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研究成果の概要（和文）：  
 
サイトカインの新しい機能について明らかにすることを目的とした研究であり、サイトカイン

の細菌への直接的作用として、サイトカインの抗菌作用、細菌への結合能、細菌感染性への影響

について検討した。ポジティブチャージの強いMIP3αおよびIL-8について検討した結果、両サイ

トカインとも細菌結合能、弱い抗菌活性は認められたが、サイトカイン処理した細菌の細胞付着

能については著名な変化は認められなかった。本研究結果から、ポジティブチャージのサイトカ

インは細菌に結合することで、免疫応答に影響を及ぼす可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
The purpose of this research is to demonstrate the new function of cytokines. We 
investigated the antibacterial activity of cytokines, the cytokine affinity to bacterial 
cells and the effect of cytokine treatment on bacterial attachment to mammal cells. We 
found that MIP3alpha and IL8, positive charged peptides, were able to bind bacterial 
cells, and had weak antibacterial effect, while biding of cytokines to bacterial cells had 
no effect on the bacterial attachment to mammal cells. In conclusion, it is suggested 
that some cytokines binds to bacteria causing to modulate the immune responses. 
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１．研究開始当初の背景 

細菌が生体に侵襲した際には生体は細菌

の侵襲に対して抵抗性（免疫力）を示す。細

菌と宿主の相互作用の結果、多くの場合細菌

の侵襲部位に炎症がおこる。歯周炎における

歯周組織など炎症部位には種々の免疫担当

細胞などが集積しており、各細胞間で相互に

影響を及ぼしながら細菌の侵襲に抵抗して

いる。この際、侵襲した組織の細胞あるいは
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免疫担当細胞はサイトカイン/ケモカインを

産生することで、周辺細胞や自己細胞に対し

て向上的あるいは抑制的に働くことで炎症

反応を制御している。 

近年、先天性免疫機構の一因子である抗菌

性ペプチドが細菌の侵襲に対して誘導的に

産生することが報告されている。抗菌性ペプ

チドは抗菌力を有するだけでなく、一部の抗

菌性ペプチドは好中球の遊走能、Ｔ細胞の活

性化、マスト細胞の脱顆粒などケミカルメデ

ィエーターとしての働きも有することが明

ら か に な っ て き た （ Trends Immunol 

23:291-296, 2002）。特に上皮系の産生する

β－ディフェンシン－２はケモカインであ

る MIP-3αと相同性が強く、両者とも同様に

生物活性と抗菌活性を有することが報告さ

れている（J Biol Chem 277:37647-37654, 

2002）。申請者もケモカインである CXCL10 お

よび CXCL16 が抗菌力を有することを報告し

ている（Int Immunol 19:1095-1102, 2007）。

また、抗菌性ペプチドはグラム陰性菌のリポ

多糖やグラム陽性菌のリポタイコ酸へ結合

しエンドトキシン活性を中和することも報

告されている（Infect Immun 67:6445-6453, 

1999）。以上の点より、サイトカイン/ケモカ

インの中には抗菌活性あるいは表層抗原へ

の中和活性を有する可能性が考えられる。ま

た、反面、細菌側から考えると、サイトカイ

ンの細菌体への吸着によりサイトカインの

宿主細胞への作用を阻害することが考えら

れる。さらに、サイトカインの細菌への結合

による細菌側の外来性因子認識機構を介し

た病原性因子発現性の変化も考えられ、新し

い宿主抵抗性機序が提唱できる可能性があ

る。 

２．研究の目的 

サイトカインの新しい機能について明ら

かにすることを目的とする。細菌が生体に侵

襲した際には宿主は免疫力を駆使し抵抗性

を示す。宿主の免疫力には多様な免疫担当細

胞が働くが、これらの細胞の機能を調節する

因子として種々のサイトカインがある。これ

までサイトカインの直接的な細菌への作用

の報告はほとんどない。しかし、宿主の産生

する抗菌性ペプチドがサイトカイン様の働

きを有することが近年報告されていること

から、同様にサイトカインにも細菌に直接作

用する可能性が考えられる。そこで、本研究

ではサイトカインの細菌への直接的作用の

検討として、サイトカインの抗菌作用、細菌

への結合能、細菌感染性への影響について明

らかにすることを目的とする。本研究により

細菌感染時における免疫応答の新しい一面

が提唱できると考える。 

 

３．研究の方法 

 

（１）口腔細菌に対するサイトカインの抗菌

活性試験 

サイトカイン/ケモカイン数種について歯

周病原因菌の一つでグラム陰性菌の

Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

(Aa 菌)、う蝕原因菌でグラム陽性菌である

Streptococcus mutansおよび院内感染菌であ

る黄色ブドウ球菌に対する抗菌活性を検討

する。検討方法としては種々の濃度のサイト

カイン/ケモカインを 10mMのリン酸緩衝液で

調整し、被験菌を接種する。種々の時間後、

寒天培地に播種し一晩培養後コロニー数を

カウントし、サイトカイン非添加時のコロニ

ー数と比較し殺菌率を検証する。また、微量

液体希釈法を用いて MIC値が判定できるかの

検討を行う。                                              

 神経ペプチドである OrexinBの抗菌活性に

ついても検討を行った。（Forsyth Institute

との共同研究） 

 

（２）サイトカイン/ケモカインの細菌結合

実験 

種々のサイトカイン/ケモカインを用いて細

菌（黄色ブドウ球菌、Aa 菌）との結合性につ

いて検討する。菌の懸濁液にサイトカインを

添加後、遠心し上清画分を回収する。また、

菌体を生理食塩水で３回洗浄後、2% SDS 溶液

で懸濁し結合サイトカインを回収する。それ

ぞれの画分を用いて SDS-PAGE を行い、それ



 

 

ぞれのケモカインに対する抗体を用いて検

出する。 

 ELISA 法による検討も行った。黄色ブドウ

球菌の死菌体を９６ウェルプレートにコー

ティング後、種々の濃度のサイトカインを反

応させた。洗浄後、抗サイトカイン抗体を用

いて比色定量を行った。 

 

（３）サイトカイン/ケモカイン処理細菌の

歯肉上皮細胞への結合能に関する検討 

 

細菌との結合性が強く認められた IL-6 につ

いて IL-6 処理黄色ブドウ球菌の歯肉上皮細

胞への付着能について検討した。併せて、Aa

菌について MIP3α作用時の付着能に及ぼす

影響について検討した。 

細菌とサイトカインを反応後、生理食塩水で

２回菌体を洗浄後、菌体を細胞に反応させた。

２時間後、細胞用培地を取り除き、生理食塩

水で３回洗浄後、トリプシン処理を行い菌体

を細胞からはがし、生理食塩水で懸濁した。

懸濁液を希釈し、寒天培地に播種し、培養後

コロニー数を計測し、付着菌数を判定した。 

 

４．研究成果 

 

（１）抗菌活性の検討 

MIP3αはヒト抗菌性ペプチドであるβ－デ

ィフェンシン－２(hBD2)と同じペプチドで

ある。hBD2 は黄色ブドウ球菌、Aa 菌、S. 

mutans に対して数μg/ml の濃度で強い抗菌

活性を示した。しかし、IL-6, IL-8 について

抗菌活性は認めるものの、その活性は非常に

弱かった。また、ケモカインの一つで陽性に

チャージしている CXCL-16にも弱い抗菌活性

を認めた。 

 また、神経ペプチドである OrexinB および

vasoactive intestinal peptide (VIP)について

グラム陰性菌およびグラム陽性菌について

検討した結果、これら２つのペプチド単独で

は抗菌効果は弱いものの、特にグラム陰性菌

において抗菌性ペプチドとの併用により高

い抗菌活性を認めた。 

図：orexinB および VIP 単独および LL37 との
併用時における大腸菌、緑膿菌に対する抗菌
活性の検討 
（J Neuroimmunol, 233:37-45,2011） 
 

（２）サイトカイン結合能の検討 

 

S.mutans への結合実験：S. mutans 親株(WT)，

菌体表層の陰性チャージが強くなった変異

株（ciaRH 欠損株、dlt 欠損株）を用いて IL-8

との結合性を検討した（下図）。WT において

反応させた IL-8 のおよそ 30％が菌体に結合

していることが認められた。また、表層の陰

性チャージが強くなると結合能が増大する

ことが認められた。 

 

黄色ブドウ球菌への結合実験；黄色ブドウ球

菌への IL-8 の結合実験について、ウェスタ

ンブロッティング法を用いて検討した。その



 

 

結果、菌体結合画分（2％SDS 溶出画分）に

IL-8 を認めた。しかし、黄色ブドウ球菌菌体

の陰性チャージが強い変異株においては著

名な IL-8 の結合能の増大は認められなかっ

た。 

 

（３）サイトカイン/ケモカイン処理細菌の

歯肉上皮細胞への結合能に関する検討 

 

IL-8 処理黄色ブドウ球菌および Aa 菌につい

て上皮細胞に対する付着能について検討し

た結果、付着能ついては著名な変化は認めら

れなかった。また、細胞への菌体付着による

サイトカインの産生誘導能についても検討

を行ったが、顕著な変化は認められなかった。 
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