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論文内容要旨 

歯肉溝上皮および歯肉外縁上皮の扁平上皮細胞には，細菌や炎症性サイトカ

インの刺激によって  様々な自然免疫応答が認められる．特に human 

-defensin-2  (以下，hBD-2)は，抗菌性を示すペプチドであり初期防御に関

与する．申請者らはこれまでに hBD-2 に注目し，歯周病の発病に関与する

Porphyromonas gingivalisにより刺激後 2時間で hBD-2が発現することについ

て，ヒト歯肉組織を免疫不全マウスに移植した in vivo モデルを用いた検討で

明らかにしてきた．しかしながら，歯周病の重症度の違いがどのように hBD-2

の発現に影響しているかは明らかにされていない． 

そこで，ヒト歯肉組織の 3次元構築が保持された in vivo モデルを用いてヒ

ト歯肉組織の P. gingivalis 感染に対する反応を解析し，hBD-2 および 

Interleukin-1 (以下，IL-1) の発現動態と歯周炎の重症度との関連につい

て検討を行った． 

本研究に用いた歯肉は，神奈川歯科大学附属横浜クリニックを受診し，歯周

外科手術または抜歯術を行った軽・中等度慢性歯周炎患者 21名，重度慢性歯周

炎患者 19名より歯肉を採取した．なお，本研究は神奈川歯科大学倫理委員会の

承認を得た（第 183 番 20120301）．患者より採取した移植歯肉を 3×2 mm サ

イズにトリミングし，オスのヌードマウス 8週齢の背中側に皮膚弁を形成して

歯肉を移植した．組織が生着するまで 2週間おき， P. gingivalis を歯肉移植

部の皮下に接種し，ヒト歯肉組織に対して細菌感染を起こさせた．また，control

として BHI 液体培地を同様に皮下接種した．2 時間細菌曝露させた後にサンプ

リングを行い，real-time PCR を用いて hBD-2，IL-1の mRNA 発現を解析し

た．統計学的分析は，感染群と control（非感染）群の差を Wilcoxson 符号付

き順位検定を用いて比較した．さらに，hBD-2と IL-1の関連を Spearmanの順

位相関検定，歯周病の重症度と hBD-2 および IL-1の発現パターンの関係を

Fisherの直接確率法を用いて分析・検討した． 

軽・中等度慢性歯周炎において，P. gingivalis 感染群では hBD-2 の発現が

有意に増加（p=0.001）したが，重度慢性歯周炎では有意な増加を認めなかった．

IL-1発現は軽・中等度慢性歯周炎，重度慢性歯周炎ともに P. gingivalis 感

染群で有意な差を認めなかった．軽・中等度慢性歯周炎において hBD-2と IL-1

は中程度の相関関係（r=0.508, p<0.05）を認めたが，重度慢性歯周炎では相関

を認めなかった．また，歯周病の重症度と発現パターンの分析より，軽・中等

度慢性歯周炎において hBD-2 と IL-1発現がともに増加したが，重度慢性歯周

炎では hBD-2と IL-1発現がともに減少した． 

これらの結果より，慢性歯周炎の重症度の違いにより hBD-2 の初期における発



現動態が異なることが示唆され，IL-1の発現と相関して歯周炎の進行に関与

している可能性が考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



論文審査要旨 

学位申請論文は，自然免疫応答の初期防御に関与する抗菌性ペプチドである

human -defensin-2 (以下，hBD-2)の発現と歯周炎の重症化がどのように影響し

ているかについて，in vivo モデルを用いて検討した結果，慢性歯周炎の重症

度の違いにより hBD-2の発現動態が異なることを示した論文である． 

歯肉溝上皮細胞は，病原性微生物の侵入に対して物理的防御機能だけでなく，

種々の液性物質の産生による免疫防御反応の役割を担っている．特に初期防御

反応に関与する抗菌ペプチドである hBD は Interleukin-1（以下，IL-1）の

ような炎症性サイトカインの刺激により誘導され，グラム陰性菌に対し強い抗

菌作用を示すことが注目されているが，hBD-2 と歯周炎の重症度との関連性を

明らかにするための生態環境を反映した実験モデル系が確立されていない．本

論文は，歯周炎の重症度の異なるヒト歯肉を免疫不全ヌードマウスに移植し，

歯周病原細菌である P.gingivalis（P.g）感染による hBD-2 およびその発現誘

導因子である IL-1の発現動態を検討し，ヒト歯肉溝再現モデルにおける初期

反応性と歯周炎の重症度との関連を明らかにしたものであり，明確性および新

規性のある研究目的を有していると評価した． 

 研究方法の概略は以下の通りである．軽・中等度慢性歯周炎患者 21名，重度

慢性歯周炎患者 19名より歯肉を採取し，トリミング後に，8週齢オスのヌード

マウスの背中に皮膚弁を形成して，移植した．2 週間後に感染群として P.g 菌

液を, 非感染群として BHI 液体培地液を皮下接種した．2 時間曝露後にサンプ

リングを行い，real-time PCR 法を用いて hBD-2，IL-1のヒト特異的 mRNA 発

現の群間差，両マーカーの関連性および歯周炎の重症度と両マーカーの発現パ

ターンの関係について適切に統計分析を行っている．なお，研究倫理上の配慮

がされていることを確認した． 

本研究で用いた in vivo移植実験系は，ヒト歯肉の形態的および免疫組織化

学的にヒト形質を保存している特徴がある．特に hBD-2の発現は，歯肉扁平上

皮の分化により局在が異なることから，培養歯肉上皮細胞による実験よりも生

体に近い現象をとらえることができることから，独創性のある方法である．   

 結果として，軽・中等度慢性歯周炎歯肉は，P.g感染により hBD-2 mRNAが有

意に増加するが，重度慢性歯周炎歯肉では有意な増加は認めなかった．また，

P.g感染により，軽・中等度慢性歯周炎の hBD-2および IL-1 mRNA発現量はと

もに増加し，重度慢性歯周炎ではともに減少し，歯周炎の重症化により，発現

パターンが変化することが示された．  

 従来のヒト歯肉生検組織あるいは，培養細胞を用いた方法においては，健康

歯肉と歯周炎歯肉あるいは，歯周炎の病態による hBD-2の発現には，明確な関

連性が認められず，その不均一性や歯周炎の重症度との関連性は不明であった．

本論文では，ヒト歯肉に対する P.g感染刺激による hBD-2の反応を，よりヒト

歯肉溝の環境に類似した条件下で比較できる in vivoモデルを用いて歯周炎の

重症度と hBD-2 発現の関連性を評価した結果，hBD-2 および IL-1の発現パタ

ーンが，歯周炎の進行に影響を及ぼしている可能性を示唆したことは，新規性，



独創性があり，高く評価できる．また，今後，歯周炎の進行と予後，歯周治療

後の治療反応性を予測するリスク判定マーカーとして hBD-2 および IL-1が有

用である可能性があり，本研究の発展性が期待できる. 

 本審査委員会は，論文内容および関連事項に関して，口頭試問を行ったとこ

ろ十分な回答が得られたことを確認した．さらに，本論文によって得られた新

しい知見は，今後の歯周炎の病態解明への貢献が期待でき，歯周病診断学の発

展につながるとの結論に至った．そこで，本審査委員会は，申請者が博士（歯

学）の学位に十分に値するものと認めた． 

 

 

 

 本審査委員会は申請者が博士（歯学）の学位に十分値するものと認めた． 

 

  2015年 8月 18日 

  主 査： 三辺 正人 

  副 査： 児玉 利朗 

  副 査： 山本 龍生 
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緒 言    

 

ヒトの疾患を動物において再現し解析することは、病変の理解や臨床応用を

検討するため一般的に行われている研究手法である。しかし、歯周病には臨床

病態を反映した疾患モデル動物が存在しないため、ヒト組織を移植できる免疫

不全マウスを用いることは、より生態を反映した結果が得られる有用な実験系

である 1）。近年、ヒト白血病細胞を免疫不全マウスに移植し、多種類の抗癌剤を

投与しスクリーニングに用いる方法や実際のヒトには行えない感染実験をヒト

組織が移植された免疫不全マウスに行うヒト化マウスの報告がある 2)。 

これまでヒト口腔粘膜を免疫不全マウスに移植する試みは、Holmstrup ら 3)

のヒト口蓋粘膜をヌードマウス皮下に移植する研究があり、成功率も高いこと

が報告されている。しかし、この実験系では嚢胞状となり角化が著明となるこ

とから、3次元形態が実際の組織とは大きく異なる欠点が指摘されていた。そこ

で Tsukinoki ら 4)は、皮膚の移植に適した免疫不全動物である BALB/c 

AJcl-nu/scid マウスに注目し 3 種類の方法によりヒト口腔粘膜の移植を試み、

ヒト歯肉構造を保持した移植法を開発した。この移植法は、60 日まではヒト正

常歯肉と同様の構造を示し、80 日で嚢胞化傾向が認められる。免疫組織化学的

には 80 日間で被覆上皮と上皮下結合組織にヒト形質が認められたが、血管内皮
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細胞には CD34 陰性なことから毛細血管はマウス化している。しかし、マウス皮

下内で毛細血管以外はヒト形質を保ち、形態的には歯肉と同様の構造を示すこ

とから、マウス内でヒト歯肉組織が再現できるモデルとして報告している。さ

らに著者の共同研究者である To ら 4)は、BALB/c AJcl-nu/scid マウスが日常的

に供給されていないことから、市販されている BALB/c AJcl-nu/nu (ヌードマウ

ス)と C.B-17/Icr-scid/scid Jcl (スキッドマウス) においても、Tsukinoki ら

1)の手法が適応できるか検討した後に、ヒト歯肉組織を移植し細菌感染実験を行

った。To ら 4)は、スキッドマウスよりヌードマウスの方が移植成功率の高いこ

とを示し、さらに、2週間の検索では、免疫組織化学的に血管内皮細胞も含めて

ヒトの形質が認められたことから、ヌードマウスにおいてもヒト歯肉組織の移

植が可能であることを示した。また、移植前より移植後には炎症細胞がほとん

ど消失するが、ヒト正常組織のうち血球系は定着しにくいためと考えられ、組

織学的な炎症反応は消退すると同時に形態的に非感染状態になる特徴がある実

験系である。さらに To ら 4)は、この実験系を用いて Porphiromonas gingivalis 

(以下、P.gingivalis)感染実験を行い歯肉組織の反応として human-defensin- 

2 (以下、hBD-2)の発現動態を検索した。 

 歯周病原菌が最初に接するのは、歯と遊離歯肉の間に存在する歯肉溝の上皮

細胞である 5)。歯肉溝上皮細胞は、病原微生物の侵入し対して物理的防御のバリ

http://www.clea-japan.com/animalpege/a_1/a_01.html
http://www.clea-japan.com/animalpege/a_1/a_03.html
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アとして機能するだけでなく、さまざまな液性物質を産生すことによって免疫

応答を起こし生体の防御反応を司っている 6)。特に、初期の生体防御反応として

天然の抗菌ペプチドである hBD の産生が挙げられる 7)。抗菌ペプチドの主要なフ

ァミリーには defensin があり、これは正の電荷をもったアルギニン残基に富ん

でおり、特徴として 3 つの鎖内ジスルフィド結合をもつ 3540 アミノ酸からな

るタンパク質である。defensin はへリックスまたはシート構造を示し、酸性

リン脂質が多く負に帯電している微生物の細胞膜と抗菌ペプチドは静電相互作

用により強く結合する。ペプチドのらせん構造は細胞膜中の脂質と馴染み、細

胞膜を突き抜けやすいため、抗菌ペプチドが大量に集積すると細胞膜に穴を開

けて抗菌力を発揮する。抗菌ペプチドはこのようなメカニズムで細菌や真菌、

エンベロープをもつウイルスなど幅広い抗菌活性を示す 8,9)。好中球が主として

産生し小腸粘膜にも存在する-defensin と上皮系細胞が産生し粘膜上皮に認め

る-defensin に分類される。また hBD は主に 14 に分類され、その中でも hBD-2

はグラム陽性菌よりグラム陰性菌に対してより強い抗菌作用を示す。一般的に

hBD-2 は、微生物や Interleukin-1（以下、IL-1）のような炎症性サイトカイ

ンで上皮細胞が刺激されると誘導される 10-12)。これまで hBD-2 には、歯肉の上

皮細胞で発現し初期の感染防御機構として役割を果たしている可能性があると

報告されてきた 13)。歯肉上皮細胞の培養液内に P. gingivalis を感染させると、
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hBD-2 の発現が増加する 14)。この hBD-2 の発現について To ら 4)は、歯肉組織を

移植したヌードマウス皮下に P. gingivalis 感染実験を行い、2 時間の時点で

hBD-2 の遺伝子発現が非感染群と比較して高いレベルにあると同時に、免疫組織

化学的に扁平上皮細胞の細胞膜に hBD-2 が局在することを報告した。即ち hBD-2

は、P. gingivalis 感染に対して初期防御に役割を果たしていることをヒト組織

で初めて実験的に明らかにした。しかし、歯周病の重症度と hBD-2 の発現動態

との関連については、これまで明らかにされておらず、興味ある研究対象であ

る。 

さらに歯周病は、様々な炎症性サイトカインが病変の進展に関与している 15)。

この炎症性サイトカインの 1 つである IL-1 はとに分類され、IL-1は恒常的

に存在して日常起こる軽度の炎症に対応し、IL-1は感染などの緊急時に大量に

産生される。IL-1 は単球やマクロファージが微生物、Lipopolysaccharide (LPS)

などから刺激を受けて産生され、線維芽細胞、血管内皮細胞、リンパ球を活性

化しプロスタグランジン E2や破骨細胞分化因子などの発現を誘導し、歯槽骨に

対する強い骨吸収作用と形成阻害作用を持っていることが報告されている 16)。

近年では、この IL-1が hBD-2 の発現に関与することが報告されている 17)。 

 そこで、本研究では重症度別にヒト歯肉をヌードマウスに移植し P. 

gingivalis 感染を行い、hBD-2 およびその発現誘導因子である IL-1の発現動態
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を検討し、歯肉組織の初期における反応性と歯周病の重症度との関連について

検討を行った。 
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材料および方法 

 

1．ヒト歯肉組織の採取方法 

 本研究に用いた歯肉組織は、神奈川歯科大学附属横浜クリニックを受診した

患者のうち、抜歯術や慢性歯周炎と診断され歯周外科手術を行った軽・中等度

慢性歯周炎患者 21 名、重度慢性歯周炎患者 19 名より採取した。それ以外に 5

例を移植しているが、移植後に脱落したことから検索対象から外した。すべて

の患者は歯周基本治療を受けており、gingival index(GI) は 12 であった。歯

周炎の重症度は日本歯周病学会のガイドライン 18)に基づき、プロービングデプ

スとエックス線画像により分類した。軽・中等度慢性歯周炎では、プロービン

グデプス 6 mm 未満、骨吸収が歯根の長さの 1/2 未満の部位より採取した。重度

慢性歯周炎では、プロービングデプス 7 mm 以上、骨吸収が歯根の長さ 1/2 以上

の部位から採取した。なお、本研究は神奈川歯科大学倫理委員会の承認（第 183

番 20120301）を受けて行い、組織採取に際し患者に十分な説明を行い承諾の得

られた症例を用いた。 

 

2．実験動物 

 免疫不全であるヌードマウス BALB/c AJcl-nu/nu マウス（日本クレア株式会
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社、東京、日本）、オス 8 週齢（体重 2025 g）を用いた。マウスは無菌室内に

て無菌アイソレーター内で滅菌した水と餌により飼育した。なお、本研究は神

奈川歯科大学動物実験倫理委員会によって承認され、動物実験のためのガイド

ラインに従って行われた。 

 

3．免疫不全マウスへの歯肉移植方法 

 移植方法は、Tsukinoki ら 1)の方法を基に To ら 4)の方法に従い行った。歯周外

科手術または抜歯術の際に採取された歯肉は生理食塩水を含んだガーゼに包み

4℃で保存し、3時間以内にクリーンベンチ内でマウスへ移植した。歯肉組織は、

移植前に洗浄し、約 3×2 mm の大きさとなるようトリミングし、脂肪層や厚い

結合組織がある場合は可及的に除去した。マウスにソムノペンチル○R（ペントバ

ルビタールナトリウム 50 mg/kg；共立製薬株式会社、東京、日本）を腹腔内注

射し、全身麻酔下にてマウスの背部に切開を加え皮膚弁を形成した（図１）。次

に、移植片の結合組織側とヌードマウスの皮膚弁結合組織側が密着するように

縫合し、皮膚弁を元の位置に復位させて縫合した。創部は消毒し、テガダーム

（3M ジャパン株式会社、東京、日本）で保護した。 
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4．感染実験方法 

P. gingivalis ATCC 33277 は 5 mg/ml 酵母エキス、5 μg/ml ヘミン、10 μg/mL

のビタミン K1を含む、BHI-Y-H-VK1液体培地を用い、18 時間、37℃、嫌気下（85％

N2、10％H2、5％CO2）にて培養された。感染群は移植 2 週間後のヌードマウスの

背部に移植された歯肉組織下に P. gingivalis 培養菌液 1.0 mL（平均菌数：7.1

×108 CFU/ml）を注入し、曝露させた。一方、control 群として BHI-Y-H-VK1液

体培地 1.0 mL を同様に歯肉組織下に注入した。2 時間細菌に曝露させた後サン

プリングを行った。 

 

5．病理組織学的検索 

 移植前および移植片の歯肉は、採取後に 10％中性緩衝ホルマリン液で固定さ

れ、オートキネットでパラフィンに置換後、パラフィンブロックを作製した。

さらに 4 μm に薄切し、通法に従い Hematoxylen-eosin 染色を行い病理組織学

的な観察を行った。 

 

6．total RNA 抽出・cDNA 合成・real-time PCR 

約 3×2 mm 大の移植歯肉片全量からホモジナイズして、total RNA を ISOGEN

（ニッポンジーン社、富山、日本）を用いてマニュアルの手順に従い抽出した。
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RNA 濃度は、BioSpec-nano 分光光度計（株式会社島津製作所、京都、日本）を

用いて測定した。cDNA は、cDNA 合成キット（Roche Diagnostics Ltd., Lewes, 

UK）を用いて total RNA から合成した。Real-time PCR は Light Cycler (Roche) 

を用いて行った。hBD-2 遺伝子配列を特異的に増幅するために使用したプライマ

ー配列は、日本遺伝子研究所（宮城、日本）によって合成された

5'-TCT-TCT-CGT-TCC-TCT-TCA-TA-3 (forward) ' お よ び

5'-TGT-TTA-TAC-CTT-CTA-GGG -CA-3 '（reverse、PCR 産物：127 bp）を用いた。

PCR による増幅反応は 95℃10 分 1 サイクル、95℃10 秒、58℃20 秒、72℃10 秒

を35サイクルで行った。さらに、IL-1のヒト特異的なPCR分析にはLight Cycler 

Primerset （Search-LC, Heidelberg, Germany）を使用した。ハウスキーピン

グコントロールとして-actin を用いて同様に PCR を行った。遺伝子発現は、各

遺伝子 mRNA 量と-actin の発現量の比として算出した。 

 

7．統計学的分析 

 軽・中等度慢性歯周炎群および重度慢性歯周炎群の hBD-2 および IL-1mRNA

量について感染群と control 群における発現の差の検定を Wilcoxson 符号付き

順位検定にて比較した。 

hBD-2 と IL-1の発現レベルの関連を Spearman の順位相関検定を用いて検討
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した。 

hBD-2 および IL-1mRNA 量は、感染群での増減を control (非感染)群を分母

とし、増加率で算出した。さらに歯周病の重症度と hBD-2 および IL-1の発現パ

ターンとの関係を検討するため、増加群および減少群の割合を算出し Fisher の

直接確率法を用いて確認した。統計分析は IBM SPSS Statistics 22（IBM Co.，

NY，USA）を用い、p<0.05 を有意水準とした。 
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結果 

 

1．移植片の病理組織像 

移植前の重度慢性歯周炎歯肉上皮は、軽度の錯角化と上皮突起の延長が認め

られた（図 2a）。びらんなどの上皮の欠損は認められない。さらに歯肉上皮下に

は、リンパ球および形質細胞からなる慢性炎症細胞浸潤が認められ、慢性歯肉

炎を示す典型的な歯肉粘膜の組織像を呈した（図 2a）。軽・中等度慢性歯周炎歯

肉においても同様の組織像を示した。一方、移植片の組織像は、移植前と同様

の像を示すが上皮下の慢性炎症細胞浸潤はほとんど観察されず、線維化の進行

が認められた（図 2b）。さらに感染後の移植片では、マウス由来の軽度の好中球

浸潤を伴う症例も認めた。また、これらの組織学的所見は、過去の報告 4)と同様

に分化異常も認められなかった。 

 

2．P. gingivalis 感染後の hBD-2 mRNA 発現        

 hBD-2 mRNA について融解曲線分析を行った。全ての試料において hBD-2 mRNA

を示す単一の蛍光ピークが確認された。 

軽・中等度慢性歯周炎群では、control 群と比較して感染群において hBD-2 遺

伝子発現レベルが有意に増加した（p=0.001）（図 3a）。重度慢性歯周炎群（図

3b）での発現レベルには有意な差を認めなかった。これらのことから、軽・中
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等度慢性歯周炎群と重度慢性歯周炎群では、感染後の hBD-2 遺伝子発現プロフ

ィールが異なっていた。 

 

3．P. gingivalis の感染後の IL-1 mRNA の発現          

 軽・中程度慢性歯周炎群では、IL-1 mRNA レベルは control 群と感染群の間

に有意な差を認めなかった（図 4a）。重度慢性歯周炎群においても IL-1 mRNA

レベルに有意な差を認めなかった（図 4b）。軽・中程度慢性歯周炎群および重度

慢性歯周炎群ともに、感染による IL-1 mRNA の有意な増加は認められなかった。 

  

4．hBD-2 および IL-1 mRNA の相関                

 軽・中等度慢性歯周炎群において hBD-2 および IL-1 mRNA の間では中等度の

正の相関関係が認められた（r=0.508, p=0.019）が、重度慢性歯周炎群におい

てhBD-2および IL-1 mRNAの間で相関関係を認めなかった（r=0.176, p=0.566）。

hBD-2 および IL-1 mRNA の関連性は、軽・中等度慢性歯周炎群と重度慢性歯周

炎群では異なっており、軽・中等度慢性歯周炎群では中程度の正の相関関係が

示された（図 5）。 

 

5．重症度の違いによる hBD-2 および IL-1 mRNA 発現のパターン   

 mRNA 発現のパターンは、表 1 に示すように hBD-2 増加および IL-1増加群

（↑↑）、hBD-2 増加および IL-1の減少群（↑↓）、hBD-2 減少および IL-1増

加群（↓↑）、hBD-2 減少および IL-1減少群（↓↓）の 4つの群に分類された。

図 6 には、各症例の増減の分布を示す。hBD-2 および IL-1がともに増加するパ

ターンは、軽・中等度慢性歯周炎 12 例(80%)と重度慢性歯周炎 3例(20%)に認め

られた。hBD-2 および IL-1がともに減少するパターンは、軽・中等度慢性歯周
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炎 0 例(0%)と重度慢性歯周炎 10 例(10%)に認められた。それぞれの割合を算出

した上で Fisher の直接確率法を用いて確認したところ、パターン毎に分布が有

意に異なっていた（p<0.05）。軽・中等度慢性歯周炎において、hBD-2 および IL-1

がともに増加した（↑↑）が、重度慢性歯周炎では hBD-2 および IL-1発現がと

もに減少した（↓↓）。 
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考察 

 

 本研究では、Tsukinoki ら 1)によって確立された in vivo モデルを基本に To

ら 4)が改良したヌードマウスの移植モデルを使用した。このモデルは、マウスに

おけるヒト歯肉組織の 3次元的再構築が得られるとともに、マウス皮下は嫌気

的であることから、ヒト歯肉溝に類似する環境を再現することができる。また、

マウスに移植したヒト歯肉組織は、基本治療後に歯肉の炎症が一部残存するが、

移植後は口腔内と異なり口腔細菌の曝露の無い状態で維持される。この移植片

は、ヒト形質を保存していることが報告されており 4)、移植後 2週間で組織学的

に移植前の慢性炎症細胞は消失していた。この結果は、過去の報告と一致して

いる 4)。また、Dale ら 19)によると歯肉における hBD-2 の免疫組織化学的局在は、

角化を伴う上皮表層であるが、in situ hybridization による hBD-2 mRNA の局

在は、棘細胞層と顆粒層に認められ、扁平上皮の分化状態により異なることが

示されている。すなわち、歯肉扁平上皮の培養系では、培養条件にも依存する

が、基本的には単一の性格を持つ細胞であり、培養細胞による hBD-2 の検討は

生理的条件とは大きく異なる。したがって、本実験系における歯肉組織に対す

る P. gingivalis 刺激は、hBD-2 の反応を培養系より正確に反映すると考えられ

る。 
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そこで本研究では、臨床的に軽・中等度慢性歯周炎および重度慢性歯周炎と

診断され、歯周基本治療後に採取された歯肉組織を用いて、P. gingivalis 感染

後の各疾患群における hBD-2 および IL-1発現状態の特徴を明らかにした。 

 軽・中等度慢性歯周炎群において、非感染群と感染群で hBD-2 発現状態は、

感染群で有意な増加を認めた。しかし、重度慢性歯周炎群において hBD-2 発現

に有意差はなかった。Bissell ら 20)は、健康歯肉 20 例と中程度と重度の歯周炎

歯肉が混在した 29例の生検材料を用いて定量 PCR を行い hBD-2 の発現を解析し

ている。解析の結果として hBD-2 の発現を、発現なし、低発現、高発現の 3 つ

に分けたところ、歯周炎歯肉は発現なしが 55.2%、低発現 31.0％、高発現 13.8％

を示し hBD-2 の発現に不均一性があることを示している。また、健康歯肉の方

が歯周炎歯肉より有意に hBD-2 が高い値を示した。Vardar ら 21)は、健康歯肉 10

例、歯肉炎 8 例、歯周炎 9 例、侵襲性歯周炎 4 例の生検材料を用いて定量 PCR

を行い hBD-2 の発現を解析している。この報告は、歯周炎を病態別に解析した

初めての報告であり、歯肉炎と歯周炎の間には有意差は無いことを示した。ま

た、歯周炎の重症度は不明であるが、健康歯肉と比較して歯周炎 5 例が高いレ

ベルに、4例が低いレベルにあることを示しており、Bissell らの結果と同様に

不均一性があった。近年の報告として Wang ら 22)は、健康歯肉 29 症例、重症度

不明の歯周炎歯肉 25症例の生検材料を用いて hBD-2 の定量 PCR を行い発現を解
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析した結果、健康歯肉と歯周炎歯肉に有意差がないことを示した。以上の一連

の報告から、歯周炎の病態と hBD-2 の発現量に関連性が認められず、hBD-2 の発

現の不均一性の理由は明らかにされていない。しかし、これまでの報告は歯周

炎歯肉を重症度別に検討した試みがなく、著者のように重症度別に検討するこ

とで、これまでの報告に認められた不均一性も一定の傾向を示す可能性が考え

られ興味深い。一方、in vitro 研究で培養歯肉上皮細胞に対して細菌刺激を加

えると hBD-2 の発現が増加することが明らかになっている 23)。この反応は、細

菌感染に対する宿主初期感染防御において重要な役割を果たしていると考えら

れてきた 24)。これらの結果は、病態や重症度の進展と相関し hBD-2 が増加する

ことを予想させるが、前述したとおり生検標本での検討では、病態の進展が

hBD-2 を常に増加させるという結果は得られていない。本研究により、細菌刺激

に対する反応として hBD-2 が増加する点については、培養細胞での結果と一致

している。特に 2時間という早期に増加する点は、hBD-2 が細菌に対する初期防

御機構の 1 つであるというこれまでの定説とも矛盾しない。しかしその反応性

は、重症度により異なる結果を示しており、歯肉への細菌刺激に対する初期反

応としての hBD-2 の発現動態が、重症度により異なる可能性を示唆した初めて

の研究である。 

田口ら 23)は、重度歯周炎歯肉を用いてヒト歯肉上皮を培養し、培養液中に P. 
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gingivalis 添加後、ELISA による培養上清中の IL-1蛋白は、3時間から非添加

群に比較して有意に増加し、48 時間では最も大きく差が生じる事を報告してい

る。このように、反応時間は様々だが培養細胞レベルでは、P. gingivalis 刺激

により IL-1発現が増加するという報告が多い 25-27)。同様に歯肉線維芽細胞も細

菌刺激後に IL-1発現が増加する 28,29)。本検討では、IL-1の発現は感染刺激後

統計学的に有意に増えていないが、軽・中等度慢性歯周炎においてIL-1とhBD-2

の発現の間に正の相関を示しており、hBD-2 の発現は感染後に増加している。

hBD-2 の発現は、Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells (NF-B)及び Mitogen-activated Protein Kinase-1 (MAPK-1)経路を介し

て、IL-1などの炎症誘発性サイトカインにより制御される 30-32)。また、歯肉扁

平上皮細胞および線維芽細胞中の hBD-2 発現は、IL-1によって増加することが

報告されていることから、IL-1と hBD-2 の間には関連があることが示されてい

る 33)。これらの報告から、重度慢性歯周炎群より軽・中等度慢性歯周炎群の方

が IL-1による hBD-2 の発現誘導において、反応性が良い可能性が考えられる。

本検討では反応時間が 2 時間であり、IL-1の量が初期から増加した場合には、

hBD-2 の発現レベルも変化することも予想できることから、今後経時的変動を含

めて、hBD-2 の発現メカニズムについて明らかにしていく必要がある。 

Varder ら 21)は、歯周炎 9例について健康歯肉の hBD-2 の発現を 1として増加
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率を検討しており、本研究でも非感染群を 1 として感染群の増加率を算出し、

hBD-2 および IL-1発現パターンを検討した。その結果、軽・中等度慢性歯周炎

と重度慢性歯周炎では発現パターンが異なっていた。軽・中等度慢性歯周炎群

は、hBD-2 および IL-1発現がともに増加している症例が多く、重度慢性歯周炎

群と比較して分布に有意な差が認められた。また重度慢性歯周炎群は、hBD-2 お

よび IL-1発現がともに減少している症例が多く軽・中等度慢性歯周炎群と比較

して分布に有意な差が認められた。このような重症度によるパターンの違いを

生じさせる要因が、炎症の経過などの環境要因で生じたのか、元々の個人の形

質に由来するのかは、本検討では明らかにできないが、hBD-2 および IL-1の発

現パターンが歯周炎の各部位における病変の進展に重要な役割を果たしている

可能性が示唆された。 

 今後は、hBD-2 および IL-1の発現パターンが歯周病の重症化を予測するパラ

メーターとしての有用性について臨床的な検討も行う予定である。 
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結論 

 

本研究ではヒト歯肉を重症度別にヌードマウスに移植し P. gingivalis 感染

を行い、hBD-2 およびその発現誘導因子である IL-1の発現動態を検討し、歯肉

組織における反応性と歯周炎の重症度との関連について検討を行った。 

 

1．軽・中等度慢性歯周炎において、P. gingivalis 感染群では hBD-2 の発現

が有意に増加（p=0.001）したが、重度慢性歯周炎では有意な増加を認めなかっ

た。 

2．IL-1発現は軽・中等度慢性歯周炎、重度慢性歯周炎ともに P. gingivalis 

感染群で有意な差を認めなかった。 

3．軽・中等度慢性歯周炎において hBD-2 と IL-1は中程度の正の相関関係

（r=0.508，p<0.05）を認めたが、重度慢性歯周炎では有意な相関関係を認めな

かった。 

4．歯周病の重症度と発現パターンの分析より、軽・中等度慢性歯周炎におい

て hBD-2 と IL-1発現がともに増加したが、重度慢性歯周炎では hBD-2 と IL-1

発現がともに減少した。 
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これらの結果より、慢性歯周炎の重症度の違いにより hBD-2 の初期における

発現動態が異なることが示唆され、IL-1の発現と相関して歯周炎の進行に関与

している可能性が考えられた。 
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付図説明 

 

図 1：移植方法と P. gingivalis 感染 

マウスの背部に皮膚切開を加え、ヒト歯肉組織を移植した。2 週間後、 P. 

gingivalis を歯肉移植部の皮下に接種した。 

 

図 2:移植前歯肉および移植後歯肉における組織学的所見 

図 2a は、移植前の歯肉。図 2b は、移植後の歯肉。移植前と比較して線維化が

進行している。200 倍。HE 染色。 

 

図 3a: 軽・中等度慢性歯周炎における hBD-2 発現 

軽・中等度慢性歯周炎において control 群と感染群で hBD-2発現に有意な差 （* 

p=0.001, Wilcoxson 符号付き順位検定）を認める。箱ひげ図は、中央値、第 1

四分位、第 3四分位、最小値、最大値を示す。n=21。 

 

図 3b: 重度慢性歯周炎における hBD-2 発現 

重度慢性歯周炎において control 群と感染群で hBD-2 では有意な差が認められ

ない（p>0.05, Wilcoxson 符号付き順位検定）。箱ひげ図は、中央値、第 1四分
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位、第 3四分位、最小値、最大値を示す。n=19。 

 

図 4a: 軽・中等度慢性歯周炎における IL-1発現 

軽・中等度慢性歯周炎において control 群と感染群で IL-1では有意な差が認め

られない（p>0.05, Wilcoxson 符号付き順位検定）。箱ひげ図は、中央値、第 1

四分位、第 3四分位、最小値、最大値を示す。n=21。 

 

図 4b: 重度慢性歯周炎における IL-1発現 

重度慢性歯周炎においてcontrol群と感染群でIL-1では有意な差が認められな

い（p>0.05, Wilcoxson 符号付き順位検定）。箱ひげ図は、中央値、第 1四分位、

第 3四分位、最小値、最大値を示す。n=19。 

 

図 5：軽・中等度慢性歯周炎における hBD-2 と IL-1発現の相関関係 

軽・中等度慢性歯周炎において hBD-2 と IL-1は中程度の正の相関関係が示され

た（r=0.508, p<0.05, Spearman の順位相関）。 

 

表 1: hBD-2 と IL-1の重症度の違いによる発現パターン  

軽・中等度慢性歯周炎において hBD-2 と IL-1発現がともに増加したが、重
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度慢性歯周炎において hBD-2 と IL-1発現がともに減少した。増加群および減少

群の割合を算出し Fisher の直接確率法を用いて確認した。 

 

図 6： hBD-2 と IL-1発現の増加率の比較 

軽・中等度慢性歯周炎と重度慢性歯周炎における hBD-2 と IL-1発現の増加率を

比較した。左から 21 例が軽・中等度慢性歯周炎と右から 19 例が重度慢性歯周

炎。 
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