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第 1編 歯周炎歯肉組織 T細胞 レセプターV領域遺伝

子発現の偏 り [1]

第2編 Po坤kyromomasgingivalis由来抗原による刺

激後のT細胞クロノタイプの変化 [2]

緒 看

慢性炎症性歯周疾患の うち歯槽骨吸収と結合組織破壊

を伴う歯周炎はB細胞病変,骨吸収を伴わない歯肉炎は

T細胞病変といわれる組織像を呈する｡著者らは炎症歯

肉中のT細胞 のPhenotypeは歯周炎,歯 肉炎 ともに

CD45RO陽性のメモ リータイプである [3]ものの,サ

イトカイン産生パターンを指標にした機能の解析から

ほ,歯周炎ではB細胞活性化サイ トカイン,いわゆる

Th2タイプのサイ トカインを産生するT細胞が優勢で,

活性化B細胞の割合も高いことを示してきた [4,5]｡

このT細胞の機能の違いは認識 している抗原の違いで

はないかと考えられるため,T細胞上の抗原認識のレセ
プターであるT細胞 レセプタ- (TCR)のα,β鎖の

variable領域(Ⅴα,Ⅴβ)について検索 した｡第 1編 (以

下 [1])では炎症歯肉組織中に浸潤しているT細胞の

TCRVレパ トアを,第 2編 (以下 [2])では代表的歯周

病原性細菌であるPoゆhyromonasgingiualis(Pg)によ

る刺激がTCRVβレパ トアの遺伝子 (TCRBV)発現及

びT細胞のクロノタイプに及ぼす影響を検索した｡

材 料 と方 法

[1]においては歯周炎 (P),歯肉炎 (G)の被験者よ

り歯肉バイオプシーを採取し,連続凍結切片を作製した.

TCRのV領域のうちⅤα2,Ⅴβ5.2-3,Ⅴβ5.3,Ⅴβ5.1,

Ⅴβ6.7,Ⅴβ8そしてⅤβ12.1に特異的なモノクローナル

抗体 とT細胞 マーカーであるCD3に特異的なモノク
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ローナル抗体を用いてアルカリフォスフアタ-ゼ抗アル

カリフォスフアクーゼ法により免疫組織染色を行ったO

また歯肉バイオプシーを採取した被験者の一部より末梢

血を採取し,末梢血 T細胞の上記のTCRレパ トアにつ

いてフローサイ トメ トリーにより検索 し歯肉と比較し

た ｡

[2]においては,P,G被験者より末梢血単核細胞を

分離後,Pg外膜抗原 (PgOM)を添加と無添加で6日間

培養した｡AGPC法にて全 RNAを抽出し,reversetran･

scriptionにてcDNAを合成,22種額のTCRBV特異的

プライマ-を用いてPCRを行いPCR産物をアガ｡-

スゲル電気泳動し-チジウムブロマイドで染色後画像解

節 (NIHImage)した｡さらにクロノタイプの検索のた

めsinglestrandconformationpolymorphism (SSCP)

解析を行った｡上記のPRC産物を加熱変性して1本鎖

DNAにし4%アクリルア ミドゲルに電気泳動後,メン

ブレンに転写,特異的なビオチソ化プローブを-イブリ

ダイズさせ,Phototopestardetection kit㊤ (New

EnglandBiolab)を用いてⅩ線フイルムに感光させた｡

結果及び考察

[1]では,炎症歯肉において検索 した 7種類のTCR

Vレパ トアの発現パターンには個人差がみられたが,全

般的にⅤβ5.1,5.2-3,5.3,6.7は高い発現率を,一方

Ⅴα2,Ⅴβ8は低い発現率を示した｡歯肉の歯肉溝側と口

腔側では異なる抗原の影響を受けている可能性があるの

で,切片を歯肉溝側,中央部, 口腔側の3つのエリアに

分けて解析したが,ユ リアごとの差はみられなかった｡

同一個体の歯肉と末梢血との比較では,TCRVレパ トア

の発現は末梢血に比べて歯肉で偏っていたO末梢血では

各TCRの陽性率は概ね1-5%だったが,歯肉では末梢血

での陽性率 よりも低 い傾 向を示 し,Ⅴα2,Ⅴβ5.2-3,

Ⅴβ5.1,Ⅴβ8では末梢血の方が有意に発現が高かった(図

1)｡しかし10例中 3例で 1ない し2つの レパ トア

(Ⅴβ5.2-3,6.7,8,12.1)において末梢血での陽性率

を大きく上回るものがみられた｡各レパ トアの歯肉での

陽性率の高低は末梢血 とパラレルに一致することはな

かった｡以上より,炎症歯肉に浸潤しているT細胞は末

梢血からランダムに移行してきているのではなく,歯肉

局所での宿主対パラサイトの応答は,特定のTCRレパ

トアを有するT細胞の歯肉局所への選択的な移動定着

または増殖に関与していることが示唆された｡

[2]においてはPgOMで刺激後の22種類のTCRBV

遺伝子の発現をPCR-アガロースゲル電気泳動解析 した

ところ,P群及びG群ともにPgOM刺激により有意な
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変化は認められなかった｡しかし症例によってはあるレ

パ トアで刺激後に発現率が増加または減少したが,一定

の傾向はみられなかった｡SSCP解析では全サンプルで,

刺激後検出されるバンドの数,位置に変化がみられ,そ

れは被験者により異なっていた(図2)｡全般的にはクロ

ノタイプの数を示すバンドの数はP,G群ともに刺激後

減少した(P:40.2本-30.2本,G:46.0本-26.2本(p<

0.05))｡一方BV1,3,5Sl,6,8,13Sl,14,15,16,

18,20で新たなバンドの発現がみられる症例がそれぞれ

1ないし2例示された｡これはこのバンドの位置に集積

したクロノタイプのT細胞がPg刺激に反応 して増殖

したことを示唆する｡

SSCP解析 はTCRのcomplementarity-determining

region3(CDR3)領域の塩基配列の違いに基づいてT細

胞のクローナ1)ティを明らかにする方法である.CDR3

領域は抗原認識の際に直接抗原を認識する部位である｡

Pg外膜抗原に対する反応はTCRV遺伝子の発現を調
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図1 末梢血及び歯周炎歯肉におけるⅤβ6.7及びⅤβ8陽性
T細胞の比率の比較｡線で結ばれた点は同一個人からの
サンプルを示す｡○:末梢血 ;● :歯肉

ベるだけでは検出できないが(PCR-アガロース電気泳動

解析),SSCP解析においてPg刺激後にバンドが出現,

消失したことは特定のCDR3領域を有するT細胞クロ

ノタイプが抗原特異的に増殖あるいは消失したことを示

唆している｡バンドの出現,消失のパターソがヒトによ

り異なっていたことは,ヒトにより認識する抗原エピ

トープが異なっている可能性,HLA-DR(ヒト主要組織

適合抗原)の違いのためと考えられる｡出現,消失した

T細胞クロノタイプが真にPgの病原性のエピトープ特

異的であるのかどうか,P群とG群あるいはヒト間で共

通したエピトープが認識されているのかどうか明らかに

するためには,今後,CDR3領域のシークエンスやより精

製された抗原エピトープが必要である.

[1]及び [2]の研究より,歯周炎の病因には病原

特異的にT細胞の歯肉局所-の移動定着,clonalexpan-

sion,clonaldeletionが関わっている可能性が示唆され

た｡
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図 2 PgOM で刺激後のT細胞クロノ
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タ プの変化を

SSCP解析により示す｡左レーンは未刺激,右レーンは

PgOM刺激後のサンプル｡#:患者の番号,P:歯周炎,

G;歯肉炎


