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研究成果の概要（和文）：ヒト beta-defensin-2（hBD-2）は，上皮細胞から放出される抗菌ペ

プチドの一つであり，グラム陰性菌に対してより強い抗菌作用を示し，粘膜表面での初期防御

に関与する． 
 我々は過去に慢性歯周炎でよく検出される Porphyromonas gingivalis(P. gingivalis)で刺激し

た HGEC から hBD-2 が刺激時間に応じて発現することを明らかにした．しかし，歯周疾患が

慢性疾患であり増悪期と緩解期を繰り返すことから考えると病態変化においての hBD-2 の役

割はまだ不明である．そこで今回，P. gingivalis の濃度によって hBD-2 の発現と IL-8 の発現と

の関連性について比較検討した． 
 その結果，P. gingivalis は HGEC において経時的に IL-8 および hBD-2 の発現を有意に上昇

させ，それらは経時的に関連性が認められたが， 刺激濃度に依存する発現の差異は認められな

かった．したがって，刺激時の HGEC における IL-8 および hBD-2 の発現は炎症の強さに関

わらず炎症性因子が存在すれば生じ，感染初期における自然免疫機構の一端を司ることが示唆

される． 
 
研究成果の概要（英文）：Human β-defensin-2 (hBD-2) is one of antimicrobial peptides 

produced by epithelium cells after stimulation by microorganisms and inflammatory 

mediators.  We reported that expression of hBD-2 mRNA in HGEC was P. 
gingivalis-dependently induced according to stimulation time and was connected with the 
initial stage of inflammatory responses after infection by pathogenic periodontal 

bacteria, with ultimately migration of neutrophils to infection sites. We investigated 

the difference between the expression of hBD-2 and the production of IL-8 in HGEC 

stimulated with various concentrations of P. gingivalis by RT-PCR and ELISA.  Although 
the levels of hBD-2 mRNA and IL-8 production stimulated with P. gingivalis tended to 
increase with exposure time, the levels were not significantly changed by variations in 

concentration.  These findings suggest that the expression of hBD-2 and IL-8 was observed 

in P. gingivalis-stimulated HGEC regardless of the severity of the inflammation. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は大学院の学位に関する研究で，

指導教授より歯周病原菌と歯肉上皮細胞を

用いてポケット上皮表層に起こる初期免疫

の解明についてのテーマを与えられ，学位論

文（Expression of -defensin-2 in human gingival 
epithelial cells in response to challenge with 
Porphyromonas gingivalis in vitro. Journal of 
Periodontal Research, 2006；41：334-339.）で

炎症性サイトカインである IL-8 の産生と

Human -defensin-2 ｍRNA との発現の経時

的な相関性が P. gingivalis 感染の有無によっ

て異なることを証明した。すなわち，歯肉上

皮細胞からの Human -defensin-2 ｍRNA の

発現は P. gingivalis 依存性に認められ，その発

現は炎症の初期反応と連動しているとの示

唆を得ている。 
ヒト beta-defensin-2（hBD-2）は，抗菌ペ

プチドの一つであり，微生物および炎症性サ

イトカインによる刺激で上皮細胞から放出

され，歯周病原菌をはじめとするグラム陰性

菌に対して，より強い抗菌作用を示し，粘膜

表面での初期防御に関与する．成人性歯周炎

の原因菌である P. gingivalis を用いて，好中球

走化作用を有するケモカイン IL-8 と

-defensin-2 の相関性を検討することにより，

好中球誘導における自然免疫系の強化作用

を立証したいと考えている。-defensin-2 の好

中球誘導能については，Niyonsaba（Human 
-defensin-2 functions as a chemotactic agent for 
tumour necrosis factor--treated human 
neutrophils.  Immunology 2004;111:273-281.）
が証明しているが，自然免疫系の強化作用が

立証されれば，リコンビナントタンパクの投

与もしくは塗布することによる新しい治療

法の開発，最終的には現在一般開業医でもよ

く行なわれている対処療法の一つである局

所薬物配送システム（LDDS：ペリオクリンⓇ

をはじめとする抗菌療法）の一つの選択肢そ

してプラークコントロールの一方法として

確立し，抗菌ペプチドによる自然免疫系の賦

活化を目標とした薬剤の開発に向けて道が

開けるものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 ヒトβ-defensin-2 (hBD-2) は，システイ

ンに富む陽イオンの抗菌ペプチドの一つで

あり，グラム陽性菌よりも歯周病原菌に代表

さ れ る Porphyromonas gingivalis  
(P .gingivalis) などのグラム陰性菌に対して，

より強い抗菌作用を示す。hBD-2 は微生物お

よび TNF-αや IL-1βなどの炎症性サイトカ

インによる刺激で上皮細胞から放出され，粘

膜表面での初期防御に関与する。 
 正常歯肉および歯周病罹患歯肉における

hBD-2 の 発 現 の 相 違 や Actinobacillus 
actinomycetemcomitans に対するヒト歯

肉上皮細胞 (HGEC) の応答性についての報

告はなされている。また、我々は第 48 回秋

季日本歯周病学会学術大会において成人性

歯周炎でよく検出される P .gingivalis で刺

激された HGEC からの hBD-2 の経時的な発

現およびその発現と HGEC からの炎症性サ

イトカインの発現との関連性について発表

した。そこで今回，P. gingivalis の濃度によ

って hBD-2 の発現と炎症性サイトカインで

ある IL-8 との発現との関連性に差があるの

かどうかについて経時的に比較検討した。 
 
３．研究の方法 
（1） 歯周病原菌 被検菌株：サンスター

（ 株 ） か ら 供 与 さ れ た P. gingivalis  
ATCC33277 を用いた。 
（2） HGEC の培養：HGEC は，本学附属

病院歯周治療科で，歯周外科治療時に採取さ

れた歯肉より分離し，Matsuyama らの方法 
(1999) に従い継代培養し，3 代目を実験に供

した。なお，実験にあたっては大阪歯科大学 

医の倫理委員会の承認を得て行った。 
（3） 細菌懸濁液の調製： P. gingivalis は

CDC 血液寒天培地にて培養後，0.5% Yeast 
Extract, 0.001% Vitamin K1, 0.0005% 
Hemin を添加した BHI 液体培地に移し，培

養した。その液体培地を 0.1% gelatin を含む

HBSS と混合し，分光光度計にて 540 nm で

濃度勾配を施して調製し，上皮細胞用培養液

Keratinocyte-SFM(Gibco)で 10 倍希釈し実

験に供した。 
（4） HGECへのP. gingivalisの感染：TYPE
Ⅰcollagen coating 24 穴プレートに準備した

ヒト歯肉上皮細胞を 5×104 個播種し，P 
gingivalis 刺激群および無刺激群として，1，
3，6，24，48，72 時間それぞれ培養し，培

養上清と細胞について検索した。 
（5） hBD-2 の発現の検出：AGPC 法にて細

胞より total RNA を回収，精製し，RT-PCR
法にて hBD-2 mRNA の発現について調べた。 
（6） 炎症性サイトカインの発現の検出：培

養上清を回収し，ELISA法にて上清中の IL-8
の濃度を測定した。 
 

４．研究成果 

（1）P  gingivalis刺激群では経時的にhBD-2 
mRNA の発現に関して増加傾向が認められ

.



たが，無刺激群では認められず，P .gingivalis
刺激群は無刺激群に比べて 48，72 時間にお

いて有意な差が認められた。 
（2） P. gingivalis 刺激群では hBD-2 mRNA
の発現に関して，濃度の相違による有意差は

認められなかった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3） IL-8 の発現について経時的に増加傾向

が 認 め ら れ ， 6 時 間 以 降 に お い て

P .gingivalis 刺激群と無刺激群との間に有意

な差は認められたが，P. gingivalis 刺激群に

おいて濃度依存的な有意差は認められなか

った。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
以上の結果から，炎症性サイトカインである

IL-8 の発現と hBD-2 の発現は相関し，P. 
gingivalis の存在によって，それらの発現は

有意に高く，経時的にも増加したが，P. 
gingivalis の濃度とは関係がなかった。した

が っ て ， IL-8 と hBD-2 と の 発 現 は

P .gingivalis 感染の有無がキーポイントにな

っていることが示唆される。 
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