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緒言 

歯周炎は歯周組織に生じる炎症性疾患であり，細菌叢の乱れに加え，宿主の遺伝

子型，ストレス，食事，および喫煙などのリスク因子と関連し引き起こされる。中

高年期に発症して緩徐に歯周組織の破壊を来たすのみならず，心疾患，神経変性，

自己免疫疾患，癌など他の慢性炎症疾患と疫学的に関連している 1)。 

一方，若年者に発症する歯周炎は，上記の一般的な慢性歯周炎（Chronic 

Periodontitis：CP）とは異なる病態として捉えられてきた。すなわち，全身的に健康

であるにも関わらず 10 代から 30 代の若年成人に発症し，少ない細菌性プラークの

付着量に比して急速に重度な歯周組織破壊を起こす病態を呈することが報告されて

きた 2)。1999 年のアメリカ歯周病学会（AAP）の歯周病分類で，この特異な疾患は

侵襲性歯周炎（aggressive periodontitis；AgP）と定義づけられ，日本においても，こ

の分類を基に，日本歯周病学会が発表した歯周病分類システム 3)が広く使用されて

きた。 

これまで AgP の病因に関して様々な研究がなされてきたが，未だに統一した見解

は得られていない。当初は，AgP 患者の歯肉縁下プラークから Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans が高頻度に検出されることから，AgP 発症への関与が提唱さ
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れてきた 4)。しかし，その後の細菌学研究の技術進歩に伴って，AgP と CP の歯肉縁

下細菌叢に有意な差異が無く 5)，さらには地域や人種の違いによって AgP の細菌叢

は様々であることが分かってきた 6）。また，AgP の発症は家族内で集積する場合が

ある 7）ことからも，AgP の病因には宿主の生体防御機能や免疫応答の異常などが原

因と考えられてきた 8）。そのため，長年にわたって細菌抗原の認識性 9）や炎症性サ

イトカインの発現や遺伝子の変異 10,11）などが調べられてきたが，未だに明確な病因

説明が可能とはなっていない。 

臨床的にも AgP の診断基準は曖昧で，年齢要素以外に AgP と CP を明確に定義付

けることが困難 12）であったため，2018 年の AAP とヨーロッパ歯周病連盟（EFP）

において歯周病分類が再考され，これまでの CP と AgP という分類は廃止され，単

一の「歯周炎」としてまとめられた．すなわち，AgP の診断名が削除され，AgP は

歯周炎（ステージ III/IV グレード C）と分類されるようになった 13,14）。しかし，日

本歯周病学会では，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

料を継続的に活用するために，暫間的な対応として，これまでの分類に新分類を併

記して用い，今後の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 15)。 
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生体の反応は，遺伝子に記録された情報が転写によって mRNA へ，そして翻訳に

よってタンパク質へと情報の発現によって起こる「遺伝情報の一方向的な流れ」で

あるセントラルドグマで考えられてきた 16）。しかし，近年では RNA干渉（RNA 

interference, RNAi）の発見 17）とそれに続くマイクロ RNA（microRNA, miRNA）の同

定 18）によって，この概念が変化してきた 19）。細胞間での情報伝達や生体反応の制

御における新しいメカニズムが提示されたのである。miRNA が細胞内で遺伝子発現

を制御することが示され 20)，さらには細胞外小胞（extracellular vesicle：EV）に包ま

れて細胞外環境に放出されて他の細胞に取り込まれることで，別な細胞の遺伝子発

現や反応を遠隔調節することが分かった 21)。すなわち，細胞間の情報伝達がホルモ

ンやサイトカインなどの分泌因子だけではなく，EV と miRNA によって細胞間で遺

伝子レベルの情報を直接やり取りしているのである。まさに，細胞間の情報伝達の

種類が増加して，遺伝子発現の制御が個々の細胞内に限定されずに組織や生体レベ

ルで動的に調節されるという「セントラルドグマの拡張」を考えることが可能な時

代になった 22）。 

血中を循環する EV は，タンパク質，脂質，さらには miRNA を含む核酸などを分

解から保護しつつ遠隔組織まで効率的に輸送し，それら機能分子の標的細胞への取

込みを促進することによって，炎症の増悪と消退，腫瘍の進展，組織の修復などの
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さまざまな生理的および病理的プロセスを調節する 23, 24）。EV の表面と内面は，EV

放出細胞ごとに特異的な様々なコートタンパク質で覆われており，それぞれが異な

った輸送シグナルを認識することによって選択的な輸送が行われると考えられてい

る 25）。さらに近年，様々な研究によって，EV 表面のタンパク質や糖鎖が EV の輸

送に関与すること 26,27），さらに EV と標的細胞表面分子との相互作用によって取込

み機構が制御される 28）ことが報告されてきた。すなわち，AgP 患者の EV由来タン

パク質の特異性は，AgP の病態制御に関与する可能性があり，バイオマーカーとし

ての診断ツールの実現化に重要な存在と考えられる。 

私の所属する研究チームでは，AgP の特異な歯周組織の免疫・炎症反応に EV が

内包する miRNA が関与すると考え，河本 29）は AgPバイオマーカーの可能性を，そ

して森 30)はこれらの内の miRNA の機能を突き止めようとした。本研究では，AgP

の病態形成に血中 EV が関与すると仮定し，患者の血漿中 EV に含まれるタンパク質

の網羅的なプロテオーム解析を行い，AgP に特異的な EV のタンパク質の探索を目

的とした。 
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材料と方法 

1. 研究対象者 

研究期間は 2017 年 12 月〜2023 年 3 月とした。包含基準は岡山大学病院の侵襲

性歯周炎センターを受診した患者であり，日本歯周病学会の 2006 年歯周病分類 3）

に基づいて AgP と診断され，2018 年 AAP / EFP の分類 14）でステージⅢ，グレード

C である AgP 患者とした。除外基準は，18歳未満，35歳以上，全身疾患あり，喫

煙者とした。また，年齢をマッチングさせた上記除外基準に該当せず，歯周炎を有

しないボランティア（H）を対照者とした。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. 歯周組織検査 

研究対象者の当院初診時年齢，口腔内診査により歯周ポケット深さ（periodontal 

pocket depth：PPD），プロービング時の出血（bleeding on probing：BOP），および

歯周炎症表面積（periodontal inflamed surface area：PISA） 31)を，さらにフルマウス

デンタル X線画像により歯槽骨吸収レベル（bone resorption level：BL）を調べた。 

3. EV の抽出 
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1) 血漿分離：初診時に 6 mL の末梢血液を上腕皮静脈からベノジェクト®Ⅱ真空採

血管（滅菌品）（TERUMO，Tokyo，Japan）を用いて採血し，遠心分離（25 ℃，

2,330 × g，10 分間）後，上清をチューブに移し，さらに遠心分離（25 ℃，1,600 

× g，10 分間）によっ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おいて液体窒素中に 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：EV は，血漿（200 µL）から MagCaptureTM Exosome Isolation Kit PS 

Ver.2（FUJIFILM Wako，Osaka，Japan）を用いて使用説明書にしたがって単離

した。すなわち，EV の膜表面に発現するホスファチジルセリンに特異的に結

合 す る T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein 

4（Tim4）を固相化した磁気ビーズを用いて，血漿中の EV を補足し，その後

にキレート剤を添加して EV を抽出した 32）。 

3) EV の粒子径，形態，表面マーカーの確認 

(a) EV の粒子径測定：単離した EV を含む溶液 185 µL，200 µL を Amicon 

Ultra-2 Centrifugal Filter Unit 10kDa（Merck，Darmstadt，Germany）を用

いてそれぞれ 50 µL，125 µL に濃縮した。それらを混合した 175 µL の
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うち 50 µL を qNano（メイワフォーシス，東京，日本）で測定した。す

なわち，ナノポアを挟んだ溶液中に電圧をかけ，溶液中に含まれるナノ

粒子が細孔を通過する際の電気抵抗ナノパルス法を用いて，粒子径を測

定した 33）。 

(b) EV の電子顕微鏡解析：単離した EV（血清由来）を含む溶液 5 µL をグ

リットに入れて 5 µL の 2%酢酸ウラニール水溶液でネガティブ染色し

た試料を作製した。そして，試料を可視化するため，透過型電子顕微鏡

（Transmission Electron Microscope：TEM，Hitachi H-7650；HITACHI，

東京，日本）を用いて 80 kV，30,000倍の条件下で撮影した。 

(c) EV 表面マーカーの解析：単離した EV を含む溶液 185 µL，200 µL を

Amicon Ultra-2 Centrifugal Filter Unit 10kDa（Merck）を用いてそれぞれ

50 µL，125 µL に濃縮した。それらを混合した 175 µL のうち 5 µL を

Radio-Immunoprecipitation Assay（RIPA）Buffer（Cell Signaling，MA，USA）

で溶解した。溶解した試料のタンパク質量を Micro BCA™ Protein Assay 

Kit（Thermo Fisher Scientific，MA，USA）を用いて定量した。Mini-

PROTEAN☹TGXTMPrecast Protein Gels（4-20% プレキャストポリアクリ

ルアミドゲル；BIO RAD，CA，USA）に 23.1 µg/Lane の試料をロード
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して電気泳動（25 V，1 A，室温，30 分間）を行った。続いて Trans-Blot 

Turbo（BIO RAD）を用いて 0.2 µm Polyvinylidene DiFluoride膜（Trans-

Blot Turbo Transfer Pack；BIO RAD）に転写した。転写した膜を 0.05% 

Tween 20（FUJIFILM Wako）と 5% スキムミルク（BD Difco，NJ，USA）

を含むトリス緩衝生理食塩水（pH 7.4）で 60 分間ブロッキングし，一

次抗体としてマウス抗ヒト CD9 抗体（クローン 12A12；コスモ・バイ

オ，東京，日本）と反応させ（4 ℃，一夜），西洋ワサビペルオキシダ

ーゼ（Horseradish peroxidase；HRP）結合二次抗体（Goat Anti-Mouse IgG 

Antibody, Peroxidase Conjugated, H+L；MERK）と反応させた（室温，1

時間）34）。ポジティブコントロールは岡山大学学術研究院医歯薬学域

口腔顎顔面外科学分野の梅森先生から供与いただいた低分化型扁平上

皮癌細胞株（SAS）の培養上清由来の EV 35）を対照とした。 

4. プロテオーム解析 

1）プロテオーム解析用サンプルの調製 

上記 3項で単離した EV を含む溶液は，基本的には Ikeda らの方法 36）に従って

プロテオーム解析用に調製した。 
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EV を含む溶液に 100 mM triethylammonium bicarbonate buffer（TEAB；Honeywell 

International，NC，USA）を含む同量の 10% sodium dodecyl sulfate（SDS）を加え

てタンパク質を溶解し，遠心分離（13,000 × g，8 分間）して回収した上清を，終

濃度 10 mM の tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride solution（TCEP；MERCK）

によって 55 ℃で 10 分間還元し，終濃度 50 mM の iodoacetamide（MERCK）で遮

光下の室温で 45 分間アルキル化した。これに終濃度 2.5%のリン酸（FUJIFILM 

Wako）を添加して攪拌して，さらに 100 mM TEAB（90% Liquid Chromatography-

Mass spectrometry（LC/MS）用メタノール溶液；FUJIFILM Wako）を終濃度 86 mM 

TEAB となるように加えた。 

この溶液を S-Trap（C02-micro-80；PROTIFI，NY，USA）37）に移して遠心分離

した（室温，4,000 × g，30秒間）。このチューブ内に残ったタンパク質を 150 µL

の 100 mM TEAB（90% LC/MS 用メタノール溶液）を入れて同様に遠心分離した。

この洗浄ステップを 3回繰り返し，最後は室温で 4,000 × g，1 分間遠心した。 

タンパク質が付着した S-Trap を新しい 2 mLチューブに移した。50 mM 重炭酸

アンモニウムで 0.5 µg/µL に調整した Trypsin/Lys-C（#V5072；Promega，WI，USA）

を 50 mM TEAB で 10倍希釈した。その混合液を 20 µL 加えて，47 ℃で 1〜2時

間反応させて溶液内のタンパク質を消化した。その後に 50 mM TEAB を 40 µL 加
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えて室温で 4,000 × g，1 分間遠心し，さらに 0.2% ギ酸水溶液を 40 µL 加えて再

度室温で 4,000 × g，1 分間遠心した。最後に，50% アセトニトリル水溶液（018-

19853；FUJIFILM Wako）を 41.7 µL 加えて室温で 4,000 × g，1 分間遠心して，タ

ンパク質が付着した S-Trap を一晩風乾させた。 

2） プロテオーム解析 

得られたペプチドをゲル断片から抽出し，Orbitrap Fusion Lumos 質量分析計

（Thermo Fisher Scientific）と UltiMate 3000 RSLC nano-flow HPLC（Thermo Fisher 

Scientific）を組み合わせて分析した。ペプチドは µ-Precolumn（0.3 mm i.d. × 5 

mm, 5 µm；Thermo Fisher Scientific)で濃縮し，AURORA カラム(0.075 mm i.d. × 

250 mm, 1.6 µm；Ion Opticks Pty Ltd，Australia)で，2%から 40%までアセトニトリ

ルで 110 分間，次いで 0.1% ギ酸存在下，40%から 95%までアセトニトリルで 5

分間の，2段階グラジエントで分離した。FAIMS Pro（Thermo Fisher Scientific）に

よる気相分画の補正電圧は，-40，-60，-80 V に設定した。Orbitrap Fusion Lumos

の分析パラメーターは次のように設定した；フルスキャンの分解能＝50,000，ス

キャンレンジ（m/z）＝350-1500，フルスキャンの最大注入時間＝50 ミリ秒，フ

ルスキャンの AGCターゲット＝4×105，ダイナミック排除時間＝30秒，データ

依存 MS/MS 取得のサイクルタイム＝2 秒，アクチベーションタイプ＝HCD，
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MS/MS の検出器＝イオントラップ，MS/MS の最大注入時間＝35ミリ秒，MS/MS

の AGCターゲット＝1×104。 

3）タンパク質の同定 

タンデム質量分析法（Mass Spectrometry / Mass Spectrometry；MS/MS）で

得たスペクトルは，Proteome Discoverer 3.1 ソフトウェア（Thermo Fisher Scientific）

を用いて，UniProt の Homo sapiensタンパク質配列データベースを検索した。 

また Minimal information for studies of extracellular vesicles（MISEV）ガイドライ

ン 38）に従って，CD9，CD63，CD81，CD82，Tetraspanin-XX series，TSG101，Alix

などの代表的な EVマーカーが検出できるかを解析した。また，タンパク質の機

能はスウェーデンの研究グループが提供している The Human Protein Atlas のタン

パク質発現情報データベース 39)を用いて調べた。 

4） タンパク質の無標識定量 

バイアスの低減を目的として，2 種類の手法を用いてタンパク質の定量を行っ

た 40）。 

a) Linear Models for Microarray Data（Limma）を用いた定量 
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発現解析ソフトウェア Limma41）を用いて，線形モデルを採用し，経験的ベ

イズ法を用いて各タンパク質の変動を推定し，さらにタンパク定量し，バッ

チ補正を行った。 

b) Proteome Discoverer 3.1ソフトウェアを用いた定量 

Proteome Discoverer 3.1ソフトウェアを用いて，Minora Feature Detector 

node，Feature Mapper node，Precursor Ions Quantifier node のデフォルトパラメ

ーターで，タンパク質のラベルフリー相対定量分析を行った 39）。 

5. 統計処理 

各データの統計処理は，GraphPad Prism8（GraphPad Software, MA, USA）を用い

て，Mann-Whitney U test で検定を行い，p < 0.05 を有意差ありとした。 

また，Limma で定量したデータの統計解析には DEqMS（Differential Expression 

analysis of quantitative Mass Spectrometry data）を用いた。DEqMS は，タンパク質定

量に使用されるペプチドの数に対する分散の依存性を考慮しながら，MS データで

差次的に発現するタンパク質を識別するための統計的手法である。さらに，

Benjamini-Hochberg法で多重検定補正を行うことによって p値を調整した 43）。各因

子間の相関分析ではピアソンの相関係数を用いた。 

  



 14 

結果 

研究対象者の臨床データ 

研究対象者は AgP群を 10名，H群を 10名とした（図 1）。2群間における臨床

データ（表 1）統計学的に解析した結果（表 2），年齢以外の PPD，BOP，PISA，

および BL について有意差があった（p < 0.0001）。すなわち，AgP群の臨床症状

は H群に比較して明らかに歯周病症状があった。 

血漿から単離した EV の粒子径と形態 

1名のドナーH の血清から単離した EV を透過型電子顕微鏡で確認すると（図

2A），直径 100 nm強の小胞があり，EV に特徴的なカップ型の形態を示してい

た。それらの粒子径を測定したところ，最小値は 68.6 nm，最大値は 597.8 nm

で，ピークの値は 107.2 nm あった（図 2B）。そして，直径約 30～150 nm のサイ

ズの EV を多く含んでいた。さらに，代表的な EV 表面マーカーである CD9 をウ

ェスタンブロッティングで検出できた（図 2C）。 

AgP 患者と健常ボランティアの血中 EV に含まれるタンパク質の同定 

プロテオーム解析を行い，1,755 種のタンパク質が偽陽性率（FDR） < 1%の条件

で同定された。これらのデータを以下の解析に用いた。なお，主要な歯周病原細菌
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である Porphyromonas gingivalis（Pg），Aggregatibacter actinomycetemcomitans（Aa），

Prevotella intermedia（Pi），Treponema denticola（Td），Tannerella forsythia（Tf），

Fusobacterium nucleatum（Fn）由来のタンパク質は検出されていなかった。 

Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）結果 

エンリッチメント解析として，GSEA で AgP群と H群の二群間で発現が異なる

遺伝子が特定の遺伝子セットに偏っているかどうかを調べることを，EV から同定

されたタンパク質に応用した。 

オントロジーエンリッチメント解析では，生物学的過程・生体内作用

（Biological Process：BP），細胞構成要素（Cell Component：CC），そして分子機

能（Molecular Function：MF）の観点で，EV から同定された全ペプチド中の該当

ペプチドの比率を解析した（図 3）。ドットプロットで発現比が 0.50以上を示し

て関連性が高いものとしては，BP で 19 種，CC で 9 種，そして MF で 12 種あっ

た。 

DEqMS での発現差の解析 

タンパク質の発現量の差をヒートマップ分析すると，AgP群で発現が上昇して

いたものとして 7 種，H群で発現が上昇していたものとして 18 種が見つかった
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（図 4）。AgP群のうち AgP #3 のみ，H群に高発現の 8 種タンパク質と，AgP群

に高発現の 2 種タンパク質の発現量が逆転しており，発現パターンがやや H群に

近かった。これらは，ボルケーノプロットでも明瞭に示された（図 5）。発現の変

動比を示す x軸と統計的差を示す y軸で示される領域内で p < 0.001 として，AgP

群で発現が上昇した 7 種は右上に，H群で発現が上昇した 18 種は左上に示された

（図 5 中の文字付きの点）。これら 25 種のタンパク質の機能は，表 3 に示した。 

なお，これらの内で AgP群と H群間での発現差に強い有意差（p < 0.0005）が

あった 6 種のタンパク質を，枠線で囲んで示した。さらに，この 6 種のタンパク

に関しては，Benjamini-Hochberg法によって FDR < 5%の条件で調整した p値でも

有意差（p < 0.05）があることを確認した。続いて，これら 6 種のタンパク質を以

後の解析に用いた。 

Proteome Discoverer での発現差の解析 

Proteome Discoverer のデータを基に，25 種のタンパク質の発現比の差を解析す

ると，発現比に有意差（p < 0.05）があったのは 6 種のタンパク質であったので，

AgP群と H群間で個人毎の発現量を比較した（図 6）。AgP群で高発現したもの

は Alcohol dehydrogenase 4（ADH4）のみで，H群で高発現したものは NSF 

attachment protein alpha（NAPA），Typtophanyl-tRNA synthetase 1（WARS1），
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Protein 4.2（EBP42），Protein phosphatase 2 scaffold subunit A alpha（PPP2R1A），

Enolase 1（ENO1）の 5 種であった。これらの機能は表 3 に示した。 

AgP 群と H 群間で発現量が有意に異なるタンパク質と臨床所見の関係 

以上の 6 種タンパク質発現と研究対象者の個人毎の PISA値（表 1）とをピアソ

ンの相関係数を求めて比較検討した。６種のタンパクのうち，ADH4 のみが正の

相関関係を示す傾向を示し，他の 5 種タンパク質は負の相関を示した。（図 7）。 

ADH4 に着目すると，PISA値が比較的高い 3 者（AgP#15，17，19）では，

PISA値が高く BL が小さいほど ADH4 の発現量が多い傾向にあった。また，PISA

値が比較的低い 4 者（AgP#12，14，18，20）では，PISA値が低く BL が大きいほ

ど ADH4 の発現量が多かった。 
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考察 

EV の表面タンパク質の一部には臓器向性を制御する機能があると考えられてお

り，様々な疾患において新たな診断マーカーとなる可能性が秘められている 26)。そ

こで本研究では，本研究では，AgP の病態形成に血中 EV が関与すると仮定し，患

者の血漿中 EV に含まれるタンパク質の網羅的なプロテオーム解析を行い，AgP に

特異的な EV のタンパク質の探索を目的とした。また，健常者と AgP 患者間の血中

EV由来タンパク質の発現差を分析し，そのタンパク質の機能を類推した。 

GSEA は，統計的アプローチを使用して，網羅的に検出したタンパク質のセット

内で 2群間での発現量に有意な差を示し，Gene Ontology の各タームに対応する遺伝

子リストを調べるのに有用であるため発現解析に広く用いられている。本研究結果

では，endosome organization や endoplasmic reticulum lumen など EV形成に関与する

タームが多く同定された（図 3）。EV は細胞外の物質を細胞内に取り込むことで生

成されるエンドソームという小胞内に，さらに細胞内の物質を取り込むことで生成

されるため，細胞成分を内包するという特性をもつ 44）。そのことから，EV の産生

細胞の状態が EV の BP，CC，および MF に反映されていると考えられている 45）。

各タームで細胞外小胞の形成や免疫応答に関与するといった特徴を多く認め，今回
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質量分析で同定した 1755 種のタンパク質には EV由来タンパク質が多く含まれてい

ると考えられる。また，regulation of phagocytosis，phagocytic vesicle は細胞の貪食機

能 43）に，cell surface pattern recognition receptor signaling pathway，purine ribonucleotide 

metabolic process は免疫応答の調節 44）に関与している。macro autophagy は感染が生

じた際に活性化する 46)ことが知られている。cellular response to oxygen levels は酸素

が不足した際に活性化する細胞反応 47)で，重度歯周炎においては歯周ポケット内が

嫌気環境になることからこの反応が生じる 48）。collagen trimer は歯周炎症等による

組織破壊が生じた際に活性化する 49）。これらの要素が AgP群で高発現していると

いうことから，AgP 患者血中の EV の産生細胞に炎症反応が生じていたことが考え

られる。今後，これらの事実を基に EV の産生細胞について調べる必要がある。 

定量解析したタンパク質データを基に作成したヒートマップでは（図 4），AgP 

#3 のみ発現パターンがやや H群に近かった。AgP #3 の初診時の臨床検査データを確

認すると，PISA に関しては AgP群の中では一番低値であったが，BL は 5番目に高

く，初診時以前に歯周組織の破壊が生じていたことが伺える。タンパク質の発現パ

ターンが H群に近いことからも，初診の時点で AgP の病状は安定傾向にあったと考

えられる。発現量の逆転していたタンパク質のうち，Spectrin alpha chain, erythrocytic 

1（SPTA1），Spectrin beta chain, erythrocytic （SPTB），Ferry endosomal RAB5 
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effector complex subunit 3（FERRY3），Ankyrin-1（ANK1），EPB42，Protein 4.1

（EPB41），solute carrier family 4 member 1（SLC4A1）の機能は赤血球に関するもの

であり 43)，AgP 病態形成へ関与しているとは考えにくい。MAGUK p55 scaffold 

protein 1（MPP1），BPI fold-containing family B member 1（BPIFB1），Stalled ribosome 

sensor GCN1（GCN1）については，AgP の発症に関与している可能性があり，機能

に関して後述する。 

AgP群と H群間で発現量が異なった 25 種のタンパク質の機能を調べると（表

3），WARS1，thrombospondin 1（THBS1）は創傷治癒に 39），PPP2R1A，ENO1，

syndecan binding protein（SDCBP），MPP1 は細胞増殖に 39）関与するものであった。

AgP群ではこれらのタンパク質が H群より低発現であったことから，健常者と比較

し AgP では歯周炎症に対する抵抗性が低下していることが考えられる。AgP群で有

意に高発現していたタンパク質のうち，BPIFB1 には細菌のリポ多糖類（LPS）に結

合し，LPS に対する細胞反応を調整する働きがあり，口腔での自然免疫に役割を果

たすことが示唆されている 43）。また，Matrix Gla protein（MGP）は骨形成の抑制作

用があり 39），少ない感染量で炎症や，炎症による歯槽骨破壊が亢進するといった

AgP の特徴と一致する。GCN1 は統合ストレス応答の正の活性化因子として機能す
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るタンパク質 44）であり，AgP の病態形成の修飾因子として関与している可能性があ

る。 

特に統計的有意差のあった 6 種のタンパク質に関しては AgP の病態形成に関与し

ている可能性が高いと考え，各タンパク質の発現量と，研究対象者の初診時 PISA の

関連性（図 7）に着目すると，ADH4 は，PISA値が比較的高い 3 患者（AgP #15，

17，19）では PISA値が高く BL が小さい患者ほど ADH4 の発現量が多い傾向にあっ

た。逆に，PISA値が比較的低い 4 者（AgP #12，14，18，20）では，PISA値が高く

BL が小さい患者ほど ADH4 の発現量が少なかった。また，PISA値が低いものの BL

が大きい者に関しては初診時以前に AgP 発症して歯槽骨吸収を生じたと考えられ

る。ADH4 はレチノールの代謝に関与し，レチノイン酸の前駆物質であるレチナー

ルを生成することが知られており 39,50)，レチノイン酸は Th17 細胞の分化を制御す

る。Th17 細胞は RANKL の発現を亢進することにより歯槽骨吸収を引き起こす

51）。また，Th17 細胞が産生する IL-17 は炎症性サイトカイン産生を促進することに

より歯周炎に関与する 52)。これらのことから，ADH4 は AgP 発症後，経時的に発現

量が変化することによって，AgP の病態に関与する可能性が考えられる。 
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本研究にはいくつか限界がある。第一に，対象人数が少ないことである。第二

に，単一施設の患者を対象としているため外的妥当性に注意が必要である。第三

に，横断研究であることが挙げられる。今後，大規模コホート研究などが必要であ

る。第四に，重要な交絡因子を調べていないことである。第五に，対照群が慢性歯

周炎の患者ではないことである。最後に，各タンパク質が実際に生体へどのような

影響を及ぼすのかは不明である。今後，25 種のタンパク質の中でも特に AgP の病態

形成への関与が疑われるタンパク質については，in vivo ならびに in vitro で検証を行

う必要がある。 

 

 

結論 

AgP 患者の循環血中には，AgP の病態形成に関与する可能性がある複数種の EV

タンパク質が存在した。 
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図の説明 

図１．研究対象者の選択 

2017 年 12 月から 2023 年 3 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 51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 19歳から 34歳で，全身疾患がなく，現在喫煙していない AgP 患者 10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）10名を対象に研究

を行った。 

 

図２．EV の性状確認 

A：透過型電子顕微鏡像 拡大すると，中心部が凹み周辺が盛り上がっているよ

うなカップ型の構造を観察できる。 B：粒子径の分布 直径のピーク値が 107.8 nm

に急激に出現し，その後は徐々に減少した。 C：免疫ブロット像 陽性対照細胞

と今回血漿から得た EV を，抗 CD9抗体で検出した。約 24 kDa の明瞭なバンドが

還元剤（2-メルカプトエタノール：bME）の有無にかかわらず検出できた。マーカ

ー：Precision Plus ProteinTM Standards，Bio-Rad） 

 

図３．オントロジー解析 
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EV 中の推定されたタンパク質に関連付けられた生物学的情報を，生物学的プロ

セス（BP），細胞内コンポーネント（CC），そして分子機能（MF）のカテゴリで，

体系的・階層的に役割を整理した。これらの役割のうち，EV の生成や免疫応答に

関与すると思われるものを太字で示した。また，AgP群と H群間で発現量が異なっ

た 25 種のタンパク質の該当する要素には横にタンパク名を記載した。 

 

図 4．質量分析で推定されたタンパク質の発現強度と類似性 

H 群と AgP 群の各 10 名の対象者間で，EV 中の推定されたタンパク質の発現強

度を比較した。ペプチドスペクトラムマッチング（Peptide-Spectrum Matches）を Log2

変換（対数変換）によって，倍率変化が 2倍（上昇）は+1 として，半分（減少）は

-1 として表し，それを色調基準に示すように可視化した。また，クラスタリング解

析によってタンパク質間の類似性をデンドログラムによって示した。 

 

図 5．質量分析で推定されたタンパク質の発現の統計的有意性と変化量 

X軸にログスケールでの発現変化（Log2 Fold Change）を，Y軸に統計的有意性（-

Log10 p値）を示した。上下左右に分布した有意かつ大きな変化を示すものはタンパ

ク名を記載した。なお，枠線は，本研究で注目したものを示す。 



 33 

 

図 6．質量分析で推定されたタンパク質の発現の統計的有意性の確認 

Y軸にそれぞれのタンパク質の発現量を，箱ひげ図によって有意性を可視化し，を

図の下に統計的有意性（p値）を示した。 

 

図 7．統計的有意差のあるタンパク質と初診時 PISA の関連性 

統計的有意差のあったタンパク質に関して，散布図によって各タンパク質の発現量

と研究対象者ごとの PISA との間のピアソンの相関係数 r と p値を示す。Y軸に各タ

ンパク質の発現量を，X軸に PISA の数値を示し，研究対象者は，表 1 の H #1〜10 を

番号 1〜10，AgP #1〜10 を番号 11〜20 で示した。 


