
Title 歯周病の病態形成過程におけるAnnexin A1-FPR2シグ
ナルの炎症制御機能

Author(s) 村田, 真里

Citation 大阪大学, 2023, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/91862

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



学位論文 

 

 

 

 

 

 

 

歯周病の病態形成過程における 

Annexin A1-FPR2 シグナルの炎症制御機能 

 

 

 

 

 

 

 

 

大阪大学大学院歯学研究科 口腔科学専攻 

口腔分子免疫制御学講座 歯周病分子病態学 

村田 真里 

（指導教員：村上 伸也 教授） 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

緒言 

 

歯周病は歯面に形成された細菌バイオフィルムが原因となり、歯槽骨吸収を

含む歯周組織の進行性破壊が生じる慢性炎症疾患である 1。歯周病の発症進行に

は、歯周病原性細菌に由来する因子に加え、喫煙やストレスなどの環境因子と免

疫応答や炎症反応の制御等に関わる宿主因子が深く関与している 2。 

歯周組織の一つである歯根膜は歯を歯槽窩に保持し、線維性結合組織として

の特徴を維持しつつ、咬合力等のメカニカルストレスを緩衝するとともに、歯周

組織の恒常性維持や歯周組織再生に関与する未分化間葉系幹細胞（歯周組織幹

細胞）の供給源として重要な役割を演じている 3。その一方で、咬合性外傷や矯

正力による過度なメカニカルストレスや細菌由来因子の暴露ならびに炎症性サ

イトカインが存在する状況下において、歯根膜細胞は各種炎症メディエーター

を産生するとともに、Receptor activator of NF-B ligandや Osteoprotegerin

などの破骨細胞分化調節因子の産生を介して歯槽骨の破壊にも積極的に関与す

ることが示唆されている 4。しかしながら、歯周病の病態形成過程における歯根

膜の炎症反応制御機構や、同制御が歯周病の進行に及ぼす影響に関する詳細は

十分に明らかになっているとは言えない。 

そこで我々の研究室では、歯根膜の炎症制御機構の解明を目的とし、絹糸結紮

マウス歯周病モデル 5から Laser microdissection 法により採取した歯根膜を対

象にプロテオーム解析を実施し、歯周病の有無が歯根膜に発現する分子群に与

える影響を網羅的に解析した。その結果、非結紮側と比較し、結紮側において有

意に発現上昇する分子を 7 つ同定し、そのなかの一つに炎症調整因子として近

年注目が集まる Annexin A1（以下 ANXA1と略す）を見出した。 

ANXA1は、12種類の Annexin（以下 ANXと略す）からなる ANXスーパー

ファミリーに属し、346個のアミノ酸から構成される 37 kDaのタンパク質であ

る。その構造は、他の ANXと同様に 4つのカルシウム結合モチーフの繰り返し

配列により構成されるコアドメインと、サブタイプごとに異なる、すなわち

ANXA1 に特有の構造を示す N 末端領域から構成される 6,7。細胞質内に存在す

る ANXA1 はカルシウム存在下で立体構造を変化させ、コアドメインが細胞膜

を構成するリン脂質に結合することにより、細胞膜の修復や維持さらには膜小

胞輸送に重要な役割を果たす 6,8-10。一方、炎症反応などにより細胞が活性化さ

れると、ANXA1は細胞外に放出され 11,12、N末端領域が細胞膜上に発現する G

タンパク共役型受容体である Formyl peptide receptor 2（以下 FPR2と略す）

に結合することでオートクラインあるいはパラクライン作用を発揮する 6,11,13 。 

FPR2 はパターン認識受容体の一つで、病原体関連分子パターンなかでも N-

formylated peptidesを認識し、細菌感染に際し好中球の遊走や貪食能の活性化
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を介して細菌の排除に重要な役割を果たす 14,15。一方で、FPR2は ANXA1のみ

ならず Lipoxin A4や Resolvin D1といった脂質メディエーター等の内因性リガ

ンドによって活性化されることにより、各種炎症反応の抑制や収束に寄与する

ことが報告されている 16,17。すなわち、FPR2 の活性化は IL-6 などの炎症性サ

イトカイン産生や好中球の走化性を制御する 18 一方で、抗炎症性サイトカイン

である IL-10 の血漿中での産生を亢進する 19。また、多形核白血球のアポトー

シスとそれに続くマクロファージによるエフェロサイトーシスを活性化するこ

とで炎症性疾患の収束に積極的に関与することが報告されている 20。このよう

な FPR2 シグナルによる炎症収束機構は、慢性閉塞性肺疾患、アテローム性動

脈硬化症、虚血再灌流、神経炎症などの慢性炎症疾患に対する FPR2 アゴニス

トの新規治療薬としての開発につながる重要な基盤情報となっている 21。 

さらに ANXA1-FPR2 シグナルが、頭蓋骨の骨融解モデルにおいて破骨細胞

の分化を抑制することで骨融解を改善する 22 ことに加え、関節炎モデルにおけ

る炎症性骨・軟骨破壊に対して生体防御的な役割を果たすこと 23,24 が明らかに

なっており、炎症性硬組織破壊過程における同シグナルの抵抗性が報告されて

いる。これらの報告と、我々が見出した炎症歯根膜における ANXA1 発現の上

昇は、ANXA1-FPR2シグナルが歯周病の病態形成において内因性の抗炎症、あ

るいは炎症収束メカニズムに寄与することを強く示唆しているものの、歯周病

局所における同上シグナルの役割については全く報告がない。 

そこで本研究では、ANXA1-FPR2シグナルが歯周病の病態形成過程で担う役

割について明らかにすることを目的として絹糸結紮マウス歯周病モデルにおけ

る ANXA1 および同受容体である FPR2 の発現を解析するとともに、同シグナ

ルの抑制または活性化が歯周病の進行に及ぼす影響について解析を行った。さ

らに、ヒト歯根膜細胞（以下、HPDL と略す）を用いた in vitro の実験にて、

ANXA1-FPR2 シグナルが HPDL の炎症反応制御に及ぼす影響について検討を

加えた。 
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材料および方法 

 

1. 絹糸結紮によるマウス実験的歯周病モデル 

 本研究における全ての動物実験は大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会

の承認を得て行った（受付番号 : 動歯-30-016-2、動歯-R-03-005-1）。絹糸結紮

によるマウス実験的歯周病モデルはAbeらの方法 5に準じて行った。すなわち、

8週齢 C57BL/6J雄性マウス（日本クレア、東京、日本）に、三種混合麻酔（1 

mg/ml ドミトール、5 mg/ml ミダゾラム、5 mg/ml ベトルファール）を投与し

た後、上顎左側第二後臼歯に対し、1%リドカインにて局所麻酔を行い 5-0 絹糸

（Johnson & Johnson Services Inc.、New Brunswick、NJ、USA）を結紮し

た。結紮 7日後に 5-0絹糸を除去し、CO2下で安楽死させた。また、一部の実験

では同モデルに対し、FPR2選択的阻害薬WRW4（1.8 mg/kg ; Tocris Bioscience、

Bristol、UK、Cat.2262）25を 3、5、7日間、ANXA1 N末端模倣ペプチド Ac2-

26（1 mg/kg ; Tocris Bioscience、Cat.1845）22を 7日間、連日皮下投与した。 

 

2. 歯槽骨吸収量の定量解析 

 実験的歯周炎を誘導したマウスに対し、4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝

液（富士フイルム和光純薬、大阪、日本、以下 PFAと略す）を用いて還流固定

した後、上顎骨を採取した。実験動物用 3D マイクロ X 線 CT R_mCT2（リガ

ク、東京、日本、以下マイクロ CT と略す）により断層撮影を行い、得られた

DICOMデータを用いて、3次元画像解析ソフトウェア Drishti v2.7（Australian 

National University Vizlab、Canberra、Australia）によりデータの 3次元構

築を行った。3 次元構築した画像における第 2 臼歯近心根および遠心根の頬側

の歯根のセメント-エナメル境を指定し、同部位から歯根軸に平行に下ろした垂

線上の歯槽骨頂までの距離について三次元的に距離を計測し、その合計を歯槽

骨吸収量として算出した 5。 

 

3. 組織学的解析 

マウス上顎骨を 4%PFA にて 4℃、 24 時間浸漬固定後、 0.5 mol/l 

ethylenediaminetetraacetic acid（pH7.5）（富士フイルム和光純薬、以下、EDTA

と略す）を用いて 4℃、7日間の脱灰処理を行い、続いて 70%エタノール（富士

フイルム和光純薬）に 4℃、24 時間以上浸漬し、パラフィンで包埋した。その

後、LEICA RM2245（Leica Microsystems GmbH、Wetzlar、Germany）を用

いて厚さ 4 mの薄切切片を作製した。薄切切片は、マイヤー・ヘマトキシリン

（武藤化学、東京、日本）および 1%エオシン Y液（富士フイルム和光純薬）を

用いたヘマトキシリン・エオシン（HE）染色、あるいは Naphthol AS-BI溶液
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（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA）および Pararosaniline溶液（Sigma-

Aldrich）を用いた酒石酸抵抗性酸性フォスファターゼ（TRAP）染色を行った

後、光学顕微鏡 ECLIPSE Ci（Nikon、東京、日本）にて観察および写真撮影を

行った。破骨細胞数の定量化は、第二後臼歯近遠心歯槽骨の表面に存在する

TRAP 染色陽性の多核巨細胞を計数し、歯槽骨表面長さ 1 mm 当たりの細胞数

として算出した（図 1）。一方で、歯根膜に存在する血管数および一血管あたり

の面積は HE 染色像から算出した。すなわち、第二後臼歯近遠心の歯根膜に存

在する血管内皮細胞で裏層された管腔を血管として計数するとともに、一血管

あたりの平均面積を算出した。なお、歯槽骨表面長さおよび血管の面積は

WinROOF®（三谷商事、福井、日本）を用いて計測した。 
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図 1. 組織学的解析の方法 

A. 絹糸結紮 5 日後の上顎第二後臼歯周囲組織の TRAP 染色像を示す。破骨細胞数の計測は、

第二後臼歯根尖より歯冠側に存在する歯槽骨（破線）を対象とし算出した。 

B. Aの□部の強拡大像を示す。歯槽骨表面に存在する TRAP染色陽性の多核巨細胞（矢頭）を

破骨細胞として計数した。AB：歯槽骨 

C. 絹糸結紮 5日後の上顎第二後臼歯周囲組織の HE染色像を示す。血管の解析は、第二後臼

歯根尖より歯冠側に存在する歯根膜（破線）を対象とし算出した。 

D. Cの□部の強拡大像を示す。血管内皮細胞に裏層された管腔（矢頭）を血管として、数と

面積を算出した。 

 

4. 免疫組織学的解析 

 パラフィン薄切切片を脱パラフィンした後、ANXA1 の染色に対しては Tris 

EDTA buffer pH9（Genostaff、東京、日本）、FPR2の染色に対しては Citrate 

buffer pH6（Genostaff）を用いて 80℃で 40 分間の抗原賦活化処理を行った。

次に、G-Block（Genostaff）を用いて 25℃、10分間処理した後、Avidin/Biotin 

Blocking Kit（Vector laboratories、Newark、CA、USA）を用いて 25℃、15

分処理することでブロッキングを行った。一次抗体にはウサギ抗マウス ANXA1

モノクローナル抗体（0.2 g/ml、Abcam、Cambridge、UK、Cat.EPR19342）

あるいはウサギ抗ヒト FPR2 ポリクローナル抗体（0.4 g/ml、NOVUS 

BIOLOGICALS、Centennial、CO、USA、Cat.NLS1878）を用いて 4℃にて 18

時間反応させた。0.5% Tween® 20含有トリス緩衝生理食塩水（以下、TBSTと

略す）およびトリス緩衝生理食塩水（以下、TBS と略す）で洗浄後、二次抗体

としてヤギ抗ウサギ IgGビオチン化抗体（3.75 g/ml、Vector laboratories Inc.）

を 25℃、30 分間反応させ、TBST および TBS を用いて洗浄後、100 g/ml ペ

ルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ニチレイ、東京、日本）を 25℃、5分

間反応させた。TBST および TBS にて洗浄後、3,3’-Diaminobenzidine, 

tetrahydrochloride（Genostaff）を用いて発色し、マイヤー・ヘマトキシリンに

て対比染色を行った。なお、一次抗体および二次抗体は、いずれも TBS に G-

Blockを 1%添加した溶液を用いて希釈した。マリノール（武藤化学、東京、日

本）を用いて封入した後、光学顕微鏡 ECLIPSE Ci を用いて観察および写真撮

影を行った。 

 

5. RNA scope® in situ hybridization 

 マウス上顎骨を 4%PFAにて 4℃、24時間浸漬固定後、0.5 mol/l EDTA（pH7.5)

にて 4℃、7日間の脱灰処理を行った。その後、20%ショ糖（富士フイルム和光

純薬）含有リン酸緩衝液（富士フイルム和光純薬、以下 PBSと略す）に浸漬し、
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95%エタノール（富士フイルム和光純薬）に浸漬したドライアイス上で O.C.Tコ

ンパウンド（サクラファインテックジャパン、東京、日本）を用いて、凍結包埋

した。包埋後、凍結切片支持用粘着フイルム（Cryofilm type 2 C（9）、Section-

Lab Co.Ltd、神奈川、日本）を用いた川本らの方法 26に準じて、LEICA CM3050 

S（Leica Microsystems GmbH）を用いて厚さ 14 mの脱灰凍結薄切切片を作

製した。薄切切片は、RNAscope® マルチプレックス蛍光アッセイキット

（Advance Cell Diagnostics、Newark、CA、USA）、RNAscope® Probe- Mm-

Anxa1（Advance Cell Diagnostics）ならびに RNAscope® Probe- Mm-Fpr2

（Advance Cell Diagnostics）を用いてそれぞれ Anxa1および Fpr2のmRNA

発現を検出し、RNAscope® Multiplex FL v2 DAPI（Advance Cell Diagnostics）

を用いて、核染色を行った。その後、Prolong™ Diamond Antifade Mountant

（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）を用いて封入し、共焦点

顕微鏡 Leica TCS SP8（Leica Biosystems GmbH）を用いて観察および写真撮

影を行った。 

 

6. 細胞培養 

 HPDL は Lonza（Basel、Switzerland）より入手したものを用いた。細胞は

10%ウシ胎仔血清（Biowest、Nuaillé、France、以下 FBSと略す）と 60 g/ml

カナマイシン（以下 KM と略す  : 富士フイルム和光純薬）を加えた-

Modification of Eagle’s Medium（以下-MEMと略す : 富士フイルム和光純薬）

を培地として用い、5%CO2、37℃、湿度 95%の条件下で培養した。継代培養の

際には 0.05%トリプシン 0.02%EDTA（Life technologies、Carlsbad、CA、USA）

添加 PBSで処理、回収した後、100 mm培養ディッシュ（Corning、Corning、

NY、USA）に播種した。HPDLは継代 8代から 12 代目までの細胞を実験に供

した。 

 

7. HPDL培養上清中の ANXA1濃度の解析 

 HPDL を 12 穴細胞培養プレートに 2.0×105 個播種し、10%FBS および 60 

g/ml KM 含有-MEMにて培養し、サブコンフルエントになった時点で、培地

交換を行い、40 ng/ml ヒトリコンビナント tumor necrosis facotr-（R&D 

Systems、Minneapolis、MN、USA、以下 TNF-と略す）、20 ng/ml ヒトリコ

ンビナント interferon-（R&D Systems、以下 IFN-と略す）、20 ng/ml ヒトリ

コンビナント interleukin-1protein（R&D Systems、以下 IL-1と略す）存在

下で 24時間培養し、培養上清を回収した。培養上清に含まれる ANXA1濃度を

Human ANXA1 ELISA Kit（Abcam）を用いて定量的に解析した。 

 



7 

 

8. HPDL培養上清中の炎症メディエーターの解析 

 HPDLを 6穴細胞培養プレート（Corning）に 5.0×105個播種、あるいは 12

穴細胞培養プレート（Corning）に 2.0×105個播種し、10%FBSおよび 60 g/ml 

KM 含有-MEMにて培養し、サブコンフルエントになった時点で、培地交換を

行い、24時間後に 100 ng/ml WRW4の存在あるいは非存在下で 1時間培養後、

10 ng/ml IL-1の存在あるいは非存在下で培養し、24時間後の培養上清を回収

した。HPDL 培養上清中に含まれる炎症メディエーターは Human 

Inflammation Antibody Array C3®（RayBiotech、Norcross、GA、USA）を用

いて解析した。メンブレン上のドットは、Image Quant LAS 4000（GE 

Healthcare、Fairfield、CT、USA）にて検出し、画像解析ソフトウェア Image 

Quant TL（GE Healthcare）を用いて各ドットの濃さを無刺激の HPDLの培養

上清を 1として半定量的に解析した。 

 次に培養上清中に含まれる soluble intercellular adhesion molecule-1（以下

sICAM-1 と略す）濃度を Human ICAM-1/CD54 Allele-specific Quantikine 

ELISA kit（R&D Systems）、interleukin-6（以下 IL-6と略す）濃度を Human 

IL-6 Quantikine ELISA kit（R&D Systems）、interleukin-8（以下 IL-8と略

す）濃度をHuman IL-8/CXCL8 Quantikine ELISA kit（R&D Systems）、growth 

granulocyte-macrophage colony stimulating factor（以下 GM-CSFと略す）濃

度をHuman GM-CSF Quantikine ELISA kit（R&D Systems）を用いて、それ

ぞれ定量的に解析した。 

 

9. 全 RNA の抽出および相補鎖 DNA（以下、cDNAと略す）の作製 

 培養細胞からの全 RNA 抽出には、Maxwell® RSC simply RNA Cells Kit

（Promega、Madison、WI、USA）を用いた。抽出・精製した全 RNA を鋳型

として、High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit（Thermo Fisher Scientific）を用

いて逆転写反応を行い、cDNAを作製した。 

 

10. Real-time polymerase chain reaction（RT-PCR）法による遺伝子発現解析 

 Real-time PCR 法による解析は、cDNA を鋳型として、表 1 に示す各遺伝子

特異的な Real-time PCR 用プライマー（タカラバイオ、滋賀、日本、および

FASMAC、神奈川、日本）を用いて行った。PCR反応は Fast SYBR® Green PCR 

Master Mix（Applied Biosystems、Foster City、CA、USA）を用いて、Step 

One Plus Real-time PCR System®（Applied Biosystems）にて行った。なお、

各遺伝子の発現量は、ハウスキーピング遺伝子の一つである hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase（以下 HPRTと略す）を内在性コントロール遺伝子

として同遺伝子の発現量に対する相対量として算出した。 
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表 1 本研究で使用した Real-time PCR用プライマーの一覧 

Gene  Primer sequence 

ANXA1 F 5’-ATGTTGCTGCCTTGCACAAA-3’ 

R 5’-CCAAGGGCTTTCCATTCTCCT-3’ 

FPR2 F 5’-TGGCTTTAGCTTGCCGATGTC-3’ 

R 5’-AGCCACCACAGCAGTGAGGA-3’ 

IL-8 F 5’-ACACTGCGCCAACACAGAAATTA-3’ 

R 5’-TTTGCTTGAAGTTTCACTGGCATC-3’ 

GM-CSF F 5’-CACTGCTGCTGAGATGAATGAAA-3’ 

 R 5’-GTCTGTAGGCAGGTCGGCTC-3’ 

HPRT F 5’-GGCAGTATAATCCAAAGATGGTCAA-3’ 

R 5’-GTCAAGGGCATATCCTACAACAAAC-3’ 

 

11. FPR2および ANXA1 siRNAの導入 

 KMを含まない 10%FBS含有-MEMを用い、HPDLを 6穴細胞培養プレー

トに播種し、 2.5 nM Silencer® Select Negative Control siRNA （ Life 

technologies）、2.5 nM FPR2 siRNA（5’-CCACAAAAAGGGCAUGAUUtt）（Life 

technologies）、2.5nM ANXA1 siRNA（5’-GACGUAAACGUGUUCAAUAtt）

（Life technologies）をそれぞれ Lipofectamine®3000（Life technologies）存

在下にて reverse transfection法にて導入した。播種 6時間後に 60 g/ml KM

添加 10%FBS 含有-MEM に培地交換し、細胞をサブコンフルエントまで培養

し、実験に供した。 

  

12. 全細胞画分タンパク質の回収 

HPDLを PBSにて 2回洗浄した後に、プロテアーゼインヒビターカクテル錠

（Roche Diagnostics、Indianapolis、IN、USA）、10 mMフッ化ナトリウム（富

士フイルム和光純薬）、1 mM オルトバナジン酸ナトリウム（Sigma-Aldrich）、

10 mM -グリセロリン酸（富士フイルム和光純薬）を添加した RIPA Lysis 

Buffer（Merck Millipore、Darmstadt、Germany）を用いて、4℃で 20分間処

理した後に、遠心分離（12000 rpm、4℃、10分）し、上清を全細胞画分として

回収した。得られたサンプルは、Pierce™ 660nm Protein Assay 法にてタンパ

ク量を算出した後、濃度を同値に調整した。 

 

13. Western blot法による解析 

全細胞画分を 2-メルカプトエタノール（富士フイルム和光純薬）含有 Laemmli

の 4xサンプルバッファー（BioRad Laboratories、Hercules、CA、USA）を用
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いて 95℃、5 分間熱処理することにより還元し、至適濃度のポリアクリルアミ

ドゲルを用いた SDS-PAGEにて電気泳動（150V）を行い、タンパク質溶解画分

を展開した。その後、PVDFトランスファーメンブレン（BioRad Laboratories）

にブロッティング装置（トランスブロット Turbo システム  ; BioRad 

Laboratories）を用いて転写した（25V、3分）。Bullet Blocking One for Western 

Blotting（ナカライテスク、京都、日本）を用いて 25℃、5分間ブロッキングを

行った後、一次抗体として 0.2 µg/ml ウサギ抗マウス ANXA1モノクローナル抗

体、1.1 g/ml ウサギ抗ヒト FPR2ポリクロ―ナル抗体あるいは 0.2 µg/ml マウ

ス抗ヒト-actin モノクローナル抗体（Sigma-Aldrich）を 4℃、18 時間反応さ

せた。二次抗体としてHRP標識ロバ抗ウサギ IgG抗体（1:5000 ; GE Healthcare）

あるいは HRP 標識ヒツジ抗マウス IgG 抗体（1:10000 ; GE Healthcare）を

25℃、90 分反応させた後、SuperSignal West Dura Extended Duration 

Substrate（Thermo Fisher Scientific）を用いて発光した後、ChemiDoc Touch 

MP（BioRad Laboratories）にてバンドを検出した。得られたバンドを画像解析

ソフトウェア Image Lab（BioRad Laboratories）にて数値化した後、ANXA1

および FPR2の各発現を-actinで標準化した後、コントロールを 1として半定

量的に解析した。 

 

14. 免疫蛍光細胞染色法による解析 

FPR2 siRNAを導入したHPDLをガラスボトムディッシュ（松波硝子、大阪、

日本）上に播種し、6時間後に培地交換を行い、10%FBSおよび 60 g/ml KM

含有の-MEMでサブコンフルエントまで培養した。PBSで洗浄した後、25℃、

15分間 4%PFAを用いて固定した。PBSで洗浄した後、0.25%TritonX-100（MP

バイオジャパン、東京、日本）含有 PBSにて 10分間室温で処理した。5%ウシ

血清アルブミン（Sigma-Aldrich）含有 PBS（以下、ブロッキング溶液と略す）

で 1時間、室温にてブロッキングを行った。一次抗体として 0.2 g/ml ウサギ抗

ヒト FPR2 ポリクローナル抗体を 4℃で 16～18 時間反応させた。PBS で洗浄

した後に、二次抗体として Alexa Fluor 488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体（4.0 

µg/ml ; Thermo Fisher Scientific）を 25℃、30分間反応させ、DAPI（Sigma-

Aldrich）にて 25℃、5分間処理し、核染色を行った。なお、一次抗体および二

次抗体は、それぞれブロッキング溶液で希釈した。PBS にて洗浄した後、蛍光

顕微鏡 Nikon ECLIPSE Ti-U（Nikon、東京、日本）を用いて観察した。 

 

15. 統計処理 

 実験データは平均値±標準誤差で示した。有意差検定は、2群比較は

Student’s-t検定を、多群比較は分散分析（ANOVA）を行った後に post-hocと
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して Tukey検定あるいはWilcoxon検定を行い、p < 0.05を有意差があるもの

とした。 
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結果 

 

1. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおける ANXA1および FPR2の発現 

 歯周病局所における ANXA1 および FPR2 の発現について検討するために、

絹糸結紮マウス歯周病モデルを用いて上記両分子の mRNA およびタンパク発

現を組織学的に検討した。まず、絹糸結紮が歯周組織に及ぼす影響について検証

した。マウスの上顎左側第二後臼歯に絹糸を結紮し 7 日後の上顎骨を、マイク

ロ CTを用いて解析した結果、第一後臼歯遠心から第二後臼歯周囲、第三後臼歯

近心にかけて根尖付近に至る歯槽骨吸収が確認された（図 2A、B）。さらに、HE

染色による組織学的な解析から、結紮側では、非結紮側と比較し歯槽骨頂が低位

にあり、骨表面に不整が認められ、歯槽骨の吸収が組織学的に確認された（図2C、

D）。また、結紮側の歯肉および歯根膜に炎症浸潤細胞が観察されるとともに、

歯槽骨周囲には多核巨細胞が多く認められた（図 2E-J）。 
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図 2. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおけるマイクロ CT 解析による三次元構築像と HE 染色

像 

8週齢 C57BL6/J雄性マウスの上顎左側第二後臼歯に 5-0絹糸を結紮し、7日後に安楽死させ

たのち還流固定を行い、上顎骨を採取した。実験の対照群は非結紮の右側上顎骨とし、非結紮側

（A、C、E-G）および結紮側（B、D、H-J）のマイクロ CT 解析（A、B）、および HE 染色像

（C-J）を示す。Cおよび D に示された赤枠内の上皮および上皮下結合組織（E、H）、歯冠側歯

根膜（F、I）、および根尖側歯根膜（G、J）の拡大像を示す。 

3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。 

AB：歯槽骨、D：象牙質、C：セメント質 

 

次に、同モデルを用いて歯周組織における ANXA1のmRNA、タンパク発現

をそれぞれ in situ hybridization法および免疫組織染色法にて検討した。その

結果、非結紮側および結紮側の歯肉上皮に ANXA1 mRNAおよびタンパクの

強い発現が認められた（図 3A-E、H）。また、非結紮側の歯肉および歯根膜で

観察された軽微な ANXA1 mRNAおよびタンパク発現は、結紮側において顕
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著に亢進することが明らかとなった（図 3）。さらに歯周組織に浸潤した炎症細

胞には、より強い ANXA1発現が観察された（図 3H-J）。 
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図 3. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおける ANXA1発現 

 8週齢 C57BL6/J雄性マウスの上顎左側第二後臼歯に 5-0絹糸を結紮し、7日後に上顎骨を採

取し薄切切片を作製した。実験の対照群は非結紮の右側上顎骨とし、非結紮側（A、C、E-G）お

よび結紮側（B、D、H-J）の Anxa1 mRNA発現（A、B）、および ANXA1発現（C-J）を示す。

C および D に示された赤枠内の上皮および上皮下結合組織（E、H）、歯冠側歯根膜（F、I）お

よび根尖側歯根膜（G、J）の拡大像を示す。 

PDL：歯根膜、AB：歯槽骨、D：象牙質、C：セメント質 

3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。 

 

続いて ANXA1 と同様に FPR2 の発現についても検討を加えた。その結果、非

結紮側および結紮側の歯肉上皮に FPR2 mRNAおよびタンパク発現が認められ

た（図 4A、B、E-G、J）。また非結紮側の歯肉および歯根膜で観察された微小な

FPR2のmRNAおよびタンパク発現は、結紮側において顕著に亢進することが

明らかとなった（図 4）。また、歯周組織に浸潤した炎症細胞、特に歯槽骨周囲

の多核巨細胞に、より強い FPR2発現が観察された（図 4F、J-L）。 

以上の結果から、ANXA1-FPR2シグナルが歯周病の病態形成過程で重要な役割

を担う可能性が明らかとなった。 
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図 4. 絹糸結紮マウス歯周炎モデルにおける FPR2発現 

 8週齢 C57BL6/J雄性マウスの上顎左側第二後臼歯に 5-0絹糸を結紮し、7日後に上顎骨を採

取し薄切切片を作製した。実験の対照群は非結紮の右側上顎骨とし、非結紮側（A、C、E、G-I）
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および結紮側（B、D、F、J-L）の Fpr2 mRNA 発現（A-D）および FPR2発現（E-L）を示す。 

Aおよび Bに示された黄枠内の拡大像を示す（C、D）。 

Eおよび Fに示された赤枠内の上皮および上皮下結合組織（G、J）、歯冠側歯根膜（H、K）、お

よび根尖側歯根膜（I、L）の拡大像を示す。 

矢頭：多核巨細胞、PDL：歯根膜、AB：歯槽骨、D：象牙質、C：セメント質 

3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。 

 

2. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおける FPR2の機能解析 

 次に ANXA1 による FPR2 シグナル活性化が、歯周病の病態形成過程に担う

役割について検討するため、絹糸結紮マウス歯周病モデルにおける FPR2 の機

能解析を行った。すなわち、同モデルに対し、FPR2選択的阻害薬であるWRW4

を連日皮下投与し、歯周組織に対するマイクロ CT 解析および組織学的解析を

行った。なお、対照群には PBS を投与した。マイクロ CT 解析の結果、結紮 3

日後には、非結紮側と比較し、結紮側において有意な歯槽骨吸収が認められたが、

WRW4投与による影響は認められなかった。結紮 5日後には対照群において顕

著な歯槽骨吸収が観察され、その歯槽骨吸収はWRW4投与群において有意に亢

進した。結紮 7日後には、対照群、WRW4投与群のいずれにおいても根尖付近

に至る歯槽骨吸収を認め、WRW4投与による影響は認めなかった（図 5）。 
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図 5. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおいて WRW4投与が歯槽骨吸収に及ぼす影響 

8週齢 C57BL6/J雄性マウスの上顎左側第二後臼歯に 5-0絹糸を結紮後、FPR2 選択的阻害剤

WRW4を連日皮下投与し、3日後、5日後、7日後に上顎骨を採取した。マイクロ CTによる代

表的な三次元構築像（A）、およびセメント-エナメル境から歯槽骨頂までの距離を定量解析した

結果（B）を示す。なお、実験の対照群には PBSを投与した。 

＊p <0.05、N.S.：not significant、n=4-5。 

 

次に、WRW4投与により歯槽骨吸収に差を認めた結紮 5日後の薄切切片を作

製し、TRAP 染色および HE 染色による組織学的な解析を行った。TRAP 染色

の結果、WRW4投与群の歯槽骨表面には対照群と比較して有意に多い破骨細胞

が観察された（図 6A、B、E）。さらに、上顎第二後臼歯近遠心の歯根膜に存在

する血管数と一血管あたりの面積について HE 染色像をもとに解析を行った。

その結果、WRW4投与により歯根膜に存在する血管数に影響を及ぼさなかった

（図 6F）が、1 血管当たりの面積が有意に増加することが明らかとなった（図

6G）。 
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図 6. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおいて WRW4 投与が歯槽骨表面の破骨細胞数および歯

根膜の血管数、血管面積に及ぼす影響 

8週齢 C57BL6/J雄性マウスの上顎左側第二後臼歯に 5-0絹糸を結紮後、FPR2 選択的阻害剤

WRW4 を連日皮下投与し、5 日後に上顎骨を採取した。対照群（A、C）および WRW4 投与群

（B、D）の上顎左側第二後臼歯周囲の TRAP 染色像（A、B）、および HE 染色像（C、D）を

示す。また、材料および方法に記載した方法により算出した歯槽骨表面の破骨細胞数（E）およ

び歯根膜の血管数（F）と一血管あたりの面積（G）を示す。 

＊p <0.05、N.S.：not significant、n=5。 

 

次に FPR2 シグナルを増強させることが、歯周病の病態形成にいかなる影響

を及ぼすかについて検討するため、絹糸結紮マウス歯周病モデルに対し、

ANXA1 N末端模倣ペプチドである Ac2-26を連日皮下投与し、マイクロ CT解

析により歯槽骨吸収量に及ぼす影響を解析した。なお、対照群には PBSを投与

した。その結果、PBS投与群と比較し、Ac2-26投与群では歯槽骨吸収が有意に

抑制されることが明らかとなった（図 7）。 

以上の結果から、FPR2シグナルが歯周病の進行の抑制に関与することが示唆

された。 
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図 7. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおいて Ac2-26投与が歯槽骨吸収に及ぼす影響 

8週齢 C57BL6/J雄性マウスの上顎左側第二後臼歯に 5-0絹糸を結紮後、ANXA1 N 末端模倣

ペプチド Ac2-26 を連日皮下投与し、7 日後に上顎骨を採取した。マイクロ CT による代表的な

三次元構築像（A）、およびセメント-エナメル境から歯槽骨頂までの距離を定量解析した結果（B）

を示す。なお、実験の対照群には PBSを投与した。＊p <0.05、n=5-6。 

 

3. 炎症性サイトカインが HPDLからの ANXA1産生に及ぼす影響 

炎症性サイトカイン刺激がHPDLからの ANXA1産生に及ぼす影響について

検討するため、TNF-、IFN-、IL-1存在下で HPDL を 24 時間培養し、培養

上清に含まれる ANXA1濃度を ELISA法で解析した。その結果、無刺激と比較

し、TNF-、IFN-、IL-1のいずれの刺激においても HPDL の培養上清中の

ANXA1濃度は有意に上昇した。なかでも IL-1刺激により ANXA1 の顕著な上

昇を認めた（図 8）。なお、上記炎症性サイトカイン存在下で 24時間培養した際

に、細胞死などの細胞毒性を疑うような細胞形態の変化は認めなかった（結果に

は示さず）。このことから、炎症性サイトカイン刺激により、HPDL からの
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ANXA1産生が亢進することが明らかとなった。 

 

 

図 8. 炎症性サイトカイン刺激が HPDLからの ANXA1産生に及ぼす影響 

HPDLを、無刺激あるいは 40 ng/ml TNF-、20 ng/ml IFN-、20 ng/ml IL-1存在下で 24時

間培養した際の培養上清中の ANXA1 濃度を示す。各群、triplicate でサンプル採取し、3 回の

実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。結果は、それぞれ平均値±標準誤差で

示す。＊p <0.05。 

 

4. 内因性 FPR2シグナルが制御する HPDL 由来炎症メディエーターの同定 

 内因性 FPR2シグナルがHPDLから産生される如何なる炎症メディエーター

を制御するのかについて検討するため、HPDL を WRW4 で前処理後、IL-1存

在下で培養し、培養上清に含まれる炎症メディエーターについて抗体アレイを

用いてスクリーニングを行った。その結果、IL-1存在下で培養上清中の濃度が

上昇し、WRW4の前処理によりさらに濃度上昇する炎症メディエーターとして、

sICAM-1、GM-CSF、IL-6、IL-8が示唆された（図 9A、B）。この結果を定量的

に検証するため、培養上清中に含まれるこれら 4 種類の炎症メディエーターの

濃度を ELISA法にて解析した。その結果、WRW4の前処理により IL-1存在下

で培養上清中の濃度が有意に上昇するのは GM-CSF および IL-8 であることが

明らかとなった（図 9C）。 
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図 9. WRW4前処理により HPDLにて発現上昇する IL-1誘導性炎症メディエーターの同定 

100 ng/ml WRW4で 1時間の前処理あるいは未処理の HPDLを、10 ng/ml IL-1存在ある

いは非存在下で 24時間刺激した際の培養上清を回収し、抗体アレイで解析を行ったメンブレ

ンの写真（A）を示す。①は sICAM-1、②は GM-CSF、③は IL-6、④は IL-8を示す。抗体ア

レイで得られたドットのうち sICAM-1、GM-CSF、IL-6、IL-8のドットの画像解析結果（B）

および同 4因子の ELISAによる定量解析結果（C）を示す。 

ELISAの結果は、各群、triplicate でサンプル採取し、3回の実験で得られた同様の結果のう

ち、代表的なものを示し、それぞれ平均値±標準誤差で示す。 

＊p <0.05、N.S.：not significant。 

 

5. 内因性 FPR2シグナルが HPDLからの IL-1誘導性 IL-8産生に及ぼす影響 

前項 4にて得られた結果を検証するために、siRNA導入により FPR2発現を

抑制したHPDL（siFPR2）を作製した。なお、コントロールは negative control 
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siRNA を導入した HPDL（siNC）とした。siRNA 導入による FPR2 の発現抑

制効果を検討した結果、RT-PCR法により siFPR2における FPR2 mRNAの発

現は siNC と比較し有意に抑制されていることが明らかとなり（図 10A）、免疫

蛍光細胞染色法およびWestern blot法による解析から、タンパクレベルにおい

てもその抑制が確認された（図 10B、C）。そこで、siFPR2および siNCの両細

胞を IL-1存在下で培養し、IL-8 産生について検討した。RT-PCR 法の結果よ

り、IL-1誘導性 IL-8の発現は、siNCと比較し siFPR2で有意に上昇した（図

10D）。また ELISA法の結果より、培養上清中の IL-1誘導性 IL-8濃度は siNC

と比較し siFPR2で有意に上昇した（図 10E）。以上の結果から、HPDLにおけ

る内因性の FPR2シグナルが IL-8の産生を抑制することが示唆された。 
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図 10. FPR2発現抑制 HPDLにおける IL-1誘導性 IL-8産生 

HPDLに FPR2 siRNA あるいは negative control siRNA をそれぞれ導入し FPR2抑制 HPDL

（siFPR2）およびコントロール細胞（siNC）を作製した。siFPR2および siNCにおける FPR2 

mRNA 発現（A）を siNC における遺伝子発現量を 1 としたときの相対量として示す。また

siFPR2および siNCにおける FPR2タンパク発現を細胞免疫染色法（B）あるいは Western blot

法（C）で解析した結果を示す。Cの定量解析結果は siNCにおける発現を 1としたときの相対

量として示す。さらに、siFPR2および siNCを 10 ng/ml IL-1存在あるいは非存在下で 6時間

培養した際の IL-8 mRNA発現（D）および 12時間培養した際の培養上清中の IL-8濃度（E）

を示す。各群、triplicate でサンプル採取し、3 回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的

なものを示す。＊p <0.05。 

 

6. ANXA1 が HPDLからの IL-1誘導性 IL-8、GM-CSF 産生に及ぼす影響 

続いて siRNA 導入により ANXA1 発現を抑制した HPDL（siANXA1）を作

製した。なお、コントロールは前項 5 と同様に siNC とした。siRNA 導入によ

る ANXA1発現の抑制効果を検討した結果、siANXA1における ANXA1 mRNA

発現は、siNC に比べて有意に抑制されており（図 11A）、Western blot 法によ

る解析からタンパクレベルにおいても、その抑制が確認された（図 11B）。 

次に、siANXA1 および siNC の両細胞を IL-1存在下で培養し、IL-8、GM-

CSF 産生について検討した。RT-PCR 法の結果より、IL-1誘導性の IL-8  

mRNA および GM-CSF mRNA の発現は siNC と比較し siANXA1 で有意に上

昇した（図 11C、D）。また ELISA法の結果より、培養上清中の IL-8および GM-

CSF 濃度も siNC と比較し siANXA1 において有意に上昇した（図 11E、F）。
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さらに、siANXA1で認められた IL-1誘導性の IL-8の産生亢進は、ANXA1 N

末端模倣ペプチドAc2-26で前処理することにより有意に抑制された（図11G）。 

以上の結果から、HPDL において ANXA1 は IL-1誘導性の IL-8 および GM-

CSFの産生を負に制御する役割を担うことが示唆された。 
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図 11. ANXA1発現抑制 HPDLにおける IL-1誘導性 IL-8、GM-CSF産生 

HPDL に ANXA1 siRNA あるいは negative control siRNA をそれぞれ導入し ANXA1 抑制

HPDL（siANXA1）およびコントロール細胞（siNC）を作製した。siANXA1および siNCにお
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ける ANXA1 mRNA 発現（A）を siNC における遺伝子発現量を 1 としたときの相対量として

示す。また、siANXA1および siNCにおける ANXA1タンパク発現を Western blot法で解析し

た結果（B）を示す。Bの定量解析結果は siNCにおける発現を 1としたときの相対量として示

す。siANXA1および siNCを 10 ng/ml IL-1存在あるいは非存在下で 6時間培養した際の IL-8 

mRNA（C）、GM-CSF mRNA（D）および 24時間培養した際の培養上清中の IL-8濃度（E）、

GM-CSF濃度（F）を示す。さらに、siANXA1および siNCを 1 g/ml Ac2-26にて 15分間前

処理あるいは未処理後、10 ng/ml IL-1存在あるいは非存在下で 24時間培養した際の培養上清

中の IL-8濃度（G）を示す。各群、triplicate でサンプル採取し、3回の実験で得られた同様の

結果のうち、代表的なものを示す。＊p <0.05。 
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考察 

 

歯周病は、歯周病原性細菌に対する炎症反応の遷延化によって病態が進行す

る慢性炎症疾患であり、数多くの宿主因子が疾患の感受性や活動性に深く関与

することが知られている 27,28。本研究は、歯周組織の恒常性維持の中心的役割を

担っている歯根膜に焦点をあて、その炎症反応制御機構の一端を解明しようと

するものである。炎症歯根膜組織を対象としたオミックス解析の結果を足掛か

りに、同上組織における ANXA1 とその受容体である FPR2 の発現と機能につ

いて in vivo、in vitroの両面で解析を行い、ANXA1-FPR2シグナルが歯周組織

における炎症反応のネガティブフィードバック機構の一つとして機能する可能

性を見出した。 

絹糸結紮マウス歯周病モデルにおける ANXA1 および FPR2 の発現について

組織学的に解析した結果から、両分子が絹糸結紮の有無に関わらず歯肉上皮に

高発現していることが明らかとなった（図 3、4）。Baltaら 29は、ヒトの健常な

歯肉上皮組織に FPR2 が発現していることに加え、FPR2 の活性化がヒト歯肉

上皮細胞から抗菌ペプチドの産生を促すと報告している。また、FPR は、細菌

由来ペプチドを認識し自然免疫を誘導する役割を担うこと 30 から生体防御の最

前線で細菌と対峙する上皮組織に高発現することは、細菌感染に対する防御の

観点から重要であると考えられる。さらに、その内因性リガンドである ANXA1

が恒常的に発現していることは、歯肉上皮における ANXA1-FPR2 シグナルが

歯周病発症の初期段階に生体防御の役割を担っていることを示唆している。し

かしながら、本研究では、歯周炎初期段階と考えられる絹糸結紮 3 日目の歯槽

骨吸収量に関し、WRW4投与の影響は認められなかった（図 5）。絹糸結紮歯周

病モデルを無菌動物に実施した場合、上皮組織の破壊が生じるものの上皮下結

合組織における炎症や歯槽骨の破壊は限定的となる 31 ことから、同モデルでは

口腔内の常在菌が絹糸結紮による創傷によって結合組織内に侵入し炎症を誘導

することにより歯周炎が生じるものと考えられる。このことから、歯周病発症に

おける上皮組織の機能について検討するには、本絹糸結紮モデルは不適である

可能性が示唆されている。今後、歯肉上皮における ANXA1-FPR2シグナルの機

能を明らかにするためには、歯周病原性細菌感染による歯周病モデル 32 等を用

いた解析が必要になるものと考えられる。 

絹糸結紮マウス歯周病モデルの組織学的解析の結果、上皮下結合組織には多

量の炎症細胞の浸潤が観察され（図 2）、ANXA1の免疫染色像から、これらの炎

症浸潤細胞の細胞内に ANXA1 の高い発現が認められた（図 3）。絹糸結紮後に

歯周組織に浸潤する細胞の多くは好中球、単球、マクロファージであり 33-35、こ

れら自然免疫に寄与する細胞群には ANXA1 が発現し 13,36、細胞内 ANXA1 は
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コアドメインの細胞膜への結合を介して経内皮移動に重要な役割を果たす 37 こ

とが報告されている一方で、LPS 等の刺激により活性化されることで ANXA1

は細胞外に放出されることが報告されている 12。絹糸結紮によって上皮下結合

組織および歯根膜においてANXA1の転写レベルからの発現亢進が観察され（図

3）、in vitro の解析において炎症性サイトカインによる刺激が HPDL による

ANXA1 産生を活性化させたこと（図 8）から、炎症歯周組織における ANXA1

は、炎症浸潤細胞のみならず、歯根膜細胞を含む歯周組織構成細胞からも産生さ

れることを示唆している。すなわち、歯周病の進行に伴い歯周組織に遊走を果た

したマクロファージ等の免疫担当細胞から分泌された炎症性サイトカインに反

応して歯根膜細胞からの ANXA1 の産生が誘導されるものと考えられる。本研

究では、HPDL からの ANXA1 産生を活性化する炎症性サイトカインとして

TNF-、IFN-、IL-1を明らかにしたが、他の細胞種を用いた研究では IL-6や

LPS が ANXA1 の産生を誘導する一方で TNF-や IL-1の刺激では効果がない

ことが報告されている 12。予備実験にて HPDL に対し、IL-6 および LPS 刺激

下での ANXA1 産生を検討したが、その効果は認められなかったことから、細

胞種ごとにANXA1産生に及ぼす因子が異なるものと考えられる。本研究では、

主にHPDLを用いた解析にとどまったが、今後、歯肉線維芽細胞やセメント芽

細胞など他の歯周組織構成細胞を用いた解析を推進することにより、歯周組織

における ANXA1産生についてさらに検討する必要があるものと考えている。 

本研究では、FPR2の歯周組織における発現も、ANXA1と同様に、絹糸結紮

後の炎症歯周組織において上昇することが明らかとなった（図 4）。本研究では、

如何なるシグナルが歯周組織における FPR2 の発現上昇に関与するかについて

検討するには至らなかったが、滑膜細胞を用いた実験では TNF-刺激が FPR2

の発現を誘導することが報告される 38 一方で、上皮細胞を用いた研究では IL-

1、IL-6、IFN-が FPR2の転写を活性化するという報告もある 39。このような

細胞種によって異なる FPR2 発現制御機構にはエピジェネティックな調整が関

与するとの報告もある 40 ことから、研究対象とする組織や細胞種ごとに FPR2

の発現について詳細を検討する必要があると考えられている。FPR2が抗炎症作

用を有することから、その発現低下が病態の進行につながる可能性があるとい

う疾患が存在する 41,42一方で、動脈硬化病変 43や炎症性滑膜組織 37では健常組

織に比べ FPR2 の発現が増加するため、FPR2 の人為的な活性化が病態の改善

につながると期待されている疾患もある。本研究にて明らかとなった歯周病の

進行過程におけるFPR2の発現上昇という結果から歯周病は後者にあたり、Ac2-

26 の投与による歯槽骨吸収の抑制効果（図 7）もこれを裏付けるものと考えら

れる。 

絹糸結紮マウス歯周病モデルに対して FPR2 阻害薬である WRW4 を投与す
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ることにより、結紮 3日後、7日後には歯槽骨の吸収に差を認めず、5日後に歯

槽骨吸収の有意な亢進を認めた（図 5）。ANXA1 および FPR2 の発現を経時的

に解析した結果（結果には示さず）から、歯肉や歯根膜における両分子の経時的

な発現上昇が認められたものの、結紮 5、7日後に認められたような顕著な発現

は結紮 3 日後には観察されなかった。このことが WRW4 投与による内因性

FPR2 シグナル阻害の効果が結紮 5 日後まで観察されなかった理由なのではな

いかと推察される。一方で、結紮 7 日後には対照群でも根尖付近に至る歯槽骨

吸収が生じており、このモデルにより評価できる歯槽骨吸収量の限界を示して

いたことから、WRW4投与がさらなる歯槽骨吸収を誘導するか否かについて評

価できなかったものと考えられる。なお、本研究ではWRW4を皮下投与してい

ることから、同試薬の効果は全身のすべての FPR2 に作用しているものと考え

られ、歯周組織に特異的な ANXA1-FPR2シグナルの役割について、さらに検討

するためには、ANXA1 あるいは FPR2 コンディショナル KO マウスを作製し

て検証することが必要と考えている。 

歯槽骨吸収量に差を認めた結紮 5日後の組織学的な解析から、WRW4投与群

における歯槽骨周囲の破骨細胞数の増加が確認されたこと（図 6E）は、マイク

ロ CT 解析で得られた歯槽骨吸収量の亢進を裏付ける結果であった。また、

ANXA1のＮ末端ペプチドである Ac2-26の投与は、結紮 7日後の歯槽骨吸収を

有意に抑制した（図 7）。これらの結果は、ANXA1-FPR2シグナルが炎症性の歯

槽骨吸収に対し抑制的に作用することを強く示唆している。Alhasan ら 22は、

人工関節周囲の骨溶解を対象とした研究から、ANXA1 が NF-B シグナルの抑

制と PPAR-経路の活性化により in vitro における破骨細胞分化を抑制するこ

とに加え、in vivo において Ac2-26 の投与が局所の炎症細胞浸潤および炎症性

骨破壊を抑制することを報告しており、本研究で得られた結果の方向性と合致

するものである。すなわち、ANXA1は破骨細胞の分化を直接的に抑制する因子

として機能するとともに、局所の炎症反応を抑制することで、歯周組織破壊を抑

制したのではないかと考えられる。興味深いことに、絹糸結紮によって誘導され

た歯槽骨表面の多核巨細胞（破骨細胞と考えられる）に、他の細胞よりも高い

FPR2 の発現が観察された（図 4）。前述の Alhasan らのほか、FPR2 活性化が

破骨細胞分化を抑制するという報告は複数ある 23,44,45 ものの、破骨細胞におけ

る FPR2 発現について詳細を解析した報告はなく、今後のさらなる研究が

ANXA1-FPR2 シグナルを介した炎症性骨破壊制御の解明につながるものと期

待される。 

ANXA1-FPR2シグナルが局所の炎症反応を制御するという点に関して、本研

究では、in vitroにおける HPDLを用いた解析にて、ANXA1-FPR2シグナルを

抑制することにより IL-1誘導性の IL-8、GM-CSF の産生が亢進することを明
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らかにした（図 9-11）。FPR2 シグナルの抑制により、歯根膜での IL-8 産生が

亢進することは、好中球等の走化性の活性化につながり、WRW4の投与が絹糸

結紮後の歯根膜における一血管あたりの面積を増加させた（図 6）という結果を

一部説明するものと考えられる。また、GM-CSF の産生を同シグナルが抑制す

る可能性が明らかとなったが、GM-CSF は M1 マクロファージの分化誘導に寄

与する重要なサイトカインの一つである 46ことに加え、ANXA1-FPR2シグナル

はAMPKの活性化を介してM2型マクロファージを誘導することが報告されて

いる 47 ことから、直接的あるいは間接的にマクロファージの形質を炎症型から

修復型へ転換することで、局所の炎症を抑制しているのではないかと考察でき

る。 

絹糸結紮マウス歯周病モデルでは、絹糸結紮により歯周組織の破壊が生じる

が、その後絹糸を除去することにより、歯槽骨を含め歯周組織は結紮前の状態に

治癒する。ANXA1-FPR2シグナルは、マクロファージの形質転換等の機序を介

して炎症収束作用あるいは創傷治癒促進作用を発揮すると報告されている 47 こ

とから、結紮した絹糸を除去した後の歯周組織の治癒過程に同シグナルが如何

なる役割を担うかについて検討するための予備実験を行っている。すなわち、本

研究と同様に 7日間の絹糸結紮後に絹糸を除去し、同日よりWRW4 を連日投与

し、歯槽骨の回復をマイクロ CT にて解析した。その結果、WRW4 の投与が歯

槽骨の回復に及ぼす影響は認められず、対照群と同様にWRW4投与群でも歯槽

骨の回復が観察された（結果には示さず）。絹糸結紮 7日目のマウス歯周組織に

浸潤が認められる細胞群は、自然免疫を担当するものが多くを占め、ヒトで見ら

れるリンパ球を中心とした慢性炎症にまでは至っていない。また絹糸除去によ

り上皮組織が治癒すれば起炎要因となる口腔常在菌の侵入経路は速やかに取り

除かれることになる。歯周組織における ANXA1 および FPR2 の発現は歯肉上

皮を除き、絹糸結紮による炎症を惹起することで誘導されたことを考慮すると、

結紮除去後の治癒過程にWRW4の効果が見られなかった一因として、同過程に

おける ANXA1 および FPR2 の発現低下が考えられ、現在、組織学的な解析を

継続している。一方で、糖尿病性腎症 48やアテローム性動脈硬化症 49などの慢

性炎症疾患モデルを用いた解析から ANXA1-FPR2 シグナルの活性化による病

態改善が報告されていることから、ヒトと同様な慢性歯周炎モデルを用いた解

析が可能になれば、より臨床に近い知見が得られるものと期待される。 

近年、ANXA1の一塩基多型（以下 SNPと略す）と慢性閉塞性肺疾患 50や全

身性エリテマトーデス 51 などの慢性炎症との関連性が指摘されている。我々の

研究室では、侵襲性歯周炎患者の末梢血から DNAを採取し、侵襲性歯周炎ゲノ

ムデータベースを構築している。今後、同データベースを用いて ANXA1 や

FPR2の SNPを検索し、侵襲性歯周炎との関連について検討したいと考えてい
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る。一方で、炎症収束機能を期待し、FPR2の活性化を薬理作用とする薬剤の開

発が進み、心筋梗塞や動脈硬化など治験が進行している疾患もある 15。今後、

ANXA1-FPR2 シグナルの歯周病進行抑制効果およびその分子機序の詳細を明

らかにすることが出来れば、同シグナル制御を介した宿主応答制御を作用機序

とする新たな歯周病の治療薬の開発につながる重要な情報になるものと考えて

いる。 
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結論 

 

本研究の結果より、以下の結論を得た。 

 

1. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおいて、対照側、結紮側ともに歯肉上皮

で ANXA1および FPR2の発現を認め、また、対照側と比較し、結紮側

において ANXA1および FPR2の発現が上昇することが明らかとなっ

た。 

  

2. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおいて、FPR2選択的阻害剤の投与によ

り、対照群と比較し、破骨細胞数の増加、歯根膜における血管の拡張を

認め、歯槽骨吸収は有意に亢進することが明らかとなった。 

 

3. 絹糸結紮マウス歯周病モデルにおいて、ANXA1模倣ペプチドの投与によ

り、歯槽骨吸収は有意に抑制されることが明らかとなった。 

 

4. TNF-、IL-1、IFN-刺激により HPDLにおける ANXA1の発現は有意

に上昇することが明らかとなった。 

 

5. FPR2選択的阻害剤の投与あるいは FPR2発現抑制 HPDL において、IL-

1誘導性の IL-8、GM-CSFの産生が亢進することが明らかとなった。 

 

6. ANXA1発現抑制 HPDLにおいて、IL-1誘導性の IL-8、GM-CSFの産

生が亢進し、同亢進は ANXA1模倣ペプチド存在下で有意に抑制される

ことが明らかとなった。 

 

以上のことから、歯周病の病態形成において歯周組織構成細胞で ANXA1およ

び FPR2の発現が上昇し、そのシグナルを介して IL-8、GM-CSFなどの炎症

性サイトカイン産生が制御されるとともに、歯槽骨吸収が抑制されることが明

らかとなった。このことから、ANXA1-FPR2シグナルは歯周組織における内

因性の炎症制御機構として機能している可能性が明らかとなった。 
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