞分化因

子(ODF: osteoclast differentiation factor)を発現することで、破骨細胞形成を制御するという 
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図1	 炎症性骨破壊の概念図 
細菌感染や癌、自己免疫応答に伴う過剰な免疫系の活性化は、破骨細胞による骨吸収を

促進、骨芽細胞による骨形成を阻害し、歯周病や癌の骨転移、関節リウマチに伴う骨破

壊を引き起こす。 
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「ODF仮説」が提唱された。同グループは、雪印乳業と共に骨芽細胞株の cDNAライブ

ラリーを用いたスクリーニングを行い、1998年に、316アミノ酸残基からなる膜型タン

パク質 ODF をクローニングした 8。この分子は、同時期に異なる複数のグループから

OPGL(osteoprotegerin ligand)9、TRANCE(TNF-related activation-induced cytokine)10、そしてT

細胞が発現する樹状細胞活性化因子RANKL(receptor activation of nuclear factor-kB ligand)11

としてクローニングされたタンパク質と同一であることが分かり、現在ではRANKLと

してその名称は統一されている。RANKL及び受容体 RANKの遺伝子欠損マウスでは、

破骨細胞の完全な欠損を伴う重篤な大理石骨病を呈する 12, 13, 14。ヒトにおいても同様に、

RANKL及びRANK遺伝子に変異を持つ患者は大理石骨病を発症することが報告されて

おり 15, 16、RANKL-RANK 経路が破骨細胞分化において必須の役割を持つことが生体レ

ベルで証明されている 17。 

生理的な破骨細胞分化における RANKL の重要性が明らかになると、病的な

骨破壊におけるRANKLの役割についても注目が集まるようになった。代表的な炎症性

骨疾患である関節リウマチでは、関節破壊病巣に多数の破骨細胞が観察され、増殖した

滑膜線維芽細胞の他にも、T細胞やB細胞、マクロファージなど多くの免疫細胞が浸潤

している 2, 3, 4。Takayanagiらは、関節リウマチ患者の滑膜から得られた細胞を培養すると

破骨細胞が出現すること、滑膜に存在する細胞の中で破骨細胞分化を支持する細胞は滑

膜線維芽細胞であること、さらにこの分化誘導はRANKL依存的であることを報告した

18, 19。その後、RANKL欠損マウスや、破骨細胞を欠損したマウスでは実験的に関節炎を

誘導しても骨破壊が認められないことが報告され 20, 21、炎症性関節破壊の実行役は破骨

細胞であり、また炎症下における病的な破骨細胞形成も、RANKL-RANK経路に依存す
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ることが示されている 22, 23, 24。 

自己免疫疾患である関節リウマチにおいて、自己免疫応答の中枢となる T 細

胞が、どのように骨破壊を引き起こすのかは長年不明であった。RANKLはT細胞上に

発現する分子としてクローニングされた経緯もあり、Kongらは固定した T細胞と破骨

細胞前駆細胞を共培養するとT細胞上のRANKL依存的に破骨細胞が形成されることを

報告し、活性化したT細胞自身がRANKLを発現し、直接的に破骨細胞分化を促進する

ことで骨破壊を誘導するという説を提唱した 25。これに対しTakayanagiらは、活性化し

た T 細胞を生きた状態で破骨細胞の分化培養系に添加した場合、T 細胞が産生する

interferon(IFN)-gの作用に依存して破骨細胞分化を強力に抑制することを報告し、正常な

活性化 T細胞の破骨細胞分化に対する負の制御機構を明らかにした 26。この Takayanagi

らの報告は、Natureのnews & viewsにてChoiらに「Osteoimmunology（骨免疫学）」とい

う新しい学際領域を切り拓いた論文として紹介され、これを機に骨免疫学という学問体

系が生まれ、進展していくこととなった。 

骨免疫学という言葉が初めて使用された当時、CD4陽性T細胞は IFN-gを分泌

し、細胞内寄生性細菌やウイルスの排除に寄与するTh1細胞と、IL-4, IL-13などを分泌

し、主に寄生虫に対する感染防御やアレルギーに関わる Th2 細胞の二種類に分類され、

このTh1/Th2パラダイムで免疫病態が説明されており 27、関節リウマチはTh1型の疾患

であると考えられていた。その後、IL-17を産生し、細胞外細菌・真菌感染の防御や自己

免疫炎症に関与するTh17細胞 28, 29と、Foxp3(forkhead box 3)をマスター転写因子に持ち、

免疫抑制能を有する regulatory T (Treg)細胞 30, 31, 32が新たにCD4陽性T細胞サブセットと

して分類され、関節リウマチや多発性硬化症などの自己免疫疾患の病態においてTh17／
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Tregバランスが重要であることが明らかとなり、免疫学分野において大きなパラダイム

シフトが起きた。Satoらは、各 Thサブセットが破骨細胞分化へ及ぼす効果を個別に検

討し、Th17細胞が唯一、破骨細胞分化を正に制御するThサブセットであることを報告

した 33。Th17細胞は IL-17の産生を介して、骨芽細胞や滑膜線維芽細胞といった間葉系

細胞上にRANKLの発現を誘導することで、破骨細胞形成を促進する 33, 34。Th1,Th2細胞

はそれぞれ IFN-g、IL-4を分泌することで破骨細胞分化を阻害し 33、Tregは IL-10及び

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)を介して破骨細胞分化を強力に抑制す

ることが報告されている 35, 36, 37。（図2） 

これらCD4陽性T細胞サブセットは、ナイーブT細胞に由来し、それぞれが

分化の 終段階であると考えられてきた 38。しかし近年、in vivoにおける細胞系譜解析

の結果から、Thサブセットが異なる種類のサブセットへと分化転換することが生体レベ

ルで示されてきており、CD4陽性T細胞サブセットの分化可塑性は、多発性硬化症 39, 40, 

41や糖尿病 42、喘息 43、がん 44、腸炎 40、感染症 40, 45、関節炎 46など、様々な炎症性疾患の

病態において重要な役割を担うことが示されている。Komatsuらは、本来炎症を抑制す

るはずの Foxp3陽性 T 細胞が、関節炎環境下において Th17細胞(exFoxp3Th17細胞)へ

と分化転換し、関節リウマチの炎症及び骨破壊を増悪することを報告した 46。

exFoxp3Th17細胞はRANKLや IL-17を高発現しており、滑膜線維芽細胞との共存培養

系において従来のナイーブ T細胞由来 Th17細胞よりも高い破骨細胞分化誘導能を有し

た 46。細胞特異的RANKL欠損マウスの解析から、関節破壊におけるRANKLの主要な

産生源はT細胞ではなく滑膜線維芽細胞であることが明らかとなっており 47、Th17細胞

や exFoxp3Th17細胞は主に IL-17の産生を介して滑膜線維芽細胞上にRANKL発現を誘
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導することで、関節破壊に寄与すると考えられている 3。（図3） 

自己免疫疾患である関節リウマチにおいては病理学的に中心的な役割を果た

す Th17 細胞だが、細胞外寄生性細菌や真菌に対する感染防御においても重要な役割を

担うことが知られている。Th17細胞が産生する IL-17は、上皮細胞にDefensinなどの抗

菌ペプチド産生を誘導すると同時に、G-CSFやCXCL1の誘導を介し好中球の活性化や

遊走を促し、菌体排除に寄与することが示されている。48, 49 

上述のように、骨免疫学という概念の確立は、骨代謝研究と免疫学研究の共進

化をもたらし、炎症性骨破壊機構の理解を進め、関節リウマチ治療薬の開発やその作用

機序の理解に大きく貢献してきた 3。しかしながら、細胞内寄生性細菌やウイルスの排除

に重要なTh1細胞や、寄生虫の排除に重要なTh2細胞によって誘導される炎症は骨破壊

を抑制する一方で、なぜ細胞外寄生性細菌から生体を防御するために存在する Th17 型

免疫応答のみが骨破壊を誘導する役割を有するのかに関しては、これまで議論されてこ

なかった。 
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図2	 各Thサブセットの破骨細胞分化への影響 
Th1細胞、Th2細胞はそれぞれ IFN-g、IL-4の産生を介し、破骨細胞分化を阻害する。炎
症抑制能を持つTregは、IL-10及びCTLA-4を介して破骨細胞分化も抑制し、炎症性骨
破壊を阻害する。Th17細胞は IL-17の産生を介し、炎症を誘導すると同時にRANKLの
局所濃度を上昇させることで破骨細胞分化を正に制御し、骨破壊を誘導する。これらの

知見から、Tregと Th17細胞のバランスが炎症性骨破壊において重要な役割を果たすと
考えられている。 
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図3	 関節リウマチにおける骨破壊メカニズム 
滑膜線維芽細胞由来の IL-6 は、炎症及び骨破壊抑制能を有する Foxp3 陽性細胞を
exFoxp3Th17細胞へと分化転換させる。exFoxp3Th17細胞及びTh17細胞が産生する IL-
17は、滑膜線維芽細胞上にRANKLの発現を誘導すると同時に、自然免疫系の細胞に働
きかけ、炎症性サイトカインの産生を促進する。TNF-aや IL-6、IL-1といった炎症性サ
イトカインは、RANKL と協調的に働くことにより破骨細胞分化を正に制御し、骨破壊
を促進する。 
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1-2. 生体バリア部位における宿主細菌相互作用 

外部環境と接する皮膚や粘膜は、タイトジャンクションによって強固に連結さ

れた上皮細胞シートにより覆われており、内部成分の自由拡散を防ぐと同時に生体防御

の一次防衛線として病原体の侵入を拒んでいる 50。皮膚、口腔、鼻腔、腸、膣、尿道な

どの各バリア部位には、それぞれ量や種類は異なるものの多数の常在菌が生息しており、

宿主と平衡関係を維持している 51。近年、腸管粘膜を中心に、常在菌と宿主との恒常性

破綻が、炎症性腸疾患のみならず代謝性疾患や自己免疫疾患、神経疾患、癌など様々な

病態に関与する可能性が示唆されてきており 52、常在菌と宿主免疫系との相互作用の解

明が大きな科学的関心を集めている。 

 腸の常在菌は、腸管粘膜において免疫細胞を誘導することで宿主の恒常性に影

響を与えることが知られている。SPF(Specific pathogen-free) 環境下で飼育されたマウス

では、小腸の粘膜固有層において Th17 細胞が豊富に存在しているが、無菌マウスでは

殆ど存在していない 53。さらに、同系統のSPFマウスでも、購入する会社によって腸管

粘膜のTh17細胞数に差があることが知られている。Ivanovらは、腸管Th17細胞を多く

含むTaconic社から購入したマウスと、腸管Th17細胞が殆ど存在しない Jackson社のマ

ウスの腸内細菌叢を比較することで、セグメント細菌(SFB : Segmented filamentous 

bacteria)を Th17 細胞誘導細菌として同定した 54。SFB によって腸管粘膜で誘導された

Th17細胞は、病原菌の腸管への定着を阻害することが示され、SFBと宿主は相互扶助的

な関係にあることが示唆されている 54。しかしながら、SFBを無菌マウスに定着させる

ことで、Th17細胞の増加を介して関節炎 55や多発性硬化症 56といった自己免疫炎症モデ

ルが増悪することも報告されており、常在菌によって腸管粘膜で誘導された Th17 細胞
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が、遠隔臓器に遊走し炎症性疾患に関与する可能性も示唆されている。 

 近年では、腸管以外のバリア部位における常在菌と宿主免疫系の関

係性も注目を集めている。皮膚においては、常在菌である表皮ブドウ球菌(Staphylococcus 

epidermidis)が、CD8陽性の IL-17産生T細胞を誘導することで、病原細菌の定着を防ぐ

ことが示されており 57、眼の結膜においては、Corynebacterium mastitidisと呼ばれる常在

菌が、IL-17産生型のgdT細胞を誘導することで、感染防御に寄与することが報告されて

いる 58。このように、外界と接するバリア部位では、常在菌が適度に IL-17産生型の免疫

細胞を誘導することで病原細菌の定着を阻害するという共生機構が報告されているが、

口腔粘膜に関しては、常在菌非依存的なTh17細胞誘導メカニズムが提唱されている 59。

Dutzan らは、免疫学研究において一般的に使用される週齢である生後８週齢のマウス

の歯周粘膜には Th17 細胞はほとんど存在しないものの、24 週齢の老齢マウスの歯周

粘膜にはTh17細胞が豊富に存在することを見出した 59。加齢に伴う歯肉Th17細胞の

増加は、無菌マウスでもSPFマウスと同程度認められたことから、生理的条件下におけ

る歯肉Th17細胞の誘導は、細菌非依存的であることが示唆された 59。興味深いことに、

柔らかい餌で飼育したマウスでは加齢に伴う歯肉Th17細胞の増加が認められなかった

ことから、咀嚼に伴う機械的刺激が、加齢に伴う歯肉Th17細胞の増加に必要であるこ

とが示唆された 59。一方で、ヒトにおいては、健常人の歯周組織には Th17細胞は少な

いものの、歯周炎患者の歯周組織にはTh17細胞が顕著に集積していることや、歯周炎

患者では健常者と比較して歯周組織における IL-17、IL-6、RANKLの発現が高いことが

報告されている 60, 61, 62, 63, 64。歯周炎は口腔細菌依存的な病態である 65, 66ことから、歯周

炎においては口腔細菌によるTh17誘導経路が重要な役割を担う可能性があり、口腔粘



 16 

膜における細菌と免疫系の相互作用に関しては未だ不明な点が多い。 

 

1-3. 歯周粘膜バリアの特殊性 

消化管の 前線に位置する口腔は、食餌由来の豊富な栄養、35-36℃の湿潤環

境、pH6.75-7.25と、細菌が生息するのに理想的な環境を有している 67。胃酸や消化酵素

による選択を受けた細菌が生着する腸管とは異なり、多種多様な微生物に暴露する機会

を有しており、口腔常在菌、食事や大気由来の微生物、食餌抗原、咀嚼に伴う物理的刺

激など、様々な刺激に曝されるユニークなバリア部位である 66, 67。ヒトの口腔内には約

700 種類の細菌が生息しており、複雑な生態系を形成している 68。口腔内においても、

舌、頬粘膜、そして歯牙表面のプラークでは菌の組成が異なることが報告されており 69、

プラークが も高密度かつ多様な菌叢を有していることが知られている 70, 71。 

口腔粘膜は重層扁平上皮により覆われており、頬や口腔底を覆う非角化上皮で

ある被覆粘膜(lining mucosa)、歯肉や硬口蓋を覆い、粘膜固有層が顎骨と結合し、咀嚼に

伴う機械的刺激に耐えうる角化上皮である咀嚼粘膜(masticatory mucosa)、舌の表面を覆

い、味覚受容器である味蕾を含む特殊粘膜（specialized mucosa）の３種類に大きく分類さ

れる 72, 73。咀嚼粘膜である歯肉には、歯が粘膜を貫通して顎骨に植立しており、歯と歯

肉の境界に歯肉溝(gingival crevice)を形成している。歯肉溝は、歯肉溝上皮(sulcular 

epithelium)と呼ばれる薄い非角化上皮で覆われており、直下には毛細血管が多数存在し

ている。上皮は歯肉溝底に近づくにつれ更に薄くなり、接合上皮(junctional epithelium)と

呼ばれる透過性の高い上皮が、ヘミデスモゾーム構造を介して歯と接している 73（図4）。

このことから、上皮細胞同士がタイト結合によって強固に連結されている他のバリア部
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位とは異なり、歯周組織はタイト結合の連続性が破綻した脆弱なバリア部位として知ら

れている。口腔細菌に起因する歯周組織の炎症である歯周炎は、アメリカの成人の約半

数が罹患しており、世界で も罹患率の高い感染症の一つとして知られている 65, 66, 74, 75。 

接合上皮を介した粘膜と歯の接触は、機械的刺激や、細菌感染に伴う炎症によ

り容易に破壊される。その結果、口腔細菌は歯周組織の血管から、全身循環へと侵入す

ることが知られている 68, 76, 77, 78。特に歯周炎患者では、咀嚼 79やブラッシング 79, 80、フ

ロッシング 81, 82, 83、歯石除去 77, 84といった歯周組織への軽微な刺激により、一過性の菌

血症が誘発されることが知られており、赤十字社のガイドラインでは、歯科医院で歯石

除去などを受けた患者は72時間献血することが禁止されている。 

以上のように、腸管や皮膚といった他のバリア部位とは異なり、歯周組織は細

菌が直接血流を介して全身へと波及する侵入路として知られ 76, 77, 78、口腔細菌が全身に

及ぼす影響に関しては、後述のように古くから様々な議論がなされてきた。 
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図4	 マウス歯周組織のHE染色像 
歯と歯肉の境界には歯肉溝(GC)と呼ばれる間隙が存在する。歯肉溝は、歯肉溝上皮(SE)
と呼ばれる薄い非角化上皮で覆われており、直下には毛細血管(C)が多数存在する。歯と
の界面では、接合上皮(JE)と呼ばれる透過性の高い上皮がヘミデスモゾーム構造を介し
て歯面と接しており、タイト結合の連続性が破綻した脆弱なバリア部位を形成している。

T : tooth, AB : alveolar bone, GC : gingival crevice, SE : sulcular epithelium, C : capillary, JE : 
junctional epithelium  
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1-4. 口腔—全身連関の医学史 

口腔疾患が全身疾患に関与するという概念は、医学の歴史において繰り返し提

唱されてきた。 古の医学書の一つである中期王朝エジプト(2100 BC)のパピルスには、

歯痛と婦人科疾患の関連が記されており、第12王朝(2130- 1930 BC)の王家の墓からは口

腔清掃器具が発見されている 85。医学の父として知られるHippocrates(400 BC)は、状態の

悪い歯の抜去により、リウマチ患者の関節痛が寛解した症例を２例報告しており 86, 87, 88、

同様に1818年には、アメリカ合衆国建国の父の一人としても著名な医師であるBenjamin 

Rushが、リウマチを含む幾つかの疾患が、患歯の除去により寛解した症例を複数報告し

ている 86, 87, 89。しかしながら、上記の報告は全て少数の患者の症例報告に基づいた現象論

の記載に留まっており、口腔の状態と全身疾患が関連するメカニズムに関しては不明で

あった。 

 口腔細菌の存在は、顕微鏡の発明者である Antony von Leeuwenhoek により初

めて報告された。1683年、Leeuwenhoekは2人の女性と、生涯一度も歯を磨いたことの

ない 2 人の男のプラークを自作の顕微鏡で観察し、口腔清掃状態と口腔細菌（当時は、

微小動物 ”animalcule” と名付けていた）の量が相関することを記録し、ロンドン王立協

会に報告している 86。Leeuwenhoek の観察から長い間、口腔細菌は世の関心を集めるこ

とはなかったが、1800年代後半にRobert KochとLouis Pasteurによって「細菌説」が確

立され、細菌が様々な疾患の原因であることが受け入れられるようになると、口腔細菌

に大きな脚光が集まるようになった 86。 

 Robert Kochの弟子であり、歯科医師でもあったWilloughby D. Millerは、う蝕

の原因は口腔細菌が分泌する酸による無機質の脱灰であるという、「Millerの化学細菌説」
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90の提唱者として広く知られるが、口腔細菌が遠隔臓器の疾患に影響を与える可能性に

ついて初めて言及したのもMillerであった 86, 87, 91, 92。Millerは口腔衛生や歯科治療の重要

性を指摘したが、全身疾患の治療・予防として患歯の除去を推奨した訳ではなかった。

しかし、このMillerの仮説は次第に口腔敗血症(oral sepsis)という名で呼ばれるようにな

り、oral sepsisの原因である感染歯を抜去することで様々な疾患が寛解したという症例が

相次いで報告される事となった 93,94。次第に、扁桃や虫垂なども含め、局所の感染が遠隔

臓器の疾患を引き起こすという概念をまとめて病巣感染説(focal infection theory)と呼ぶよ

うになり 95、リウマチなど全身疾患の治療や予防のために無歯顎にする者まで現れ、保

存的な歯科治療よりも抜歯を推奨する考え方が 1900 年代初期の医学・歯学領域で広く

受け入れられていった 86, 87, 92。 

 1940 年頃になると、当時広く行われていた抜歯を含む病巣摘出術の治療効果

を検討したコホート研究の結果が報告されるようになった。その中には、病巣摘出術を

受けた 200人のリウマチ患者のうち、1人も治癒せず 3人増悪したという報告 96や、リ

ウマチの予防のために無歯顎にした患者がその後リウマチと消化不良を発症した 97とい

うもの等が含まれ、次第に病巣摘出術の治療効果が疑問視されることとなった。1940年

代には抗生物質による感染制御法が登場したことも相まり、1952 年 JAMA(Jaournal of 

American Medical Association)の editorialにて病巣摘出術の治療効果の否定が宣言され 98、

病巣感染説は医学研究の舞台から姿を消し、忘れ去られることとなった 86, 87, 92, 98。 

 1989年、一つの症例報告がこの古い概念に関する議論を再燃させた。Mattilaら

は、急性心筋梗塞で集中治療室に搬送された100名の患者は、ランダムに選出された102

名の対照群と比較して、う蝕や歯周病を含む口腔疾患の重症度が有意に高いことを報告
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した 99。その後、歯周病と心疾患の関連は様々な研究により支持され 100, 101、現在では感

染性心内膜炎の起因菌の 35-45%が口腔常在菌であることが広く知られている 102。上述

のように、歯周組織への微細な刺激が口腔細菌の血流への侵入を促すことから、感染性

心内膜炎の発症リスクが高いと考えられる患者（心内膜炎の既往を有するもの、人工弁

置換患者、先天性心疾患を有する患者など）においては、歯科処置前の抗菌薬予防投与

がアメリカ心臓学会のガイドラインで推奨されており、日本もこれに倣っている 103。一

方で、イギリスでは、歯科処置前の抗菌薬投与による感染性心内膜炎の予防効果を示し

たエビデンスが不足しているとし、2008年のNICE(National Institute for Health and Clinical 

Excellence)ガイドラインで、歯科治療前の抗菌薬予防投与の推奨を全面的に中止した 104。

その結果、イギリス全土で感染性心内膜炎の発症率が有意に上昇していることが2015年

Lancet誌に報告され 104、口腔細菌の侵入が遠隔臓器の疾患に影響を与えることが改めて

示唆された 104, 105。心疾患以外にも、糖尿病や関節リウマチ、早産・低体重児出産、アル

ツハイマー、肝疾患など、様々な疾患と歯周病の有病率及び重症度が相関することが近

年の研究によって明らかにされてきており、かつて”oral sepsis”、”focal infection theory”と

呼ばれた古い概念は、現在では歯周病と全身疾患の関係を中心に、”periodontal medicine”

と名を変え再び注目を集めている 66, 86, 87, 92。 
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1-5. 歯周病のメカニズム 

 歯周病は歯と歯肉の境界部に形成されるプラークが原因で生じる感染症であ

り、歯肉に限局した可逆性の炎症である歯肉炎と、歯槽骨の破壊を伴う歯周炎に分類さ

れ、歯周炎は成人の歯の喪失の主な原因となっている 65。歯周病と も相関が高い口腔

細菌群「Red complex」として、Porphyromonas gingivalis、Treponema denticola、Tannerella 

forsythensisの3種が報告され 106、特にPorphyromonas gingivalis（以下P.g.菌）は歯周病に

おいて も重要な役割を担う細菌として考えられてきた 65, 67。 

歯周病の発症にはプラーク、すなわち口腔細菌の存在が必須であるが、その進

行には宿主の免疫応答が重要な役割を果たす。1976年、PageとSchroederは歯周病患者

の検体を用いた組織学的解析により、初期の歯周炎組織はT細胞病変であり、進行した

歯周炎組織はB細胞病変であると報告し、獲得免疫系が歯周炎に重要な役割を持つこと

を示唆した 107。Kawaiらは、抗RANKL抗体を用いた免疫染色により歯周炎組織におい

てB細胞の90%、T細胞の50%がRANKL陽性であり、B細胞とT細胞が歯周炎におけ

るRANKLの主要な産生源であることを提唱している 108。同グループは、活性化したB

細胞をラットに移入することで、B細胞上のRANKLにより歯槽骨吸収が促進すること

を報告している 109, 110。更に、B細胞を欠損したマウス(µMTマウス)では野生型と比較し

て定常状態で歯槽骨の高さが低く、P.g.菌を感染させてもそれ以上骨吸収が進行しない

という報告 111や、マウスの歯牙に絹糸を結紮することで常在菌の蓄積を促し、歯周炎を

誘導するモデル（詳細は後述）においても、骨吸収が部分的に抑制されることが報告さ

れている 112。一方で、高脂肪食で飼育した場合にはµMTマウスは野生型と比較してP.g.

菌感染による歯槽骨吸収が抑制されるものの、低脂肪食で飼育した場合は差が見られな
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いという報告もあり 113、B細胞の歯周炎における役割に関しては統一した見解は得られ

ていない。 

様々な動物モデルを用いた解析から 114、歯周炎の進行や骨破壊には、T細胞が

必須の役割を果たすことが示唆されている 65, 66, 115, 116。Ukaiらは、大腸菌由来のLPSを歯

肉に注射することで炎症性歯槽骨破壊を誘導するモデルを用い、T細胞を欠損したヌー

ドマウスでは骨破壊が起こらず、T細胞を移入したヌードマウスでは骨破壊が起こるこ

とから、T細胞が歯槽骨破壊に重要な役割を持つことを報告した 117。同様に、Bakerらは

獲得免疫系を欠損したSCID（Severe Combined Immuno Deficiency）マウスや、CD4陽性

T細胞を欠損したMHCⅡ欠損マウス(H2-Ab–/–)では、P.g.菌感染による歯槽骨吸収が生じ

ない一方で、CD8陽性 T細胞を欠損したMHCⅠ欠損マウス(b2m –/–)では野生型と同程度

の骨吸収が生じることから、CD4陽性T細胞が歯周炎の骨破壊に重要であることを報告

している 118。同様に Tengらは、重度複合免疫不全マウス（NOD/SCIDマウス）では歯

周炎関連菌である Aggregatibacter actinomycetemcomitans感染に伴う歯周骨破壊が抑制さ

れるものの、歯周炎患者の末梢血を移入することで骨破壊が増悪すること、様々な免疫

細胞種の中で、CD4陽性T細胞を末梢血から除去して移入した場合にのみ骨破壊が抑制

されることを報告し、歯周炎における歯槽骨破壊は CD4陽性 T細胞依存的であると報

告した 119。他にも、ab T細胞を欠損する TCRa鎖欠損マウスでは、P.g.菌による歯槽骨

破壊が抑制されること 120や、SCIDマウスではLPSによる歯槽骨破壊が起こらないもの

の、T細胞の移入のみで骨破壊が回復する 121ことが報告されており、歯周炎の骨破壊に

おいてCD4陽性T細胞が必須の役割を持つことが示唆されている。しかしながら、CD4

陽性T細胞の中でどのような種類の細胞が、どのように歯槽骨破壊を誘導するのか、そ
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の詳細なメカニズムに関しては未だ不明である 114, 115, 116。 

  上述（1-1. 骨免疫学の進展と炎症性骨破壊のメカニズム）のように、

CD4陽性T細胞の中でTh17細胞が唯一の骨破壊誘導性T細胞であり、更には歯周炎患

者の歯周組織に Th17 細胞が集積していることが報告されており、歯周炎の病態におけ

るTh17細胞の関与が示唆されている 60, 61, 62, 63, 64。動物モデルを用いた報告でも、抗 IL-

17抗体の投与により、絹糸結紮による歯周炎モデル（詳しくは後述）で歯槽骨吸収が阻

害されること 122や、IL-17欠損マウスでは加齢に伴う歯槽骨吸収が抑制されることが報

告されている 59, 122。しかし、IL-17の受容体(IL-17RA)を欠損したマウスでは、P.g.菌感

染モデルにおいて、歯槽骨吸収が逆に増悪するという報告もなされており 123、Th17細

胞の歯周炎における真の役割に関しては、統一した見解が得られていないのが現状であ

る 66, 115, 116, 124。 
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1-6. 研究目的 

Th17細胞やexFoxp3Th17細胞といった骨破壊性T細胞が引き起こす炎症性骨

破壊は、関節リウマチにおける運動機能障害や疼痛の原因となり、患者の quolity of life

を著しく低下させる。骨破壊性T 細胞による骨破壊誘導機序の解明と制御を目指し、こ

れまで様々な研究が行われてきたが、本来は細菌感染から生体を防御するために存在す

る Th17 型免疫応答の活性化が、なぜ骨吸収を誘導するのかについては議論されてこな

かった。口腔細菌は歯周炎組織から容易に血流へと侵入し、様々な全身疾患に影響を及

ぼすことが知られている。歯周炎が進行すると、歯の支持骨は炎症性骨吸収を起こし、

終的に感染源である歯が脱落し、口腔粘膜の感染及び炎症は終息する。これらの臨床

的知見から、私は Th17 型免疫応答による炎症性骨破壊は、感染源である歯を脱落させ

ることで、口腔細菌から生体を防御する役割を持つのではないかと仮説を立てた。 

ヒト歯周炎組織には IL-17陽性T細胞が集積していることから、その病態への

関与が疑われているが、遺伝子改変動物を用いた因果の証明は不十分であり、歯周炎に

おけるTh17細胞の役割や、その誘導機序、歯槽骨破壊のメカニズムを含め、口腔細菌に

対する宿主応答機序は未だ十分に理解されていない。本研究は、歯周炎における骨破壊

を担う免疫細胞の同定を通して、口腔細菌に対する生体防御機構を解明することを目的

とする。 
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第二章	 方法 

2-1. 実験試薬／器具 

特に記載のない場合、化学薬品については、ナカライテスク社、和光純薬社の

特級試薬を使用した。同様に、プレート、チューブ、フィルターやシャーレ類は BD

社の製品を使用した。 

 

2-2. 実験動物 

実験に用いたマウスは SPF 環境下にて飼育し、全ての実験は「東京大学動物

実験実施規則」並びに「東京大学動物実験実施マニュアル」に従い行った。C57BL/6J

野生型マウスは日本クレアより入手した。Tnfsf11flox/flox マウス(Cre発現細胞でRANKL

を欠損するマウス)125、Tnfsf11DS/DSマウス(可溶型 RANKL 欠損マウス)126は当研究室で

樹立したマウスである。Foxp3hCD2 ノックインマウス(Foxp3 プロモーター下で human 

CD2 抗原を発現するマウス)127、Foxp3-GFP-Cre マウス(Foxp3 プロモーター下で蛍光

分子 GFP と Cre を発現するマウス)42、Mb1-Cre マウス(B 細胞特異的 Cre 発現マウ

ス)128 、ROSA26-loxP-Stop-loxP-YFPマウス(Cre発現細胞で蛍光分子 YFPを発現する

マウス)46、Scx-Cre マウス(歯周組織において歯根膜線維芽細胞特異的に Creを発現す

るマウス)129, 130、Cd4-Cre マウス(T細胞特異的Cre発現マウス)131 、ROSA-CAG-lox-stop-

lox-hKikGR マウス（Cre発現細胞で、紫色光により緑色から赤色に変化する蛍光タン

パクKiKGRを発現するマウス）132はそれぞれ東京大学大学院薬学系研究科	 免疫・

微生物学教室の堀昌平博士、University of Clofornia, San Franciscoの Jeffrey A Bluestone

博士、Max Planck InstituteのMichael Reth博士、Harvard UniversityのEdward Lamperti
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博士、広島大学の宿南知佐博士、Clinical Research Institute of Montrealの Jean Vacher博

士、大阪大谷大学の戸村道夫先生よりご供与頂いた。Tcra–/– マウス(abT細胞を欠損す

るマウス)133、 Vav-iCre mice(血球系細胞特異的Cre発現マウス)126はHarvard University

のAnjana Rao博士よりご供与頂いた。Il17a–/– マウス 49、Il17f–/– マウス 49は、東京理科

大学の岩倉洋一郎博士よりご供与頂いた。Il17a-GFPノックインマウス(Il17aプロモー

ター下で蛍光分子 GFP を発現するマウス)46は BIOCYTOGEN 社より入手した。Sp7-

tTA-tetO-Creマウス(ドキシサイクリン非存在下で骨芽細胞特異的にCreを発現するマ

ウス)、Il6–/– マウス、 Foxp3-YFP-Cre マウス(Foxp3プロモーター下で蛍光分子YFPと

Creを発現するマウス)、Il6ra flox/flox マウス(Cre発現細胞で IL-6受容体を欠損するマウ

ス)、Tcrd–/– マウス(gdT細胞を欠損するマウス)は Jackson Laboratoryより入手した 43, 134, 

135。 

 

2-3. マウス歯周炎モデル 

上述のように、歯周病におけるP.g.菌の重要性が提唱されて以降、歯周病のメ

カニズムを解析する際には、P.g.菌を動物の口腔内に感染させるモデルが主に使用されて

きた 111, 113, 114, 118, 120, 123。しかしこのモデルでは、P.g.菌が口腔内に定着し骨吸収が生じるま

でに 2-3ヶ月を要する上、骨吸収の程度が非常に軽微であり、解析が難しいという欠点

があった 114（図5 A）。 

2011年、Hajishengallisらは P.g.菌を SPFマウスの口腔内に感染させた場合は、

歯周炎を発症し歯槽骨吸収が生じるものの、無菌マウスに P.g.菌を感染させても骨吸収

が起こらないことを報告し、P.g.菌は単独では歯周炎を誘導できず、常在菌の量・質的な
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バランスの破綻(Dysbiosis)を介して間接的に歯周炎を誘導することを提唱し 136、歯周病

学研究に大きなパラダイムシフトが起きた 67, 137。このことから、歯周炎における口腔常

在菌の重要性が明らかとなり、常在菌が炎症性骨破壊を引き起こすメカニズムの解明が

必要となった 136。 

口腔常在菌に依存した歯周炎モデルとして、動物の歯の周囲に絹糸を結紮する

方法が 1966 年にラットで確立されている 138。コンベンショナル環境下で飼育したラッ

トでは、絹糸を結紮するだけで歯周炎が起こる一方で、無菌ラットの歯に絹糸を結紮し

ても骨破壊が生じないことから、このモデルは口腔常在菌依存的であることが示されて

いる 114, 138。絹糸モデルの利点として、口腔常在菌と宿主との相互作用が解析できる点や、

歯槽骨吸収が短期間で安定して得られるため、骨破壊メカニズムの解析に適している点

が挙げられるが、マウスの口腔内が小さすぎるため、これまでラットや犬、霊長類など

大型動物でのみ適応可能と考えられてきた（図 5 A）114。しかし 2013 年、Abe と

Hajishengallis が、小さい特殊な器具を使用することでマウスの歯に絹糸を結紮する方法

を確立し、これにより様々な遺伝子改変マウスを用いた解析が可能となった 139。本研究

では、私はこの絹糸結紮によるマウス歯周病モデルを解析に使用した。具体的には、生

理食塩水（Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.）により1/10希釈したペントバルビタールナ

トリウム（ソムノペンチル；共立製薬）を10µlg–1腹腔内投与し、全身麻酔を施した。麻

酔奏功後、マウスの上顎第二大臼歯に5-0絹糸（Roboz Surgical Instrument Co., MD, USA）

を結紮し、歯周炎を誘導した 122, 139。（図5 B）骨吸収の評価は先行報告に従い、頬舌側12

点のエナメルセメント境〜歯槽骨頂の距離を測定し、対側の非処置歯をコントロールと

した骨吸収の合計を測定することにより骨吸収を評価した 122, 139。 
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図5	 絹糸結紮によるマウス歯周炎モデル 
A. 感染モデルと絹糸モデルとの比較。絹糸結紮による歯周炎モデルは、人の病態に近く、
結果も短期間で安定して得られるという利点があったが、マウスの口腔が小さいためこ

れまで大型動物でのみ適用可能とされてきた。B. 絹糸結紮によるマウス歯周炎モデル。
麻酔下でマウスを開口させ、上顎第2大臼歯に5-0の絹糸を結紮する。 
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2-4. マイクロCT解析法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺後、上顎骨を摘出し、70%エタノールで浸漬固

定し、解析まで保存した。固定した上顎骨を X 線装置(ScanXmate-D090S105、

Comscantecno)およびXsys software (Comscantecno)を用いてCT撮像し、得られた断面

像より coneCT express software (White Rabbit)を用いて三次元画像を構築した。TRI/3D 

Bon software (Ratoc System Engineering)により解析パラメーターを算出した。 

 

2-5. 組織学的解析法 

2-5-1. パラフィン切片作製法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺後、上顎骨を摘出し、4%パラフォルムアルデ

ヒド(PFA)で一晩浸漬固定した。固定した組織を脱灰液(OSTEOSOFT, Merck Millipore)

中で 3週間脱灰した。脱灰した組織は全自動密閉式ティッシュプロセッサー(Leica)を

用いて脱水、脱脂、パラフィン浸透し、パラフィン包埋装置(Leica)により包埋した。

作成したブロックをミクロトーム(Leica)により厚さ7µmの切片に薄切し、42℃の温水

上で伸展した後、スライドガラス（松浪硝子工業）上に回収し、約40℃で一晩静置し、

乾燥、伸展、接着した。 

 

2-5-2. パラフィン切片染色法 

パラフィン切片を用いて酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ(TRAP)染色を行った。
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脱パラフィンは以下の手順で行った。 

＜脱パラフィン＞ 

1.キシレン ５分間 

2.キシレン ５分間 

3.キシレン ５分間 

4.100%エタノール 30秒間 

5. 100%エタノール 30秒間 

6. 99. 5%エタノール 30秒間 

7. 95%エタノール 30秒間 

8. 90%エタノール 30秒間 

9. 80%エタノール 30秒間 

10. 70%エタノール 30秒間 

 

TRAP染色には、以下の要領で用時調整したTRAP染色液を用いた。切片を３分間洗浄

後、30分間TRAP染色液に浸漬、染色した後、純粋で洗浄した。その後、ヘマトキシリ

ンに数秒浸漬し対比染色を行った。流水中で30分洗浄した後、脱パラフィンの逆の手順

で透徹し、封入剤（マルチマウント 480、松浪硝子工業）とカバーガラス（松浪硝子工

業）により封入した。TRAP陽性で３核以上の多核巨細胞を破骨細胞とし 24, 33, 46, 125, 134, 135、
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上顎歯槽骨の面積あたりの破骨細胞数を評価した。 

 

＜TRAP染色液調整法（用時調整）＞ 

①	 基質原液 

	 ナフトールAS-BI	 リン酸塩 0.07g 

	 N, N-ジメチルホルムアミド	 7ml 

②	4%パラローズアニリン溶液（冷却後濾過） 

パラローズアニリン 5g 

純粋（50~60℃） 100ml 

塩酸 25ml 

③	亜硝酸ナトリウムーアニリン溶液 

亜硝酸ナトリウム	 0.15g 

超純水	 3.75ml 

②で作製した4%パラローズアニリン溶液	 3.75ml 

④	 0.2M 酢酸溶液 

氷酢酸	 2.875ml 

純水	 250ml 
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⑤	 0.2M 酢酸ナトリウム溶液 

酢酸ナトリウム	 8.2g 

純水	 500ml 

⑥	 0.2M 酢酸緩衝液 

④で作製した0.2M 酢酸溶液 250ml 

⑤で作製した0.2M 酢酸ナトリウム溶液 500ml 

（水酸化ナトリウム水溶液によりpH5.0に調整） 

⑦	 TRAP染色液 

超純粋 45ml 

⑥ で作製した0.2M 酢酸緩衝液	 60ml 

①	で作製した基質原液 6ml 

③ で作製した亜硝酸ナトリウムーアニリン溶液 7.5ml 

	 	 酒石酸ナトリウム 1g 

（水酸化ナトリウム水溶液によりpH5.1に調整後濾過） 

 

2-5-3. Iin situ hybridization 

マウスを断頭により屠殺後、上顎骨を摘出し、ホルムアルデヒド系の組織固定
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液 G-Fix (Genostaff)で一晩浸漬固定した。その後、キレート剤を含むマイルドタイプの中

性脱灰液G-Chelate Mild (Genostaff) を使って 2～8℃にて約1ヶ月間脱灰した。キシレン代

替品として低毒性溶剤G-Nox (Genostaff) を使用し、パラフィン包埋装置CT-Pro20 (Genostaff) 

を用いてパラフィン包埋しブロックを作製、5µm の厚さで薄切し、切片を作製した。組織切片

を脱パラフィン化し、10%ホルマリン in PBSで固定(37℃ 30分)し、超純水にて洗浄し

た。0.2N HClに浸漬(37℃ 10分)し、PBSで洗浄後、4 µg/ml Proteinase K in PBSで処理

(37℃ 10分)した。Tnfsf11または Il6に対するプローブ(Genostaff)を 250ng/mlの濃度で調整

し、60℃で 16 時間ハイブリダイゼーションを行った。対比染色は Kernechtrot Stain 

Solution(Muto Pure Chemicals)により行った。 

 

2-6. 歯周組織調製法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺後、上顎を回収した。回収した上顎を PBS 中

に浸漬し、実体顕微鏡下で歯周粘膜を上顎から剥離し、単離した。 

 

2-7. 細胞調製法 

2-7-1 歯周組織からの細胞調整法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺し、2-5と同様に上顎を回収した。酵素溶液（2% 

Foetal bovine serum (FBS)、2mg/ml Collagenase Type 2 (Worthington Biochemical Corp.)、1mg/ml 

DNAse Type 1 (SIGMA) in PBS）の中で、歯周粘膜を上顎骨から単離した。歯周粘膜を鋏
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にて細断した後、37℃で20分間振盪させた。0.5M EDTAを20µm添加し、更に10分間

37℃で振盪させた。振盪終了後、12mlの2% FBS in PBS溶液を添加し、70µmメッシュ

を通した後遠心し、歯周粘膜細胞を回収した 140。 

 

2-7-2 リンパ節及び脾臓からの細胞調整法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺し、リンパ節または脾臓を回収した。6 well プ

レートを用いて、IMDM(Iscove’s modified Dulbecco’s medium (Sigma Aldrich))に浸した

70µmメッシュ上で臓器を擦り潰し、細胞を回収した。脾細胞に関しては、塩化アンモニ

ウム溶血バッファー（Red blood cell lysing buffer, Sigma）を加え室温で静置し、赤血球を

除去した。 

 

2-8. 遺伝子発現解析法 

2-6 の要領で調製した歯周組織から TRIzol® (Life technologies)を用い、acid guanidine 

thiocyanate-phenol-chloroform(AGPC)法により全 RNA を抽出した。Superscript® III reverse 

transcriptase（Invitrogen）を用い、メーカーの提供するプロトコールに従い全 RNA を鋳

型とした一本鎖 cDNAを合成した。SYBR® Green（Toyobo）とLightCycler®（Roche）を

用いて、リアルタイムRT-PCR法により遺伝子発現を解析した。目的の遺伝子の発現量

はDDCt法により相対値として算出した。このとき、内部標準として Gapdhを用いた。

解析に用いたプライマーの配列を以下に示す。PCR 反応条件は、熱変性（95℃、10 秒

間）、アニーリング・伸長（60℃、30秒間）を45サイクル行った。実験はすべてn=3以
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上の個体数で行い、1つの個体につき3ウェル解析をして平均値を算出した。 

 

プライマー配列一覧 

Gapdh 

Fw; 5´-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3  ́

 Rv; 5´-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3  ́

 Tnfsf11 

 Fw; 5´-AGCCATTTGCACACCTCAC-3  ́  

 Rv;5´-CGTGGTACCAAGAGGACAGAGT-3 ;́  

 Il17a 

 Fw; 5´-TCCCTCTGTGATCTGGGAAG-3  ́  

 Rv; 5´-AGCATCTTCTCGACCCTGAA-3 ;́ 

 Il17f 

 Fw; 5´-CAAAACCAGGGCATTTCTGT-3  ́  

 Rv; 5´-ATGGTGCTGTCTTCCTGACC-3  ́

 Il4 

 Fw; 5´- CCTCACAGCAACGAAGAACA-3  ́  
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 Rv; 5´- ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT-3  ́

 Ifng 

 Fw; 5´- GCGTCATTGAATCACACCTG-3  ́  

 Rv; 5´- TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3 ;́  

Tnfa 

 Fw; 5´- GCTGAGCTCAAACCCTGGTA-3  ́  

 Rv; 5´- CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3  ́

Il6 

 Fw; 5´- CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3  ́  

 Rv; 5´- CAGAATTGCCATTGCACAAC-3  ́

Rorc 

 Fw; 5´-TGCAAGACTCATCGACAAGG-3  ́  

 Rv; 5´- AGGGGATTCAACATCAGTGC-3  ́

Defb1 

 Fw; 5´- AGGTGTTGGCATTCTCACAAG-3  ́  

 Rv; 5´- GCTTATCTGGTTTACAGGTTCCC-3  ́
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Defb4 

 Fw; 5´- GCAGCCTTTACCCAAATTATC-3  ́  

 Rv; 5´- ACAATTGCCAATCTGTCGAA-3  ́

Cxcl1 

 Fw; 5´- CGCTTCTCTGTGCAGCGCTGCT-3  ́  

 Rv; 5´- CAAGCCTCGCGACCATTCTTGA-3  ́

Cxcl2 

 Fw; 5´- TCCAGAGCTTGAGTGTGACG-3  ́  

 Rv; 5´- TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC-3  ́

 

2-9. フローサイトメトリー法 

2-6の要領で調製した細胞に対して、解析終了まで全ての手順を 4℃にて行っ

た。試薬の希釈や細胞の洗浄にはFACSバッファー（5%FBS、PBS）を用い、洗浄は

2回ずつ行った。細胞を 96ウェルプレートに 1ウェルあたり 1.0×106個以下の個数分

取し、洗浄後、1/100に希釈した抗CD16/32抗体（93、Biolegend）40 µlを添加し、10

分間蛍光灯を照射してブロッキングした。1/50に希釈した抗体溶液を 10 µl添加し、

遮光状態で 30 分間反応させた。二次抗体や蛍光標識ストレプトアビジンを用いた多
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段階の染色を行った際には、洗浄後 1/100に希釈した抗体溶液を 20分間反応させた。 

細胞内のサイトカイン染色の際には、染色の前にPMA (phorbol 12-myristate 

13-acetate; 50 ng/ml, Sigma-Aldrich) 、ionomycin (500 ng/ml; Sigma-Aldrich)、及び 

GolgiPlug (500 ng/ml; BD Biosciences)を含む IMDM溶液にて37℃で4〜5時間刺激を

加えた。細胞内のFoxp3を染色する際には、Foxp3 staining buffer set (eBioscience) 

をメーカーの提供するプロトコールに従って使用した。 

染色した検体からは、FACS CANTOⅡ（BD Bioscience）を用いてデータを取得

し、FlowJoソフトウェア（TREE STAR）によって解析を行った。細胞のソーティング

にはBD FACS AriaIII（BD Bioscience）を用いた。 

 

フローサイトメトリー法で用いた抗体 

抗CD4 (RM4-5, eBioscience) 

抗CD25 (PC61, eBioscience) 

抗CD39 (24DMS1, eBioscience) 

抗CD44 (IM7, eBioscience) 

抗CD62L (MEL-14, eBioscience) 

抗CD62L (MEL-14, eBioscience) 

抗CD103 (2E7, eBioscience) 
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抗OX40 (OX-86, eBioscience) 

抗OX40 (OX-86, eBioscience) 

抗GITR (DTA-1, eBioscience) 

抗TCR-β (H57-597, eBioscience) 

抗TCR-β (H57-597, eBioscience) 

抗CCR6 (140706, eBioscience) 

抗RANKL (IK22/5, eBioscience) 

抗KLRG1 (2F1, eBioscience) 

抗FR4 (eBio12A5, eBioscience) 

抗Foxp3 (FJK-16s, eBioscience) 

抗CTLA-4 (UC10-4B9, eBioscience) 

抗 IFN-γ (XMG1.2, eBioscience) 

抗 IL-4 (11B11, eBioscience) 

  抗 IL-17A (eBio17B7, eBioscience) 

  抗Helios (22F6, BioLegend) 

  抗Nrp1 (FAB566N, R&D Systems) 

抗human CD2 (RPA-2.10, eBioscience) 
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2-10. Th17細胞及び exFoxp3Th17細胞の in vitro誘導法 

2-3の要領でFoxp3hCD2 Il17a-GFPダブルノックインマウスに歯周炎を誘導し、 

一週間後にリンパ節及び脾臓から 2-6-2 の要領で細胞を調整した。パニングプレート

（抗 IgG Fc抗体（Cappel, 55472, 2mg/ml）を1/200の濃度でPBSに希釈し、10cmプレ

ート底に定着させたもの）を用いて、非特異的に IgG 抗体に接着する細胞を除去した

後、抗ヒトCD2抗体で染色した。抗PEマイクロビーズ（Mlitenyi Biotech）とLSカラ

ム（Mlitenyi Biotech）を使用し、hCD2抗体陽性の集団（Foxp3陽性細胞）と、hCD2抗

体陰性の集団（Foxp3陰性細胞）をそれぞれ回収し、抗CD4抗体、抗CD44抗体、抗

CD62L抗体で染色し、FACS Aria Ⅲを用いて、ナイーブT細胞（CD44lo CD62L hi Foxp3hCD2‒ 

CD4+細胞）と、Foxp3陽性T細胞（Foxp3hCD2+ CD4+細胞）を回収した。ナイーブT細胞

とFoxp3陽性T細胞をTh17分化誘導培地（下記載）において4日間培養し、Foxp3hCD2– 

Il17a-GFP+ CD4+細胞をそれぞれTh17細胞及び exFoxp3Th17細胞とし、再びソーティン

グにより回収し、遺伝子発現及び細胞膜上のRANKL発現を解析した。細胞移入実験の

際には、Tcra–/– マウスに全身麻酔を施し、3×104のTh17細胞または exFoxp3Th17細胞を

経静脈的に移入し、同時に2-3の要領で歯周炎を誘導した。 

＜Th17細胞分化誘導培地＞ 

Iscove’s modified Dulbecco’s medium (Sigma Aldrich) 

2mM L-glutamine (Sigma) 

10% FBS (BOVOGEN) 
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50 µM 2-Mercaptoethanol (Thermo Fisher Scientific) 

100 Uml–1 penicillin and 100µg ml–1 streptomycin (Thermo Fisher Scientific) 

10 ng ml–1 recombinant mouse IL-1b (rmIL-1b) (R&D Systems) 

100 ng ml–1 rmIL-6 (Pepro Tech) 

50 ng ml–1 rmIL-23 (R&D Systems) 

5 ng ml–1 recombinant human transforming growth factor-b 1 (rhTGF-b1) (R&D Systems) 

5 µg ml–1 anti-IFN-g (XMG1.2, BD Biosciences) 

5 µg ml–1 anti-IL-4 (11B11, BD Biosciences) 

25 µl per 1×106  cells beads coated with monoclonal antibodies to CD3 and CD28 (Dynal) 

 

2-11. 細菌学的解析 

2-11-1. 肝臓及び脾臓からの細菌検出法 

マウスを頸椎脱臼法により屠殺し、全身を70%エタノールでよく消毒した後、クリー

ンベンチ内で肝臓及び脾臓を摘出した。臓器表面を70%エタノールで消毒した後、滅菌

した生理食塩水でよく洗浄した。臓器を滅菌した生理食塩水に浸漬し、Tissue 

homogenizing CKMix (Bertin Technologies)を用いてホモジナイズし、Trypticase Soy Agar 

with 5% Sheep Blood (BD Bioscience) で好気培養を、CDC Anaerobe blood agar (BD 

Bioscience) で嫌気培養を37℃で二日間行った。嫌気環境の作製には、アネロパック・ケ
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ンキ（三菱ガス化学）を用いた。 

 

2-11-2. 細菌DNA抽出法 

2-11-1で臓器から得られた細菌、新鮮な糞便、歯に結紮した絹糸をマウスから

採取し、Nucleospin® Tissue Kit (Takara) を用いてメーカーの提供するプロトコールに従

いDNAを抽出した。 

 

2-11-3. 細菌量の評価法 

2-11-2で得られた細菌DNAを、Bacteria (tuf gene) Quantitative PCR Kit (Takara)

を用いて、SYBR® Green (Toyobo)とLightCycler®（Roche）を使用したリアルタイムRT-

PCR法により、細菌DNA量を定量的に解析した。 

 

2-11-4.	 16s rRNAの網羅的シーケンス 

2-11-2の要領で抽出したDNA検体の 16s rRNAのV4領域を PCR反応にて特異的

に増幅した。増幅した細菌DNAはNextera XT Index Kit v2 (Illumina)にてバーコードを

付けて標識した。菌叢DNA検体は Illumina Miseq (Illumina)にて150bpのペアエンドシ

ーケンスを行なった。 
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V4領域の増幅に利用したプライマー 

Fw; 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’ (F515)  

Rv; 5’-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’ (R806) 

 

2-11-5.	 16s rRNAの網羅的解析 

2-11-4 の手順で得た腸内細菌のリードデータを CLC genomics workbench 

microbial genomics module (filgen)を用いて解析した。 

 

2-12. 図中の画像データの表示 

図中の顕微鏡写真、フローサイトメトリー法のドットプロット、ヒストグラム

は複数回の実験のうち、典型的な結果を表示した。 

 

2-13. 統計解析法 

2 群間の比較には Student の t 検定を適用した。多群間の比較に際しては、

analysis of variance（ANOVA）法による多重比較（Dunnett法またはTurkey法）を行な

った。細菌叢のweighted UniFracに対してはpermutational ANOVA (PERMANOVA)法を

用いた。解析に適用した検定法はそれぞれの図に示す。P値が 0.05未満である場合、

統計的に有意な差があると判定した。グラフの*は P値が 0.05未満、**は 0.01未満、

***は0.005未満であることを示し、NSはP値が0.05以上であることを示す。統計解
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析を行った実験は全てn=3以上の個体数で行い、データは全て平均値±標準誤差で表

した。 
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第三章	 結果 

3-1. 炎症性骨破壊による感染歯の排除は口腔細菌の遠隔臓器への波及を防ぐ 

まず、絹糸結紮による歯周炎モデルの骨破壊進行をマイクロCT及び組織学的

解析により観察した。絹糸結紮後２週間で、歯槽骨が破骨細胞により吸収され、歯の動

揺を認めるまで炎症性骨破壊が進行することが明らかとなった（図6）。 

歯周炎患者が頻繁に菌血症を起こすことはよく知られているが、口腔細菌が遠

隔臓器に波及することを実験的に示した証拠は少ない 68, 76, 77。興味深いことに、歯周炎を

持続的に誘導したマウスでは、肝臓及び脾臓細胞の培養プレートから、細菌のコロニー

が検出された（図7 A, C, D）。一方で、炎症性骨破壊のピークで感染歯を除去したマウス

では、その後抜歯窩は粘膜で被覆され（図7 B）、肝臓や脾臓への口腔細菌の波及も終息

した（図7 C, D）。 

肝臓と脾臓から細菌が検出されたマウスの、歯に結紮した絹糸及び便から細菌

DNAを抽出し、16Sシークエンス解析により菌叢を解析したところ、肝臓と脾臓で検出

された細菌は絹糸からも検出される一方で、便からは検出されないことが明らかとなり

（図8）、炎症の持続による歯周粘膜バリアの破綻から口腔細菌が侵入し、遠隔臓器まで

波及することが示唆された。 口腔粘膜の炎症性サイトカインの遺伝子発現を検討した

ところ、歯周炎を持続させたマウスでは、IL-6や IL-17AといったTh17細胞関連遺伝子

の発現が上昇していたが、感染歯を除去したマウスでは粘膜局所における炎症性サイト

カインの発現が低下した（図9）。以上の結果から、炎症性骨破壊による感染歯の脱落は、

口腔細菌の遠隔臓器への波及と局所炎症を終息させる働きを持つことが示唆された。 
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図6	 マウス歯周炎モデルにおける骨破壊の進行 
A. マイクロCT像及びTRAP染色像。	 B. セメントエナメル境から歯槽骨頂までの距
離。(n=2-3)	 C. 歯周組織における破骨細胞数。(n=2-3) 
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図7	 感染歯の排除は遠隔臓器感染を阻害する 
A. 実験のタイムコース。Control群、Ext群(絹糸は結紮せず、Day 14で第二大臼歯を抜
歯した群。)、PD群（Day 42まで歯周炎を持続させた群。絹糸は週に一度新しいものに
交換した。）、PD-Ext群（絹糸結紮後、Day 14で患歯を除去した群。）を準備し、Day 42
で臓器培養及び口腔粘膜の遺伝子発現解析を行った。 B. PD-Ext群における抜歯窩の治
癒過程。白矢頭は第二大臼歯の抜歯窩を示す。C and D, 肝臓(C)及び脾臓(D)細胞の好気
(Aero)及び嫌気(Anero)培養から検出された細菌コロニー。PD群ではコロニーが検出され
たが、PD-Ext群ではコロニーが検出されなかった。(n=3-4) 
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図8	 肝臓及び脾臓から検出された細菌は口腔に由来する 
肝臓及び脾臓から得られた細菌コロニーと、歯牙に結紮してあった絹糸(Oral)、及び同じ
マウスより得た糞便（Fecal）から回収した細菌DNAに対し16Sシーケンス解析を行い、
各菌の相対量を定量化した。肝臓の好気培養(Aero Liver)で も検出頻度の高かった菌種

（綱 (class)、科 (family)、属 (genus)を記載）を上から順に15種類並べた。肝臓及び脾臓
から検出された菌種は同じマウスの口腔からも検出されたが、便からは検出されなかっ

た。3回以上行った実験の中で、代表的なデータを示す。 
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図9	 感染歯の排除は口腔粘膜におけるTh17型の炎症を終息させる 
Control群、Ext群、PD群、PD-Ext群から口腔粘膜を回収し、qPCR法によって炎症性サ
イトカインの遺伝子発現を解析した。PD群では IL-17Aや IL-6といったTh17関連遺伝
子の発現上昇が認められたが、PD-Ext群では認められなかった。(n=3) 
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3-2. Th17細胞は口腔細菌依存的に歯周炎組織に集積する 

そこで私は、炎症性骨破壊を誘導する細胞が、口腔細菌感染制御に重要な役割

を果たすという仮説を立てた。これまでに、CD4陽性T細胞が歯周炎の骨破壊において

必須の働きをしていることが報告されている 115, 116, 119ことから、どのような種類の CD4

陽性 T 細胞が、歯周炎組織に集積しているかをフローサイトメトリーにより検証した。

その結果、Th1細胞、Th2細胞、Tregは、歯周炎環境下においてその割合が増加しない

ことが明らかとなった（図10）。歯周炎組織ではTh17関連遺伝子が上昇するという結果

（図 9）と一致し、歯周炎組織では IL-17 陽性 CD4 陽性 T 細胞が顕著に集積していた

（図11 A）。 

近年、Dutzanらは、8週齢のマウスの歯周組織にはTh17細胞が殆ど存在しな

いものの、24週齢のマウスには多く存在していることを報告している。この現象は無菌

マウスでも認められた事から、生理的条件下では、Th17細胞は加齢に伴い口腔細菌非依

存的に口腔粘膜に集積することが提唱されている 59。Dutzanらの報告と一致して、Th17

細胞は８週齢のマウスの歯周組織には殆ど存在しなかったが、歯周炎を誘導したマウス

の歯周組織では、Th17細胞の数及び頻度が顕著に増加していた（図11 A, D, E）。 

歯周炎組織での Th17 細胞誘導における口腔細菌の役割を検討するため、絹糸結紮の一

週間前からマウスを抗生剤カクテル（ampicillin 1 mg ml–1 , streptomycin 5 mg ml–1 , colistin 1 

mg ml–1 ）入りの水で飼育し解析した 141。通常の水で飼育したマウスでは、歯牙に１週

間結紮した絹糸には大量の口腔細菌が蓄積していたが、抗生剤カクテル入りの水で飼育

したマウスの絹糸からは口腔細菌が検出できず、この条件でほぼ完全にマウス口腔細菌

を除去できる事が示された（図 11 B, C）。抗生剤カクテル入りの水で飼育したマウスで
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は、歯周炎によるTh17細胞の集積が完全に阻害された（図11 D, E）ことから、歯周炎

において Th17 細胞は細菌依存的に口腔粘膜に集積することが明らかとなった。マウス

に抗生剤入りの水を飲ませる実験系は腸内細菌にも影響を与えるため 141、腸内細菌が死

滅することによって腸管粘膜で Th17 細胞が減少し、その結果として歯周炎組織に遊走

する Th17 細胞が減少した可能性も排除できない。そこで私は、歯周炎組織に集積する

Th17細胞が腸管粘膜由来であるかを調べるため、波長436 nmの紫色光により色が緑か

ら赤に変化する蛍光タンパクKiKGRを、血球細胞特異的に発現するマウス（ROSA-CAG-

lox-stop-lox-hKikGR × Vav-iCre マウス)を使用した。このマウスに歯周炎を誘導し、絹

糸結紮後 5日目(Day 5)で、腸管粘膜の中で もTh17細胞が多く存在する回腸遠位端 142

に紫色光を照射し、絹糸結紮後 7日目(Day 7)で歯周炎組織に集積した Th17細胞の蛍光

タンパクの色を解析した（図 12 A）。まずはコントロールの実験として腸間膜リンパ節

を解析したところ、紫色光を照射していないマウスの腸間膜リンパ節では、赤色(KikGR-

red)に標識される細胞は検出されない一方で、Day5で腸管粘膜に紫色光を照射したマウ

スでは、KikGR-red陽性のT細胞が検出され、腸管粘膜から腸間膜リンパ節へとT細胞

が遊走していることが明らかとなった（図 12 B）。同条件下で、歯周炎を誘導したマウ

スの歯周組織と頸部リンパ節を解析したところ、Th17細胞はKikGR-red陰性であること

が明らかとなり、歯周炎組織に集積する Th17 細胞は腸管粘膜由来ではく、口腔細菌依

存的に歯周炎組織で分化、増殖することが示唆された（図12 C）。 
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図10	 歯周炎におけるTh1, Th2, Treg細胞の割合の変動 
A. 歯周組織(Gum)におけるTh1細胞の割合の変動。(n=3) B. 歯周炎マウスの頸部リンパ
節(CLNs)における Th1 細胞の割合の変動。(n=3)  C. 歯周炎マウスの頸部リンパ節
(CLNs)におけるTregの割合の変動。(n=3-4)  D. 歯周炎マウスの頸部リンパ節(CLNs)に
おけるTh2細胞の割合の変動。(n=3-4) 
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図11	 歯周炎においてTh17細胞は口腔細菌依存的に口腔粘膜に集積する 
A. 歯周炎組織におけるTh17細胞数の変動。(n=3) B. 通常の水で飼育したマウス（Abx 
(–)）及び絹糸を結紮する１週間前から抗生剤カクテル入りの水で飼育したマウス（Abx 
(+)）から、結紮して１週間後の絹糸を回収し、希釈系列を作製し培養した。 C. Bで得
た絹糸から細菌DNAを回収し、qPCR法により菌DNAの総量を解析した。(n=3)  D, 
E. 通常の水で飼育したマウス（Abx (–)）と抗生剤カクテル入りの水で飼育したマウス
（Abx (+)）において、コントロール(Ctrl)及び歯周炎誘導群(PD)の口腔粘膜におけるTh17
細胞の割合(D)及び細胞数(E)を解析した(n=3)。 
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図12	 歯周炎組織に集積するTh17細胞は腸管粘膜には由来しない 
A. 実験のタイムコース。ROSA-CAG-lox-stop-lox-hKikGR × Vav-iCre マウスに歯周炎
を誘導後、Day 5で回腸遠位端に紫色光を照射し、Day 7で歯周炎組織及び腸間膜リンパ
節を解析した。 B.	  腸間膜リンパ節における、KikGR-red陽性細胞の割合。波長436 nm
の紫色光(Violet light)で回腸遠位端を照射しなかったマウス（左）ではKikGR-red陽性細
胞が検出されない一方で、Day5で回腸遠位端に紫色光を照射したマウスでは、Day7で
KikGR-red陽性細胞が検出され、その多くは T細胞であった。C歯周炎組織(Gum)及び
頸部リンパ節(CLNs)のTh17細胞における、KikGR-red陽性細胞の割合。歯周炎に伴い集
積するTh17細胞はKikGR-red陰性であり、腸管粘膜由来ではないことが示唆された。3
回以上行った実験の中で、代表的なデータを示す。 
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3-3. Th17細胞は口腔細菌の排除と骨破壊の両方に寄与する 

これまでの多くの報告から、Th17 細胞は IL-17 の産生を介して骨破壊を誘導

することが示されている 3, 33, 46, 47。そこで歯周炎マウスにおける Th17 細胞の働きを検討

するため、Il17a–/–マウス及び Il17f–/–に歯周炎を誘導し、骨破壊を検討した。歯周炎組織で

は IL-17Aが高発現していたが（図9、図13）、予想に反して Il17a–/–マウスでも野生型と

同程度に骨破壊が誘導された（図 13）。そこで Il17a–/–マウスの歯周炎組織の遺伝子発現

を検討したところ、IL-17A と相同性が高く同じ受容体を共有する IL-17F の発現が上昇

していた。IL-17Fも IL-17Aと同様に破骨細胞分化を促進することから 49494949(Ishigame et 

al., 2009)(49)4949131143、代償的に過剰産生された IL-17Fが、IL-17Aの機能を補償している

可能性が考えられた。そこで Il17a–/– Il17f–/–マウスを解析したところ、歯周炎における骨

破壊が部分的にではあるが有意に抑制されることが明らかとなった（図14 A,B）。IL-17A

及び IL-17Fは腸管や結膜、皮膚といったバリア部位において、好中球の遊走や上皮細胞

の抗菌ペプチドの発現制御を介して細菌感染防御に寄与する事が知られている 49。そこ

で歯周炎を誘導したマウスの絹糸から回収した細菌 DNA 量を解析したところ、Il17a–/– 

Il17f–/–マウスでは、野生型と比較して口腔細菌の量が有意に増加しており、その組成も有

意に変化していることが明らかとなった（図14 C-E）。 

以上の結果から、歯周炎組織に集積した Th17細胞は IL-17を産生し、骨破壊

を誘導すると同時に口腔細菌を量・質的に制御することで、歯周炎における口腔細菌へ

の生体防御に寄与していることが示唆された。 
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図13	 IL-17A欠損マウスの歯周炎組織では IL-17Fの発現が上昇する 
A, B. 野生型マウス、Il17a–/–マウス及び Il17f–/–マウスにおける歯周炎組織のマイクロ CT
像(A)及びセメントエナメル境〜歯槽骨頂距離(B)。(n=4-9)  C. コントロール（Ctrl）及
び歯周炎を誘導(PD)した、野生型マウス及び Il17a–/–マウスの歯周組織における Il17a 遺
伝子発現。 (n=3) D. 野生型マウス及び Il17a–/–マウスの歯周組織における Il17f遺伝子発
現。(n=3) 
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図14	 Th17細胞は歯周炎において骨破壊と細菌制御に寄与する 
A. 野生型マウス及び Il17a–/–Il17f–/–マウスにおける歯周炎組織のマイクロ CT像とセメン
トエナメル境〜歯槽骨頂距離。(n=4-6)	 B. 野生型マウス及び Il17a–/–Il17f–/–マウスにおけ

る歯周炎組織のTRAP染色像と破骨細胞数。(n=5-6)	 C. 野生型マウス及び Il17a–/–Il17f–
/–マウスに10日間結紮した絹糸から細菌DNAを回収し、qPCR法により菌DNAの総量
を解析した。(n=3-4)	 D. 野生型マウス及び Il17a–/–Il17f–/–マウスに 10日間結紮した絹糸
から細菌DNAを回収し、16Sシーケンス法により菌の組成（門 (phylum)および綱 (class)）
を定量解析した。(n=4-6)	 E. 絹糸に蓄積した口腔細菌叢の違いを主成分分析法 (PCoA)
にて解析。統計学的検定は permutational ANOVA (PERMANOVA)法を用いて行なった。
(n=4-6)	  
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3-4. 歯周炎組織ではFoxp3陽性T細胞が exFoxp3Th17細胞へ分化転換する	 	  

近年、CD4陽性 T細胞の分化可塑性が、様々な疾患の病態において重要な役

割を担うことが示されている 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46。Foxp3 陽性 T 細胞由来の Th17 細胞

(exFoxp3Th17細胞)は、関節炎 46や喘息 43の病態に関与しており、試験管内において従来

のナイーブ由来 Th17 細胞よりも高い破骨細胞分化誘導能を有することから、関節破壊

において 強の骨破壊誘導能を持つT細胞であることが示唆されている 46。そこで次に

私は、歯周炎で集積するTh17細胞の中に、Foxp3陽性T細胞由来の exFoxp3Th17細胞

が含まれており、歯周炎の病態に寄与しているという仮説を立てた。 

これを検証するため、Foxp3 fate-mapping マウス(Foxp3-GFP-Cre × ROSA26-

loxP-Stop-loxP-YFPマウス)を使用した。このマウスでは、一度でもFoxp3を発現した細

胞はYFPで、現在も Foxp3を発現している細胞はGFPでラベルされるため、Foxp3の

発現を消失した細胞(exFoxp3細胞)をGFP– YFP+の集団として生体内で追跡することが可

能である 46。歯周炎を誘導した Foxp3 fate-mapping マウスの歯周組織及び頸部リンパ節

を解析したところ、コントロールのマウスと比較して exFoxp3Th17 細胞(TCRb+ CD4+ 

GFP– YFP+ IL-17A+)の頻度及び細胞数が顕著に増加していることが明らかとなった（図15 

A）。試験管内で誘導した exFoxp3Th17細胞をTcra–/– マウスに経静脈的に移入し、絹糸結

紮による歯周炎を誘導したところ、生理食塩水や Th17 細胞を移入した群と比較し有意

に骨破壊が促進していた（図15 B）。歯周炎を誘導したマウスから回収した exFoxp3Th17

細胞は、Th17細胞よりも有意にRorc, Il17a, Il17f, Tnfsf11(RANKL)といったエフェクター

分子の遺伝子発現が高く、細胞表面に膜型のRANKLを高発現していた（図15 C, D）。 
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図15	 歯周炎においてFoxp3陽性T細胞は exFoxp3Th17細胞へと分化転換する 
A. コントロール（Control）及び歯周炎を誘導したマウス(PD)の、歯周組織(Gum)と所属
リンパ節(CLNs)における exFoxp3Th17 細胞の頻度と細胞数。 (n=3)	 B. 生理食塩水、
Th17細胞及びexFoxp3Th17細胞を移入したTcra–/–マウスにおける歯周炎組織のマイクロ

CT像とセメントエナメル境〜歯槽骨頂距離。 (n=6-8)	 C. Th17細胞及び exFoxp3Th17
細胞における、Rorc, Il17a, Il17f, Tnfsf11 の遺伝子発現。(n=4)	  D. Th17 細胞及び
exFoxp3Th17細胞における、細胞表面上のRANKL発現。３回以上行った実験の中で、
代表的なデータを示す。 
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3-5. 骨芽細胞と歯根膜細胞が産生する膜型RANKLが歯槽骨吸収に必要である 

exFoxp3Th17 細胞は RANKL を高発現していたが（図 15 C, D）、T 細胞上の

RANKLが、歯槽骨破壊にどの程度寄与しているかは不明である 144。前述のように、ヒ

ト歯周炎組織の免疫染色の結果から、T細胞とB細胞が歯周炎におけるRANKLの主要

な産生源であることが提唱されており 108、特に T 細胞と B 細胞が産生する可溶型の

RANKLが重要であることが提唱されている 145。しかしながら、歯周炎におけるRANKL

の供給源を示す生体レベルでの証拠はない。 

RANKL は膜結合型タンパク質として細胞膜上に発現するが、TNF-aや Fas 

ligand (FasL)など他の TNFファミリーの膜結合型タンパク質と同様にプロテアーゼによ

って切断されて可溶型に変化する 8。膜型 RANKLはメタロプロテアーゼのMMP14や

ADAM10によって切断され、可溶型RANKLへと変換される 22, 146。1988年にTakahashi

らが骨芽細胞と脾臓細胞との共存培養による破骨細胞分化培養系を確立した際、フィル

ターで骨芽細胞と脾臓細胞を分離すると破骨細胞が形成されなくなることを報告して

おり、RANKLは可溶型でなく主に膜結合型として機能する事が示唆された 7。またHikita

らは、MMP14欠損マウスでは骨芽細胞上の膜型 RANKLが増加するために破骨細胞が

増加し、骨量が減少することを報告しており、膜結合型RANKLの活性は可溶型RANKL

よりも強く、プロテアーゼによるRANKLの膜型から可溶型への変換は、生体において

破骨細胞形成を負に制御することが示唆されている 146。 

歯周組織においてRANKLは骨芽細胞、骨細胞、歯根膜線維芽細胞、歯肉上皮

細胞、T細胞、B細胞など様々な細胞が発現する事が報告されているが 144、例えば歯肉
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上皮細胞は歯槽骨と近接していないため、RANKL を供給するためには可溶型 RANKL

でなければ不可能である。 

歯周炎の骨破壊において可溶型 RANKLと膜型 RANKLのどちらが重要かを

検討するため、RANKL タンパク質の細胞外ドメインにあるプロテアーゼ認識配列が欠

失した可溶型 RANKL欠損マウス（Tnfsf11DS/DSマウス）126に歯周炎を誘導し解析したと

ころ、可溶型RANKL欠損マウスは野生型マウスと同程度の骨破壊を起こす事が明らか

となった（図16 A, B）。この事から、歯周炎の骨破壊では膜型RANKLが重要な役割を

担っており、RANKL 発現細胞は歯槽骨に近接していることが示唆された。In situ 

hybridyzation法により歯周組織における RANKLの発現を解析したところ、骨表面に存

在する骨芽細胞様細胞や、歯と骨の間に存在する歯根膜線維芽細胞様細胞、そして骨破

壊部位の血球系細胞様細胞でRANKLが高く発現していた（図16 C）。 

次に、RANKLの主要な産生細胞を同定するために、RANKLを様々な細胞種

（B細胞：Mb1-Cre128、T細胞：CD4-Cre131、骨芽細胞：Sp7-Cre134、歯根膜線維芽細胞：

Scx-Cre129, 130）で特異的に欠損したマウスを樹立し、歯周炎による骨破壊を検討した。骨

芽細胞に関しては、Sp7-Cre で骨芽細胞特異的に RANKL を欠損したマウスでは歯が萌

出しない事が報告されているため 147、ドキシサイクリン非存在下でのみ Sp7-Creを発現

するマウス(Sp7-tTA-tetO-Cre)134を解析に使用した。ドキシサイクリン存在下で RANKL 

floxマウスとSp7-tTA-tetO-Creマウスを交配し、歯の萌出後（生後３週齢）にドキシサイ

クリン入り餌から普通餌に変更し、骨芽細胞特異的にRANKLを欠損したマウスを作成

した。全ての細胞種特異的RANKL欠損マウスに関して、生後8週齢で歯周炎を誘導し

１０日後にマイクロ CT 及び TRAP 染色により骨破壊を解析した。その結果、RANKL
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を骨芽細胞で欠損したマウスと、歯根膜線維芽細胞で欠損したマウスでは、歯周炎によ

る骨破壊が顕著に抑制される事が明らかとなった（図 17）。RANKLを T細胞で欠損し

たマウスでは部分的に骨破壊が抑制されたが、B細胞で欠損したマウスでは有意な差は

見られなかった（図 17）。以上の結果から、歯周組織におけるRANKLの主要な産生源

は骨芽細胞および歯根膜線維芽細胞であることが明らかとなった。 

過去の報告で、骨芽細胞や歯根膜線維芽細胞は IL-17の刺激によりRANKL発

現が誘導されることが示されていることから 33, 34, 148、exFoxp3Th17細胞は膜型RANKLを

高発現するもののその寄与は部分的であり、主に IL-17の産生を介して骨芽細胞と歯根

膜線維芽細胞の膜型RANKL発現誘導を介し、骨破壊に寄与すると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 64 

 
 
図16	 歯周炎の骨破壊においてRANKL産生細胞は歯槽骨に近接する 
A. 野生型マウス及びTnfsf11DS/DSマウスにおける歯周炎組織のマイクロCT像とセメント
エナメル境〜歯槽骨頂距離。(n=4-6)	 B. 野生型マウス及び Tnfsf11DS/DSマウスにおける

歯周炎組織のTRAP染色像と破骨細胞数。(n=5-4)  C. 野生型マウス歯周炎組織におけ
るRANKL mRNA発現を in situ hybridization法により解析した。白矢頭はRANKL陽性
の血球系様細胞を、黒矢頭はRANKL陽性の間葉系様細胞を示す。３回以上行った実験
の中で、代表的なデータを示す。 H&E : haematoxylin and eosin stain, T : tooth, E : epithelium, 
AB : alveolar bone. 
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図 17	 骨芽細胞と歯根膜線維芽細胞が歯周炎の骨破壊における RANKL の主な供給源
である 
A. コントロールマウス及び、RANKLをB細胞(Mb1-Cre)、T細胞(CD4-Cre)、骨芽細胞
(Sp7-Cre)、歯根膜線維芽細胞(Scx-Cre)で特異的に欠損したマウスにおける歯周炎組織の
マイクロCT像とセメントエナメル境〜歯槽骨頂距離。(n=3-31)	 B. 上記マウスにおけ
る歯周炎組織のTRAP染色像と破骨細胞数。(n=3-7) 
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3-6. exFoxp3Th17細胞は抗菌免疫と骨破壊を誘導し口腔細菌感染を制御する 

関節炎モデル 46や喘息モデル 43において、Foxp3陽性T細胞から exFoxp3Th17

細胞への分化転換には、IL-6が重要な役割を持つ事が報告されている。歯周炎組織でも

IL-6が高発現している事から（図 9）、次に私は歯周炎における IL-6の機能について解

析を行った。歯周炎を誘導して２日目のFoxp3 fate-mapping マウスに抗 IL-6抗体を投与

し、歯周組織及び頸部リンパ節をFACSにより解析したところ、生理食塩水を投与した

コントロール群と比較して、抗 IL-6抗体投与群では exFoxp3Th17細胞の細胞数及び割合

が有意に減少しており、骨破壊も有意に抑制されていた（図18 A, B）。IL-6の欠損マウ

スでも、同様に歯周炎における骨破壊が有意に抑制された（図18 C）。In situ hybridyzation

法により歯周炎組織における IL-6 の発現部位を解析したところ、歯根膜線維芽細胞で

IL-6が高発現していることが明らかとなった（図18 D）。 

次に私は、exFoxp3Th17の口腔細菌感染における役割を検討するために、IL-6

受容体の floxマウスと、Foxp3-Creマウスを掛け合わせ、Il6rafl/flFoxp3-Creマウス（炎症

が起きても Foxp3陽性細胞が exFoxp3Th17細胞へと分化転換しないマウス）を作製し、

解析した。その結果、Il6rafl/flFoxp3-Cre マウスでは Il17a–/–Il17f–/–マウスと同様に、歯周炎

における骨破壊が有意に抑制される一方で、口腔細菌の量が増加することが明らかとな

った(図19 A-C)。Il6rafl/flFoxp3-Creマウスの歯周炎組織では、IL-17AやRANKLの発現に

加え、腸管上皮において IL-17の下流として報告されている抗菌ペプチド(Defb1, Defb4)

及び好中球遊走因子(Cxcl1, Cxcl2)の発現が有意に低下していた(図 19 D)。さらに、

Il6rafl/flFoxp3-Cre マウスではコントロールと比較して歯周炎における口腔細菌の組成が

有意に変化していた(図19 E, F)。以上から、exFoxp3Th17細胞は IL-17を産生し、骨破壊
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を誘導することで感染源である歯の脱落を促すと同時に、口腔粘膜上皮の抗菌ペプチド

や好中球遊走因子の発現を惹起し、口腔細菌を量・質的に制御することが示唆された(図

20)。 
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図 18	 歯周炎組織において歯根膜線維芽細胞が産生する IL-6 が Foxp3 陽性 T 細胞を
exFoxp3Th17細胞へと分化転換させる 
A. 生理食塩水(Saline)及び抗 IL-6抗体(aIL-6R antibody 2mg)を、絹糸結紮後2日目に腹腔
内投与し、7日目に歯周組織(Gum)及び所属リンパ節(CLNs)における exFoxp3Th17細胞
の頻度と細胞数を解析した。 (n=3)	 B. 生理食塩水(Saline)及び抗 IL-6 抗体(aIL-6R 
antibody 2mg)を、絹糸結紮後2日目に腹腔内投与し、10日目にセメントエナメル境〜歯
槽骨頂距離を解析した。(n=5)  C. 野生型マウス及び Il6–/–マウスにおける歯周炎組織の

マイクロCT像とセメントエナメル境〜歯槽骨頂距離。(n=4-5) D. 野生型マウス歯周炎
組織における IL-6 mRNA発現を in situ hybridization法により解析した。３回以上行った
実験の中で、代表的なデータを示す。 H&E : haematoxylin and eosin stain, T : tooth, E : 
epithelium, AB : alveolar bone. 
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図19	  exFoxp3Th17細胞は抗菌免疫と骨破壊を誘導し口腔細菌感染を制御する 
A. Il6rafl/flマウス及びIl6rafl/flFoxp3-Creマウスにおける歯周炎組織のマイクロCT像とセメ
ントエナメル境〜歯槽骨頂距離。(n=8-9)	 B. Il6rafl/flマウス及び Il6rafl/flFoxp3-Creマウス
における歯周炎組織の破骨細胞数。(n=4-5) C. Il6rafl/flマウス及び Il6rafl/flFoxp3-Creマウス
に 10日間結紮した絹糸から細菌DNAを回収し、qPCR法により菌DNAの総量を解析
した。 (n=4-6) D. Il6rafl/flマウス及び Il6rafl/flFoxp3-Creマウスの歯周炎組織における、Il17a, 
Tnfsf11, Defb1, Defb4,Cxcl1,Cxcl2の遺伝子発現。(n=5-6) E. Il6rafl/flマウス及び Il6rafl/flFoxp3-
Creマウスに 10日間結紮した絹糸から細菌DNAを回収し、16Sシーケンス法により菌
の組成（門 (phylum)および綱 (class)）を定量解析した。(n=8-20) F. 絹糸に蓄積した口腔
細菌叢の違いを主成分分析法 (PCoA)にて解析。統計学的検定は permutational ANOVA 
(PERMANOVA)法を用いて行なった。(n=8-20) 
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図20	  骨破壊性T細胞による口腔細菌感染制御機構の図式モデル 
歯周炎により破綻した上皮バリアから口腔細菌は血流に侵入し、遠隔臓器へと波及する。

歯周炎組織では口腔細菌感染に応答して歯根膜線維芽細胞が IL-6を産生し、Foxp3陽性
T細胞を exFoxp3Th17細胞へと分化転換させる。exFoxp3Th17細胞は IL-17の産生を介
して歯肉上皮の好中球遊走因子や抗菌ペプチドの発現を誘導することで、口腔細菌を量

的・質的に制御する。更に、歯根膜線維芽細胞と骨芽細胞に膜型RANKLの発現を誘導
することで破骨細胞形成を促進し、歯槽骨吸収による感染歯の脱落を促す。感染歯の脱

落後、口腔粘膜の治癒に伴い上皮バリアは回復し、感染及び炎症は終息する。 
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第四章	 考察 

4-1.  歯周炎における炎症性骨破壊のメカニズム 

歯周炎に伴う炎症性骨破壊において、免疫系が必須の役割を持つことは示唆さ

れていたが、その詳細な機序は長い間不明であった。私は、口腔細菌感染に応答して歯

根膜線維芽細胞が IL-6を産生し、本来炎症及び骨破壊を抑える役割を持つFoxp3陽性T

細胞を exFoxp3Th17細胞へと分化転換させること、歯周炎組織に集積した exFoxp3Th17

細胞及びTh17細胞は IL-17を産生し、歯根膜線維芽細胞と骨芽細胞上に膜型RANKL発

現を誘導することで、骨破壊を引き起こすことを明らかにした(図 19)。マウス 1匹から

回収した歯周炎組織において、Th17細胞の総数1142±178（図11A）に対し、exFoxp3Th17

細胞の数は 80±16（図 15A）であり、Th17細胞のうちFoxp3陽性T細胞に由来するも

のの割合は約 7%と少数であるが、exFoxp3Th17細胞はナイーブ由来の Th17よりも IL-

17A の遺伝子発現が約 14 倍高く（図 15C）、exFoxp3Th17 細胞を特異的に除去した

Il6rafl/flFoxp3-Cre マウスでも歯周炎に伴う骨破壊の抑制と口腔細菌の増加が観察された

ことから、exFoxp3Th17細胞は歯周炎の病態において量的ではなく質的に重要なサブセ

ットであると考えられる。口腔細菌感染が歯根膜線維芽細胞の IL-6 産生を誘導するメ

カニズムは不明だが、様々な細菌のPAMPs（Pathogen-associated molecular pattern molecules）

が歯根膜線維芽細胞の IL-6発現を誘導することが報告されており、口腔細菌の構成成分

が歯根膜線維芽細胞の自然免疫受容体を介して IL-6 の産生を誘導する可能性が考えら

れる。149, 150, 151, 152, 153 

 

4-2.  炎症性骨破壊の意義 
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歯周炎における歯槽骨破壊において、破骨細胞がその実行役であるならば、破

骨細胞を標的とした薬剤は歯周炎の治療薬になり得るであろうか。骨粗鬆症やがんの骨

転移の治療薬として、破骨細胞を標的としたビスフォスフォネート製剤（BP製剤）や抗

RANKL抗体が臨床で広く使用されており、抗RANKL抗体は関節リウマチの炎症性骨

破壊にも有効であることが近年の臨床試験によって示されている 154。BP 製剤や抗

RANKL抗体の も重篤な副作用の一つとして、顎骨壊死が知られている 155。抜歯が顎

骨壊死の大きなリスクファクターであることがよく知られているが、抜歯の既往がない

患者でも顎骨壊死は発症すること 155、口腔衛生不良や歯周炎がリスクファクターである

こと 155、動物実験においては、歯周炎モデルとBP製剤または抗RANKL抗体の投与を

組み合わせることで顎骨壊死が発症すること 156, 157から、抜歯そのものがリスクではなく、

口腔細菌の顎骨への感染が重要な役割を持つと考えられており、壊死が顎骨特異的に生

じる理由として、口腔細菌の存在が示唆されている 155, 158。 

先天的な破骨細胞の機能不全である大理石骨病の患者が歯周炎を発症した場

合には、重篤な顎骨骨髄炎を発症することが報告されている 159。重度な炎症下において

も顎骨は吸収されないため、歯は顎骨に残存する。感染源である歯の抜歯と抗生剤の投

与により抜歯窩は粘膜により被覆され、口腔細菌の顎骨への感染路は断たれ、 終的に

骨髄炎は寛解する 159。このように、破骨細胞の機能不全や破骨細胞を標的とした治療の

副作用として、口腔細菌による骨髄炎や壊死が生じることから、炎症性骨破壊は単なる

炎症の副次的効果ではなく、口腔細菌感染への生体防御機構としての役割を持つ可能性

が示唆される。 

哺乳類にとって、歯は食事や戦闘に必須の臓器であるため、「感染から体を守



 73 

るために免疫系が骨を破壊して歯を脱落させる」という概念は、一見合理性を欠くよう

に思える。感染の持続と歯の脱落は、脊椎動物の進化上どちらがより不利益だったであ

ろうか？上述のように、口腔粘膜を貫通し植立している歯の周囲は上皮の連続性が破綻

しているため、多くの動物において感染に脆弱なバリア部位である。哺乳類以外の脊椎

動物の多くは多生歯性（歯が生涯に何度も生え変わる）であり、トカゲなどの爬虫類で

も重篤な歯周炎に伴う骨吸収が観察され、歯周感染の持続はしばし致死的であることが

報告されている160。爬虫類の中でも、歯の生え変わりのスピードが速いものは歯周炎に

罹患しにくいものの、生え変わりの頻度が減少したカメレオンやアガマ科のトカゲでは

歯周炎の罹患率が高いことが報告されており、同一歯牙が長期間口腔内に残存すること

で歯周感染のリスクが上昇することが示唆されている160。また、古生代ペルム紀の、歯

の生え変わり速度が緩慢な多生歯性爬虫類の化石からも、歯原性感染に起因する骨破壊

及び歯の脱落の証拠が報告されている 161。IL-17や RANKL遺伝子は有顎魚類からヒト

まで幅広く保存されていることも鑑みれば 162、炎症性骨破壊による感染歯牙の排除は、

歯牙が代替可能であった種から進化の過程で保存されてきた原始的な感染防御機構で

あり、免疫の活性化が骨破壊を誘導するようになった起源は、口腔細菌への宿主応答に

端を発する可能性が考えられるのではないだろうか。 

ヒトの場合、若齢で発症する侵襲性歯周炎や遺伝疾患に伴う歯周炎を除き、多

くの歯周炎（慢性歯周炎）において加齢がリスク要因であり、歯周炎は高齢者で特に罹

患率が高い疾患である 65。生殖年齢を過ぎた後に発症する疾患に関しては直接的な自然

選択圧がかからないため、「歯周炎に伴う細菌感染から体を守るため、抗菌免疫系は骨破

壊を誘導するように進化した」という仮説は、ダーウィンの進化論とは矛盾するように
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も思える。しかしヒトやシャチといった一部の例外を除き、自然界では繁殖年齢を過ぎ

ても生存する生物は稀であり 163、上述の爬虫類など基本的に寿命の直前まで繁殖が可能

な生物においても、歯周感染に伴う歯の脱落や重篤な歯周感染に起因する死亡症例が認

められることからも160,161、歯周炎に対する生体防御機構が自然選択圧の影響を受け保存

されてきた可能性は否定できない。 

では仮にもし全ての脊椎動物において、歯周炎が繁殖可能年齢を過ぎた後に発

症する疾患であった場合には、この仮説はダーウィン論によって否定されるであろう

か？ヒトを含む一部の生物が繁殖年齢を過ぎた後も長期間生存するという事実は、自然

選択説の大きなパラドックスとして知られる。繁殖年齢を過ぎた生物が長生きする機序

が進化上保存されることを説明する有力な仮説の一つとして、繁殖能力を失った老齢の

個体が育児などに協力することにより、孫の出生率や生存率を上昇させることで、自身

の遺伝子が保存される確率が高まるという説が提唱されており、ヒトの場合は祖母が長

寿であるほど孫の数が多いこと 164や、シャチにおいては繁殖年齢を過ぎた母親が群れの

リーダーシップをとること、繁殖年齢を過ぎても母親が生存した方が、子供の生存率が

上昇することが報告されている 163, 165。このように、社会性を持ち協力しあうような生物

に関しては、繁殖年齢を過ぎた後の形質も間接的な選択圧によって保存される可能性が

示唆されており、たとえすべての生物において歯周炎が加齢性疾患であったとしても、

その生体防御機構が進化の過程で保存される可能性は否定できない。以上はあくまで仮

説であり実証は困難であるが、免疫の活性化に付随する骨破壊の起源に関する考察は、

歯周病だけでなく関節リウマチやがんの骨転移など他の炎症性骨疾患の病態の理解を

目指す上でも、重要な知見を提供すると考えられる。 
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4-3. 今後の展望 

 歯科的介入によって感染が制御できる現代においては、抜歯ではな

く保存的歯科治療が口腔細菌感染制御における第一選択であることは言うまでもない166。

序文で述べたように、ヒト歯周炎組織には IL-17陽性CD4陽性のT細胞が集積している

ことや、歯周炎患者では健常者と比較して歯周組織における IL-17、IL-6、RANKLの発

現が高いことが報告されている 60, 61, 62, 63, 64。更に、関節リウマチと歯周炎を併発した患

者に対する臨床研究では、抗 IL-6抗体の投与により歯周炎が改善したとの報告もなされ

ている 167。興味深いことに、重度歯周炎により抜歯の適応となった患歯の周囲組織から

のみ、IL-17とFoxp3両陽性の細胞が検出されることが報告されている 63。この IL-17陽

性Foxp3陽性の集団は、Foxp3陽性T細胞から exFoxp3Th17細胞へと分化転換する途中

の細胞と考えられるため、IL-6によるFoxp3陽性T細胞から exFoxp3Th17細胞への分化

転換は、ヒト歯周炎においても重要な役割を持つ可能性が考えられる。 

LAD-1(leukocyte adhesion deficiency-1: 白血球接着不全症1型)の患者では、プラ

ークコントロールが良好な患者においても、重篤な歯周炎及び歯槽骨吸収が生じること

が知られている 168。LAD-1患者では好中球の血管外への遊走機能が欠損しており、歯周

組織において代償的に Th17 細胞が異常に増殖・活性化することが、重篤な炎症及び骨

破壊のメカニズムであることが示唆されている 168。Moutsopoulosらは、LAD-1患者の歯

周組織では、IL-17の遺伝子発現が慢性歯周炎患者と比較して約10倍、健常人と比較し

て約 100倍も上昇していること、IL-17の主な産生源は Th17細胞であることを見出し、

Th17 細胞分化の上流に位置する IL-23 の p40 サブユニットに対する抗体である

ustekinumabの投与により、LAD-1患者の歯周炎が改善することを、2017年にThe New 
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England Journal of Medicine誌に報告した 169。我々の研究を含めたこれら一連の報告は、

適切な口腔細菌のコントロールと、Th17型免疫応答制御の組み合わせにより、歯周炎に

伴う炎症性骨破壊を効果的に制御できる可能性を示唆しており、今後の更なる発展が期

待される。 

 腸管粘膜、皮膚、結膜では、細菌依存的に IL-17産生型の免疫細胞が

誘導され、細菌によって腸管粘膜で誘導された Th17細胞は、遠隔臓器の疾患にも影響

することが示唆されている。54 55 56, 57, 58。口腔粘膜に関しては、Th17細胞は口腔細菌に依

存せず加齢に伴い誘導されることが提唱されていたが 59, 170, 171、本研究で私は、歯周炎に

おいて Th17 細胞は口腔細菌依存的に口腔粘膜に集積することを見出した（図 11）。口

腔細菌の dysbiosis が Th17 細胞を誘導する詳細なメカニズムの解明が今後重要な課題

と考えられる。また、歯周病と関節リウマチとの関連性は、HippocratesやOral sepsis、病

巣感染説の時代から現在に至るまで、様々な報告により支持されてきた。両者の間を繋

ぐメカニズムに関しては、関節リウマチ患者の滑液から P.g.菌を含む歯周病関連細菌が

検出されるといった知見から 76, 172, 173、口腔細菌が血流を介して直接的に関節滑膜に到達

し、炎症を増悪させる可能性や、P.g.菌が口腔粘膜でシトルリン化タンパクを産生し、抗

シトルリン化タンパク抗体の産生に寄与する可能性など 66、様々な経路が提唱されてき

たが、依然として統一した見解は得られていない 66。近年の大規模な臨床研究の報告で

は、関節リウマチと歯周病の有病率及び口腔細菌叢の変化には有意な関連がある一方で、

P.g.菌の有無と関節リウマチの発症には相関がないことが報告されており 174, 175、未知の

口腔細菌が未知のメカニズムで関節リウマチの発症や増悪に影響を与える可能性が示

唆されている。 
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これまでの口腔細菌学は、P.g.菌など培養が容易かつ歯科疾患に関与すると考

えられている少数の菌種のみが集中して研究され、その他多くの常在菌の性質や、全身

の健康及び疾患における役割については殆んど検討されてこなかった。口腔細菌は他の

バリア部位に生息する常在菌とは異なり、微細な刺激によって容易に血流に侵入すると

いう特徴を有する。歯の萌出や日常の歯口清掃に伴う生理的な口腔細菌の流入や、歯周

炎に伴う病的な口腔細菌の流入の持続が、宿主にどのような影響を及ぼすのかは未だ不

明である。今後、口腔というユニークなバリア部位を舞台に、口腔細菌の宿主恒常性及

び疾患における新たな役割を解明していくことが、生命体における宿主菌叢相互関係の

理解を進める新しい知見をもたらすことが期待される。 

 

第五章	 結論 

本研究を通じて私は、口腔細菌感染に応答して骨破壊性T細胞が歯周粘膜に集積し、抗

菌免疫を惹起すると同時に破骨細胞による歯の支持骨吸収を誘導することで、口腔細菌

感染の制御を司ることを見出した。本研究は、歯周炎に伴う骨破壊の新規制御法確立に

向けた分子基盤を提供するのみならず、これまで単に病的現象として捉えられてきた炎

症性骨破壊の感染防御における本来の役割を提唱し、関節リウマチや癌の骨転移を含む

他の炎症性骨疾患のメカニズムの理解にも繋がる新しい知見を提供すると期待される。 
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