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緒 言

歯科治療をストレスと感じる患者は多い．特に，心身

が未熟で様々な経験が少ない小児や拒否反応の強い障害

者（児）は，成人と比べストレスの対処法が少なく，む

しろ成人よりもストレスの耐性は低い．情動ストレスに

より，免疫機能の低下することは広く知られ，その機序

についての研究も行われてきているが，病原微生物に曝

される口腔粘膜の免疫システム，特に自然免疫への影響

については不明である．

本研究では，ストレス関連内分泌介在物質であるデキ

サメタゾン（以下，Dex）およびノルアドレナリンが口

腔粘膜上皮の自然免疫機構，特に微生物認識機構及び抗

菌ペプチドであるヒトβディフェンシン（以下，hBD）

の発現に与える影響とそのメカニズムを明らかにするこ

とを目的とした．

対象および方法

１，hBDの発現変化の解析

ケラチノサイトであるNeo−Human−Epidermal−kerati-

nocyte（以下，NHEK）を使用し，培養液は全てhydro-

cortisone無添加の１．８mM Ca２＋含有KGMに血清代用のUl-

troser Gを添加したものを用い，CO２５％，３７．０℃で培養

した．ストレス関連内分泌介在物質として，０．１，

１，１０μMのDexおよび１０μMのノルアドレナリンを用い

て，１．８mM Ca２＋含有KBMに添加し，培養時間は全て２４

時間で行った．TLR agonistには，TLR２agonist（HKLM）

１０８cells/mlおよびTLR４agonist（LPS）１００ng/mlを使用し

た．１．８mM Ca２＋含有KGMに各TLR agonistを添加し

４，８，１２，２４および４８時間培養した．各濃度のDexおよ

びノルアドレナリンを添加した１．８mM Ca２＋含有KGM

に，TLR agonistをさらに添加して２４時間培養した．対

象には，１．８mM Ca２＋含有KGMのみで２４時間培養したも

のを用いた．

ケラチノサイトからtotal RNAを抽出し，RT−PCR法と

TaqManプローブを用いたReal−time RT−PCR法により

hBD‐１，‐２および‐３mRNA発現を観察した．さら

に，抽出タンパク質にてELISA法を行った．

２，細胞内情報伝達経路の解析

細胞内情報伝達経路を明らかにするために，ERKイン

ヒビター（PD０９８０５９）およびPKAインヒビター（P

９１１５）をそれぞれNHEKに添加し１時間後，Dexおよび

ノルアドレナリンの存在下および非存在下で，２４時間培

養した．コントロールには試薬無添加のNHEKを用い

た．mRNAの発現変化の解析と同様の方法によって，

hBD‐１，‐２および‐３mRNA発現を観察した．

結果および考察

TLR２およびTLR４による刺激で，ケラチノサイトの

hBD‐１とhBD‐２のmRNA発現上昇が確認され，ペプチ

ドレベルではhBD‐２の発現上昇が確認されたが，hBD‐

１では変化がみられず，hBD‐３はmRNA，ペプチドレ

ベルいずれにおいても発現に変化はみられなかった．上

皮性抗菌ペプチドのひとつであるhBDの発現の特徴は，

一般的に，hBD‐１は恒常的に発現するが，hBD‐２と

hBD‐３は炎症性サイトカインや細菌，ウイルスなどに
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よって発現が誘導されると言われている．TLRsは微生

物の認識機構の一つであり，特にTLR２やTLR４は細菌

感染により活性化され，これを介してhBD‐２とhBD‐３

の発現上昇のあることも報告されている．hBD‐１は

mRNAレベルでは上昇がみられたものの，ペプチドレベ

ルでは上昇が確認されなかった．このことからhBD‐１

も様々な刺激によって発現が上昇するもののその量はペ

プチドとして同定しえる程度ではないものと考えられ

た．また，hBD‐３がこれまでの報告のような発現の上

昇がみられなかったことは，これまでの報告とは異なり

表皮由来のケラチノサイトを用いており，培養細胞の違

いが異なった結果となった一つの理由と考えられた．

DexによりhBD‐２の発現上昇がみられた．また，

MAPK/ERKインヒビターによりDex添加時にhBD‐１，

‐２および‐３の全てにおいて発現抑制が認められ，

MAPK/ERKの経路に関与していることが示唆された．

TLR２agonistおよびTLR４agonistによってNHEKの

hBD‐１とhBD‐２の発現が上昇したので，この実験系に

さらにDexを添加した際の，hBD‐１，hBD‐２および

hBD‐３のmRNA発現変化について観察した．hBD‐１と

hBD‐２ではTLR４による発現上昇がDexによりいずれも

抑制されていた．hBD‐３ではTLR２刺激でDexにより抑

制傾向が示された．TLR２およびTLR４のagonistは主に

細菌感染を想定したagonistであるため，細菌感染により

発現の上昇したhBDがDexにより発現が抑制されると考

えられた．hBDは抗菌ペプチドとして自然免疫に関与す

るのみならず，獲得免役機構の作動にも関与することが

明らかとなっている．副腎皮質ホルモンによる上皮，粘

膜の炎症の抑制の少なくとも一部にhBDを介した抑制経

路の存在することが示唆された．

ノルアドレナリンの添加によりhBD‐１のmRNA発現

増加が確認され，hBD‐２およびhBD‐３のmRNA発現で

は減少がみとめられた．ヒトケラチノサイトはそれ自身

がカテコールアミンを合成する能力があり，特に基底細

胞層に多く含まれていると言われている．ノルアドレナ

リンはケラチノサイトのβ２アドレナリン受容体を刺激
すると細胞内のカルシウム濃度が上昇し，ケラチノサイ

トは分化することがわかっている．hBDの発現調節機構

の一つにケラチノサイトの分化があるが，hBD‐１につ

いては少なくともノルアドレナリンによるケラチノサイ

トの分化の影響があるものと思われた．最近，精神的ス

トレスが皮膚から産生される上皮性抗菌ペプチドの産生

を抑制するとの報告がなされた．ノルアドレナリンはス

トレス状態で血中濃度が上昇することから，本研究での

hBD‐２およびhBD‐３の発現抑制は，ストレス反応によ

るhBD抑制の結果と一致しているものと思われた．ノル

アドレナリン添加時のhBD‐１，hBD‐２ではPKAインヒ

ビターにより発現が抑制されたが，hBD‐３の反応は不

規則であり，これを明らかにするためにはさらなる研究

が必要であるものと思われた．

hBD‐２ではTLR２およびTLR４agonistによる発現上

昇がノルアドレナリンによりいずれも抑制されており，

hBD‐３ではTLR４でノルアドレナリンにより発現抑制

が示された．細菌感染により発現の上昇したhBDがノル

アドレナリンにより発現が抑制され，TLR２およびTLR

４agonistとの共添加時でもノルアドレナリンによる発現

変化の傾向が強く現れたと考えられた．ストレス関連介

在内分泌介在物質であるノルアドレナリンによる，上皮

や粘膜の炎症の抑制の少なくとも一部にhBDを介した抑

制経路の存在することが示唆された．

結 論

合成副腎皮質ホルモンであるDexにより，TLR２ago-

nistの刺激下でhBD‐３mRNAの発現抑制がみられた．

TLR４agonistで刺激されたhBD‐１mRNAおよびhBD‐２

mRNAはDexの添加により発現抑制傾向が認められた．

また，ストレス関連内分泌介在物質であるノルアドレナ

リンとTLR２agonistの共添加ではhBD‐２のmRNA発現

の減少がみられ，ノルアドレナリンとTLR４agonistの共

添加でhBD‐２およびhBD‐３のmRNA発現の減少がみら

れた．以上より，Dexおよびノルアドレナリンは病原微

生物による刺激がある際に，自然免疫を担うhBDの発現

を抑制する傾向にあることが示唆された．
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