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緒言 

歯周病は，口腔内に存在する多様な細菌種が関わる複合感染症であり，これらの

細菌バイオフィルムと宿主の免疫反応との相互作用によって歯周組織の破壊が生

じる。一連の炎症反応は，様々な環境因子や遺伝因子によって制御を受ける 1)。環

境因子として，喫煙，糖尿病，肥満，およびストレスなどがあり，遺伝因子として，

遺伝子変異，年齢・性別，および人種などがある 2)。これらの因子が重積すること

によって歯周組織破壊はさらに進行し，重症化すると歯の喪失と口腔機能障害を引

き起こすとともに，全身疾患に悪影響を及ぼす 3)。 

歯周病は，慢性歯周炎（chronic periodontitis：CP），侵襲性歯周炎（aggressive 

periodontitis：AgP），および全身性の遺伝疾患に伴う歯周炎の 3 つに分類される 4)。

慢性歯周炎は，中高年以降に発症，緩徐に進行し，プラークの蓄積量に一致した歯

周組織破壊が生じる。一方，AgP は，全身的に健康な思春期以降の若者に発症し，

急速に進行する歯周炎である。慢性歯周炎とは異なり，プラークの蓄積量が少ない

にも関わらず，重度の歯周組織破壊が生じ，家族内集積が起こる場合がある 5)。さ

らに，AgP の発症率は，アフリカで高く（1~5％），ヨーロッパと北米の白人で低

い（0.1〜0.5％）6)ことからも遺伝因子の関与が疑われる。 
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これまでに AgP の特殊な発症病態について，様々な研究報告があるが，統一した

見解は得られていない 7)。1976 年に Newman らは，AgP（当時の分類名は若年性歯

周炎）の発症に Aggregatibacter actinomycetemcomitans（Aa）が深く関与することを

提唱した 8)。しかし，その後数十年の細菌学研究の技術進歩に伴って，CP と AgP

の歯肉縁下細菌叢に有意な差異が無く，Aa は CP や健常者の細菌叢からも検出され

ることが明らかになった 9)。近年でも，若年者の歯周炎と Aa との関与を示す報告

がある一方で 10-12)，Aa ではなく，Porphyromonas gingivalis13)や Tannerella forsythia14), 

15)などが AgP の病態に深く関わっているという報告が相次いでおり，地域や人種，

さらには宿主反応の違いによって AgP の細菌叢は様々である。すなわち，AgP の

発症および進展は，Aa をはじめとした特異細菌群による感染のみでは説明し得な

いのが現状である。 

AgP 患者の宿主反応の特徴については，好中球の走化性と機能異常を伴う宿主の

免疫防御機構の異常が起こることが提唱されてきた 16-18)。そして，好中球やマクロ

ファージなどが産生するmacrophage inflammatory proteins 1a，tumor necrosis factor α，

interleukin (IL)-1ß，IL-6，IL-8，そして IL-1719-21)，などの炎症性サイトカインの増加

と AgP の重症度との関連が報告されてきた。しかし，AgP における免疫細胞の多

様な反応性を説明し得る病態特徴について，これまで統一した見解は得られておら
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ず，上述の細菌学的特長と同様に AgP におけるサイトカインプロファイルについ

ても様々であり，その根底にあるメカニズムは不明なままである 22), 23)。遺伝因子

として，IL-624)や glycosyltransferase 6 domain containing 1（GLT6D1）25)などの一塩基

多型（single nucleotide polymorphism）が挙げられる。しかし，歯周炎のような慢性

疾患においては，一塩基多型のみで疾患発症に至ることはなく，複数の遺伝子多型

に様々な環境因子が加わって初めて発症すると考えられている 26), 27)。以上のよう

に，細菌学的，免疫学的，そして遺伝学的いずれからも AgP の病態は明らかにされ

ていない。さらに，後者の二つの異常は全身的な影響を及ぼす可能性が高いことか

らも，全身的に健康であるにも関わらず口腔炎症のみが重症化する AgP 発症のメ

カニズムを解明するためには，これまでとは異なる新たなアプローチが必要と考え

られる。 

そこで本研究では，口腔特異的な炎症メディエーターとして，AgP 患者の血液中

の細胞外小胞（Extracellular vesicle：EV）に着目した。EV は，エンドサイトーシス

により細胞外へ放出される直径約 30~150 nm の小胞であるエクソソーム（exosome）

と細胞膜から直接出芽される直径 100~1000 nm の小胞であるマイクロベジクル

（Microvesicles：MV）に分類される 28)。EV は，全ての宿主細胞や細菌から放出さ

れる脂質二重膜小胞であり，EV 中には，タンパク質，マイクロ RNA（miRNA），
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メッセンジャーRNA（mRNA）や DNA など多くの機能分子を内包する 29)。EV は

近隣細胞間コミュニケーションだけでなく，血液，唾液，尿と羊水，母乳などの体

液中を循環して遠隔組織の細胞へと到達し，内包する機能分子を全身に伝達するメ

ディエーターとしても機能する 30)。したがって，EV は様々な疾患の病態形成に関

与する可能性があることから近年注目されている 31)。 

これまで，特に癌の転移に関する研究が盛んに行われている。癌細胞 EV 表面に

は 50 種以上の細胞外基質と膜貫通蛋白質が存在しており，それらの表面マーカー

タイプに依存して臓器向性（臓器トロピズム）が決定すると考えられている 32)。癌

細胞から放出された EV は，遠隔臓器での前転移ニッチを形成することで癌の転移

に関与する。すなわち，炎症の促進，免疫抑制，血管新生と透過性の促進 33)，さら

には，腫瘍のリンパ播種の最初の経路であるリンパ管の新生，そして代謝，間質の

再プログラミングを引き起こすことによって，癌の転移をしやすい環境をつくる 34)。

前転移ニッチは，EV 中の miRNA が標的細胞の遺伝子発現を制御することによっ

て起きる。miRNA は，細胞核内でゲノム DNA から転写され，primary miRNA（pri-

miRNA）となる。pri-miRNA のヘアピン構造が切り取られて細胞質へと輸送され，

Dicer という酵素によりループ構造がとれて，一本鎖 RNA となり，ほかのタンパク

質とともに RISC（RNA-induced silencing complex）を形成し，さらに RISC に含まれ
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る miRNA は，mRNA 配列の 3'非翻訳領域に相補的に結合し，mRNA 翻訳阻害を行

うことで遺伝子発現を抑制する 35)。すなわち，EV 由来 miRNA は血中を循環し，

様々な臓器における遺伝子発現抑制に関与することから，血中の EV 由来 miRNA

を標的とした体液診断が近年臨床応用されつつある 36)。 

以上のことから，本研究では，若年者の血中 EV が何らかの特異表面蛋白を介し

て口腔に到達し，内包する miRNA が歯周局所のみの免疫・炎症反応を惹起するこ

とによって，AgP を発症・進行させるという仮説の下，口腔特異的な炎症メディエ

ーターとなり得る EV 由来 miRNA を同定することを目的に，AgP 患者血中の EV

由来 miRNA の発現プロファイルを調べ，診断マーカーとしての有用性を検証した。 
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材料と方法 

1. 研究対象者 

2017 年 5 月から 2020 年 1 月までの間に岡山大学病院の侵襲性歯周炎センターを

受診した患者 38 名から，疾患群として，日本歯周病学会（JSP）の 2006 年歯周病

分類 4)に基づいて AgP と診断された 18 歳から 39 歳で，全身疾患がなく，現在喫煙

していない 25 名を，また対照群として，年齢をマッチングさせた歯周病を有しな

い健常ボランティア（H）7 名を研究対象者とした。さらに，アメリカ歯周病学会

（AAP）とヨーロッパ歯周病連盟（EFP）の 2018 年歯周病新分類 37)に基づいて，

AgP 患者を歯周炎の重症度と管理の複雑度により stage Ⅲ（AgP-Ⅲ；13 名），stage 

Ⅳ（AgP-Ⅳ；12 名）に分類した（図 1）。本研究は，岡山大学倫理委員会の承認を

得た後に，全ての研究対象者に，研究開始前に十分な説明を行い，書面による同意

を得た（岡山大学倫理審査委員会 承認番号 #1706-039）。 

2. 臨床検査 

研究対象者の当院初診時年齢（Age），歯周ポケット深さ（periodontal pocket depth：

PD），プロービング時の出血（bleeding on probing：BOP），歯周炎症表面積（periodontal 

inflamed surface area：PISA）38)，歯槽骨吸収レベル（bone resorption level：BL），さ
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らに AgP スコアを調べた。なお，歯槽骨吸収レベルは，既報に従って Schei のルー

ラーを用いて測定した 39)。また，AgP スコアは，JSP が作成した AgP 診断の指針と

なる臨床指標を数値化したものであり，16点以上が典型的なAgPと判断される 40)。 

3. PCR（polymerase chain reaction）アレイ解析による miRNA のスクリーニング 

研究期間の初期に当院を受診した患者のうち，侵襲性歯周炎患者として AgP-Ⅲ

（4 名）と AgP-Ⅳ（5 名），そしてボランテイア対象者として H（3 名）を研究対

象者として，初診時末梢血中の EV 由来 miRNA 発現を PCR アレイによって調べ

た。PCR アレイは，炎症反応と自己免疫に関する 84 種類の miRNA がスポットさ

れた miScriptTM miRNA PCR Array Human Inflammatory Response and Autoimmunity

（QIAGEN，Hilden，Germany）を用いた。 

1） 血漿分離：初診時に 6 mL の末梢血液を採血し，遠心分離（25 ˚C，2330 × g，

10 分）後，上清をチューブに移し，さらに遠心分離（25 ˚C，1600 × g，10 分）

にてバフィーコート層の 3.0 mL の血漿を抽出した。これらは岡山大学病院バ

イオバンクにて液体窒素中に 0.5 mL ごとに分注して保管した。これらのうち

2.5 mL を，バイオバンク規定の分譲手続きを行い入手し，解析に用いた。 

2） EV の単離：血漿（2.5 mL）から Total Exosome isolation kit from plasma（Thermo 

Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）を用いて使用説明書にしたがって EV を
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単離した。すなわち，プロテイナーゼ K 処理により血漿中のタンパク質を分

解，除去し，キット中の Exosome Precipitation Reagent を用いて，水分子を結合

することで，サンプル中の小胞の水溶性を低下させ，短時間の低速遠心処理に

より EV を 20 µL の RNase-Free Water（QIAGEN）にて抽出した。 

3） EV の粒子径測定と形態分析 

(a) EV の粒子径測定：単離した EV を RNase-Free Water にて 50 倍希釈した 50 

µL の溶液を BRAND® UV キュベットマイクロ（Sigma-Aldrich，St. Louis，

MO，USA）にいれ，ゼータサイザーナノ（Malvern Panalytical，Malvern，

England）にて測定した。つまり，ガスレーザー光をサンプルに照射し，サ

ンプルの散乱光を測定する動的光散乱法を用いて，粒子径を測定した。 

(b) EV の電子顕微鏡解析：単離した 5 µL の EV をグリットに入れて 5 µL の

2%酢酸ウラニール水溶液にてネガティブ染色した試料を作製した。そして，

試料を可視化する透過型電子顕微鏡（Transmission Electron Microscope：TEM）

（Hitachi H-7650，東京，日本）を用いて 80 kV，30000 倍の条件下で撮影

した。 

4) RNA 抽出：EV が内包する全 RNA を Total Exosome RNA & Protein Isolation 

Kit（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）を用いて使用説明書にしたがって分離
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した。すなわち，EV の脂質二重膜と内包タンパク質をフェノール/クロロホ

ルム溶液で変性，分解し，水層の RNA を抽出した。その後，グラスファイ

バーのフィルターを使用して RNA を固定化，精製し，全 RNA を 100 µL の

RNase-Free Water にて抽出した。そして，可視分光光度計  NanoDrop™ 

2000/2000c（Thermo Fisher Scientific）を用いて吸光度比率（A260/A280，およ

び A260/A230）から RNA の純度を調べた。 

5) 逆転写反応：miScript II RT Kit（QIAGEN）添付の使用説明書にしたがって行

った。すなわち，抽出した 12 µL の RNA を鋳型として，4 µL の 5×miScript 

HiSpec Buffer，2 µLの 10×miScript Nucleics Mix，および 2 µLのmiScript Reverse 

Transcriptase Mix を加えて全量 20 µL とした。これを 37 ˚C で 60 分間インキ

ュベートすることで，miRNA を選択的にポリアデニル化し，その後，逆転写

酵素と oligo-dT プライマーにより miRNA の逆転写産物である cDNA を合成

した。その後，95 ˚C，5 分間の加熱で逆転写酵素を不活化した。 

6) cDNA 長の測定：ドナーAgP-Ⅲ，AgP-Ⅳ，および H の 1 名ずつから得た EV

由来 cDNA を全自動電気泳動システム Agilent 2200 TapeStation（Agilent 

Technologies，Santa Clara，CA，USA）にて測定した。つまり 3 µL の D1000 

Sample Buffer と 1 µL の Laddar または cDNA を混ぜて，ゲル充填済み Screen 
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Tape である D1000 / High Sensitivity D1000（Agilent Technologies）に加えて電

気泳動を行い，分子量マーカーとして用いた D1000 Ladder と比較すること

によって cDNA の塩基長を測定した。 

7) PCR アレイ解析：84 種類の炎症反応と自己免疫に関する miRNA のフォワー

ドプライマーがスポットされた 96 well のプレートである miScript™ miRNA 

PCR Array Human Inflammatory Response & Autoimmunity（QIAGEN）を用い

て，添付の使用説明書にしたがって行った。すなわち，25 µL の鋳型 cDNA，

Oligo dT プライマーの 3’末端に付加された塩基配列を認識するプライマーで

ある 10 × miScript Universal Primer を 275 µL，1,375 µL の 2×QuantiTect SYBR 

Green PCR Master Mix，そして 1,075 µL の RNase-free Water を混合し，各 well

に 25 µL ずつ混合溶液を入れ，DNA ポリメラーゼの活性化（95 ̊ C，15 分），

熱変性（94 ˚C，15 秒），アニーリング（55 ˚C，30 秒），および伸長反応，

（70 ˚C，30 秒）のステップを CFX Connect Real-Time System（BIO RAD，

Hercules，CA，USA）を用いて，40 サイクル行った。miRNA の発現量を，

内在性リファレンス RNA として汎用される核小体低分子 RNA41)の 1 種であ

る Small Nucleolar RNA, C/ D Box 61（SNORD61）を内部コントロールとして

補正して，2-∆ΔCT値で示した。これを使用して，Gene Globe Data Analysis Center



 12 

（QIAGEN）（https://geneglobe.qiagen.com/jp/analyze/）にてプロファイル解析

を行った。具体的には，まず解析対象とする miRNA 量を Ct 値が 40 未満の

ものとし，さらに，比較する群間でどちらか一方の群で miRNA 量が Ct 値> 

30 であり，他方の群では Ct 値< 30 であった miRNA を解析対象とした。 

8) リアルタイム RT（reverse transcription）-PCR 法：miScript SYBR® Green PCR 

Kit（QIAGEN）を用いて添付説明書にしたがって行った。つまり，2 µL の 10

倍希釈した cDNA 合成反応液，解析対象の miRNA に特異的なフォワードプ

ライマーである 10 × miScript Primer Assay を 2.5 µL，リバースプライマーで

ある前述の 10 × miScript Universal Primer を 2.5 µL，12.5 µL の 2×QuantiTect 

SYBR Green PCR Master Mix，および 5.5 µL の RNase-free Water を混合し， 

上述の 3. 7)と同様の PCR プログラムで，50 サイクル行った。そして，miRNA

発現量を上述の 3. 7)で記載した内部コントロール SNORD61 にて補正し，

ΔΔCt 法にて解析を行った。 

4. RT-PCR によるアレイ解析結果の検証 

初期スクリーニング時のドナーに，さらにドナー数を増やして，上記で同定した

miRNA の発現解析をリアルタイム RT-PCR 法にて調べた（AgP-Ⅲ，13 名；AgP-Ⅳ，
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12 名；H，7 名）。研究対象患者の疾病の診断・治療に必要な，歯周病原細菌に対す

る血清抗体価検査のために初診来院時に採取した末梢血の余剰血清（歯周病態学分

野の研究室で保管）を使用する。 

1) 血清分離：血液（3.0 mL）を遠心分離（4 ̊ C，3,000 × g，10 分）にて血清を抽

出し，−30 ˚C にて保管した。 

2) 全RNAの抽出：保管血清を融解し，血清（300 µL）から exoRNesay Serum/Plasma 

Midi kit（QIAGEN）を用いて，使用説明書にしたがって全 RNA 抽出した。つ

まり，フェノールとチオシアン酸グアニジンを含む QIAzol Lysis Reagent とク

ロロホルムを用いて RNA を含む上清の水層を回収し，これを 5PRIME Phase 

Lock GelTM - Heavy（Quanta Biosciences，Beverly，MA，USA）に加え，遠心

分離によって高純度の RNA を精製した。その後，RNeasy MinElute spin column

に結合させ，EV 由来 RNA を 14 µL RNase-free Water にて抽出した。 

3) 逆転写反応：上述の 3. 5)と同様に miScript II RT Kit（QIAGEN）を用いて，20 

µL の cDNA を合成した。 

4) リアルタイム RT-PCR 法：上述の 3. 8)と同様に miScript SYBR® Green PCR Kit

を用いて，リアルタイム RT-PCR を行った。miRNA 発現量を内部コントロー
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ルとして血清中に安定的に発現する hsa-miR-48442)と外部コントロールとし

て線虫由来の Caenorhabditis elegans miR-39（Cel-miR-39）にて補正し，ΔΔCt

法にて解析を行った。 

5. Receiver operating characteristic（ROC）解析 

AgP-Ⅲ（13 名），AgP-Ⅳ（12 名），そして H（7 名）に対して，同定した miRNA

の発現量について，GraphPad Prism8（GraphPad Software，San Diego，CA，USA）を

用いて ROC 解析を行った。ROC 曲線の曲線下面積（Area Under the Curve：AUC）

とカットオフ値を 3 群間で比較した。カットオフ値の決定には，Youden index43)を

用いた。 

6. In silico 解析 

研究対象である細胞種や組織種に特異的な miRNA の標的遺伝子の解析ができる

アルゴリズムである miTALOS 2.0（http://mips.helmholtz-muenchen.de/mitalos/#/search）

を用いた 44)。本研究では，歯周組織の炎症・免疫を制御する白血球を対象とし，

miRNA の標的遺伝子を予測する 3 種のデータベース（TargetScan, Miranda/mirSVR, 

StarBase2）を用いて解析を行った。 

7. 統計処理 
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全てのデータは，独立した 3 回以上の実験にて得た。各データの統計処理は，

GraphPad Prism8（GraphPad Software）を用いて，one-way analysis variance（one-way 

ANOVA）と Tukey/Kramer test にて検定を行い，p < 0.05 を有意差ありとした。 
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結果 

研究対象者の臨床データ解析 

研究対象者である AgP-Ⅲ（13 名），AgP-Ⅳ（12 名），および H（7 名）の 3 群

間における臨床データを統計学的に解析した結果（表 1），年齢以外の PD，BOP，

PISA，および BL について有意差があった（p < 0.001）。すなわち，AgP-Ⅲ群と AgP-

Ⅳ群の重症度には有意差があることが示された。さらに，AgP スコアは，AgP-Ⅲ群

で 15.92 ± 1.44，AgP-Ⅳ群で 15.92 ± 1.38 で（p < 0.99）となり，両群ともにほぼ AgP

スコア基準値の 16 点であり，AgP-Ⅲ，AgP-Ⅳは AgP と診断した。 

血漿から単離した EV の粒子径測定と形態解析 

3 名のドナーH の血漿から単離した EV の粒子径分布のうち，2 名の EV は 105 

nm 付近で，1 名の EV は 40 nm 付近で最大値を示した。また，少量ではあるが，

5,000 nm 付近にも分布があった（図 2 a）。また，同じドナー3 名から単離した EV

の TEM 画像解析を行ったところ，様々な直径の脂質二重膜様の構造が明瞭なコン

トラストで観察された。直径約 100 nm の小胞体が主に観察されたが，20-100 nm の

小胞も散在し，これらの小さな小胞が多く観察される視野もあった（図 2 b）。こ

れらより，エクソソームを多く含むことがわかった。 

血中 EV が内包する miRNA の塩基長の測定 
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ドナーAgP-Ⅲ，AgP-Ⅳ，および H の 1 名ずつから得た EV が内包する miRNA か

ら cDNA を合成し，電気泳動にて塩基長を測定した。3 名のドナーの cDNA は約 50 

– 100 pg /µl の濃度であり，数本のラダーの泳動像として観察された。塩基長のピー

クは約 25 bp であった（図 2 c）。よって，miRNA が選択的に逆転写されたことが

わかった。 

AgP 患者血中 EV に高発現する miRNA の同定 

初期スクリーニングとして，ドナーAgP-Ⅲ（4 名），AgP-Ⅳ（5 名），および H

（3 名）の初診時血漿から抽出した EV 由来 miRNA を用いて，PCR アレイ解析を

行った。SNORD61 によって補正した Ct 値が 40 未満の miRNA は，アレイにスポ

ットされた 84 種のうち 34 種あった。これらのうち，全 12 名のドナーで発現が確

認され，プロファイル解析ソフトを用いた解析で発現量の差が顕著な（群間で Ct 値 

> 30 と Ct 値 < 30 の差がある）miRNA は，hsa-miR-181b-5p，hsa-miR-16-5p，そし

て hsa-miR-29a-3p の 3 種類であった。miR-181b-5p と miR-16-5p は，AgP-Ⅳ，H と

比較して AgP-Ⅲで発現量が 2 倍以上増加した。AgP-Ⅳでは，H と比較して 3 種全

ての miRNA の発現量が 2 倍以上減少した。AgP 全体（AgP-Ⅲ＋Ⅳ）では，H と比

較して miR-16-5p の発現量が 2 倍以上減少した（図 3 a）。さらに，これら 3 種の

miRNA 発現について，同じドナー12 名の血漿を用いたリアルタイム RT-PCR 解析
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によってアレイ解析結果の検証を行ったところ，miR-16-5p と miR-29a-3p の発現量

は，3 群間で有意差がなかった。一方，miR-181b-5p の発現量は，AgP-Ⅲにおいて

AgP-Ⅳより有意に高発現した（p < 0.05）（図 3 b）。 

miR-181b-5p は AgP-Ⅲの血中 EV に有意に高発現する 

初期スクリーニングで得た miR-181b-5p の発現について，さらにサンプルサイズ

を増やして検証を行った。すなわち，AgP-Ⅲ（13 名），AgP-Ⅳ（12 名），および

H（7 名）の血清を用いてリアルタイム RT-PCR 解析を行った結果，miR-181b-5p の

発現量は，AgP-Ⅲにおいて AgP-Ⅳと H より有意に高発現することが明らかになっ

た（p < 0.05，5.2 倍 vs. AgP-IV，5.6 倍 vs. H）（図 4）。 

miR-181b-5p 発現は AgP-III の診断バイオマーカーとして有用である 

各ドナーにおける miR-181b-5p の発現量について ROC 曲線を用いて診断バイオ

マーカーとしての精度評価および有意性を調べた。H vs. AgP-Ⅲと AgP-Ⅳ vs. AgP-

Ⅲの AUC は，それぞれ 0.9560，0. 9259 と高値を示した。一方，H vs. AgP-Ⅳの AUC

は 0. 6845 であった。また，カットオフ値は，H vs. AgP-Ⅲで 1.660，AgP-Ⅳ vs. AgP-

Ⅲで 2.080，そして H vs. AgP-Ⅳで 1.050 となった（図 5）。以上より，miR-181b-5p

は，AgP-Ⅲの診断バイオマーカーになる可能性がある。 

白血球を対象とした miR-181b-5p の標的遺伝子解析 
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同定した hsa-miR-181b-5p の機能解析を行うために，炎症・免疫と関係する白血

球における hsa-miR-181b-5p の標的遺伝子をアルゴリズム解析によって調べた（表

2, 3）。dorso-ventral axis formation，microRNAs in cancer，activating transcription factor

（ATF）6-alpha activates chaperones，interactome of polycomb repressive complex 2，

serotonin Receptor 4-6-7 and nuclear receptor family（NR）3C signaling，および interleukin-

6 (IL-6) signaling pathway の 6 つのシグナルが抽出された。その中で，歯周組織での

発現が確認されている炎症サイトカインである IL-6 signaling pathway には 18 種類

の標的遺伝子が含まれていた。18 種類の中 17 種類は，炎症サイトカインである IL-

6 の作用を促進するが，suppressor of cytokine signaling 3（SOCS 3）のみが IL-6 を抑

制する作用があった 45)。 
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考察 

AgP は，中高年層に発症する CP とは異なり，顕著な症状なく，急速に組織破壊

が進行するため，重症化して初めて市中の開業歯科医で発見される場合が多い。さ

らに，明確な診断マーカーが無いことが AgP の発見を遅くする要因となっている。

本邦における AgP の罹患率は 0.05～0.1 %とされているが 46)，その罹患実態の把握

すら十分ではなく，潜在的な患者は更に多いと考えられる。AgP の発症病態は未だ

殆ど不明であるため，2018 年の AAP と EFP による歯周病新分類において，更なる

客観的かつ科学的エビデンスが蓄積されるまで，AgP の診断名が削除されることが

決定された 37)。しかし，JSP では，これまでに長年蓄積されてきた臨床上および研

究上の貴重な資産を継続的に活用するために，新たなバイオテクノロジーを駆使す

ることによって AgP の病態を明らかにすることを目指している。そして JSP では，

AgP，CP の病名はそのまま残すとともに新分類も加えることを推奨している。 

そこで本研究では，AgP をさらに新分類の重症度（stage）の違いにより AgP-Ⅲと

AgP-Ⅳに分類し，AgP の病態に関与する miRNA の発現プロファイルを調べた。臨

床データと AgP スコアの結果から，AgP-Ⅲと AgP-Ⅳの群間には有意な重症度の違

いがあり，2 群ともに AgP スコア基準値以上であったことから，AgP 研究の対象と

して適切な疾患群であると判断した。重症度が低い AgP-Ⅲは発症初期の患者と捉え
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ることができるため，血中の EV 由来 miR-181b-5p は，AgP-Ⅲ，すなわち発症初期

で高発現し，AgP-Ⅳ，すなわち発症後期と健常者で発現が少ないことが分かった。

この結果から，miR-181b-5p は発症初期の短期間に高発現し，その後，AgP の進行と

ともに miRNA の発現が変化し，他の miRNA が疾患病態を制御する可能性が考えら

れる。同様な疾患の進行の有無による miRNA 発現の違いは，口腔前癌病変の白板

症でも報告されている 47)。 

CP および AgP 患者における miRNA 発現プロファイルに関する報告は近年増え

ているものの，これらは歯周組織，歯肉溝浸出液中，そして唾液中の miRNA をター

ゲットとしており 48-53)，同定された miRNA は多様で診断マーカーとして有用な

miRNA は未だ確立されていない。その理由として，組織中の miRNA 発現は炎症反

応によって複雑に変動するために，歯周病発症の診断マーカーとしての応用が難し

いこと，また唾液中の歯周病関連マーカーの発現は微量であるため特異性が低く，

検体採取時期や方法によって大きく変化することが挙げられる 54)。本研究対象であ

る歯周病患者血中の EV 由来 miRNA 発現については過去に報告がなく，病態との

関連は未だ不明であり，今後さらなる検証が必要である。しかし，ROC 解析での miR-

181b-5p の AUC が H vs. AgP-Ⅲと AgP-Ⅳ vs. AgP-Ⅲでそれぞれ 0.9560，0.9259 とな

り，1 に近似していることから，ドナー数は少ないものの診断バイオマーカーとし
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ての精度が高いことがわかった 55)。加えて，カットオフ値は H vs. AgP-Ⅲで 1.660，

AgP-Ⅳ vs. AgP-Ⅲで 2.080 となることから，このカットオフ 2-∆ΔCT値を基準として

AgP-Ⅲと H および AgP-Ⅳとの判別ができる可能性がある。 

miR-181b は，importin-α3 − NF-κB シグナル伝達経路の活性を阻害することによ

って，炎症を抑制することが報告されている 56)。また，慢性炎症の一種である肥満

では，肥満組織の内皮細胞を減少し，グルコースの恒常性とインスリン感受性が改

善することによって炎症を抑制して肥満を改善するという報告もある 57)。このよう

に miR-181b は主に炎症抑制に働くが，歯周炎歯肉で発現量が増加するという炎症

促進に関連する報告もある 58)。一般に，miRNA の機能は標的となる組織・細胞に

よって異なる場合が多いことから 44), 59), 60)，炎症歯周組織を想定して miRNA のメ

カニズムを調べる必要があると考えられる。そこで AgP の病態に関連する miR-

181b-5p に対して，炎症・免疫と関連する白血球を対象として標的遺伝子解析を行

った。その結果，歯周組織での発現が確認されている炎症サイトカインである IL-6 

シグナルが抽出された。IL-6 は，受容体サブユニット gp130 を介してケモカイン産

生と白血球アポトーシスの調整を行うことで炎症を促進する 19)。この炎症促進に関

与する IL-6 を miR-181b が抑制することによって炎症を抑制するという報告がある

61)。一方，本研究では，IL-6 シグナルに関連する標的遺伝子として，IL-6 を抑制す
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る作用がある suppressor of cytokine signaling 3（SOCS 3）が抽出された。SOCS3 は，

炎症性サイトカインである IL-6，IL17，の産生抑制をし，抗炎症サイトカイン IL-

10 による作用を促進する 45)。よって，miR-181b-5p による SOCS3 の転写阻害は，

AgP 患者において過剰な炎症反応を引き起こす可能性がある。これまでの研究から，

miR-181b-5p 発現は，CP 患者の歯肉溝浸出液中や AgP 患者の唾液中では減少する

ことが報告されている。miR-181b-5p の作用については，病状との関連や miRNA の

採取源による発現パターンの違いなど様々な点から，今後さらに検証する必要があ

る。 

以上の結果から，AgP の発症初期の炎症進行期に miR-181b-5p が高発現すること

が明らかになった。しかし，miR-181b-5p が標的 IL-6 シグナルを制御するメカニズ

ムや SOCS3 が IL-6 の産生抑制をする作用と AgP の病態との関連は不明である。ま

だバイオマーカー候補の miRNA を 1 種類同定したのみに過ぎず，AgP の進行とと

もに発症が変化すると考えられるその他の miRNA はわかっていない。今後まずは，

in vitro および in vivo での miR-181b-5p の過剰発現による炎症メカニズム解明と表

現型解析を行う。加えて，AgP に関連するその他の miRNA を探索することによっ

て，一連の miRNAs が制御する AgP の病態の詳細が明らかになる。また，AgP 患

者血中の EV がどの細胞から放出され，どのように口腔に特異的に移動するか不明
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である。今後，AgP に特異的な miRNA を内包する EV の表面マーカーを調べるこ

とによって EV の臓器特異的な輸送メカニズムを解明することが重要である。これ

までに AgP 患者血中の EV 由来 miRNA による病態制御にターゲットを絞った報告

は皆無である。今後のさらなる研究によって AgP の特異な病態を明らかにすること

ができれば，この疾患の発症・進行予防や効率的な治療の発見に繋がる可能性があ

ると考えられる。 
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結論 

AgP 発症初期で高発現し，発症後期で発現量が減少する血液診断バイオマーカー

候補である EV 由来の miR-181b-5p を同定した。 
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図の説明 

図 1．研究対象患者 

2017 年 5 月から 2020 年 1 月までの間に岡山大学病院の侵襲性歯周炎センターを

受診した患者 38 名のうち，2006 年の JSP 歯周病分類に基づいて AgP と診断された

18 歳から 39 歳で，全身疾患がなく，現在喫煙していない AgP 患者 25 名と，年齢

をマッチングさせた歯周病を有さない健常ボランティア（H）7 名を対象に研究を

行った。さらに，2018 年の AAP/EFP 歯周病の重症度分類に基づいて，AgP 患者を

stage Ⅲ（AgP-Ⅲ；13 名），stage Ⅳ（AgP-Ⅳ；12 名）に分類した。 

図 2．EV の形態解析と内包する miRNA 長の測定 

(a) 粒子径測定：健常ボランティア（H）の内 3 名のドナーから単離した EV の粒

子径分布を示す。各サンプルの 3 回の平均測定値をそれぞれ実線，破線，一

点鎖線で表した。縦軸は散乱強度（％），横軸は EV 小径（nm）を示す。 

(b) TEM による形態解析：同じ健常ボランティア（H）の内 3 名のドナーから単

離した EV を TEM 装置にて，80 kV，30,000 倍で観察し，ランダムに 10 視野

撮影した。この内の典型像を示す。スケールバー：100 nm 
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(c) cDNA 塩基長の測定：EV が内包する miRNA から合成した cDNA の塩基長を

調べた。ドナーH，AgP-Ⅲ，そして AgP-Ⅳからそれぞれ 1 サンプルを，全自

動電気泳動システムで電気泳動した。M：25 bp と 50 bp を示す。 

図 3．AgP の血中 EV に高発現する miRNA のスクリーニング 

(a) PCR アレイ解析による各ドナー群間の miRNA 発現量の比較：H（3 名），

AgP-Ⅲ（4 名），そして AgP-Ⅳ（5 名）の血中 EV 由来の miRNA 発現を調べ

た。4 パターンの群間比較，すなわち AgP-Ⅲ vs. AgP-Ⅳ，AgP-Ⅲ vs. H，AgP-

Ⅳ vs. H，および AgP-Ⅲ + AgP-Ⅲ vs. H のスキャッタープロットを示す。ア

レイにスポットされた全ての miRNA の発現量を内部コントロールである

SNORD61 にて補正し，Ct 値が 40 未満の miRNA 発現について，ドナー3 群

ごとの平均値の Log10（Fold change）値をプロットした。これらのうち，発現

量の差が顕著な miR-181b-5p，miR-16-5p，そして miR-29a-3p を大きなドット

で表示している。上の点線は 2 倍以上の発現量増加，下の点線は 2 倍以上の

発現量減少，点線の間は発現量変化なしを示す。 

(b) PCR アレイ解析結果の検証：PCR アレイ解析と同じドナーの血漿を用いて，

miR-181b-5p，miR-16-5p，そして miR-29a-3p の発現量を，RT-PCR 解析によ

って調べた。内部コントロール SNORD61 にて補正した Log10（Fold change）



 37 

値を縦軸に示す。H（▲），AgP-Ⅲ（◆），AgP-Ⅳ（●）*：p <0.05，one-way 

ANOVA / Tukey-Kramer test 

図 4．大きなサンプルサイズでの miR-181b-5p の発現検証 

AgP-Ⅲ（13 名），AgP-Ⅳ（12 名），H（7 名）とさらにドナーを増やして，miR-

181b-5p 発現量をリアルタイム RT-PCR 法にて調べた。内部コントロール hsa-miR-

484と外部コントロールCel-miR-39の両者の平均値にて補正し，ΔΔCt法を用いた。

H（▲），AgP-Ⅲ（◆），AgP-Ⅳ（●）；なお，白抜き印は，PCR アレイ解析を行

ったサンプルを示す。*：p <0.05，one-way ANOVA / Tukey-Kramer test 

図 5．ROC 解析による miR-181b-5p の診断バイオマーカーとしての精度評価 

各ドナー群における miR-181b-5p の発現について ROC 解析を行った。内部コン

トロールの hsa-miR-484 と外部コントロールの Cel-miR-39 の両者の平均値にて補正

した 2-∆∆CT値を使用した。3 パターンの群間比較，すなわち（a）H vs. AgP-Ⅲ（H が

対照），（b）H vs. AgP-Ⅳ（H が対照）および（c）AgP-Ⅳ vs. AgP-Ⅲ（AgP-Ⅳが対

照）を示す。それぞれのドットは，カットオフ値をそれぞれ変えていったときの感

度（％），100（％）-特異度（％）を示す。大きなドットはカットオフ値を示す。

中央にある点線は，AUC 値 0.5 を示す。 


