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研究成果の概要（和文）：　神経ペプチドは神経伝達物質としての機能だけでなく，口腔粘膜に対して免疫調節などの
様々な機能を行っていると考えている．今回の研究から神経ペプチドであるghrelin, VIP が口腔粘膜に発現している
ことが示された。さらにghrelinは抗菌作用をもっており，口腔粘膜上皮細胞において炎症性サイトカインで誘導され
るIL-8 の発現誘導を抑制することが示された．
一方，VIP は口腔粘膜細胞において血管新生因子であるVEGF の発現誘導と細胞走化性を上昇させることが示された．
これらの結果,Ghrelin, VIP はそれぞれ口腔粘膜に対して免疫調節や創傷治癒に機能していることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）： Neuropeptide including ghrelin and VIP is thought to have the role in regulating 
the function in immune system in oral mucosa as well as functioning as neurotransmitters .  In this study,
 we showed expression of ghrelin and VIP constitutively expressed in oral keratinocytes.  Ghrelin has ant-
bactericidal effects against E. coli and P. aeruginosa.  Furthermore, ghrelin inhibited the production of 
IL-8 from inflammatory cytokines in oral keratinocytes.  On the other hands, vascular endothelial factor, 
VEGF was induced by VIP in oral keratinocytes, and VIP increased cell migration. In conclusion, we demonst
rated that neuropeptide, ghrelin and VIP may function as an immune-modulation and wound  healing  factor i
n the oral mucosa. 
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１． 研究開始当初の背景 

神経ペプチドやペプチドホルモンは神経伝

達物質としての機能だけでなく，様々な機能

を持っていると考えている．ghrelin は胃粘

膜細胞から発見された 28 個のアミノ酸

からなる神経ペプチドであり，成長ホル

モンを分泌する働きだけでなく，消化管

機能調節，エネルギー代謝，心機能の改善等，

多彩な機能ををもつことで注目されている．

一方，Vasoactive intestinal peptide (VIP)

は消化管粘膜より抽出された血管拡張作用

を持つ 28 個のアミノ酸からなる神経ペプチ

ドである．近年，VIP が気道上皮細胞の増殖

を増加させ，気道粘膜の創傷治癒を促進させ

る働きがあることが報告されている(Guan et 

al., Regul Pept 2009)． 

ヒトは微生物の感染に対して皮膚，口腔か

ら LL-37 等，抗菌ぺプチドを発現している．

我々はこれまでの研究から，ghrelin と同じ

28 のアミノ酸配列をもつ VIP が大腸菌，緑膿

菌に対して抗菌作用を持つことを報告して

いる(Ohta et al., J Neuroimmunol 2010)．

さらに Ghrelin は抗菌ペプチド LL-37 と，似

たアミノ酸配列，電荷を示すことを発見した．

また２型糖尿病の患者の血清中では ghrelin

の濃度が有意に低下していることが報告さ

れている．これらのデーターは ghrelin が抗

菌活性をもつ可能性を示している． 

ghrelin n はさらに粘膜に対して抗炎症作用

をもつことが報告されている． in vivoの結

果において ghrelin の投与が，胃，腸の粘膜

炎症性疾患の治癒に働くことが報告されて

いる(Gonzalez R E et al. Gastroenterology. 

2006)．しかしながら，Ghrelin の口腔粘膜に

おける発現や，口腔粘膜に対する抗炎症作用

は報告されていない． 

今回、我々は ghrelin，VIP などの神経ペプ

チドが口腔粘膜に対して感染防御，炎症，創

傷治癒など多彩な役割をもっていると仮説

を立てた． 
 

２．研究の目的 

今回，神経ペプチドの口腔粘膜に対する新規

作用を検討するため，ghrelin の抗菌作用，

および口腔粘膜上皮細胞に対する抗炎症作

用，さらに VIP の口腔粘膜上皮細胞における

創傷治癒作用を検討した． 
 
３．研究の方法 
１）用いた細胞 

細胞は hTERT 遺伝子を導入することによっ

て不死化させた口腔粘膜上皮細胞 RT7 を用

いた．表皮角化細胞用増殖培地で培養を行っ

た． 

２）用いた菌株 

大腸菌 ATCC27325 株，緑膿菌 15692 株，黄色

ブドウ球菌 ATCC26538P 株を用いた．培養は

brain Heart infusion (BHI) 液体，寒天培

地で行った． 

３）口腔粘膜上皮細胞における神経ペプチド

mRNA の発現解析 

コンフレンスにしたRT7 より mRNA を抽出し，

cDNA を作製，RT-PCR 法によって神経ペプチ

ド mRNA の発現を検討した．また健常人の口

腔粘膜を擦過したサンプルから mRNA を抽出

し，同様の検討を行った． 

４）口腔粘膜上皮における神経ペプチドの発

現 

健常人から口腔粘膜組織を採取し，パラフィ

ン包埋切片を神経ペプチド抗体で免疫組織

学的染色を行い，神経ペプチドの発現を検討

した． 

５）炎症性サイトカイン，細菌構成成分によ

る発現誘導の解析 

RT7 を Th 1 サイトカインである IFN-, 

TNF-, グラム陰性菌細胞壁構成成分である

Lipopolysaccharide (LPS)を添加し 12 時間

後の，mRNA を抽出，Real-time PCR 法 によ

って mRNA の発現の増加を検討した． 

６）炎症性サイトカインで誘導される

IL-8,CXCL10 における神経ペプチドの影響 

RT7 に神経ペプチドを前処理し，TNF-, LPS



を添加し，48 時間後，上清を採取し，IL-8, 

CXCL10 蛋白の定量を ELISA 法 を行った． 

７）神経ペプチドの抗菌活性と抗菌ペプチド

LL-37 の相加・相乗作用 

様々な濃度の神経ペプチドあるいはLL-37と

大腸菌，緑膿菌，黄色ブドウ球菌を 37℃で２

時間反応させ，BHI 寒天培地に捲き，48時間

後の生菌率として計算した． 

８）VEGF 発現における神経ペプチドの影響 

RT7 に神経ペプチドを添加し，経時的な VEGF 

A, VEGF B mRNA の発現を RT- PCR 法で検討

した．また同様に，神経ペプチドを添加し，

48 時間後の上清を採取し，VEGF 蛋白の発現

を ELISA 法にて定量した． 

９）細胞走化性に対する神経ペプチドの影響 

RT7 を 6well plate にコンフルエンスになる

ように播種し，デッシュの中心部に wound を

形成した後，神経ペプチドを添加し，経時的

の幅の計測を行った． 
 
４．研究成果 

１）神経ペプチド mRNA の発現解析 

RT7 において定常的な ghrelin, VIP mRNA の

発現が認められた．また ghrelin の細胞内受

容体である growth hormon secretagogue 

receptor( GSH), VIP の受容体である VPAC1, 

VPAC2 の mRNA の発現も同様に認められた． 

また健常人の口腔粘膜擦過サンプルからも

ghrelin, VIP mRNA の発現が認められた． 

２）神経ペプチドの口腔粘膜における発現 

健常人の口腔粘膜組織における ghrelin 抗

体の免疫組織学的染色の結果，上皮組織，結

合組織からghrelin蛋白の発現が認められた． 

３）炎症性サイトカインによる発現誘導 

IFN-, TNF-の添加によって明らかな

ghrelin, VIP mRNA の発現の誘導は認められ

なかった． 

４）炎症性サイトカインで誘導される IL-8, 

CXL10 における神経ペプチドの影響 

TNF-a, LPS で誘導される IL-8 の発現が

ghrelin を添加することによって濃度依存

的に抑制された．一方で TNF-で誘導される

CXCL10 の発現には影響は認められなかった．

５）神経ペプチドの抗菌活性 

大腸菌，緑膿菌に ghrelin を添加することに

よって，濃度依存的に抗菌活性が認められた．

黄色ブドウ球菌には ghrelin の抗菌活性は

認められなかった． 

６）抗菌ペプチド LL-37 の相加・相乗作用 

大腸菌，緑膿菌に ghrelin と LL-37 を同時添

加することによって両者の単独添加に比較

して，相加・相乗的な抗菌作用の増加が認め

られた．一方で，他の抗菌ペプチドである

HBD-1,HBD-4 と ghrelinとの相加的な抗菌効

果は認められなかった． 

７）VEGF 発現における神経ペプチドの影響 

RT7 に VIP を添加することによって，時間依

存的な VEGF A, VEGF B mRNA の発現の増加が

認められた．また V RT7 に VIP を添加する

ことによって，細胞上清中の VEGF 蛋白の濃

度依存的な発現の増加が認められた．一方，

Ghrelin や他の神経ペプチドであるOrexin B, 

substance P の添加では VEGF の発現誘導は

認められなかった． 

８）細胞走化性に対する神経ペプチドの影響 

VIP を添加することによって，wound の幅が

有為に小さくなることから、RT7 の細胞走化

性が上昇することが認められた． 

今回の研究の成果から，ghrelin は口腔粘

膜で発現しており，抗菌作用をもつこと，ま

た口腔粘膜上皮細胞に対して抗炎症作用を

もつことが明らかとなった．さらに口腔粘膜

で発現している VIP は口腔粘膜細胞の VEGF 

の発現を増加させ，細胞遊走性を増加させる

作用をもつことが明らかになり，口腔粘膜の

創傷治癒作用をもつ可能性が示された．今後

さらにghrelinを含む神経ペプチドによる多

彩な新規メカニズムを明らかにし，口腔感染

症や，口腔粘膜炎症性疾患に対する新しい治

療，検査法を検討していくことを計画してい

る． 
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