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はしがき

この研究報告書は、平成１２～１ヨ年度の２年間に組織された基礎研究（Ｃ）（２）『歯周組織破
壊におけるケモカインの役割に関する実験病理学的研究』において得られた成果に、その後
１年間にわたって追加した研究結果をあわせて取りまとめたものである。

辺縁性歯周炎は，好中球・リンパ球・単球／マクロファージ等の種々の炎症細胞浸潤を伴
う疾患である．近年，局所への白血球浸潤とその活性化に宿主細胞から産生される種々のケ
モカインが関わることが示されている．中でもｍａｃｍｐｂ叩ｅ血ｅｍｏｔａｃｔ恵ｐｍｔｅ血伽巳Ｐ）－１，
ｍａ⊂ｍｐｈ叩母血ｒｈｍｍａｔｏｒｙｐｍｔｅ血（Ｍ貯）－２はマクロファージや好中球を局所に集族させること
によって急性炎症の際の組織障害に重要な役割を果たすことが示唆されている．しかしなが
ら，実験モデルを用い歯周炎発症過程におけるケモカイン産生状況と白血球浸潤との経時的
関係やその特異抗体の治療薬としての効果を明らかにした研究は未だない．

本研究では，まず，①免疫組織化学的手法，ならびに血５血ハイプリダイゼーションを用
い正常歯周組織におけるＭＣＰ－１，ＨＩＰ－２の蛋白やｍＲ国見発現状況を検討する．次に②ＬＰＳを歯
肉溝より浸透投与することにより，Ｈ巳Ｐ－１，Ｍ正－２ケモカインの辺縁歯周組織での発現の変化
や産生細胞を明らかにするとともに，③組織計測学的に検討した辺縁歯周組織への好中球や
マクロファージの浸潤状況との関係を明らかにする．さらに，④ＬＰＳと同様の方法で投与した
畑野－２やケモカイン抗体の腹腔内前投与が辺縁歯周組織における好中球の浸潤に及ぼす影響
を調べることにより，歯周組織破壊に
おけるケモカインの重要性，ならびに
ケモカイン抗体の歯周炎治療薬として
の有用性について明らかにしたい．

歯周炎は，安定期と急性増悪期を繰
り返しながら段階的に進行する慢性炎
症性疾患で，結合組織破壊と歯槽骨吸
収は急性増悪期に起こるとされている．
我々は，これまでラットの実験モデ
ルを用い，右図で示すようにＬＰＳ侵襲
によって血Ⅴ恵柑辺縁歯周組織に惹起さ
れる組織変化を様々な角度から検討し，
５ｍ訂′ｍｌＬＰＳ投与により接合上皮（ＪＥ）お
よびＪＥ直下結合組織内への好中球浸潤
上皮下結合組織での血管拡張や浮腫，
投与後ヨ日目をピークとする溶出マク
ロファージの
によるコラー

浸潤，歯根膜線維芽細胞
ゲン原線維貴食の増加や

投与後３時間とヨ日目をピークとした破
骨細胞数の増加が惹起されること，そ
の際，辺縁歯周組織では，浸潤細胞だ
けでなくＪＥ細胞や線維芽細胞などの組

淫琴沼野霊忘踪二追試韻炎
に産生し，ＬＰＳ刺激に続く炎症反応や
歯周組織破壊に重要な役割を担う可能
性を血血相の組織において明らかに
してきた．
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我々がこれまで様々な角度から検討してきたラットの実験系は歯周炎の急性増悪期の実験モ
デルとして有用である．この実験モデルを用い急性増悪期に生体内で起こると考えられる様
々な事象を経時的に解明し，ケモカイン抗体の治療薬としての効果をｉｎｖｉｖｏで評価する
ことが本研究の特色であり，独創的な点である．

この研究の予想される結果として，①歯周組織におけるＨ巳Ｐ－１，Ｈ好一２蛋白やｍＲ田且の発現
状況や産生細胞が明らかになるとともに，②ＬＰＳの投与によりこれらの細胞におけるＨ巳Ｐ－１や
ＨＩＰ－２の発現誘導や増強がみられること③辺縁歯周組織におけるＨＣＩ－１，Ｈ℡－２蛋白の発現は
それぞれ局所へのマクロファージや好中球の集族と関係していること，④畑『－２の投与が辺
縁歯周組織へのマクロファージや好中球の浸潤を実際に誘導することやＭⅣ－２の抗体がＬＰＳに
ょる白血球遊走とそれに引き続く組織破壊を阻止することを明らかにできると考える．

以上歯周炎治療薬としてのケモカイン特異抗体の有用性に関する基礎的知見を得ること
に意義があると考える。

これまで，ケモカインの作用に関する報告は生化学的あるいは培養細胞を用いたものが主で，

本研究のようにラットの実験的歯周組織破壊モデルを用い血Ⅴ如歯周組織で甲Ｍ巳Ｐ－１やＭ好一２
ケモカインの発現と白血球浸潤との関係を詳細に検討した研究はない．また，ｍＶ止ｍでみら
れた作用が種々の要因が複雑に作用しあう血Ⅴ如の組織において実際にどの様に発揮されて
いるかを実験モデルを用い時間を追って総合的に明らかにしていくことは歯周病の発生過程を
解
治
明し，治療法を確立していく上で必要不可欠なことであると考える．なお，本実験モデルは
療効果の評価の場としても有用である．
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研究成果

１．ＬＰＳ投与後ラット臼歯部歯周組織におけるＣＸＣ－ケモカインの発現

好中球の炎症巣への浸潤と局所での機能発現に皿－日をプロトタイプとする亡Ⅹ仁一ケモカインが
関わることが示されている。げっ歯類では皿－日が存在しないため，同じＣＸＣ－ケモカインに属す
るｃｙｔロｋ血ｅ－血ｄｕｃｅｄｎｅｕｔｍｐｈｉｌｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｓ（Ｃ肘Ｃ），ｍａＣｍＰｈ叩ｅ血ｆｈｍｍａｔ叩Ｐｍｔｅ血－２（ＭＩＰ－２）

が好中球走化性因子として注目されている．両ケモカインはＬＰＳやＴ椚－α刺激によっても誘導
され，ＬＰＳで惹起したラット肺の炎症モデルにおいて好中球浸潤を引き起こすばかりでなく，
培養上皮細胞の増殖を活性化することが報告されている．我々はこれまでに，ラット歯肉漬から
のＬＰＳ投与により投与後ヨ時間でＪＥ細胞におけるＴ椚トαの発現が一過性に増強すること，ＪＥ内お
よびＪＥ直下歯肉結合組織では好中球や溶出マクロファージが増加すること，また，投与後２，
３日目にＪＥ細胞の増殖活性が高まることを報告した。そこで本研究では，ＬＰＳの惹起する歯周
組織破壊過程におけるＣＸＣ－ケモカインの役割を明らかにする目的で，同様に歯肉溝からＬＰＳを
浸透投与した際の辺縁歯周組織でのＣ肘ＣやＨ好一２など巳Ⅹローケモカインの産生状況を免疫組織化
学的方法を用い経時的に検討した．

【材料及び方法】
７週齢ウイスター系雄性ラットの両側上顎臼歯岐合面上に５仙訂′ｍｌの濃度で生食水に溶かした
Ｅに０止由来のＬＰＳ溶液を浸した綿栓を１時間静置し，歯肉溝からのＬＰＳの浸透を図った．
投与開始後１ｊ時間，１ココ占および７日後に上顎臼歯部を顎骨ごと採取し，ＰＬＰ固定液で４℃，８時
間固定の後，１臓ＥＤＴ且溶液中で５日間低温脱灰した．ｏｃＴｃロｍｐＯｕｍｄ包埋後，７〟ｍ厚の凍結切
片を作成し，Ｓ且召法（ニチレイ社製）を用いＣＸＣ－ケモカインの発現状況を免疫組織化学的に検
討した．
一次抗体として抗Ｃ肘Ｃ－２α抗体（免疫抗体研究所製）および抗Ｍ好一２抗体（仁王Ｄ且ＲＬＡＮＥ社製
）をそれぞれ１′１００，１／５０口の濃度で用いた．対照として，ＬＰＳ非投与の材料に対しても同様の方
法を施し観察した．なお，好中球の浸潤状況はＨＥ染色標本上で観察し下図の領域における好中
球数を算出し，統計学的に検討した．

ＪＥ内における好中球数の計測

Ｘ１５０の写真上でＪＥの領域に
含まれる全ての好中球数を
計測．同じ写真を用いＪＥ領
域の面積を組織計測し，単
位面積当たり（／ｍ戚）の好中
球数を算出．

０，１３ＸＯ．１３ｍ２

ＪＥ直下結合組織内における
好中球数の計測

ｏｃｕｌａｒｍｉｃｒｏｍｅｔｅｒを装着した

顕微鏡を用いＪＥ直下の結合
組織０．１３ＸＯ．１３ｍｍ初領域
に含まれる好中球数を計測，
単位面積当たりの（／ｍ一名）の好
中球数を算出．
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【績果】

ＬＰＳ非投与例では，ＪＥの表層部，特にその歯冠側端付近の細胞がＣ肘Ｃ－２α陽性を呈した。

相野－２もほぼ同様の局在パターンを示したが，その染色性は弱かった．なお，巳肘Ｃ－２αは

マラツセの残存上皮にも発現していた。ＬＰＳ投与例では，投与１時間後に上皮の染色性が増強し

始めた。特にＪＥでは，歯冠側端付近の細胞の染色性の増強とともに陽性範囲も拡大し，ヨ時間

後になると，ＪＥ全体が強く染色される標本もあった。１日，２日後になるとほとんどの標本で

ＪＥ全体に陽性反応が観察されたが．３日目以後，ＪＥ細胞における両ケモカインの発現は徐々に

減弱する傾向を示した．歯肉や歯根膜の線維芽細胞はいずれのケモカインにも陰性であった．

なお，実験期間中を通しマラツセの残存上皮はＣ肘Ｃ－２α陽性を呈していた．好中球は非投与例

のＪＥ内にも少なからず存在し，投与直後からＪＥ細胞間およびＪＥ直下結合組織において増加する

傾向がみられたが，５，７日後と減少していた．
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接合上皮内の好中球数の変化
ＬＰＳ投与後１日（Ｐく０．０１）および２日（Ｐく０．０５）
で有意な好中球数の増加が観察される．

接合上皮直下結合組織への浸潤好中球数の
変化
ＬＰＳ投与直後から好中球数が増加する．
投与後１時間（Ｐく０．０５）および３時間（Ｐく０．０１）
で有意に増加し，その後暫時減少する．

【考察および結論】

①ＬＰＳ非投与例では歯冠側端付近のＪＥ細胞がＣＩＮＣ－２α，ＭＩＰ－２を発現しており，両ケモカインが
正常時のＪＥ内への好中球遊走に関わる可能性が窺われた．

②ＬＰＳ投与直後，ＪＥ細胞における両ケモカインの発現が一過性に増強した．好中球は投与直後
ＪＥ直下結合組織内で増加し，その後ＪＥ内の好中球数のピークが観察される．これらの結果から，ＬＰＳ
刺激によってＪＥ直下結合組織の血管外へ浸潤してきた好中球はＪＥ細胞から過剰に産生されるＣ丑す仁
－２やＭⅣ－２の濃度勾配に従って，ＪＥ内へと移動し，歯肉溝液中へと遊走していくものと推察された．

③已肘Ｃ－２やＨ好一２は好中球走化性作用ばかりでなく，上皮の増殖を促進することも報告されている．
ＪＥ細胞で産生される両ケモカインはＪＥ細胞にオートクライン的に作用し，この実験モデルにおいて
ＬＰＳ投与後１，２日後に観察される増殖能の活性化にも関与する可能性がある．

④投与・非投与例のいずれにおいてもマラツセの残存上皮は巳肘仁－２αを常に発現しており，
Ｃ肘Ｃ－２αはこの細胞の生理的代謝機構に関わるものと推察された

以上，ＬＰＳ投与後の歯周組織ではＪＥ細胞がＣ封Ｃ－２αやＭ好一２などの巳ⅩＣ－ケモカイン産生を営ん
でおり，ＪＥ細胞によって産生されるケモカインがＬＰＳ刺激に続く歯周組織破壊の誘導に重要な役
割を担う可能性が示唆された．

＿　６　　＿



２．ＬＰＳ投与後のラット辺簸歯周組織におけるマクロファージ走化性因子の発現

辺縁性歯周炎は，好中球・リンパ球．単球／マクロファージ等の浸潤を伴う炎症性疾患であ
る．近年，局所への白血球浸潤とその活性化に宿主細胞から産生される種々の走化性因子が関
わることが示されている．我々はラット歯肉溝からのＬＰＳ投与により，投与後ヨ時間で接合上皮
（ＪＥ）細胞におけるＴ椚－αの発現が一過性に増強することやＪＥ内およびＪＥ直下歯肉結合組織に好
中球や溶出マクロファージが増加することを報告している．また，ＬＰＳ投与直後から２日後にか
けて，ＪＥ細胞においてＣＸＣ－ケモカインである巳肘Ｃ－２やＨ野－２の発現が一過性に増強することか
ら，ＪＥ細胞から過剰に産生されるＣＭ仁一２やＨ正一２が歯肉局所への好中球の遊走に関与する可能性
を示唆した．そこで，ＬＰＳ投与後の歯肉組織における溶出マクロファージの増加に関わる走化
性因子の役割を明らかにする目的で，同様に歯肉溝からＬＰＳを浸透投与した際の辺縁歯周組織で
のｔｕｍｏｒｎｅ仁和Ｓ由翫ｔｏｒ－α（ＴⅢＦ－α）（ケモカインの誘導ならびにマクロファージの分化や機能の活
性化）．ｍａｃｍｐｈ叩ｅベロｂｎｙｓｔ血ｕ射的如也ｒ（Ｈ－ＣＳＦ）（マクロファージの遊走と分化や機能の活
性化），ｍＯｎロＣｙｔｅＣｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｍｔｅ血－１（ＭＣＰ－１）（マクロファージ遊走に関与するケモカイン）

の発現状況を免疫組織化学的方法を用い経時的に検討し，溶出マクロファージの浸潤状況と比較
検討した

【材料及び方法】

７週齢ウィスター系雄性ラットの両側上顎臼歯唆合面上に，５加軒ｍ珊濃度で生食水に溶かした
ｇ〟．由来のＬＰＳ溶液を浸した綿栓を歯肉溝からのＬＰＳの浸透を目的に１時間静置し，投与開始後
１月時間，１ココ占および７日後に上顎臼歯部を顎骨ごと採取した．ｐＬＰ固定液で４℃，日時間固定の後
，１□完ＥＤＴ且溶液中で５日間低温脱灰，０巳Ｔｃｏｍｐｏｕｎｄ包埋後，７〟ｍ厚の凍結切片を作成し，免疫
組織化学的にＴ椚－肌Ｈ－ＣＳＦ，ＨＣＰ－１の局在を検討した．なお，対照には，ＬＰＳ非投与例から得
た材料に対しても同様の方法を施し観察した．また，マクロファージや破骨細胞系細胞の浸潤状
況はＥＤｌ陽性細胞数を数え分析した．Ｍ－ＣＳＦおよびＥＤｌ陽性細胞計測は下図に示す．

ｏｃｕＪａｒｍｉｃｒｏｍｅｔｅｒを装着した

顕微鏡を用いＪＥ部０．１３ＸＯ．１３ｍｎ字

の領域に出現するＭ－ＣＳＦ陽性細
数を計測．単位面積当たりの（／ｍ
のＭ－ＣＳＦ陽性細胞数を算出

ｏｃｕＩａｒｍｉｃｒｏｍｅｔｅｒを装着した

顕微鏡を用いＪＥ直下の結合
組織０．１３ＸＯ．１３ｍｍ初領域
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破 骨 細 胞 数 の 計 測

歯槽骨頂部から１ｍｍの範囲の歯根膜側
骨縁部に沿って出現する硬骨細胞の数
を計測
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ＬＰＳ投与によって接合上皮には投与３時間後に強いＴＮＦ－Ｄ！発現が惹起され，２日後まで
持続する．投与２日後接合上皮におけるＴＮトα発現は接合上皮の基底側から徐々に消失
していた．ＬＰＳ投与７日目にはコントロール群と同程度に回復していた．
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崇ナ慧熟議≦糸
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正常歯肉組織におけるＭ－ＣＳＦとＥＤｌ陽性渉出マクロファージ
ＬＰＳ非刺激ラットの歯肉組織において少数浸潤している好中球はＭ－ＣＳＦ弱陽性を呈して
いる．また，接合上皮直下にはＥＤｌ陽性溶出マクロファージが観察される．
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ＬＰＳ投与後の歯肉組織におけるＭ－ＣＳＦ発現と渉出マクＥ］ファージ

ニ；二＝＿　一二∴＝　二；二二＝．二…三≡＝

Ｍ－ＣＳＦ発現の経時的変化：歯肉部におけるＭ－ＣＳＦ陽性細胞の大部分が好中球である．

†　　　　　■　　　　　－＿－■，●：　・

．－‡．＿・‘．－　　二言・一－∴’－・、．二十　　一二　－
′ノ　　　　ご銀ル）－

．、　　　．・∴－一　　　１１：．ご　　　　　・

－－－１二…∴一一三∴ニ－一二三予二二＿　三≡二≡＝ｌ
ＥＤｌ陽性５参出マクロファージの経時的変化：Ｍ－ＣＳＦ陽性細胞の観察され
る時期に一致して，ＪＥ直下結合組織にはさ参出マクロファージが集族し
てしヽる．

Ｍ－ＣＳＦ陽性細胞数の変化
Ｍ－ＣＳＦ陽性細胞数は，ＬＰＳ投与により増加し．
投与後１，２日目で有意な増加（Ｐく０．００１）の
ピークを示した後，徐々に減少した．

♂♂♂♂♂♂♂♂

ＥＤｌ陽性溶出マクロファージの変化
ＥＤｌ陽性マクｔｊファージはＬＰＳ投与３時間から２
日にかけて有意な一過性の増加を示す．
３時間・１日（Ｐく０．０１）．２日（Ｐく０．０５）

＿１０　＿



器聖廟リガ細胞前駆細胞と考えられる．
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藻巌諒解研鵜瓢※穎濃済㍉絡滋
．－甲　∴－１　２日後　　　　３日後

ＭＣＰ－１陽性反応は歯槽骨骨小高内に存在する骨細胞に観察される．ＬＰＳ投与により骨細胞による
ＭＣＰ－１発現は増強される．また，歯槽骨頂部の骨芽細胞もＭＣＰ－１陽性を示す様になる．
ＬＰＳによるＭＣＰ－１発現は投与後１－２日目がピークで，３日目にはコントロールと同程度に低下し
ている．

喜巨表∃輩は
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鎚講究認諾雪常勤既宗慧鮎蒜証票騒乱昔昔・ＨＣＰ‾１の発現

富慧羞許諾Ｅ讐，．呈ア蒜葺㍍語諾彗旨罠農㌍雪讐㌍羞た認諾１譜
接的に関わると考えられる・

③ＬＰＳ投与によってＪＥ内あるいはＪＥ直下では好中球が増加した・これらの好中球は局所でＨ－
ｃｓＦの強い発現を示し，歯周炎局所で好中球により産生されるＭ－ＣＳＦがマクロファージの局所
への遊走と分化や機能の発現に関与していると考えられた．

④ＪＥ細胞におけるＭＣＰ－１の発現は実験期間を通して観察されず，ＪＥ直下結合組織への溶出マク
ロファージの遊走には直接関わっていないが，巳Ⅰ－１以外のケモカインが関与していると考え
る．

⑤一方，ＨＣＰ－１はＬＰＳ投与後ヨ時間～ヨ日の歯槽骨頂部の骨芽細胞や骨細胞に発現が認められ，
同部に破骨細胞前駆細胞を誘導することにより骨破壊に関与すると推察された・

以上ＬＰＳ投与後の歯周組織では浸潤細胞に加え，ＪＥ細胞をはじめとする組織構成細胞が種
々のマクロファージ走化性因子を産生することにより，ＬＰＳ刺激に続く炎症の成立や組織破壊
に重要な役割を担う可能性が示唆された．

３．各種濃度の頭重好一２投与による辺簸歯周組織破壊について

好中球の炎症巣への浸潤と局所での機能発現に正－ＢをプロトタイプとするＣＸＣ－ケモカイン
が関わることが示されている。げっ歯類では皿－８が存在しないため，同じＣＸＣ－ケモカインに
属するｃｙｔｏｋ血ｅ．血ｄｕ⊂ｅｄｎｅｕｔｍｐｈｉｌ仁ｈｅｍｏａｔｔｒａ仁ｔ己ｎｔＳ（亡肘Ｃ）．ｍａｃｍｐｈａｇｅ ｊｎｆｈｍｍａｔｏｒｙｐｒｏｔｅ血－２

（Ｈ好－２）が好中球走化性因子として注目されている．両ケモカインはＬＰＳやＴ椚－α刺激によっ
ても誘導され，ＬＰＳで惹起したラット肺の炎症モデルにおいて好中球浸潤を引き起こすことが
報告されている．我々は，ラット歯肉漬からＬＰＳを投与することにより，ＪＥ細胞におけるＣ封Ｃ
やＭ好－２の発現が一過性に増強することを明らかにし，ＪＥ細胞から過剰に産生されるこれらの
巳ⅩＣ－ケモカインがＬＰＳによる好中球の遊走や歯周組織破壊に関与する可能性を明らかにした，
そこでここでは，歯肉溝からＨ好一２を直接浸透投与した際の辺縁歯周組織に惹起される組織変化
について，特に好中球浸潤や破骨細胞数を中心に経時的に検討した．

【材料及び方法】

７週齢ウイスター系雄性ラットの両側上顎臼歯部歯肉溝にロ．０５，０５，５，印ｍ軒ｍｌの濃度で生食
づつ
ヨ時間お

該

よびう自後に上頑白歯部を療育ごと醸取し，ＰＬＰ固定液で４℃，８時間固定の後，１０完ＥＤＴ且溶液
中で５日間低温脱灰した．且ＨｅＸ法にてパラフィン包埋後，４且ｍｍ厚のパラフィン切片を作成し

，組織学的に検討した．対照として，未処置の材料も同様に観察した．

水ｌ三海かした合成ラう佃野－２（ＰＥＰＲＯ ＴＥＣＨ ＥＣ ＬＴＤ）溶液をマイクロピペットにて
１０分毎に１時間にわたって投与し，歯肉漬からのＭ好－２の浸透を図った．投与開始

＿１２　－
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【結果】

①Ｍ『－２非投与例：接合上皮内にごく少数の好中球が遊走し，歯根膜側歯槽骨縁にはわずかに
破骨細胞が観察される程度であった．

投与例ではＪＥ直下結合組織の血管拡張が観察され，周囲に好中球
ｍｌ投与例では拡張した血管周囲を中心に好中球数の明ら
存的にＪＥ内およびＪＥ直下結合組織における好中球数が増

加するとともに，５，５０ｍ釘ｍｌ高濃度投与例では，破骨細胞数の増加も観察された

③投与３日後：いずれの濃度でもＪＥ内およびＪＥ直下結合組織に，多琴の好中埠渾狸が琴零され一●　　　■　　■■　■　　＿　Ｌ▲　■　ｔ　　　　　■一　－＿＝二＿　十　■■■■　　■＋＋　ｈ＿■　　　＿＿＿＿　■　　＿⊥　■■　　■＿＿　■■Ｌ　∫　＿■　　■■　＿＿－　＿暮＿　　■＿　　＋　　　∫　　　■　　　＿＿　　　■　Ｊ■一一　■

るようになり，低濃度投与例でも硬骨細胞性骨吸収を示すものが現れた．
の結合組織内にも好中球浸潤巣が拡大し，歯肉膿癌を形成しているもの
例では著明な骨吸収も観察された．

－１ユ　ー

詣栗
与例では深部
．これらの症
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好中球浸潤の経時的変化
ｒＭＩＰ－２は歯肉ｔ接合上皮部における
浸潤好中球数の有意な増加を誘導し
た．＊＊　Ｐく０．０１．＊　Ｐく０．０５

破骨細胞数の経時的変化
高濃度領域のｒＭＩＰ－２は歯根膜側の歯
槽骨縁に沿って有意な破骨細胞増加
を惹起した．＊＊　Ｐく０．０１，＊　Ｐく０．０５

【考察および結論】

Ｍ『－２投与により濃度依存性に好中球浸潤が増加したことから，Ｍ『－２は歯周炎部への好中
球動員に直接関わる有力なケモカインのｔつであると考えられた．高濃度Ｍ『－２投与例では
好中球浸潤巣と離れた歯根膜側歯槽骨縁においても破骨細胞性骨吸収が誘導されたことより，
炎症巣でのＭ『－２の増加が破骨細胞性骨吸収刺激因子の産生に間接的に関わる可能性が示唆
された．よって，歯周炎病巣におけるＣＸＣ－ケモカイン産生の増加は局所への好中球動員に
関わるばかりでなく，続いて起こる歯周組織破壊の誘導に重要な役割を担うと推察され，
ＣＸご－ケモカインをターゲットとした歯周病治療の可能性が示唆された．
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４．Ⅰ甘Ｓ投与後の辺簸歯周組織変化に及ぼす抗Ｍ『一２抗体腹腔内投与の影響

本研究では，ラット歯周組織破壊におけるＭ『－コの役割について種々の検討を加えてきた．
Ⅰ∬Ｓ浸透投与により，接合上皮（ＪＥ）細胞で主にＭ『－２の免疫組織化学的発現が一過性に増強し
歯肉－ＪＥ部での好中球遊走に関与すること．さらに，同様の方法で投与したｒＭ『－２が濃度依存
性に歯肉－ＪＥ部での好中球浸潤を増加させたばかりでなく，好中球浸潤巣と離れた歯槽骨での
破骨細胞性骨吸収を誘導したことから，Ｍ『－コが好中球動員に関わるケモカインの１つであり，
炎症巣でのＭ『－２増加が破骨細胞性骨吸収刺激因子の産生にも関与する可能性を示唆したそこ
で，今回はＣ詔＝－ケモカインをターゲットとしたサイトカイン療法確立のための基礎的実験を
目的として，ラット歯周炎モデルでⅠ∫Ｓが惹起する種々の組織変化に抗Ｍ『－ヨ抗体腹腔内投与
が及ぼす影響について検討した．

【材料及び方法】

７週齢ウイスター系雄性ラットをコ群に分け，抗体投与群，Ⅰ∫Ｓ群とした．抗体投与群には１２

後ヨ時間およびヨ日後に上顎臼歯部を顎骨ごと採取した．３日後群には２４時間毎に同量の抗Ｍ『－
２抗体を追加投与した．一方，Ⅰ∫Ｓ群はⅠ∫Ｓ投与開始後３時間および３日後に組織を採取した．
ＰＬＰ固定－１０囁Ⅱ汀Ａ脱灰後，ＡＭ虹Ⅹ法にてパラフィン包埋，Ｈ－Ｅ標本を作製し，組織学的および
組織計測

ま軌匹の 温討に検毎に間的期学各

Ａｎｔｉ．Ｍｉｐ軸ｕｐ

対照として，未処置の材料も同様に観察した．なお，用いたラット
した．
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好中球数：
抗ＭＩＰ－２抗体腹腔内投与は
ＬＰＳ投与後の歯周組織への
好中球浸潤を有意に抑制し
た（Ｐく０．０５）．

破骨細胞数：
抗ＭＩＰ－２抗体腹腔内投与は
ＬＰＳ投与後３日目の破骨細
胞の増加を有意に抑えた
（Ｐく０．０１）．

【考察および結論】

①抗Ｍ『－２抗体腹腔内投与はⅠ∬Ｓ投与３時間後の好中球の浸潤を有意には抑えることがで
きなかった．我々は，これまでの検討から本モデルでのＭ『－２発現は３時間後から増強し
始め，１－２日でピークに達し，３日目頃まで続くことを免疫組織化学的に明らかにしてい
る．ＬｆＳ投与後ヨ時間での好中球動員にはＭ『－２以外のＣＸＣ－ケモカインが関わるものと推
察される．

②抗Ｍ『－２抗体腹腔内投与はⅠ∫Ｓ投与後３日目の好中球浸潤ばかりでなく破骨細胞数の増
加も有意に抑制した．特異抗体によるＭ『－２の中和は，歯周炎病巣への好中球浸潤の抑
制を介して，炎症巣でのサイトカインネットワ１クに影響を及ぼすことによって硬骨細
胞性骨吸収因子の誘導を抑え，間接的にヨ日後の硬骨細胞の増加を抑制したと考える．

よって，ヒト歯周炎病巣におけるｍ－番などのＣＸＣ－ケモカインの抑制は，局所への好中球
動員を抑えるばかりでなく，続いて起こる歯周組織破壊にも抑制的に働くと推察され，
ＣＸＣ－ケモカインをターゲットとした歯周病治療の可能性が示唆された．
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総括

右図は，このモデルで歯周組織で起こる事象
をまとめた模式図である．
プラーク細菌由来のⅠガＳは直接的に，あるい
はＪＥ直下部に常在している好中球やマクロファ
ージからのサイトカイン産生を介して間接的に
ＪＥ細胞を活性化し，ＪＥ細胞からのＴＮＦ－αやｍ－８
の産生を刺激するとともに，ＪＥ細胞自体の増殖
活性を高めている可能性がある．このようにプ
ラーク細菌に絶えずさらされているＪＥは，物理
的な防御壁としてばかりでなく，サイトカイン
の産生を通して，局所での初期防御反応や炎症
反応の開始に積極的に関わると考えられる．

次に，歯周組織でＪＥ細胞や浸潤細胞などの宿
主細胞から産生された過剰のＴＮＦ－αや江√副ま，
ＪＥ直下結合組織において血管拡張や浮腫などの
変化を惹起するとともに，血管内皮細胞におけ
る虻Ａ随１の発現を誘導し，好中球を局所へ動
員する．その後，好中球はｍ－古の濃度勾配に従
い歯肉溝へと遊走することになる．
さらに，ＴＮＦ－αは，歯肉．歯根膜線維芽細
胞や骨芽細胞におけるＴＮＦ－α産生を高め，歯
根膜組織における破骨細胞性骨吸収や線維芽
細胞によるコラーゲン原線経の貴食などの組
織破壊に関わるものと考えられる．また，Ⅰ∬
Ｓ投与により歯槽骨頂部歯槽骨内に存在する骨
細胞におけるＭＣＰ－１発現が投与後１，２日目
に増強する．ＭＣＰ－１はマクロファージに対す
るケモカインであるとともに破骨細胞前駆細
胞の局所への動員に関わることが報告されて
いる．ｕ唱投与後歯根膜周辺の骨組織で増加
するＭＣト１は歯根膜側骨縁部に出現する破骨細

このようなｉｎ血相での実験結果からＴＮＦ－αやⅡ√
Ｇ井Ｎ下－αやｍ－８の産生
⑤シグナル伝達物

特を生産のンイカト

阻
阻
忙

害，②人型化抗体の開発③アンタゴ
害

受
などを応用することによって，Ⅰ∫Ｓ投与後の局所における南サイ
押える三とができれば歯周炎の発症や急性増悪期への移行を効果

的に阻害することができるものと考える．
特に，Ⅱ√古の抑制はサイトカインネットワークの下流を抑制するために副作用が少ないこと
，血管透過性元進や好中球依存性組織破壊をより効果的に抑制できることから，現在，ＩｆＳ
誘導性皮膚炎や関節炎，敗血症誘導性肺障害などの疾患においてⅡ⊥８をターゲットとした新
しい薬剤の開発とその臨床応用への期待が高まっている，

辺縁性歯周炎は慢性の経過をたどる疾患ではあるが，歯周炎における組織破壊が急性増悪
期に段階的に起こることを考えると，この急性増悪期への移行を抑えることは重要となる．
そこで，本研究ではラットのⅡ√引こ相当するＭ『一三に着目し，ｒＭ『－２投与により歯周組織
にｕ唱投与と同様の変化が生じるかどうかを確認した．さらに，抗Ｍ『－２抗体腹腔内投与が
Ⅰ∬Ｓの惹起する組織破壊を抑制するかどうかについても検討した．
その結果，ラット歯周組織へのｒＭ『－２投与は接合上皮領域における好中球の遊走ばかりで
なく深部歯根膜組織における破骨細胞性骨吸収をも濃度依存的に惹起することが明らかとな
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った．抗ＭＩＰ－２抗体腹腔内投与は抗ＬＰＳ投与後３日目の好中球浸潤ばかりでなく破骨細胞数の

評議芸君島豊㌍謂誌摺
このように，ヒト歯周炎病巣におけるＣＸＣ－ケモカインの抑制は，局所への好中球動員を抑
えるばかりでなく，続いて起こる歯周組織破壊にも抑制的に働くと推察され，ＣＸＣ－ケモカイ
ンをターゲットとした歯周病治療の可能性が示唆された．

鮨県明らかにされた結果は，培養細胞や生化学的な手法を用いある程度示唆されてきている
，しかしながら，本研究のように限りなく他の因子を排除したｉｎｖｉｔｒｏでみられた作用がｉｎｖｉｖｏの組
織において実際にどの様に発揮されているかを実験動物モデルを用い時間を追って総合的に明らか
にした実験は歯周病の発生過程の解明ならびに新しい治療法を確立していくうえで必要不可欠なこ
とであると考える．本研究で得られた成果が基礎的研究と臨床とをつなぐ架け橋ｃ６り，新しい歯周
病の治療方法が開発されることを願ってやまない．

＿　２１　＿




