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研究成果の概要（和文）：ピロトーシスはカスパーゼ-1依存的な細胞死であり、炎症性サイトカインの放出をともなう
ことから新たな治療標的として注目されている。本研究では、LPS/ATPによるマクロファージ系細胞のピロトーシスに
対する抗菌ペプチドLL-37の効果を検討した。
J774細胞をLPS/ATP刺激するとピロトーシスが誘導され、LL-37によって抑制された。また、LL-37はLPSの細胞膜受容体
への結合と、ATPによるP2X7を介したカスパーゼ-1の活性化を抑制した。従って、LL-37は、LPSの細胞膜受容体への結
合とATPによるP2X7の活性化の抑制を介してマクロファージ系細胞のピロトーシスを抑制すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Pyroptosis is a caspase-1 dependent cell death, associated with proinflammatory cy
tokine production, and plays a crucial role in sepsis. Pyroptosis is induced by microbial PAMPs and endoge
nous DAMPs. Notably, human antimicrobial peptide LL-37 protects the septic animal models. Thus, to elucida
te the action of LL-37 on sepsis, we utilized LPS (lipopolysaccharide) and ATP as a PAMP and a DAMP, respe
ctively. The data indicated that the LPS/ATP-treatment of macrophage-like J774 cell induces the features o
f pyroptosis (IL-1 mRNA expression, caspase-1 activation, inflammasome formation and cell death). Moreover
, LL-37 inhibits the LPS/ATP-induced IL-1 expression, caspase-1 activation, inflammasome formation and cel
l death. Notably, LL-37 suppressed the LPS binding to target cells and ATP-induced/P2X7-mediated caspase-1
 activation. These observations suggest that LL-37 potently inhibits the LPS/ATP-induced pyroptosis by blo
cking the action of LPS and inhibiting the response of P2X7 to ATP. 
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１．研究開始当初の背景 
真核細胞が産生する抗菌ペプチドは、生

体を微生物感染から守るために働いている。
近年、新たな抗菌ペプチドファミリーとし
て cathelicidin が見出されたが、cathelicidin
は、その前駆体のプロペプチド領域がブタ
好中球の cathelin タンパク質に相同性を示
し、また、活性ペプチドが前駆体の C 末端
に存在するという特徴をもっている（図1）。

今までに、ヒト、ウサギ、モルモット、ラ
ット、マウス、ウシ、ブタなどの動物から、
cathelicidin ファミリーに属する多くの抗菌
ペプチドが単離されている。ヒトでの
cathelicidin としては hCAP18（human cationic 
antibacterial protein of 18 kDa）が見出されて
おり、その活性ペプチドは、2 つのロイシ
ン（LL）から始まる 37 アミノ酸残基のペ
プチドであることから LL-37 と呼ばれてい
る（図 1A）。そして、LL-37 は、グラム陽
性菌、陰性菌に対して強い殺菌作用を発揮
するだけでなく、LPS（lipopolysaccharide, リ
ポ多糖）を中和する能力を有することから、
細菌感染やエンドトキシンショックに対す
る臨床応用が期待されている。 

グラム陰性菌感染では、菌体から遊離し
た LPS が LPS 結合タンパク質（LBP, 
LPS-binding protein）と複合体を形成して、
単球・マクロファージなどの LPS 受容体・
CD14/Toll-like receptor 4（TLR4）に作用し、
炎症性サイトカインなどの産生を誘導して、
敗血症性ショック（エンドトキシンショッ
ク）の病態を引き起こす。そして、われわ
れは、LL-37 のエンドトキシンショックに
対する作用とそのメカニズムについて検討

したところ、LL-37 が LPS に結合すること
によって、LPS/LBP 複合体の形成を阻害し
（図 1B）、その結果、CD14/TLR4 への LPS
の結合、サイトカイン生成を抑制して、エ
ンドトキシンショックにおいて防御的に働
く（エンドトキシンショックによる致死率
を低下させる）ことを明らかにした（図 1C）
（J Immunol 167: 3329, 2001）。 

一方、近年、敗血症の病態において、宿
主細胞の細胞死が重要な役割を果たすこと
がわかってきた。細胞死の一つであるピロ
トーシス（pyroptosis）は、カスパーゼ-1 依
存的なプログラム細胞死であり、IL-1βなど
の炎症性サイトカインの放出をともなうこ
とから、敗血症における過剰な炎症反応の
原因として注目されている。すなわち、グ
ラム陰性菌感染において LPS が単球・マク
ロファージの細胞膜受容体 CD14/TLR4 に
結合して、炎症性サイトカイン（IL-1β）の
発現を誘導し、また、死細胞から遊離され
た ATP が P2X7 ヌクレオチド受容体を刺激
して、インフラマソームの形成を介して、
カスパーゼ-1 を活性化する。そして、活性
化されたカスパーゼ-1 が IL-1β のプロセシ
ング・放出と細胞死ピロトーシスを誘導す
る（図 2）。 

 
２．研究の目的 

われわれは、上述のように、LL-37 が
LPS 中和能を有しており LPS の受容体へ
の結合を抑制することを見出しているが、
また一方で、LL-37がATP刺激による P2X7

受容体の活性化を制御することも報告さ
れている（J Immunol 176: 3044, 2006）。し
たがって、LL-37 は、LPS と ATP の 2 つの
刺激によって誘導されるマクロファージ
系細胞のピロトーシスに対して影響しう
ると考えられる。そこで、本研究では、
LPS/ATP 刺激によるマクロファージ系細
胞のピロトーシスに対する LL-37 の効果
について検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)ピロトーシスの測定 

マウスマクロファージ系 J774細胞を10 
ng/ml LPS（E. coli O111:B4）で前処理し、
20 mM Ac-YVAD-CHO（カスパーゼ-1 阻害
剤）の存在下あるいは非存在下で細胞を
ATP で刺激した。得られた培養上清を
IL-1β（ELISA 法）と LDH（細胞死のマー
カー）の測定に用い、細胞を蛍光標識した
カスパーゼ-1 阻害剤（FAM-YVAD-FMK）



で染色して、インフラマソームの形成を蛍
光顕微鏡で検出した。また、カスパーゼ-1
の活性化は、細胞を FAM-YVAD-FMK で標
識し、フローサイトメトリーで検出した。 

 
(2)ピロトーシスに及ぼす LL-37 の効果 

LL-37（0.01、0.1、1 g/ml）の存在下あ
るいは非存在下で同様に J774 細胞を LPS
および ATP 刺激した後に、IL-1β の放出、
細胞死、カスパーゼ-1 の活性化、インフラ
マソームの形成を測定した。さらに、LPS
の細胞への結合、および ATP 刺激による
P2X7 受容体の活性化（ATP 刺激によるカ
スパーゼ-1 の活性化）に及ぼす LL-37 の効
果をフローサイトメトリーで測定した。 
 
４．研究成果 
(1)LPS/ATP 刺激によるピロトーシスの誘
導 

まず、マウスマクロファージ系 J774 細
胞を LPS で前処理し、ATP で刺激し、得
られた培養上清の IL-1β と LDH（lactate 
dehydrogenase; 細胞死のマーカー）を測定
した。その結果、LPS/ATP の共刺激によっ
て J774細胞から IL-1βが放出されることと、 
LDH の放出、すなわち細胞死が誘導され
ることがわかった（図 3A, B; *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.001）。また、カスパーゼ
-1 の阻害剤 Ac-YVAD-CHO を添加すると、
IL-1β と LDH の放出が有意に阻害された
ことから、J774 細胞を LPS/ATP で刺激す
ることによって、カスパーゼ-1 依存的に
IL-1β の放出をともなう細胞死ピロトーシ
スが誘導されることがわかった。 

さらに、蛍光標識したカスパーゼ-1 阻
害剤（FAM-YVAD-FMK）で細胞を染色し
てインフラマソームの形成を蛍光顕微鏡
で観察したところ、LPS/ATP の刺激によっ
てインフラマソームが形成されることが

確認された（図 3C）。 
 
(2)ピロトーシスに対する LL-37 の効果 

LPS/ATP で誘導されたピロトーシスに
対する LL-37 の効果を調べた。その結果、
LL-37 は LPS/ATP 刺激による IL-1βの放出、
LDH の放出とカスパーゼ-1 の活性化を濃
度依存的に抑制したことから、LL-37 が
LPS/ATP 刺激によるピロトーシスを抑制
することがわかった（図 4）。さらに、イ
ンフラマソームの形成に及ぼす LL-37 の
効果を調べたところ、LPS/ATP 刺激によっ
て約 40％の細胞にインフラマソーム形成
が誘導されたが、LL-37 はこの形成を有意
に抑制した（data not shown）。 

つぎに、LL-37 のピロトーシスの抑制
メカニズムを明らかにするために、LPS の
細胞への結合に及ぼす LL-37 の効果を調
べた。その結果、LL-37 は LPS の細胞への
結合を濃度依存的に抑制した（図 5）。な
お、CD14/TLR4 の中和抗体が LPS の細胞



への結合を顕著に抑制したことから、
LL-37 は LPS の CD14/TLR4 受容体への結
合を阻害することがわかった。 

さらに、ATP による P2X7の活性化に及
ぼす LL-37 の効果を調べた。ATP は単独で
もカスパーゼ-1 を活性化したが、この活性
化は P2X7阻害剤KN-62とKN-93によって
抑制されることが確認された（図 6）。興
味深いことに、LL-37 も ATP によるカスパ
ーゼ-1 の活性化を抑制したことから、
LL-37 は ATP 刺激による P2X7の活性化を
も抑制することがわかった。  

また、マウスの盲腸結紮穿孔（CLP; 
cecal ligation and puncture）モデルを使って、
敗血症に及ぼす LL-37 の作用を検討した。
その結果、CLP によって 48 時間後に 100％
のマウスが死亡したが、LL-37（2 g/マウ
ス）を静脈内投与すると死亡率が 60%まで
改善した。さらに、LL-37 の投与によって
ピロトーシスをおこしている腹腔マクロ
ファージの細胞数と、腹腔内の IL-1βの濃
度が有意に抑制されることがわかった
（data not shown）。これらの結果から、
LL-37 は敗血症モデル（in vivo）において
もマクロファージのピロトーシスを抑制
することによって、敗血症の病態を改善す
る可能性が示された。 

 

(3)おわりに 
今回の結果から、抗菌ペプチドである

LL-37 が、LPS/ATP 刺激によるマクロファ
ージ系細胞のピロトーシスを抑制し、その
機序に、LL-37 による LPS の CD14/TLR4
への結合抑制と ATP 刺激による P2X7の活
性化抑制の二つが関与していることがわ
かった。また、敗血症モデルにおいて、
LL-37がマクロファージのピロトーシスや
サイトカイン生成を制御し、生存率を改善
することがわかった（図 7）。また、敗血
症では宿主細胞のアポトーシスが亢進し、
臓器障害などの病態に関わっているが、わ
れわれは、エンドトキシンショックモデル
で見られる血管内皮細胞のアポトーシス
が LL-37 の投与によって抑制され、マウス
の致死率が改善することを既に見出して
いる（Int Immunol 23: 185, 2011）。さらに、
われわれは、LL-37 のアミノ酸配列を置換
することによって、LL-37 の抗菌作用と
LPS 中和能を増強できることを示してい
る（Clin Diag Lab Immunol 9: 972, 2002; 
Inflamm Res 54: 66, 2005）。したがって、
LL-37 のような抗菌ペプチドを用いて、生
体内で抗菌作用と LPS 中和能を発揮し、
さらに、宿主細胞の細胞死を抑制すること
によって敗血症の病態を制御することが
期待される。 

しかし、抗菌ペプチドを医薬品として
の使用することを考えた場合、体内動態・
安定性、投与方法、供給面でのコストなど
検討課題は多く残されている。特に、LL-37
のような内因性抗菌ペプチドは、生体内に
おいてタンパク質分解酵素によって分解
され、その効力が弱まる可能性がある。こ
のような問題に対して、タンパク質分解酵



素で分解されにくい D 型アミノ酸からな
るペプチドを合成するという考え方や、
（20 種類のアミノ酸以外の）特殊アミノ
酸を含む（環状）ペプチドを合成するとい
う考え方がある。特に、後者に関しては、
特殊アミノ酸を取り込んだペプチドのラ
イブラリーを自在かつ簡便に合成し、さら
に活性のあるペプチドを迅速かつ安価に
スクリーニングする技術 RaPID（Random 
Peptide Integrated Discovery）システムが最
近開発され注目されている（Molecules 18: 
3502, 2013）。今後、これらの技術を使って、
内在性の抗菌ペプチドを基に、敗血症治療
に応用可能な新たな化学療法剤の開発が
期待される。 
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