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研究成果の概要（和文）：自然免疫機構に関連する様々な宿主防御ペプチドを用いた、抗菌効果

と抗腫瘍効果について検討した。また、カセリシジン・ファミリーで唯一ヒトに発現している

塩基性抗菌蛋白質(hCAP18)ペプチドによる細胞内伝達経路の解析を行った。その結果、

hCAP18 とデイフェンシン、乳酸菌由来ペプチドのラクタシンとの併用効果により抗菌及び抗

腫瘍効果の増強作用が示された。また、hCAP18 をコードする CAMP 遺伝子が、腫瘍抑制遺

伝子として働くことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied the antimicrobial and antitumor effects of various host 

defense peptides (HDPs) associates with innate immunity. Additionally, we demonstrated 

the only member of the cathelicidin family identified in humans, as human cationic 

antimicrobial protein 18 (hCAP18) regulates signal transduction in epithelial cells and 

squamous cell carcinoma cells. Our results demonstrated that the bacterial killing of 

hCAP18 was synergistic with defensin and lactobacilluｓpeptide, as lactacin. In addition, 

we show that hCAP18 encoded CAMP gene is tumor suppressive activity in human 

squamous cell carcinoma.  
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１．研究開始当初の背景 

（1）国内・国外の研究動向及び位置づけ 

 昆虫からヒトに至る多くの生物には，生体

内に微生物が侵入した際に，最初のバリアー

として皮膚，粘膜上で微生物を排除する非特

異的免疫機構，すなわち先天性免疫と称され

る自然免疫(innate immunity)を有している

ことが知られている。この自然免疫に関与す

る抗菌ペプチドは，現在500以上にのぼり共

通して陽電荷を保持し，細菌や真菌さらにウ
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イルスに殺菌効果を有している。哺乳類では，

これら抗菌ペプチドが好中球やマクロファ

ージ等の貪食細胞や，表皮，粘膜組織から豊

富に産生分泌されている。抗菌ペプチドは，

defensinとcathelicidineの２つのファミリ

ーに大別され，微生物の細胞膜を破壊するこ

とにより効果を発揮している。  

 一方，現在の感染症治療の主体をなしてい

るのは，とりもなおさず合成抗菌薬であり，

その使用に際して，大量長期に広範囲な抗菌

効果を有するものを選択してきたことによ

り，MRSAやVREなどの耐性菌の出現と弱毒化

した微生物による日和見感染の続出が後を

絶たないのが現状である。そこで，抗菌ペプ

チドの非特異的な微生物の殺菌効果を期待

して，感染症の治療薬として応用しようとす

る研究が続けられてきたが，最近MRSAやHIV

に対して，殺菌効果が期待できるdefensinが

見出されたが，その殺菌の作用機序の全貌に

ついては明らかにされていない(Castelli e

t al. 2002)。しかし，現在使用されている

抗菌薬と大きく異なる作用は細菌内毒素の

中和作用で，ヒトのchathelicidineとして唯

一の存在であるhCAP18/LL-37におけるリポ

多糖（LPS）の結合による，TLR-4受容体への

結合阻止効果で代表される．このことは，現

状の抗菌薬が細菌から産生された毒素に対

して無効であることと対照的である。また，

hCAP18/LL-37の病原性微生物に対する選択

的殺菌効果により，耐性菌を作らせず，日和

見感染を誘導しない，生体に優しい抗菌ペプ

チドを応用した新しい感染症治療薬として

期待されている。 

 次に，抗菌ペプチドを応用した癌治療薬と

しての有効性については，古くはdefensin

に始まるが，2004年に我々が，ヒトで唯一に

発現する chathelicidineのhCAP18/LL-37のC

末端に存在する抗菌活性領域から合成した2

7残基ペプチドによる，ヒト癌細胞に対する

抗腫瘍効果の報告が最初である。その後，牛

の乳汁中に存在するラクトフェリンの合成

誘導体ペプチドLactferricinで,我々と同様

のヒト癌細胞による抗腫瘍効果が最近報告

されるに至っている（Eliassen et al. 200

6)。しかし，抗菌ペプチドの癌細胞を含めた

哺乳動物細胞に対する作用機序や，癌細胞特

異的な殺細胞効果の詳細なメカニズムにつ

いては不明な点が多く残っている。 

（2）着想に至った経緯 

 先に示した様に．我々はhCAP18/LL-37合成

ペプチドによる癌細胞特異的な殺細胞効果

を見出し，本ペプチドが癌細胞のアポトーシ

スを誘導することを明らかにした。このアポ

トーシス誘導に対する細胞内伝達シグナル

経路は，多くの細胞でみられるcaspase-3,-9

を介するアポトーシスシグナルとは異なり，

 Baxを介したendonuclease G の核内移行に

よる直接的なDNA断片化によるものであるこ

とが明らかとなった。ペプチドが細胞に作用

する機構は，殺菌作用で示されたような細胞

膜の破壊を主とするものなのか，または，受

容体を介するものなのかは不明であった。現

在までに哺乳動物細胞におけるhCAP18/LL-3

7の受容体候補としては，Formyl peptide re

ceptor-like 1 (FPRL1), purine受容体であ

るP2X7や，EGFが報告されている。そこで，

ペプチドの細胞内への作用の最初のステッ

プがどのような経路によるものなのか，さら

に，ペプチドによるIL-8等のサイトカイン産

生やケモカイ受容体発現の誘導効果の有無，

さらに抗腫瘍作用に及ぼす相乗的または相

加的効果の発現の有無について検討した。そ

の上で，現実的に治療薬として使用した際の

生体内作用の全貌を把握するため、自然免疫

ネットワークの詳細な経路を解明する必要

性があることに至った．このことは，感染症

治療薬として臨床応用する際にも，生体内で

の殺菌作用以外の影響を把握することが，副

作用を含めた有害事象の予防につながる。 

（3）研究成果を踏まえた発展内容 

 自然免疫に関わる抗菌ペプチドは，抗菌作

用だけではなく細胞遊走作用や，サイトカイ

ン産生分泌作用，さらには自然免疫から獲得

免疫の橋渡しを行う樹状細胞の分化や樹状

細胞を介したTリンパ球の誘導作用等の様々

な免疫機構を調節する分子として重要な働

きを有していることが明らかになりつつあ

る。そこで，我々が明らかにした抗菌ペプチ

ドによる直接的な癌細胞の殺細胞効果に関

係して，生体内で用いた際のペプチドによる

多様な作用を解明し，これらが抗腫瘍効果に

相乗的または相加的に作用する可能性を考

察する。さらに、樹状細胞を介した獲得免疫

の増強，すなわち腫瘍免疫の新たな作用点と

しての自然免疫の重要性を明らかにするこ

とが予想される。 

 

２．研究の目的 

（1）自然免疫関連抗菌ペプチドによる口腔
感染症の制御機構の解析 

①hCAP18/LL-37 合成ペプチドと他の抗菌
蛋白質およびペプチドの併用効果による口
腔感染症の制御 

 生体内では，単独の抗菌ペプチドで殺菌効
果を示すことはなく，多くは様々な抗菌ペプ
チドによる相互作用で，殺菌作用が有効にな
さ れ る も の と 推 測 さ れ る 。 そ こ で ，



 

 

hCAP18/LL-37 と defensin, lactacin, 
lactferrin の単独及び併用による歯周炎関
連菌に対する殺菌効果を検討する。 
②hCAP18/LL-37 発現誘導による健常上皮
細胞と扁平上皮癌細胞の抗菌作用増強効果
の検討 
 最近になり hCAP18/LL-37 をコードして
いるヒト CAMP 遺伝子配列中に活性型ビタ
ミン D3 反応エレメントの存在が見出され，
活性型ビタミンD3により hCAP18/LL-37の
mRNA が上昇することが明らかとなった．そ
こで培養ヒト細胞において，活性型ビタミン
D3による hCAP18/LL-37mRNA の誘導を試
み，健常上皮と癌細胞の反応性の差を検討し
た。さらに，活性型ビタミン D３で hCAP18/ 

LL-37の産生分泌が亢進した細胞における殺
菌効果への影響について検討した。 

（2）自然免疫関連抗菌ペプチドによる口腔
扁平上皮癌の抗腫瘍効果の増強とシグナル
制御機構 
①hCAP18/LL-37 による抗腫瘍効果増強の
試み 
 すでに我々は．hCAP18/LL-37 から得られ
た 27 残基合成ペプチドを用いて，扁平上皮
癌細胞特異的な殺細胞効果を報告した．そこ
で，この癌細胞に対する選択性を保持したま
ま殺細胞効果を増強する試みを検討する．具
体 的 に は hCAP18/LL-37 と defensin, 

lactacin, lactferrin の併用による殺細胞効果
への相加および相乗作用の有無について検
証する。 
②hCAP18/LL-37 ペプチドの健常上皮細胞
と癌細胞における取り込み経路の解析とシ
グナル伝達への修飾 
 蛍光物質でラベルした hCAP18/LL-37 の
27 残基合成ペプチドを用いて，細胞のペプチ
ド取り込み経路を共焦点レーザー顕微鏡で
解析する。また，細胞表面のペプチド結合能
を検討することで，hCAP18/LL-37 のレセプ
ターの存在の有無を検討する。 
 つぎに，hCAP18/LL-37 による細胞情報伝
達機構の解析のため，現在まで候補に挙げら
れている受容体の発現状況，受容体以降のシ
グナル分子の解析を阻害剤処理や特異抗体
を用いたウエスタンブロット解析により検
討する。 
③hCAP18/LL-37 による健常細胞と癌細胞
の選択的効果の解析 
 肥満細胞によるヒスタミン分泌促進作用
がある hCAP18/LL-37 は，その作用過程にお
いて細胞内 Ca2+反応を来すことが報告され
ている（Niyonsaba, et al. 2001)。そこで，
健常上皮細胞と癌細胞におけるペプチドに
よる細胞内 Ca2+反応を検討し，両細胞間で
の差異を検討することにより細胞のペプチ
ド効果の感受性がどのような機構で制御さ
れているか明らかにすることができる。 

（3）hCAP18/LL-37 による自然免疫ネット
ワーク増強効果 
①抗菌ペプチドによる樹状細胞の分化誘導
とＴリンパ球誘導作用 
 我々はすでに hCAP18/LL-37 の 27 残基合
成ペプチドが，ヒト単球から樹状細胞への分
化を促進することを確認したことから，樹状
細胞の表面抗原の HLA-DR や CD86 分子の
発現の増強を検討する。このことは，一般的
に癌細胞は免疫機構からの逃避がみられる
ことから，樹状細胞に発現する HLA-DR や
CD86 分子を発現増強することで，癌細胞を
すみやかに認識させ生体内免疫機構による
癌細胞の排除を促進する可能性がある。 
②抗菌ペプチドによる核内シグナル促進機
構の解明 
 最近，樹状細胞や上皮細胞における
hCAP18/LL-37 ペプチドの核内移行が示さ
れ，直接的な核内シグナルの可能性が示唆さ
れた（Bandholtz et al. 2006)。そこで癌細胞
を含めた上皮細胞におけるペプチドの直接
的作用による核内蛋白への結合や転写因子
の制御について検討する。 

 
３．研究の方法 

（1）hCAP18/LL-37 合成ペプチドと他の抗
菌蛋白質およびペプチドの併用効果による
口腔感染症の制御 

 抗菌ペプチドの合成は，抗菌ペプチドの合
成はペプチド研究所などに委託し、固相法で
合成する。最終標品は高速液体クロマトグラ
フィー（逆相液体クロマトグラフィー）で精
製し、溶出パターンで単一のピークから、純
度９７％以上のものを用いた｡さらに、合成
ペプチドとして２７残基のオリジナル（FRK 

SKEKIGKEFK RIVQRIKDFL RNLV）お
よび２種類の置換体を用意する｡置換体とし
ては２個所をロイシンで置換したものおよ
び２個所をフェニルアラニンで置換したも
のを使用した。さらに本ペプチドと単独また
は併用して，ヒト乳汁中から得られた
lactferrin，lysozome,または，ヒトdefensin, 

合 成 ペ プ チ ド ， 乳 酸 菌 Lactovacillus 
johnsonii VPI11088 (ATCC 11506)から産生
される Lactacin F から得られる LafA ペプ
チド配列から 3種類の合成ペプチドを作製し
これを用いた（図 1） 

図 1 図 1



 

 

細菌としては，歯周炎関連菌である
Porphyromonas gingivalis と Streptococcus 
oralis を使用し，殺菌効果を検討した。 

（2）hCAP18/LL-37発現誘導による健常上皮

細胞と扁平上皮癌細胞の抗菌作用増強効果

の検討 

 hCAP18/LL-37の発現制御について，培養ヒ

ト細胞において，活性型ビタミンD3処理によ

るhCAP18/LL-37mRNAの誘導を試み，健常上皮

と癌細胞の反応性の差を検討した。そこで，

活性型ビタミンD３でhCAP18/LL-37の産生分

泌が亢進した細胞における歯周炎関連細菌

を用いて，殺菌効果への影響を検討した。 

（3）hCAP18/LL-37による抗腫瘍効果増強の

検討 
 上記で使用した各種抗菌蛋白およびペプ

チドによる選択的な癌細胞の殺細胞効果に

ついて検討した。癌細胞は，口腔由来のヒト

扁平上皮癌細胞 12 株（SAS, SAS-H1, SAS-L1, 

SCC9, IT-GA, IS-FOM, HSC-2, HSC-3, HSC-4, 

OSC-19, OSC-20, Ca9-22)を用いる。ペプチ

ドによる殺細胞効果がアポトーシスまたは

ネク ロー シス に よる もの かを Vybrant 

Apoptosis Assay Kit,および TNEL 検出法を

用いて検討した。 

（4）hCAP18/LL-37 ペプチドの健常上皮細胞

と癌細胞における取り込み経路の解析とシ

グナル伝達への修飾 

 hCAP18/LL-37 合成 27 残基の C 末端にシス

テイン残基を付与してビオチン化したペプ

チドを合成した。この合成ペプチドを蛍光物

質でラベルし，細胞のペプチド取り込み経路

を共焦点レーザー顕微鏡で解析した。また，

細胞表面のペプチド結合能を受容体結合ア

ッセイで検討した。また、hCAP18/LL-37 によ

る細胞情報伝達機構の解析を進めるために，

現在まで候補に挙げられている受容体の発

現状況，受容体以降のシグナル分子の解析を

阻害剤処理や特異抗体を用いたウエスタン

ブロット解析により検討した。さらにサイト

カインやケモカインおよび増殖因子の mRNA

の促進の有無について検討した。 

（5）hCAP18/LL-37 による健常細胞と癌細胞

の選択的効果の解析 

 健常上皮細胞と癌細胞における

hCAP18/LL-37 合成 27 残基ペプチドによる細

胞内 Ca2+反応を検討した。すなわち，Ca2+共存

または非依存下でのペプチド処理を行った

際の両細胞間での反応性の違いを Fura-2AM

でラベルした細胞を用いて，細胞膜のポア形

成能と比較して検討する。Ca2+の検出は，

Arugus HSCA 蛍光イメージング装置により観

察した。 

（6）抗菌ペプチドによる樹状細胞の分化誘

導とＴリンパ球誘導作用 

 健常者のヒト末梢血中の単球をbuffy 

coatsにより分離した。CD14+陽性細胞を特異

抗体ラベルした銀粒子（MACS microbead 

separation kit)により選択し高純度の単球

を得た。hCAP18/LL-37合成27残基ペプチドに

よる樹状細胞の分化誘導を行い，その細胞表

面抗原の発現をHLD-RおよびCD86の特異抗体

を用いた免疫染色法，ウエスタンブロット解

析により検討した。さらに、上記の2分子の

mRNA発現誘導について定量PCR法で検討した。

また，ヒト抹消血から得られるTリンパ球を

用いてリコンビナントIL-2存在下で培養し、

Leukoagglutininで活性化したものに対する

hCAP18/LL-37合成ペプチドの細胞増殖性に

ついて検討した。さらに、ペプチドで誘導し

た樹状細胞の共培養処理によるTリンパ球増

殖性の誘導について検討した。 

（7）抗菌ペプチドによる核内シグナル促進

機構の解明 

 樹状細胞および癌細胞を含めた上皮細胞

におけるhCAP18/LL-37合成27残基ペプチド

の核内蛋白への結合性を細胞から得た核分

画を用いて検討した。さらに，現在までに

hCAP18/LL-37による転写因子としてNF等

の制御についてCATレポーターアッセイ転写

活性を検討した。 

 
４．研究成果 
（1）hCAP18/LL-37 合成ペプチドと他の抗菌
蛋白質およびペプチドの併用効果による口
腔感染症の制御 
 生体内では，単独の抗菌ペプチドで殺菌効
果を示すことはなく，多くは様々な抗菌ペプ
チドによる相互作用で，殺菌作用が有効にな
されるものと推測される。そこで hCAP18/LL- 
37 と defensin, lactacin, lactferrin の単
独及び併用による歯周炎関連菌に対する殺
菌効果を検討した．その結果，lactferrin 以
外は，殺菌効果の増強を認めた。hCAP18/LL- 
37 に lactacin を併用することにより，相加
的な，または，defensin との併用により相乗
的な殺菌効果を示した。 
（2）hCAP18/LL-37 発現誘導による健常上皮
細胞と扁平上皮癌細胞の抗菌作用増強効果 
 hCAP18/LL-37 の発現制御について，培養ヒ
ト細胞において，活性型ビタミン D3 処理に
よる hCAP18/LL-37mRNA の誘導を試み，健常
上皮と癌細胞の反応性の差を検討した。その
結果ヒト２倍体健常上皮細胞 HaCaT では，活
性型ビタミン D3 処理で hCAP18/LL-37mRNA が
誘導されたが，ヒト培養口腔扁平上皮癌細胞
株 11 種では，活性型ビタミン D3 処理で
hCAP18/LL-37mRNA が誘導されなかった。そこ



 

 

で，活性型ビタミン D３で hCAP18/LL-37mRNA 
が誘導された HaCaT 細胞を鋳型にして，口腔
扁平上皮癌細胞 SAS-H1 に遺伝子導入を行い，
G418 の選択培地で hCAP18/LL-37 高発現癌細
胞安定株を得た．本細胞を用いて
hCAP18/LL-37 の産生分泌をウエスタンブロ
ット法で確認したところ，細胞質画分で約
14kDaのhCAP18蛋白質とプロセッシング後の
5kDa ペプチドが確認され，培養上清でも同様
の 5kDa ペプチドである LL-37 が検出された。
そこで，この培養上清を用いて，
Streptococcus mutans BHT および
Streptococcus mutans Ingbritt に対する抗
菌効果を検討し，殺菌効果が得られることを
確認した。 
（3）hCAP18/LL-37 による抗腫瘍効果増強作
用 
 hCAP18/LL-37 27 残基合成ペプチドを用い
て，癌細胞に対する選択性を保持したまま殺
細胞効果を増強する試みを検討した。 
hCAP18/LL-37 と defensin, lactacin, 
lactferrin の併用による殺細胞効果への相
加および相乗作用の有無について検証した。
その結果，defensin は抗腫瘍効果の増強がみ
られなかったが，lactacin または lactferrin
との併用により，相加的に抗腫瘍効果が増強
した。2 つの抗菌物質を用いることで，単独
に比べ，濃度を低く抑えられることが示唆さ
れた。 

（4）hCAP18/LL-37 ペプチドの健常上皮細胞

と癌細胞における取り込み経路の解析とシ

グナル伝達への修飾 

 hCAP18/LL-37 による細胞情報伝達機構の

解析を進めるため，上記の hCAP18/LL-37 遺

伝子導入癌細胞を用いて、hCAP18/LL-37 ペプ

チドによる反応性をみたところ，Mock 細胞で

は，ペプチドによる殺細胞効果が得られたが，

導入癌細胞では反応性が消失した。このこと

は，hCAP18/LL-37 を自ら産生分泌をする細胞

では，細胞の維持に hCAP18/LL-37 が役割を

担っており，また，癌細胞に hCAP18/LL-37

を発現させることにより，細胞浸潤や基質分

解酵素産生低下をみることから hCAP18/LL- 

37 が癌抑制遺伝子と同様の機能を担う可能

性が示唆された。 

（5）hCAP18/LL-37 による健常細胞と癌細胞

の選択的効果の解析 

 健常上皮細胞と癌細胞におけるhCAP18/ 

LL-37合成ペプチドによる細胞効果の違いを、

細胞内Ca2+反応を中心に検討した。Ca2+共存ま

たは非依存下でのペプチド処理を行った際の

両細胞間での反応性の違いをFura-2AMでラベ

ルした細胞を用い，Arugus HSCA蛍光イメージ

ング装置により観察した。その結果、扁平上

皮癌細胞SAS-H1とヒト2倍体上皮細胞HaCaTは

、ともに細胞内Ca2+ストアである小胞体から

Ca2+放出がみられた。しかし、SAS-H1細胞では

ペプチドによる細胞膜ポア形成がみられたが

、HaCaT細胞ではポア形成をみる細胞は尐数に

過ぎなかった。SAS-H1細胞ではthapsigargin

で小胞体Ca2+ストアを枯渇しても細胞膜ポア

形成は抑制できなかった。従って、細胞膜ポ

ア形成能と小胞体からのCa2+放出は同時並行

的に起きており、両者は関連しないことが示

唆された。そこで、ペプチド処理によるネク

ローシスの可能性を検討したところ、Ca2+非依

存化での処理で細胞膜ポアを形成して、ネク

ローシスを来すことが示された。このことか

ら、hCAP18/LL-37合成27残基ペプチドがアポ

トーシスとともにネクローシスの誘導を行い

、抗腫瘍効果の増強に寄与することが推測さ

れた。 

（6）抗菌ペプチドによる樹状細胞の分化誘
導とＴリンパ球誘導作用 
 hCAP18/LL-37 の 27 残基合成ペプチドが，
樹状細胞の表面抗原の HLA-DR や CD86 分子の
発 現 の 増 強 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 ，
hCAP18/LL-37 濃度依存性に樹状細胞に発現
する HLA-DR や CD86 分子を発現増強すること
を確認した．このことから，癌細胞をすみや
かに認識させ生体内免疫機構による癌細胞
の排除を促進する可能性が推測された．また，
hCAP18/LL-37 は，T 細胞の異常増殖による免
疫異常をきたした際に，活性化 T細胞に選択
的に殺細胞効果を発揮することを明らかに
した．この効果は，癌細胞で認められたアポ
トーシスの増強によることを示した。 

（7）抗菌ペプチドによる核内シグナル促進機

構 

 ヒト樹状細胞および扁平上皮癌細胞SAS-H1

と2倍体上皮細胞HaCaTにおけるhCAP18/LL-37

合成ペプチドの核内蛋白への移行を検討した

。その結果、核分画で蛍光ラベルを行ったペ

プチドが移行することが樹状細胞で確認され

たが、SAS-H1とHaCaT細胞では認めることがで

きなかった。一方、hCAP18/LL-37による転写

因子としてNFk-bの制御についてCATレポータ

ーアッセイによる転写活性を検討しが、転写

活性の増強はみられなかった。このことから

、本ペプチドによる未知の転写因子の可能性

を含めて検討することが必要とされた。 
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