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研究成果の概要（和文）：  
 
本研究では、LL-37 と細菌由来の DNA が相互作用し、生体内で安定的に存在する可能性を示唆

した。さらに、善玉コレステロールの成分である Apo-A1 との相互作用も認めた。これらは、効

果的に免疫系を刺激する作用や、メタボリック症候群と何らかの作用を示すことが考えられる。

また、口腔歯肉上皮細胞に対して、LL-37 やそれら複合体が、CXCL10 の発現を上昇させる傾向

がみられたが蛋白レベルにおいて顕著な増加を確認できておらず、明らかでない。   

         

 
研究成果の概要（英文）： 
 
In this study, it was demonstrated that LL-37 interacted with bacterial DNA/RNA and these 
complexes were tolerated to several nuclease. Furthermore, LL-37 interacted to 
apolipoprotein-A1(Apo-A1) which is a component of high density lipoprotein. It was 
considered that these complexes stimulate immune system effectively for a long time and 
LL-37-Apo-A1 complexes may be associated between metabolic syndrome. Those complexes tend 
to increase expression of CXCL10 in gingival epithelia cells, Ca9-22 cells. However, we 
have been not confirming increase of CXCL10 protein secretion level yet. 
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生 物 の侵 入 があり、これらに対 して絶 えず

防 御 する必 要 がある。それ故、迅速な防御機

構の発動という観点から先天性（自然）免疫機構

を中心とした微生物感染防御機構が最重要と

考 えられる。 

 近年、先天性（自然）免疫における抗菌性ペプ

チ ドの重要な報 告として、 抗菌性ペプ チ ド

LL-37 が、自己ＤＮＡと結合し樹状細胞を活性

化すると言う報告がなされた。これら報告は、抗

菌性ペプチドである LL-37 が、抗菌活性のみを

持った分子ではなく、幅広く免疫系を制御する

多機能分子である事を示し、LL-37 が幅広く慢

性炎症性疾患の病態形成に強く関連している

事を強く示唆する物である。 

このように、LL-37 に関しては従来考えられて

いなかった免疫機構調節機能がある事が報告さ

れたが、これら機能と疾患との関わりに関する報

告は唯一、乾癬に関する報告だけである。 

口腔内における慢性炎症疾患としては歯周

病が挙げられる。これまでの研究から、歯周病

態が進行するにつれ、LL-37 の唾液中の含有

量が高まっている事などが示唆されている。すな

わち、歯周病態と LL-37 との間に何らかの関連

性がある可能性があり、疾患を形成する為の重

要な分子である可能性が予想された。 

上記を踏まえて、LL-37 が病態形成の促進や

抑制に関わる分子である事が高く、逆にこの分

子をプローブもしくはマーカーとして利用す

れば、病態形成の解明に役立つと考えられた。 

 

２．研究の目的 

近年の抗菌ペプチドの研究は免疫応答や

疾患を解明する一機能分子として捉えられ

つつあり、LL-37 が免疫細胞の初期駆動や活

性の持続、免疫応答の相加・増強作用に関与

し、病態形成に強く働きかけている可能性が

考えられる。この事から、自然免疫を担う抗

菌性ペプチドの免疫系に与える影響と、病態

形成並びに回復に至る過程でどのような影

響・作用を与えているのかと思い、本研究の

着想に至った。 

 本研究の目的は、LL-37 がどのような機序

で免疫応答に作用し、どのような影響を与え

るのかを明らかにする事と、新規の作用分子

の探索し見出すことで、全身疾患への強い関

連性を示唆することである。 

 

３．研究の方法 

1. ペプチドの調製 

本研究で用いた LL-37並びにコントロール

配列 GL37 はペプチドシンセサイザーにて化

学合成した。化学合成したペプチドは、逆相

シリカゲルカラム（ODS-HPLC）にて精製した。

精製したペプチドは、TOF-MS により分子量を

確認することで同定・確認した。 

 

2. LL-37 と細菌由来 DNA（bDNA）との結合

能の評価 

歯周細菌 Porphyromonas gingivalis（Pg）

を嫌気培養し、遠心にて菌体を回収後に

ISOGEN もしくは SDS 処理にて bDNA 又は bRNA

を抽出した。抽出された bDNA は RNase 処理

を行い、bRNA は DNaseI 処理を施したものを

すべての評価に用いた。生理的塩濃度下によ

りbDNA 1ugに対してそれぞれLL-37、GL-37、

hBD3 の添加量を段階的に上げて混合し、30

分複合体形成処理を行った。処理後、1％ア

ガロース電気泳動にて、bDNA のバンドの消失

を指標として結合能を判断した。 

 

3. DNaseI 耐性並びに血清中での安定性 

複合体を組ませた後、DNaseI を行い、SDS

入り色素と混合後、1％アガロース電気泳動

にてバンドの消失の有無によって判断した。

血清中での評価は、E-MEM 中にて複合体を形

成後、10％となるよう牛血清を添加し、経時



的にサンプリングを行い、SDS 入り色素と混

合後、1％アガロース電気泳動にてバンドの

消失の有無によって判断した。 

 

4.LL-37 と apolipoproteinA-1（apoA-1） 

との相互作用試験 

 apoA-1 に対し LL-37 を 5、10、20 倍量添加

後、混合静置した。それらを、ゲル濾過カラ

ム（Synchropak GPC100）を用いて分析した。

分析条件として、PBS(-)を溶出溶媒としたア

イソクラテック分析を行った。LL-37 未添加

apoA-1 のピークエリア面積と比した時のピ

ークエリア面積減少率を評価することで相

互作用を確認した。 

 

5. RNA 並びにタンパク質調製 

 歯肉上皮細胞（Ca9-22）に LL-37、bDNA 並

びそれら複合体等を処理した。任意の時間で

細胞を回収後 ISOGEN により RNA 又はタンパ

ク質を調製し、それらを RT-PCR、ウエスタン

ブロットに使用した。PCR のプライマーとし

て、CXCL9-11 を用いた。 

 

 

４．研究成果 

1. ペプチドの調製 

 LL-37 は化学合成後 ODS-HPLC にて精製し、

MALDI－TOF－MS 分析を行った。その結果、分

子量の一致を確認した。更に精製物の

ODS-HPLC 分析により単一ピークである事、ウ

エスタンブロットで単一バンドである事な

ども確認した。 

 

2. LL-37 と細菌由来 DNA（bDNA）との結合

能の評価 

bDNA に対して、5倍量以上の LL-37 を混合

する事で、bDNA のバンドが完全に消失した。

これは、PBS（－）、E-MEM 培地中でも同様で

あった。 

 

 

 

 

 

 

また、PBS(－)下で混合後、DNaseI 処理を行

ったところ、bDNA に対してほぼ 5倍以上添加

混合した場合、DNA の分解を抑制できた。

E-MEM中 10％となるように牛血清を添加した

場合も同様に bDNAの分解を抑制した。また、

同じアミノ酸組成であるが配列が異なる

GL-37は、bDNAとの結合は認められたものの、

DNaseI等のDNA分解酵素に対する耐性が認め

られなかった。 

 他の抗菌性ペプチドである hBD3 を用いて

同様に評価したところ、LL-37 と同様 bDNA と

結合したが、GL-37 と同様に DNaseI に対する

DNA の分解を回避できなかった。このことか

ら、チャージ等による 2分子間の相互作用が

必ずしも DNAの分解抑制活性を引き出すので

はなく、配列特異的（立体配座特異的）であ

る可能性が考えられ、LL-37 に特徴的に認め

られる DNA分解抑制作用であると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 LL-37 の bRNA への結合活性は、bDNA 同様

認められ、更に RNaseA に対する分解を抑制

した。これらから、LL-37 は核酸と結合する

ことで、種々の酵素からの分解を保護する活

性を持っていることが明らかとなった。 

 

2. LL-37 と apolipoproteinA-1（apoA-1） 



との相互作用試験 

 ApoA-1 のエリア面積は、LL-37 の添加量に

比例し減少した。bDNA と LL-37 が相互作用す

ると考えられる。

Apo-A1:LL37量比 1:00 1:05 1:10 1:20

Apo-A1エリア面積 914.9 641.2 538.5 360.5  

また、唾液を用いたウエスタンブロットによ

り、唾液中に ApoA-1 の存在が確認された。 

 

3.  RNA 並びにタンパク質発現 

 本実験は歯肉上皮細胞を用いて bDNA に対

する細胞応答を評価する為、使用する細胞

（Ca9-22）に DNA センサーの 1つである TLR9

の発現があるか否かをまず確認した。その結

果、mRNA、蛋白レベルでその発現を確認した。

いずれの評価においても発現が確認された

事で、口腔内上皮細胞も bDNA を認識出来る

可能性が考えられた。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
次に、LL-37 を始めとする種々の物質を処理
した後に、RNA を抽出し、RT-PCR 分析を行っ
た。LL-37 処理細胞において CXCL10 の mRNA
発現の増加傾向が見られたが、蛋白レベルに
おいては、評価中である。双方の結果につい
ては、更に、詳細な検討を行っている。 
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