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研究成果の概要（和文）：(1)カセリシジンがMMP-9の酵素活性を阻害して癌細胞の浸潤と転移を抑制することを示した
。また、MMP-9の制御を行っているmiRNAとしてmiR-4327を同定した。以上の結果から、カセリシジンはmiR-4327を介し
てMMP-9の発現を抑制していることが示された。
(2) 血管新生におけるLL-37ペプチドの効果を検討した結果、LL-37は血管形成を制御する機能を有していた。成熟血管
ではLL-37が、血管内皮細胞の管腔形成を濃度依存的に抑制しmiR-3188の発現亢進がみられた。一方、新生血管ではLL-
37が管腔形成を促進し、miR-582-5pの発現亢進がみられた。

研究成果の概要（英文）：(1) hCAP18/LL-37 is the only antimicrobial peptide of the cathelichidins family id
entified from human. We reported Cathelicidin inhibits the enzumatic activity of MMP-9, thereby repressing
 tumor cell invasion and metastasis. In addition, miRNA microarrays were used to identify MMP-9-regulated 
miRNA, miR-4327. In conclusion, Cathelicidin regulates MMP-9 expression via miR-4327. 
(2) We examined the effect of LL-37 peptide in angiogenesis. In angiostatic condition, LL-37 peptide inhib
ited the tube formation of HMVECs in dose dependently. By contrast, in proangiogenic condition, LL-37 pept
ide induced a 2.6-fold increase in tube formation compared with control. Additionally, miRNA microarrays w
ere used to identify LL-37-regulated miRNA. In angiostatic condition, LL-37 could induce expression of miR
-3188 and in proangiogenic condition, LL-37 could induce expression of miR-582-5p.In conclusion, LL-37 has
 angiostatic and proangiogenic activity in vascular endothelial cells. 
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 昆虫からヒトに至る多くの生物には、生体

内に微生物が侵入した際に、最初のバリアー

として皮膚、粘膜上で微生物を排除する非特

異的免疫機構,すなわち先天性免疫と称され

る自然免疫(innate	 immunity)	 を有してい

る。この自然免疫に関与する抗菌ペプチドは、

現在500以上にのぼり共通して陽電荷を保持

し,細菌や真菌さらにウイルスに殺菌効果を

有している。哺乳類では、これら抗菌ペプチ

ドが好中球やマクロファージ等の免役細胞、

表皮、粘膜組織から豊富に産生分泌されてい

る。抗菌ペプチドは、デイフェンシンとカセリ

シジンの2つのファミリーに大別され、微生物

の細胞膜を破壊することにより効果を発揮す

る。そこで、抗菌ペプチドの非特異的な微生

物の殺菌効果を期待して、感染症治療薬とし

て応用することを目的に研究が進められてき

た。ヒトのカセリシジンとして唯一認められ

る	 hCAP	 18/LL-37は細菌内毒素のリポ多糖

(LPS)との結合による中和作用があることか

ら、現在使用されている抗菌薬と大きく異な

る部分でとして知られてる。これは、現状の抗

菌薬が細菌毒素に対して無効であることと対

照的である。また、hCAP18/LL-37の病原性微

生物に対する選択的殺菌効果は、耐性菌や日

和見感染を誘導しないため、極めて生体に優

しい感染症治療薬として期待される。次に,抗

菌ペプチドを応用した癌治療薬としての有効

性については,古くはα-デイフェンシンに始

まるが,2004年に我々が、ヒトのカセリシジン	 

hCAP18/LL-37のC末端に存在する抗菌活性領

域から合成した27残基ペプチドを用いた抗腫

瘍効果の報告が最初である。その後、牛の乳

汁中に存在するラクトフェリンの合成誘導体

ペプチド	 ラクトフェリシンで、我々と同様

に抗腫瘍効果が報告されている(Eliassen	 et	 

al.	 2006)。しかし,抗菌ペプチドの癌細胞を

含めた哺乳動物細胞に対する作用機序や,癌

細胞特異的な殺細胞効果の詳細なメカニズム

については不明な点が多い。そこで、ヒトカ

セリシジン遺伝子導入癌細胞を用いて、癌細

胞特異的アポトーシスの誘導機構を解析し

た。その結果、健常細胞と同様に抗菌ペプチ

ドによる殺細胞効果が消失し、カセリシジン

遺伝子導入癌細胞がLL-37ペプチドに抵抗性

を示す結果が得られた。このことから、

hCAP18/LL-37は癌抑制遺伝子様の機能を有し

ていることが示された。また、同時に本細胞

が恒常的に産生分泌するhCAP18/LL-37は微生	 

物に対する殺菌効果を十分有しており、その

生物学的活性が維持されていることから、自

己産生抗菌ペプチドによる感染症予防への応

用が期待される。	 

２．研究の目的	 	 

	 感染防御の最前線を担う上皮細胞や好中

球をはじめとする免役細胞は、自然免疫機構

において感染症や癌の発症を抑制しうるこ

とが明らかとなってきた。そこで、カセリシ

ジン・ファミリーで唯一ヒトに認められる

hCAP18/LL-37	 の腫瘍抑制機構の解析を行い、

自然免疫分子を応用した癌治療の治療的基

盤の確立を目的とする。検討事項は以下の 2	 

点である。	 

(1)	 hCAP18/LL-37	 遺伝子強制発現ヒト口腔

扁平上皮癌細胞による上皮間葉移行関連因

子を介した腫瘍抑制機構を明らかにする。	 

(2)	 hCAP18/LL-37	 による癌細胞と間質細胞

の自然免疫制御系 miRNA	 の探索とその制御

機構の解析を行う。	 

 
３．研究の方法 
hCAP18 合成ペプチドの作製：ヒト CAP18 は、

30残基のシグナルペプチドに続いて140個の

アミノ酸残基から構成されており、抗菌活性

を示す部分は C 末端側の 37 残基から作製し

たペプチド（LL-37)と、活性ドメインから N

末端から 5 つ、C 末端から 5 つのアミノ酸残

基を削った 27 残基からなるペプチド

(hCAP18:	 hCAP18109-135）を各々合成して使用



した（図１）。	 

図 1	 

CAMP 遺伝子導入：ヒト健常上皮細胞 HaCaT に

活性化ビタミン D3により hCAP18/LL-37 の発

現を誘導した 3)。健常上皮細胞 HaCaT から得

ら れ た カ セ リ シ ジ ン (CAMP) 遺 伝 子 を

pcDNA3.2/V5-DEST	 ゲイトウェイ・ベクター

(Invtrogen)に組み込んだ。本ベクターを電

気穿孔法で高浸潤性ヒト舌扁平上皮癌細胞

SAS-H1 に導入し、G418 抗菌薬処理により

hCAP18/LL-37 高 発 現 安定細胞株 (CAMP/	 

SAS-H1)を作製した。	 

LL-37 ペプチドによる血管形成能の評価：正

常皮膚微小血管内皮細胞 HMVEC 細 胞

(CC-2543)を用いた。血管形成能は、マトリ

ゲル管腔形成アッセイを用いて評価した。	 

miRNA プロファイリング：各細胞から miRNA

を抽出し、マイクロアレイ解析（Agilent	 

Tec.)を行った。	 

miRNA 配列データーベ―スによる機能検索：

miRNA の発現量に差がみられたものについて、

オンライン上で探索可能なデータベースで

ある、DIANA,	 EIMMo,	 Rep	 Tar,	 miRDB,	 

microRNA.org,	 miRBase,	 Magia,	 MicroCosm	 

Targets,	 TargetScanHuman	 6.2,	 を用いて機

能の探索を行った。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 カセリシジン(CAMP)遺伝子強制発現ヒト

口腔扁平上皮癌細胞の腫瘍抑制機構	 	 	 	 	 	 	 

①カセリシジン遺伝子導入による基底膜分解

酵素MMP-9発現の抑制	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

カセリシジン遺伝子を発現していない口腔扁

平上皮癌細胞(Mock/SAS-H1癌細胞)では、

hCAP18ペプチドにより殺細胞効果がみられた

が、カセリシジン遺伝子を強制発現させた口

腔扁平上皮癌細胞(CAMP/SAS-H1癌細胞)では、

その効果は無効であった。また、CAMP/	 SAS-H1

癌細胞の細胞遊走性と細胞浸潤性は

Mock/SAS-H1細胞に比べ有意に低下してい

た。また、癌細胞が産生する基質分解酵素

(MMPs)の産生状況を検討したところ、

CAMP/SAS-H1癌細胞はMMP-9産生が消失すると

ともに、MMP-2産生も低下していたが、一方、

Mock/SAS-H1細胞はMMP-9とMMP-2産生を認め

た。これは、CAMP/SAS-H1癌細胞ではMMPs阻害

因子TIMP1とTIMP3の	 mRNAの発現亢進により、

MMPsの発現が抑制されたことを示した。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

②	 上皮間葉移行を介したLL-37ペプチドに

よる細胞遊走制御	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

健常上皮細胞HaCaTとカセリシジン遺伝子を	 

強制発現させた口腔扁平上皮癌細胞

(CAMP/SAS-H1癌細胞)でLL-37ペプチドによる

細胞遊走制御について検討した。LL-37ペプチ

ド(0	 -	 1μg	 /	 ml)で処理すると、健常上皮細

胞HaCaTでは、	 濃度依存性に細胞遊走が促進

された。一方、CAMP/SAS-H1癌細胞ではペプチ

ド濃度依存的に細胞遊走が抑制された。そこ

で、ペプチド処理による上皮間葉移行に関連

する分子種のmRNA発現を検討した。その結果、

健常上皮細胞HaCaTでは、ペプチド濃度依存性

に上皮系マーカー：β-catenin発現が増強し

たが、CAMP/SAS-H1癌細胞では発現が低下した。

また、健常上皮細胞HaCaTでは、間葉系マーカ

ー：fibronectin,	 vimentinの発現が、ペプチ

ド濃度依存性に増強したが、CAMP/SAS-H1癌細

胞では発現が低下した。以上の結果から、カ

セリシジン遺伝子導入により、癌細胞が間葉

系細胞に移行するのを阻止した結果、LL-37

ペプチドによる細胞遊走が抑制されたことを

示した。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

③	 カセリシジン遺伝子による上皮成長因子

（EGF）による基底膜浸潤能の抑制機構	 	 	 	 

カセリシジン遺伝子導入癌細胞(CAMP/SAS-H1

癌細胞)の基底膜浸潤性の変化を解析するた



めに、EGF(	 0,	 1,	 10,	 100	 ng	 /	 ml)刺激によ

る浸潤性の検討を行った。その結果、

Mock/SAS-H1細胞はEGF濃度依存性にMMP-9	 

mRNA発現および基底膜浸潤性が亢進したが、	 

CAMP/SAS-H1癌細胞では、EGF刺激を与えても

MMP-9	 mRNA発現誘導はなく、基底膜浸潤性も

一様に低下していた。また、カセリシジン遺

伝子導入によりMMP-9	 mRNA発現に関与する転

写因子Ets-1の恒常的発現増強が観察された

ことから、Ets-1を介したMMP/TIMPバランスの

制御を受けることが示唆された（図２）	 。	 

	 

④	 hCAP18 ペプチドによる細胞膜穴形成

を介した抗腫瘍効果の解析	 	 	 	 	 	 	 	 

健常上皮細胞 HaCaT と口腔扁平上皮癌細胞

SAS-H1 を hCAP18 ペプチドで処理した際の

細胞内 Ca2+濃度の変化を検討した。また、

その際の死細胞の検討を行った。その結果、

口腔扁平上皮癌細胞 SAS-H1 では、ペプチド

により小胞体からの Ca2＋放出と共に、Ca2＋

濃度が一過性に上昇し、その直後から約

80％の細胞で細胞膜穴形成が生じ、短時間

で初期アポトーシスを誘導した。一方、健

常上皮細胞 HaCaT では、hCAP18 ペプチドに

より Ca2＋放出がみられ、Ca2＋濃度が上昇と

オッシレーションが観察されたが、細胞穴

形成はわずか 20％の細胞で生じるのみで、

細胞死には至らなかった。以上のことから、

hCAP18 ペプチドによる抗腫瘍効果は癌細

胞膜穴形成を介して、短時間で初期アポト

ーシスを誘導する効果があることが示され

た（図３）。	 

	 

(2)	 hCAP18/LL-37	 による癌細胞と間質細胞

の自然免疫制御系miRNA	 の探索とその制御機

構の解析	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

①	 カセリシジン遺伝子を強制発現させた口

腔扁平上皮癌細胞(CAMP/SAS-H1癌細胞)で特

異的に誘導されるmiRNAと機能探索	 	 	 

CAMP/SAS-H1癌細胞で、EGFと同様の増殖因

子であるTGF-β1刺激で浸潤性の変化をみた

ところ、マイクロアレイ解析結果から、

hsa-mir-4327が刺激前と比較し142倍の発

現亢進がみられた。CAMP/SAS-H1癌細胞での

定量PCRでもhsa-mir-4327が、TGF-β1刺激で

発現亢進した。データベース解析から、

ADAM9(MMP-9)を陰性制御する機能を保持し

ていることが示された。今後、CAMP/SAS-H1

癌細胞にhsa-mir-4327阻害剤を導入し、MMP9

発現が回復しTGF-β1刺激により浸潤性の亢

進がみられことを確認する予定である。	 

②	 LL-37ペプチドによる血管形成制御機構

の解析	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

癌胞巣を取り巻く間質細胞で主となる血管内

皮細胞へのLL-37ペプチドの作用を検討した。	 

血管内皮細胞の影響をみるため、マトリゲル

内に侵入したHMVEC細胞から形成される管腔

の増減により血管形成能を評価した。その結

果、通常のマトリゲルを用いた系では、LL-37

ペプチドで管腔形成能の抑制が観察された

(図４）。一方、成長因子低減マトリゲルを用

いた系では、LL-37ペプチドにより管腔形成能

の促進がみられた(図５）。また、管腔形成能

と平行して細胞遊走能が変化したが、細胞増



殖性については両者の系で影響がみられなか

った。すなわち、健常者のLL-37血清濃度であ

る１µg	 /	 mlを境界として濃度がこれ以下であ

れば血管形成を促進し、一方、これ以上の高

濃度では血管形成を抑制する働きを有するこ

とが示された。以上のことから、抗菌ペプチ

ドLL-37は、血管形成の促進と抑制の両者の

機能を担う抗菌ペプチドであることが示唆

された。	  

 

 

③	 LL-37ペプチドによる血管形成制御を担

うmiRNA分子の探索	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 

HMVECsをLL-37(0,	 0.5,	 1.0,	 10.0	 microgram	 

/ml)で処理した際の、マイクロアレイ解析を

行った結果、LL-37:	 0.5	 µg	 /	 mlで血管新生

のスイッチが入り、has-mir-3188の急激な発

現上昇がみられ、さらにLL-37:	 1 µg	 /	 mlで

血管新生の促進がピークとなり、

has-mir-582-5pの急激な発現上昇をみた。そ

の後、LL-37	 10	 µg	 /	 mlで血管形成がほぼ抑

制され、has-mir-3188の急激な発現上昇をみ

た。このことから、has-mir-3188は血管新生

の陰性制御に働くことが示唆され、

has-mir-582-5pの発現上昇はこの陰性制御を

解除している可能性が示唆された。今後、こ

れらmiRNA分子に対する阻害剤を細胞へ導入

し検証実験を行う必要がある。	 
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