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Abstract：The purpose of this study was to examine the salivary LL-37 levels together with the

presence/absence of major periodontopathic bacteria, and to evaluate the clinical relevance of this antibacterial

peptide in patients of periodontitis. Unstimulated salivary samples were collected from 72 periodontitis patients

and 22 periodontally healthy controls. The concentration of LL-37 in the saliva was measured by enzyme-linked

immunosorbent assay, and the presence of four periodontopathic bacteria (P. gingivalis, T. forsythia, T.

denticola, A. actinomycetemcomitans) was determined using polymerase chain reaction. Periodontal examination

included determination of the probing pocket depth (PPD), the clinical attachment level (CAL), and bleeding on

probing (BOP). The subjects with periodontitis showed significantly higher LL-37 levels in the saliva than the

healthy controls. A higher prevalence of periodotopathic bacteria was observed in the periodontitis patients, and

the salivary LL-37 levels were particularly elevated in patients withT. denticola or A. actinomycetemcomitans as

compared to the results in patients without these periodontopathic bacteria. The salivary concentration of LL-37

was positively correlated with the percentage of teeth with a PPD of ≥ 5mm or CAL of ≥ 5mm in the periodontitis

patients. The results of multiple regression analysis revealed that the concentration of LL-37 in the saliva was

significantly correlated with the presence of T. denticola. In conclusion, production of LL-37 seemed to be

increased in association with periodontopathic bacterial infection. However, it was not sufficient to eliminate these

bacteria and prevent periodontal destruction in patients with periodontitis.
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要旨：本研究では，抗菌ペプチドである LL-37 の唾液中の濃度の測定と共に主要な歯周病原細菌の検出を行い，

本ペプチドの歯周炎患者における臨床的意義を検討した。サンプルとして無刺激唾液を 72 名の歯周炎患者およ

び 22 名の健常者より採取した。唾液中の LL-37 濃度の測定を ELISA 法により，4 種の歯周病原細菌(P. gingi-

valis, T. forsythia, T. denticola, A. actinomycetemcomitans)の検出を PCR法により行った。また，歯周組織検

査としてプロービングポケットデプス(PPD)，臨床的アタッチメントレベル(CAL)，プロービング時の出血の有

無を記録した。その結果，歯周炎患者の唾液中の LL-37 濃度は健常者と比べ有意に高い値を示した。歯周炎患

者では歯周病原細菌が高い割合で検出され，T. denticolaや A. actinomycetemcomitansが検出された患者ではこ

れらの細菌が検出されていない患者と比べ，LL-37 濃度は有意に高い値を示した。また，歯周炎患者における

5mm以上の PPD/CAL を持つ歯の割合と唾液中の LL-37 濃度の間には正の相関が認められた。さらに重回帰分

析の結果，T. denticolaの存在と唾液中の LL-37 濃度との関連が示唆された。本研究より，LL-37 は歯周病原細

菌の存在に呼応するように産生量が上昇するが，その作用は歯周病原細菌を除去し，歯周組織破壊を食い止める

には十分でないと考えられた。
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緒 言

歯周病は，歯周病原細菌と宿主細胞との相互作用に

より歯周組織の破壊が引き起こされる炎症性疾患であ

る。生体は細菌に対する防御反応として様々な自然免

疫能を有しているが，そのひとつとして抗菌ペプチド

の存在が挙げられる。抗菌ペプチドは 30 数個前後の

アミノ酸からなる抗菌活性を持つペプチドで，ヒトが

産生するものとして，defensin と cathelicidin が知ら

れている。LL-37 は，cathelicidin 型抗菌蛋白質であ

る CAP-18(Cationic protein of 18kDa)の C 末端に存

在するペプチド(LL-37/hCAP-18)1,2)であり，口腔内

では細菌の感染により非特異的に好中球や歯肉上皮細

胞，あるいは末梢リンパ球から産生される3)。LL-37

は，細菌，真菌，ウイルスなど微生物に対して幅広く

抵抗性を示すだけでなく4,5)，LPS の中和作用や，好

中球，単球，T細胞などの細胞遊走能の活性化，血管

新生促進による創傷治癒に関与することなどが報告さ

れている6-12)。このような作用から，歯周病の予防や

発症，進行などに LL-37 が関与している可能性があ

る と 考 え ら れ て き た。Kostmann 症 候 群，

Papillon-Lefèvre 症候群，好中球減少症など，LL-37

産生が極度に低くなるような全身疾患患者では，歯周

病に対する感受性が上がるため，有病率が高いと考え

られている13-15)。一方，最近では慢性歯周炎患者の歯

肉溝滲出液中における LL-37 量の増加が報告されて

いる16,17)。しかしながら，LL-37 と歯周病の病態や

臨床症状との関連についての報告は少なく，不明な点

が多い。そこで本研究では，歯周病患者と健康な歯周

組織をもつ健常者を対象として唾液中の LL-37 濃度

の測定および歯周病原細菌の検出を行い，歯周病の臨

床症状との関連性について比較検討した。

材料及び方法

1. 被験者

本研究は東京医科歯科大学歯学部倫理委員会により

承諾され，被験者には事前に研究内容を十分説明し，

同意を得た上で実施した。被験者は東京医科歯科大学

歯学部附属病院を受診し，歯周組織検査により以下の

選考基準を満たした歯周炎患者 72 名，および対照群

として健康な歯周組織をもつ健常者 22 名で，問診に

より重篤な全身疾患がなく，過去 3カ月以内に歯周病

の治療と抗菌剤の投与を受けていないことを確認し

た。

歯周組織検査として，1 歯につき 6 点法でプロービ

ングポケットデプス(PPD)，臨床的アタッチメントレ

ベル(CAL)，プロービング時の出血(BOP)を測定し

た。歯周炎患者は，残存歯が 20 本以上あり，各 1/4 顎

において 1 歯以上に 4mm以上の歯周ポケットが存在

する者とした。健常者は，全顎にわたり 4mm以上の

歯周ポケットが認められない者とした。

2. サンプルの採取と処理

各被験者より安静時の無刺激唾液を 0.5ml 採取し

た。これに滅菌蒸留水 0.5ml を加え，ボルテックスミ

キサーにて 1分間撹拌した後，6000×g で 5 分間遠心

分離し，上清とペレットに分けた。QIAamp DNA
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Mini Kit(Qiagen Inc.，Valencia，CA，USA)を用いて

ペレット中の細菌DNAを，付属の取扱説明書に記載

された方法に従い抽出した。この細菌DNA抽出物と

上清は解析を行うまで-80℃で保存した。

3. 唾液中の歯周病原細菌の検出および LL-37 量

の測定

唾液中の 4 種の歯周病原細菌(Porphyromonas gin-

givalis，Tannerella forsythia，Treponema denticola，

Aggregatibactor actinomycetemcomitans)の有無は，

Ashimoto らの方法18)に従いポリメラーゼチェーンリ

アクション(PCR)法にて判定した。すなわち，プライ

マーは各細菌 4種の 16S rRNAをターゲットとし，5μℓ

の細菌 DNA 抽出液に 45μℓの反応液｛プライマー各

0.5μM，10xPCR buffer (Promega，Madison，WI，USA)

5μℓ，Taq DNA polymerase (Promega) 1.25unit，

dNTP ミックス (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ，

USA) 0.2mM，MgCl2 1.5mM(A. actinomycetem-

comitansについては 1.0mM)｝を加え，サーマルサイ

クラー(PTC-200，MJ Research，Boston, MA，USA)

を用いて特定遺伝子を増幅させた。PCR産物は 1.0％

アガロースゲルにて電気泳動後，ethidium bromide

0.5μg/ml を用い染色し，各細菌に特異的なバンドの

有無を確認した。LL-37 量は前述した唾液上清から，

Hbt human LL-37 test kit (Hycult biotechnology，

Uden，Netherlands)を用いて，付属の取扱説明書に記

載された方法に従いELISA法にて測定した。

4. 統計処理

歯周炎患者と健常者における年齢，性別，臨床的パ

ラメーター値の比較にはMann-Whitenyʼs U test およ

び Fisherʼs exact test を用いた。また，歯周病原細菌

の有無や喫煙の有無による LL-37 値の比較は

Mann-Whitenyʼs U test を用いた。各歯周炎患者にお

ける 5mm以上の PPDまたは CALが占める歯数の割

合と唾液中の LL-37 濃度との相関については，

Spearmanʼs correlation coefficient を用いて検定した。

また，重回帰分析を行い，唾液中の LL-37 濃度に，年

齢，性別，歯周病の有無，現在の喫煙習慣の有無，PPD，

CAL，BOP，歯周病原細菌の有無が影響するかどうか

を分析した。これら全ての統計解析は JMP® Ver.

8.0(SAS Institute Inc.，Cary, NC，USA)を用いて

行った。

結 果

本研究における被験者の平均年齢，喫煙経験，臨床

的パラメーターの平均値および唾液中の LL-37 濃度

を表 1 に示す。歯周炎患者群では健常者群と比較し

て，平均年齢，平均 PPD，平均 CAL，BOP陽性歯率に

加え，唾液中の LL-37 濃度が有意に高い値を示した。

また，各歯周炎患者において，5mm 以上の PPD，

CAL を示す歯数の割合を計算し，これと唾液中の

LL-37 濃度との関連を調べたところ，正の相関が認め

られた(図 1，2)。

歯周病患者における唾液中の P. gingivalis，T. for-

sythia，T. denticola，A. actinomycetemcomitansの検

出率は，それぞれ 83.3％，87.5％，68.1％，12.5%で

あった。これらの歯周病原細菌は健常者からは検出さ

れなかった。歯周炎患者において，T. denticolaまた

は A. actinomycetemcomitansが検出された場合には，

検出されなかった場合と比べ，LL-37 濃度は有意に高

い値を示した(図 3)。T. forsythiaが検出された場合

においても，唾液中の LL-37 濃度は検出されない場

合と比べ高値を示したが，有意差は認められなかった。

また，歯周炎患者で現在の喫煙習慣の有無により二群

に分け比較したところ，被験者の平均 PPD(喫煙経験

あり 2.89 ± 0.69mm vs 喫煙経験なし 3.21 ±

0.84mm (mean ± SD))および平均 CAL(喫煙経験あ

り 3.21 ± 0.66mm vs 喫 煙 経 験 な し 3.68 ±

0.97mm (mean ± SD))について差は認められなかっ

たものの，唾液中の LL-37 濃度については現在喫煙
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者は非喫煙者と比べ有意に低い値を示した(図 4)。ま

た，LL-37 の濃度に関連する要素を求めるために，重

回帰分析を行ったところ，T. denticolaの検出の有無

と LL-37 の濃度との間に関連が認められた(表 2)。

考 察

抗菌ペプチドである LL-37 は自然免疫系の一因子

として働き，in vitroの研究により，口腔内細菌に対し

て抗菌性を示すことが，明らかにされている9,19-22)。

このことから，歯周病の予防や発症，進行にも LL-37

の存在が影響を与えていると考えられるが，歯周病の

病態や臨床症状との関連についての報告は限られてい

た。

本研究の結果，歯周炎患者では健常者に比べ，唾液

中の LL-37 濃度が有意に高いことが確認された。今

回採取した無刺激唾液中の LL-37 は，歯肉などの上

皮細胞および歯肉中の好中球に由来していると思われ

る。Dale ら3)は，歯周外科時に採取した歯肉組織を免

疫染色および in situ hybridization により処理し観察

した結果，好中球で LL-37 が強く発現し，接合上皮や

歯肉溝上皮部に浸潤していることを報告している。ま

た，Türkoğlu ら17)や Puklo ら16)は，慢性歯周炎患者

の歯肉溝滲出液中において，健常者と比べ LL-37 量

が多いことを報告している。これらのことは，炎症時

に好中球における LL-37 の産生亢進が起こっている

ことが推測される。

これまでの報告では，LL-37 レベルの低下を引き起

こす全身疾患を有する患者では，歯周病原細菌の排除

がうまくいかなくなることで歯周病が発症する可能性

が 指 摘 さ れ て い る。de Haar ら13,23) は

Papillon-Lefèvre 症候群患者由来の多形核白血球では

LL-37 の分泌能が低下し，これが A. actinomycetem-

comitansの排除を困難にし歯周炎が進行する可能性

日歯周誌 52(4)：401 ― 408, 2010404

図 1 歯周炎患者における 5mm以上のプロービングポケットデプスをもつ歯の割合と唾液中の LL-37 濃度との関係

図 2 歯周炎患者における 5mm以上の臨床的アタッチメントレベルをもつ歯の割合と唾液中の LL-37 濃度との関係



を指摘している。本研究の被験者は重篤な全身疾患を

持たない歯周炎患者であるが，これらの者からは歯周

病原細菌が高頻度に検出され，なかでも T. denticola，

A. actinomycetemcomitansが検出された患者では，検

出されなかった患者と比較して唾液中の LL-37 濃度

が有意に高い値を示した。また T. forsythiaについて

も，有意差こそ認められなかったものの，菌が検出さ

れた患者では唾液中の濃度が高い傾向が認められた。
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図 3 歯周炎患者における歯周病原細菌の検出と唾液中の LL-37 濃度との関係。箱の上下辺は上位と下位の

四分位，中心線は中央値，ひげは 10％点と 90％点を示す。

図 4 歯周炎患者における現在の喫煙習慣の有無と唾液中の LL-37 濃度との関係。箱の上下辺は上位と下位

の四分位，中心線は中央値，ひげは 10％点と 90％点を示す。



一方，Hosokawa ら24)は in vitro において，歯肉上皮

細胞や好中球を細菌で刺激した際の LL-37 の産生量

を測定しているが，P. gingivalis で刺激した場合の

LL-37 産 生 量 は，A. actinomycetemcomitans や

Fusobacterium nucleatum，Prevotella intermedia と

いった細菌で刺激した場合と比べ低いことを報告して

いる。また，P. gingivalis は gingipine などのプロテ

アーゼを産生することが知られており，これにより

LL-37 が分解されることが報告されている25)。P.

gingivalisが検出されていても，唾液中の LL-37 濃度

の上昇が認められなかったのはこのような理由による

と考えられる。

さらに重回帰分析により，年齢，性別，歯周病の有

無，現在の喫煙習慣の有無，PPD，CAL，BOP，歯周

病原細菌の有無を考慮しても，T. denticolaの有無と

唾液中の LL-37 レベルには有意な関連性が認められ

ている。これらのことから，特殊な全身疾患を持たな

い多くの歯周炎患者の場合には，LL-37 の産生は病原

細菌の感染に呼応する形で増加すると考えられ，

LL-37 の産生量低下が歯周病発症の主因となってい

るとは考えにくい。むしろ，LL-37 の産生が亢進して

いたとしても，その歯周病原細菌に対する抗菌効果は

不十分であるのかもしれない。In vitroにおいて，歯

周病原細菌，なかでも A. actinomycetemcomitans や

red complex に属する細菌(P. gingivalis，T. forsy-

thia，T. denticola)は，非歯周病原細菌と比べ好中球

による貪食や LL-37 による殺菌作用に対する抵抗性

が高いことが報告されている26)。これらの持続的な

細菌感染が，歯周組織破壊の広がりとさらなる LL-37

の産生亢進を促すことを示していると考えられる。局

所的な評価であるが，歯肉溝滲出液中の LL-37 量と

PPD，CAL 値との間に正の相関があることがこれま

でにも報告されている17,24)。

LL-37 は当初，抗菌ペプチドとして見いだされ注目

された。しかし，菌血症の動物実験モデルを用いた実

験27,28)などから，LL-37 は宿主の様々な細胞に対し

て作用し，生体を防御しているものと考えられるよう

になった。例えば LL-37 は LPS に中和作用を示すこ

とが知られているが，Mookherjee ら29)は LL-37 がヒ

ト由来単球細胞(THP-1)を用いた研究で，LPS による

NF-kappa B の活性化を抑えることで炎症性サイトカ

イン産生を抑制し，過剰な炎症反応を抑えることを報

告している。LL-37 は好中球に対しても様々な影響

を及ぼすことが知られている。抗菌ペプチドが作用す

る宿主細胞の受容体はいくつか報告されているが，

LL-37 はそのひとつである formyl peptide recep-

tor-like 1 を介して好中球を炎症局所へと遊走させる

ことが明らかとなっている11)。また，LL-37 は好中球

による活性酸素の発生を高めることで，好中球におけ

る細菌の取込みを促進させると同時に，炎症性サイト

カインの放出を抑制する30) 。さらに，好中球は寿命

の短い細胞で自発的にアポトーシスを起こすが，

LL-37 はそれを抑制することも報告されてい

る31, 32)。好中球のアポトーシスが抑制されることは

食細胞としての機能が維持されることを意味し，感染

防御の観点から宿主に有利に働くと考えられる。これ
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らのことから，歯周炎における LL-37 の防御的な働

きは，病原細菌に対する直接的な殺菌よりも，むしろ

細菌によって引き起こされた炎症反応を軽減すると同

時に好中球の機能を補助するという，宿主に対する働

きが占める部分が大きい可能性がある。

喫煙は歯周病のリスクファクターとして良く知られ

ている33)。本研究でも喫煙習慣のある歯周炎患者で

は，非喫煙患者と比較して唾液中の LL-37 濃度が有

意に低かった。喫煙と LL-37 の関連について報告し

ている論文はないが，喫煙による白血球や歯肉上皮細

胞の機能低下が LL-37 の産生やその後の生体防御に

何らかの影響を及ぼしたのかもしれない。今後は喫煙

が LL-37 に与える影響について詳細に検討する必要

があると思われる。

本研究の結果，唾液中の LL-37 濃度は歯周病の進

行に伴いその産生量が増加していることが明らかと

なった。これは歯周病原細菌に対する自然免疫反応と

して起こり，歯周組織に対し防御的に働くが，その作

用だけでは局所から完全に歯周病原細菌を排除するに

は至らず，歯周組織破壊を食い止めるには十分でない

と考えられる。
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