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要 旨

歯周炎罷患者の歯肉溝鯵出液(GCF)､炎症歯

肉(GT)､末梢血(PB)における､リソバ球サブセッ

トの､イソタ- I)ユウキソ2レセプター(IL2R)

とHLA-DRの発現率について､二重染色法によ

りフローサイ トメトリーを用いて検索 した｡歯周

炎羅患者15名よりGCFを crevicularwashing

法で採取 した｡単核細胞をGT,PBから Ficoll-

paqueを用いて密度勾配遠心法により分離 した｡

リンパ球サブセットは Leu12(CD19),Leu4(CD3),

Leu3a(CD4),Leu2a(CD8)のモノクローナ

ル抗体(mAbs)でそれぞれB細胞､T細胞､ヘル

パー･イソデューサーT細胞(Th)､サプレッサー･

サイ トトキシックT細胞(Ts)を調べた｡抗 IL2R

(CD25)と抗n A-DRをリンパ球活性化マーカー

として用いた｡Th,Ts,Bリンパ球におけるIL2R

とHLA-DR陽性細胞率をそれぞれ算出した｡+
ThのIL2R陽性細胞率(IL2R Th)はGCF(34.0

%)がGT(18.4%),PB(13.7%)より有意に高かっ

た｡G甲 のB.)ソバ球における IL2R陽性細胞率+
(IL2R B)は3群で最も高かった｡(GCF:23.9%,

GT:12.5%,PB:6.3%)0Tsは検体の種輝に

関係なくIL2Rを発現 しなかった｡PBとGTに比

べて､GCFはTh,Tsともに有意に高くHLA-DR

を発現した(PB:8.7%と27.1% ;GT:27.9%と

50.3% ;GCF44.7%と65.3%)｡これらの結果か

らGCF中の リソバ球は極めて活性化 した状態に

あり､歯周炎における局所的な宿主の免疫応答と

関連 していることが示唆された｡

緒 昌

GCF中の成分は近年､歯周炎における臨床的

な意義と､診断指標としての有用性から多数調べ
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1)

られている ｡GCF中の炎症細胞数は歯肉の炎

症の程度が悪化するにつれて､増加することが報

告されている｡ さらに､GCFは､歯周組織の炎
2)

症に関係した免疫細胞集団を含んでいる ｡ その

細胞成分の大半が多形核白血球(PMN)であり､
3)

リソバ球の割合は低い ｡

一方､炎症歯肉組織における､リソバ球の免疫
4-8)

組戯化学的研究は多数なされている ｡Stoufiら

は歯周炎罷患者の歯肉組織におけるCD4/CD8

比(Th/Ts比)が末梢血における値に比べて低下

していることを報告し､局所的な免疫反応の変化
4) 5)

があることを示唆した ｡Reinhardt らは､メ

イソテナンス期の歯周炎羅患者における歯肉中の

リンパ球の活性を調べた｡そして､Th Tsとも

IAA-DRを発現しており､この2種額のサブセッ

トとも歯周炎の免疫応答調節に関与していること
6)

を示唆した｡一方､Seymourら は実験的歯肉

炎の炎症歯肉におけるTリソバ球のIL2R発現率

は低く､他の部位ですでに活性化したためであろ

うとのべている｡このように歯肉におけるTリソ

パ球の活性化の状態はIL2R HLA-DRに対す

るInAbsを用いて検索されている｡Tリンパ球の､

m2Rを考えると､細胞周期のG｡期からG1期に
9) 10)

かけて発現し ､Bリンパ球はGlb期に発現する ｡
ll)

Ⅰ丑ノA-DRは休止期,活性期のBリソバ球 ､S
12)

期以降のTリソバ球に発現される ｡ このことか

ら､m2RとHLA-DRに対するmAbsを用いるこ

とでリンパ球の活性化の時期を知ることができる｡

ところで､GCFは､細菌性プラーク､イソタ-リュ
1)

ウキンや他の宿主細胞由来の因子を多数含み ､

リンパ球活性化を引き起こしやすい環境にあると

考えられる｡ しかし､GCF中のリンパ球活性に

ついては未だ不明確のことが多く,著者らはGCF

中のリンパ球サブセット比について検索を行っ
13)

てきた ｡ 本研究では､さらに､GCF,GT,PB

中のTh,Ts,Bリソバ球の活性化について､抗

Tac抗体､抗HLA-DR抗体を活性化の指標とし

て用いて､二重染色法による､フローサイトメト

リーでの検索を行った｡

Table.1 Clinicalassessmentofsamplingsites

glngivalindex

probingdepth

lossofattachment

bone loss

1.7 ± 0.4

4.5 ± 0.8 mm

5.5 ± 1.3 mm

54.2 ± 14.2 %

n=15:

Eachvaluerepresentsthemean andstandarddeviationformeasurements

of15subjects.

Themeasurablevalueofeachsubjectwasexpressedinthemeanof

sextantsites(rangeニ2to6contiguousteeth)persubject.
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材料および方法

1.対 象

新潟大学歯学部附属病院保存料を受診 した辺縁

性歯周炎羅患者15名のGCF,GT,PBを調べた｡

被検者は男性8名､女性7名で､その平均年齢は

45±7歳であった｡GCFとGTを採取 した部位の

臨床的な状態をTablelにまとめた｡臨床項目の
14)

検査はGCF,GTの採取前に行った｡歯肉炎指数 ､

ブローピソグ時の歯周ポケットの深さ､付着の喪
15)

失量､歯槽骨吸収度(Scheiの方法の変法 )はそ

れぞれ､1.7±0.4,4.5±0.8mm ,5.5±1.3mm,

54.2±14.2%であった｡

2.GCFの採取と調製

GCFは連続 した2-6歯の炎症歯肉から採取

した｡採取部位を簡易防湿後､歯肉溝より1時間

かけて､crevicularwashingをSkapski&Lehner
16)

の方法 に準じて行った｡低速定流ポンプ(ペリ

スタバイオミニポソプ､Atto Co.,東京)により､

一方の端からPBSを10ml/hの割合で歯肉溝に流

した｡一方の端から約10mlの試料を採取後､ナ

イロソメッシュに通 してプラーク塊を除き､PBS

で400Ⅹg,10分間､2回遠心洗浄 し､2%FCS,

0.1%NaN3 を添加 した PBS(SPBS)に浮遊 し

た ｡

3.歯肉の採取と調製

歯肉は､GCFを採取 した同一部位より採取

後､直ちに4℃の RPMI1640培地 (10% FCS,

PenicillinlOOu/ml,StreptomycinlOOfJg/

ml添加)10mlに浮遊 した｡採取歯肉の湿重量は1

00mg～300mgであった｡RPMI1640培地でよく洗

浄 したのち､1-2mm3に細片化 し､0.1%コラ

ゲナーゼ(Sigma,TypeI)を含む､10mlのRPMI

1640培地 (lo鋸FCS,PenicillinlOOu/ml,

StreptomycinlOOFLg/ml添加)中に浮遊し､37℃

にセットした恒温槽中で1時間酵素処理した｡ス

テンレスメッシュとナイロンメッシュを通 して､

均一な細胞浮遊液とした｡その後Ficol1-Paque

を用いて､密度勾配遠心法によ り､単核細胞を分

離 した｡PBSで400Ⅹg,10分間､2回遠心洗浄
17)

したのち､sPBSに浮遊した ｡

123

4.末梢血の採取と調製

へパリソ加末梢血を真空採血管で採取 した｡末

栴血2ccを等量の生理的食塩水と混合しFicol1-

Paqueを用いて､密度勾配遠心法により､単核細

胞を分離 した｡PBSで400Ⅹg,10分間､2回遠

心洗浄したのち､sPBSに浮遊 した｡PB,GT,GC

Fの各細胞浮遊液は､アクリジソオレンジとエチ

ジウムブロマイドで染色し､蛍光顕微鏡で細胞生

存率を検討 した｡生存率はPB,GT,GCFでそれぞ

れ95%,90%,90%以上であった｡またチェルク

液で染色し血球算定盤にて細胞数を算定し､ 1×
6
10個 リソバ球/mlsPBSの濃度に調整 した｡156
名のPB,GT,GCFのリンパ球はそれぞれ1.6×10,5 5
2.5×10,2.1×10であった｡

5.細胞表面抗原の検索

Bリンパ球､Tリンパ球､Tリソバ球サブセッ

トのmAbsはPhycoerythrine(PE)標識､HLA

-DRとIL2Rに対するmAbsは′Fluorescein

isothiocyanate(FITC)標議 したものを用いた｡

全てのmA励まⅠおctonDickinsonhmtmccytometry
Systems,Ca)の製品を用いた｡各mAbの特性と

二重染色の組合わせは以下の通 りである｡
18)

panT細胞 :抗CD3(Leu4)
ll)

panB細胞 :CD19(Leu12)
19)

suppressor/cytotoxicT細胞:antiCD8(Leu2a)
19)

helper/inducerT細胞:antiCD4(Leu3a)
20,21)

m2R:antiCD25(antiTacantigen)
22)

HLA-DR:antiHLA-DRmolecule
+

IL2R陽性Thの割合(IL2R Th)+
m2R陽性Tsの割合(IL2R Ts) +
m2R陽性Bリンパ球の割合(IL2R B)+
HLA-DR陽性Thの割合(HLA-DR Th)+
n A-DR陽性Tsの割合(HLA-DR Ts)

フローサイトメトリー解析
6

1×10個のリンパ球を含むsPBSをFITC,PE標

識各mAbs20FLlと混合して､4℃の暗所にて30

分間放置 した｡その後sPBSで2回洗浄し､浮遊

させた｡各mAbで染色されたサブセットの割合

をFACkan(艶ctonDickinsonImmun∝ytometry
Systems,Ca)で測定 した｡著者らが前に行った
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Fig.1 ContourgraphsofFITCvs.PEfluorescence

andsinglehistogramsofFITC

LymphocyteswerestainedwithFITC-antiIL2R

andPE-Len3a.PB(le氏panels),GT (middle

panels)andGCF(rightpanels)

Upperrow:Thweredeteminedandgatedina

rectangularframeasthosehavingaPEfluorescence

valuegreaterthanthedistributionofcontrol

sample.Lowerrow:Notethemakersetonthe

appro+priatecontrolhistogram･Proportionsof
IL2RThwere15.2% inPB,28.3% inGTand

50.0% inGCF.

13)
方法により ､FACScanを設定 し､ リンパ球の

データを取 り出した｡Fig.1,2はThにおけるIL2

RとHLA-DRの発現状態を示 したものである｡

pB(左)､GT (中央)､GCF(右)の各 リソバ球をFI

TC標識抗IL2RまたはHLA-DRとPE標識Leu3a

で染色した｡等高線表示図上でLeu3a陽性画分に
23,24)

ゲー ト(矩型に囲まれた部分) をかけ､Th画分

のデータを取 り出した｡コソトロールとして､サ

ブクラスが一致 したFITC標識IgGを使用 し､コ

ソトロールのシングルヒストグラム上で､細胞数

の0.1%がマーカー(M)の右にくるように設定し､

マーカーよりFITC蛍光強度が強い細胞の割合を
+

算出した｡Fig.1に示すとおりIL2R Thは15.2
+

%,28.3%,50.0%,Fig.2ではHLA-DR T
hは6.9%,20.2%,39.4%であった｡

6.統計処理

すべての統計学的解析はWilcoxonsigned-rank

testにより行った｡危険率5%未満をもって有意

差ありとした｡

結 果

各検体のT/BとTh/Tsの平均値±標準偏差を
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Fig.2ContourgraphsofnTCvs.PEfluorescence

andsinglehistogramsofFITC

LymphocyteswerestainedwithFITC-anti

HLA-DR andPE-Leu 3a.Thecellswere

analyzedasiescri1光dinFig･11egend･Proportions
ofHLA-DRThwere6.9% inPB,20.2% inGT

and39.4% inGCF.

Table2に､そのプロットをFig.3に示す｡GCFで

のT/Bは1.97±0.94でGTの4.19±1.98,PBの5.

51±1.84に比べて有意に低かった｡Th/TsはGC

Fが1.41±0.72,GTが1.22±0.48とPBの1.94±0.

81に対して有意に低かった｡

各検体のIL2R陽性細胞がリソバ球サブセット

に占める割合をFig.4とTable2に示す｡GCF,G+
T,PB中のm2R Thはそれぞれ､34.0±18.0%,

18.4±4.4%,13.7±7.3%であった｡GCF中のⅠ
+

L2R Bは23.9±10.3%で､GT12.5±4.6%,PB

6.3±4.4%の3群で最も高かった｡PB,GT,Gノ +
CFのm2R Tsはともにきわめて低い値を示した｡

HLA-DR

各検体のn A-DR陽性細胞が])ソバ球サブセッ

トに占める割合をFig.5とTable2に示す｡ n A-
+

DR Thは､GCFで44.7±19.0%と､GT27.9±1

1.1%,PB8.7±4.1%より有意に高かった｡また
+

GCF中のHLA-DR Tsは65.3±18.4%で､GT

の50.3±16.0%,PBの27.1±14.1%より割合が

有意に増加した｡

考 察

フローサイトメトリーとモノクローナル抗体を

用いることは､GCF中の免疫細胞の表面抗原の

検索のための､適切で再現性のある方法である｡

この方法は､顕微鏡による検索と比べて客観的な

結果が得られること､ゲートをかけることにより､
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Table.2 Lymphocytesubsetratiosandproportionsofm2R or

HLA-DR positivefractionofeachsubset

PB GT GCE

T/B 5.51±1.84 4.19±1.98 1.97±0.94

Th/Ts 1.94±0.81 1.22±0.48 1.41±0.72

IL2R+Th 13.7± 7.3 18.4± 4.4 34.0±18.0

(%)

IL2R+Ts

(o/.)

2.2± 2.2 3.1± 2.8 3.3± 2.4

NS NS

IL2㌔ B 6.3± 4.4 12.5± 4.6 23.9±10.3

** **
(%)

HLA-DR+Th 8.7± 4.1 27.9+ll.1 44.7+19.0

** *
(%)

HLA-DR+Ts 27.1±14.1 50.3±16.0 65.3+18.4

-(Q/oう

n-15:Eachvaluerepresentsthemean±standarddeviationfor

measurementsof15subjects

PB :peripheralblood;GT:in且amedgingivaltissue

GCF:gingivalcrevicularfluid

T/B :TlymphocytetoBlymphocyteratio

Th/Ts:Thelper/inducertoTsuppressor/cytotoxicratio
+

R2R Th:percentageofm2RpositivecellsinThelper/inducer

lymphocytes
十

IR2R Ts:percentageofIL2RpositivecellsinTsuppressor/

cytotoxiclymphocytes
+

IR2R B :percentageofIL2RpositivecellsinBlymphocytes
+

HLA-DR Th:percentageofHLA-DRpositivecellsinT

helper/inducerlymphocytes
+

HLA-DR Ts:percentageofHLA-DRpositivecellsinT

suppressor/cytotoxiclymphocytes

**:signi丘cantatp<0.01
*:significantatp<0.05
NS:notsignificantatp>0.05
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データに及ぼす死細胞や他の物質による影響は最

小限ですむ等の利点がある｡ 今回の研究では､G
+

CFと他の2群との問に､IL2R Th,HLA-DR
+

Tリソバ球サブセットにおいて有意な差がみら

れた｡T細胞は歯周炎歯肉虹お抄る表皮中のラソ

ゲル-ソス細胞によ毎て､ 一抗原提示され､活性化
25,26)

し得る ｡ また､慢性炎症歯肉から分離したリソ

バ球は､ 未刺激でm-2を産生することが知られ
27) 28)

ている ｡ 一方､H6nig らは､歯周炎羅患者の

歯肉中に､IL-1βが存在することを､さらに29)
Masadaら は未治療の高度の歯周炎患者の歯肉

中に､IL-1のメッセソジャーRNAが存在するこ

とを兄いだした｡また､炎症歯肉の単核細胞の培
30)

養上清中には､IL-6が存在する ｡IL-2,IL

-1,IL-6によりTリソバ球上のIL2Rの発現量
31､32) +

が増加する ことから､GTでのIL2R Thが高

かったことが考えられる｡

歯肉上皮細胞は､IL-1を産生する可能性が示
29)

唆されている ｡ さらに､m-1はT細胞とB細

胞に対し､特にB細胞に対して走化性活性を有す
33)
る ｡従って､T細胞やB細胞が､走化性因子とし

てのIL-1によって病変部に集まることが考えら

れる｡他方､歯肉溝の接合上皮部では､intercellular

34)
adhesionmolecule-1(ICAM-1)が発現され ､

白血球の上皮通過に関与するといわれている｡幼

若化Tリンパ球の上皮-の接着は､ICAM-1に
35)

よって調節されていると考えられており ＼活性

化した幼若化T細胞は接合上皮部に遊走するので

あろう｡ 以上のことから､歯周炎におけるリソバ

球の活性化の過程は以下のように説明できる｡ T

7)ソバ球､Bリンパ球は抗原､マイ ト-ゲソ､イ

ソタ-リュウキンにより､血管から炎症歯肉組織

を通って歯周ポケットの上皮に至るまでに､徐々

に活性化され､さらにIL-1やICAM-1の様な

分子によって歯周ポケット部に集まる｡

プラーク由来の因子や､マイ ト-ゲソを含んでい
10,36) 37)
る ｡Wilkinsonら は､マイ ト-ゲソで活性化

したリソバ球が､細菌の内毒素や変性タソバク質

に対して遊走することを示唆しており､活性化し

たリソバ球は走化性によって歯周ポケットに浸潤

するのであろう｡
+ +

IL2R ThとHLA-DR Thの値がGCF中で高

かった｡活性化したThによりBリンパ球が増殖
38) 十

する ことから､GCF中で､IL2R Bが高かっ

たことと関連していると考えられる｡このように

-8-



武 内 義 晴,その他

GCFはリンパ球が活性化 しやすい場を与え､今

回､IL2RとHLA-DR陽性細胞の割合が高かっ

た結果からもわかるように､歯周ポケット中には

活性化 したリンパ球が含まれていると思われる｡
+

HLA-DR Thは歯肉溝側1/3の炎症歯肉中に
5)

高頻度に発現 し ､今回の研究でも､GTにおけ
+ + +

るHLA-DR Th,HLAIDR Ts,IL2R Th

が高頻度に発現することが観察されたように､G

T中のリソバ球はGCF中と同様､活性化 している

ことが考えられる｡Seymourらは実験的歯肉炎

の炎症歯肉でTリソバ球のIL2R発現率が低いの

は､IL2Rが活性化の初期に発現され､すでに歯

肉中では発現時期が過ぎているためだろうと述べ
6)

ている ｡言 方､今回の著者 らの結果では､GT
中のIL2R ThがPBより有意に高かったが､こ

の違いは歯肉炎と歯周炎の違いによるものと思わ

れる｡
+

しかしながら､なぜIL2R TsがGT,GCF中

できわめて低いのかという疑問が出てくる｡ひと
+ +

つの考え方としてはHLA-DR ,IL2R Th,

Tsは歯周炎における炎症歯肉で､特異的な役割

を果たしているためである｡ これに関連 して､T

リンパ球でのIL2RとHLA-DRの発現は､細胞

周期が進むためのスイッチの役割を果たしている
39-41)

のではないか､といういくつかの報告もある ｡

Tリンパ球はIL2RをG｡から′G1期に発現する
9) ll)
が ､HLA-DRはS期以降に発現される こと

から､TsでHLA-DRが高く､IL2Rが低いのは､

Tsの大部分がS期にあるためとも考えられる｡

これはTh/Tsが低いことの説明にもつながる｡
し

他の理由として今回p55(α鎖､低親和性 レセ
42)

プター)に特異的な､抗Tac抗体を用いた こと
43)

が考えられる｡Yagitaら は､CD8陽性細胞で

は､p55がみられず､p75(β鎖､中親和性レセ

プター)がほとんどであるとも述べている｡ p75

は､末梢血のTsでの､IL2系の直接的な活性化を
44)

担っている ｡ よって今回の研究で抗Tac抗体を
十

用いたことが､IL2R Tsが低 くなった原因であ

るとも考えられる｡これらの仮説は､今後､3重
45)

染色法 によって明らかになるであろう｡

著者らはCD4とCD8における活性化マーカーを
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調べたが､CD4は現在さらに細かく分けることが
+

できる｡ 例えば､CD45R サプレッサー ･イソ
+

デューサーT細胞とCD29 -ルパー ･インデュー
46)

サーT細胞等はその例である ｡ 従って今後これ

らの細かいサブセットに対 してIL2RやHLA-D

Rの発現率や､Bリソバ球の活性化との関係を調

べることが､炎症歯肉､特に歯周ポケット付近で

生 じている局所免疫応答を知る上で､良い手がか

りになると考えられる｡

結 論

歯周炎罷患者15名からGCF,炎症歯肉､末梢

血を採取し､リンパ球サブセットにおけるインター

リュウキソ2レセプターとHLA-DRの発現率を

検索 して､以下の結果を得た｡

1.GCFにおけるT/B比は炎症歯肉と末梢血にお

ける値より有意に低かった｡

2.ThにおけるIL2R,HLA-DRの発現率､Ts

におけるHLA-DRの発現率､Bリンパ球にお

けるIL2Rの発現率は､GCFにおいて､炎症歯肉や

末梢血における値より高かった｡

3.GCFに特徴的な所見というのは､炎症歯肉､

末梢血に坪べて､活性化したリンパ球の割合が多

いことであった｡

4.歯肉から歯周ポケットへリソバ球が通過する

際に､選択的な現象がおこっており､このことは

歯周炎における局所の免疫応答を反映 しているも

のと思われる｡
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