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緒言 

歯周炎は，歯周病原細菌に起因した過度な免疫応答によって重症化し，歯周組織の破壊を

伴う慢性炎症性疾患である 1）。歯肉溝における歯周病原細菌の感染によって補体などの自然

免疫系が活性化され，好中球やマクロファージ，樹状細胞などの炎症性免疫細胞が歯周組織

へ遊走することで，歯周炎の病状が進行する 2）。そして，歯周炎組織に浸潤した炎症性免疫

細胞は，tumor necrosis factor（TNF）-α，interleukin（IL）-1β，IL-6，IL-17などの炎症性サイ

トカインを産生し，相互に複雑なネットワークを形成しながら過剰な免疫応答を引き起こす

ことで，歯周組織破壊を増悪させる 2-4）。近年，いくつかの免疫細胞種のフェノタイプの変

化が，歯周炎の進行に重要な影響を及ぼすことが報告された 5）。その細胞種の１つであるマ

クロファージ（Mø）は，M1 と M2 の 2 つのタイプに大別され，炎症の急性期では M1 タイ

プへ，慢性期ではM2タイプへ分極する 6）。歯周炎の歯周組織では，骨髄由来単球細胞が IL-

1βや TNF-αなどの存在下でM1タイプへと極性化することで，炎症を促進させて歯周組織の

破壊を重篤化させる 7）。 

High Mobility Group Box 1（HMGB1）は，全ての真核細胞に存在し，Aボックス，Bボッ

クス，C末端領域の 3つのドメインから構成される 30 kDaの非ヒストン性のタンパク質であ

る 8）。そして，HMGB1 のアミノ酸配列は，哺乳類間で高度な相同性で保存されている 8）。

健康な組織では核内に局在し，nuclear factor-kappa B（NF-κB）などの遺伝子の転写制御およ

び DNA修復に関わる 9）。また，HMGB1欠損マウスは，グルココルチコイド受容体機能不全
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のため，出生後すぐに低血糖で死亡することから，HMGB1 は個体の生存に必須の分子であ

る 10）。一方で，組織の損傷や壊死，および感染が起こると，HMGB1 は細胞の危機を知らせ

る damage-associated molecular patterns（DAMPs）としても機能することが知られている 11）。

炎症性組織においては，HMGB1 がアセチル化されて核外へ移動し，分泌型リソソームと結

合して細胞外へ分泌される 12）。細胞外へ放出された HMGB1 は，toll-like receptor や receptor 

for advantage glycation end-products などの受容体に結合し，NF-κB を活性化する 13, 14）。そし

て，TNF-α，IL-1β，IL-6 などの炎症性サイトカインの遺伝子発現を増強することで，強力な

炎症性メディエーターとなる 15）。近年では様々な炎症性疾患における HMGB1の関与が報告

されており，敗血症 16）や脳血管疾患 17）などの急性炎症性疾患のみならず，慢性関節リウマ

チ 18, 19）や，動脈硬化 20）などの慢性疾患についても多くの報告がある。特に脳血管疾患 21）や

神経因性疼痛 22）などの分野では，HMGB1に関連した創薬研究が盛んに行われている。 

歯周炎の病態における HMGB1 の免疫学的な関与については，いくつかの報告がある。こ

れまでに，歯周炎患者の歯肉溝滲出液中には，HMGB1が高濃度に検出される 23, 24）ことや，

TNF-α，IL-1β，さらに歯周病原細菌の代謝産物である酪酸などの刺激によって，歯肉上皮細

胞から HMGB1 が分泌されることなどが明らかになっている 25）。さらに，Yoshihara らは，

HMGB1 が歯肉上皮細胞と比較して Mø からより多く分泌され，歯槽骨吸収だけでなく，歯

周組織における炎症の遷延化に関与していることを報告した 26）。しかし，歯周炎の病態に

HMGB1が及ぼす免疫学的な作用には，未だ不明な点が多い。 
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近年，HMGB1がMøのM1またはM2タイプへの極性化を制御する可能性が示唆された。

Son らは，全身性エリテマトーデスの炎症組織において，補体経路の起点物質である C1q と

HMGB1が局在下で，MøはM2タイプへと極性化し，疾患の進行に影響を与えることを明ら

かにした 5）。また，Karuppagounder らは，心筋の損傷組織では，炎症性サイトカインである

TNF-α，IL-1β，IL-6 などの発現の上昇とともに，HMGB1 と M1 Mø 特異的マーカーである

cluster of differentiation (CD) 68の発現が有意に増加することを報告した 27）。しかし，歯周炎

の歯周組織における HMGB1とMøの関連については報告がない。 

本研究では，歯周病原細菌によって炎症が惹起された歯周組織において，核外へ放出され

た HMGB1 が，Mø を M1 タイプへ極性化させて，過度な免疫応答を誘導しているという仮

説を立てた。そこで，抗 HMGB1抗体 #10-2228）（抗 HMGB1抗体）とMø特異的 HMGB1ノ

ックアウトマウス 29）を用いたモデルにて，HMGB1が歯周炎組織に及ぼす免疫学的メカニズ

ムを，MøのM1タイプへの極性化と急性期の炎症反応に着目して検討した。 
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材料と方法 

1. 試薬 

ラット由来 IgG2aの抗HMGB1抗体 #10-2228）は，岡山大学大学院 医歯薬学総合研究科 生

体制御科学専攻 生体薬物制御学講座 薬理学分野 西堀正洋教授（現 名誉教授）から供与を

受けた。なお，抗 HMGB1 抗体 #10-22 は，HMGB1 の C 末端領域を認識し，特異性が高い

という特徴を持つ 28）。 

2．細胞とその培養 

Tevlin ら 30）の方法を一部改変して，野生型マウス（C57BL/6J，雄，9 週齢，平均体重 30 

g，日本クレア株式会社，東京）の脛骨から骨髄を含む細胞溶液を採取した。採取した細胞

溶液から Ficoll-Paque PREMIUM（Cytiva，東京）を用いて分離した単球細胞を，1.0 × 105

個/ウェルの濃度で 24 ウェルマルチプレート（Corning；Corning，NY，USA）に播種した。

その後，macrophage colony-stimulating factor（20 ng/mL，Biolegend；San Diego，CA，USA）

を添加して 37˚C，5% CO2，100%湿潤下で培養し，Møへと分化誘導させた。48時間後にウ

ェル底面に付着して増殖した樹状様細胞を，骨髄由来Møとした。 

3．動物 

野生型マウスと Mø 特異的 HMGB1 ノックアウトマウス（LysMCre/+-Hmgb1f/f）を，室温 23 

± 1˚C，人工照明 8:00〜22:00 に設定された岡山大学動物資源部門鹿田施設で飼育し，免疫
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機能が確立する 8週齢以降である 9週齢で実験に用いた。なお，ノックアウトマウスは，理

化学研究所（茨城）から購入したB6.129P2-Hmgb1(tm1Ttg)とCre-ERT2の2系統を購入して，

Yanai ら 29）の方法を用いてかけ合わせて作製した（岡山大学動物実験委員会承認：OKU-

2016463）。 

4．歯周炎モデルマウスの作製 

以下の実験は岡山大学動物実験委員会の指針に従って，同委員会の承認（OKU-2021767）

を得て行った。 

①野生型マウス（WT），②抗 HMGB1 抗体（100 µg/匹）を腹腔内投与した野生型マウス

（WT + anti-HMGB1），③Mø 特異的 HMGB1 ノックアウトマウス（LysMCre/+-Hmgb1f/f）の 3

群に対して，Abeら 31）の手法を用いて上顎左側第二大臼歯に 5-0絹糸を結紮することによっ

て歯周炎モデルを作製した。3 日後に安楽死させ，上顎骨と歯肉（上顎第一大臼歯近心から

第三大臼歯遠心までの幅 1 mm口蓋側歯肉）を採取した。同時に，腹腔内に 5 mLの含有イー

グル最小必須培地a改変型（aMEM，富士フィルム和光純薬，大阪）を注入して，30 秒後に

腹腔内液を回収し，70 µmのセルストレーナー（Corning）に通して濾過した。 

5．フローサイトメトリーによるM1 Møへの極性化度解析 

１）サンプルの調整 

培養細胞：WT から採取して培養したマウス骨髄由来 Mø に lipopolysaccharide（LPS）

（Escherichia coli O111: B4由来，10 ng/mL，Sigma Aldrich，St. Louis，MO，USA），Disulfide 
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rhHMGB1（10 µg/mL，HMGBiotech，Milano，Italy），抗 HMGB1抗体（10 ng/mL）を添加し

た。24 時間後に 0.02%トリプシン-0.05%エチレンジアミン四酢酸（EDTA：Life Technologies 

Gibco，Carlsbad，CA，USA）を用いて全細胞を回収した。 

歯肉組織：aMEM に 0.3%（w/v）Collagenase Type Ⅳ Powder（Thermo Fisher Scientific，

Waltham，MA，USA）と 0.4% DNaseⅠ（Sigma Aldrich）を溶解した培地に，補体を 60˚C で

30分間非働化した 1% ウシ胎児血清（FBS，Life Technologies Gibco）を加えた。そこに採取

した組織を加え，ホモジナイザー（ニッピ，東京）で組織を粉砕し，37˚C で 50 分間振盪し

た。そこに 0.5 M EDTA（Thermo Fisher Scientific）を添加し，さらに 37˚Cで 10分間震盪させ

た。 

２）フローサイトメトリーによる解析 

培養細胞溶液，腹腔内液または歯肉組織の懸濁液を，500 × g，4˚C で 5 分間遠心し，上

清を除去した後，以下の手順で染色し，解析を行った。 

死細胞を除外する目的で，Zombie VioletTM Fixable Kit（Biolegend）を phosphate-buffered 

saline（PBS）で 1/1,000 の濃度に希釈して加え，4˚C で 15 分間，暗所で反応させた。その後，

PBSで洗浄し，500 × g，4˚Cで 5分間遠心して上清を除去した。次に，Fc受容体のブロッ

キングとして抗 CD16/32 抗体（Clone：93，Biolegend）を 5% ウシ血清アルブミン（BSA；

heat shock fraction，Sigma Aldrich）含有 PBSで 1/100の濃度に希釈して添加し，4˚Cで 30分

間，暗所で反応させた。そこに，BSA含有 PBSで 1/100の濃度に希釈した一次抗体を添加し
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て，4˚C で 60 分間，暗所で反応させた。M1 Mø が全てに陽性となる一次抗体として，造血

系細胞のマーカーとしての phycoerythrin- Cyanine7（PE-Cy7）標識ラット抗マウス CD45抗体

（ 0.5 mg/mL，Clone： 30F-11，Biolegend）を，Mø のマーカーとしての Fluorescein 

isothiocyanate（FITC）標識ラット抗マウス F4/80 抗体（0.5 mg/mL，Clone：BM8，Biolegend）

を，T 細胞活性化に必要な分子マーカーとしての Allophycocyanin（APC）標識ラット抗マウ

スCD80抗体（0.2 mg/mL，Clone：16-10A1，Biolegend）を用いた。反応後はPBSで洗浄し，

500 × g，4˚Cで 5分間遠心し，上清を除去した。最終的な細胞溶液が 300 µLになるように

PBS で希釈し，その後，懸濁液を 70 µm のセルストレーナーに通して濾過した後，Flow 

Cytometer（MACS Quant X：Miltenyi Biotec 2019，Los Angels，CA，USA）で細胞溶液中の

M1 Mø への極性化度を測定した。データ解析は，コンピューターソフトウェアである

FLOWJO（BD Bioscience，Franklin Lakes，NJ，USA）で行った。 

6．形態学的解析 

骨標本の作製と歯槽骨吸収度の解析は，Abe31）らの方法を一部改変して行った。すなわち，

採取したマウスの頭部を 10 分間煮沸した後，軟組織を除去した。その後，30%過酸化水素

（ナカライテスク，京都）で 12 時間漂白し，6%次亜塩素酸ナトリウム水溶液（ナカライテ

スク）で 5秒間中和した後，0.5%エオジン（武藤化学株式会社，東京）で 5分間，1%メチレ

ンブルー（Merk KGak，Darmstadt，Germany）で 10秒間，染色した。水洗して十分に乾燥し

た後，実体顕微鏡（SZ-LW61 T2：OLYMPUS，東京）にて骨吸収度を測定した。測定は，両

隣在歯の骨吸収が波及する部分も含めて，第一大臼歯の遠心口蓋側裂溝，遠心口蓋側咬頭，
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第二大臼歯の近心口蓋側咬頭，口蓋側裂溝，遠心口蓋側咬頭，そして第三大臼歯の口蓋側咬

頭の 6点からセメントエナメル境での垂直的距離をそれぞれ測定し，骨吸収度を算出した。 

7．遺伝子発現の解析 

マウスから採取した歯肉組織を，RNA の安定作用がある RNAlater（QUIAGEN，Hilden，

Germany）に直ちに浸漬し，Il-6 と C-X-C motif ligand（Cxcl）2 の遺伝子発現量を real-time 

reverse transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）法で定量解析した。 

1）RNAの抽出：RNAは，シリカ膜への吸着を利用した RNeasy Mini Kit（QIAGEN）を用い

て抽出した。なお，RNA 抽出過程で混入する DNA は，Kit 付属の gDNA Eliminator スピ

ンカラム（QIAGEN）を使用して除去した。RNA の濃度と純度は，Nano Drop 2000

（Thermo Fisher Science）を用いて 260 nmと 280 nmの波長での吸光度とその比を用いて

測定した。全ての RNAの純度は，A260/A280の値が 1.8〜2.2の間であることを確認した。 

2）逆転写反応：抽出した RNAの濃度を RNase-free Water（QIAGEN）で調整した溶液 16 µL

と，SuperScript Ⅳ VILO Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を混合して，全量 20 µLと

した。これを，25˚C で 10 分間熱処理してオリゴ dT プライマーをアニーリングした。そ

して，42˚Cで 60分間熱処理して RNAを DNAへ逆転写した後，85˚Cで 5分間酵素を不

活化して，cDNAを合成した。 

3）RT-PCR 法：PCR 反応は，cDNA 合成後の反応液を 10 倍に希釈した溶液を，表 1 に示し

たセンスならびにアンチセンス PCRプライマー（10 µM），2 × PowerSYBER Green PCR 
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Master Mix（Thermo Fisher Scientific），そして RNase-free Waterと混合し，95˚Cで 10分

間の 2本鎖 DNAの変性後，95˚Cで 15秒間の熱変性，60˚Cで 1分間のアニーリングおよ

び伸長反応を 40 サイクル行った。この反応は 7300 Fast Real-Time PCR System（Thermo 

Fisher Scientific）を用いて行い，その際に PCR 産物が発する蛍光量を SDSv1.X with RQ 

Software（Thermo Fisher Scientific）にて測定した。なお，Il-6 と Cxcl2 の mRNA 量は，

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（Gapdh）の mRNA 量を内部対照として，比較

Ct 値法にて定量し，相対発現量として示した。Il-6，Cxcl2，さらに Gapdh のプライマー

は，オンラインソフトウェアである Primer3（http://Frodo.wi.mit.edu/）を用いて，増幅サ

イズ 150~200 bp，プライマーサイズ 20塩基，GC含有量 45~55%，Tm値 57~58°Cの条件

で設計して（表 1）合成し，理論上の特異的な増幅をオンラインソフトウェアである

NCBI Primer-BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用いて確認した。 

8. 組織学的解析 

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（pH7.4：富士フィルム和光純薬）

に1日間浸漬して，組織固定を行った。その後，10% EDTA溶液（pH 8.0：ナカライテスク）

に 1 週間浸漬させて硬組織を脱灰した。脱灰が終了した組織は，上昇アルコール系列で脱水

後にキシレンに十分浸漬させた後，真空自動固定包埋装置（VRX-23，サクラファインテッ

クジャパン，東京）を用いて，組織固定用パラフィンワックス（ティシュー・テックパラフ

ィンワックスⅡ60，サクラファインテックジャパン）で包埋した。これをミクロトーム

（HM335E：MICROM，横浜）にて 4 µm 厚の組織切片に薄切した。切片をアミノシランで
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コーティングされたスライドガラス（松浪硝子工業，東京）に載せ，キシレンを用いて脱パ

ラフィンを行った後，無水エタノールから 70%エタノールに浸漬させて再水和を行った。 

1）歯周組織の観察：ヘマトキシリン・エオジン染色（H-E 染色：富士フィルム和光純薬）

を行った後，70%から無水エタノールおよびキシレンにて脱水し，Entellan New（Merck 

KGak，Darmstadt，Germany）を用いて封入した。乾燥後，光学顕微鏡（DP70：

OLYMPUS）にて組織像を観察し，撮影（記録画像サイズ 4,080 × 3,072 pixel）した。 

2）M1 Møの局在の観察：歯周組織のM1 Møは，蛍光免疫染色を用いて，F4/80とCD80の二重

陽性像として観察した。組織切片は0.5 M EDTA溶液（pH8.0；Thermo Fisher Scientific）を

PBSにて1 mMに希釈した溶液に浸漬し，95˚Cで15分間保持して抗原の賦活化を行った。

室温で冷却後，5% BSA含有PBS溶液に室温で30分間浸漬して，非特異的抗原のブロッキ

ングを行った。PBSで1回洗浄後，5% BSA含有PBS溶液で希釈したFITC標識ラット抗マウ

スF4/80抗体（最終濃度1 µg/mL，Clone BM8，Biolegend）とAPC標識ラット抗マウス

CD80抗体（最終濃度0.4 µg/mL，Clone 16-10A1，Biolegend）を添加して，4˚Cで12時間，

暗所で反応させた。その後， Fluoro-shield Mounting Medium with 4',6-diamidino-2-

phenylindole（DAPI：Abcam，Cambridge，UK）で核の染色と封入を行った。画像は，蛍

光顕微鏡（DP70：OLYMPUS）を用いて撮影（記録画像サイズ4,080 × 3,072 pixel）した。 

9. 統計処理 

各実験系における統計解析は，差の検定には one-way analysis of variance（one-way ANOVA）
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を用い，さらに多重比較検定を Tukey’s multiple comparison testで行った。各々の統計処理に

は，GraphPad Prism8（GraphPad Software Inc，San Diego，CA，USA）を用いて検定を行い，

p＜0.05を有意差ありと判定した。 
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結果 

HMGB1がMøへの極性化に与える影響 

1）in vitroにおける検討 

マウスの骨髄由来単球細胞をmacrophage colony stimulating factorで分化させたMøに，LPS，

Disulfide rhHMGB1，あるいは抗 HMGB1 抗体を添加し，4 日後に M1 Mø に極性化した細胞

の割合をフローサイトメトリーで解析した。 

rhHMGB1 を添加した群では，無添加群と比較して，マウス骨髄由来 Mø が M1 Mø へ極性

化した割合（M1 Mø；Live+CD45+F4/80+CD80+細胞の数／全 Mø；Live+CD45+F4/80+細胞の数）

は有意に増加した。その極性化度は，LPS 添加群と同程度であった。一方，抗 HMGB1 抗体

を添加した群では，無添加群と比較して，マウス骨髄由来MøがM1 Møに極性化した割合に

有意差はなかった（p＜0.05）。（図 2） 

2）in vivoにおける検討 

各群におけるマウスの腹腔内のM1 Møの数と，全MøにおけるM1 Mø割合をフローサイ

トメトリーで解析した。 

LysMCre/+-Hmgb1f/f群とWT + anti-HMGB1群では，WT群と比較して，腹腔内液中のM1 Mø

の数と割合が有意に減少した（p＜0.05）。（図 3） 

HMGB1が歯周組織のM1 Møへの極性化に与える影響 

1）歯肉組織中の全MøにおけるM1 Møの数と割合 
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各群における，歯肉中のM1 Møの数と，全MøにおけるM1 Møの割合をフローサイトメ

トリーで解析した。 

WT 群では，結紮によって M1 Mø の数と割合が増加傾向にあった。一方，WT + anti-

HMGB1 群では，歯肉組織中の M1 Mø の数が有意に少なく，M1 Mø の割合が増加傾向にあ

った。LysMCre/+-Hmgb1f/f群では，歯肉組織中の M1 Mø の数と割合が増加傾向にあった（p＜

0.05）。（図 4） 

2）歯周炎の歯肉組織中におけるM1 Møの局在 

各群における，歯肉中のM1 Møの局在を免疫染色で検討した。 

WT群の歯周炎の歯周組織では，歯肉結合組織にM1 Møが多く局在した。一方で，

LysMCre/+-Hmgb1f/f群とWT + anti-HMGB1群では，WT群と比較して，歯肉結合組織に局在す

るM1 Møは減少する傾向にあった。（図 5） 

HMGB1が歯周炎の進行に与える影響 

1）歯槽骨吸収度 

各群における歯槽骨吸収度を解析した。 

WT 群では，結紮によって歯槽骨吸収度が増加した。一方，LysMCre/+-Hmgb1f/f 群と WT + 

anti-HMGB1群では，結紮すると歯槽骨吸収度は増加傾向にあったが，WT群のそれよりも少

なかった（p＜0.05）。（図 6） 

2）歯周炎の歯周組織中の炎症性サイトカインとケモカインの遺伝子発現 
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各群における，歯肉中の Il-6と Cxcl2の遺伝子発現を RT-PCR法で解析した。 

WT群では，結紮によって Il-6の遺伝子発現は増加傾向にあり，Cxcl2の遺伝子発現は有

意に増加した。一方，LysMCre/+-Hmgb1f/f 群とWT + anti-HMGB1群では，結紮すると Il-6と

Cxcl2の遺伝子発現は増加傾向にあったが，WT群のそれよりも少なかった（p＜0.05）。（図

7） 
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考察 

HMGB1 は，炎症性メディエーターとしてサイトカインの産生を促進し，急性および慢性

の様々な炎症性疾患に関与する重要な分子である 15)。Yoshiharaらは，歯周炎においては，抗

HMGB1 抗体が炎症と歯槽骨吸収を抑制すると報告した 26）。しかし，その詳細なメカニズム

については未だ不明である。本研究では，多くの炎症性疾患の病態において重要な役割を担

うMøと HMGB1の関連に着目して，HMGB1が歯周組織に及ぼす免疫学的な影響を，in vivo

と in vitro で検討した。その結果，歯周炎の歯周組織において，HMGB1 を抑制すると，Mø

の M1 タイプへの極性化が抑制された。また，歯槽骨吸収が抑制されて，歯周炎の歯周組織

中の炎症性サイトカインの遺伝子発現が減少した。 

本研究では，始めに，HMGB1がM1 Møの極性化に及ぼす影響を検討した。歯周炎の歯周

組織では，歯周病原細菌由来の LPSによって骨髄由来 Møが M1 Møへ極性化する 32）。本研

究では，in vitroで rhHMGB1タンパクを添加すると，骨髄由来の Møを M1タイプに極性化

させることが明らかとなった（図 2）。また，in vivoにおいても，HMGB1を抑制すると，腹

腔内の M1 Mø の割合が減少した（図 3）。これらの結果から，HMGB1 は，骨髄由来 Mø を

M1タイプに極性化させる重要な因子であることが示された。 

次に，歯周炎組織において HMGB1 が M1 Mø の極性化に及ぼす影響を検討した。Alvarez

らの報告のとおり，炎症の急性期では歯槽骨破壊は進行し，M1 Møへの極性化が優位である

ことが報告されている 7)。一方で，炎症が遷延して慢性化あるいは消退に向かうと，M2 Mø
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の極性化が優位な環境へと変化する 7)。そこで本研究では，歯槽骨破壊が急激に進行する炎

症の急性期に着目した。歯周炎モデルマウスにおいて HMGB1 を抑制すると，歯周炎の発症

から 3日後で，歯肉中のM1 Møの数と，全Mø中のM1 Møの割合が減少傾向にあった（図

3）。この時，LysMCre/+-Hmgb1f/f群と WT + anti-HMGB1 群の歯周炎組織中では，M1 Mø の極

性化を抑制する割合は同程度であった。この結果と，Yoshihara ら 25）が報告した，歯肉上皮

細胞と比較して Mø がより多くの HMGB1 を分泌するという結果を合わせて考察すると，歯

周炎の病態においては Mø から分泌される HMGB1 が重要な役割を持つと考えられる。また，

HMGB1を抑制すると，歯周炎組織で血管が多い歯肉結合組織において，M1 Møの局在は減

少する傾向にあった（図 4）。したがって，M1 Møは HMGB1を分泌するという報告 33）と合

わせて考察すると，HMGB1 によって M1 へと極性化した Mø は，オートクライン的に歯周

炎組織中の HMGB1を増加させて，急性炎症をさらに増悪させる可能性がある。 

最後に，HMGB1 が歯周炎組織の炎症反応に及ぼす影響を検討した。過去の報告では，歯

周炎組織に浸潤したM1 Møは，IL-1β，IL-6，IL-12，そして TNF-αなどの炎症性サイトカイ

ン 34）や CXCL-2と CXCL-10などのケモカインを分泌して 35）リンパ球を活性化する。活性化

したリンパ球は，近傍の歯肉線維芽細胞，上皮細胞，そして血管内皮細胞に作用することで

サイトカインストームと呼ばれる過剰な免疫応答を引き起こす 36, 37）ことが知られている。

本研究では，歯周炎組織でHMGB1を抑制すると，Il-6とCxcl2の遺伝子発現が減少した（図

5）。IL-6 は，歯周炎の歯周組織において炎症を促進させるサイトカインであることや 38），

Th17 細胞を活性化することが明らかとなっている 39）。また，Th17 細胞は，分泌するサイト
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カインによって破骨細胞を活性化することで，骨破壊を主兆候とする疾患に関わる重要なリ

ンパ球であることが，近年報告されている 40）。さらに，CXCL-2 は，好中球を化学走化性に

炎症組織に遊走させて，炎症反応を増幅させることが知られている 41）。以上の報告と本研究

の結果を合わせて考察すると，急性炎症の初期には，HMGB1 が Mø を M1 タイプに極性化

させ，M1 Mø から分泌される IL-6 や CXCL-2 の量を増加させることで炎症を増幅させると

考えた。 

歯周炎と同じ炎症性骨破壊疾患である慢性関節リウマチにおいては，HMGB1 が TNF-α，

IL-1β，そして IL-6 などの炎症性サイトカインの発現を増強して，炎症を促進することで骨

破壊を誘導する 42）ことが報告されている。一方で，細胞の傷害などによって DAMPsとして

細胞外へ放出された HMGB1 は，細菌感染の有無に関わらず破骨細胞の分化や核の融合を活

性化する 43）。本研究においても，抗 HMGB1抗体による HMGB1の中和と HMGB1の遺伝子

ノックアウトによる HMGB1の産生抑制によって，歯槽骨の吸収が抑制された（図 6）。本研

究の結果と合わせて考察すると，歯周炎組織に分泌された HMGB1は，M1 Møへの極性化を

介してオートクラインおよびパラクライン的に産生されて，炎症を増悪すると同時に，破骨

細胞を活性化させて，歯周組織の破壊を誘導する可能性がある。これらの詳細な関係につい

ては，今後さらに検討する必要がある。 

本研究の一連の結果から，歯周炎の急性期において，HMGB1は，MøをM1タイプに極性

化させることで，急性期の炎症反応を延長させて，歯槽骨の吸収を促進させる可能性がある。
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これは，歯周炎の病態における複雑な免疫学的メカニズムに果たす HMGB1 の役割を解明す

る一助となる。今後は，歯周炎の歯周組織における遷延化した炎症反応に対する HMGB1 の

影響を検討することで，より詳細な歯周炎の病態解明に寄与していきたいと考える。 
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結論 

HMGB1は，M1 Møの極性化を促進して炎症反応を増悪させることで，歯周組織の破壊を

進行させる。 
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図の説明 

図 1．歯周炎モデルマウス作製プロトコル 

mAbは，抗 HMGB1抗体 #10-22を腹腔内投与したことを示す。 

図 2．HMGB1が骨髄由来Møの極性化に及ぼす影響 

骨髄由来 Mø の培養系に lipopolysaccharide（LPS）（Escherichia coli O111: B4 由来，10 

ng/mL），Disulfide rhHMGB1（rhHMGB1，10 µg/mL），抗 HMGB1抗体（10 ng/mL）をそれぞ

れ添加し，各培養条件下での M1 Mø へ極性化した細胞をフローサイトメトリ―で解析した。 

（A）各細胞表面マーカー陽性細胞の分布を示す。 

ゲーティング：Live+CD45+F4/80+CD80+細胞 

（B）M1 Mø （Live+CD45+F4/80+CD80+細胞）の割合を示す。 

one-way ANOVAで有意差を認めた（p= 0.0020）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

6匹のマウス骨髄由来Møを用いた各々独立した実験の平均値と標準偏差を示す。 

図３．HMGB1が腹腔内Møの極性化に及ぼす影響 

腹腔内液中の細胞をフローサイトメトリーで解析した。 

（A）各細胞表面マーカー陽性細胞の分布を示す。 

Un-stainedは抗体未使用のバックグランドを示す。 

ゲーティング：Live+CD45+F4/80+CD80+細胞 
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（B）M1 Mø （Live+CD45+F4/80+CD80+細胞）の数を示す。 

one-way ANOVAで有意差を認めた（p＜0.0020）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

（C）全Møに対するM1 Møの割合を示す。 

one-way ANOVAで有意差を認めた（p= 0.0329）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

6匹のマウスの腹腔内Møを用いた各々独立した実験の平均値と標準偏差を示す。 

図４．HMGB1が歯周組織のMøの極性化に及ぼす影響 

歯肉組織中の細胞をフローサイトメトリーで解析した。 

（A）各細胞表面マーカー陽性細胞の分布を示す。 

ゲーティング：Live+CD45+F4/80+CD80+細胞 

（B）M1 Mø（Live+CD45+F4/80+CD80+）の数を示す。 

one-way ANOVAで有意差を認めた（p= 0.0065）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

（C）全Møに対するM1 Møの割合を示す。 

one-way ANOVAで有意差を認めなかった（p= 0.07736）。 

WTに 5匹，LysMCre/+-Hmgb1f/fとWT + anti-HMGB1にはそれぞれ 4匹のマウスから得た腹

腔内 Mø を用いた，各々独立した実験の平均値と標準偏差を示す。白抜きバー：非結紮側，

黒バー：結紮側 



 

 28 

図５．HMGB1が歯周組織のMøの局在に及ぼす影響 

歯肉組織中のM1 Møの局在を蛍光免疫染色で調べた。 

（A）観察した歯周組織部位の H-E染色像（スケールバー：100 µm）を示す。 

（B）歯周組織の免疫染色像（スケールバー：50 µm）を示す。 

T：Tooth，E：Epithelium，C：Connective tissue，B：Bone 

いずれも，独立したマウス（各群 3匹で 3切片ずつ）の代表的組織像である。 

図６．HMGB1が歯周炎組織での歯槽骨吸収に与える影響 

マウスの上顎骨の骨標本を用いて，歯槽骨吸収量を調べた。 

（A）結紮歯周囲の歯槽骨吸収像（第一大臼歯から第三大臼歯までの口蓋側）を示す。 

（B）歯槽骨吸収量を示す。 

one-way ANOVA で有意差を認めた（p＜0.0001）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

WTに 10匹，LysMCre/+-Hmgb1f/fとWT + Anti-HMGB1にはそれぞれ 4匹のマウスを用い，

各群の代表的像を示した。各々独立した実験の平均値と標準偏差を示す。白色ドット：非結

紮側，灰色ドット：結紮側 

図７．HMGB1が歯周炎組織における炎症性サイトカインの遺伝子発現に与える影響 

歯肉結合組織中の Il-6および Cxcl2の mRNA発現量を real-time RT-PCR法で調べた。 

（A）Il-6の発現量を示す。 
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one-way ANOVA で有意差を認めた（p= 0.0311）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

（B）Cxcl2の発現量を示す。 

one-way ANOVA で有意差を認めた（p= 0.0003）。さらに，Tukey’s multiple comparison 

testを用いて検定した（*：p＜0.05）。 

各遺伝子の発現量を内在性コントロールである Gapdhの発現量で補正し，そして各群内で

非結紮側を基準として結紮側の発現量を示す。各群 4 匹ずつから得られた歯肉結合組織を用

いて各々独立した実験の平均値と標準偏差を示す。白抜きバー：非結紮側，黒バー：結紮側 
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表の説明 

表 1. RT-PCR法で用いた PCR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’ 

185 
R:5’ -GACAAGCTTCCCGTTCTCAG- 3’ 

Il-6 
F:5’ -GCCTTCTTGGGACTGATGCT- 3’ 

99 
R:5’ -GACAGGTCTGTTGGGAGTGG- 3’ 

Cxcl2 
F:5’ -GCTGTCCCTCAACGGAAGAA- 3’ 

72 
R:5’ -CAGGTACGATCCAGGCTTCC- 3’ 

プライマー塩基配列および増幅産物を表に示す。F, Forward；R, Reverse 


