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はしがき

修復象牙質を形成させ歯髄を保存するためには、感染細菌の除去と歯髄細胞

の増殖と象牙芽細胞への分化を考慮する必要がある。さらに、炎症のコント

ロールも必要であるO　抗菌ペプチドであるLL37が歯髄・象牙質複合体の再生

を促進し、覆髄剤として応用できるという仮説をたてた。この仮説を証明す

るために、本研究ではin vitroの系で以下のことを明らかにした　LL37はう

蝕原因細菌に対して抗菌活性を示すばかりでなく(Ouhara et al., 2005)、ペ

プチドグリカンによる歯髄細胞の炎症性サイトカイン発現の促進を抑制し、

migrationを促進することが明らかとなった。このようにLL37は歯髄・象牙質

複合体の再生を促進し、覆髄剤として臨床応用の可能性が考えられた。
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緒言

Cathelicidinファミリーに属する18kDacationicantimicrobialproteinは

抗菌ペプチドであり(Selsted et al., 1985; Ganz and Lehrer, 1995: Lehrer

and Ganz, 1999)、抗菌活性部位は細胞内あるいは細胞外で切断されたC末端側

のLL37と呼ばれる部位にある(Ramanathan et al., 2002; Zaiou and Gall0,

2002)。一方、 N末端側はcathepsinL inhibitorであるcathelinがコードされ

ている(Zaiou et al., 2003)。 LL37は陽性に帯電しているシステインを持たな

いリニア-構造のペプチドで(図1)、好中球、単球および舌、頬粘膜、歯肉の

上皮細胞および唾液線の上皮細胞で検出されている(Frohm et al., 1997; Bals

et al., 1999; Nilsson et al., 1999; Malm et al., 2000; Murakami et al.,

2002; Dale et al., 2001; Ramanathan et al., 2002; Zaiou and Gallo, 2002;

Abiko et al., 2003; Devine, 2003; Hosokawa et al., 2006)。 LL37の抗菌機

序は、細菌の代謝系に作用する抗菌化学療法剤とは異なり、陽性に帯電してい

るペプチドと陰性に帯電している菌帯表層とが電気的に引き合い、菌体が穿孔

することによって細菌、真菌、ウイルスに対して抗菌活性を示す(Peschel, 2002)

抗菌活性に加えて、 LL37はリボポリサッカライド(LPS)に結合し、 LPSの中

和作用を示す(Larrick et al., 1995; Scott et al., 2000主　また、 LL37は好

中球、単球、 T細胞、上皮細胞などに対して走化活性を示すばかりでなく(Yanget

aL, 2000; Tokumaruet al., 2005)、単球のサイトカイン産生に関わる(Elssner

et al., 2004)

アトピー性皮膚炎では黄色ブドウ球菌などの細菌感染が高頻度で認められる

が、この原因がinterleukin(IL上4やIL-13　の過剰発現による　LL37や

β-defensin-2などの抗菌ペプチド産生量の減少によるものであると報告されて
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いる(Ong et al., 2002)　また、 Kostmann diseaseの病巣局所ではLL37や

α-defenisnなどの抗菌ペプチドの産生が低下しており、その結果として細菌感

染が起こりやすい(Putsep et al., 2002)このように抗菌ペプチドLL37の産

生と疾患の病態は関連している。

歯髄炎に対して歯髄・象牙質の複合体を再生させるためには、細菌感染のコ

ントロール、炎症の抑制および宿主細胞の活性化が必要である。抗菌活性、細

胞走化活性など多機能を有するLL37は歯髄・象牙質複合体の再生に有用な因

子であると仮説した。私たちはこれまでにLL37が種々のう蝕原因細菌と歯周

病原性細菌に対して抗菌活性を示すことを明らかにしている(図2) (Ouharaet

al., 2005)。本研究では、 LL37が歯髄の炎症の抑制および歯髄細胞機能の活性

化に関わるかを明らかにするために、培養ヒト歯髄細胞(HPcells)の炎症性サイ

トカイン発現およびmigrationに及ぼすLL37の影響を調べた。

材料と方法

1. L工一37の合成

使用した　LL37 (CAP18　の　C　末端の活性部位)のアミノ酸配列は

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRである。ペプチド合成装置PSSM-8 C島津、

東京)を用いて、 LL37を固相法で合成した。合成ペプチドLL37をトリフルオロ

酢酸[TFA、 825yl (半井化学、京都)]、滅菌イオン交換水(50nl)、 throamisol

(50 ul、和光純薬、大阪)、 Ethandithiol [EDT 25 yl (和光純薬)]、 Ethyl

Methanesulfonate [EMS、 30ul　半井化学)]、フェノール[20nl　和光純薬)]

のカクテルによってレジン残基を切断後、 100%ジエチルエーテル(和光純薬)で

抗菌ペプチドを析出させ、 99. 5%エタノール(和光純薬)で洗浄後、凍結乾燥機(夕
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イテック、名古屋)によって乾燥した。凍結乾燥させたLL37のペプチドを滅菌

イオン交換水に溶解後、 octadecyl 4PWカラム(東ソー、東京)を用いた逆相高

速液体クロマトグラフィー(RP-HPLC、東ソー)で精製した。ペプチドの分離は

0.05% TFAを含む滅菌イオン交換水100%から0.05% TFAを含むアセトニトリル

(和光純薬) 100%へ60minのIineargradientをかけ、1 ml/minの流速で行った。

2. MALDI-TOF/MSによる質量解析

精製したLL37の分子量は以下の方法で測定した。 LL37 1 mg/mlを2 plと、マ

トリックス[50% (v/v)アセトニトリル/ aqueous 0.1% TFA solution]に溶

解したdihydroxybenzoic acid和光純薬)飽和溶液2 ulをステンレスプレート

(Bruker Daltonics、 Billerica、 MA、 USA)上で混和後、乾燥させて分析に用

いたO　質量分析装置はtime-of-flight mass spectrometer(MALDI TOF/MS、Biflex

III、 Bruker Daltonics)を用い、質量解析は20,000V、 positive ion modeで行

った。その結果、精製した合成抗菌ペプチドは成熟型と一致した分子量の位置

に一つのピークで検出された。以下の実験には、この合成LL37を用いた。

3.歯髄細胞の培養

ヒト培養歯髄細胞を用いた研究の必要性および歯の使用目的を説明し、患者

の同意を得た後に歯の提供を受けた。 HP cellsは、矯正治療のために便宜的に

抜去された健全なヒト小臼歯の歯髄から分離した。採取した小臼歯から無菌的

に取り出した歯髄を細切し、直径60 mmの細胞培養用シャーレ(CORNING, NY)に

貼付けた。培地は10%牛胎児血清(FCS, Biological Industries, BeitHaemek,

Israel), 100 units/mlのペニシリン(明治製菓、東京)、 100 (ig/mlのストレプ

トマイシン(明治製菓)、 1 jig/mlのフアンギゾン(GIBCO)を含むDulbecco s
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Modified Eagle Medium(DMEM、日水製薬、東京) (培地A)を用いた。組織培養は

37℃、 5%CO,気相条件で行った。歯髄組織片から遊出・増殖してきたHP cells

がコンフルエントに達した時点で、 0.05%トリプシンおよび　0.02%

ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)を含むDulbecco s PBS仁) (日水、東

京、日本)で細胞を分散した。トリプシンおよびEDTAを除くため、細胞を120　×

gで10分間遠心後ペレットを回収し、 10cmシャーレに8×105個のHPcellsを

播種し、再び培地Aを用いて培養した。以下の実験には6代継代HP cellsを用

・:.,た.、

4.細胞の生存

HP cellsを培地Aに懸濁し、 I型コラーゲンがコートされた96 wellプレー

ト(SUMILON、住友ベークライト、東京)に5.0×103cells/wellの密度で播種した。

HP cellsを10日間培養後、 100 units/mlのペニシリン、 100トig/mlのストレ

プトマイシン、 1トIg/llのフアンギゾンを含むDMEM　培地B:無血清培地)に交

換し、 LL37(0.1から10Ltg/ml)を添加し、さらに24時間培養した。培養終了の

4時間前に20ト11のCell Titer 96㊨ (Cell Titer 96⑧ AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay Kit; Promega, WI)を添加したO　培養終了後、 490 nmにお

ける吸光度を測定することによって生細胞数を計測した。

5. HP cellsの培養とRNAの抽出

培養系あたり5×104個のHPcellsをタイプIコラーゲンをコートした6穴プ

レート(SUMILON)に播種し、培地Aを用い13日間培養した。引き続き、培地B

でHP cellsを2回洗浄した後、 LL37 (long./ml)あるいはP2X7レセプターのア

ゴニストであるBenzoylbenzoyl-ATP (BzATP: 100 ¥M)を含む培地Bで30分間
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前処理した。さらに、 Staphylococcus aureus由来のペプチドグリカン(PGN:

10LIg!ml, SIGMA)でHP cellsを刺激し、 6時間培養を続けた。培養終了後、

PBSでHP cellsを洗浄し、 ISOGEN (ニッポンジーン、東京)を用いて総RNAを抽

出した。 RNA濃度は分光光度計(260 nm、 280 nm)で測定した。

6. Reaトtime polymerase chain reaction (PCR)紘

精製した総RNA lトLgを用いて逆転写を行った(First strand CDNA synthesis

kit, Roche, Indianapolis, IN).得られたcDNAを5倍希釈してLightCycler⑧

FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche)とLightCycler 2. 0 (Roche)を用い

てリアルタイムでモニタリングし、 mRNA発現を解析した。反応は、 95 ℃で10

分(denature)、 95 ℃で0秒間、 58 ℃で10秒間、 72 ℃で10秒間の反応を40

サイクル(PCR)、 95 ℃で1秒間、 65 ℃で10秒間、 95 ℃で0秒間(melting)、

40 ℃で1分間(cooling)にて行った。用いたプライマーの塩基配列をTABLE

に示す。各炎症性サイトカイン(IL-6およびIL-8)および歯髄細胞の分化指標(ア

ルカリホスフアタ-ゼ(ALPase)およびオステオネクチン)のiRNA発現は、

housekeeping geneであるglyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

mRNA発現に対するIL-6、 IL8、 ALPaseおよびオステオネクチンのmRNA発現の

百分率で表した。

7. Reverse-transcriptase (RT)-PCR

P2X7レセプターの特異的プライマー(TABLE)を用いて、上述の逆転写によっ

て得られたcDNAを増幅した。得られたPCR産物を1.アガロースゲル中で泳動

した後、エチジウムブロマイドで染色、可視化した。
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8. P2X7レセプター発現

培養系あたり1×10個のHP cellsをcell matrix⑧　typeトA (新田ゼラチン、

大阪)をコートした35 mm Glass Base dish (IWAKI,千葉)に播種し、培地Aを用

い7日間培養した。 7日後、 PBSによって洗浄し、　paraformaldehydeを含

むPBSにて、室温、 10分間固定した。固定後、 PBSにて洗浄し、 0.2%カゼインと

0.1% Triton X-100を含むTBS (ブロッキング液)を用いて、室温、 10分間ブロ

ッキングした。引き続き、 PBSによって洗浄し、ブロッキング液に抗P2X7レセプ

ター抗体(Santa Cruz Biotecnology, CA, 100倍希釈)を含有した一次染色液

を室温で45分間、 HP cellsに作用させた。一次染色液反応後、 PBSによる5分間

の洗浄を3回繰り返した。二次染色液としては、 secondary Alexa Flour㊨488

anti-mouse IgG (Invitorogen, Carlsbad, CA: 1 :200)を含有したブロッキング液を用

い、室温、 30分間作用させ、その後PBSにて5分間洗浄する操作を4回繰り近

した　confocal　レーザー顕微鏡として、 ZeissLSM510 laserScanningconfocal

microscope (Zeiss Microimaging, Inc., Thornwoood, NY)を用い、 HP cells

を観察した。アクチンフィラメントはAlexa Fluor⑧594phalloidin(1‥250)を用い

て染色した。

9. Migration assay (Transwell insert法とWound healing法)

Transwell insert法(図3)

HP cellsのmigarationはBoyden Chamberを用いた方法に準じたTranswell

insert法によって解析した。 HP cellsをメンブレンフィルターへ接着させるた

めTranswel⑧ (直径: 24mm、ボアサイズ:8岬　corning, NY)の内側のメンブ

レンフィルターを10 ng/mlのcell matrix⑧　type I-A (新田ゼラチ)で室温、
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1時間コーティングした　PBSで3回洗浄した後、Transwel　を10lig/mlのLL37

を含む培地Bが加えられている6穴プレート(coming)に静置したImlの培

地Bに懸濁された5.0×104個のHP cellsをI型コラーゲンがコートされた

Transwellに播種し、 1 2時間培養した。培養終了後、 Transwell内側のメンブ

レン上の細胞をスクレイパーを用いて剥ぎ取り、 Transwell外側のメンブレン下

部に存在する細胞をmigrated細胞とした　Transwellからメンブレンを取り出

し、 migrated細胞数を位相差顕微鏡を用いてカウントした。

Wound healing法(図4)

培養系あたり5×104個のHPcellsをタイプIコラーゲンをコートした6穴プ

レート(SUMILON)に播種し、培壇Aを用い13日間培養した後、培地Bでコンフ

ルエントHP cellsを2回洗浄し、ピペットチップの尖端によって、洗浄された

HP cellsの一部を培養プレートから剥ぎ取ったO　引き続き、 HP cellsをLL37

(10トIg/ml) 、 BzATP (100トIM) 、 heparin binding-epidermal growth factor

(HB-EGF、 10ng/ml)を含む培地Bで24時間培養した。位相差顕微鏡下で、任

意の一定面積当たりの視野の細胞残存部位から細胞が剥ぎ取られた部分に遊出

したHP cellsをmigrated HP cellsした。 MigrationはNIHイメージによっ

て測定したmigrated HP cellsの面積の総和によって表した。また、 LL37お

よび　HB-EGF　による　HP-cells　の　migration　に及ぼす各種阻害剤

(PD98059 (5(VM) : p44/42阻害薬、 CALBIOCHEM、 CA、 SB203580 (10 ^M) : p38阻害

薬、 CALBIOCHEM、 SP600125 (10mM)、 JNK阻害薬、 CALBIOCHEM、 PDTC : 10mM 、

NF-i'B阻害薬、 CALBIOCHEM、 EGF receptor (EGFR)中和抗体(Ab) (10 jag/ml) :LAB

VISION, CA、 AG1478 (30 nM) : EGFRリン酸化阻害剤、 CALBIOCHEM)の影響を調

べた。
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10.統計処理

二群間の差の検定はStudent　仁test (P〈O.05, P〈O.01)によって行った。

結果

HP cellsの生存に及ぼすLL37の影響

図5にLL37添加24時間後のコントロール群の生細胞数に対するLL37添加群

の生細胞数の百分率を示す。 0. 1ト.g/mlから10ト.g/mlのLL37はHP cellsの生

細胞数に影響を及ぼさなかった。

HP cellsにおけるP2Ⅹヱレセプター発現

図6はHP cellsにおけるP2X7レセプター発現を示す。 HPcellsはP2X7レ

セプターのmRNAを発現していたO蛍光免疫染色から、 HPcellsにおいてP2X7レ

セプタータンパク質分子の局在が観察された。

PGN存在下におけるHP cellsのIL-6 mRNA及びIL-8 mRNA発現に及ぼすLL37の

:.甘・vi;

1あるいは10 jig/mlのLL37単独ではIL-6 mRNA発現に影響を及ぼさなか

った(図7)。 10LLg/mlPGNの刺激によってIL-6mRNA発現量は増加したが、

この増加をLL37は濃度依存的に抑制した(図7)。 P2X7レセプターのアゴニス

トであるBzATP (100トIM)もLL37同様、 PGNによるIL-6 mRNA発現の誘導

を抑制した(図7)。 IL-6発現同様、 PGNによるIL-8　mRNA発現の促進を

LL37およびBzATPは抑制した(図8)。
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PGN存在下におけるHP cellsのALPase mRNA及びオステオネクチンmRNA発現

に及ぼすLL37の影響

10トIg!mlのPGNによってALPase mRNA発現は影響を受けず、 LL37(10

pg/ml)およびBzATP (100 ¥M)もALPase発現には影響を及ぼさなかった(図9 )。

また、 PGN (10 ¥ig./ml)、 LL37(10 ng/ml)およびBzATP (100 ¥M)の存在下にお

いて、 HPcellsのオステオネクチンmRNA発現も変化しなかった(図1 0),

Migrationに及ぼすLL37の影響

Wound healing法およびTranswell insert法によるHP cellsのmigration

に及ぼすLL37の結果を図1 1に示す。10ng/mlのLL37はHPcellsのmigration

を促進した。一方、 BzATP (100 nM)はmigrationに影響を及ぼさなかった(図

1 1),以後のmigrationの分析はWoundhealing法によって行ったo

LL37によって誘導されるMigrationに及ぼす各種阻害剤の影響

JNK阻害薬であるSP600125 (10LIM)は、 LL37によって誘導される肝cells

のmigrationを抑制した(図1 2),一方、P44/42阻害薬であるPD98059(50LLM)、

p38阻害薬であるSB203580 (10トLM) 、 NF-kB阻害薬であるPDTC(IO ^M)はLL37に

よって誘導されるHP cellsのmigrationに影響を及ぼさなかった(図1 2),

Migrationに及ぼすHB-EGFの影響

10ng/mlのHB-EGFはHP cellsのmigrationを促進した(図1 3)。 SP600125

(10|iM)は、 M pprによって誘導されるHP cellsのmigrationを抑制した(図

13)c
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LL37およびHB-EGFによって誘導されるMigrationに及ぼすEGFRの関与

EGF receptor(EGFR)中和抗体(10 ng/ml)およびAG1478 (EGFRリン酸化阻害

刺) (30nM)は、 LL37によって誘導されるHPcellsのmigrationを抑制した(図

1 4),また、 EGFR中和抗体およびAG1478はHB-EGFによるmigrationも抑制し

た(図14),

考察

LI.37の抗菌活性は知られているが、歯髄細胞の生存に及ぼすLL37の影響は

不明である。本研究において、 LL37はHP cellsの細胞生存に影響を及ぼさな

かった。抗菌活性を示すLL37がヒト細胞に傷害を与えることなくヒト歯髄細

胞の機能制御を行えることが示唆された。

p2Ⅹレセプターファミリーに属するP2X7レセプターは膜2回貫通型のタン

パク構造を有するイオンチャンネル型ATP受容体である(Torres et al., 1999)。

LI.37によるサイトカイン発現制御に関する報告はLL37がP2X7レセプターを

介してヒトの単球のIL-1βの産生を促進するという報告のみである(Elssner et

al., 2004)。従って、本研究においてもLL37による歯髄細胞のサイトカイン栄

現制御へのP2X7レセプターの関与を考えた。まず、 HPcellsがP2X7レセプタ

ーを発現していることを遺伝子およびタンパク質レベルで明らかにした。サイ

トカイン発現におけるLL27の影響では、 LL37単独ではHP-cellsのIL-6およ

びII.-8のmRNA発現に影響を及ぼさなかったが、 LL37はPGNによって誘導

されるIL-6およびIL-8のmRNA発現の促進を抑制した。 LL37同様、 P2X7

レセプターアゴニストであるBzATPがIL-6およびIL-8のmRNA発現を抑制
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した。以上の結果から、 HP cellsにおいてLL37によるサイトカイン発現抑制

作用はP2X7レセプターを介することが示唆された(図1 5)。さらに、 LL37

のサイトカイン発現に及ぼす影響は細胞の種類に依存して異なることが明らか

となった。

臓器非特異的のALPaseは、石灰化能を有する骨芽細胞や軟骨細胞の分化お

よび石化化の-指標として用いられている(Wlodarski et al., 1986; Kato et

al.,1988)。ヒト歯髄組織のALPaseも臓器非特異的であり(Goseki et al., 1990)、

象牙芽細胞および象牙芽細胞下層の細胞のALPaseは歯髄の未分化な細胞の

ALPaseと比べて高い(Nuki and Bonting, 1961; Yosiki and Kurahashi, 1971)。

さらに、覆髄剤としてALPaseを用いた時、 ALPaseは象牙基質の産生を促進す

る(Seltzer, 1959)。オステオネクチン(secreated protein, acidic and rich in

cysteine, SPARC)は骨や象牙質の主要な非コラーゲン性タンパク質である

(Termine et al., 1981a, 1981b)eオステオネクチンは象牙芽細胞に多く発現して

いるが、未分化な歯髄細胞では発現が認められない(Reichert et al., 1992;

B色gue-Kirn et al., 1994; Takano-Yamamoto et al., 1994; Shiba et al., 1998)0

以上のことから、ALPaseとオステオネクチンは歯髄細胞の分化指標として用い

られている(Shirakawa et al., 1994: Shiba et al., 1995, Shiba et al., 1998:

Shiba et al., 2001: Shiba et al., 2003),本研究において、 HP cellsのALPase

とオステオネクチン遺伝子発現に及ぼすLL37の影響を調べたところ、 LL37は

選択した歯髄細胞の分化指標に影響を及ぼさなかった。以上、 LI.37は歯髄細胞

から象牙芽細胞への分化には関与しない可能性が示唆された。

LI.37は好中球、単球、 T細胞、上皮細胞などに対して走化活性を示す(Yang et

al., 2000; Tokumaru et al., 2005)。このLL37の走化作用は壁着性細胞であ

るヒト皮膚由来上皮細胞においてはEGFレセプターのtransactivation、浮遊性細
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胞である好中球、単球、 T細胞においてはformyl peptide receptor-like 1

(FPRLl)を介して生じる0本研究から、 LL37によるHP cellsのmigrationに

EGFレセプターのtransactivationとJNKの活性化が関与している可能性が示唆

された(図1 6)。 HP cellsや上皮細胞のような壁着性細胞のLL37　による

migrationにはEGF recepotorのtransactivationが必要かもしれない。

組織の再生、修復には、細胞の移動、増殖、分化が必要である。本研究では、

LL37はmigrationを促進したが、象牙芽細胞の分化指標であるALPaseやオス

テオネクチンなどの遺伝子発現には影響を及ぼさなかった。従って、 LL37は細

胞分化を促進するのではなく、再生の初期段階に細胞の再生部位への移動を促

進し、組織再生に関わると推察される。

可逆性歯髄炎に対して修復象牙質形成を促進するためには、炎症の抑制、細

菌感染のコントロールおよび宿主細胞の活性化が必要である。本研究の結果は、

LL37が炎症抑制効果と歯髄細胞の活性化能を有することを示唆した　LL37はう

蝕関連細菌に対して抗菌活性を有する(Ouharaet al., 2005)。このように、 LL37

は炎症の抑制、歯髄細胞の活性化および細菌感染のコントロールを担える可能

性があることから、歯髄炎に有効な新しい治療薬に成り得ることが示唆された。

結論

LL37はう蝕原因細菌に対して抗菌活性を示すばかりでなく、 PGNによる歯髄

細胞の炎症性サイトカイン発現の促進を抑制し、 migrationを促進する　LL37は

抗菌活性、炎症性サイトカイン発現の抑制および歯髄細胞機能の活性化作用を

有することから、歯髄・象牙質複合体の再生を担える因子である可能性が示唆

された。
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TABLE

Oligonucleotide sequences of primers for Real-time PCR

GAPDH

ALPase

SPARC

IL-6

Forward Primer

Reverse Primer

Forward Primer

Reverse Primer

Forward Primer

Reverse Primer

Forward Primer

Reverse Primer

Forward Primer

Reverse Primer

5'-AACGTGTCAGTGGTG GACCTG-3'

S'-AGTGGGTGTCGCTGTTGAAGT-S1

5'-GCGGTGAACGAGAGAATG-3.

5'-CGTAGTTCTGCTCGTGGAC-3'

5 '-CTCAAGAACG TC CTG G TCA-3 '

5'-TGCCAGTGTACAGGGAAGAT-3'

5'-GGAGACTTGCCTG GTGAAAA-3'

5 -GTCAGGGGTGGTTATTGCAT-31

5'-AGTTTTGCCAAGGAGTGCTA-3'

5 '-AATTCTCAG C CCTCTTCAAA-3 '

Ohgonucleotide sequences of primers for RT- PCR

Fon〝ard Prim er　　　　　　　5'-AGATCGTGGAGAATGGAGTG-3'

Reverse Prim er　　　　　　　5'-TTCTCGTGGTGTAGTTGTGG-3'
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図1.抗菌ペプチドLL37のアミノ酸配列と構造
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図4. Wound healing法の概略図
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発現促進をLL37はP2X7受容体を介して抑制する
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