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研究成果の概要（和文）：抗菌活性を付与して細菌感染に強い培養皮膚を開発するため、組み換

えウイルスベクターを用いて 2種類のヒト抗菌ペプチド（hBD3 および hCAP18/LL37）の遺伝子

をヒト皮膚細胞に導入した。作製した組み換えウイルスベクターの感染により、2 つの遺伝子

は培養したヒト皮膚の細胞に同時に導入され、導入遺伝子は細胞内で発現して抗菌ペプチド

hBD3 および hCAP18 （LL37 の前駆体）が分泌された。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Human β-defensin-3 (hBD3) gene and human cathelicidine 
antimicrobial peptide-18 (hCAP18/LL37) gene were introduced into cultured human skin 
cells simultaneously by a recombinant adenovirus vector. The virus infected cells 
secreted both hBD3 and hCAP18, a pro-peptide of LL37. 
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 従来、重症熱傷に対して自家培養皮膚移

植が行われているが、受傷後一定期間を

経て感染した創への移植成績は良好で

はない。重症熱傷における創感染の起因

菌は、しばしばメチシリン耐性黄色ブド

ウ球菌（以下 MRSA）や多剤耐性緑膿菌（以

下 MRDP）などの抗生剤多剤耐性菌である。 

 

(2) サルファジアジン銀などの局所抗菌剤

は、細胞毒性が強く、培養皮膚移植時に

は使用できない。またペニシリンなど抗

生物質の局所投与は耐性菌を誘導する

可能性があるため、好ましくない。 

 

(3) 上皮には自然免疫の一部を担う様々な
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抗菌ペプチドが存在する。感染などに際

してヒト表皮に誘導的に発現する抗菌

ペプチドとしては humanβdefensin（以

下hBD）および唯一のヒトcathelicidine 

である hCAP-18/LL37 が知られている。 

 

(4) 我々は、このうち hBD3 遺伝子をヒト培

養表皮細胞、線維芽細胞に導入すると、

遺伝子導入細胞は hBD3 を分泌し、生理

的塩濃度下でも MRSA を含むグラム陽性

菌に抗菌活性を示すことを確認してい

る。一方、hBD3 の MRDP などのグラム陰

性菌に対する抗菌活性は十分でなかっ

た。 

 

(5) 抗菌ペプチド hCAP-18/LL37 はグラム陰

性菌にも抗菌活性を示すことが報告さ

れており、加えて新生血管の誘導作用な

どの有用な生理活性を持つとの研究結

果がある。 

 
 
２．研究の目的 
(1) hBD3 遺伝子と hCAP18/LL37遺伝子をタ

ンデムに結合した組み換えアデノウイ
ルスベクターを作製する。 
 

(2) 上記組み換えアデノウイルスを用いて、
hBD3 遺伝子および hCAP18/LL37 遺伝
子を同時にヒト皮膚細胞へ導入し、幅広
い抗菌活性を持つ培養皮膚の作製を試
みる。 

 
 
３．研究の方法 
(1) LL37 標準物質を用いて各種菌株に対す

る抗菌活性を測定する。 
 
(2) サイトカインにて刺激したヒト培養表

皮細胞の RNA より、RT-PCR 法により
hCAP18/ LL37の c-DNAをクローニングす
る。 

 
(3) 上記 c-DNA を用いて hCAP18/ LL37 c-DNA

の組み換えアデノウイルスベクターを
作製する。また既にクローニングしてあ
る hBD3 cDNA と hCAP18/ LL37 cDNA を、
IRS を介してタンデムに結合した組み換
えアデノウイルスベクターを作製する。 

 

(4) 上記組み換えウイルスベクターの感染
により、ヒト培養表皮細胞および真皮線
維芽細胞に hBD3 遺伝子および hCAP18/ 
LL37 遺伝子を単独で、または同時に導
入する。 

 
(5) 各遺伝子導入細胞における、導入遺伝子

の発現および抗菌ペプチドの分泌と抗
菌スペクトラムを確認する。 

 
 
４． 研究成果 

(1) LL37標準物質の抗菌活性を確認したとこ

ろ、S.aureusおよびE.coliのATCC標準株

に対して抗菌活性を認めた。 

 

(2) ヒト培養表皮細胞から、RT-PCR法により

hCAP18/ LL37のc-DNAをクローニングし、

これを用いてhCAP18/ LL37遺伝子組み換

えアデノウイルスベクター（以下AdLL37

）と、hBD3遺伝子およびhCAP18/ LL37遺

伝子をタンデムに結合した組み換えアデ

ノウイルスベクター（以下AdHLG）をそれ

ぞれ作製した。 

 

(3) AdLL37の感染により、hCAP18/LL37遺伝子

をヒト培養表皮細胞および線維芽細胞に

導入したところ、両細胞において導入遺

伝子の発現が認められた。また両細胞の

培養上清には、Western blotにてhCAP18

蛋白が検出されたがLL37蛋白は認められ

ず（図１）、また培養上清に抗菌活性は

ほとんど見られなかった。 

 

 
図１：遺伝子導入表皮細胞培養上清の 

Western blot (hCAP18/LL37)  

 

レーンLL37、hBD3、LacZは各組み換えウ

イルスベクター、NCは対照ウイルスの感

染細胞培養上清 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

(4) AdHLGをヒト培養表皮細胞、線維芽細胞へ

感染し、導入遺伝子の発現を確認したと

ころ、hCAP-18/LL37遺伝子およびHBD3遺

伝子が同時に発現していることが確認さ

れた（図２）。またAdHLG感染ヒト培養表

皮細胞の培養上清から、Western blotに

てhBD3およびhCAP18蛋白が検出された。 

 

 
図２：遺伝子導入表皮細胞のRT-PCR 

 

hBD3、LL37、GAPDHのRT-PCR：レーンのhBD3

、LL37、LacZは各組み換えウイルスベク

ター、HLG1、HLG2はhCAP-18/LL37とHBD3

をタンデム連結した組み換えウイルスベ

クター、NCは対照ウイルスの感染細胞 

 

(5) 本研究で作製した組み換えアデノウイル

スベクターの感染により、hBD3 遺伝子と

hCAP18/ LL37 遺伝子を同時にヒト培養表

皮細胞、線維芽細胞に導入すると、導入

遺伝子はいずれの細胞内でも発現し、抗

菌ペプチドhBD3およびLL37の前駆体であ

るhCAP18が分泌されることが明らかとな

った。 

 

(6) hCAP18は創部などで浸出液中のペプチタ

ーゼによって部分分解され、抗菌活性を

持つLL37となる。本研究ではhCAP18/ LL37 

遺伝子導入細胞の培養上清にはhCAP18の

みが認められており、in vitroでは部分
分解されなかったものと考えられるが、

培養皮膚を創に移植後にはLL37に分解さ

れて抗菌活性を示すことが十分期待でき

る。 

 

(7) LL37には、抗菌活性のほかに表皮の増殖

や血管新生の促進などの作用があること

が知られている。hBD3 遺伝子とhCAP18/ 

LL37遺伝子を同時に導入した細胞からな

る培養皮膚は、幅広い抗菌活性を示すこ

とに加えて、これらの作用により移植後

の皮膚再生が促進されることも期待でき

る。従って、現在治療困難な感染を伴う

重症熱傷の治療に応用できる可能性は高

いものと考えられる。 

 

(8) 今後、両遺伝子導入細胞からなるヒト培

養皮膚の生体内における抗菌活性を測定

するとともに、免疫不全マウスへ移植後

の皮膚再生に対する両遺伝子導入の影響

について、病理組織学的検討を行う予定

である。 
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