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緒言

歯周炎は歯肉縁下プラーク中の細菌の刺激により惹起される歯周組織の慢性炎症性疾.患

と定義されている。この歯周炎の疾患感受1生、疾病活動度は個々の患者および部位ごとで

異なり多様な病態を示す(1)が、この病態の多様性は、原因因子である歯肉縁下プラーク細

菌の量的、質的多様性と、これに対する生体応答の多様性が複雑に絡み合つて生ずるもの

と考えられている。歯周炎の原因因子である歯肉縁下プラーク細菌は、生体外である歯周

ポケット内に存在するため、免疫機構による排除を充分に受けることなく長期にわたって

1曼性的に歯周組織に種々の病的刺激を加える。これに対し宿主細胞は、持続的な、そして

時として過剰な免疫応答、炎症反応を繰り広げ、その結果、生体応答自身が歯周組織の破

壊に関与することになる②。それゆえ歯周病の発症、進行を理解するためには、炎症歯周

組織における病原性因子の動態とともに、生体応答をモニターすることが大切であると認

識されている。ところが、現在臨床で実施されている歯周組織診査は、歯肉の発赤や出血

の有無、歯周ポケットのプロービング深さや X線写真による歯槽骨の破壊の程度の評価

が主流のままである。これらの臨床診査は歯周炎の病態に関わる生体応答の検査ではなく、

炎症の結果もたらされた歯周組織の破壊の程度を知るための診査にすぎない。また、現在

最もよく用いられている歯周炎の病型分類法の一つである AAP(米国歯周病学会)の分

類 (1989年)も 、主として発症年齢の違いに基づき、歯周炎を成人性歯周炎 (AP)と 早

期発症型歯周炎 (EOP)に 大別し、さらに歯周組織の破壊の状態 。程度の差異により各々

をさらに細かく分類しているにすぎない00。 すなわち歯周炎の病態診断法、病型分類法

はいまだ確立されていない。それゆえ、歯周組織における炎症反応の1大態を客観的かつ詳

細に解析し得る、全く新しい歯周組織検査法の確立が望まれている。

炎症歯周組織において惹起されている生体応答をモニターする試みとして、歯周ポケッ

トより採取される歯肉溝滲出液(」ngiV」 CК宙cuh nud:GCF)や 歯周外科処置時に採取され
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る歯肉組織が試料として用いられ、各種炎症関連因子発現の定性・定量的解析や組織内分

布の検出が行なわれてきたい
“

r)。 しかしながら、G(Iは多因子の検査が可能な量を採取

することがしばしば困難であり、しかも歯肉縁下プラーク細菌などの影響により炎症反応

を忠実に反映していない可能性が考えられる。また、歯肉組織は歯周炎の特徴である結合

織付着の破壊の最前線であり試料として望ましいが、医療倫理の観点から、初診時の炎症

部位から組織を採取することは極めて困難であった。それゆえ病巣組織を検査のために適

宜採取できる試料採取法の開発が望まれる。

これまでの一連の研究成果において特定の炎症関連因子の発現が臨床的炎症所見と相関

するとの報告がなされているものの、いずれの因子も単独で歯周炎の多様な病態の差異を

説明するには至っていない⑥。一方、我々の研究室におけるこれまでの歯周病の疾病活動

度に関する研究から、病巣局所における病原因子―宿主の状態を反映しうる複数の因子を

同時検出し重みづけ分析を行うことで、将来の疾患の活動度を予測することが可能である

との結果を得ており0、 複数の炎症関連因 r―の発現状況を同時に解析することで歯周炎の

炎症像の詳細な解析が可能になると期待される。

そこで本研究では穿刺生検法により歯周ポケット底部から微量の組織を採取し、分子生

物学的手法により各種炎症性因子 mRNA発現をモニタリングすることで、歯周炎の病巣

局所で惹起している炎症反応の特徴を明らかにしようとした。そして、クラスタ分析によ

り、各種炎症性因子 mRNAの発現プロファイルの解析を行うことにより、歯周炎の病態

に関わる生体応答を客観的に解析して歯周病の病型分類、診断法を開発することを目的と

した。                          '

材料と方法

本研究は大阪大学歯学部倫理委員会の承認を得て、被験対象患者に本研究の内容を |・分

に説明し実験への参加の同意をいただいた後、試料の採取を行った。また、本研究におい
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ては臨床的歯周組織検査によってプロービング深さ(PD)が 31■lnl以下でプロービング時の

出血(BoDが認められず歯肉炎指数(GI)が 1以下の部位を臨床的健常部位とし、PDが 4rrm

以上で BoPが認められ、GIが 2以上の部位を臨床的歯周炎罹患部位とした。

1.歯周病病変部局所における炎症関連因子 mRNA発現プロファイルの解析

1‐1 被験者ならびに被験部位    
…

大阪大学歯学部附属病院歯周病診療室を受診し、AAPの診断基準に基づき APと 診断さ

れた患者 10名 (女性 5名、男性 5名、平均年齢 46.8歳)な らびに EOPと 診断された患

者 16名 (女性 9名、男性 7名、平均年齢 24.2歳)を被験者とした。

この AP患者から 15音5位の歯周炎罹患部位ならびに 10部位の臨床的健常部位を、また

EOP患者から 27音5位の歯周炎罹患部位ならびに 16音6位の臨床的健常部位をそれぞれ選

択 し被験部位とした。

1‐2 歯肉組織穿刺生検針の作成 と歯肉組織採取

18G注射針 Neolus(TERUMO,Tokyo,J叩 祖)の針部を約 10mmの長さに切断し、針部

の内タト倶1に カット面を付与 した歯肉組織穿刺針を作成 した (図 1)。 組織採取部の浸潤麻

酔の後、穿刺針を用いて歯肉縁部から歯周ポケット底部に向け穿刺を行い、歯周ポケット

底部より微量 (湿重量約 1∞mg)の歯肉組織を採取 した。採取 した歯肉組織は直ちにのOμ l

の RNAzol(TCl― Test,Inc.,F五 cndswoOd,TX,USA)中 に投入し、-80° Cにて保存した。

1¨3 歯肉組織からの総 RNAの抽出とcDNA合成

総 RNAの抽出は AGPCガタに準 じて行なった。この総 RNAを鋳型として 200udtの

M―MLV逆転写酵素(Lifc T∝n010gies lnc,Gathertturg,MD,USA)な らびに 20unitの RNtth

(Taka耽 Kyoto,Japan)、 ランダムヘキサマー(AInersharll Pharlnacia Blotcch AB,Upptta,

Sweden)を 用いて 37° C、 1時間の逆転写反応を行い cDNAを合成 した。

1-4 各種因子特異的プライマー、オリゴプロープの設計

GcnBttkよ り intげlcukin(IL)-lβ 、IL-6、 IL-8、 IL-10、 IL-15、 tumor n∝ Юsis factor(ⅦF)α、
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1‐6 PCR産物の SOllttern bb■ ingに よる検出と定量

1.8%ア ガロースゲル電気泳動により単一鎖長の増幅産物が得られていることを確認し

た後、PCR産物をナイロンメンブレンHy―bond N+(Arnctthaln Pharmacia Biotech AB)に ア

ルカリ条件下でトランスファーし、上記の各因子特異的 DIGラベルプローブを用いたサ

ザンハイブリダイゼーションを行った。シグナルの検出にはDIG Luminerent dcは tion kit

(BOehringer Mannheim Bi∝ hcmica)を 用い、さらに得られたシグナルの強度の解析には画像

解析ソフトウエアNIH■ mageを使用した。

1‐7 GAPDH minicの作成

歯周外科処置時に採取された歯肉組織より上記方法にて総 ltNAの抽出ならびに cDNA

合成を行った後、PCRを行いGAPDH特異的なPCR産物を作成した。得られたPcR産物

を精製 した後、″ ″II(MEB,BCVe」 y,m,UsA)に よる制限酵素処理ならびに DNA Lttaion

kit Ver.2(Takara Kyoto)を 用いた再ライゲーションを行い、中間部の 194bpを 欠落 した

GAPDH欠落変異遺伝子(GAPDH minlic)を 作成 した(図 2A)。 得 られた GAPDH Inin」cは T4

polymcnsc(NEB)を 用 い た 末 端 平 滑 化 な ら び に T4Polynucκolidc Kintte(NEB)と

dATRAmeshm Pharnlach Bloにch AB)を 用いた 5'末端 リン酸化の後、pBlucScnpt H SK+

(Statagene,La Jolla,CA,USA)に サブクローニングを行い、XL-l Bluc(SLatagcne)に 遺 f云 子

導入 して大量複製を行った。

1‐8 競合 PCRに よる GAPDH mRNA発 現量の定量

各検体由来の cDNAの濃度を正確に定量するために競合 PCRを行 った。上記 GAPDH

mimicを既知量(1∞,10,1,0.l fmdc)の 各検体由来の cDNAに混合 し、GAPDH特異的プラ

イマーを用いた PCRを行った後、DIGラ ベルした GAPDH特異的オリゴプローブを用い

たサザンブロッティングを行い、各検体の GAPDH mRNA発現量の定量を行った (図 2B)。

さらに逆転写反応液 と同一の液組成の希釈液を用いて、各検体由来の cDNA濃度 を lf

molc/1tlに調整 した後、同様の方法で GAPDH mRNA発現量の定量を行い、すべての検体

D
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2‥3歯 肉縁下プラーク検体からの細菌ゲノム DNAの抽出

歯肉縁下プラーク検体 5“1を用い、0.lmg/耐 ,PЮthaseKβ∝hringer mannhcm)、 0.5%

Tween 20、 15mM THs― HCI(pH8.0)、 50mM KCI、 1.5-2.OllM MgCち の組成で液量が 3年1と

なるように調整した反応液を 55°Cにて 60分間インキュベートした後、さらに 98°Cにて

5nlin加熱しプラーク細菌ゲノムDNA抽出液とした。

2‐4 PCRな らびにサザンハイプリダイゼーションによる Rg.な らびに Aα.の検

出と定量

P.g.に特異的なプライマーとして P.g.40K Da細胞外膜蛋白をコードする遺伝子を認識

するプライマーならびにプロース 日本大学松戸歯学部 安孫子宜光教授 より供与)を 、ま

たA.α .に特異的なプライマーとして A.α.Lcukotoxinを コードする遺伝子(′ A々)を認識するプ

ライマーを使用 した。A.α .に特異的なプローブに関しては 旅rAの遺伝子配列情報を基に設

計、作成 した (表 2)。 これらのプローブは前述の方法で DIGに よる標識を行った。プラ

ーク細菌ゲノム DNA抽出液 l“1を テンプレートとして o.5μ Mの各因予特異的プライマ

ー、1.5Unit AmpliTaq Gold(Perkin EIner AppLcd BiowstemS)、 15n■M Tlis― HCl(pH8.0)、 5(hM

KCl、 1.8mM MgCち 、各 180μMの dNTPs(Perhn Elma・ Apphcd Bbsysに ms)の液組成にて、

GeneAmp PCR system 9600(Perkin Elmer Applied Biosystcms)に て95'C9分間の前加熱の後、

94°C30scc,58° C30s∝ ,72°C45s∝ を 1サ イクルとして 35、 40サイクルの増中冨を行った。

また、PcR産物のサザンブロッティングによる検出と定量は L記の方法にて行った。

表 2 2g.な らびにス.a.の検出に用いたプライマーとプロープの塩基配列

““
κ
“
輌PI激職 :胤■3'"

PDR― サザンハイプリダイゼーションによる29な らびにハaの検出に用いたプライマー

ならびにプロープの塩基配列を示す。29は 40KDa細 胞夕1膜蛋白をスaは ロイコトキシ
ンをそれぞれコー ドする遺伝子配列を用いた。



3.EOP患者由来細胞による IL‐8お よび IFNγ mRNA発現の 加ソニ
"解

析

3‐l EOP患者末梢血からの単核球ならびに多形核白血球の分離

上述の EOP患者 10名 より末梢血を採取 し、HISTOPAQUE-1077(Sigma,St.Louζ ,MO,

USA)を用いた比重遠心法ならびに浸透圧による赤血球破砕により単核球PBMC)な らびに

多形核白血球(PMMを分取 し、HBSs(sttma)に て 2回洗浄後、10%FCS添加 RPM11640

(Si『la)培地にて 5.OX106個 /耐 の濃度に調整 し35rllm細胞培養用デイッシヨ_(Coming g18

works,Coming,NY,USA)に 播種 した。

3‐2 λg。 ならびにA.α.の超音波破砕上清の調製

P.g.の超音波破砕菌体画分(P.g.SE)の調製は,Shenkerら
0の記載にもとづいて行った。す

なわち ′.g.381株を GAMブ イヨン(Nζsui,Tokyo,Japm)に 5mg/耐 ヘ ミン (wtt purc

chcmic」 industries,Ottb,Jttan)な らびに O.5mg/1」 メナジオン (WょO purc che面 c」

industries)を 添加 したものを培地として,嫌気培養装置(Forlna Sdendic,OH,USA)を 用いて、

5%C02,5%H2,90%N2混合ガスによる嫌気的条件下で 37° C,24時間培養 した。集菌したP.g.

381株菌体はPBS(pH7.2)に懸濁し,超音波破砕装置(TOMY,Tokyo,Jttm)を 用い氷上にて 10

分間超音波破砕処理を行つた。その後 10,000xg,4°Cで 30分間の遠心によって得られた_L

清成分を孔径 0.45rrmの フィルター(cOming Ghss Worb)に て濾過 した。このようにして

得たP.g.SEを BcA pЮcin assay ttt(Pierce,IL,USA)を 用いた蛋白質定量の後、20mg/耐 の

濃度に調整した。

A.α .の超音波破砕菌体画分はα.SE)の調整は A.α.Y4株を BHI(Dito,Lめ oraЮhcs,Dctroit,

USA)を 培地として嫌気的条件下で 37° C、 24時間培養後、P.g.と 同様の方法で SEを調整

した。

3‐3 PBMC、 PNINの ユg.SE、 AoαoSEに よる刺激

35rrun細胞培養用デイッシュ(Comhg glass worb)に播種 した PBMCな らびにPMNを無

刺激で、あるいは刺激物質として P.gosE(10μ g/ml),A.α oSE(10μ g/ml)を 添加 して 5a/aC02湿潤



条件下で培養 した。培養 0,2,4,6時間後に PBMC、 PNINをそれぞれ回収 し、直ちに l ml

の RNAzd(TelTCSt,Inc)を 添加 しホモジナイズした後、AGPC法にて総 RNAの抽出を行っ

た。

34 PBMC、 PMNに おける Ⅱ′8、 IFttmRNA発現の検出

抽出した各検体に由来する総 RNAの lμgを用い、上述の方法で逆転写反応ならびにPCR、

サザ ンハイブリダイゼーションを行い L-8、 IFNY mRNAの発現を検出 した。陰性対照 と

して PBMCにおいては GAPDH mRNAの発現検出を行ったが、P_NINに おいては GAPDH

D    Aの
発現が低 く他の因子 と比べ PCRのサイクル数の条件が大きく異なるため、陰性

対照 として Cox_l mRNAの 発現検出を行った。

結果

1 歯肉組織における複数の炎症関連因子 mRNA発現モニタリング法の開発

1‐1 歯肉組織穿刺生検法の開発

材料および方法の項に言己載した歯肉組織穿刺生検法により、各被験部位から歯肉組織の

採取を行つた。この方法により歯周ポケット底部より湿重量約 100mgの微量歯肉組織検

体の採取が可能となった。また穿刺による組織採取後の創傷は小さく、採取後の疼痛や歯

肉退縮を引き起こすことなく約 2週間で臨床的に良好な治癒が得られた。これにより、歯

肉組織の状態を大きく変化させることなく任意の治療段階で歯周炎病巣局所から歯肉組織

を採取することが可能となった (図 1)。

1‐2 歯肉組織におけるGAPDH mRNA発現の競合 PCRに よる定量的検出

本研究では採取された歯肉組織における各炎症関連因子の mRNA発現量を、できる限

り定量的に評価することを目標としている。そのため、各試料中の GAPDH mRNA発現

量の正確な定量が必要とされる。そこでPCRの内部コントロールとして天然型のGAPDH

cDNAと 同一のプライマー結合部位を有し、同一の増幅特性を示す一方、プライマー結合

10
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部位間の 194bpの欠落のため最終的な PcR産物鎖長カラ(然型の GAPDH cDNAと 異なる

GAPDH欠落変異遺伝子を作成 し、競合 PCRを行った (図 2A)。 この GAPDH欠落変異遺

伝子を既知の濃度に調整 して競合鋳型とし、組織由来の cDNAと 混合 して競合 PCRを行

い、サザンハイブリダイゼーションによる検出を行った。その結果、両者の GAPDH cDNA

のモル濃度が等しい場合に等 しい強度のシグナルが得られた (図 2B)。 この競合 PCRは、

通常の PCRと 比べ高い定量性を有することが知られており、この方法を用いることによ

り、歯肉組織における GAPDH mRNA発現量を定量的に検出し、全サンプルの cDNA濃

度をより正確に調整することが可能となった (図 2C)。

1‐3 PCRを 用いた各種炎症関連因子、成長因子 mRNA発現検出法の定量性の検

討

RT―PCRの定量1生 を検言寸する目的で IL-lβ,6,8,10,15,TNFα ,Iい螺 MCP-1,Cox-1,Cox-2,

TGFβ,IGF-1,EGF,GM― CSF各種因子に対するプライマーならびにプローブを設計 し (表

1)、 これを用いて既知量の各因子 cDNAク ローンを鋳型とした PCRな らびにサザンハイ

ブリダイゼーションを行い、PCR産物量の測定を行った。代表例として IL-lβ の検出結果

を示すが、その結果、いずれの因子においても至適条件下では PCR産物量は鋳型量依存

的に、また PcRのサイクル数依存的に増加し、半定量的検出が1可能であることが示され

た(図 3)。

1‐4 微量歯肉組織からの炎症関連因子、成長因子 mRNA発現の検出

試験的に 7名の歯周病患者から、臨床的に歯肉の炎症所見の著明な部位ならびに臨床的

炎症所見が認められない部位をそれぞれ選択 し、上言己プライマーを用いて各部位の炎症関

連因子、成長因子の mRNA発現検出を行った。その結果、 ll記すべての因子の mRNA発

現が検出された。すなわち患者の微量歯肉組織を検体として、複数のサイトカインnlRNA

発現を同時に検出し得る系が確立された。これら炎症関連医1子は歯肉の炎症所見が著明な

部位ではより高いmRNA発現を示す傾向が認められる一方、成長因子の mRNA発現は







D

lβ,6,8,10,15,TNFα,咆,MCP-1,Cox-2の InRNA発現を検出した。その結果、臨床的健

常部位においてもこれらの炎症関連因子 nlRNAの発現がしばしば認められることが示さ

れた。また、APな らびに EOP患者のいずれにおいても、すべての炎症関連因子 mRNA

の発現が GIの _L昇にともなって強くなる傾向が認められた (図 6)。 一方、恒常的に産生

され炎症に際してもその発現の変動が少ないことが知られている Cox-1の mRNA発現は

GIの値にかかわらず一定であった。この結果は現在までの種々の報告°2x13x門 と概ね一致

するものであり、単一の炎症関連因子だけでは現行の臨床診査によって得られる炎症の程

度以上の多様な病態メカニズムを鑑別することは不可能であることを示唆している。

3‐2初期治療前後の炎症関連因子 mRNA発現の変化

次に初期治療前後における歯肉組織での炎症関連因子― A発現の変化を同様の方法

により検討した。初診時の歯周病罹患部位では APな らびに EOP患者のいずれにおいて

も、ほぼすべての炎症関連因子の強い mRNA発現が認められる一方、歯周病非罹患部位

では mRNA発現は相対的に弱かった。初期治療終了後には、初診時に認められた炎症関

連因子の強い mRNA発現は、そのほぼすべてにおいて有意に低下し、歯周病非催′患部位

に近い発現量となった。特にIL-6,8においては、その変化が著明である一方、IL-lβ,10,15,

Ⅲ町ではその変化は比較的弱いことが示された。また、cOx_1は初期治療前後で nlRNA

発現量に差は認められなかった (図 7)。

図6G:と 各炎症関連因子mRNA発現 の関連性

組織採取部位をG!に よって分類し、各群における各々の炎症関連因子mRNA
発現量の平均値を示す。

図7初 期治療 による各炎症関連因子mRNA発 現量の変化

初期治療前後における各々の炎症関連因子mRNA発現量の平均値を示す。

図中Hは 臨床的健常部位を、Dは 臨床的歯周炎罹患部位を示す。
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が低い発現型、の 5つの nlRNA発現プロファイルが存在することが示された。

今回のクラスタ分析を用いた解析の最も意義深い点は、各因子の発現を個々に評価する

のではなく、複数の因子の発現を同時に検出し、その発現プロファイルによる病態の評価

を試みたことであり、これによって炎症関連因子の m路(A発現プロファイルの差異で歯

周炎を病態分類できる可能性が示されたことである。本研
:究

においても個々の炎症関連因

子の発現が、これまでの報告002x15xl似 oと 同様に臨床的炎症所見と強い関連性を有するこ

とが示されている (図 6)。 しか しながら、この事実は単一囚了・の発現の高低を検出して

も、GI等の臨床的パラメータの診査によって得られる以 上の詳細な病態解析が行えるわ

けではないことを示唆 しているとも言える。Kitarnura(2x5xlめ は GCF中のプロスタグランデ

ィン E2｀ IL-lα 、L-lβ とリポ多糖濃度ならびにコラゲナーゼ活性を経時的に測定し、線形

判別分析を行うと、GCF採取部位の疾病活動度を約 60%の確率で識別しうると報告して

いる。この結果は、歯周病の病態を」i確に把握するには、局所の炎症状態を反映しうる多

因子の同時解析が必須であることを示唆している。Robcnぽ Xよりは歯周外科手術時に採取し

た歯肉組織ならびに健常な歯肉組織における炎症性ならびに抗炎症性サイトカイン

mRNA発現を比較検討し、両者の mRNA発現の検出頻度に差があると述べており、局所

でのサイトカインの発現バランスに差異が存在しうることを示唆している。

本研究においては半定量的な検出系と統計学的解析法を用いることで、InRNA発現の

検出頻度のみならず、各炎症関連因子間の nlRNA発現バランスに関する検討をII能 とす

るとともに、客観的なサイトカイン InRNA発現プロファイル解析を可能とした。その結

果、歯周炎病巣局所における炎症関連因子の inRNA発現プロファイルが 5種類に分類さ

れた (図 8)。 この分類のクラスタ B、 C、 Dに見られる特徴であるIL-6,8お よび IFNγの

各 mRNAの発現が低い病態が存在することは、複数のサイトカインの InRNA発現プロフ

ァイル解析を行うことによって初めて明らかにされたものである (図 9)。 また、今回の

解析結果より、一被験者の口腔内においても各部位毎で llRNA発現プロファイルが異な
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っていることが示され、異なる炎症病態を示す歯周炎が一日腔内に混在 しうること (図

10)が示唆された。これは換言すれば、歯周炎の病理発生機構が、一患者の口腔内であっ

ても部位毎に異なっている場合が存在する可能性を示すものであり、過去の報告で言うラ

ンダムバース トセオリー(1)の
考え方を裏付けるものであると考えられる。さらに、従来の

臨床的診査法に基づけば同一の炎症状態として分類される部位でも異なった 耐いい 発現

プロファイルを示す例が示され、これらの部位の炎症病態に騰I床診査では判別できない差

異が存在することが示唆された (表 3)。

本研究では歯周組織での生体応答をモニ.タ ーするための検体として、歯周炎の特徴であ

る組織破壊が進行する局所である歯周ポケット底部の歯肉組織 を選択 した。そして初診時

においても炎症部位からの組織採取を可能とする組織採取法について検討を行い、穿刺生

検法を応用することで、組織に与える外科的侵襲を最ノlヽ限にしながら歯周ポケット底部、

すなわち歯周炎病巣局所から、確実に微量の歯肉組織検体を得る方法を開発 した (図 1)。

さらに、最も高感度な検出法である RT―PCRを「想用することにより同検体中の約 20種類

以上の mRNAの発現を半定量的に解析することを技術的に呵
・
能とした。今回確 立された

方法は組織採取部位の治癒が速やかであるため、歯周治療後の歯肉組織の変化を経時的に

モニターすることが可能となり、創傷治癒期における歯肉剤J哉での各種サイトカイン発現

変動の解析にも応用できると期待される。

一方、RT―PCRを用いた定量的解析には充分な注意力せ、要であることが従来より指摘さ

れている。そこで、本研究では RT―PCRに よる mRNA発現量検出法の確立にあたり、プ

ライマーの設計、反応液組成、増幅条件を至適化することによって、少なくとも一定の増

幅サイクル数の範囲内では半定量的に増幅産物量力滋曽加することを検証 した。また、PcR

による mRNA発現の半定量的検出において最も大きなPl題 とされる PCR産物の飽和に関

しては、サザンハイブリダイゼーションの併用によって PCR産物の検出感度を向上させ、

PCRのサイクル数を低 く止めることで回避が可能であることを示 した (図 3)。 また、
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RT―PCRを月1いて複数検体間の炎症関連因子 耐跡IA ζttlJIの 比較を行うためには、検体由

来の mRNA濃度もしくは逆転写後の各試料の cDNA濃度がIE確に等しいこと力せ、要とさ

れる。そこで本研究ではハウスキーピングジーンである GAPDH mRNAの定量に、通常

の PCRに比べて高い定量性を有することが矢Πられている競合 PCRを応用 し、cDNA濃度

の均一化を確認 した (図 2)。 これらの一連の手法により、本研究における RT―PCRを応

用 した mRNA発現検出法の半定量性がほぼ達成されている()の と考えられる。

これまでのサイ トカイン発現量と歯周組織の炎症所見との関連性を調べた報告のほとん

どでは、炎症歯周組織におけるサイトカイン発現量の代表値として平均値もしくは最頻値

が用いられており、また複数のサイトカイン間の相対的う音現バランスの検討力浙子なわれて

いないため、少数存在する相対的なサイ トカイン低発現部位が見落とされていたものと思

われる。本研究において、歯周組織局所におけるIL-8な らびに IFNγの InRNAの発現量は、

平均値でみると肉眼的炎症所見とほぼ正の相関を有 している一方で、特に EOP患者にお

いてこれらの囚子の mRNA低発現が認められる例が存在することが示された。このこと

は、IL-8あ るいはΠNγ mRNAの 炎症歯周組織における相対的低発l■・1生力Ч司部への炎症率Ⅲ

胞浸 il・lの特徴を規定する一因となっている可能性 を示す ものであ り、IL-8な らびに

IFNγ mRNAの相対的低発現1生の発生メカニズムが今後さらに詳細に検討されることによ

り、EOPの発症機序が説明されるかもしれない。

IL-8は単球、マクロファージ、線維芽細胞、上皮細胞等の細胞から産′Lさ れる CXCケ

モカインで、好中球、T細胞に対する走化性囚子であり、特に好中球の血管外浸潤、局所

集積に必須の分子である② X2υ。それゆえ IL-8は歯周炎の発症初期ならびに進行過程にお

いて局所への炎症細胞浸潤の制御に重要な役割をはたしているものと考えられている。事

実、この IL-8と 歯周炎の関係を示す報告として、歯周炎罹患部では GOF中の IL-8量が ll

昇 しているとの報告123)ゃ 、急速進行性歯周炎では血清中の lL-8が 上昇 しており、歯肉 L

皮や直下の結合織における IL-8 mRNA発現も上昇しているとの報告(2り、LJPに おいては
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GCFの IL-8濃度が GIと 負の相関を示すが、GCF中の IL-8の量と濃度は LJPと 健常者の

間で差がないとする報告(0が存在する。さらに、L-8と 他の因子の発現の関連性を検討し

た報告として、IL-6と L-8の発現は加ソJソοでも加ソル″でも強く相関しており、歯周病変

部から採取した歯肉線維芽細胞では IL-6や IL-8を産生 しうる表現型力滋曽加しているとの

報告
25mが

存在する。

一方、口、は T細胞ならびに NK細胞から産生され、リンパ球、単球・マクロファー

ジ等に作用し、主として細胞性免疫応答の制御において中心的な役割を担っている。また、

炎症歯周組織においては歯肉線維芽細胞がIFN7を産生していることが報告されておりに6x2乃 、

それゆえ 口、は歯周炎病巣局所における Th1/Th2バランスの制御に深く関与していると

考えられる。これまでに、Th1/Th2バランスに関与することが示唆されているIINγ、IL-4,

6,10,12な どのサイトカイン(盤 XttЮ X引 )の歯周組織における発現を検出した報告`2X33x■
x3⊃麒 =■

_

在するが、Thl、 Th2のいずれのヘルパーT細胞亜集団が歯周炎の病巣局所において優勢

であるかに関しては最終的な結論には至っていない。また、IFNγならびに L-6の歯周組

織破壊への関与に関する報告として、歯周病巣局所では B剰]胞/プラズマ細胞が優勢で

(%x3⊃ 、進行性の歯周病では Th2が優勢であるとの報告(3的ゃ、IFNYま たは lL-6を遺伝的に

欠失したマウスにおいては P.g.感染による歯槽骨吸収力VllliJさ れることから FNψ油 周

組織破壊に関与するとした報告3"が存在しており、IFN7 mRNAの低発現性から、EOP患

者の急速な歯周組織破壊の機序を説明し得るかもしれない。

それではいかなる要因がクラスタ B、 c、 Dに認められるような特定のサイトカインの

低発現性を局所で惹起したのであろうか。その原因として、歯周炎の原因たる歯周病原性

細菌の質的あるいは量的差異の存在が疑われる。そこで、現在有力な歯周病原性細菌と考

えられているP.g。 とス.α.の gcnomた PcRに よる高感度検出法を確立し、歯肉組織採取と同

時に同一部位の歯周ポケットから歯肉縁下プラークを採収し、これらの細菌の検出を行つ

た。その結果、各クラスター間で P.g.A.α .の検出率、検出菌数に明らかな差異は認められ
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ず (図 11)、 局所の炎症病態がこれらの特定細菌の存在の差異のみによって規定されるわ

けではないことが示唆された。

このように特定細菌の存在に差異が存在しなかったことから、宿主側に特定のサイトカ

インの低発現性力落 在することが疑われた。そこで、これらの特定糸田菌に対する宿主細胞

の応答性の差異が存在するか否かを検討した。特にクラスタ B、 Cには EOP患者の歯周

炎罹患部位の多くが分類されたため、これらのクラスタで認められた L-8な らびに IFNγ

mRNAの相対的低発現性に着目して宿主細胞の応答性を検討した。すなわち EOP患者な

らびに健常者の末梢血から好中球ならびに単核球を分取し、P.g。 ならびに A.α。の超音波破

砕上清による刺激を行い、誘導されるIL-8な らびにIFNγ mRNA発現量の比較を行った。

しかしながら、EOP患者と健常者において誘導される L-8な らびに IINγ mRNA発現量

に著明な差は認められなかった(図 12)。 また、LJP患者においては好中球に遊走能、貪食

能等の機能異常力湯]め られるとの報告ЮX4:)と 認められないとする報讐デ42x4助 が混在している

ため、今回研究に参加していただいた EOP患者と健常者の lMLP刺激に対する好中球遊

走能の比較も行つたが、両群の間に有意な差異は認められなかった (結果には示さず)。

これらの結果は、クラスタB、 Cで認められるIL-8な らびに口w lllRNAの低発現性が宿

主の遺伝的要因によって規定されているものではないことを示唆している。上述の解析結

果は、今回解析対象としていない徒i主の因子が各々のクラスタを形成する直接的な要1型 と

なっているか、あるいはそのような因 F―が IL-8や IFNγ nlRNA低発現↑生を意起する局所の

環境を提供している可能性を提示している。さらに、特定のクラスタがその他のクラスタ

ヘの移行期のプロファイルを意味する可能性なども考慮し、今後さらなる解析力Wヽ要とさ

れる。

本研究によって、歯周病の新しい診断法を開発するためのストラテジーが提案されたと

考えられる。すなわち、歯周炎の病巣局所における生体応答を解明し、従来の臨床的診断

に用いられてきた AP、 EOPと いう診断病名の枠にとらわれない、病理発生機構の差異に
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基づく診断法、病型分類法が提示されなければならないこと力河tさ れたと考えられる。一

方、各クラスタ間における疾病活動度の差異あるいは歯周治療に対する反応性の差異、治

療後の再発率の差異といった魅力的な研究課題が現時点で残されており、今回開発された

方法ならびに評価法が今後、多方面の経時的臨床研究に応用可能なものとして期待される。

将来、このような情報の蓄積が、部位特異的な host―moduhung drugの 開発につながるこ

とも期待され、近未来における歯周病に対する個体医療の確立に大いに寄与するものと思

われる。

ｈ
Ｆ

ｈ

ワ
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結論

1.歯周炎病巣局所より同部の侵襲が少なく任意の治療段階で微量歯肉組織を採取する

微量歯肉組織穿刺生検法が確立されるとともに、同微量歯肉組織片から M｀―PCRを

用いて半定量的に20種類以_上のmRNA発現を検出し得る検出系が確立されたc

2.歯肉縁下プラークサンプルからgenOmic PCRを用いてP.g.な らびにA.α.を高感度か

つ半定量的に検出する検出系が確立された。

3.ク ラスタ分析を用いた歯周病変部局所における各種炎症関連囚子 mRNA発現プロ

D    
フアイルの解析を行った結果、歯周炎が5つのクラスタに分類されることが示された。

さらにいくつかのクラスタではIL-8な らびにⅡNγ mRNAの相対的低発現性が認めら

れた。

4.各クラスタに分類された炎症関連因子 nlRNAの発現プロファイルは一口腔内にお

いても必ずしも一様ではなく、部位単位で異なっており、歯周病の診断における部位

単位の生体応答の把握の重要性が示された。

5.炎症関連因子― A発現プロファイルのうち、IL-8、 lFNγの相対的低発現′性は、P.g"

ス.α。の存在の有無や、これらの細菌に対する遺伝的に規定された宿主応答性の差異に

よって生ずるものではないこと力洒くされた。

)

謝辞

稿を終えるにあたり,御懇篤なる御指導と御校閲を賜りました人阪大学歯学部口腔治療

学講座岡田 宏教授、村上伸也講師、北村正博講師に謹んで感謝の意を表します。また,本

研究の遂行にあたり,直接御指導頂きました楠本 豊博士 平野裕之博士に深く感謝いた

します。

最後に,本研究に対してさまざまな御援助,御協力を頂きました口腔治療学講座教室員

の皆様に厚く御礼申し上げます。

25



参考文献

1.Socransky SS,H』町cc AD,Goodson JM,Lindhc J.New conccpts of dcsmcdve pe五 〇dond

disease.J Clin Pc五odontol 1984:11(1):21-32.

2.Okttl H,Mttanli S.7okine exprcssion in periodond hedth and dscasco CHt Rcv Oral Biol

Mcd 1998;9(3):248-66.

3. Nevins M,B∝kcr W,Kol■ lman K.¨ gs of dle world wortthop in clinical periodondcs.

Tokyα  Quinじ SSence:1992.

4. Newrnan MG,Tibbetts LS 1996 Conscnsus Repon frOm the 1996 World Workshop in

peHodontics.Chicago:The AmeHctt Acaderny ofPe五 odontology;1996.

D  5。
Kimwa M,Kohyalna A,Ebisu S,Oka_da H.Distincdon bcmcen acdve and inacdvc Lsbn by

subgingiv」 plaque bacに五a and gingiv」 cκvたular nuid.Dentistry in Japar1 1991;28:1514.

6.均 clぬCn M,Hol■smpP,Bendtzcn K.Mttgind Pcriodondtis and Cyokines a revicw of the

五terature.J PcHodonto1 1993;64(11):1013-22.

7. LaFllStげ IB,Grbic JT.Diagnosis of pcHodontal disette bttЮ d on an」 ysis of dlc host rcspon“ .

PcHodontology 2000 1995;7:83L99.

8. Chomczynski P, Sacchi N. Single― stcp lnethod of RNA isolauon by acid gu面 duliuin

thiocymate phcnolchlorofom extncdon.Anal Bi∝ hcm 1987;162(1):156-9.

9, Shcnkcr BJ,Slots Jo L■ nlunomodulatory effects of Bacteroides products on in vitro hum

lymph∝yte funcdons.Oral httcЮ biol hlmunol 1989:4(1):24-9.

10.Hiratsuka K Yoshida W,Hayakawa M,Takiguclli H,Abiko Y.Polylllerase cinh rca対 on ttld an

)   。uter rncinbrane pЮ dn gcne probc br th“ tcctbn of PoThyЮ inonas gh」 v山s FEMS

Micl・obiol Lctt 1996;138(2-3):167-72.

H.Goncharo∬  P, Fittki DH, Stevens RH, Fine DH.Idendicadon of Ac・ ri72めQεj〃洲

αcrilリッソει

“

″ θ
“

j″パ:pOlyrnerase chaln rcacdon ampliflcation oflktA― speciflc sequcnccs.Orral

McЮbiol hlnuno1 1993;8(2):105-10.

12.Omeric N,Bal B,Balos K,Berker E,Bulut S.The coHeladon of gingival crevicular fluid

in“Jeukin-8 1evels and pcriodond smtus in l∝ dizedjuvenuc pc五 。dondds.J PeHodonto1 199&

69(11):1299-304.

13.Liu CM,Hou LT,Wong NIY,RossorFlandO EF.Reladonships bc"vccn clinic」 pttaIIletes,

Inteneukin lβ  and hiStOpadlologic rndings of gingiv」 ussue in pe五 odondds padenも.Cytokine

1996;8(2): 161-7.

26



14. Rossomttdo EF,Kerlncdy JE,HttimiChael J.Tumourn∝ Юsis factor」pha in gingiv」 crevicular

nuid as a pOSJble hdicator ofperiodontal discase in hulnans.Arch Oral Bio1 1990;35(6〉 431-4.

Offenbacher S,Odlc B,Van Dykc T.The use of crevicular iuid pЮ staglttdin E2 bvdsな a

predictor ofpe五 odontalatthntloss.Jollm」 ofperiodont」 Rcsetth 198α  21:101-12.

bin CR,Myrillas冨 .The Юle ofIL-6 in tt pahogenesis of peHodonutt di摯 .Oral Dis 1998;

4(1):43-7.

Reinhardt RA,NIasada MP,KaldaH WB,DuBois LNI,Ko― ll KS,Choi Л,et」.Gingival■ uid

L-1罰 L-6 1evels in re■actory periodontids.J Clin PeHodonto1 1993;2∝ 3):225-31.

Okada H,Murakami S,Kitamllra M,Nozaki T,Kusumoto Y,H士 肛Ю H,et al.Diagnosdc

strategies of pcliodontitis btt on tt lnolcculιr rnechanlsrrls of pcHodon餞 」ti≦sue destl■ lction.

Oral Dis 1996;2(1):87-95.

Roben FA,H∝kett RD,Jr.,Bucy RP,Mch」 ek SM.Quandtative attsslncnt of innarnlnatory

cytokine gcne expresion in chronic adult periodondds.Oral ⅣLcЮbiol hmuno1 1997:12(6>336

Z4「 Zl.

Roberts FA,McCaffew KA,NIichalek SM.PЮ fdc ofcytokine lnRNA expression in chronic adtllt

periodondds.J Dent Res 1997;76(12〉 1833-9.

Matsushima K MoHshita K Yoshimura T,Lavu S,Kobayasrli Y,Lw W,et」 .Molecular

clorlng of a hllman mon∝ yte―derived neutrophil chcmotacdc f“ tor(NIIDNの and dlC induction

ofMDNCF nfNA byinterleukin l and tumorn∝ Юsis factor.J Exp Mcd 1988:167(6):1883-93.

飲 dano G,Lce J,Kikly K Ryan AM,Pitts Meck S,Hultε

"nB,Ct」
。Ncutrophil and B cdl

expansion in mice dlatlack dle murinc IL-8 receptor homolog Sciencc 1994;265(5172):6824.

MadlurA,NIIchalowicz B,Castillo M,Aeppli D.Interleukin-l alpha,interleuhn-8 and interfeЮ n―

alpha levcls in gingival crevicular fluid.J Pe五 odontal Rcs 1996:31(7):489-95.

Gainet J,Chonet Maltin s,BHon M,H」 山mJ,GougeЮt Pocidalo NIA,Elbim C.hterleukin-8

producdon by polymorphonuc厳 neutrophils in pattns with mpidly pЮ gressive peHodondds an

mph取hg loop ofpolymorphonucl(a neutrophl acdvationo Lab lnvcst 199&78(6)755-62.

Dongal・I Bagtzoglou AI,Ebel・ sole JL.Increascd prcscnce ofinterleukin-6(lL-6)and L-8ま χredng

flbЮblast subpopulations in adult pe五 odontitis.J Periodonto1 1998:69(8):899-910.

Shimab山銀Ю Y,Murakalru S,Ok〔 da H.htcrfcron―garnlna―dependentimmtlnosupprc“ ivc cm∝も

ofhurrlan gingival ibroblιsts.hlnunology 1992:76(2):344-7.

15.

16.

17.

18.

ｈ
Ｆ

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25。

26.

27



27.Shimbuktu・oY,Murakmi S,Om H.Andgen― prescnting―celi function of interfeЮ n garnnu―

treated human gingival flbroblasts.J Periodontal Res 1996;31(3):217-28.

28.MosIIlann「 R,Coffman RL.Thl and Th2∝ 1ls DifFerent pattems oflymphokine secredon lead to

dittaK】 lt hnctional properties.Amu Rev Lttrnunol 1989;7:145-73.

29.Del Prete GF,Dc Carli M,Mastrornallro C,Biagiotti R MaCChia D,Falagiani P,et」 .Puriicd

protcin dcrivative of Mycobacterium tubcrculoJs and excretory― sccrctory antgen(s)of TOX∝ ara

cttds expand in vitro hLlmn T Ceus witt sぬ blc and oppositc(typc l T hclper or明 ■ 2 T hclpcr)

pronL ofcytokine producdon.J Clh hvest1991;88(1)346-50.

30.MosIIlam TR,Sad S.The cxpanding univcrsc of T― ceu subsets:Thl,W alld lnorc.IInmtlnol

Today 199Q 17(3):138-46.

D 31.RoК ntino DF,Bond MW,Mosttm m.TwOッ トS Oflnoutt T hi"r∝ u.Ⅳ.T2dOnes

sccКtc a fたtor dlttinhibis cytokine producdon by Thl cloncs.J Exp Mcd 1989;17∝ 6):2081-95.

32.Taubman M,Eastcitt J,Shimauchi H,Takeichi O,Smith D.Modulatory role of T lymph∝ ytcsin

pc五odontal irnarmnation.Washington,DC:ASM press;1994.

33.Y… K,N剣 血 T,Kubom Y,Gcrrnlell E,Seymow GJ,Hara K.Cytokine lnes“ nger

RNA expression in chro血 c inna―tory periodond disease.Or」 NlicЮЫol hmLln01 1997;

12(5):281-7.

34.Seylnollr GJ,Gerrmeu E,約 eldSen M,Y… K,Nよ珂ima T,Hara K.Celldarimmunity and

hypcrscnddviり as COmponen6 of"五odOntal destucdon.Oral Dis 199α 2(1):96-101.

35.Seymour GJ,Gerrmell E,Wcsterrnan B,Cuuinan M.PeHodontics into the 21st century.ハ mm R

Ausじ」s Coll Dent Surg 1996;13:71-8.

)36.Mκ tter BF,Frostt KB,Robcton PB.munOblobdh bearingり mph∝ytS mdメsrrn∝us

in human periodontal disease.J Periodontal Res 1977;1237-45.

37.Okada H,Kida T,Yamgami H.Idendflcadoll and distribution of illllnunoconlponcnt ccus in

innamed gh」 Va Of human chroШ cドliodOndis.Wect Lttnun 1983;41:365-74.

38.Gerrmell E,Scyrnollr G.Modulation of i― une responscs to pcHodond baccHao Cltt Oph

Periodontol 1994:2:28-38.

39.Baker PJ,Dixon M,Evans RT,Dufollr L,John∞ nE,Roopellian DC.CD4(+)T ceus ttd thc

pЮinnalnnlatory cytokincs garma intelfcron and intcrleukin-6 contribute to alveolど bone los in

mice.脆tlmmun 1999:67(6):2804-9.

28



40.Page RC,SLtt TJ,Geissler F,Alman LC,Baab DA.Defccdve ncutrophil and lnon∝ yte modLり

in patlcns with carly onsct periodondds.Wect]hmun 1985:47(1):169-75.

41,Pelez HD,Keny E,Elfman F,Amitage G,Wh」 dcr J.Defect市 e polymorphonuckttr leukocyte

fomlyl pepdde reccptor(s)injuvenileperiodondus.J cun lnvest 1991:87(3)971-6.

42.Kinane DF,Cu■ en CF,Johnston FA,Evans CW.Ncutrophi chernotacdc behavioLlr h“ dens

widl erarly― onset forlns of periodondds(■ ).Assesslnent ushg alc undcr agarose techniquc.J Cun

Pcriodonto1 1989;16(4):247-51.

43.Kinane DF,Cuuen cF,Johnston FA,Evans CW.Ncutrophu chemotactic behaviollr in patiens

widl early―onset forrns of periodondds(D.Leading front andysis in Boydcn chambc応 .J Clin

Periodontol 1989;16(4):242-6.

ｈ
Ｆ

29


