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【目 的】

T細胞は免疫応答の制御において中心的な役割を担

う細胞である｡これまでのサイトカインプロフィールに

ついての研究から歯周炎病変部のT細胞が細胞性 ･体

液性免疫応答に関与している事が示されてきたが,歯周

組織破壊におけるT細胞の直接的な関与については未

だ明らかにされていない｡近年,T細胞が関与する組織
破壊機構が明らかにされつつあり,その中でIL-17(IL-

17A)とreceptoractivatorofNF-KBligand(RANKL)

が注 目され てい る｡IL-17は 活性 化 T細 胞 (CD4+

CD45RO十Tcell)が特異的に産生するサイトカインで

あり,慢性炎症状態 (リウマチ関節炎)における結合

組織破壊や骨吸収に関与 していることが報告されてい

る.一方,RANKLはinvitroにおいてCSF-1存在下で

破骨細胞前駆細胞の分化を誘導し,成熟破骨細胞を活性

化して骨吸収を引 き起こす｡また,ⅠLl,IL-6,礼-17,

TNF-α,PGE2といった炎症性メディエーターによっ

てその発現が上昇することが報告されており,これら2

つの因子が歯周炎の病態形成に深く関与する可能性が考

えられたOそこで我々はIL-17とRANKLの歯周組織に

おける発現と,歯周病原細菌刺激に対す る発現動態につ

いて検討した｡

【方 法】

インフォームドコンセントにより同意の得られた成人

性歯周炎患者 19名 (歯周炎群 :平均年齢 52.8±ll.7歳,
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平均probingdepth(PD)6.6±2.3mm,平均 attachment

level(LA)7.5±2.4皿,平均骨吸収 度52.9±24%)

と臨床的健常者 12名 (歯肉炎群 :平均年齢 28.8±5.3

読,平均pD3mm以下,平均 LA3mm以下)を被検者

とした｡病変部よりポケット上皮を含む歯周組織を採

取し,また同意者の末梢血より比重遠心法にて単核細

胞 (PBMC)を分離 したOそれぞれの全RNAをAGPC

法により抽出し,IL-17,RANKL特異的プライマーを

用いてRT-PCRを行った｡2%アガロースゲル電気泳

動,Ethidium-Brolnide染色後UV下で検出した｡NIH
imagesoftwareを用いて数値化し,T細胞レセプター

β鎖定常域遺伝子 (Cβ)のPCR産物との比で,IL-17

とRANKLのmRNAの発現について検索した｡

また,同様に成人性歯周炎患者 19名と臨床的健常

者12名のPBMCを24穴プ レー トに2xlO6個 /ml/

wellの浪度で播種 し,PorphymmoBaS如7g7'vaJ1'souter

membraneproteinCPgOMP)(2.0FLg/ml)で刺激し,

6日間培養後,全RNAを抽出した｡以下同様にRT-

PCRを行い,UV下で検出した｡培養上清 を回収 し,
IL-17産生量をELISA法にて測定 した｡さらに,歯周

炎患者5名に関して,PgOMP刺激後のT細胞におけ

るRANKLの発現を且owcytometryにて検討した｡

統計解析は歯周炎群 と歯肉炎群 との群間比較 を

Mann-WhitneyのU検定,刺激群 と未刺激群との比較

をpairedt-testを用いて行い,p<0.05を統計学的に有

意とした｡

【結 果】

歯肉炎,歯周炎 と組織学的に異なる組織中のどち

らにおいでも高頻度にIL-17mRNA発現を認めたが,

RANKLmRNA発現はⅠし17mRNA発現と比較 して強

さも頻度も少なかった (図1(a),(b))0

また,invitroにて歯肉炎,歯周炎患者のPBMCを

PgOMPにて刺激すると,IL-17は病態にかかわらず

mRNAレベル (図2(a)),タンパクレベル (図 3)で

増加 したoLかし,RANKLの発現は遺伝子レベルで

わずかに上昇傾向がみられたものの (図2(b)),且ow

cytometryにおけるタンパクレベルでは明らかな上昇は

認めらjlなかった (図4(a),(b)).

【考 察】

本研究において,歯周病原細菌によりIL-17が誘導
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され,歯周組織 中において もm-17が強 く検 出された

ことか ら,Ⅰし17が歯周炎の病態形成に関与 しているこ

とが考えられた｡我 々はすでに歯 肉炎,歯周炎病変歯

肉中に浸潤 しているT細胞の大部分が CD4+cD45RO十

memoryT細胞であることを報告 している｡ しか しな

が ら,歯肉炎組織よりも歯周炎病変組織に浸潤 している

T細胞数の方が多いことから,組織中のIL-17レベルは

歯周炎の方が歯肉炎よりも高いことが考えられる｡変わ

りに歯肉炎の病態ではⅠし17の作用 を調節する何らかの

因子が存在する可能性が示唆された｡
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図1

末梢血,歯周組織におけるⅠし17(a),RANXL(b)mRNA
発現の検索｡直線でつないだ○が本研究における対象者を示

すomRNA発現が認められなかった対象は一つの○で示し
ているC 歯肉炎患者群と歯周炎患者群との問に溌計学的有意

差は認められなかった｡
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図2
歯周病原細菌刺激による末梢血単核球のⅠし17(a),RANKL
(b)mRNA発現の検索O末梢血単核球をPgOMP(2iLg/
ml)で刺激し6日間培養した｡mRNA発現は数億化し,T
細胞レセプターβ鎖定常域遺伝子 (Cβ)との比で検討した｡
事:刺激により耽計学的有意にmRNA発現の上昇を認めた｡

歯肉炎患者群と歯周炎患者群との間に統計学的有意差は認め
られなかった｡

一方,P.aOMPによる RANKLの発現はIL-17と比

較 して強 さ,頻度ともに弱 く,慢性歯周炎の病態形成

においてT細胞上に発現するRANKI.が作用する可能

性は低いことが示唆 された｡ これまでに早期発症型歯

周炎患者のT細胞上のRANKL発現が』C血obacmus

ac血DmyCetemCOml'taDS(A.a) によって誘導 され病態

形成に関与することが動物実験で報告されているが,今

回の結果でPgでは細胞上にRANKL発現が確認されな

かった点が興味深い｡

現在我 々は歯周炎組織中よりT細胞をクローニング

し,そのサイ トカインプロフィールを検討 している (投

稿中)｡今後もT細胞と歯周炎の病態形成との関わりに

ついてさらに検討してい く必要がある｡

OdaT,YoshieH,YamazakiK:PorpJtyTOmODaS

gmgl'traJ1'SantigenpreferentiallystimulatesTcells

toexpressIL-17butnotreceptoractivatorofNF-

kBligandlhvl'tTO.OralMicrobiollmmunol,18:30-36,
2003.
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図3
歯周病原細菌刺激による末梢血単核球のIL-17産生の検索｡
末梢血単核球をP.aOMP(2/Jg/ml)で剰激し6日間培養
した｡培養上清中のIL-17産生量をELISA法にて測定した｡
検出限界以下の対象は一つの○で示す｡*:刺激により統計

学的有意にIL-17産生の上昇を認めた｡歯肉炎患者群と歯周
炎患者群との問に統計学的有意差は認められなかった｡
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図4
歯周病原細菌刺激によるCD4陽性 T細胞 (a),CD8陽性T

細胞 (b)におけるRANKL発現の検討.末梢血単核球をPg
OMP(2FLど/ml)で刺激後6日間培養し,flowcytometry
解析した｡線はアイソタイプコントロールを示す｡T細胞上

にRANKLの明らかな発現は認められなかった｡
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