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1.緒 言

慢性炎症性歯周疾患の病態は免疫組織学的に大き く

二つに分類で きる。一つはT細 胞病変で これは臨床

的には歯肉炎 という病態 と一致 している。 もう一つは

B細 胞 ・形質細胞病変で, これは歯周炎罹患組織で見

られる組織像である1) 。乳歯列期 の大多数の幼児 は歯

肉炎に罹患 しているが, 歯の支持組織の破壊 は全 くと

言っていいほど認 められない。 このことは3週 間にわ

たってプラークコン トロールを中断することで成立す

る成人における実験的歯肉炎においても同様である。

他方, 歯周炎では結合組織付着の破壊, 歯槽骨吸収

が生じ, 最終的に歯の喪失に至ることもある。浸潤細

胞の主体がリンパ系の細胞であること, 臨床的病態の

違いにより優性 なリンパ球集団が異なることから, リ

ンパ球機能 と疾患活動性や疾患感受性 の関係を明らか

にするための多 くの研究が行われてきた。T細 胞 は

免疫応答の制御の中心的細胞であ り, 歯肉炎組織では

浸潤細胞 の大部分を占め, 歯周炎組織で もB細 胞 ・

形質細胞 とともに多数認め られ ることか ら, 我々は

T細 胞 に注目して歯周疾患の病態 との関連 を調べて

きた。歯周組織破壊に リンパ球応答が どの ように関

わっているかということを明らかにすることは, 病態

の解明のみならず, 免疫療法 も視野にいれた新たな治

療法の開発にも結びつく可能性がある。

2.T細 胞 の 表 現 型 とサ イ トカ イ ン プ ロ

フ イール

1986年 にMosmannとCoffmanに よってマウスT

細胞クローンがそれらのサイ トカイン産生パターンに

よってTh1とTh2に 分類できることが示された。こ

れにより細胞性免疫応答 と体液性免疫応答 という反応

様式がTh1/Th2と いうパラダイムで語 られるように

なったばか りでなく, 感染による病態が, 誘導 される

T細 胞集団によって影響 を受 ける ことがはっきりと

示されるようになった2) 。

歯肉炎か ら歯周炎への転換 においてもTh1/Th2パ

ラダイム を巡って過去10年 以上 にわ たってディス

カッションされてきたが, 歯 肉炎組織中のT細 胞 の

サイ トカインプロフィールについて詳細な解析 をした

研究 は少ない。我々は歯肉炎組織の凍結切片をもちい

て免疫組織学的にサイトカイン産生細胞 を検索した。

その結果, Th1が 産生す るIL-2, IFN-γ, Th2が 産

生す るIL-4, IL-6い ずれ もCD3陽 性細胞 あた りの

産生細胞の比率 は歯周炎組織 に較べて有意 に低いこと

を明 らかにした3) 。歯肉炎組織 は代表的なTh1応 答で

ある皮膚の遅延型過敏反応 と極めて類似 した組織像 を

呈すが, 実際のサイ トカ・インプロフィールは異なって

いた。歯肉炎組織のT細 胞 の表現型 はCD45の アイ

ソフォーム, IL-2R陽 性率, HLA-DR陽 性率のいず

れにおいても歯周炎組織 に浸潤 しているT細 胞 のそ

れ ら と大 きな違 い は ない4～6) 。 この こ とは, Cos-

tirnulatory moleculesの 発現 とシグナ リングの違い

を反映 したものかもしれないし, あるいは歯肉炎組織

においてはサイ トカイン産生が抑制 されている可能性

が あ るこ とを示唆 してい る。実 際, 歯 周病原細 菌

Porphyromonas gingivalisを 抗原 として歯肉炎患者, 

歯周炎患者 の末梢血から樹立 したT細 胞株のサイ ト

カイン産生のパターン, サイ トカイン陽性細胞の比率

のいず れ も有意 な差 が な い こ とが報 告 されて い

る7, 8) 。
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図1サ イ トカインプロフィールと歯周組織破壊機構の関連

一方歯周炎組織の解析では一致 した所見は得 られて

いない。様々な実験方法が用いられているばか りでな

く, 解析対 象分子 もmRNAで あった りタ ンパ クで

あった りしていることが影響 しているかもしれない。

InRNA発 現が必ずしもタンパ クの産生 と一致 しない

こともある。mRNAレ ベルでIFN-γ 陽性T細 胞 が

優勢であるという報告9～11) もある一方で, タンパクレ

ベルにおいてIL-4, IL-6産 生Th2が 優勢であ ると

す る報告 もある3, 12, 13) 。mRNAで もIL-6の 発現が上

昇 しているとす るい くつかの論文 もある9,14～16) 。それ

ぞれの詳細なデータについては優れた総説が出されて

い る17～19) のでここで は言及 しないが, これまでの報

告か ら明 らかなことはマウスモデルとは異なり, ヒ ト

においてはTh1, Th2い ずれのサイ トカインも歯周

炎組織中で検出されているということである。 これら

の研究結果か ら歯周組織破壊 におけるTh1/Th2細 胞

の役割 についてい くつかのの仮説が提示 されている

 (図1:文 献19よ り引用改変) 。Th2が 優性であると

するモデルAで はB細 胞の活性化による抗体産生が

増強されるが, 感受性の高い患者では防御的に作用 し

ない抗体が主体であることから病変の進行 を阻止する

ことができないと考 える。一方, 感染防御 に有効 な抗

体が産生される場合には病変の進行は停止するか非常

に緩徐 になると考 えられ る。Th1が 優勢である こと

に基づ く仮説 モデルBで はTh1が 産 生す るIFN-γ

がマクロファージを活性化 し, その結果産生される炎

症性 サイ トカイ ンやPGE2結 合組織破壊 と歯槽骨の

吸収を誘導するという経路が考 えられる。ところが, 

高度な組織破壊を示す歯周炎組織 に浸潤 しているマク

ロファージの数は歯肉炎組織のそれ と比較 して有意な

増加 もな く, また活性化の程度 も弱い ことが示されて

いる20) 。さらにIFN-γ はRANKL-RANKシ グナ リ

ング経路 を阻害することで破骨細胞の活性化 を抑制す

ることから歯槽骨吸収に対 しては防御的に作用 してい

る可能性 もある21) 。モデルCに おけるkey molecule

は抗炎症性サイ トカインIL-4で あ る。IL-4はIL-4

レセプターを発現する活性化マクロファージに作用す

るとアポ トーシスを誘導することで炎症性サイ トカイ

ン, PGE、 の産生 を抑制する機能を持 っている。歯周

炎組織で はIL-4産 生 が低 レベルで あるためマクロ

ファージの活性化が持続し, 組織破壊に至 ると考えら

れる22) 。一方でIL-4の 活性 と極 めて類似 した作用を

示すIL-13の レベル は歯 周炎組織 で上昇 してお り

IL-4の 作用 を代替 している可能性がある9, 23) 。 また, 
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このモデルは免疫組織学的検索による歯周炎組織での

IL-4産 生細胞の増加を示 したデータ とも一致 しない。

このようにそれぞれの仮説は相反するデータが存在

するため十分な説得力を持たない。サンプ リング時の

疾病活動度, 細菌叢の特異性, あるいは他の免疫学的

パラメーターについての解析が不足 しているためであ

る可能性 も否定できない。事実, 最近我々は歯周組織

破壊 に関連すると考 えられるサイ トカイ ンIL-17の

発現 が炎症歯周組織で亢進 してい ることを報告 し

た24) 。歯周炎がB細 胞 ・形質細胞病変であることに

異論 はないことか ら, T細 胞 のB細 胞病変 における

役割 と疾病活動度 と関連 した免疫細胞の動態をさらに

解析する必要がある。

3.自 己反応 性T細 胞 と制御 機構

ある種の自己免疫疾患や特異細菌感染症においては

特定の受容体分子を発現す るT細 胞が関与すること

が報告 されている。歯周疾患の病態 におけるT細 胞

の関与は明 らかであるが, T細 胞 の抗原特異性 と機

能については未だ不明の点が多い。これを明 らかにす

る目的で歯肉局所 に浸潤するT細 胞の受容体分子 β

鎖V領 域遺伝子の発現 について解析 した。その結果, 

い くつかのVβ 遺伝子では末梢血 と比較 して発現が上

昇 していることが明 らかにな り, 特異的な反応が起

こっている可能性が示唆された25, 26) 。 このことをさら

に確認す るた め, DNAの 一 次構 造多型解 析 (Sin-

gle-strand Conformation Polymorphisrn; SSCP) 

を応用 した。 この方法は数百べースの塩基配列中の一

塩基の変異を検出してポリアク リルアミドゲル電気泳

動により易動度の違い として検出する方法である27) 。

健常者の末梢血中には特定のT細 胞 クローンの集積

はまれであるため, SSCPゲ ル上ではスメア として現

れ る。一方, T細 胞 クローンの集積 がある場合 には

明瞭なバンドとして検出でき, 異なるクローンが集積

している場合には複数のバ ンドが出現する。歯周炎組

織中には多 くのT細 胞 クローンが集積 してい ること

が明らかになった28, 29) がSSCP解 析におけるバ ンドの

数, すなわちT細 胞 クローンの数は関節 リウマチや

多発性硬化症などの自己免疫疾患の病変部 に浸潤する

T細 胞 のそれ と同程度 と考 えられた。 このこ とは歯

周ポケッ ト内に棲息 してい ると考 えられ る細菌 の種

類, それ らの細菌が持つ病原因子 として作用す ると考

えられる分子の多様性 を考慮する と意外 なほど少 な

く, 細菌相互, 細菌―宿主間で共通性の高い抗原, あ

るいは自己抗原が関与 している可能性 を強 く示唆する

ものであった。

我々はこれ らの条件 に当て は まる分子 として熱

ショツクタ ンパ ク60 (Heat shock protein 60;

HSP60) に注 目した。HSP60は 種 を超 えて相 同性

が高い と同時に免疫原性が高いとい う性質 を持つ。細

菌性HSP60に 対する応答により自己HSP60に 対す

る免疫応答を誘導して慢性炎症 を誘発す ると推測され

る。大腸菌 のHSP 60で あるGroELと 相 同の分子が

歯周病原細菌に も存在 してお り30～32) , 歯周炎患者で

は細菌性HSP60に 対する血清抗体のみならず内因性

のHSP60で あるヒトHSP60に 対する血清抗体価 も

上昇していることが報告されている33) 。 さらに血清中

に検出されるP.gingivalis GroELに 対する抗体 と内

因性HSP 60に 対する抗体は交叉反応性があることも

示 されている。これ らのことは歯周炎患者 において細

菌性のみならず内因性のHSP60が 抗原 として作用 し

ていることを示すが, 事実歯周炎組織中ではHSP60

の発現が亢進 していることも明 らかになっている34) 。

歯周炎における自己抗原に対 するT細 胞応答につ

いてはあまりよ くわかっていない。Wassenaarら は

歯周炎患者 の歯肉か らT細 胞 クローンを樹立 して解

析 した35) 。その結果タイプIコ ラーゲンに特異的なク

ローンの80%は 高 レベルのIL-4, 低 レベル のIFN-

γを産生す るTh2で あったが, 細菌抗原 に特異的な

クローンはIL-4とIFN-γ をほぼ同程度 に産生す る

Th 0タ イプであった。我々は歯周炎 と対照健常者か

ら末梢血単核細胞 を分離 してヒ トHSP 60, Pgin-

givalisGroEL刺 激後の増殖反応, サイ トカインプロ

フィール, クローナリティの変化 を検索した。増殖反

応においては歯周炎患者由来単核細胞 はHSP 60に 対

して強い増殖応答 を示 したが, P.gingivalis GroEL

に対 しては弱い応答 しか示さなかった。一方対照群で

はいずれの抗原に対 して もバ ックグラウン ドに較べて

有意な反応 は示さなかった。歯周炎患者群における増

殖反応は抗MHCclassII抗 体で抑制されたことか ら

抗原特 異的応答 で ある ことが示唆 され た。我々は

SSCP解 析を利用 して歯周炎患者 と対照健常者から末

梢血を採取してHSP 60, P.gingivalis GroELで 刺激

したとき, さらに歯周炎患者については炎症歯肉組織

由来T細 胞のSSCPゲ ルのパ ターンを比較 した。そ

の結果, 歯周 炎 患者 末梢 血 に は対 照 と比 較 して

HSP 60特 異的T細 胞 の比率が有意に高い ことが明

らかになった。さらにT細 胞受容体 β鎖遺伝子の塩

基配列解析 より末梢血 にお けるHSP 60特 異的T細

胞 と同一の受容体 を有す るT細 胞が炎症歯肉中にも

存在 し, P.gingivalis GroEL応 答性のT細 胞の受容

体 とも同じで ある ことが示 された。IL-4とIFN-γ

mRNAをRT-PCRで 検 索 した結果で はHSP60刺
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激によりIFN-γ 発現の上昇が認 められたがIL-4の

発現 に変 化 は見 られ なかった。一 方P.gingivalis

GroEL刺 激ではサイ トカインプロフィールの偏 りは

示されず, 対照群ではいずれのサイ トカインも有意な

発現は見 られなかった。以上より歯周病原細菌の感染

によ りTh1サ イ トカ イ ンプ ロフィール を持 つ 自己

HSP 60反 応性T細 胞 の活性化が誘導 されるこ とが

示唆 された36) 。タイプ1コ ラーゲンに対 す るT細 胞

はTh2プ ロフィールなので異なる自己抗原は異 なる

サイ トカインプロフィールを持っT細 胞 の活性化 を

誘導することが明らかになった。その後, 歯肉炎 と診

断された歯肉組織中のT細 胞クローナ リティを解析

したが, 歯周炎組織 と大 きな違いは見いだせなかっ

た。 このことは歯肉炎組織で も抗原特異的なT細 胞

応答が生じていることを示す と同時に抗原特異性は歯

周炎のそれ とはことな り, HSP60特 異的なT細 胞

の比率 はきわめて低い と考えられた37) 。

4.制 御 性T細 胞

感染 に対す る免疫応答はTh1, Th2と いうT細 胞

亜集団により調節 されているが, 免疫抑制的活性を有

す る別 のT細 胞集団が重要 な働 きをしていることが

明 らかになってきている。上に述べたように細菌感染

により歯周炎局所で細胞性 ・体液性の自己免疫応答が

誘導されることは明らかであり, 恒常性を保つために

生体にとって不利益 をもた らすこれらの反応 を抑制す

ることが必要である。 これまで歯周炎における制御性

T細 胞 についてはあまり明らかでなかった。

初期の研究によれば歯周炎局所 から分離 したT細

胞がin vitzoに おける刺激に反応 しない ことは初期の

研究において も示されていた38, 39) 。これらのデータは

局所における免疫制御機構 のバランスが崩れているこ

とを示唆する。 この理由 としてCD8+T細 胞の比率の

上昇が歯肉由来T細 胞の増殖反応 の低下 をもた らし

ていると考 える研究者 もいた。 しかし現在では免疫応

答の制御に重要な働 きをしている免疫抑制機能を持 っ

たCD4+T細 胞の存在が明 らかになっている。 これら

の細胞 はCD4+CD25+の 表現型 を持 つT細 胞集団の

なかに多 く含 まれる40) 。

CD25分 子 は活性化T細 胞 のマーカー と考えられて

いた ことか ら, 以前 はその発現が歯周炎組織 中のT

細胞 の活性 化 ステージの検 索 に用 い られて いた。

Seymour et al. (1988) は3週 間のヒトの実験的歯肉

炎 においてIL-2レ セプターα鎖 (CD25) を発現 す

細胞 は10%以 下であった ことを報告 している4) 。Ta-

keuchi et al. (1991) は歯周炎患者歯肉および末梢血

よ り分離 したCD4+T細 胞のCD25発 現の割合はそれ

ぞれ18.4±4.4%, 13.7±7.3%で 歯肉中のT細 胞で

有意 に高かった と報告 した5) 。CD4+CD25+制 御性T

細胞 はT細 胞 レセプ ターを介 した刺激 で は増殖 も

IL-2の 産生 もしないがCD4+CD25-と 共培養 した と

きにそれ らの増殖反応を強力 に抑制する40) 。

CD4+CD25+T細 胞の抑制機能はこれ らの細胞 に恒

常的に発現するCTLA-4分 子のシグナルを介するこ

とが示唆 されてい る41～43) 。CTLA-4を ブロックす る

ことでCD4+CD25+T細 胞の機能が抑制 されたとい う

報告がある一方でCTLA-4を 抑制は影響 しなかった

とする報告 もあり, より詳細な解析が待たれる。われ

われは末梢血T細 胞 をP.gingivalis由 来外膜抗原で

刺激 した ときのCTLA-4の 発現 を歯周炎患者 と健常

者 で比 較 した。その結果, 歯周炎 患者 において は

CTLA-4, CD25い ずれも発現の上昇が見 られたが健

常者では有意な上昇 は認められなかった44) 。一方固相

化CD3抗 体で刺激 した場合 にはCTLA-4, CD25い

ずれも外膜抗原刺激 よりも発現 は低 く, CD4+T細 胞

に占め るCTLA-4の 割合 はそれぞれ34.4%, 9.6%

であった。さ らにP.gingivalis外 膜抗原で一次刺激

を行った細胞は抗原特異的な二次刺激に対する応答性

を失っていることも明らかになった。 これらのことは
一次刺激で増加 した制御性T細 胞 が二次刺激 におけ

る応答を抑制 した と考 えられる。CD4+CD25+T細 胞

におけるCTLA-4の 発現 は検索されていないが, 歯

周病原細菌 に対する応答の過程で活性化された自己反

応性T細 胞 を制御す るためにCD4+CD25+制 御性T

細胞が何 らかの役割を演 じている可能性を示す。

我々は免疫染色 により歯周炎組織 中のT細 胞 にお

けるCTLA-4の 発現を検索 し, 平均50%の 陽性率を

認めたが, 検体間でのバ リエーションが大きいことを

報告した45) 。一方, Gemmell et al. (2001) は同様の

方法でT細 胞のCTLA-4の 発現を調べ, 病態にかか

わらずCTLA-4の 発現が低いことか ら歯周疾患にお

けるT細 胞はCTLA-4に よる負の制御 を受 けている

可能性 は低いと結論づけている46) ℃ これらの見解の相

違の理由は明 らかではないが, 解析対象の病態 (重 症

度) や強い浸潤部位 に限定 して解析 したかどうか等の

違いが考えられる。

5. Natural killer T cells

CD4+CD25+制 御性T細 胞以外の免疫調節機能 を持

っ と考 えられるユニークなT細 胞集団についての解

析 も進んでいる。NK細 胞 のマーカーとinvariantな

TCRを 発現するこの細胞集団 はNKT細 胞 と名付 け
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図2自 己反応性T細 胞の歯周組織破壊への関与 と制御性T細 胞による

防御機構 (仮説) 

られた47) 。 ヒトではinvariant Vα24JαQ, マウスで

はVα14Jα281 NK 1.1+T細 胞 を指す。 これらの

NKT細 胞はinvivoで 重要な働 きをしている。NKT

細胞の欠損 はNODマ ウスのみならずヒトにおいても

1型 糖尿病に対する感受性を高めるばか りでな く, マ

ウス, ヒトの様々な自己免疫疾患に関連することか ら

自己免疫応答の制御に働いていることが明 らかになっ

て きた。歯周炎 において も自己反応性 のT細 胞 が関

与 していることか ら我々はヒ トのNKT細 胞 と考 えら

れ るinvariant Vα24JαQ TCRを 持 つT細 胞 の

Vα24+T細 胞 に対する比率 をSSCP解 析 によ り歯周

炎病変 と歯肉炎病変で比較した48) 。末梢血における比

率はいずれの患者群でも低 く健常者 との違いはみ とめ

られなかったが, 炎症歯肉組織ではその比率は末梢血

と比較 して優位 に高 く, 歯肉炎組織では歯周炎 よりも

わずかに低い ものの大 きな違いは認め られなかった。

免疫組織染色ではVα24+細 胞がNKT細 胞の抗原提

示細胞 と考 えられるCDId+細 胞 と接触 している像 も

見 られた。NKT細 胞が活性化 され ると細胞傷害活性

を生 じ, 同時 にIL-4, IFN-γ, IL-10, TGF-β な ど

CD4+CD25+制 御性T細 胞 と同様 のサイ トカインを産

生す る。今後詳細な解析が必要であるが, 歯周病原細

菌の感染の過程で生 じた自己免疫応答を制御するため

に歯肉局所に動員されている可能性が示唆された (図

2) 。

6.終 わ りに

歯周炎の臨床的な兆候の少な くとも一部 あるいは臨

床的な歯周疾患の分類では規定できないかもしれない

ある種の歯周炎では自己反応性T細 胞の活性化 によ

る自己免疫応答 と末梢においてそれ らを抑制するため

の調節機能が十分に働いていない ことによることが明

らかになった。細菌お よびその産物を歯周ポケットか

ら除去することの歯周治療における位置づけとその重

要性 は今後 も変わることはないが, 病態の免疫学的解

明が進むことでBiological process-based therapyと

も呼ぶべ き新たな付加的治療法の開発が進む ものと期

待 される。
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