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研究成果の概要（和文）：LL-37のタイトジャンクション（TJ）バリア機能に及ぼす影響を調べた結果，LL-37が
ケラチノサイトの分化マーカーとTJ構成タンパクの発現を増加し，さらに，TJバリア機能を強化した．また，β
-デフェンシン-3がLL-37同様にRac1，非定型的PKC，グリコーゲン合成酵素キナーゼ3とPI3Kの経路を介して，TJ
バリア機能を調整することが分かった．また，LL-37等の抗菌ペプチドがバリア機能の調節だけではなく，痒み
の抑制と抗炎症作用にも関与することを確認した．これらの結果は，LL-37等が皮膚の感染防御とアトピー性皮
膚炎等の病変形成のメカニズムと治療法に大きなインパクトを与えると考えられる．

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the effects of LL-37 on regulation of 
keratinocyte tight junction (TJ) barrier function. We found that LL-37 increased the expression of 
TJ proteins and keratinocyte differentiation markers, and markedly strengthened the TJ barrier 
function via Rac1, atypical protein kinase C, glycogen synthase kinase-3 and PI3 kinase pathways. 
Similar to LL-37, humanβ-defensin-3 also enhanced the TJ barrier function. In addition, LL-37 
induced the expression of semaphorin 3A, an itch inhibitor, implying LL-37 possible application to 
pruritus. Taken together, our findings that LL-37 andβ-defensin-3 enhance TJ barrier function, 
inhibit itch and inflammation suggest the potential use of skin-derived antimicrobial peptides for 
the understanding atopic dermatitis pathological mechanism and treatment.

研究分野：皮膚免疫学

キーワード： ケラチノサイト　抗菌物質　タイトジャンクション　皮膚免疫　アトピー性皮膚炎　痒み　炎症
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

皮膚には種々の抗菌ペプチドが存在し，微

生物感染から生体を守るために重要な働き

をしている．抗菌ペプチドの中で，カテリシ

ジン LL-37 やβ-デフェンシン(hBD)，ソラヤ

シン，ダームシジン等が注目されている．近

年，乾癬の皮膚と比較すると，アトピー性皮

膚炎では，第二種皮膚バリア（タイトジャン

クション TJ）の機能に障害があることが報告

された．抗菌ペプチドは乾癬の皮膚で産生が

亢進しており，アトピー性皮膚炎で減少して

いることが明らかにされ，そのことが乾癬で

皮膚感染症の少ない一つの要因とされてい

る．そこで，本研究では，私は，皮膚由来抗

菌ペプチドが皮膚の TJ バリア機能を調節す

るか否か，また，アトピー性皮膚炎の TJ バ

リア機能障害の改善をできるか否かを明ら

かにしたい．抗菌ペプチドの皮膚バリア機能

に及ぼす影響を調べることで，皮膚における

未知の感染防御機構を証明することが期待

し，さらに，皮膚疾患のメカニズムと治療法

の応用へつなげたい． 

抗菌ペプチドは，私と他の国内研究者によ

って世界をリードした研究が精力的に行わ

れている．これまでに， 抗菌ペプチドが抗

菌作用のほかに，創傷治癒の促進，血管新生，

細胞遊走能，細胞分化，細胞増殖，サイトカ

インやケモカインの産生とアポトーシスの

調節等の機能を誘導することを明らかにし

た（J Immunol 175:1776-84,2005; J Invest 

Dermatol 127:594-604,2007; J Immunol 

184:3526-34,2010）．また，抗菌ペプチドが

エンドトキシンショックにおいて防御的に

作 用 す る こ と を 証 明 し た (J Immunol 

167:3329-38,2001)．一方，国外では，LL-37

や hBD等の抗菌ペプチドは乾癬皮膚での産生

が亢進しており，アトピー性皮膚炎では減少

していることが明らかにされ，そのことが乾

癬で皮膚感染症の少ない一つの要因とされ

ている（N Engl J Med 347:1151-60,2002; J 

Immunol 171:3262-9,2003）．また，LL-37 の

マウスホモログCRAMP欠損マウスは皮膚等の

感染を起こしやすくなるから，LL-37 は感染

に対する防衛機構として重要な役割を果た

していることが証明された（ Nature 

414:454-7,2001）． LL-37 と hBD が抗菌作用

のほかに，ケラチノサイトのアポトーシスを

抑制し，さらに，免疫のアジュバント効果の

強化と様々な免疫担当細胞の遊走能，増殖と

分化を促進することで，免疫調節に重要な働

きをしていることが明らかにされた（Crit 

Rev Immunol 26:545-76,2006）． 

 

２．研究の目的 

乾癬の皮膚との比較において，アトピー性

皮膚炎の皮膚では， TJ バリア機能に障害が

あることが明らかになった．そこで，皮膚が

産生する抗菌ペプチドである LL-37 の TJ バ

リア機能に対する調節作用の詳細な検討を

実施するために，ヒトケラチノサイト及びマ

ウスの皮膚を用いて次の７点について調べ

る予定：①LL-37 刺激によるケラチノサイト

からの TJ 構成タンパク質と分化マーカーの

発現，②LL-37 の TJ バリア機能の調節に及ぼ

す影響と③LL-37によるTJバリア機能の調節

メカニズム．さらに，④LL-37 のマウスホモ

ログである CRAMP 欠損マウスを用いて，TJ 構

成タンパク質と分化マーカーの発現変化と

⑤CRAMP 欠損マウスの TJ バリア機能の検討．

⑥アトピー性皮膚炎モデルマウスである

NC/Nga マウスを用いて，LL-37 のアトピー性

皮膚炎の皮膚バリア機能に及ぼす影響を検

討する．最後に，⑦他の皮膚由来抗菌物質で

あるβ-デフェンシン，ソラヤシン，ダーム

シジン等が TJ バリア機能に対する調節を調

べる． 

以上のことから，LL-37 の TJ バリア機能の

調節の研究におけるアプローチの有効性が

確認されれば，皮膚の感染防御とアトピー性

皮膚炎等の皮膚病変形成のメカニズムと治



療法の研究の方向性にも大きなインパクト

を与えると考えられる． 

 

３．研究の方法 

① LL-37 刺激による TJ の構成タンパク質と

分化マーカーの発現：新生児包皮由来正常ヒ

トケラチノサイトを培養し，LL-37 で刺激し

た後，（Ⅰ）TJ の主要な構成タンパク質であ

る claudin-1～25， occludin， junctional 

adhesion molecule (JAM)-1～3 と zonula 

occludens (ZO)-1～3 と（Ⅱ）ケラチノサイ

ト分化マーカーであるケラチン-1，-10， -14，

インボルクリン，ロリクリン，フィラグリン，

トランスグルタミナーゼ 1，3 の発現量をリ

アルタイム PCR 法，ウェスタンブロット法

或いは免疫染色法で検討する． 

② LL-37 の TJ バリア機能に及ぼす影響：ケ

ラチノサイトをカルチャーインサートでコ

ンフルエントになるまで培養し，ケラチノサ

イト単層に LL-37 を加えった後，（Ⅰ）経上

皮電気抵抗値を細胞 TJ リアルタイムモニタ

リングシステムを用いて測定する．また，

（Ⅱ）ケラチノサイト単層培養で蛍光デキス

トランを加え，デキストランの細胞間透過性

を蛍光プレートリーダーで測定する． 

③ LL-37 による TJ バリア機能の調節メカニ

ズム：LL-37 による経上皮電気抵抗値と細胞

間透過性の調節メカニズムを調べるために，

LL-37 の GTP 結合タンパク質 Rac1，非定型プ

ロテインキナーゼ C，MAP キナーゼ，PI3 キナ

ーゼ/Akt とグリコーゲン合成酵素 GSK-3α/

β等の TJ 制御経路に対する活性化をウェス

タンブロット法で判断する．実際に，LL-37

が上記の経路を介して経上皮電気抵抗値と

細胞間透過性を調節するかどうかを確認す

るために，特異的阻害剤，抗体及び siRNA を

用いて検討する．また，これらの阻害剤，抗

体及びsiRNAが分化マーカーの発現を抑制す

るかどうかを調べる． 

④ LL-37 に対する特異的受容体検索と同

定：㋐ LL-37 を Na125Iを用いて標識する．㋑ 
125I-LL-37 のケラチノサイトへの結合．

Scatchard 解析を用いて，受容体数や結合部

位を同定する．㋒ LL-37 結合タンパクの同

定：LL-37 を固定したアフィニティカラムを

用いて，ケラチノサイトの細胞膜からそれぞ

れの結合タンパクを分離する．得られたタン

パクをアミノ酸配列分析等で解析すること

により，LL-37 に対する受容体を同定する．

㋓ また，これまで知られている LL-37 の受

容体である FPRL-1，P2X7，EGFR，MrgX2 等の

受容体の特異的な抗体及び siRNA を用いて，

これらの受容体の関与を確認する． 

⑤ CRAMP 欠損マウスでの TJ の構成タンパク

質と分化マーカーの発現：LL-37 のマウスホ

モログであるCRAMP欠損マウスと野生型マウ

スの皮膚 TJ の構成タンパク質とケラチノサ

イト分化マーカーの発現変化を調べるため

に，皮膚の組織標本を作製し，TJ の構成タン

パク質と分化マーカーの特異的抗体を用い

て免疫染色法で解析する． 

⑥ CRAMP 欠損マウスの TJ バリア機能：CRAMP

欠損マウスの皮膚バリア機能障害の有無を

確認するために，CRAMP 欠損マウスと野生型

マウスの皮膚の経表皮水分喪失量（TEWL）を

テヴァメーターで評価する．また，マウスの

皮膚から精製したケラチノサイトを培養し，

経上皮電気抵抗値と細胞間透過性を測定す

る． 

⑦ LL-37 のアトピー性皮膚炎の皮膚バリア

機能に及ぼす影響：アトピー性皮膚炎モデル

マウスである NC/Nga マウスに，CRAMP を 5日

間 1日 1回発生部位の皮下投与し，皮膚の組

織標本を作製し，投与していないマウスに比

べ， TJ の構成タンパク質とケラチノサイト

分化マーカーの発現量の変化を調べる．さら

に， TJ バリア機能障害の改善の有無を確認

するために，TEWL と培養したマウスのケラチ

ノサイト単層の経上皮電気抵抗値と細胞間

透過性を測定する．また，皮膚の炎症反応の



変化の有無も判断する． 

⑧ 他の皮膚由来抗菌物質のTJバリア機能の

調節に及ぼす影響：皮膚が産生する他の抗菌

物質であるβ-デフェンシン，ソラヤシン，

ダームシジン等が TJ バリア機能を調節する

かどうかを確認するために，上記の抗菌物質

の構成タンパク質と分化マーカーの発現に

対する効果，TJ バリア機能の調節（経上皮電

気抵抗値と細胞間透過性），さらに，その作

用メカニズムについて調べる． 

⑨ 他の皮膚由来抗菌物質のアトピー性皮膚

炎の皮膚バリア機能に及ぼす影響：アトピー

性皮膚炎モデルマウス NC/Nga マウスに，マ

ウスβ-デフェンシン及びソラヤシンのマウ

スホモログである S100A15 を皮下投与し，皮

膚の組織標本を作製し，TJの構成タンパク質

とケラチノサイト分化マーカーの発現量の

変化を調べる．また， TJ バリア機能障害の

改善の有無を確認するために，TEWL と培養し

たマウスのケラチノサイト単層の経上皮電

気抵抗値と細胞間透過性を測定する． 

 

４．研究成果 

（１）先ず，LL-37 等の抗菌ペプチドは乾癬

の皮膚では増加しており，アトピー性皮膚炎

の皮膚では抑制されているため，LL-37 がヒ

トケラチノサイトにおいて，TJ バリアの機能

を調整しているのではないかと考えた．ここ

では，LL-37 が選択的に claudin ，occludin

といった TJ構成タンパクの mRNA 発現とタン

パク発現を増加させることを示した．さらに，

LL-37 が TJ バリア機能を増強することを，ケ

ラチノサイトモノレイヤーの経上皮電気抵

抗と細胞間透過性という TJ バリア機能のパ

ラメーターを用いることで示した．この効果

は，claudin 阻害剤であるオクラトキシン A

により抑制された．また，LL-37 が Rac1，非

定型的プロテインキナーゼ C（a PKC），グリ

コーゲン合成酵素キナーゼ 3 (GSK-3）と PI3

キナーゼ（PI3K）経路を活性化し，それぞれ

の経路の特異的阻害剤が LL-37 を介した TJ

バリア機能を阻害することが分かった．さら

に，LL-37 は TJ 構成タンパクを増強するだけ

ではなく，ケラチン-1，ケラチン-10，イン

ボルクリン，フィラグリン，トランスグルタ

ミナーゼ 1とトランスグルタミナーゼ 3とい

ったケラチノサイト分化マーカーの発現も

増強し，ケラチノサイトの分化にも関与して

い る と 考 え ら れ た （ J Innate Immun, 

6:739-753, 2014）． 

（２）さらに，β-デフェンシン hBD-1～hBD-4

が LL-37 同様に TJ バリア機能を調節するか

どうか調べた結果，hBD-3 のみが TJ バリア機

能を増強した．hBD-3 による TJ バリア機能の

調節は CCR6 受容体，Rac1， aPKC および GSK-3

経路の活性化が不可欠であると考えられる

（J Invest Dermatol, 134:2163-2173, 2014）．

LL-37 が特異的受容体を介してケラチノサイ

トのバリア機能を調節するか否かを調べた

が，受容体は同定できなかった．また，LL-37

のマウスホモログである CRAMP の TJ バリア

機能に対する効果を見られなかった．抗菌ペ

プチドがほかの受容体を介してケラチノサ

イトを活性化するかどうか調べるために，

MrgX 受容体に注目した．その結果，hBD-2, 

LL-37 と 新 規 の抗菌ペプチドである

AG-30/5C が MrgX1 と MrgX2 ではなく，MrgX3

と MrgX4受容体を介してケラチノサイトのサ

イトカインやケモカインの産生，細胞遊走能

や細胞増殖を促進することが分かった（J 

Dermatol Sci, 83:190-199, 2016）． 

（３）さらに，抗菌ペプチドのアトピー性皮

膚炎の痒みに及ぼす影響について検討した．

その結果，LL-37 とβ-デフェンシン hBD-1～

hBD-4 の中で，LL-37 のみが痒み抑制因子で

ある semaphorin 3A の発現と産生を増強した．

この効果は，MAP キナーゼ ERK のシグナル伝

達経路が関与することを示した．これらの結

果は，皮膚が産生する抗菌ペプチドがバリア

機能の調節だけではなく，痒みの抑制にも関



与することが示唆された（J Invest Dermatol, 

135:2887-2890, 2015）． 

（４）また，LL-37 とβ-デフェンシン hBD-1

～hBD-4 の中で，hBD-3 のみが乾癬の皮膚に

過剰に発現する抗炎症性サイトカインであ

る IL-37 の発現を増強した．サイトカイン

TNF-α，EGF（上皮成長因子）および Toll 様

受容体 3 のリガンドである poly（I:C）と

hBD-3 併用すると，IL-37 の mRNA 発現はさら

に相乗的高まったが，タンパク発現には影響

しなかった．また，hBD-3 はケラチノサイト

培養上清への IL-37 放出量を増加させた．

hBD-3 のシグナル伝達機構の検討を行った結

果，hBD-3 が誘導する IL-37 の発現には CCR6

受容体，カスパーゼ-1／-4，Smad3，MAP キナ

ーゼおよび NF-κB の活性化が不可欠である

ことが分かった．以上の結果は，hBD-3 等の

抗菌ペプチドは炎症性皮膚疾患の病態解明

および治療において新たな標的とされる

IL-37 の発現および放出を促進するとの知見

を得たことは，IL-37 の発現および放出調節

を介して炎症反応や自然免疫反応の抑制に

抗菌ペプチドが寄与することの証拠となる

（J Dermatol Sci, 77:46-53, 2015）． 
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