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研究成果の概要（和文）：唾液蛋白質ヒスタチンは歯周病原菌に対する抗菌作用を有する。一方、

ヒスタチンの生体（宿主）に及ぼす影響は殆ど明らかにされていない。本研究では、ヒスタチ

ンがヒト歯肉線維芽細胞（主な歯周組織構成細胞）の増殖を促進することが示された。また、

ヒスタチンは抗炎症作用を有する因子であることが明らかとなった。これらは、炎症などによ

って生ずる口腔内の損傷治癒が他の組織・臓器と比べ早いことを示唆する。また、唾液蛋白質

による抗炎症薬開発に結び付く結果である。 

 
研究成果の概要（英文）：Salivary protein histatin has antimicrobial activity toward 
pathogenic bacteria of periodontitis.  However, the effect of histatin on living body 
(host) is scarcely clarified.  In this study, histatin showed the enhancement of human 
gingival fibroblast (which constitute the major cellular population of gingival tissue) 
proliferation.  It became apparent that histatin is an anti-inflammatory factor.  These 
observations suggest that wound healing induced by inflammatory, etc., in the oral cavity 
is earlier than that in the other tissues and organs.  Moreover, it seems more likely 
that the salivary protein is developed as an anti-inflammatory agent.           
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１．研究開始当初の背景 

 歯周疾患発症原因の１つとして環境要因
が挙げられ、歯周病原菌の刺激は歯と軟組織
間の付着破壊、結合組織や硬組織の破壊を誘

導する。これらは歯周支持組織に存在する宿
主細胞間の複雑な相互作用によって惹起さ
れ、慢性炎症性疾患となる。歯周病の罹患率
は 30 歳代で 80％に達することから、social 
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disease である。また、近年、歯周病が心臓
血管疾患、糖尿病、高血圧やリュウマチなど
といった全身疾患と密接に関係することが
示唆され始めた。これは歯周病が全身疾患の
リスクファクターとなることを意味する。こ
れまでに我々は、歯周病原菌 Porphyromonas 
gingivalis (P. g.)由来リポポリサッカライ
ド (LPS)を歯周組織の主な構成細胞である
ヒト歯肉線維芽細胞（HGFs）に処理すると、
IL-1、TNF-などといった炎症性サイトカイ
ンの産生が亢進されることを明らかにした。
また、歯周病原菌由来プロテアーゼによる結
合組織の破壊機序を解明した。 
 唾液は一日当り 0.5～1.5 ℓ 分泌され、口
腔内の恒常維持や嚥下、咀嚼、会話などの機
能に影響を及ぼしている。唾液は、様々な口
腔疾患（口腔乾燥症、歯周病やカンジタ症、
う蝕、ウイルス感染や癌、HIV による日和見
感染症など）と強い相関性がある。特に、唾
液蛋白質ヒスタチンは、P. g.、カンジダ菌
などに対する抗菌作用や齲蝕原因菌の増殖
抑制、歯周病原菌由来コラゲナーゼやその他
のプロテアーゼを阻害する。また、HIV 感染
者のヒスタチン発現量は顕著に減少し、カン
ジタ症などの感染症を発症することが示唆
されている。 
 ヒスタチンの発現は顎下腺、耳下腺、舌下
腺で認められ、組織特異的である。しかし、
その詳細なメカニズムは明らかになってい
なかった。これまでに、ヒスタチン遺伝子プ
ロモーターを用いた転写制御解析から、ヒス
タチンの発現は唾液腺由来細胞で特異的で
あることを明らかにした。また、ヒスタチン
は歯肉上皮細胞や HGFs の増殖促進効果を有
することが判明した。 
 以上のように、唾液蛋白質の未知なる機能
解明は、漸く精力的に行われ始めたのが現状
である。 
 
 

 

２．研究の目的 

 唾液蛋白質ヒスタチンは、歯周病原菌・齲
蝕原因菌に対する抗菌作用や、これらの菌が
産生する各種プロテアーゼなどを阻害する。
この様に、ヒスタチンは自然免疫関連因子で
あり、口腔内で非常に重要な機能を果してい
る。一方、宿主、特に口腔内細胞に及ぼすヒ
スタチンの影響や生理的意義は詳細に分か
っていない。 

 そこで本研究では、以下の項目について解
明することを目的とした。 

 

（１）ヒスタチンによる HGFs の細胞増殖・生
存促進効果の作用機序解明。 

 
（２）ヒスタチンによる熱ショック蛋白質誘導

性炎症の抑制。 

 

 

 

３．研究の方法 

（１）ヒスタチンによる HGFs の細胞増殖・生
存促進効果の作用機序解明 

 
①15-デオキシスパガリン（15-DSG）存在下
におけるヒスタチンの HGFs 増殖・生存への
影響 
 0.1%牛胎児血清（FBS）存在下で 24 時間
以上培養した HGFs にヒスタチンを添加し、
BrdU取込みによる DNA 合成法及び MTTアッ
セイによって細胞増殖・生存をそれぞれ解
析した。 

 
②ヒスタチンによる HGFs の細胞周期関連因
子サイクリン D1、CDK2、サイクリン Eの発
現 
 0.1% FBS 存在下で 24 時間以上培養した
HGFsにヒスタチンを添加し、細胞抽出液を
調製した。これを用いて抗サイクリン D1、
CDK2、サイクリン E 抗体により、それぞれ
ウェスタンブロッティングを行った。 

 
③熱ショック蛋白質 HSC70に依存したヒスタ
チンの HGFs 増殖促進 
 HSC70 の siRNA を HGFsに導入してノック
ダウン（KO）させ、この細胞にヒスタチン
を添加後、DNA合成解析及び MTTアッセイを
行った。 

 
④ヒスタチン/HSC70/p27 複合体形成に対す
る ATPの影響 
 0.1% FBS 存在下で 24 時間以上培養した
HGFsの細胞抽出液を抗 p27 抗体で免疫沈降
した。この沈殿物にヒスタチン、ATPを混合
後、抗 HSC70 抗体により、ウェスタンブロ
ッティングを行った。また、HEK293 細胞に
HSC70 発現ベクターを導入し、細胞抽出液を
調製した。これと GST融合ヒスタチン（GST-
ヒスタチン）を用いた GST プルダウン法を
行った。この沈殿物にATPを混合後、HSC70、
p27をウェスタンブロッティングにより、そ
れぞれ検出した。 

 
 
（２）ヒスタチンによる熱ショック蛋白質誘導

性炎症の抑制 
 
①ヒスタチンによる熱ショック蛋白質の
Toll 様受容体（TLR）シグナルの抑制と
15-DSGの影響 
 HEK293 細胞で TLR4、MD2、CD14が構成的
に発現している細胞（293-TLR4/MD2-CD14）
に、NF-B 結合配列を連結したルシフェラ



 

 

ーゼ遺伝子（NF-B-Luc）を導入した。24
時間後、15-DSG 有無のヒスタチン/HSC70 混
合物を細胞に添加した。6時間後、細胞抽出
液を調製し、Lucアッセイを行った。 

②熱ショック蛋白質による HGFs の MAP キナ
ーゼ活性化 
 0.1% FBS 存在下で 24 時間以上培養した
HGFsを HSC70 で刺激した。細胞抽出液を調
製後、抗リン酸化 ERK、JNK、p38、IB-
抗体を用いたウェスタンブロッティングを
行った。 

 
③熱ショック蛋白質刺激による HGFs のイン
ターロイキン（IL）-6 及び IL-8 産生に及
ぼすヒスタチンの影響 
 ヒスタチン有無の HSC70は、0.1% FBS存
在下で 24 時間以上培養した HGFs に加えら
れた。培養上清を回収後、ELISAによりIL-6、
IL-8をそれぞれ測定した。 

 

 
 

４．研究成果 
（１）ヒスタチンによる HGFs の細胞増殖・生

存促進効果の作用機序解明 

 
①15-DSG 存在下におけるヒスタチンの HGFs
増殖・生存への影響 

  15-DSGは HSC70に特異的に結合する免疫
抑制剤である。15-DSG 存在下でのヒスタチ
ンによる DNA合成及び生存は、HGFsを用い
て解析された。その結果、ヒスタチンによ
って誘導される DNA 合成促進は有意に抑制
された。また、細胞の生存も抑制傾向とな
った。これらから、ヒスタチンと HSC70 の
相互作用は、HGFsの細胞増殖に重要である
ことが示唆された。 

 
②ヒスタチンによる HGFs の細胞周期関連因
子サイクリン D1、CDK2、サイクリン Eの発
現 
 G0/G1 に同調した HGFsにヒスタチンを加
え、サイクリン D1、CDK2、サイクリン Eの
発現をウェスタンブロッティングにて解析
した。その結果、ヒスタチン量に依存して、
サイクリンD1、CDK2の発現量は増加した（図
１）。これは 10% FBS を添加した場合と同じ
結果となった。一方、BSA、コントロールペ
プチドを添加した場合は、サイクリン D1、
CDK2の発現量増加が認められなかった。以
上から、ヒスタチンはサイクリン D1、CDK2
の発現を誘導し、細胞周期 G1/S期移行に関
与することが明らかとなった。 

 
③熱ショック蛋白質 HSC70に依存したヒスタ
チンの HGFs 増殖促進 

  HSC70 の siRNA を発現するレトロウイル

スを HGFsに感染させ、HSC70 を KOさせた。
この細胞にヒスタチンを添加し、DNA 合成
解析及び MTTアッセイを行った（図２）。そ
の結果、HSC70 は HGFs 内で KO され、ヒス
タチン添加時の DNA 合成率は、HSC70 を KO
していない HGFs（none）の場合と比べ、40%
になった。一方、HGFsに HSC70 のコントロ
ール siRNA を発現させ、ヒスタチン添加時
の DNA 合成率は、HSC70 を KO していない
HGFs（none）の場合と比べ、ほぼ同じであ
った。以上から、ヒスタチンによる HGFsの
DNA合成促進は、HSC70 に依存していること
が判明した。 

図１ ヒスタチンの刺激によって誘導され
る HGFsの細胞周期制御因子 
 
 

 
図２ 熱ショック蛋白質を KO させた HGFs
におけるヒスタチンの DNA 合成への影響 

 
 

④ヒスタチン/HSC70／p27 複合体形成に対
する ATP の影響 
 HSC70 は p27 と直接結合するが、この複合
体は ATPによって解離することが明らかとさ



 

 

れている。そこで、この現象に及ぼすヒスタ
チンの影響について調べた。G0/G1 に同調し
た HGFs の細胞抽出液を抗 p27 抗体で免疫沈
降し、ヒスタチン、ATP を加えてインキュベ
ートした。p27 と結合した HSC70 をウェスタ
ンブロッティングにより検出した。その結果、
ヒスタチンは ATPが存在するにもかかわらず、
HSC70/p27 複合体を形成した（図３）。一方、
コントロールペプチドでは ATP存在下でこの
複合体を解離させた。従って、ヒスタチンは
HSC70/p27 複合体形成に重要な働きを持つこ
とが示唆された。 
 

 
図３ ヒスタチン、ヌクレオチド存在下に
よる熱ショック蛋白質/p27 複合体形成へ
の影響 

 
 
 HEK293 細 胞 に HSC70 と そ の 変 異 体
HSC70(D10N)（10 番目の Asp が Asn に変換）
発現ベクターをそれぞれ導入後、細胞抽出液
を調製し、GST-ヒスタチンと混合して GST プ
ルダウンした。これにヌクレオチド（ATP、
ADP、ATPS）を混合後、熱ショック蛋白質、
p27 をウェスタンブロッティングによりそれ
ぞれ検出した。その結果、ATP、ADP、ATPS
存在下ではヒスタチン/HSC70/p27 複合体形
成が認められた（図４）。一方、ATPはヒスタ
チン/HSC70(D10N)/ p27複合体を解離させた。
ADP 、 ATPS 存 在 下 で は ヒ ス タ チ ン
/HSC70(D10N)複合体は維持されたが、p27 は
HSC70(D10N)から解離した。以上から、ヒス
タチンは ATP 存在下でも HSC70 と結合し、
HSC70 を介して p27 と複合体を安定に形成す
ることが判明した。 
 
 

（２）ヒスタチンによる熱ショック蛋白質誘導
性炎症の抑制 

 
①ヒスタチンによる熱ショック蛋白質の TLR
シグナルの抑制と 15-DSGの影響 
 293-TLR4/MD2-CD14 細胞に、NF-B-Luc を
導入した。24 時間後、15-DSG 有無のヒスタ
チン／HSC70 混合物を細胞に添加し、6時間
刺激した。その後、Luc アッセイを行った。 

 
図４ ヒスタチン/熱ショック蛋白質/p27
複合体形成に対するヌクレオチドの影響 

 
 
その結果、15-DSG 非存在下における NF-B
の転写活性は HSC70 のみの刺激時の約 40%
となり、15-DSG存在下では約80%となった。
以上から、ヒスタチンは HSC70 と結合する
ことにより、HSC70の TLR4 に対するリガン
ド機能を抑制することが明らかとなった。
また、15-DSGはヒスタチン/HSC70 複合体の
ヒスタチンと入れ換わることで、HSC70 のリ
ガンド機能を回復させたことが判明した。 

 
②HGFsの MAPキナーゼ活性化 
 G0/G1に同調した HGFsを HSC70で 0、10、
30、60分間刺激し、細胞抽出液を調製後、
抗リン酸化 ERK、JNK、p38、IB-抗体でウ
ェスタンブロッティングを行った。その結
果、HSC70 は時間経過と共に、ERK、JNK、p38、
IB-のリン酸化（活性化）を促進した。こ
れらは、HGFsを大腸菌及び P. g.菌由来 LPS
で刺激した場合と同様の結果となった。従
って、HSC70 は HGFs の MAP キナーゼカスケ
ードの活性化を誘導することが判明した。 

 
③HSC70による HGFsのインターロイキン（IL）
-6 及び IL-8 産生に及ぼすヒスタチンの影
響 
 ヒスタチンと HSC70 の混合物は、G0/G1
に同調した HGFsに加えられた。培養上清を
回収後、ELISA により IL-6及び IL-8の産生
量をそれぞれ測定した。その結果、ヒスタ
チン量に依存して、これらサイトカインの
産生量は減少した。以上から、ヒスタチン
は HSC70 刺激による HGFs の炎症性サイト
カイン産生を抑制することが明らかとなっ
た。 
 

 本研究によって明らかになったことをま
とめると、ヒスタチンはエンドサイトーシス
によりヒト歯肉線維芽細胞に取込まれ、細胞



 

 

内で恒常的に発現している熱ショック蛋白
質 HSC70 と結合する。ヒスタチン/HSC70 複合
体は、細胞周期を促進する CDK/サイクリンの
阻害因子 p27と結合する。この３者複合体は、
ATP 存在下でも複合体形成を維持する。細胞
周期 G1/S期への移行において、ATP/ADP の濃
度比変化が認められるが、３者複合体は細胞
内のヌクレオチド濃度変化を伴っても安定
に維持され、核と細胞質間を行き来し、細胞
増殖に関わる。これらの結果は、口腔内組織
（細胞）の損傷治癒が他の組織や臓器と比べ、
早いと認識されていることを示唆する知見
である。 
 炎症性サイトカイン IL-6、IL-8は、HSC70
刺激によってヒト歯肉線維芽細胞から産生
される。ヒスタチンは HSC70 と結合すること
で、HSC70 の TLR を介したシグナル伝達を減
弱させ、NF-B を介した IL-6 及び IL-8 産生
を抑制する。このことは、口腔内（歯肉）損
傷によって放出された HSC70による炎症誘発
をヒスタチンが抑制することを意味する。 
 これまで、ヒスタチンの機能解明は、歯周
病原菌等に対する抗菌作用といった自然免
疫学的観点から行われてきた。一方、ヒスタ
チンの宿主に与える生理的意義解明は殆ど
行われていなかった。従って、本研究の知見
は、これまで明らかにされていない唾液蛋白
質の新たな機能を世界に先駆けて解明した
内容である。 
 宿主に及ぼすヒスタチンの機能解明は、前
述疾病（歯周病やカンジダ症など）による歯
肉の炎症やこれに伴う歯槽骨吸収の軽減、歯
肉の主構成細胞の再生・治療に繋がる。また、
ヒスタチンの薬剤としての開発に期待され
る。 
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