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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，ヘパリン・LL37 複合体が細胞機能調節能を有する歯内疾患治療薬
のシーズ候補であるかを検討し，歯内疾患治療薬としての有用性を評価する ことである。
in vitro 実験において，歯髄細胞に対して，ヘパリン・LL37 複合体は骨誘導能をもたなかったが，骨芽細胞様
細胞にはmRNAレベルで骨関連遺伝子発現の上昇を認めた。 根尖性歯周炎において，歯周組織に対して細胞障害
性をもたないヘパリン・LL37 複合体は，新規歯内治療薬として有用な可能性があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated if the Heparin-LL37 hybrid has the potential 
effects to the endodontic therapy. Heparin-LL37 hybrid increases the hard tissue-related cellular 
marker expression in osteoblast-like cells, not in dental pulp cells. Heparin-LL37 hybrid has the 
angiogenic effect in endothelial cells. These result indicate that heparin-Ll37 hybrid is a 
potential drug in the  endodontic therapy of apical periodontitis.

研究分野：保存系歯科学

キーワード： 組織再生　炎症制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LL37 は組織再生に有用な細胞機能調節能を有しているため，このペプチド利用し，歯内疾患治療薬のシーズ候
補であるかを検討した報告である。in vitro 実験において，歯髄細胞に対して，ヘパリン・LL37 複合体は骨誘
導能をもたなかったが，骨芽細胞様細胞にはmRNAレベルで骨関連遺伝子発現の上昇を認めた。，歯周組織に対し
て細胞障害性を持たないヘパリン・LL37 複合体は，新規歯内治療薬として有用な可能性があることが示唆され
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年，歯科用顕微鏡，歯科用 CT および 

Ni-Ti ファイルの導入によって，歯内疾患

の診断および治療は格段に進歩したと考

えられるが，生物学的活性タンパク質を用

いた歯髄組織および根尖歯周組織に存在

する細胞の機能制御による歯内療法は存

在しない。歯髄炎および根尖性歯周炎など

歯内疾患の主原因は，歯髄組織および根管

象牙質への口腔内細菌の感染である(Kakehashi et al., 1965.) 。細菌感染によって歯髄組織また

は根尖歯周組織での炎症が惹起され，引き続き，根尖部歯周組織が破壊される。 

抗菌ペプチド LL37 は抗菌活性，LPS 中和能および細胞機能調節能を有することから，歯内

疾患治療剤の候補因子である。しかしながら，高濃度 LL37 は宿主細胞障害性を示す。このよ

うな背景から，LL37 の抗菌活性等を維持しつつ，細胞障害性を改善する試みがなされてきたが，

臨床応用に至るまでの成果は未だ得られていない。申請者は抗菌活性および LPS 中和活性を減

弱することなく，細胞障害性のない LL37 をすでに開発している。すなわち，ヘパリンと可逆

的に結合した LL37 の細胞障害性は低減し，抗菌活性と LPS 中和活性は抑制してないことを

示した。この細胞障害性が低減された複合体は，LL37 に代わる有力な新規歯内疾患治療剤候補

と考えた。 

 

２．研究の目的 

Cathelicidin familyに属する抗菌ペプチド LL37 は，抗菌活性に加えて，リポ多糖 (LPS) 中

和能および細胞機能調節能 (血管新生作用，骨形成作用等) を有する。しかしながら，高濃度 

LL37 は宿主細胞障害性を示すことから，臨床応用するためには，LL37 の抗菌活性，LPS 中

和能および細胞機能制御能を維持しつつ，細胞障害性を改善する必要があった。そこで，申請者

らは，LL37 をヘパリンと複合させることによって，LL37 の抗菌活性および LPS 中和能を維

持し，細胞障害性を低減できることを見出した (Yoshida et al., Int. Endod. J., 2019.) 。本研究

では，ヘパリン・LL37 複合体が抗菌活性，抗炎症作用に加えて細胞機能調節能を有する歯内疾

患治療薬のシーズ候補であるかどうかを検討するために，ヘパリン・LL37 複合体による細胞機

能制御能を調べ，ヘパリン・LL37 複合体の歯内疾患治療薬としての有用性を評価する。 

 

３．研究の方法 

(1). ヘパリン・LL37 複合体が炎症に与える影響（in vitro） 

① ヘパリン・LL37 複合体の存在下あるいは非存在下において，免疫担当細胞であるマク

ロファージを細菌構成成分によって刺激する。各種サイトカイン発現（TNF-α IL-1β, IL-

8等）を PCR 法および ELISA 法によって調べる。 

② ヘパリン・LL37複合体によるサイトカイン発現調節メカニズムの解析：細胞内シグナル

分子 (NF-kB およびMAPKs (p38, ERK, JNK)) の阻害剤を用いた解析を行うとともに，

各シグナル分子発現を western blot 法によって調べる。 

(2). LL37 が組織修復・再生に与える影響（in vitro） 



① ヘパリン・LL37 複合体がヒト歯周靱帯細胞およびマウス骨芽細胞に及ぼす影響：骨関

連タンパク質発現および石灰化能を、それぞれ RT-PCR 法およびアリザリンレッド染

色 S によって評価する。 

② ヘパリン・LL37 複合体が血管新生に及ぼす影響： 

a. 血管新生関連因子産生： ELISAキット 

b. 管腔形成能：in vitro 血管新生テストキット 

c. 血管内皮細胞への分化，KDR，CD34などの発現：免疫染色 

４．研究成果 

in vitro 実験において，歯髄細胞に対して，ヘパリン・LL37 複合体は骨誘導能をもたなかっ

たが，骨芽細胞様細胞には mRNA レベルで骨関連遺伝子発現の上昇を認めた。ヘパリン-LL37 

複合体は，骨芽細胞様細胞に対して石灰化結節の発達を促進する傾向にあったが，有意な差は認

められなかった。ヘパリン・LL37 複合体は作製の過程で遊離したヘパリンおよび LL37 が存

在すると考えられる。これまでに LL37 は骨芽細胞に対して骨形成誘導能を有していると多数

の報告がある一方，ヘパリンは heparin-binding protein である osteoprotegerin と binding 

することが報告されている。歯髄細胞および骨芽細胞が産生する osteoprotegerin とヘパリンが

結合すると，LL37 の遊離が起こると考えられ，短期培養における骨関連遺伝子発現上昇と，長

期培養において石灰化結節の発達を促進させないという結果の違いに起因する可能性がある。

以上のことから，根尖性歯周炎において，歯周組織に対して細胞障害性を排除したヘパリン・

LL37 複合体は，新規歯内治療薬として有用な可能性があることが示唆された。 
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