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研究成果の概要（和文）：小児の口腔粘膜上皮は、成人と比較し角化が乏しく、上皮結合および抗細菌

性ペプチドの発現を上昇することが予想される。そのため、活性型ビタミンD3を添加した結果、上皮結合

の亢進が認められ、抗細菌性ペプチドの発現の一部上昇が認められた。本研究により活性型ビタミンD3は、

化学的防御機構亢進する傾向にあり、また機械的防御機構である上皮結合を亢進させるため、小児の口腔

ケアおよび感染予防に有用であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： The innate immune system of mammals provides a rapid response 
to repel assaults from numerous infectious agents including bacteria, viruses, fungi, 
and parasites. A major component of this system is a diver combination of cationic 
antimicrobial peptides that include the α- and β-defensins (hBDs), and cathelicidin 
(LL-37). hBDs and LL-37 belong to a group of antimicrobial peptides mainly produced by 
the epithelial cells of many organ including skin, lung, kidney, pancreas, urerus, eye, 
and oral epithelium. The oral epithelium consists of stratified keratinocytes with a 
variable degree of keratinization. The molecular components of cellular tight junctions, 
including claudins, occludin and ZO-1, contribute to homeostasis in oral epithelial 
keratinocytes. Many functions of keratinocytes are regulated by 1,25-dihydroxyvitamin 
D3 (1,25-D3), the active form of vitamin D, that includes inhibition of proliferation, 
stimulation of differentiation and promotion of innate and adaptive immunity. It is still 
unclear whether 1,25-D3 affects the expression of hBDs, LL-37, claudin, ocludin and ZO-1 
in keratinoccytes. The keratinocytes incubated with 1,25-D3 induced upregulated 
expression of hBD-1, hBD-2, LL-37 and cla-4, downregulated expression of cla-1 in a dose- 
and time-dependent manner. Incubation with 1,25-D3 at any dose did not alter expression 
level of hBD-1, -3. 
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１．研究開始当初の背景 

 口腔粘膜上皮は皮膚と同じく、重層扁平上皮

からなり、下層から基底層、棘細胞層、顆粒層、

そして角化層で構成されている。特に口蓋、歯

肉および舌背など、食物などの物理的刺激が強

い部位は角化傾向が亢進しており、バリアー

（機械的防御機構）として外界からの刺激、こ

とに病原微生物の内部環境への侵入を防いで

いる。さらに口腔粘膜上皮からは種々の抗菌ペ

プチドが産生されており、細菌の増殖や活動を

抑制し（化学的防御機構）、口腔内の保護に重

要な役割を担っている（図1）。口腔粘膜上皮

から産生される抗細菌性ペプチドには、βデフ

ェンシンやカセリシディン等があり、様々な研

究が行われている。我々の研究室では歯肉弁な

どから切除採取した小児歯肉におけるβディ

フェンシンtype2の発現と局在を検索し、口腔

上皮角化層直下の顆粒層および有棘層上層に

局在していることを明らかにした（小児歯科学

雑誌. 2004）。また、健常者歯肉のβディフェ

ンシンtype 1、type 2、type 3 の発現と歯肉

の炎症程度を比較した結果、炎症の程度とβデ

ィフェンシンtype 2、type 3 の発現が有意に

相関しており、βディフェンシンの発現は歯肉

炎と密接に関わりあっていることを報告して

いる（Arch. Oral Biol. 2004）。生体が産生

する抗細菌性ぺプチドは、細菌やウイルスなど

病原微生物の認識機構である Toll-like 

receptor (TLR)などと供に生体の原始的な免

疫機構、すなわち自然免疫機構と呼ばれており、

記憶機能を備えた獲得免疫とは分けて考えら

れ、初期の感染防御機構に重要な役割を演じて

いる。 

  
  

図１機械的および化学的防御機構 
 

 口腔領域における活性型ビタミン D3 を用
いた研究は、骨代謝に関わるもののみであり、
口腔粘膜に関する報告はない。口腔粘膜上皮
と同じ重層扁平上皮で覆われている皮膚で
は、活性型ビタミン D3 が上皮細胞の増殖・
分化に影響し、さらに上皮細胞による細胞の
認識および抗細菌性ペプチドであるカセリ
ディシンの産生という自然免疫機構におい
て重要な役割を担っているという報告が最
近 な さ れ  (J Clin Invest. 117:803-11, 
2007.)、外傷や感染に対しての活性型ビタミ
ン D3 の効果について臨床試験を始めている
段階にある。 
 
２．研究の目的 

小児の歯肉において自然免疫を担う抗細菌

性ペプチドの発現は、炎症程度により変化す

ることが報告されている。小児の歯肉を構成

する口腔粘膜重層扁平上皮は、成人と比較し

て角化が乏しく、細胞間結合も疎であり、分

化の途中であると推察される。口腔粘膜上皮

細胞の分化を促すことにより、病原微生物や

それらが産生する毒素の侵入を防ぐ機械的

防御機構とともに、抗細菌性ペプチドの発現

とその上昇により、病原微生物の付着を防ぐ

化学的防御機構も同時に亢進することが予

想される。 

本研究では、上皮細胞の増殖・分化に関与す

るといわれる 1,25-dihydroxyvitamin D3(活

性型ビタミン D3)を培養上皮細胞に添加し、

上皮細胞の分化の促進と抗細菌性ペプチド

であるβディフェンシン(hBD)-1、2、3 およ

び CAP18/LL-37(LL-37)の化学的防御機構の

発現変化および、Claudin(Cla)-1、-4、

Occludin、ZO-1 の機械的防御機構についての

発現変化を観察することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)化学的防御機構の検索 
① 細胞培養 
 ヒト正常角化細胞（HaCaT 細胞）を 10%FBS
含有 DMEM にてディッシュおよびスライド上
にて培養を行い活性型ビタミン D3 を 0、1、
10、100nM 添加し、各濃度にて 4、8、24、48、
72 時間培養を行った。 
② 定量的リアルタイム RT-PCR 法 
 HaCaT 細胞における化学的防御機構におけ
る hBD-1、hBD-2、hBD-3 および LL-37 の mRNA
発現は、定量的リアルタイム RT-PCR 法によ
り分析を行った。活性型ビタミン D3 を各濃
度•時間で添加した HaCaT 細胞の total RNA
は、TRizol(Invitrogen 社製)を用いた acid 

図

1 



guanidine thyiocyanate/phenol/chloroform
法により抽出した。RT-PCR 法を行うため、1
μgの toatal RNA は oligo(dT)12-18primers
および SuperScript reverse 
transcriptase(ともに Invitrogen 社製)を用
い通法に従い逆転写（RT）反応を行った。 
 定量的リアルタイム RT-PCR 法では、プラ
イマーおよびプローブのセットは TaqMan 
Gene Expression Assay（Applied Biosystem
社製）で購入した。使用したプライマーの品
番は以下の通りである。GAPDH：Hs99999905
＿m1、hBD-1：Hs00608345_m1、hBD-2：
Hs0823638_m1、hBD-3：Hs00218678_m1、
LL-37：Hs01011706_m1。逆転写産物に Taqman 
Univ ersal PCR Master Mix(Applied 
Biosystem 社製)によって増幅を行った。定量
化するにあたって hBD-1、hBD-2、hBD-3 およ
び LL-37 の mRNA の発現レベルは、ハウスキ
ーピング遺伝子である GAPDH に対する比によ
って表すため、Livak et al による計算式、
2-ΔΔCtメソッドを使用し算出した。 
(2)機械的防御機構の検索 
①細胞培養 
 HaCaT 細胞を 10％含有 DMEM および、9.8mM 
Ca 含有 DMEM(c-DMEM)、および 40μM JNK 阻
害剤 SP600125(A.G Sccientific 社製) 含有
c-DMEM(SPC-DMEM)にて培養し、(1)と同様に
活性型ビタミン D3 を添加し、各時間培養し
た。 
② 定量的リアルタイム RT-PCR 法 
(1)と同様の方法にて行った。プライマー
およびプローブのセットは TaqMan Gene 
Expression Assay（Applied Biosystem 社
製）で購入した。使用したプライマーの品
番は以下の通りである。GAPDH：Hs99999905
＿m1、Cla-1：Hs01076359_m1、Cla-4：
Hs00533616_s1、Ocl：Hs00170162_m1、
Zo-1：Hs01551876_m1。 

(3)統計分析 
 リアルタイム RT-PCR 法から得られたデー
タの比較検定には t検定を用い、有意差は危
険率 5%以下とした。 
 
４．研究成果 
(1)化学的防御機構の検索 
 活性型ビタミン D3 添加時の HaCaT 細胞に
おける hBD-1、hBD-2、hBD-3 および LL-37 の
発現変化 
 HaCaT細胞に活性型ビタミンD3を添加した
時の hBDs および LL-37 の発現変化を調べる
ために、HaCaT 細胞の培養液に活性型ビタミ
ン D3 を 0、1、10、100nM 添加し、各濃度に
て 4、8、24、48、72 時間培養し添加した時
の hBD-1、hBD-2、hBD-3 および LL-37mRNA の
発現を定量的 RT-PCR法により観察した。 (図
2a、2b、2c、2d) 
 

 
図 2a 活性型ビタミンD3添加時のhBD-1の経
時変化 

図2b 活性型ビタミンD3添加時のhBD-2の
経時変化 

 
図 2c 活性型ビタミンD3添加時のhBD-3の経
時変化 
 

 
図 2d 活性型ビタミンD3添加時のLL-37の経
時変化 
 
hBD-1 では、活性型ビタミン D3 を 10nM 添加
することにより有意差を認めた。hBD-2 では、
4 時間では有意差は認めないものの 8、24、
48、72 時間で有意差を認めた。LL-37 におい
たは 8、24、48、72 時間において著明な有意
差をみとめた。しかし、hBD-3 においては全



ての濃度および時間において有意差はみと
められなかった。 
 
(2)機械的防御機構の検索 
 活性型ビタミン D3 添加時の HaCaT 細胞に
おける Cla-1、Cla-4、Ocl、Zo-1 の発現変化 
 HaCaT 細胞を様々な状態での活性型ビタミ
ン D3 を添加した時の機械的防御機構に関連
する Cla-1、Cla-4、Ocl、Zo-1 の発現変化を
調べるために、DMEM(図 3a、3b、3c、3d)、
c-DMEM(図 4a、4b、4c、4d)、SPC-DMEM(図 5a、
5b、5c、5d)の各培養液にて培養した。その
後、活性型ビタミン D3 を 0、1、10、100nM
添加し、各濃度にて 4、8、24、48、72 時間
培養し添加した時の Cla-1、Cla-4、Ocl およ
び ZO-1mRNA の発現を定量的 RT-PCR 法により
観察した。 
 

図 3a DMEM における活性型ビタミン D3 添加
時の Cla-1 の経時変化 

 
図 3b DMEM における活性型ビタミン D3 添加
時の Cla-4 の経時変化 

 
図 3c DMEM における活性型ビタミン D3 添加
時の Ocl の経時変化 

図 3d DMEM における活性型ビタミン D3 添加
時の ZO-1 の経時変化 
 

図 4a c-DMEM における活性型ビタミン D3 添
加時の Cla-1 の経時変化 

図 4b c-DMEM における活性型ビタミン D3 添
加時の Cla-4 の経時変化 
 

 
図 4c c-DMEM における活性型ビタミン D3 添
加時の Ocl の経時変化 
 



 

図 4d c-DMEM における活性型ビタミン D3 添
加時の Z0-1 の経時変化 
 

図 5a SPC-DMEM における活性型ビタミン D3
添加時の Cla-1 の経時変化 
 

図 5b SPC-DMEM における活性型ビタミン D3
添加時の Cla-4 の経時変化 
 

 
図 5c SPC-DMEM における活性型ビタミン D3
添加時の Ocl の経時変化 
 

 
図 5d SPC-DMEM における活性型ビタミン D3
添加時の ZO-1 の経時変化 
 
Cla-1 では、DMEM においては 4時間以外の全
ての時間および濃度に有意な減少を認めた。
c-DMEM および SPC-DMEM では 24、48 および
72 時間において有意な減少を認めた。Cla-4
では DMEM において 8、24 および 72 時間の活
性型ビタミン D3 を 100nM 添加したもので有
意な上昇を認めた。c-DMEM では、24、48 お
よび 72 時間の活性型ビタミン D3 を 100nM 添
加したもので有意な上昇を認めた。しかし、
SPC-DMEM においては、8 および 48 時間の活
性型ビタミン D3 を 100nM 添加したもので有
意な上昇を認めるものの、24 時間では一部の
濃度で有意な減少を認めた。Ocl は DMEM、
c-DMEM、SPC-DMEM の全ての時間および濃度に
おいて有意な差は認めなかった。ZO-1 では、
DMEMにおいて24および72時間の活性型ビタ
ミン D3 を 100nM 添加にて有意な上昇を認め
た。c-DMEM では 72 時間において活性型ビタ
ミン D3 を 100nM 添加したもののみに有意な
上昇を認めた。しかし、SPC-DMEM では ZO-1
の有意な差は認めなかった。 
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