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論 文 題 目

歯周病で産生される細胞走化性因子の破骨細胞に及ぼす影響

論文内容の要旨

[目 的]

歯周病は,骨吸収を伴う局所慢性炎症性疾患である。破骨細胞は生体内で唯一骨吸収

能を持ち歯周病における骨吸収の中心的役割を果たす。破骨細胞の機能の解明は分化,融

合,骨吸収能に関する領域で検討が進んでおり,ま た近年,炎症性細胞,骨芽細胞,破骨細

胞が放出する細胞走化性因子,及び補体系の活動が歯周病の進行に深くかかわつている

ことを示唆する報告が数多くなされている。しかし,それら細胞走化性因子,補体と破骨

細胞に関する研究は分化融合,骨吸収能に対する評価が主であり,走化性に関する研究は

ボイデンチャンバー法に代表される膜透過性試験での評価を除き十分には解明されてい

ない。しかし,膜透過性試験による走化性の評価は走化した細胞の割合のみを評価するも

のであり,種々の問題がある。本研究の目的は歯周病変に産生される細胞走化性因子,及

びそのインヒビターが破骨細胞に与える影響を,EZ―TAXIScanTM並びに象牙切片吸収嵩形

成試験によつて測定し検討することである.

I材料及び方法]

(1)EZ‐ TAXIScanTMに よる細胞走化性試験

SD Rat骨髄由来細胞をUpCen(φ 40mm)上に 1× 106cenS/wenの 細胞濃度で播種

した。培地は 10%FBS,RANKL,M‐ CSュ ペニシリン‐ス トレプ トマイシン含有α
‐MEM培 地を使用 した。3日 間又は 6日 間培養 した後,培地を 0。 1%BSA含有

RPM11640培地に交換し,細胞濃度を 2× 106cenS/mlに 調整して回収した。I型 コ

ラーゲンコーティングカバースリップをセットした EZ‐TAXIScanTMに細胞浮遊液

を lμ lずつ各ウェルに注入し1時間静置した。3 days培養群ではテラス深さ6 μm,6

days培養群ではテラス深さ8 μⅢのチップを使用した。走化性因子はMCP‐ 1,MIP‐ 1

α,RANTES,SDF‐ lα ,C5aをそれぞれ lμ Mか ら lnM(C5aのみ 10μ Mも使用)

までの濃度で使用し,各実験ごとに 1チャネルはネガティブコントロール鰊 C)と し

て走化性因子を注入せず遊走性を観察した。走化性因子を注入したのち直ちに 2時
間細胞の走化性反応を撮影 した。撮影した映像は ImageJに取り込み,走化性速度 ,

直進性,走化性を示す細胞の割合を定量的に算出し比較検討した.



(2)C5a lnhibitory Sequence(H‐8135)に よるC5a阻害試験

EZ‐TAXIScanTMに注入した破骨細胞に H‐ 8135 1μ MからlnMま での濃度をそれ

ぞれ注入し1時間プレインキュベー トした.ま た H‐8135を溶解させるのに使用した

TFAの影響を調べるために O.0001%TFA添 加による走化性試験も行つた。その後 3

day培養群では C5alμ M,6 days培養群では C5a100nMで走化性試験を行った。

(3)象牙切片 Pit Formadon Assay

φ6mmの象牙切片を 96ウ ェルプレー トにセットし,SD Rat骨髄由来細胞を 6×

105cenS/mlに調整し100μ 1/wenずつ各ウェルに細胞浮遊液を注入した。24時間培養

後培地をC5a100nM,H‐ 8135 1μ Mか らlnM添加培地と交換し14日 間培養した。培

養終了後象牙切片を回収しマイヤーのヘマ トキシリン液で染色し象牙切片上の吸収

衛の面積を測定した。また(2)と 同様に0.0001%TFA添加による試験も行った。

[結果]

(1)EZ‐TAXIScanに よる細胞走化性試験

・ 各細胞走化性因子は濃度依存的に破骨細胞の走化性反応を惹起させた。

・ C5aは他の細胞走化性因子と比較して 3 days培養群,6days培養群共に走化速度 ,

直進性,走化性細胞の割合の点において有意に強力に走化性反応を惹起した。

(2)C5a lnhibitory Sequence(H‐8135)に よるC5a阻害試験
0  3 days培養群では H‐8135 1μ Mが C5alμ M,H‐8135 1nM,C5a tt TFAと Lヒ較

して有意に低い走化速度を示した。また,H‐8135 100nM,10nMと 比較して有意

に低い直進性を示した.

0   6 days培養群では H‐81351μ 1/1カ C`5a100nM,H‐8135 1nM,C5a+TFAと ルヒ

較して有意に低い走化速度を示した。

(3)象牙切片Pit Formation Assayで は H・8135 1μ Mが C5a100nM,C5a+TFAと 比較

して有意に低い値を示した。

[考察]

′ β壺ノ7a五sは Arg特異的プロテアーゼであるgingipainを産生しC5aを新生させる

ことが報告されている.6 days培養群では 100nMでの走化速度が最も高かったが,C5a
10nM～ 100nMの存在は好中球の免疫活性を阻害することが報告されている。以上の事か

らC5aは ′タ ノVa五sに よつて歯周病変組織で増加し免疫応答の抑制,破骨細胞の走化性

の克進を通じて歯周病の進行に非常に重要な役割を果たすと考えられる.

また H‐8135は C5aの活性を有意に阻害することからアンタゴニス ト歯周病治療薬とし

て有効な選択肢の一つとなる可能性が示唆された。

[結論]

平均走化速度,直進性,走化性を示す細胞の割合のいずれにおいても 3 days培養群,6
days培養群共にC5aが最も強力に破骨細胞の走化性を惹起させた.ま た,C5a阻害作用の

あるC5a lnhibitory Sequenceを作用させることで濃度依存的に破骨細胞の走化性,骨吸

収能を抑制した。以上の結果から歯周病における歯槽骨の吸収において C5aが非常に重要

な役割を果たすこと,及び C5a阻害薬が歯周病による骨吸収阻害剤として有効である可能

性を持つていることが示唆された。
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