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緒言 

歯周病は，口腔内の細菌バイオフィルム感染が原因となって発症する炎症性疾患で

ある 1)。歯周病原細菌としては，Porphyromonas gingivalis を代表とするグラム陰性嫌

気性細菌が挙げられ，これら口腔内の細菌感染に対して宿主の免疫反応が過剰に反応

すると，歯槽骨吸収などの組織破壊が進行する 2)。現行の歯周病治療は，歯周病原細

菌の感染に対するスケーリングやルートプレーニングを中心とした細菌性バイオフ

ィルムの機械的除去が中心であり，炎症反応に関しては宿主に依存している。そのた

め，組織破壊をもたらす炎症反応そのものに対する新たな治療アプローチが求められ

ている 3)。 

細菌感染が進行すると，まず好中球が歯肉溝に遊走し 4），次いでマクロファージ，

樹状細胞，および T 細胞などの免疫細胞 5）が結合組織に浸潤する。これらの免疫細胞

は，腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor：TNF）-，インターロイキン（interleukin：

IL）-1，IL-6，および IL-17 などの多様な炎症性サイトカインを産生する 6）。IL-6 は，

免疫細胞や線維芽細胞など多様な細胞から産生される炎症性サイトカインの一つで

ある 7）。IL-6 の作用として，樹状細胞の増殖・分化作用 8）と receptor activator for nuclear 

factor-kappa B ligand（RANKL）発現誘導性の破骨細胞分化作用 9）を有することが知ら

れている。また，口腔細菌の感染によって歯根膜線維芽細胞から分泌される IL-6 は T 
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helper 17（Th17）細胞の分化を促進する。そして，Th17 細胞から分泌された IL-17 は

好中球の遊走を促進するとともに，骨芽細胞および歯根膜細胞における RANKL 発現

を誘導し，強力な骨吸収作用を示すことが明らかとなっている 10)。したがって，IL-6

の作用を制御することによって，歯周炎症による組織破壊を制御することが可能にな

ると考えられる。しかし，現在の歯周病治療において，これら生体の炎症反応に対す

るアプローチはなされていない。一方で，TNF-や IL-6 誘導性の組織破壊 11, 12)は，歯

周病だけではなく関節リウマチの進行にも深く関与しており，TNF-や IL-6 を標的と

した分子標的薬（抗体医薬）がすでに上市され，従来的な抗リウマチ薬であるメトト

レキサートを上回る効果をあげている 13, 14)。しかし，これら分子標的薬は炎症性サイ

トカインの作用を遮断し，宿主の免疫応答を強力に抑制するため，易感染状態に陥る

という反作用に十分注意した対応が必要である。そのため，宿主の免疫反応に関わる

TNF-や IL-6 等の炎症性サイトカインの作用を完全に遮断するのではなく，緩徐に炎

症性サイトカインの作用を抑制することができれば，炎症性骨破壊を主病態とする関

節リウマチや歯周病の新たな治療に応用できると考えられる。 

自然界に存在する天然化合物の中から，分子標的薬とは異なる作用機序で，TNF-

や IL-6 の作用を抑制し，抗炎症効果を期待できる化合物として(+)-terrein（図 1）に着

眼した。(+)-terrein は真菌 Aspergillus terreus から二次代謝産物として分離された分子



 4 

量 154.16 の低分子化合物である 15)。天然物の(+)-terrein はこれまでに，バイオフィル

ム形成抑制効果 16)，前立腺癌細胞におけるアンジオゲニン分泌抑制効果 17)，および歯

髄炎症の抑制効果 18)など多彩な生物学的効果を有することが報告されている。また，

我々の研究グループは (+)-terrein と同様の構造を有する化合物を有機化学的に合成

する経路を確立した 15)。さらに，この有機化学的に合成した(+)-terrein は，IL-6 その

ものではなく，ヒト歯肉線維芽細胞における IL-6 誘導性の血管内皮細胞増殖因子

（vascular endothelial growth factor：VEGF）分泌の抑制効果 19)，ヤヌスキナーゼ（Janus 

activated kinase：JAK）1 のリン酸化阻害による IL-6 誘導性マクロファージコロニー刺

激因子（macrophage colony stimulating factor：M-CSF）分泌の抑制効果 20)，および破骨

細胞分化に必須である転写因子 nuclear factor of activated T cell c1（NFATc1）発現の抑

制による RANKL 誘導性破骨細胞分化の抑制効果 21)を有することを明らかにした。以

上の in vitro の知見から，(+)-terrein の IL-6 誘導性の炎症抑制効果と，破骨細胞分化の

抑制効果を歯周炎症組織において効果的に作用させることができれば，歯周組織にお

ける炎症性骨吸収を抑制できると仮定した。しかし，(+)-terrein の in vivo における抗

炎症効果と骨吸収抑制効果は未だ不明である。 

本研究では，(+)-terrein の in vivo における炎症性骨吸収抑制効果を検討するため，

絹糸結紮歯周炎マウスモデルを用い，抗炎症効果，骨吸収抑制効果，および生体安全
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性について検討した。 

  



 6 

材料と方法 

1．試薬 

(+)-terrein は Mandai ら 19)の方法に従って L-酒石酸から合成したものを，岡山大学

大学院自然科学研究科合成プロセス化学研究室の菅誠治教授，萬代大樹助教（現岐阜

医療科学大学保健科学部臨床検査学科講師）から恵与を受け，リン酸緩衝生理食塩液

（phosphate-buffered saline：PBS，pH 7.2，Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）

で希釈し，用いた。 

 

2．絹糸結紮歯周炎マウスモデルの作製（図 2） 

10 週齢の C57BL/6 野生型雌性マウス（日本クレア株式会社，東京，日本）を使用

し，Abe ら 22)の方法を一部改変して歯周炎マウスモデルを作製した。すなわち，マウ

スに全身麻酔を行った後，上顎左側第二臼歯歯頸部に 6-0 絹糸を結紮した。さらに，

歯周病原細菌である Porphyromonas gingivalis W83 株を 37 ℃で嫌気培養し，OD 600 = 

0.8（1.0×108 CFU/mL）に調整した菌液 200 L を絹糸に浸透させ，歯周組織に炎症を

誘導した。歯周炎マウスは，歯周炎誘導 7 日後に(+)-terrein の抗炎症効果を観察する 2

群と，14 日後に(+)-terrein の骨吸収抑制効果と生体安全性を観察する 2 群に振り分け

た。すなわち，歯周炎誘導 7 日後に(+)-terrein の抗炎症効果を観察する群は，① PBS
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投与群と② (+)-terrein（30 mg/kg）投与群の 2 群に分け，絹糸結紮 1 日後に菌液を浸

透させ，3 日後と 5 日後に腹腔内投与を行い，7 日後に CO2ガスを用いて安楽死させ

た。さらに，絹糸の結紮と菌液の浸透を行わない非歯周炎マウスを歯周炎マウスの陰

性コントロールとし，③ PBS 投与群と④ (+)-terrein（30 mg/kg）投与群の 2 群に分け，

実験開始 3 日後と 5 日後に腹腔内投与を行い，7 日後に同様に安楽死させた。歯周炎

誘導 14 日後に(+)-terrein の骨吸収抑制効果と生体安全性を観察する群は，⑤ PBS 投

与群と⑥ (+)-terrein（30 mg/kg）投与群の 2 群に分け，絹糸結紮 1 日後と 7 日後に菌

液を浸透させ，3，5，10，および 12 日後に腹腔内投与を行い，14 日後に同様に安楽

死させた。さらに，非歯周炎マウスを⑦ PBS 投与群と⑧ (+)-terrein 投与群の 2 群に

分け，実験開始 3，5，10，および 12 日後に腹腔内投与を行い，14 日後に同様に安楽

死させた。①と②の各群にはマウス 20 匹を使用し，その中の 4 匹は上顎骨と血液の

採取に用い，残りの 16 匹は歯肉の採取に用いた。③，④，⑤，および⑥の各群には

マウス 4 匹を使用し，上顎骨と血液の採取に用いた。⑦と⑧の各群にはマウス 4 匹を

使用し，上顎骨と血液に加えて，肝臓と腎臓の採取に用いた。全ての動物実験は，岡

山大学動物実験委員会承認（OKU−2018748）の下で実施し，SPF 環境下で飼育を行い，

実験期間中にマウスが死亡した場合は，実験結果から除外を行った。 
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3．micro-computed tomography（マイクロ CT）による画像解析 

歯槽骨吸収を観察するために，前項の各群のマウスから採取した上顎骨を，動物用

マイクロ CT 撮影装置（Skyscan：Bruker，Kontich，Belgium）を用いて 4.5 m のスラ

イス幅で撮影し，付属の解析ソフトウェア（再構成ソフト，NRecon：Bruker）を用い

て再構成した。画像処理ソフトウェア Image J（National Institutes of Health，Bethesda，

MD，USA）を用いて，Park ら 23)の方法を参考に，上顎左側第二臼歯の近心頰側根を

含む 10 枚の矢状断画像において，近心のセメントエナメル境から歯槽骨頂までの距

離を計測し，歯槽骨吸収量を定量した（図 3）。 

 

4．組織学的解析 

①，②，③，および④の各群から採取した上顎骨を 4 %パラホルムアルデヒド溶液

（pH 7.4：和光純薬，大阪，日本）で 1 日間の組織固定を行った。脱灰のためエチレ

ンジアミン四酢酸二ナトリウム（10 % EDTA 2Na 溶液，pH 7.0，武藤化学株式会社，

東京，日本）に 10 日間浸漬し，エタノール系列で脱水後にパラフィン包埋してブロ

ックを作製し，4.5 m 間隔で薄切を行い，パラフィン切片を作製した。その後，以下

の染色方法を用いて病理組織学的解析を行った。 

（1）ヘマトキシリン・エオジン（Hematoxylin-Eosin：HE）染色 
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作製したパラフィン切片を，通法に従って HE 染色を行った後，カバーガラスと

Mount-Quick（大道産業株式会社，東京，日本）を用いて封入した。その後，光学顕微

鏡下（BX−50：オリンパス，大阪，日本）にて組織像を観察した。 

（2）酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ（tartrate-resistant acid phosphatase：TRAP）染

色 

作製したパラフィン切片を，通法に従って TRAP 染色液（コスモ・バイオ株式会社，

東京，日本）を用いて染色を行った後，カバーガラスと Mount-Quick Aqueous（大道産

業株式会社，東京，日本）を用いて封入した。その後，光学顕微鏡下にて組織像を観

察した。上顎左側第一臼歯遠心頰側根と上顎左側第二臼歯近心頰側根間の歯槽骨表層

に接した状態で存在し，かつ 3 核以上を有する TRAP 陽性細胞を破骨細胞として，そ

の細胞数を計測した。なお，各マウスから作製した切片を 1 匹につき無作為に 2 枚ず

つ選択し，各群 3 匹計 6 枚の切片から破骨細胞数を計測した。 

（3）免疫組織化学（immunohistochemistry：IHC）染色 

作製したパラフィン切片を，脱パラフィンと再水和を行い，アビジンビオチンペル

オキシダーゼシステムを使用し，VECTASTAIN Elite ABC Rat kit（Vector Laboratories，

Burlingame，CA，USA）を用いて IHC 染色を行った。組織切片は，0.3 %過酸化水素

メタノール溶液に室温で 30 分間浸漬し，内因性ペルオキシダーゼ活性を除去し，ト
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リプシン（Thermo Fisher Scientific）で 15 分間処理して抗原賦活化を行った。正常ウ

サギ血清により 15 分間ブロッキングした後，一次抗体を添加し，4 ˚C で一晩反応さ

せた。一次抗体は，末梢好中球と単球のマーカータンパク質に特異的な抗体である抗

Ly-6g，6c 抗体（Rat-poly；BD Biosciences Pharmingen，San Diego，CA，USA）を 100

倍に PBS で希釈して使用した。PBS で洗浄し，ウサギ抗ラットビオチン標識二次抗

体を PBS で 200 倍に希釈して添加し，25 ˚C，30 分反応させた。アビジンービオチン

標識酵素複合体を添加し，30 分反応させた後，0.01 % 3,3’-diaminobenzidine（DAB；

ナカライテスク株式会社，京都，日本）を添加して発色させた。最後に，Mayer’s 

Hematoxylin（和光純薬）により細胞核を対比染色し，カバーガラスと Mount-Quick を

用いて封入後に観察を行い，陽性細胞を好中球として計測した。 

 

5．歯周組織における炎症性骨吸収関連遺伝子の解析 

①と②の各群から上顎左側第二臼歯の口蓋側歯肉を採取し，全 RNA を抽出した。

そして RNA を安定化するために，直ちに RNAlater（QIAGEN，Hilden，Germany）に

浸漬した。その後，１日以内に，RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN）を用いて，RNA を

抽出した。抽出した RNA の純度と濃度を Nano Drop 2000（Thermo Fisher Scientific）

を用いて測定し，A260/A280 の値が 1.8 以上であることを確認後，RNA 濃度が 3~5 
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g/mL となるように希釈した。 

（a） 逆転写反応：抽出した RNA を鋳型とし，cDNA 合成反応試薬である Super Script 

Ⅳ VIRO Master Mix（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）を用いて，逆転写反応

を行った。すなわち，RNA 濃度を調整した溶液 16 L と Super Script Ⅳ VIRO 

Master Mix 4 L を混合し，25 ℃で 10 分間熱処理を行って，オリゴ dT プライ

マーをアニーリングした。そして，50 ℃で 10分間の逆転写反応を行い，cDNA

を合成した。その後，85 ℃で 5 分間の熱処理を行い，逆転写酵素を不活化し

た。 

（b） リアルタイム RT-PCR（real time reverse transcription-polymerase chain reaction）：

歯周組織において炎症性骨吸収に関連が深い， IL-17A，TNF-，および

osteoprotegerin（OPG）の遺伝子発現を解析した。なお，グリセルアルデヒド-3-

リン酸デヒドロゲナーゼ（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase：GAPDH）

遺伝子 24)，IL-17A25)，TNF-)，および OPG26) の増幅には既報に基づいて，プ

ライマー配列を設計し（表 1），合成したものを用いた。合成した cDNA 溶液 2 

L を，1 M に調製した PCR プライマー各 0.5 L，POWER SYBER Green Master 

Mix（Thermo Fisher Scientific）10 L，および RNase-free water 7 L と混合し，

7300 Real-time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて，95 ℃で 15 秒
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の熱変性ならびに 60 ℃で 1 分のアニーリングと伸長反応を 50 サイクル行っ

た。この反応によって産生された PCR 産物が発する蛍光量を，SDS vLX with 

RQ Software（Thermo Fisher Scientific）を用い計測した。なお，RNA 発現量は，

GAPDH を内在性コントロールとして，比較 Ct 法 27)にて定量を行った。なお，

同個体の絹糸を結紮しなかった反対側（右側）に対する，結紮側（左側）の相

対発現比を求め，遺伝子発現量を算出した。結紮側において遺伝子発現量が 0.5

以下および 10 以上を示した場合は，外れ値として除外した。 

 

5．血清中炎症性サイトカインの解析 

①，②，③，および④の各群のマウスの心臓から新鮮血液を採取し，4 ℃で 875.17 

x g にて 15 分間遠心分離を行い，血清を採取した。歯周炎症組織において産生が亢進

する炎症性サイトカイン TNF-と IL-6 について，enzyme-linked immunosorbent assay

（ELISA）法を用いて血清中の炎症性サイトカインの解析を行った。ELISA MAX 

Deluxe（BioLegend，San Diego，CA，USA）を用い，マイクロプレート上の各ウェル

に，特異的な捕捉抗体を，2 ˚C，16 時間反応させた。PBS with Tween 20（PBS-T：和

光純薬）で 4 回洗浄後，非特異的反応を防止するために，ブロッキングバッファーを

加え，室温で 1 時間ブロッキングを行った。その後，PBS-T で 4 回洗浄後に，採取し
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た血清を PBS で 10 倍に希釈し，4.4，15.6，62.5，250，および 1,000 pg/mL に希釈し

たスタンダードとともに室温で 2 時間反応させた。そして，PBS-T で 4 回洗浄後に，

ビオチン標識された検出抗体を室温で 1 時間反応させた。さらに，シグナル増幅を目

的として，PBS-T で 4 回洗浄後にストレプトアビジンを室温で 30 分間反応させた。

そして，PBS-T で 5 回洗浄後に，発色基質を室温で 15 分間反応させ，発色させた。

発色反応の停止のため，2 N の硫酸を 100 L 添加し，マイクロプレートリーダーSH-

1000 Lab（コロナ電気，ひたちなか，日本）を用いて 450 nm の波長における吸光度を

測定した。すべての試験は一個体につき 2 ウェルを用いて行い，血清中 TNF-と IL-

6 の濃度を定量し，検出限界以下の結果については，濃度を 0 とした。 

 

6．(+)-terrein の生体安全性の解析 

⑦と⑧の各群のマウス（平均体重 26.6±1.5 g）を用い，(+)-terrein の生体安全性に

ついて検討した。投与期間中は 7 日間ごとに体重の測定を行い，投与開始後 14 日後

に，CO2 ガスによって安楽死させ，薬物代謝の主要臓器である腎臓と肝臓を摘出し，

4 %パラホルムアルデヒド溶液（pH 7.4）で 1 日間の組織固定を行った。組織固定後

に，エタノール系列で脱水した。パラフィン包埋してブロックを作製後，4.5 m 間隔

で薄切し，パラフィン切片を作製した。その後 HE 染色を用いて，肝臓および腎臓の
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組織学的変化について観察した。 

 

7．統計解析 

Shapiro-Wilk test を用いて得られたデータについて正規性を有することを確認し，

one-way analysis of variance（one-way ANOVA）を用いて多重比較検定を行った。さら

に Tukey-Kramer test を用いて群間比較を行った。2 群間の差の検定は， Student’s t-test

を用いて群間比較を行った。各々の統計処理には，統計解析ソフト GraphPad Prism8

（GraphPad Software Inc.，San Diego，CA，USA）を用い，p 値が 0.05 未満の場合を有

意差ありと判定した。  
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結果 

1．マイクロ CT による歯槽骨吸収の評価 

PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスに対して，歯槽

骨吸収が有意に亢進し，絹糸の結紮による歯周炎の誘導が確認された（p<0.001，図 4 

a，b）。また，PBS を投与した非歯周炎マウスは，(+)-terrein を投与した非歯周炎マウ

スに対して，歯槽骨吸収に統計学的に有意差はみられず，(+)-terrein が健常な歯槽骨

に影響がないことを確認した（図 4 a，b）。(+)-terrein を投与した歯周炎マウスは，PBS

を投与した歯周炎マウスに対して，絹糸結紮 7 日後と 14 日後の歯槽骨吸収が有意に

抑制された（それぞれ p<0.001，p=0.005，図 4 a，b）。 

 

2．好中球の浸潤と破骨細胞発現の評価 

HE 染色において，PBS を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎

マウスともに，歯周組織に炎症像は観察されなかった（図 5 a）。PBS を投与した歯周

炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスに対して，結紮糸による上皮の陥凹，

上皮下組織の炎症性細胞浸潤，および歯槽骨吸収が観察された（図 5 a）。(+)-terrein を

投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，上皮下組織の炎

症性細胞浸潤，および歯槽骨吸収が抑制されていた（図 5 a）。IHC 染色において，PBS
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を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスともに，好中球は

観察されなかった（図 5 a）。PBS を投与した歯周炎マウスでは好中球の浸潤がみられ

た（図 5 a）。(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウス

に対して，好中球の浸潤が減少した（図 5 a）。TRAP 染色において，PBS を投与した

非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスともに，破骨細胞は観察され

なかった（図 5 a，b）。PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎

マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスに対して，破骨細胞数が有意に増加し

た（ともに p<0.001，図 5 a，b）。(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投

与した歯周炎マウスに対して，破骨細胞数が有意に減少した（p=0.04，図 5 a，b）。 

 

3．歯周炎誘導から 7 日後の歯周組織中の炎症性骨吸収関連遺伝子の評価 

PBS を投与したマウスにおいて，歯周炎誘導部（結紮側）では，歯周炎未誘導部（非

結紮側）に対して，TNF- mRNA の発現が有意に上昇した（p=0.01，図 6 a）。また，

(+)-terrein を投与したマウスでは，PBS を投与したマウスに対して，歯周炎誘導部に

おける TNF- mRNA の発現が有意に減少した（p=0.005，図 6 a）。PBS を投与したマ

ウスにおいて，歯周炎誘導部では，歯周炎未誘導部に対して，IL-17A mRNA の発現が

有意に上昇した（p=0.01，図 6 b）。また，(+)-terrein を投与したマウスでは，PBS を投
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与したマウスに対して，歯周炎誘導部における IL-17A mRNA の発現が，統計学的有

意差はないものの，減少傾向にあった（図 6 b）。PBS を投与したマウスにおいて，歯

周炎誘導部では，歯周炎未誘導部に対して，統計学的有意差はないものの，OPG mRNA

の発現が増加する傾向にあった（図 6 c）。また，(+)-terrein を投与したマウスでは，

PBS を投与したマウスに対して，歯周炎誘導部における OPG mRNA の発現が，統計

学的有意差はないものの，増加傾向にあった（図 6 c）。 

 

 

4．歯周炎誘導から 7 日後の血清中の炎症性サイトカインの評価 

PBS を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスともに，血

清中に TNF-と IL-6 は確認されなかった（図 7 a，b）。また，PBS を投与した歯周炎

マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウス

に対して，血清中 TNF-の濃度は有意に上昇した（それぞれ p=0.02，図 7 a）。(+)-terrein

を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，血清中 TNF-

の濃度は歯周炎未誘導レベルにまで有意に低下した（p=0.02，図 7 a）。また，PBS を

投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した

非歯周炎マウスに対して，統計学的な有意差がなかったものの，血清中 IL-6 の濃度は
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上昇する傾向がみられた（図 7 b）。一方，(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，

PBS を投与した歯周炎マウスに対して，統計学的な有意差がなかったものの，血清中

IL-6 の濃度は低下する傾向がみられた（図 7 b）。 

 

5．(+)- Terrein の生体安全性の評価 

(+)-Terrein 投与マウスは，PBS 投与マウスと比較して，実験開始 7，14 日後に明ら

かな体重の変化はみられなかった（図 8 a）。また，肝臓と腎臓の HE 染色において，

(+)-Terrein 投与マウスは，PBS 投与マウスと比較して，肝臓での類洞の閉塞と肝細胞

の壊死像や，腎臓での糸球体の炎症像と尿細管の壊死像は観察されず，肝臓と腎臓と

もに異常はみられなかった。（図 8 b）。 
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考察 

 

本研究の結果から，(+)-terrein が，絹糸結紮歯周炎マウスモデルにおいて，IL-6 の

産生を抑制することなく，①歯槽骨吸収抑制作用，②破骨細胞形成の抑制作用，およ

び③歯周組織と血清中における TNF-の産生抑制作用を有することが，明らかになっ

た。 

先行研究（in vitro）において，(+)-terrein が RANKL 誘導性の破骨細胞分化を抑制す

る 21）ことが報告されている。本研究（in vivo）において，(+)-terrein を投与した歯周

炎マウスの歯槽骨吸収が抑制された機序の一つとして，(+)-terrein が歯周炎組織中の

破骨細胞の分化を抑制し，その結果，歯槽骨吸収を抑制した可能性が示唆される。ま

た，(+)-terrein は，歯周炎マウスの歯周組織中への好中球浸潤を抑制した。そして，血

清中の TNF-の濃度低下と歯周組織中の TNF- mRNA の発現を低下させた。先行研

究において，F-は好中球の活性化 28）と破骨細胞の分化を促進 29）することが報告

されている。(+)-terreinの免疫応答に与える作用の一つとして，歯周組織における TNF-

の産生を抑制し，好中球の浸潤および破骨細胞の形成抑制といった一連の抗炎症効

果を誘導することが示唆される。 

本研究において，(+)-terrein 投与群と PBS 投与群で体重変化に差は無く，腎臓や肝
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臓の組織像に明らかな異常は観察されなかったことから，(+)-terrein には副作用が少

ない可能性が示唆された。さらに，IL-6 の産生を完全に抑制することなく歯槽骨吸収

の抑制作用を示した結果から，(+)-terrein が抗体医薬といった分子標的薬とは異なる

機序で炎症性骨吸収を抑制する可能性が示唆される。 

また，(+)-terrein は有機化学的に合成可能であり，その化学構造を自由に設計し，

より効果の高い新たな誘導体を合成することが可能と考えられる。そのため，有機化

学的に合成可能な(+)-terrein を応用した治療薬を開発することができれば，社会的に

も意義が高いと考えられる。 

一方，(+)-terrein の臨床応用を検討する上で，未だ明らかとなっていない直接的な

標的分子や代謝経路の解明が必要である。すなわち，(+)-terrein 投与後の効果持続期

間は不明であり，(+)-terrein の投与期間と時間経過に伴う免疫反応に対する(+)-terrein

の影響をより詳細に検討する必要がある。また，(+)-terrein は in vitro において抗 IL-6

効果を有することが報告されている 19)。IL-6 は歯周炎組織において Th17 細胞への分

化を誘導して，破骨細胞分化を亢進することが知られている 10)。本研究において，(+)-

terrein が歯周炎組織における破骨細胞の形成を抑制した結果から，(+)-terrein が Th17

細胞分化にも影響を及ぼす可能性が示唆される。そのため，今後(+)-terrein が T 細胞

の分化に与える影響を検討する必要があると考えられる。 



 21 

以上のような(+)-terrein の新たな機序を今後解明できれば，炎症性骨吸収治療薬と

しての(+)-terrein の可能性をさらに高めることにつながると考えられる。 
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結論 

絹糸結紮歯周炎マウスモデルにおいて，(+)-terrein により TNF-の産生が抑制され

た結果，破骨細胞の分化が抑制されると共に歯槽骨の吸収が抑制されたことが示唆さ

れた。 
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表の説明 

表 1．本研究で用いたプライマー 

標的遺伝子 塩基配列 
増幅される長さ

（bp） 

Gapdh 
F:5' -CACCATGGAGAAGGCCGGGG- 3' 

418 
R:5' -GACGGACACATTGGGGGTAG- 3' 

Il-17a 
F:5' -GCTCCAGAAGGCCCTCAGA- 3' 

140 
R:5' -CTTTCCCTCCGCATTGACA - 3' 

Tnf- 
F:5' -CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA- 3' 

175 
R:5' -TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC- 3' 

Opg 
F:5' -ACCCAGAAACTGGTCATCAGC- 3' 

157 
R:5' -CTGCAATACACACACTCATCACT- 3' 

 F：Forward，R：Reverse  
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図の説明 

図 1．(+)-terrein の構造式 

Me：メチル基。 

 

図 2．動物実験のタイムスケジュール 

10 週齢の C57BL/6 野生型雌性マウスの上顎左側第二臼歯歯頸部に 6-0 絹糸を結紮

し，さらに，Porphyromonas gingivalis W83 株の菌液を絹糸に浸透させ，歯周組織に炎

症を誘導した。 歯周炎誘導 7 日後に(+)-terrein の抗炎症効果を観察する群と，14 日後

に(+)-terreinの骨吸収抑制効果と生体安全性を観察する群を作製した。PBSまたは (+)-

terrein をマウス投与後，安楽死させ，各種組織を採取し，解析を行った。 

 

図 3．マイクロ CTにおける歯槽骨吸収の定量方法 

マイクロCT像から， 上顎左側第二臼歯の近心頰側根を含む矢状断画像において，

近心のセメントエナメル境から歯槽骨頂までの距離を計測し，歯槽骨吸収量を定量し

た。M1：上顎左側第一臼歯，M2：上顎左側第二臼歯，M3：上顎左側第三臼歯。 

 

図 4．歯槽骨吸収のマイクロ CT像 
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(a) 歯周炎誘導から 14日後の骨吸収像（矢状断） 

各群における代表的な骨吸収像（N=3~4）を示す。PBS：PBS 投与を投与した

非歯周炎マウス群，TER：(+)-terrein を投与した非歯周炎マウス群，歯周炎：PBS

投与を投与した歯周炎マウス群，歯周炎+TER：(+)-terrein を投与した歯周炎マ

ウス群。 

PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスに対して，

歯槽骨吸収が亢進し，絹糸の結紮による歯周炎の誘導が確認された。(+)-terrein

を投与した歯周炎マウスは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，上顎左側

第二臼歯の近遠心と分岐部における歯槽骨の吸収が抑制された像がみられた。 

(b) 歯槽骨吸収量 

各群（N=3~4）における 7 日後と 14 日後の骨吸収量（平均 ± 標準偏差）をセ

メントエナメル境から歯槽骨頂間の長さで示した。エラーバー：標準偏差，ド

ット：実測値。PBS：PBS 投与を投与した非歯周炎マウス群，TER：(+)-terrein

を投与した非歯周炎マウス群，歯周炎：PBS 投与を投与した歯周炎マウス群，

歯周炎+TER：(+)-terrein を投与した歯周炎マウス群。 

PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスに対して，

絹糸結紮 7 日後と 14 日後の歯槽骨吸収が有意に亢進し，絹糸結紮による歯周
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炎の誘導が確認された（p<0.001，ANOVA/Tukey-Kramer test）。(+)-terrein を投

与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，絹糸結紮 7

日後と 14 日後の歯槽骨吸収が有意に抑制された（それぞれ p<0.001，p=0.005，

ANOVA/Tukey-Kramer test）。 

 

図 5．歯周組織中の好中球浸潤像と破骨細胞数 

(a) 歯周炎誘導から 7日後の組織像 

各群における HE 染色像，IHC 染色（抗 Ly-6g 抗体：好中球），および TRAP（破

骨細胞）染色像（N=3~4）の代表例を示す。HE 染色像の黒線枠内で囲んだ部位

の拡大像を下段に示す。画像横の数字：拡大率，スケールバー：500 µm（拡大

率 40 倍時）および 200 µm（拡大率 200 倍時）。PBS：PBS 投与を投与した非歯

周炎マウス群，TER：(+)-terrein を投与した非歯周炎マウス群，歯周炎：PBS 投

与を投与した歯周炎マウス群，歯周炎+TER：(+)-terrein を投与した歯周炎マウ

ス群。HE：HE 染色像，抗 Ly-6g：抗 Ly-6g 抗体 IHC 染色像，TRAP：TRAP 染

色像。 

HE 染色において，PBS を投与した非歯周炎マウスでは，歯周組織に炎症像は

観察されなかった。PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周
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炎マウスに対して，結紮糸による上皮の陥凹，上皮下組織の炎症性細胞浸潤，

および歯槽骨吸収が観察された。(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，PBS

を投与した歯周炎マウスに対して，上皮下組織の炎症性細胞浸潤，および歯槽

骨吸収が抑制されていた。IHC 染色において，PBS を投与した非歯周炎マウス

では，好中球は観察されなかった。PBS を投与した歯周炎マウスでは好中球の

浸潤がみられた。(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯

周炎マウスに対して，好中球の浸潤が減少した。TRAP 染色において，PBS を

投与した非歯周炎マウスでは，破骨細胞は観察されなかった。PBS を投与した

歯周炎マウスでは，PBS を投与した非歯周炎マウスに対して，破骨細胞数が増

加した。(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウ

スに対して，破骨細胞数が減少した像がみられた。 

 

(b) 破骨細胞数の比較 

TRAP 染色陽性かつ 3 核以上を有する細胞を破骨細胞と定義し，上顎左側第二

臼歯の近心歯槽骨表面の破骨細胞数を計測した（N=3~4，平均 ± 標準偏差）。

エラーバー：標準偏差，ドット：実測値。PBS：PBS 投与を投与した非歯周炎

マウス群，TER：(+)-terrein を投与した非歯周炎マウス群，歯周炎：PBS 投与を
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投与した歯周炎マウス群，歯周炎+TER：(+)-terreinを投与した歯周炎マウス群。

PBSを投与した非歯周炎マウスと(+)-terreinを投与した非歯周炎マウスともに，

破骨細胞は観察されなかった。PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与

した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスに対して，破骨細

胞数が有意に増加した（ともに p<0.001，ANOVA/Tukey-Kramer test）。(+)-terrein

を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，破骨細

胞数が有意に減少した（p=0.04，ANOVA/Tukey-Kramer test）。 

 

図 6．歯周炎誘導から 7 日後の歯周組織中の炎症性骨吸収関連遺伝子の発現 

歯肉から抽出した全 RNA を用いて，遺伝子発現を解析した（RT−PCR 法）。非結紮

側の遺伝子発現量を陰性コントロールとし，同一個体における絹糸結紮側の遺伝子発

現量を相対値で示した（N=5~11 平均 ± 標準偏差）。エラーバー：標準偏差，ドット：

実測値，点線：遺伝子発現量のコントロール。歯周炎：歯周炎の誘導（絹糸の結紮），

PBS：PBS 投与群，TER：(+)-terrein 投与群。 

PBS を投与したマウスにおいて，歯周炎誘導部では，歯周炎未誘導部に対して，TNF-

 mRNA の発現が有意に上昇した（p=0.01，ANOVA/Tukey-Kramer test）。また，(+)-

terrein を投与したマウスでは，PBS を投与したマウスに対して，歯周炎誘導部におけ
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る TNF- mRNA の発現が有意に減少した（p=0.005，ANOVA/Tukey-Kramer test）。PBS

を投与したマウスにおいて，歯周炎誘導部では，歯周炎未誘導部に対して，IL-17A 

mRNA の発現が有意に上昇した（p=0.01，ANOVA/Tukey-Kramer test）。また，(+)-terrein

を投与したマウスでは，PBS を投与したマウスに対して，歯周炎誘導部における IL-

17A mRNA の発現が，統計学的有意差はないものの，減少傾向にあった。PBS を投与

したマウスにおいて，歯周炎誘導部では，歯周炎未誘導部に対して，統計学的有意差

はないものの，OPG mRNA の発現が増加する傾向にあった。また，(+)-terrein を投与

したマウスでは，PBS を投与したマウスに対して，歯周炎誘導部における OPG mRNA

の発現が，統計学的有意差はないものの，増加する傾向にあった。 

 

図 7．歯周炎誘導から 7 日後の血清中の炎症性サイトカイン量 

血清中の炎症性サイトカイン量を ELISA 法で定量した（N=3~4，平均 ± 標準偏

差）。エラーバー：標準偏差，ドット：実測値。PBS：PBS 投与を投与した非歯周炎マ

ウス群，TER：(+)-terrein を投与した非歯周炎マウス群，歯周炎：PBS 投与を投与した

歯周炎マウス群，歯周炎+TER：(+)-terrein を投与した歯周炎マウス群。 

PBS を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスともに，血清

中に TNF-と IL-6 は確認されなかった。また，PBS を投与した歯周炎マウスでは，
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PBS を投与した非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスに対して，血

清中 TNF-の濃度は有意に上昇した（それぞれ p=0.02，ANOVA/Tukey-Kramer test）。

(+)-terrein を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，血

清中 TNF-の濃度は歯周炎未誘導レベルにまで有意に低下した（ p=0.02，

ANOVA/Tukey-Kramer test）。また，PBS を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与し

た非歯周炎マウスと(+)-terrein を投与した非歯周炎マウスに対して，統計学的な有意

差がなかったものの，血清中 IL-6 の濃度は上昇する傾向がみられた。一方，(+)-terrein

を投与した歯周炎マウスでは，PBS を投与した歯周炎マウスに対して，統計学的な有

意差がなかったものの，血清中 IL-6 の濃度は低下する傾向がみられた。 

 

図 8．(+)- terrein の生体安全性 

(a) 体重への影響 

非歯周炎マウスにおける，実験開始から 7 日後および 14 日後までの体重変化

を，実験開始時の体重をベースライン（100 %）とした際の相対値（平均 ± 標

準偏差）によって，観察した（N=4）。エラーバー：標準偏差。PBS：PBS 投与

群，TER： (+)-terrein 投与群。 

(+)-Terrein 投与マウスは，PBS 投与マウスと比較して，実験開始 7，14 日後に
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明らかな体重の変化はみられなかった。 

(b) 肝臓と腎臓への影響 

非歯周炎マウスにおける，実験開始から 14 日後に採取した肝臓と腎臓を HE染

色し，組織学的形態の変化を観察した。代表的な組織像（N=4）を示す。スケ

ールバー： 200 µm（拡大率 200 倍時）PBS：PBS 投与群，TER：(+)-terrein 投

与群。 

(+)-Terrein 投与マウスは，PBS 投与マウスと比較して，肝臓での類洞の閉塞と

肝細胞の壊死像や，腎臓での糸球体の炎症像と尿細管の壊死像は観察されず，

異常像はみられなかった。 
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