
はじめに

歯周病は歯周病関連細菌による感染症であるが，歯

周病における歯の喪失を引き起こす歯周組織の破壊は

歯周病関連細菌の感染による慢性炎症によりもたらさ

れ，歯周組織における炎症の遷延化は糖尿病や動脈硬

化性疾患など，他臓器における炎症性疾患の病態形成

に影響を及ぼすことが注目されている。好中球の新た

な機能である Neutrophil extracellular traps（NETs）

は，自然免疫における感染防御機構である一方，炎症性

疾患や自己免疫疾患などさまざまな病態を増悪させる

ことが示唆されている。しかしながら，歯周病の病態

形成における NETs の機能的役割については十分に明

らかにされていない。本稿では，歯周病関連細菌であ

る Fusobacterium nucleatum感染による好中球からの

NETs 産生の意義について，われわれの知見を概説し

たい。

1．NETsによる炎症反応の誘導

自然免疫系において，好中球は粘膜組織における感

染防御の最前線を担う免疫担当細胞であり，病原体の

刺激に応じて貪食，脱顆粒やサイトカイン産生を行う

ことで感染防御を担う。2004 年，好中球の新たな感染

防御機構として NETs が発見された
1)
。好中球は，細

菌，真菌やウイルスなど病原微生物の刺激に応じ，網目

状の構造物である NETs を放出し，NETs で病原体を

捕獲して破壊する。真菌感染において，好中球は小型

の酵母形真菌に対しては貪食を行うのに対して，貪食

が不可能な大型の菌糸形真菌に対しては NETs を産生

することから，好中球による NETs 産生は，貪食で対

処できない感染に対応する免疫応答と捉えられる
2)
。

NETs を放出した好中球は，細胞の生存に必要なDNA

を放出することで apoptosis や necrosis とは異なる細

胞死形態である NETosis に至る。好中球の NETosis

誘導は，細胞死を伴う suicidal NETosis と細胞が生存

し機能を保持した状態でNETs 放出を行う vital NETo-

sis の 2 つのメカニズムが明らかにされている
3)
。Suici-

dal NETosis は，phorbol 12-myristate 13-acetate

（PMA），コレステロール結晶や自己抗体などの刺激に

より，数時間で誘導される。刺激後，NADPH オキシ

ダーゼ活性化により産生された活性酸素種（reactive

oxygen species：ROS）は，peptidylarginine deiminase

4（PAD4）活性化を誘導する。PAD4 はヒストンをシ

トルリン化することでクロマチンが脱凝縮し，好中球

エラスターゼやミエロペルオキシダーゼによる核膜や

細胞膜の崩壊に伴いクロマチンが細胞質に移行するこ

とでクロマチンに顆粒および細胞質タンパク質が結合

し，NETs として細胞外に放出される。一方，vital

NETosis は，黄色ブドウ球菌や大腸菌の感染もしくは

菌体成分の刺激により，補体受容体，Toll-like recep-

tor（TLR）2や TLR4 を介して，数十分と短時間で誘導

される。Vital NETosis 誘導は ROS非依存的で核膜や

細胞膜構造は保持され，NETs 放出後も細胞は生存す

る。NETs はクロマチン線維から成る網状構造物に，

ヒストン，好中球プロテアーゼ，ミエロペルオキシダー

ゼ，抗菌ペプチドや炎症性サイトカインなどが結合し

ており，これらの分子により NETs に捕捉された病原

体は破壊される。NETs は感染防御に重要な役割を担

う一方，過剰なNETs 産生や慢性的なNETs の刺激は，

動脈硬化性疾患，関節リウマチや全身性エリテマトー

デスなど炎症性疾患の病態増悪や，糖尿病における創

傷治癒の遅延にかかわることが明らかにされてい

る
2,4〜7)
。

2．歯周病と NETs

歯周病の病態形成において，歯と歯肉の境界部であ

る歯周ポケットの歯肉上皮バリアは，歯周病関連細菌

に対する感染防御の最前線を担う。歯周ポケット内は

グラム陰性偏性嫌気性菌を中心とする歯周病関連細菌

が常在し温床となっており，それに応じて免疫担当細

胞が集積することで炎症が遷延化し，歯肉上皮バリア

は破綻する。歯周病患者の歯周ポケットでは，集積す

る免疫担当細胞の 80〜95％が好中球であり，老齢マウ

スを用いた解析から歯周ポケット内への好中球の浸潤
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は加齢に伴い増加することが明らかにされている
8)
。免

疫組織染色の研究結果から，慢性歯周炎患者の歯肉上

皮組織にはNETs が局在すること
9)
，好中球を歯周病関

連細菌の一種である Porphyromonas gingivalis，Ag-

gregatibacter actinomycetemcomitans や F. nucleatum

で刺激すると NETs 産生が誘導されることが示されて

いる
10)
。NETs を産生することができない好中球プロ

テアーゼのカテプシン C 遺伝子異常を伴う Papillon-

Lefévre 症候群では重度歯周炎の罹患リスクが高いこ

とから
11)
，好中球は歯周病関連細菌に対する感染防御に

重要な役割を担うことが示唆される。しかしながら，

好中球の過剰な活性化は慢性炎症を引き起こし，NETs

が歯周病の病態増悪にかかわる可能性が考えられる。

そこでわれわれは，歯周病関連細菌による NETs 産生

および NETs が歯周病の病態形成に及ぼす影響につい

て検討した。

3．F.nucleatumによるNETs依存性MIF産

生誘導ならびに NETsによる炎症の誘導

歯周病関連細菌の一種であるグラム陰性偏性嫌気性

桿菌 F. nucleatumは，う蝕の原因菌であるミュータン

スレンサ球菌群や歯周病関連細菌と強い共凝集能を有

しており，歯周組織のバイオフィルムであるデンタル

プラークの形成にかかわる。そこで，F. nucleatum感

染によるヒト好中球からのNETs 産生と同 NETs によ

る炎症反応の誘導について，ヒト前骨髄球細胞株 HL-

60 を all-trans retinoic acid 処理で分化誘導した好中球

様細胞を供試し検討した。同好中球を F. nucleatumで

感染 4 時間後に透過型電子顕微鏡で観察すると，細胞

から網状構造物が放出され，F. nucleatumが捕捉され

ていることが観察された。この構造物は細胞膜非透過

性DNA染色試薬の SYTOX Green で染色され，DNase

I処理で分解されたことから，同構造物はNETs である

ことが明らかとなった。次に F. nucleatum感染後の好

中球を DNase Iで処理して抽出した NET 分画におけ

るシトルリン化ヒストン H3 発現をウェスタンブロッ

ト法で解析した結果，F. nucleatum感染により産生さ

れた NET 分画には，著明なシトルリン化ヒストン H3

発現が認められた。また，Transwellフィルターを用い

た実験結果から，好中球からの NETs 産生には細胞と

細菌の直接的な接触が必要であり，NETs 産生の誘導

には多量の細菌が必要であったことから，NETs は重

度歯周炎の病態形成にかかわる可能性が示唆された。

そこで，F. nucleatum感染により好中球から産生され

た NETs に含まれる各種サイトカインなどの発現につ

いて，メンブレンアレイ法で網羅的に解析した結果，F.

nucleatum誘導性NETs には，好中球エラスターゼ，ミ

エロペルオキシダーゼ，抗菌ペプチド LL-37，IL-8や

MCP-1 などのケモカインに加え，マクロファージ遊走

阻止因子（macrophage migration inhibitory factor：

MIF）が著明に発現することが明らかとなった。また，

歯周病は複数の歯周病関連細菌による混合感染である

ことから，他種の歯周病関連細菌の感染によるNET分

画のMIF産生について検討したところ，他の歯周病関

連細菌感染も同様にNETs 産生を誘導するが，同 NET

分画における MIF産生量は F. nucleatumが最も高い

レベルであった。MIFは，好中球を始め T細胞，B細

胞，樹状細胞，マクロファージやマスト細胞など多様な

免疫担当細胞から産生され，TNF-a，IFN-gや IL-1b

を始めとする多様な炎症性サイトカイン産生を惹起し，

炎症のマスターレギュレーターとして機能する
12)
。ま

た，MIFはアテローム性動脈硬化症，関節リウマチや

炎症性腸疾患など炎症性疾患の病態を増悪させること

が注目されており，MIFが新たな治療薬のターゲット

と捉えられている
13)
。F. nucleatum感染細胞のNET分

画および培養上清における MIF産生を測定したとこ

ろ，興味深いことに F. nucleatum による MIF 産生は

NET 分画にのみ認められ，培養上清にMIF産生は検

出されなかった。それに対して，F. nucleatum感染に

よる IL-8産生は，NET 分画ならびに培養上清の双方

で検出され，免疫蛍光染色の結果からMIFはNETs と

共局在することが確認された。以上の結果から，歯周

病関連細菌の感染により産生された NETs には MIF

が著明に結合することが明らかとなった。

次に，F. nucleatum誘導 NETs による炎症反応の誘

導について，血管内皮細胞を介する細胞遊走作用

（transmigration）について検討した。Transwellフィ

ルター上に培養したヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HU-

VEC）を F. nucleatum 感染好中球から抽出した NET

分画で刺激後，フィルター下部に IL-8 含有培地を添加

し，フィルター上部に好中球を添加することで HU-

VECを介してフィルター下部へ transmigration した好

中球数を測定した。その結果，HUVEC を F. nuclea-

tum感染 NET 分画で刺激すると，好中球の transmi-

gration が著明に亢進した。一方，動脈硬化症において

コレステロール結晶の刺激で好中球から放出された

NETs は，マクロファージを刺激しマクロファージの

泡沫細胞への形成を促進させることで病態増悪にかか

わる
6)
。そこで，低密度リポタンパク質（low density

lipoprotein：LDL）によるマクロファージの泡沫細胞へ

の形成における F. nucleatum感染NETs に影響につい

て検討した。マクロファージを F. nucleatum 感染

NETs で刺激すると，LDLによる泡沫細胞への形成が

促進されマクロファージからの IL-6産生が著明に亢進

した。以上の結果から，歯周病関連細菌の感染により

好中球から産生された NETs は炎症反応を亢進させ，

好中球の遊走促進や泡沫細胞の形成促進の誘導にかか

わることが示唆された（図 1）。
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おわりに

歯周病関連細菌である F. nucleatum感染により好中

球から産生されるNETs にはMIFが高発現し，NETs

は泡沫細胞の形成促進や好中球の遊走促進を誘導する

ことで炎症反応を亢進させることを示した。歯周病に

おける NETs 産生は，歯周組織における炎症の遷延化

や他臓器の炎症性疾患の病態形成にかかわる可能性が

あり，今後さらなる検討が必要と考えられる。
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図 1 歯周病関連細菌により好中球から産生された

NETsによる炎症反応の誘導




