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論文内容要旨 
 

関節リウマチ (Rheumatoid arthritis: RA)は関節滑膜を病巣の首座とし、骨

関節破壊や炎症性細胞浸潤を伴う自己免疫疾患で、自己抗体である抗シトルリ

ン化抗体（anti-citrullinated protein antibodies : anti-ccp antibody、

ACPA）は、RAの診断において特異性が高いとされており、RAの早期例や発症数

年前から検出されることがあり、臨床では抗 CCP 抗体として測定されている。

また、歯周病と RA には双方向性の関連が報告されている。これまで著者の教室

では、前立腺癌の腫瘍マーカーProstate-specific antigen (PSA)が唾液中に含

まれ、唾液検査が一部の腫瘍において有用であることを報告してきた。また、唾

液腺の腺房細胞で産生されず、自己抗体など疾患特異性が高い物質は唾液検査

に応用しやすいと考えられている。そこで本研究では、RA の診断特異性の高い

ACPAに注目し、歯周病との関連も含めて唾液中に検出されるか検討した。 

RAのモデルマウスである DBA/1JJmsSlc マウスを使用した。Ⅱ型コラーゲンを

投与し RA を発症させた状態で、マウスの口腔内へ Porphyromonas gingivalis 

(Pg) あるいは Escherichia coli (Ec)を塗布した。Control群、Control群と

同条件のマウスに Pgを投与した Pg群、Ec/RA 群、RA群、Pg/RA 群の５つのグル

ープにわけ、足の関節炎指数を測定、ピロカルピンを投与し唾液を採取、心臓穿

刺により血清を採取、左右の足骨を摘出した。足骨は HE染色で病理組織学的に

炎症の程度を確認した。ELISA法を用いて血清および唾液中の抗 CCP抗体量を測

定、Western Blotting 法で血清、唾液、足骨のシトルリン化タンパクを検出し

分析した。データの統計解析は多群の比較は one-way ANOVA の後、Bonferroni

の補正、相関解析は Pearsonの相関係数で解析した。 

足骨の病理組織標本では、RA群でも好中球浸潤が中心の炎症反応を認めたが、

Pg/RA群はマクロファージや形質細胞などの炎症細胞浸潤が混在し、炎症反応が

より進行していた。また、足骨骨膜の周囲に破骨細胞が認められ骨吸収が著明に

生じていた。関節炎指数は Pg/RA 群は RA 群、Ec/RA 群と比較して有意差を認め

た(P<0.05)。ELISA の結果、Control群、Pg 群は血清中、唾液中から検出されず、

血清中での抗 CCP 抗体の検出量は、Ec/RA 群、RA 群と比較して Pg/RA 群が有意

に高かった(P<0.05)。唾液中の ACPA は、Pg/RA 群は、Ec/RA 群、RA 群より増加

傾向を示し、さらに Pg/RA 群の血清および唾液中の抗 CCP 抗体量には相関を認

めた (P<0.05、r=0.972)。また、Western Blotting の結果、 RA 群、Pg/RA群の

血清、唾液から 55kDa のシトルリン化タンパクが検出された。Pg感染により RA

の自己抗体 ACPAは血清中で増加し、唾液中にも反映された可能性が考えられる。



また、唾液成分は血液成分由来であることから、Pg/RA群の血清、唾液中の抗 CCP

抗体量に相関が認められたと考えられる。今後、ヒト関節リウマチ患者における

臨床的な意義について検討する予定である。 

 

学位論文審査要旨 

  学位論文である「関節リウマチモデルマウスにおける唾液抗シトルリン化

ペプチド抗体の検出についての研究」は、関節リウマチ（Rheumatoid arthritis: 

RA）の診断特異性の高い抗シトルリン化抗体（anti-citrullinated protein 

antibodies: anti-ccp antibody: ACPA）に注目し、Porphyromonas gingivalis 

(Pg)を感染させた関節リウマチモデルマウスの唾液中に ACPAおよびシトルリン

化蛋白が検出されることを示した論文である。 

 これまで、著者の教室では、前立腺癌のマーカーの Prostate-specific 

antigen (PSA) やうつ病の診断マーカーとして有用視されている Brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) などの非侵襲的で簡便な医科歯科連携医

療に応用可能な唾液検査の有用性を報告してきた。これまで、歯周病と RAの関

連について多くの報告があるが、唾液中の ACPAの検出は、明らかにされておら

ず、本論文において、それを実証しようとする研究目的は、今後の歯科医療への

貢献の点からも高く評価できる。 

 研究方法は、RA のモデルマウスを使用してⅡ型コラーゲンを投与し RAを発症

させた状態で Pgおよび Escherichia coli (Ec)を口腔内に塗布した。コントロ

ール群（非 RA：Control 群）、Control 群に Pg を塗布した Pg 群、Ec/RA 群、RA

群、Pg/RA 群の５群を設定し、足の関節炎指数の測定と足骨の HE 染色による病

理組織学的評価を行うとともに、ELISA 法により血清と唾液中の ACPA の測定と

ウエスタンブロッテング法で血清、唾液、足骨のシトルリン化蛋白の分析を行っ

た。実験は、本学動物倫理委員会の承認を得て実施されており、データ分析手法

とデータの統計解析手法は、文献や既存の方法に基づいており妥当なものであ

る。 

 結果として、関節炎指数や足骨の病理組織学評価により、RA の発症と Pg感染

による RA の重症化が確認された。ELISA の結果、ACPA は Cont 群、Pg 群は、血

清、唾液中より検出されず、Pg/RA群では、Ec/RA群および RA群と比較して高い

検出量を示し、血清と唾液中の ACPA検出量には相関性を認めた。また、ウエス

タンブロッテングの分析により、RA群、Pg/RA群の血清、唾液中からシトルリン

化蛋白が検出された。本研究で、RA群および Pg/RA群の唾液中に ACPAの検出が

確認されたことは、今までに報告例がなく、新しい知見が得られたことは高く評

価できる。一方、ACPA の検出量は、血清に比較して唾液中で非常に少なかった

ことや、RA 群において血清と唾液中には相関性が認められなかったことから、



今後、唾液検査の実用化に向けてより高感度の検出系の開発とともに長期間の

Pg感染を伴う RA モデルによる検討が必要であるが、発展性が期待できる。 

 主査および副査より論文内容および関連事項に関して質問があったが、過去

の報告やこれまでの研究成果を踏まえた的確な回答が得られた。さらに今後の

方向性も明確に示されており、臨床への貢献が期待できる。 

 最終試験は、論文内容ならびに関連事項につき口頭試問を持って行われた。さ

らに結果の解釈について質問がなされ、それらに対する十分な回答が得られた。

その結果、合格と認めた。 

 

本審査委員会は、全ての教育課程を修了し、教育理念に相応しい成果が認められ、

高度専門職としての豊かな学識を有すると判定されたことから、申請者が博士

(歯学）の学位に十分値するものと認めた。 
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主査： 三辺 正人 教授    

副査： 合田 征司 教授    

副査： 星  憲幸 准教授   
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本文

 

緒言 

 

唾液腺は、耳下腺、顎下腺および舌下腺の三大唾液腺と口唇腺、口蓋腺などの

小唾液腺を含む器官であり、唾液は主にこれらの腺から分泌される 1)。唾液は、

口腔の健康だけでなく、全身的な健康状態の維持においても重要な役割を果た

しており、さまざまな成長因子、IgA などの抗菌物質、リゾチームなどの消化酵

素が含まれている 2-4)。 

著者の教室では、これまで唾液中の成分に注目し、全身への影響について機能

的役割が存在するのではないかという仮説に基づく研究や唾液がホルモンや薬

物など、体内のさまざまな物質の血漿中濃度の良好な指標となる点にも注目し、

唾液検査が血液の代替えとなるのではないかと考え研究を進めてきた。本教室

の Shiiki らは、前立腺癌の腫瘍マーカーである Prostate-specific antigen (PSA)濃

度が血清と唾液において相関を認め、唾液検査による PSA の検出が再発のマー

カーとなる可能性を報告した 5)。他の研究においても、唾液が癌などの疾患の早

期発見、および個体の健康状態のモニタリングに有用であることが実証されて

いる。このように唾液検査は、非侵襲的で簡便な検査であり、繰り返し採取でき
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るなどの利点があることから、唾液検査は様々な分野から注目されている 5,6)。

唾液検査は、歯科分野において、う蝕罹患のリスク検査や歯周病原細菌の検出な

どに用いられてきた。さらに近年歯科医療には、医科歯科連携に基づく医療が必

要となっており、採血のしにくい歯科医院では、全身との関連で唾液検査を用い

ることができるようになることは、歯科医療の拡大を念頭に置いたとき非常に

重要と考えられる。 

血液検査の代替えとして唾液検査を応用する場合、マーカーとなる物質は、唾

液腺の腺房細胞で産生されていないということが重要な前提条件となる。その

特徴を考慮すると薬物、外来微生物などのウイルスやウイルスに対する抗体、特

異性の高い自己抗体などが、唾液検査に応用が有望であり、疾患特異性の高いマ

ーカーとなりうる。 

Äyräväinenet らは、関節リウマチ（Rheumatoid arteritis: RA）群は、対照

群と比較した場合、bleeding on probing (BOP)、probing pocket depth (PD) お

よび periodontal inflammatory burden index (PIBI) によって評価された歯周

組織の健康状態がより不良であり、 BOP と PIBI の有意な上昇は、すでに早期

RA の未治療段階において、唾液中の唾液マトリックスメタロプロテイナーゼ-8 

(MMP-8)濃度の上昇を反映しており、RA と歯周病との関連を唾液検査でモニタ

ーできる可能性を報告している 7,8)。 
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RA は、中年女性によく見られるリウマトイド因子（Rheumatoid factor : RF）

および抗シトルリン化ペプチド抗体（Anti citrullinated peptide antibody; anti-

CCP antibody、ACPA）を含む様々な自己抗体の産生によって特徴付けられる

全身性自己免疫疾患である 9)。臨床の現場で測定している ACPA は、ほとんど

の場合が抗 CCP 抗体であることから、ほぼ同一の意味として使われることも多

いが、正確には ACPA のほうが抗 CCP 抗体より広い概念として使われている

10)。 

RA の重要な症状である関節破壊は、滑膜組織における慢性炎症および増殖

に起因し、関節などの炎症部位でタンパク質がシトルリン化し自己抗体である

ACPA を形成する。RF は RA 以外のリウマチ性疾患でも陽性率が高く、肝疾患

や高齢者でも陽性になることがあると指摘されているが 11)、ACPA は RA にお

いて高い特異性を特徴とするので、優れた診断能力を有している 12) 。さらに RA

における関節破壊の進行は、この ACPA が陽性の患者で早いことが報告されて

おり、この自己抗体は、疾患の早期例や発症前でも陽性になることから、早期診

断に特に有用であり 13-15)、RA 発症後に陽性になることは比較的まれである。 

ACPA は RA の特異的自己抗体であるが、その対応抗原は一つでなく、シトル

リン化されたビメンチン、α-エノラーゼ、Ⅱ型コラーゲン、フィブリノーゲン

など多くのタンパクを対応抗原とする 10)。興味深いことに歯周病細菌の一つで
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ある Porphyromonas gingivalis（Pg）は、タンパク質のシトルリン化を引き起

こす酵素である P.gingivalis peptidylarginine deiminase（PPAD)を産生する唯

一の既知の細菌であり、生体由来の peptidylarginine deiminase（PAD)と同様

な生理活性を示す 16,17)。PAD や PPAD はビメンチンなどのタンパク質を基質と

してシトルリン化し、自己抗体である ACPA 産生を刺激する。現在、PAD の活

性化は、関節内で炎症が起こり、その結果遊走してきた好中球由来の PAD によ

ってシトルリン化が起こる、もしくは口腔内で歯周病菌由来の PAD によりシト

ルリン化が起こり、口腔内で ACPA が産生されるという二つの仮説が立てられ

ている 18)。滋賀県長浜市と京都大学の共同研究長浜コホート研究では、RA を発

症していない健常な長浜市民約 10,000 人に対し、健康、生活の情報、血清、DNA

の解析を行い、5 年間追跡調査を行った。健常人でも ACPA は 1.7%に陽性にな

り、歯周病の重症度を community periodontal index (CPI) を用いて 4 段階に

階層化すると、歯周病の重症度と ACPA 陽性率が相関することがわかり、歯周

病が RA の発症と関連する可能性が示された 19)。また、新潟大学の小林らは、

歯周病合併 RA 患者 44 名と歯周病非合併 RA 患者 13 名を対象とし、歯周検査 

( plaque control record、gingival index、bleeding on probing、probing depth、

clinical attachment  level ) および RA 検査( RA 活動度 the disease activity 

score including 28 joints using CRP [DAS28-CRP]、RA 罹患期間、投薬状態 ) 
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について評価した結果、歯周病合併 RA 群は歯周病非合併 RA 群と比較して 5 つ

の歯周検査指標全てにおいて有意に高い値を示したが、RA 検査指標においては

有意な群間差は認められないことから、今後大規模集団での検証が必要である

と報告している 20)。これまで、歯周病と関節リウマチの関連については、多数

の報告が認められ、シトルリン化タンパクが歯周組織内で認められ、口腔内で生

成されたタンパクと関節組織内で観察されたものとの関連を示すと報告もある

21）。しかし、関節リウマチにおける唾液中の成分として ACPA が含まれるかど

うかの研究は行われていない。 

シェーグレン症候群の患者の唾液では、抗 SS-A 抗体や抗 SS-B 抗体などの自

己抗体が検出されることが報告されており 22)、我々は ACPA が唾液中から検出

される可能性があるのではないかという仮説を立てた。さらに、歯周病と関節リ

ウマチの関連において MMP-8 の唾液検査が報告されているが 7,8)、ACPA に関

しての報告は無い。 

そこで本研究では、Ⅱ型コラーゲンを投与し RA を発症させた DBA マウスに

Pg を感染させ、唾液および血清中の ACPA の検出および歯周病による炎症の進

展の影響について調べた。 
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実験材料および方法 

 

 

実験動物 

 

今回の実験では、12 週齢のオスの DBA / 1JJmsSlc マウス（SLC Japan、Inc、

静岡、日本）を用いた。 マウスは、特定の無菌室（SPF）に保管された。 実験

計画は、神奈川歯科大学動物実験倫理委員会（登録番号 17-053）の認可を受け、

神奈川歯科大学動物実験のガイダンスに従って実験を行った。 マウスには食物

および水道水を自由に摂取させた。 マウスを 5 つのグループに分類した：グル

ープ 1、control 群 ; グループ 2、Pg に感染した非 RA DBA マウス; グループ

3、RA 群 ; グループ 4、Pg に感染した RA 群（Pg / RA 群）、グループ 5、

Escherichia coli (Ec) に感染した RA 群（Ec / RA 群）に分類した (図 1) 。 

 

RA 誘導と関節炎指数 

 

RA のモデルである DBA マウスは、ウシ由来 II 型コラーゲンを 0.2mg ずつ

耳介基部および尾根部（50μl/マウス）に 7 週目および 10 週目に投与し RA を

発症させた (図 1) 。同量の生理食塩水を同じ方法で Control 群に投与した。足

関節の腫脹は、5 点スケールで採点した：0 ; 変化なし、1 ; 足指の腫脹、 2 ; 足 
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指および足裏の腫脹、3 ; 足全体の腫脹、4 ; 重度の腫脹足全体とし、四肢の

総数（最大得点、16 点）を関節炎スコアとした。 

 

細菌の調製と感染 

 

American Type Culture Collection（ATCC 33277; Manassas、VA@、USA）

からの Pg を嫌気性チャンバーAnaerobox (Hirasawa、東京、日本）において

37℃で 18 時間培養した。 12 週齢の DBA マウスおよびコントロールマウスの

口腔に、5％カルボキシメチルセルロース溶液（Sigma Chemical、St. Louis、

MO、USA）で調製した Pg（109 CFU / ml）を直接口腔内へ塗布した。Ec は、

好気的条件 Anaerobox において、37℃で 18 時間培養し、同様に 12 週齢のマウ

スの口腔内へ塗布した 21)。 

 

 

病理組織学的分析と細胞数のカウント法 

 

関節（近位部分）の足の骨を 10％ホルマリン（pH7.4）（富士フイルム和光純

薬、東京、日本）で 17 時間固定し、Kalkitox（富士フイルム和光純薬、東京、
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日本）で脱塩し、パラフィンに包埋した。パラフィンブロックを 5μm 切片に切

断し、ヘマトキシリンエオシン（HE）で染色した。 Olympus BX 41（オリン

パス、東京、日本）を用いて倍率 400 において、足首部の炎症細胞 1000 個中の

好中球の個数を計測し、4 匹の平均値を示した。 

 

試料調製 

 

細菌感染の 5 日後、12 週のマウスの腹腔内に 1mg / kg の非選択性ムスカリ

ン性受容体刺激薬ピロカルピンであるサンピロ 1％ (参天製薬、大阪、日本）を

投与し、口腔に流出した唾液をマイクロピペットで採取した。その後、心臓穿刺

により血液を採取した。血清成分は、真空採血管 Benoject II (テルモ、東京、日

本）で分離し、遠心分離（10,000×g、15 分、4℃）をした。マウスの足骨は Cryo-

press（Microtec Company Limited、千葉、日本）を用いて粉砕し、フェニルメ

チルスルホニルフルオライド（ジメチルスルホキシド-HCl 溶液）を添加した 1％

Triton X-100（MP Biomedicals、CA、USA）に入れ、分析まで-80℃で保存し

た。 
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ELISA 

Mouse anti-cyclic citrullinated peptide antibody ELISA kit（CUSABIO 

BIOTECH、Wuhun、China）を用いた酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）に

より、5 群のマウスの血清および唾液中の抗 CCP 抗体の濃度を定量した。

Standard および各サンプルをウェルへ 100μℓずつ添加し、37℃で 2 時間保温

した。次に、100μl の Biotin Diluent を添加し、37℃で 1 時間保温した。 3 回

洗浄した後、HRP-avidin を各 well に加え（100μl）、37℃で 1 時間保温した。

各 well を吸引、洗浄を 5 回行い、90μl の TMB Substrate を添加し、遮光下で

37℃、20 分間保温した。 Stop Solution（50μl）の添加により反応を停止させ、

450nm での吸光度を microplate reader BioRad (Hercules、CA、USA）を用い

て測定した。 この ELISA キットを用いたマウスの抗 CCP 抗体の検出可能限界

値は、1.56U / ml 未満である。尚、本文中の記載において、本キットを用いて検

出された抗体については ACPA ではなく、使用マニュアルに従い抗 CCP 抗体

とした。 

 

シトルリン化タンパク質の分析 

 

各サンプルを 15％ポリアクリルアミドゲル Super SepTMAce (富士フイルム
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和光純薬、東京、日本）上に置いた。タンパク質を電気泳動的に分離し、ポリフ

ッ化ビニリデン (PVDF) 膜 Immobilon (Merck Millipore Ltd、Frankfurt、

Germany）へ電気的に移した。膜を 5％スキムミルクでブロックし、1 次抗体と

して ACPA（0.5mg / ml）( Biorbyt、Cambridge、England）および HRP 二次

抗体（1mg / ml）(Dako、Glostrup、Danmark）を 1 時間室温で反応させた。

画像解析は、CCD カメラ LAS3000 (富士フイルム、東京、日本）を用いて行っ

た。 

 

 

統計分析 

 

データは、平均および標準誤差として提示した。Kolmogorov-Smirnov 検定

で、データが正規分布していたため、Welch の補正による一元配置分散分析に

続いて Bonferroni 検定で多重比較検定を用いて Ec / RA 群、RA 群および Pg / 

RA 群間の比較を行った。 血清および唾液中の相関は、Pearson の相関係数を

用いて分析した。 P <0.05 は統計的に有意であるとした。 全ての統計解析は、

SPSS Statistics Version 23.0（IBM、Armonk、NY、USA）を用いて行った。 
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結果 

 

関節炎指数 

 

図 2 は、5 つのグループのそれぞれにおける代表的なマウスの足骨を示した。 

12 週目、RA モデルマウスの足首は対照群と比較して明確な腫脹を示し、Pg の

投与により、さらに腫脹を示した（図 2）。 Pg 群と control 群との間に明らかな

差はなかった。関節炎指数は、control 群、0 ; Pg 群、0 ; RA 群、4.09±0.24;  Ec 

/ RA 群、5.16±0.16; Pg / RA 群、7.33±0.15 であった。Ec/RA 群、RA 群、

Pg/RA 群の関節炎指数においてに統計的に有意差があった（n=4、P <0.05）。（図

3） 

 

足関節の病理組織学的解析 

 

5 群のマウスの足骨を HE 染色によって病理組織学的に分析した。control 群

（図 4 a、b）、Pg 群（図 4 c、d））において、骨の周囲に炎症細胞は検出されな

かった。一方、RA 群では、好中球を中心とした炎症性細胞の浸潤を認め、マク

ロファージ、リンパ球および形質細胞も認めた（図 4 e、f）。RA 群では、311±
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3.02 個の好中球数が認められた。 Ec / RA 群でも同様の所見が得られた。 Pg / 

RA 群の足骨においては、好中球浸潤は RA 群に比べて減少し、リンパ球および

形質細胞が増加し、骨破壊は Pg / RA 群においてのみ認められた（図 4g、h）。

Pg / RA 群では、好中球数は 162.5±1.65 個を示し、形態的には、マクロファー

ジ、リンパ球、形質細胞が増加した。炎症細胞浸潤の形態的観察では、RA 群は

急性期の像を示し、Pg / RA 群ではより炎症が進展していた。 

 

 

血清および唾液中抗 CCP 抗体の濃度の比較と相関 

 

唾液および血清中の抗 CCP 抗体は、control 群、Pg 群では、検出されなかっ

た。 Pg / RA 群のマウスの血清中の抗 CCP 抗体レベルは、Ec / RA 群および RA

群 の血清中レベルよりも有意に高かった (n=4、P<0.05）（図 5-a）。さらに、唾

液中の抗 CCP 抗体レベルは、Pg / RA 群で Ec / RA 群および RA 群よりも増加

傾向を示した（図 5-b）。 Pg / RA 群における抗 CCP 抗体の唾液レベルと血清

レベルとの間には有意な相関があった（r=0.972、P=0.028）（図 5-c）。 
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シトルリン化タンパク質の検出 

血清中では、Pg / RA 群および RA 群において約 55kDa にシトルリン化タン

パク質が検出されたが、control 群および Pg 群の血清では、シトルリン化タン

パク質は検出されなかった（図 6-a）。唾液でも血清と同様に Pg / RA 群および

RA 群において約 55kDa に検出された（図 6-b）。RA 群の足関節でも 55kDa 付

近にタンパクが検出された（図 6-c）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

 

考察 

本研究は、 血液検査の代替えとしての、 唾液検査を行うことによって、簡便および 

非侵襲的に RA を発症前に早期診断をし、早期治療へ導くこと、併せて歯周病と RA

の関連性を検討することを目的としている。シェーグレン症候群の患者の唾液中から

SSの自己抗体である抗 SS-A抗体、 抗 SS-B抗体が検出されたという報告が示すよう

に 22)、 唾液中に自己抗体が検出できることが示されており、  本研究においても

ACPA が唾液中に検出できることが明らかになった。唾液成分は唾液腺由来もしくは

血漿成分が唾液を介して輸送されたもので構成されており、腺房細胞で作られた原唾

液は、導管を通る過程で一部の成分が血液へ再吸収されたり、血中成分が直接導管

部へ分泌されたりして、唾液成分の修飾がなされ口腔内へ分泌されるが、 抗体を産

生することはない 23,24)。 従って、血漿成分中に認められた ACPAが、 唾液中へ浸出

し検出されたと考えられ、 今回の結果からも、RA群および Pg/RA群の血液および唾

液から抗 CCP 抗体の検出が認められ、唾液中から検出された抗体は血液由来である

ことが示唆された。 

ELISA法では、唾液中から検出された抗CCP抗体のレベルは血液中のレベルと比

較して非常に少なかった。Shiikiらは、前立腺がん腫瘍マーカーである PSAの血中濃

度と唾液中濃度の関係を調べたところ、唾液中の濃度は血液中の濃度より約 1/1000

程度であったことを報告している 5)。ACPA が唾液中にも含まれていることは驚くべきこ
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とではないが、血漿成分から唾液に移行する過程で、様々な物質の濃度が薄くなるこ

とから、今後、唾液検査の実用化において、高感度の検出系の開発が望まれる。また、

我々の研究では、Pg/RA群において、唾液および血液中の ACPA の量が相関してい

た (図 5-c)。唾液は、血漿成分に基づいて生成されることから、血液中の物質と唾液

中の物質については、相関するという報告が多い 25)。しかし、8020 調査・研究事業に

おいて全国４県で実施された高齢者に対する疫学調査の結果報告によると、LDH や

ASTなどは、血液と唾液中において相関がなく、物質により相関の関係は異なるようで

ある 26)。一方、今回の研究では、RA 群における抗 CCP 抗体のレベルでは血液と唾

液との間に相関が認められなかった。本研究では、II 型コラーゲンによる 2 回目の感

作の 14 日後にサンプリングを行ったが、 この時点でシトルリン化タンパク質は増加し

ていたが、ACPA の産生が不十分であった可能性がある。安田らは、DBA マウスにⅡ

型コラーゲン投与後 1 日置きに Pg を口腔内に投与し、42 日後にサンプリングをした

結果、血清中の MMP-3値の有意な上昇と、関節の破壊、パンヌスの形成を認め炎症

が進行していることを報告している 27)。 今後、コラーゲン感作後、より時間の経過を追

い観察することで抗体量の増加が見込まれれば、RA 群の血液、唾液中の抗 CCP 抗

体にも相関関係が得られると考えられる。しかし、本研究から、RA 発症初期の状態で

も Pg感染により、血清、唾液中の抗 CCP抗体の上昇、足骨部の炎症の進展を認め、

RA を重症化がすることが示唆された。血清中の抗 CCP 抗体は Control 群および Pg
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群では検出されなかったが、RA 群では検出された。 Pg/RA 群と RA 群、Ec/RA 群と

の間の血清中の抗 CCP抗体レベルにおいて有意差が観察され (図 5)、Pg感染は抗

CCP 抗体価を増加した。DBA マウスは、抗 CCP 抗体を有する RA モデルとして広く

使用されている 28, 29) 。ACPAは、炎症病巣におけるシトルリン化タンパク質を抗原とし

て形質細胞から産生される 30)。このシトルリン化反応は PADを介して起こり、歯周炎で

増加することが報告されている 31)。さらに、Pgは細菌で唯一 PADに類似した PPADを

含み、ACPA 産生の増加に関連する 32-36)。これらの要因により、Pg/RA 群が RA 群、

Ec/RA群よりも有意に高い抗 CCP抗体レベルを示した理由と考えられた。 

Western Blotting による分析では、RA群および Pg/RA群の血液、唾液および足骨

においてシトルリン化タンパク質が検出された(図 6)。Control群および Pg群では、シト

ルリン化されたタンパク質は検出されていないことから、RA の誘導とともにシトルリン化

タンパク質が産生されたことが示唆された。このことは、RA群およびPg/RA群で血液、

唾液および足骨中に ACPAが検出されたことを支持する現象である。本研究では、血

液、唾液および足骨に 55kDaのシグナルが検出され、血液から唾液中へ移行したこと

が示唆された。今後、この 55kDaのタンパク質の詳細な分析が必要と考えられる。 
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結論 

 

本実験で用いた RA モデルは、コラーゲンを投与し関節リウマチを発症させ

る実験系であり、血中の抗 CCP 抗体も増加する。本検討では、RA 群の唾液中

に抗 CCP 抗体およびそれを誘導したシトルリン化蛋白が検出された。これは、

これまでに報告例のない新たな知見である。さらに、RA モデルに Pg を感染す

ることにより、炎症が進展すると同時に、ACPA の量が増加し、RA において

ACPA の唾液検査が有望である可能性が示唆された。 

唾液 ACPA 検査は、RA 患者の歯周治療において、歯科医院におけるモニタリ

ングに応用することへの期待を望める意義が認められ、今後は、ステロイド療法

などで病態が安定している患者ではなく、診断直後の初期の RA 患者に焦点を

絞り、唾液検査における歯周治療の効果と ACPA の関連についての臨床研究を

検討する予定である。 
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図 グループおよび細菌投与

マウスを５つのグループに分類した マウスに７週齢および１０週齢でⅡ型

コラーゲンを投与した。 週齢で または を感染させ、そ

の 日後にサンプリングを行った。各群 匹ずつサンプリングを行った。
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図 2. 足首の状態 
（a）Control 群、（b）Pg 群、（c）Ec/RA 群、（d）RA 群、（e）Pg/RA 群 
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図 3. 関節炎指数  

Welch の補正による一元配置分散分析の後、Bonferroni 検定で多重比較検定を用

いて Ec / RA 群、RA 群および Pg / RA 群間の比較を行った。Ec/RA 群、RA 群、

および Pg/RA 群の間に有意差があった。対照群と Pg 群のスコアは 0 だったた

め、比較に含めなかった。 
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図 4. 足骨の HE染色 

Scar Bar は 50μm または 200μm を表す（図 4 a-h）。（a、b）Control 群の足骨（c、
d）Pg 群の足骨（e、f）RA 群の足骨、好中球が多く認められる。（g,ｈ）Pg/RA
群の足骨、骨の破壊を認める。 
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図 5. 血清中、唾液中の抗 CCP 抗体量の比較 
Welch の補正による一元配置分散分析を行った後、Bonferroni 検定で多重比較検

定を用いて Ec / RA 群、RA 群および Pg / RA 群間の比較を行った。Control 群と

Pg 群のスコアは 0 だったため、比較に含めなかった。血清中の抗 CCP 抗体価

は、Ec/RA 群および RA 群よりも Pg/RA 群の方が有意に高かった(a)。 唾液中の

抗 CCP 抗体の量は、Pg/RA 群が他の群よりも高い傾向にあった (b)。血清およ

び唾液中の相関は、Pearson の相関係数を用いて分析した。Pg/RA 群の血液と唾

液中の抗 CCP 抗体量に相関を認めた (c)。 
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図 6. Western Blotting 結果 
全群の血清（ａ）および唾液（ｂ）を用いてシトルリン化タンパクの検出を行っ

た。(c）関節リウマチにおける足首関節と GAPDH。 RA 群および Pg/RA 群の血

清および唾液から 55kDa 付近にシトルリン化タンパク質が検出された。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 




