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研究成果の概要（和文）：本研究では、活性型ビタミンD3添加による化学的防御機構への影響および，口腔内創傷治癒
促進への効果の検討を行った。活性型ビタミンD3を添加することにより、化学的防御機構に関与する抗菌ペプチドの上
昇を認め、上皮の分化傾向を示すことが明らかになった。また、活性型ビタミンD3添加軟膏により、創傷治癒の促進が
みられた。本結果から活性型ビタミンD3は、口腔粘膜の保護および治癒に有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： The present study investigated whether vitamin D affect the promotion of wound he
aling, and the resistance to bacterial infection as chemical barriers in oral epithelium. Expression of an
timicrobial peptides in epithelial keratinocyte cells were upregulated by the stimulation with vitamin D, 
indicating that vitamin D induced keratinocyte differentiation and barrier function. Wound healing of the 
rat oral mucosa was promoted to apply ointment supplementation of vitamin D. The results indicate that the
 application of vitamin D is efficacious of the wound healing and the barrier function in oral epithelium.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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
からの刺激や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。口
腔粘膜上皮から産生される抗細菌性ペプチ
ドには、βディフェンシンやカセリシディン
等がある。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-2 の発現お
よび局在は、口腔上皮角化層直下の顆粒層と
有棘層上層にあることがしられている。また、
βディフェンシン- 1、-2、- 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- 2、- 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
と密接に関わりがある。 
 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。 
 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あ
り、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。 
 小児の口腔粘膜重層扁平上皮は成人と比
較し、角化が乏しく細胞間結合も疎であり分
化の途中にあると考えられている。外傷やア
フタ性口内炎などにより口腔粘膜が損傷を
うけた場合、上皮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
プチドの発現による化学的防御機構も同時
に亢進することが予想される。 
 
２．研究の目的 
 小児の口腔粘膜重層扁平上皮は成人と比
較し、角化が乏しく細胞間結合も疎であり分
化の途中にある。外傷やアフタ性口内炎など
により口腔粘膜が損傷をうけた場合、上皮の
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による

化学的防御機構も同時に亢進することが予
想される。本研究では口腔粘膜上皮の創傷治
癒を促進させ、抗細菌性ペプチドの分泌を促
す活性型ビタミン D3 の効果を正常上皮角化
細胞で検討する。そして更に微量の活性型ビ
タミン D もしくは抗細菌性ペプチドを含有
した接着性レジンを作製し、口腔内創傷保護
および治癒促進のための生体材料開発を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
1)細胞培養 
正常ヒト角化細胞 Neo-Human Epidermal 
Keratinocyte(以下、NHEK)を用い、培養液
は KBM（Lonza）で、CO2 5%、37.0℃で培
養した。 
 
2) 活性型ビタミン D3 添加による増殖およ
び分化能の測定 
 NHEK 細胞に活性型ビタミン D を 1〜
100nM濃度範囲で添加し，1〜3日間培養し、
CyQUANT Cell Proliferation Assay 
Kit(Invitrogen) を 用 い て ， Flurorecence 
microplate readerにて測定した。 
 分化能は、上皮細胞の分化マーカーである
Keratin 10 と Keratin14 抗体により免疫蛍
光染色し、共焦点レーザー顕微鏡により比較
検討した． 
 
3)βディフェンシン-1、-2、-3 とカセリディ
シンの遺伝子発現 
活性型ビタミン D 添加培養した NHEK は、
Trizol Reagent により通法に従い Total RNA
を抽出後 cDNA 合成した。cDNA は、βディフ
ェンシン-1、-2、-3 とカセリディシンの特異
的プライマーにより定量的 RT-PCR 法により
解析した． 
 
4) βディフェンシン-1、-2、-3とカセリディ
シンのタンパク発現 
NHEK は、チャンバースライド上にて抗活性型
ビタミン D添加培養し、4%パラホルムアルデ
ヒド溶液により固定した。固定後、βディフ
ェンシン-1、-2、-3 とカセリディシンに対す
るポリクロナール抗体を用いて、サンドウィ
ッチ法 ELISA により測定した。 
 
5) ラット舌下面創傷に対する活性型ビタミ
ン D軟膏の効果 
 マウスは、C57 雄マウスを用いた。いずれ
も 4週齢で購入し室温 23±1℃、湿度 60±5%
で 15 週齢まで飼育した。飼育中は固形飼料
を飲料水と共に自由摂取とした。動物の処置
および管理は北海道医療大学動物実験規定
に基づいて行われた（承認番号 004）。 
 マウス舌への創傷付与は、Disposable 
Biopsy Puncn を用いた。エータルによる浅麻
酔後、各マウス舌背部に舌下部まで貫通させ
ず直径 2mm 大、円形の創傷を付与した。付与
したマウスは、活性型ビタミン D3 類縁体で



ある 2μg/g 含有 1,24-ジヒドロキシビタミ
ン D3 軟膏を塗布し、72 時間後にジエチルエ
ーテルの過剰吸引により深麻酔後、頸椎脱臼
により安楽死させ舌を摘出した。摘出した舌
は、直後に創傷付与部の写真撮影をおこない
Image J にて面積を計測した。 
 
４．研究成果 
1）活性型ビタミン D3添加による増殖および
分化能の測定 
 NHEKに活性型ビタミン D3を 100nM添
加することにより、48時間以降に有意な細胞
増殖が認められた。NHEKに活性型ビタミン
D3を 100nM添加することで 48時間以降に
keratin14 の発現低下を認めた。また、活性
型ビタミン D3を 10nMおよび 100nM添加
することで 8時間以降に keratin10の発現上
昇が認められた。 
 
2）βディフェンシン-1、-2、-3とカセリディ
シンの遺伝子発現 
 活性型ビタミン D3 を添加した際，NHEK に
おける hBD-1、-2、-3 および LL-37 の mRNA
の発現変化を観察するために定量的 RT-PCR
法を行った。 
 その結果、活性型ビタミン D3 非添加に比
べ、hBD-1 は活性型ビタミン D3 添加後 4時間
における 100nM、48 時間における 10nM、およ
び 72時間における 10nM にてそれぞれ有意な
上昇が認められた。hBD-2 は 8時間の 100nM、
24 時間における 10nM および 100nM、48 時間
における 100nM、72 時間における 10nM にお
いてそれぞれ有意な上昇が認められた。
hBD-3 は全ての時間および濃度において有意
な差は認められなかった。LL-37 は 8 時間、
24 時間、48時間および 72 時間における全て
の濃度で、著明な有意な上昇が認められた。 

 
 
 

 
 

3）ラット舌下面創傷に対する活性型ビタミ
ン D軟膏の効果 
 マウスの創傷治癒を比較すると、1,24-ジ
ヒドロキシビタミン D3 軟膏を塗布したマウ
スでは、創傷部面積の有意な減少を認めた。 
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