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はじめに

歯周病は歯面に付着したデンタルプラークバイオフ

ィルム中の細菌を原因として発症する。一方，歯周組

織にはこれらの細菌の侵入を防ぐために免疫系を中心

とした宿主防御機構が備わる。免疫系は Bリンパ球

や Tリンパ球などを主体としてそれぞれの抗原を特

異的に認識する獲得免疫系と好中球や単球などを主体

として病原体に特有な構造 Pathogen Associated
 

Molecular Patterns（PAMPs）を認識する自然免疫

系に大別されるが，これらは歯周組織においても相互

に協調して働いていると えられる（図1)。このう

ち，自然免疫系に関する研究は1990年代後半の

Toll-like receptor（TLR）ファミリーの発見以来，

急速に進歩を遂げヒトにおいては TLR1～10までが
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歯周病原性細菌および菌体成分

・歯周組織の最前線で感染防御

・歯肉溝滲出液中にも存在

・病原体特有分子構造パターンを認識

・抗原を特異的に認識

・2次応答を示す
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炎症反応の増強 獲得免疫系細胞

(Ｔリンパ球，Bリンパ球等)

図 1 歯周組織における自然免疫系と獲得免疫系のクロストーク



同定され，そのリガンドや刺激伝達経路が明らかにさ

れてきた。これら自然免疫系による歯周病原性細菌の

認識機構に関する我々の取り組みを他の多くの研究者

により明らかにされた最近の知見を交えて簡潔にまと

める。

1. 歯周病原性細菌リポ多糖（LPS）に
対する単球，多形核白血球の応答

多くの菌体構成成分の中でもグラム陰性菌の外膜を

構成する LPSは1ng/ml以下の低濃度で単球や多形

核白血球を活性化する強力な免疫活性化因子として知

られている。歯肉溝滲出液中の細胞成分の大半を占め

る多形核白血球は歯周組織において最初に菌体成分に

よる刺激を受ける細胞の1つと えられるが，LPS

により活性化されると，IL-1，IL-8，TNF-αなど

の炎症性サイトカインを産生し，局所での炎症反応を

拡大すると共に新たな炎症性細胞の遊走を誘導する。

我々 は，歯周病原性細菌から抽出した内毒素でヒト

多形核白血球を刺激し，産生されるサイトカイン量を

測定して菌種による内毒素活性の違いについて解析し

た。この研究において，ヒト多形核白血球を Porphy-

romonas gingivalis LPS，Capnocytophaga ochracea
 

LPSで刺激した場合，Actinobacillus actinomycetem-

comitans LPS，Fusobacterium nucleatum LPSで刺

激した場合と比較して IL-1，IL-8，TNF-αの産生

量がいずれも明らかに低かった。また，マウス腹腔マ

クロファージをこれらの LPSで刺激したところ

TNF-αの産生に関して同様の結果が得られた 。こ

れらの結果はOgawaら や Gemmellら の P. gin-

givalis LPSの単球に対する低刺激性を示した報告と

一致しており，歯周病原性細菌内毒素の菌種間での活

性の違いを明らかとしたものではあるが，当時，内毒

素に対する細胞内刺激伝達分子は発見されておらず，

活性の差が何に起因するのか十分に解明するには至ら

なかった。

2. LPS刺激伝達分子

1990年，Wrightら は CD14が LPSと LPS bind-

ing protein（LBP）複合体のレセプターであること

を報告したが，その後の生化学的研究やノックアウト

マウスを用いた研究等により，CD14は LPSと物理

的に結合し，CD14存在下では LPSへの感受性が非

存在下と比較して飛躍的に高まることが証明された。

しかしながら CD14は glycosylphosphatidylinositol

（GPI）アンカーを介して細胞膜と結合しているため，

細胞膜貫通領域および細胞内領域は保有していない。

これは細胞内への刺激伝達には他の細胞内領域を有す

る分子が関与していることを意味する。我々 は LPS

刺激伝達分子を同定するために，Chinese hamster
 

ovary fibroblasts（CHO細胞）にヒト CD14を発現
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図 2 自然免疫系による病原体に特有な分子構造パターンの認識
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させ，LPSレポーター細胞を作製した。このレポー

ター細胞に突然変異を誘発することにより，LPS刺

激伝達経路において，CD14の下流に少なくとも2つ

以上の刺激伝達分子が存在することを明らかとした。

この直後に，Godowskiら と Rotheら は LPS非感

受性のHEK293細胞に TLR2を発現させると LPS

感受性になることを報告した。I型膜貫通蛋白である

TLR2が細胞内刺激伝達分子であることが証明され

たわけである。しかしながら，我々の作製した CHO

レポーター細胞においては TLR2は遺伝学的に発現

されておらず，TLR2が主要な刺激伝達分子ではな

いことが示された 。その後，LPS低応答性マウスと

して知られる C3H/HeJ，C57BL/10ScCrマウス

では Tlr4遺伝子に変異がみられること ，TLR4ノ

ックアウトマウスは LPSに反応しないこと が報告

され，LPSの主要な刺激伝達分子は TLR4であるこ

とが明らかとなった（図2)。

3. MD 2-TLR 4複合体による lipid Aの
種特異的認識

Miyakeら は Tollと同様に細胞外に Leucin-rich
 

repeatを有する分子 RP105がMD-1と会合するこ

とを明らかにしていたが，MD-1に相当性を示す分子

MD-2をクローニングし，LPS非感受性 Ba/F3細

胞に TLR4とMD-2の両方を発現させると LPS応

答性へと変化することを明らかにした。我々も

CHOレポーター細胞の LPS刺激伝達経路変異株

7.19にはMD-2の変異がみられ，野生株MD-2を発

現させると LPS応答性へと変化することから，LPS

認識にはMD-2の発現も必須であることを明らかと

した（図2)。

また，CHOレポーター細胞はハムスター由来の細

胞でありハムスター TLR4を発現しているため lipid
 

A前駆体である lipid IVaや Rhodobacter sphaeroides

の lipid A（RSLA）を認識して応答するがヒト由来

の細胞はこれらに不応答性である。我々 は CHOレ

ポーター細胞にヒト TLR4を過剰発現させると lipid
 

IVa，RSLAに不応答性へと変化することから，

TLR4は内毒素の活性中心である lipid Aへの種特異

的反応において必須の分子であることを明らかとした

（図3)。同様に Beutlerら もマウス TLR4とヒト

TLR4を用いて lipid Aの種特異的認識には TLR4

が重要な役割を果たすことを報告している。一方，

Miyakeら はこれらのリガンドに対する種特異性は

MD-2によるものであると報告している。これらの違

いは，それぞれの実験系における TLR4，MD-2の

発現量の違いによるものかもしれないが，これらの分

子が LPSの活性中心である lipid Aの種特異的認識

に関与していることを示している点で共通しており，

このような菌体成分の種特異的認識は宿主の病原体へ

の感受性を決定する重要な因子の一つであると思われ

る。

4. TLR 2による菌体成分の認識

当初 LPSレセプターとして報告された TLR2が，

LPSの主要な刺激伝達分子でないとするとそのリガ

ンドは何であろうか 我々は，TLRの発見以前から

病原体特有の分子構造に対するパターン認識レセプタ

日歯周誌 46(2)：94―100, 2004
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図 3 Lipid Aの種特異的認識
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ーとして知られていた CD14が，LPS以外の菌体成

分も認識し得る点に注目した。LPSを保有しないグ

ラム陽性菌の細胞壁に存在するペプチドグリカンは

CD14の存在下で効率よく認識される。加熱処理した

グラム陽性菌や可溶化ペプチドグリカンで遺伝学的に

TLR2を欠如した CHO/CD14レポーター細胞を刺

激してもNF-κBの活性化は起こらなかったが，レ

ポーター細胞に TLR2を発現させるとNF-κBが活

性化された。すなわち，TLR2はグラム陽性菌やペ

プチドグリカンの認識に必須であった （図2，4)。

また TLR2は，ペプチドグリカン以外にも菌体由来

のリポ蛋白，リポペプチド，リポアラビノマンナンな

ど多くの菌体成分を認識するパターン認識分子である

ことも明らかとなった 。このうちリポ蛋白，リ

ポペプチド等の認識には TLR2と TLR1，TLR6が

協調的に関与していることが明らかとなったが，

Shibataら は口腔由来の Mycoplasma salivarium

や歯周病原性細菌 Bacteroides forsythusからリポ蛋白

を抽出し，リポペプチドの構造と生物学的活性の関係

を明らかにした。また，我々 は TLR2がペプチド

グリカンのどのような構造を認識しているかについて

も検討した。ペプチドグリカンはN-acetylmuramic

 

acidとN-acetylglucosamineが交互にβ1，4結合

した多糖体直鎖をペプチドが網目状に結ぶ構造物であ

るが，Staphylococcus epidermidisのペプチドグリカ

ンの網目状ペプチド鎖を S.aureus lytic enzymeによ

って特異的に切断しても活性は失われなかったが，

M-1endo-N-acetylmuramidaseによって糖鎖を分

解すると TLR2による応答性は消失した（図4)。す

なわち，TLR2はペプチドグリカン中の，ペプチド

で修飾された糖鎖の重合構造を認識していることが明

らかとなった。後に，ペプチドグリカン中のアジュバ

ンド活性を示す最小構造単位として知られるMur-

NAc-L-Ala-D-isoGln（MDP）はNod2によって，

またグラム陰性菌ペプチドグリカン中の diamino-

pimelateを含む GlcNAc-MurNAc tripeptideは

Nod1によって認識されることが明らかとなっ

た 。

5. LPSの

TLR 4アンタゴニストとしての作用

前述したように代表的歯周病原性細菌 P. gingivalis
 

LPSで単球や多形核白血球を刺激した場合，炎症性

サイトカインの産生量は他の細菌の LPSで刺激した

場合と比較して著しく少ない。これは TLRを介する

LPS認識機構においてどのような特性を意味するの

であろうか。我々 は，ヒト TLR4を発現した CHO

レポーター細胞を P. gingivalis LPSで刺激したがレ

ポーター細胞のNF-κBは活性化されず，逆に P.

gingivalis LPSは E. coli LPSやA. actinomycetem-

comitans LPSにより誘導される活性化を阻害した。

すなわち，P. gingivalis LPSはヒト TLR4のアンタ

ゴニストとして作用した。これは Gencoら が

THP-1細胞を E. coli  LPSで刺激した場合に，P.

―(GlcNAc-MurNAc) ―

L-Ala

D-Glu（D isoGlnなど)

L-Lys（meso DAPなど)

ペプチド架橋

D-Ala
ペプチド架橋

図 4 ペプチドグリカンの基本構造

ヒト TLR2：
アゴニストCD14

ヒト TLR4：
アンタゴニストCD14

P. gingivalis LPS P. gingivalis LPS

図 5 P. gingivalis LPSのヒト TLR2および TLR4への作用
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gingivalis LPSが TNF-α，IL-6産生を阻害したと

する報告や，Darveauら が TLR4を発現したヒト

血管内皮細胞を E.coli LPSで刺激した場合に P.gin-

givalis LPSが E-selectinの発現やNF-κBの活性化

誘導を阻害したとする報告とも一致する。但し，精製

P. gingivalis LPSは血球系細胞に弱い活性化作用を

示すことが以前から知られている。Vogelら は再精

製により endotoxin proteinを除去した P. gingivalis
 

LPSも TLR2を活性化することを示しており，

TLR2と TLR4の両方を発現した血球系細胞は，精

製 P. gingivalis LPSで刺激された場合に主に TLR2

を介して活性化されるものと思われる。しかしながら

Ogawaら は P. gingivalis lipid Aを合成し，合成

lipid Aは TLR2に対して活性化作用を示さないこと

を報告しており，精製 P.gingivalis LPSの TLR2に

対する作用に関しては今後も議論の余地があるものと

思われる。

6. 歯周組織における TLR 2および

TLR 4の発現

このように菌体成分の認識に重要な役割を果たす

TLR2および TLR4は，歯周組織においてどのよう

な発現を示しているのであろうか。Moriら は正常

歯肉および重度歯周炎罹患歯肉において，CD14，

TLR2，TLR4の発現を免疫組織学的に解析した。

主に血球系細胞にこれらの分子の強い発現が観察さ

れ，上皮，結合組織，血管内皮細胞における発現は比

較的弱いものであった。正常歯肉と比較して重度歯周

炎罹患歯肉では TLR2および TLR4の発現が上昇

し，また，口腔上皮側の歯肉よりもポケット上皮側歯

肉で発現の上昇がみられた。このことは重度歯周炎罹

患歯肉のポケット上皮側で炎症性細胞の接合上皮直下

に侵入した菌体あるいは菌体成分がこれらのパターン

認識分子で認識され得ることを意味している。これに

対し，CD14の発現率は正常歯肉と比較して重度歯周

炎罹患歯肉で，また，口腔上皮側の歯肉よりもポケッ

ト上皮側歯肉で低下していた。これは歯周ポケットか

らの菌体成分，サイトカイン，ケミカルメディエータ

ーによる刺激で浸潤細胞が活性化または分化したため

に起きた現象と思われる。このように機能的に変化し

た細胞によるサイトカイン産生や抗原提示は宿主防御

のみならず組織破壊にも大きな影響を与えているもの

と思われ，今後も詳細な検討が必要と思われる。

おわりに

これらの研究成果は TLRを中心とした自然免疫系

による菌体成分の認識機構を分子レベルで明らかにす

るとともに P. gingivalisなど一部の歯周病原性細菌

の自然免疫系による認識における特性についても解析

したものである。今後，これら自然免疫系と歯周病原

性細菌の相互作用をより詳細に検討することにより，

歯周病の進行過程の解明，早期診断法ならびに予防法

の開発に貢献できることが期待される。
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