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研究成果の概要： 
 ヒト消化管における抗菌ペプチドに依存する自然免疫機能の感染防御機構を解明し，炎症性
腸疾患の消化管粘膜上皮における自然免疫の関与を検討してきた．ディフェンシンの分子異常
と機能異常を検討することによって，炎症性腸疾患の病因・病態における自然免疫機構異常の
関与を解明した．さらに，内因性抗菌ペプチドをターゲットとする新たな炎症制御の可能性を
検討し，炎症性腸疾患に対する特異的な新規治療法の開発をめざす． 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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１．研究開始当初の背景 
 腸管の自然免疫と獲得免疫の破掟がクロ
ーン病の病態であることが，臨床病理学的，
または遺伝子改変動物の検討から明らかと
なっている．特に欧米では NOD2 遺伝子がク
ローン病の原因遺伝子の一つである事が示
され，NOD2 遺伝子改変マウスが自然免疫と獲
得免疫の欠落を呈することから（Kobayashi 
KS. Science 2005, Maeda S. Science 2005），
NOD2 蛋白による細菌抗原認識機構が注目さ
れている．腸管上皮細胞の一つである Paneth
細 胞 は NOD2 を 高 発 現 し （ Lala S. 
Gastroenterol 2003），様々な細菌抗原を認

識し抗菌ペプチドを腸管内に分泌し感染防
御に貢献することを我々は初めて見いだし
た（Ayabe T. Nat Immunol 2000）．更にその
詳細な分泌誘導のメカニズムを解明してき
た（Tanabe H. Infect Immun 2005）． 
 ディフェンシンは上皮細胞や血液細胞中
に含まれる抗菌ペプチドで自然免疫の主な
エフェクター分子である．マウスモデルにお
いてその生体における感染防御機能が証明
され（Ghosh D. Nat Immunol 2002），ヒト疾
患との関連性が検討されている．とりわけ，
クローン病におけるディフェンシンの欠落
が最近注目され（Wehkamp J. PNAS 2005），



クローン病の病態に Paneth 細胞の機能低下
が関与していることが明らかとなってきた． 
 ディフェンシンはプロディフェンシンと
して Paneth 細胞内の顆粒に保存され細菌な
どによる刺激で腸管に分泌される．トリプシ
ンがプロペプチドを切断することが想定さ
れているが，活性化の機構は明らかになって
いない．プロディフェンシンからディフェン
シンへの活性化機構と炎症性腸疾患の病態
との関係は検討されていない．そこで，抗菌
ペプチドの一次構造の変化とその活性を検
討し，炎症性腸疾患の新規治療に応用する試
みを想定した． 
 
２．研究の目的 
(１)プロディフェンシンとディフェンシン
の生理学的特性の評価と構造解析 
 我々が既に構築した蛋白生成システムを
用い（Tanabe H. J Virol 2004），リコンビ
ナント蛋白を作成する．Human defensin（HD）
-5 とそのプロペプチド（proHD-5）の抗菌活
性，細胞障害作用，免疫誘導作用の差異につ
いて検討する．  
 
(２)マウス腸管ディフェンシン同定とリコ
ンビナント蛋白，特異抗体の作成 
 マウス腸管からディフェンシンを同定し，
リコンビナント蛋白の生成系を確立する．さ
らに，ウサギに免疫して特異的抗体を作成す
る．マウス腸管における発現を確認する． 
  
(３)マウス実験の導入とディフェンシンに
よる治療効果の検討 
 マウスを用いて DSS腸炎モデルを作成し実
験系を確立する．まず，内因性のマウスディ
フェンシンの変動を確認する．マウス腸管炎
症を誘導し，ディフェンシンを複数の投与経
路からマウスに投与し治療効果を検討する．
その，作用機序について病理組織学的に詳細
な検討を加える． 
 
３．研究の方法 
(１)proHD-5とHD-5の生理学的特性の評価と
構造解析 
 ①既に作成したリコンビナント蛋白発現
系を使用し（Tanabe H. J Virol 2004），
proHD-5とHD-5の発現誘導と精製をおこなっ
た． 
 ②抗菌活性の測定 
 得られた proHD-5 と HD-5 の抗菌活性を異
なる菌株（サルモネラ菌，大腸菌，黄色ブド
ウ球菌）を対象に検討した．106 CFU/ml の対
数増殖期の細菌をペプチドと 1時間 37 ℃で
共培養の後に寒天培地に希釈塗布，一晩培養
後にコロニー数をカウントして生菌数を算
定した． 
 ③抗菌ペプチドの獲得免疫賦活作用 

 大腸癌細胞株 SW480 を無血清 DMEM 培地に
て培養し，ディフェンシンで刺激後に培地を
回収した．サイトカイン抗体アレイ
（RayBiotech 社）を用い上皮細胞から分泌さ
れるサイトカインを検出した．また，分泌刺
激後の培地中のサイトカインの濃度を ELISA
キットをもちいて定量した． 
 ④プロディフェンシンの酵素的切断 
 作製した proHD-5はトリプシン処理で分解
すると約 4kD の HD-5 が得られた．AU-PAGE 及
び MALDI-TOF MS にて分解された蛋白を同定
した． 
  
(２)マウス腸管ディフェンシンの同定とリ
コンビナント蛋白，特異抗体の作成 
 ①マウス腸管からのクローニング 
 小腸粘膜から cDNA ライブラリーを作製し
クローニングを行った．既に GenBank に登録
されている cDNA シークエンス特異的なプラ
イマーを作製し PCR 増幅と TAクローニング，
DNA シークエンスを行った． 
 ②マウスディフェンシン蛋白の生成 
 マウスディフェンシン特異的なシークエ
ンスを pET28 ベクターにライゲーションし，
大腸菌 BL21発現システムで発現誘導させた．
His タグを有する蛋白をニッケルレジンで部
分精製し，CNBr でメチオニン残基を切断しタ
グを除去した後に C18 逆送カラムと HPLC を
もちいてリコンビナント蛋白を精製した． 
 精製蛋白にアジュバントを付加し，ウサギ
に免疫後ポリクローナル抗体を IgG精製した．
得られた抗体を用いてマウスディフェンシ
ンの発現を免疫組織学的に検討した．正常な
C57Bl/6とBALB/cおよび自然腸炎発症モデル
である IL-10 KO マウスの遠位，近位小腸の
薄節切片を作成し，一次抗体と反応後に，ABC
法を用いて DAB にて発色した． 
 
(３)マウス実験の導入とディフェンシンによ
る治療効果の検討 
 ①マウス DSS腸炎モデルの作成とディフェ
ンシンの有効性の検討 
 C57Bl/6 に DSS を経口投与し，安定して腸
炎モデルを作製する．腸炎の発症により内因
性の Paneth 細胞ディフェンシンの発現量が
変化しないことを AU-PAGEとポリクロナール
抗体の免疫組織染色で確認した．経口，腹腔
内，経静脈ルートで HD-5，proHD-5 を投与し
腸炎発症の抑制効果を検討した．  
 ②腸炎抑制効果の解析 
 腸炎モデルを屠殺後の大腸標本を用いて
Ki-67 染色と TUNEL 法をもちいて細胞増殖と
アポトーシスをそれぞれ検討した． 
 
４．研究成果 
(１)proHD-5とHD-5の生理学的特性の評価と
構造解析 



 ①リコンビナント蛋白発現 
 proHD-5とHD-5は Fig.1に示した一次構造
を有し，6つのシステインにより分子内ジス
ルフィド結合で fold される構造を有する．
それぞれの蛋白を発現，精製し，精製度を
HPLC および Acid urea-PAGE にて確認した．
更に，分子量は MALDI TOF-MS にて確認同定
した． 

 ②抗菌活性の測定 
 ４種の細菌株（サルモネラ菌，大腸菌2株，
黄色ブドウ球菌）に対する抗菌活性を検討し
た．HD-5 は 10 mg/ml の濃度ですべての菌株
に活性を示したが，proHD-5 は 100 mg/ml で
サルモネラ菌に活性を示したが，大腸菌を
1/10 に減少させる程度の弱い活性を示し，黄
色ブドウ球菌には活性を示さなかった．この
抗菌活性の違いは細菌膜の組成が異なるた
めペプチド細胞膜間の静電的親和性が異な
ることに起因すると考えられている． 
 
 ③抗菌ペプチドの獲得免疫賦活作用 
 細胞外に分泌されたサイトカインをアレ
イにて解析し，分泌された IL-8，PDGF，GRO
はさらに ELISA にて HD-5 による分泌刺激試
験にて検討した．IL-8 は HD-5 にて発現が誘
導され，高濃度に分泌された(Figure 2)． 

 

 ④プロディフェンシンの酵素的切断 
 75個のアミノ酸からなるproHD-5はトリプ
シンにより切断され，32 個のアミノ酸からな
る HD-5 として腸管にて作用すると考えられ

た（Fig.1）． 
 
(２)マウス腸管ディフェンシンの同定とリコ
ンビナント蛋白，特異抗体の作成 
 ①マウス腸管からのクローニング 
 C57Bl/6マウス小腸粘膜からcDNAライブラ
リーを作成し，ディフェンシンコンセンサス
プライマーをもちいて PCRをおこないディフ
ェンシンシークエンスを増幅した．生成物の
TA クローニング後に，複数のコロニーから直
接シークエンシングで配列を決定した．蛋白
配列が同定されているマウスディフェンシ
ン（cryptdin）-5,1 だけでなく C57Bl/6 に特
異的な cryptdin-4(B6b)の配列が同定された
（Shirafuji Y. J Biol Chem 2002）． 
 
 ②マウスディフェンシン蛋白の生成 
 マウスディフェンシン配列のうち
cryptdin-4, -5, 4(B6b)をベクターに挿入し
てリコンビナント蛋白を生成した．リコンビ
ナント cryptdin-4(B6b)蛋白をウサギに免疫
し，特異的なポリクローナル抗体を作成し
IgG精製した．この抗体は免疫染色で C57Bl/6
マウスの Paneth 細胞内顆粒に特異的で，遠
位小腸で高発現し近位小腸では低発現とな
った．この発現様式は既知の cryptdin-4 発
現と同様な傾向であった．なお，BALB/c マウ
スの Paneth 細胞とは反応せず，
cryptdin-4(B6b)は系統特異的なディフェン
シンであることが示された．腸炎発症モデル
IL-10 KO マウスでは発現が減弱し，腸炎発症
とディフェンシン減弱との関係が示唆され
た． 
 
 (３)マウス実験の導入とディフェンシンに
よる治療効果の検討 
 ①マウス DSS腸炎モデルの作成とディフェ
ンシンの有効性の検討 
 C57Bl/6 マウスは，DSS の自由飲水にて大
腸有意の腸炎をきたし，実験結果は安定して
いた．DSS 投与によってマウス大腸炎がみら
れたが小腸には粘膜障害がみられず，小腸
Paneth 細胞の内因性α-defensin の濃度は
Acid Urea-PAGE にて差がみられなかった．ま
た，免疫染色では Paneth 細胞特異的なディ
フェンシン発現は DSS投与後に変化はなかっ
た． 
 DSS マウスに対して 2.5 mg/kg の HD-5 を 3
日間腹腔内投与することで，生存期間は著明
に改善した(p<0.005)．大腸組織は病理学的
に HD-5 投与により粘膜障害の程度は軽減し
ていた．経口的に投与した群と，注腸投与群
では生存期間の改善はみられなかった．  
 
 ②腸炎抑制効果の解析 
 Ki-67染色陽性細胞数はごくわずかで HD-5
投与非投与で差はなかった．アポトーシス陽



性細胞は HD-5 投与により減少した(Figure 
3)．HD-5 が上皮細胞のアポトーシスを抑制す
る可能性が示唆された． 
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