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第１章 序論 

 

 歯髄炎は主に深在性う蝕に起因する [1-3]。う窩最深部がエナメル象牙境を

超えると，口腔内細菌やその産生物が象牙細管を通じて，歯髄細胞や象牙芽細

胞，マクロファージなどを刺激し，歯髄腔内での炎症性反応を引き起こす [2-

4]。歯髄腔は象牙質，エナメル質，セメント質といった硬組織に囲まれた閉鎖

空間であるため内圧が高まりやすく，十分な側副循環に欠けることから，炎症

が急性化しやすい組織と考えられている [2, 3]。歯髄組織の主体をなす細胞成

分である歯髄細胞は，硬組織形成細胞に分化する能力を保持し歯髄組織修復に

主体的に関与する [4]。また歯髄細胞は，in vitro において口腔内グラム陰性

菌のリポ多糖 (LPS) 刺激により炎症性サイトカインを放出することが知られ

ており [5, 6]，硬組織形成のみならず歯髄炎の発症過程に関与していると推定

されている。また，マウス臼歯の非露髄性象牙質窩洞への LPS 塗布によって

歯髄炎が惹起されることが報告されており [7]，口腔内細菌そのもののみなら

ず，LPS が歯髄炎の発症に主体的に関与していると考えられている。このよ

うな背景から，口腔内細菌に対する抗菌活性と LPS 中和能を併せ持つ薬剤の

う蝕や歯髄炎への利用は，歯髄炎の発症および不可逆化抑制に対して非常に有

効である。 

 抗菌ペプチド (Antimicrobial peptides, AMPs) は 5~50 程度のアミノ酸で

構成され，原核生物から真核生物まで様々な生物によって合成・分泌されてい

る [8-10]。AMPs の抗菌メカニズムは細胞膜や細胞壁を直接的に傷害するこ

とによって発揮されると考えられており，一般的に抗生剤と比較して耐性菌の

発生が非常に少ないとされる [8 ~ 10]。また，一部の AMPs は抗菌活性だけ

ではなく，自然免疫と獲得免疫の中間の作用を示し，過剰な免疫応答を抑制

し，有益な反応を増強することによって宿主が感染を制御することを可能にす

る [8, 9, 11]。 

 LL37 は Cathelicidin family に属する AMPs の一つで比較的低濃度 

(0.02 µM) から広範な抗菌活性を有するとともに LPS 中和能や血管新生能を

有することが報告されており [8, 11-13]，以前より臨床応用が大いに期待され

ている。その一方で，in vitro および in vivo において至適濃度より高濃度の 

LL37 は，宿主細胞に取り込まれる際に細胞膜を穿孔する pore-formation 

mechanism と，細胞内において apoptosis pathway を活性化する双方の機序
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により宿主細胞障害性を呈することから [8, 13, 14]，厳密な局所濃度管理が困

難な in vivo においては，至適濃度を維持しつつ，細胞障害性を示さない濃度

を長期間維持するのが困難である。このような背景から，LL37 単体での臨床

応用は実現していない。これまでに，LL37 のアミノ酸配列を一部置換して立

体構造を改変または基質に固相化することによって，抗菌活性を維持しつつ細

胞障害性を改善する試みがなされてきているものの [15-22]，臨床応用に至る

成果は得られていない [23]。一方で，LL37 は cationic nature であるため，

anionic molecule である Glycosaminoglycans (GAGs) や DNA, anionic 

polymer などと電気的に結合することが知られている [24, 25]。 

 本研究では，主要な GAGs である heparin，chondroitin sulfate (CS)，

hyaluronic acid (HA) を結合体として LL37 に添加することで，抗菌活性や 

LPS 中和能を減弱することなく，細胞障害性を低減した複合体の作製を行う

ことを目的として，種々の GAG-LL37 complexes を作製し，それらの抗菌活

性，LPS 中和能，細胞障害性を検討した。 
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第 2 章 実験 

 

第 1 節 LL37 の抗菌活性と細胞障害性の検討 

 

第 1 項 概要 

 

抗菌ペプチド LL37 の大腸菌に対する抗菌活性および哺乳類細胞に対する細

胞障害性を評価した。 

 

第 2 項 材料および方法 

 

1) 細胞および細胞培養 

大腸菌は HST08 competent cells (Takara, Kyoto, Japan) を 

kanamycin (wako, Tokyo, Japan) 耐性遺伝子含有ベクターで形質転換し

たものを使用し，kanamycin 含有 Luria-Bertani (LB) 液体培地 (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO) にて培養した。 

哺乳類細胞は MG-63 ヒト骨肉腫由来骨芽細胞様細胞株とヒト歯髄細胞 

(hDPCs) を使用した。MG-63 は理研セルバンク (Tsukuba, Japan) から

購入した。hDPCs は，広島大学疫学研究倫理委員会規程を遵守し，歯科

矯正治療に伴う便宜抜去歯の歯髄から分離培養した。抜去歯の歯髄腔から

無菌的に歯髄組織を取り出した後にメスで細切にし，collagenase (wako) 

および dispase (wako) で処理した。続いて，培養皿に播種し，out 

growth してきた細胞を hDPCs として実験に供した。培養には 10 % 

fetal bovine serum (FBS) (biowest, Nuaillé, France)，1 % penicillin-

streptomycin (PS) (wako) 含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) (Thermo fisher scientific, Waltham, MA) を用いた。細胞は湿潤

下 5 % CO2， 37 ˚C の条件下で維持した。 

2) 抗菌活性の測定 

濁度測定によって大腸菌を 1.0 x 104 cells/ml の濃度で 10 mM sodium 

phosphate buffer (NaPi, pH=6.8) に懸濁した。100 µl の 0 ~ 10 µM 

LL37 (AnaSpec, Fremont, CA) に 5 µl の大腸菌懸濁液を混和し，混合溶

液を 37 ˚C で 2 時間振とう培養した後に，kanamycin 含有 LB 寒天 
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(Sigma Aldrich) 培地に大腸菌を播種した。37 ˚C で 16 時間培養後に 

colony forming unit (CFU) によって LL37 の抗菌活性を測定した。  

3) 細胞障害性の測定 

 hDPCs を 1 x 104 cells/well および MG-63 を 2 x 103 cells/well の濃

度で 96 well plate に播種し，10 % FBS 含有培地で 24 時間静置した。

さらに，無血清条件下で 24 時間静置した後に，0 ~ 40 µM の LL37 で 

24 時間刺激した。その後，MTT cell proliferation assay (Roche 

Diagnostics, Tokyo, Japan) によって細胞生存率を測定した。 

4) LL37 の細胞障害性に血清が与える影響の検討 

 前項に記載のように血清飢餓状態にした細胞を，種々の FBS 濃度 (0 ~ 

10 %) および種々の LL37 (0 ~ 40 µM) で刺激した際の細胞生存率を測定

し，LL37 の細胞障害性に与える FBS の影響を検討した。 

 

第 3 項 結果 

 

 大腸菌 (E. coli HST-08) に対する LL37 の抗菌活性は 0.1 µM の低濃度か

ら発揮され，0.5 µM では寒天培地上にコロニーが観察されなかった (図 1)。 

 hDPCs および MG-63 に対する LL37 の細胞障害性は濃度依存的に発揮さ

れ，10 µM 以上の高濃度では細胞生存率は LL37 無刺激群と比較して 10 % 

以下になった (図 2)。 

 FBS 存在下での LL37 の細胞障害性は，hDPCs では FBS 濃度依存的に

減少し，MG-63 では FBS の濃度に影響を受けなかった (図 3)。これら結果

から，LL37 の細胞障害性に対する感受性は細胞によって異なることが明らか

となった。 
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第 2 節 GAGs と LL37 の相互作用の検討 

 

第 1 項 概要 

 

 LL37 の有する抗菌活性を保持したまま宿主細胞障害性を改善するために，

GAGs を高濃度 LL37 (10 M) と混合させて GAG-LL37 complexes を作製

し，GAG-LL37 complexes の有する抗菌活性と細胞障害性について検討し

た。また，GAG-LL37 complexes を非変性および変性条件下でタンパク泳動

し，抗 LL37 特異抗体を用いた Western blotting で GAGs と LL37 の結

合状態について解析した。 

 

第 2 項 材料および方法 

 

1) GAG-LL37 complexes の調製 

 Heparin (H3149, Sigma Aldrich)，Chondroitin sulfate (C4384, Sigma 

Aldrich, 以下 CS)，および Hyaluronic acid (H5388, Sigma Aldrich, 以

下 HA) の 3 種類の GAGs を本実験に供試した。各 GAGs (0 ~ 100 

µg/ml) と LL37 (10 µM) を室温にて 1 時間転倒混和したものを GAG-

LL37 complexes として実験に使用した。 

2) GAG-LL37 complexes の抗菌活性および細胞障害性の検討 

 第 2 章 第 2 項 2) および 3) と同様に検討を行った。 

3) GAGs と LL37 の結合の検討 

 変性条件下では NuPAGE® Bis-Tris 4-12 % Gel (Thermo Fisher 

Scientific) と NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (Thermo Fisher 

Scientific)，非変性条件下では NuPAGE® Tris-Acetate 3-8 % Gel 

(Thermo Fisher Scientific) と Novex™ Tris-Glycine Native Running 

Buffer (Thermo Fisher Scientific) を使用した。Thermo Fisher Scientific 

の推奨する電圧および時間で泳動を行い，PVDF 膜 (wako) に転写した

後，ウサギ抗ヒト LL37 抗体 (AnaSpec) を使用した Western blotting 

によって GAGs と LL37 の結合状態について検討を行った。 

4) GAG-LL37 complexes のう蝕原性および歯周病原性細菌への抗菌活性 

 以下のう蝕原性・歯周病原性細菌および大腸菌に対して GAG-LL37 
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complexes の抗菌活性の検討を行った。菌種は Escherichia coli XL-II 

(Life Technologies)，Streptococcus mutans UA159，Streptococcus 

sobrinus OMZ176，Streptococcus salivarius GTC215，Aggegatibacter 

actinomycetemcomitans HK1651 および IDH781 を使用した。第 2 章 

第 2 項 2) と同様に抗菌活性を調べた。 

 

第 3 項 結果 

 

 2 µg/ml 以上の Heparin と LL37 (10 M) の複合体は，Heparin および 

LL37 無添加である対照群と比較して hDPCs と MG-63 に対する細胞生存率

に有意な差を認めなかった (図 4)。9 µg/ml 以上の Heparin と LL37 の複

合体は抗菌活性を示さなかった (図 4)。これら実験結果から，2 ~ 8 µg/ml の 

Heparin と LL37 の複合体は，抗菌活性を示しつつ hDPCs と MG-63 に対

する細胞障害性を示さないことが明らかとなった (図 4)。 

 3 µg/ml 以上の CS と LL37 (10 M) の複合体は CS および LL37 無添加

である対照群と比較して細胞生存率に有意な差を認めなかった (図 5)。4 

µg/ml 以上の CS と LL37 の複合体は抗菌活性を示さなかった (図 5)。これ

ら実験結果から，3 µg/ml の CS と LL37 の複合体は，抗菌活性を示しつつ

細胞障害性を示さないことが明らかとなった (図 5)。 

 種々濃度の HA を用いて作製した HA-LL37 complexes は，Heparin や 

CS と比較して高い濃度 (100 µg/ml) の HA を用いても，LL37 の細胞障害

性を改善する効果を認めなかった (図 6)。 

 引き続き，各 GAGs (5 µg/ml) と LL37 (10 M) を一定比で混和し作製し

た GAG-LL37 complexes を未変性および変性下でタンパク質泳動し，単体と

して存在している LL37 の絶対量を LL37 の分子量である 4.5 kDa のバン

ド濃淡を用いて定量したところ，未変性下では，Heparin-LL37 complexes お

よび CS-LL37 complexes では著明な減少を示した。変性条件下で GAGs-

LL37 complexes を解離させた時の LL37 量を 100 % として表すと，GAG 

と結合している LL37 の割合は，Heparin，CS，HA においてそれぞれ 

89.0 %，43.2 %，0 % であった (図 7)。 

 続いて，様々な Heparin 濃度で作製した Heparin-LL37 complexes を用

いて，う蝕原性細菌および歯周病原細菌に対する抗菌活性を検討したところ，
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S. mutans UA159，S. salivarius GTC215，A. actinomycetemcomitans 

IDH781，E. coli XL-II に対しては 10 µg/ml の Heparin を用いて作製した 

Heparin-LL37 complexes においても有意な抗菌活性を示した (図 8)。一方，

A. actinomycetemcomitans HK1651 に対しては 2 ~ 8 µg/ml の Heparin と 

LL37 で作製した複合体が，S. sobrinus OMZ176 に対しては 2 ~ 6 µg/ml の 

Heparin と LL37 で作製した複合体がそれぞれ抗菌活性を示した (図 8)。こ

れら結果と図 4 を勘案し，2 ~ 6 µg/ml の Heparin と LL37 で作製した複

合体が，グラム陰性陽性を問わず様々な菌に対して抗菌活性を維持しつつ，細

胞障害性を低減する濃度であることが明らかとなった。 
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第 3 節 GAGs による LL37 細胞障害性抑制機序の検討 

 

第 1 項 概要 

 

 LL37 の宿主細胞障害性は，取り込まれる際に細胞膜を穿孔する pore-

formation mechanism と，細胞内において apoptosis pathway を活性化する

双方の機序によって引き起こされることから，GAGs の LL37 への結合が 

LL37 の細胞障害性を抑制するメカニズムについて検討した。 

 

第 2 項 材料および方法 

 

1) 細胞および培養条件 

 第 2 節 第 2 項 3) と同様に培養を行った。 

2) LL37 の細胞障害作用の検討 

 hDPCs を LL37 (10 µM) および種々の濃度の Heparin と LL37 (10 

µM) の complexes で刺激した際の細胞生存率は MTT assay によって評

価した。 

 LL37 および種々の Heparin-LL37 complexes による hDPCs への細

胞障害性は Cytotoxicity Detection Kit (Takara) を用いて，細胞膜破壊の

際に放出される乳酸脱水素酵素 (LDH) を定量し，評価した。hDPCs を 

1.0 x 104 cells/well の濃度で 96 well plate に播種し，10 % FBS 含有培

地で 24 時間静置した。続いて，無血清条件下で 24 時間静置した後に，

さらに 0 ~ 40 µM の LL37 で 24 時間刺激し細胞上清を回収した。回収

した上清を等量の detection buffer と混合し室温で 20 分間保温し，プレ

ートリーダー (Varioskan Flash, Thermo fisher scientific) を用いて 490 

nm の吸光度とリファレンス波長として 600 nm の吸光度を測定した。

1 % Triton X-100 (Sigma Aldrich) で刺激した際の LDH 放出を 100 % 

として表示した。 

 次に，Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega, 

Madison, WI) を用いて LL37 および種々の Heparin-LL37 complexes 

による hDPCs における apoptosis pathway の活性化を検討した。

hDPCs を上記 LDH assay と同様に培養・刺激し回収した培養上清を等
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量の detection buffer と混合し，室温で 16 時間保温した後に，プレート

リーダー (Varioskan Flash) を用いて，励起波長 499 nm，蛍光波長 521 

nm で測定した。apoptosis pathway 活性化試薬である Actinomycin D 

(10 ng/ml, wako) で刺激した hDPCs を positive control とした。 

3) LL37 の hDPCs ならびに MG-63 における局在の検討 

 LL37 単体および Heparin-LL37 complexes を hDPCs ならびに MG-

63 に添加したこれら細胞における LL37 の局在を，ウサギ抗ヒト LL37 

抗体を用いた蛍光免疫染色で検討した。hDPCs および MG-63 をそれぞ

れ 3.0 x 104 cells/well，1.5 x 104 cells/well の濃度で 8 well ノンコートチ

ャンバースライド (Matsunami, Osaka, Japan) に播種し，10 % FBS 含

有培地で 24 時間静置し接着させた。続いて，無血清条件下で 24 時間静

置後，10 µM の LL37，Heparin-LL37 complexes (5 µg/ml-10 µM)，およ

び Heparin 単体 (5 µg/ml) でさらに 24 時間刺激した。37 ˚C に加温し

た 4 % Paraformaldehyde / PBS (nacalai tesque, Kyoto, Japan) によって 

10 分間細胞を固定し，0.5 % Triton X-100 / PBS によって 10 分間透過

処理を行い，1 % BSA, 10 % normal goat serum / PBS によって 4 ˚C で 

16 時間ブロッキングし，ウサギ抗ヒト LL37 抗体 (1:250) を 4 ˚C で 

16 時間反応させた。続いて，Cy3®-conjugated 抗ウサギ抗体 (Thermo 

Fisher Scientific) (1:1000) を室温で 1 時間反応させた後に，100 nM 

Acti-stain 488 phalloidin (Cytoskeleton, Inc., Denver, CO) を室温で 30 

分反応させ，ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI (Thermo 

Fisher Scientific) を用いて封入した。封入剤硬化後，FV 1000-D 共焦点

レーザー顕微鏡 (Olympus, Tokyo, Japan) によって，LL37 の細胞局在を

観察した。 

 

第 3 項 結果 

 

 図 2 と同様に LL37 濃度依存的に hDPCs の生存率が低下する条件下 (図 

9 上段) において hDPCs から放出される LDH 量は，LL37 の濃度依存的に

増加した (図 9 中段)。一方，hDPCs における apoptosis pathway 活性は 

LL37 によって誘導されなかった (図 9 下段)。これらの結果から，LL37 に

よる hDPCs に対する障害性は，apoptosis pathway 活性を誘導する機構でな
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く，直接的に細胞膜を傷害することによって生じることが明らかとなった。 

 続いて，hDPCs および MG-63 に対する蛍光免疫染色を用いた検討 (図 

10) から，Heparin 単独刺激群や対照群において細胞は伸展したアクチン繊維

が明視される紡錘形を示した。LL37 単独刺激群においては，hDPCs および 

MG-63 はともに萎縮し，細胞内容物の漏出や細胞の断片化が見られ，明らか

な細胞傷害性が観察された。その一方，Heparin-LL37 complexes 刺激群で

は，hDPCs および MG-63 の細胞形態は Heparin 単独刺激群や対照群同様

に紡錘形を保たれており，添加した LL37 が細胞膜近傍および細胞内局在に

観察された。これらの結果から，Heparin は LL37 の細胞膜傷害損傷を防ぐ

ことによって，細胞障害性を低減していることが明らかとなった。 

 続いて，Heparin-LL37 complexes による LL37 による細胞障害性抑制を 

LDH assay によって定量的に検討した。hDPCs および MG-63 からの LDH 

の放出量は LL37 と結合させる Heparin の濃度依存的に低下した (図 11)。 
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第 4 節 LL37 への Heparin 結合が LPS 中和能へおよぼす影響の検討 

 

第 1 項 概要 

 

 Heparin-LL37 complexes の LPS 中和能を検討するために，マクロファー

ジ様細胞を Heparin-LL37 complexes 存在下で LPS 刺激した際の各種炎症

性サイトカイン発現を qPCR 法および ELISA 法によって測定した。 

 

第 2 項 材料および方法 

 

1) 細胞と培養条件 

 ヒト急性単球性白血病細胞株 THP-1 は理研セルバンク (Tsukuba, 

Japan) から購入した。培養には非働化 10 % FBS，1 % penicillin-

streptomycin，10 mM Hepes，1 mM sodium pyruvate，2 mM L-

glutamine 含有 RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) を用いた。細胞

は湿潤下 5 % CO2，37 ˚C の条件下で維持した。 

2) LDH assay 

 ヒト急性単球性白血病細胞を LL37 (10 µM)，Heparin-LL37 complexes 

(5 µg/ml-10 µM)，Heparin (5 µg/ml) で刺激した際の LDH 放出量を第 3 

章 第 2 項 2) と同様に測定した。 

3) ELISA 法 

 5.0 x 105 cells/well の濃度でヒト急性単球性白血病細胞を 24 well plate 

に播種し 30.8 ng/ml の Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) (wako) 

で 24 時間刺激し，マクロファージ様細胞へ分化誘導した。その後，無血

清培地で洗浄後，1 µg/ml LPS (Sigma Aldrich) および LL37 (10 µM)，

Heparin-LL37 complexes (5 µg/ml-10 µM)，Heparin (5 µg/ml) で分化さ

せたマクロファージ様細胞を 24 時間刺激した後に培養上清を回収した。

培地上清中に含まれる TNFα 量を Human TNF-alpha Quantikine 

ELISA Kit (R&D Systems, MN, USA) を用いて測定した。 

4) Quantitative PCR (qPCR) 法 

 前項と同様に刺激したマクロファージ様細胞から RNAiso Plus 

(Takara) を用いて total RNA を回収した。total RNA (0.5 g) を 

ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (Toyobo, 
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Osaka, Japan) を用いて逆転写を行い cDNA を作製した。続いて，

KAPA SYBR Fast qPCR Kit (KAPA BIOSYSTEMS, Wilmington, MA) 

を用いて TNFα，IL-1β，IL-6 の遺伝子発現を qPCR 法で評価した。内

部標準として GAPDH を使用した。使用したプライマーの塩基配列は， 

TNFα forward (5’-TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT-3’)，reverse (5’-

TGGGGAACTCTTCCCTCTG-3’)， 

IL-1β forward (5’-TCCAGGAGAATGACCTGAGC-3’)，reverse (5’-

GTGATCGTACAGGTGCATCG-3’)， 

IL-6 forward (5’-TACATCCTCGACGGCATCTC-3’)，reverse (5’-

TTTCAGCCATCTTTGGAAGG-3’)， 

GAPDH forward (5’-TCGTGGAAGGACTCATGACC-3’)，reverse (5’-

GAGGCAGGGATGATGTTCTG-3’) である。 

 

第 3 項 結果 

 

 マクロファージ様細胞を LL37 で単体刺激すると，細胞膜破壊剤である 

Triton X-100 と同等の LDH 放出量を認めたことから，LL37 単独ではマク

ロファージ様細胞の細胞死が誘導されることが明らかとなった (図 12)。この

結果より，以降の ELISA 法や qPCR 法での検討において LL37 単独刺激群

は実験から除外した。一方，マクロファージ様細胞を Heparin-LL37 

complexes で刺激すると，LL37 単独刺激と比較して LDH 放出量の著しい

抑制を認め，マクロファージ様細胞が生存しうることが明らかとなった (図 

12)。 

 続いて，ELISA 法を用いて，LPS 単独，LPS と Heparin-LL37 

complexes，Heparin 単独刺激によるマクロファージ様細胞からの TNFα 産

生量を検討したところ，LPS によって上昇する TNFα 産生は Heparin-LL37 

complexes によって有意に減少するものの Heparin 単独では減少しなかった 

(図 13)。続いて，qPCR 法により，炎症性サイトカイン TNFα，IL-1β，IL-6 

の遺伝子発現を検討したところ，Heparin-LL37 complexes は LPS によって

上昇したこれら炎症性サイトカイン遺伝子発現を有意に抑制させた (図 14)。

興味深いことに，IL-1β と IL-6 の遺伝子発現は検出できないレベルまで抑制

されていたのに対して，TNFα の遺伝子発現の抑制レベルはおよそ半減であっ
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た (図 14)。これらの結果から，Heparin-LL37 complexes が LPS 中和能を

有していることが判明した。 
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第 5 節 Heparin と LL37 の結合様式の検討 

 

第 1 項 概要 

 

 上記第 4 節までに得られた結果から，至適 Heparin 濃度を用いて作製した 

Heparin-LL37 complexes は，細胞障害性を低減しつつも抗菌活性および 

LPS 中和能を保持する理想的な炎症制御物質となりうることが示された。し

かしながら，作製した Heparin-LL37 complexes には図 7 に示す通り，

Heparin に結合しない，もしくは Heparin への結合が弱い LL37 が含まれ

ている。そこで本節では，Heparin-LL37 complexes の抗菌活性および LPS 

中和能が Heparin と結合した LL37 によって惹起されているか否かを 

Heparin agarose beads と複合させた LL37 を用いて検討した。 

 

第 2 項 材料および方法 

 

1) 細胞と培養条件 

 細胞は hDPCs，MG-63 およびマクロファージ様細胞を使用した。培養

条件は第 2 章 第 1 節 第 2 項 1) および第 2 章 第 4 節 第 2 

項 1) と同様に行った。 

2) Heparin-LL37 agarose beads complexes の作製 

 Heparin agarose beads (Heparin 5 µg/ml 相当) (Sigma Aldrich) と 

LL37 (10 µM) を室温で 1 時間転倒混和した後に，3 回洗浄し，未結合の

遊離した LL37 を除去した Heparin-LL37 agarose beads complexes を

作製し実験に供した。Control として，LL37 が結合していない Heparin 

agarose beads 単体を使用した。 

3) Heparin-LL37 agarose beads complexes 中の LL37 と LPS の会合の検

討 

 Heparin-LL37 agarose beads complexes と 0 ~ 200 µg の LPS を混合

し，室温で 1 時間転倒混和した後に agarose beads を洗浄した。続い

て，agarose beads を LDS sample buffer で 70 ˚C で 5 分間 boiling 

し，遠心後の上清中に存在する LL37 量を，ウサギ抗ヒト LL37 抗体を

用いた Western blotting によって定量した。同等量の Heparin agarose 
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beads を各サンプルに使用しているかを確認する目的で，Heparin 

agarose beads 中に存在する Heparin 量を colorimetric assay によって

測定した。 

4) Solid phase binding assay 

 Heparin と LL37，LPS の直接的相互作用の有無を検討するため，

Heparin および LL37 を固相化した solid phase binding assay を行っ

た。タンパク高吸着 96 well plate (Thermo Fisher Scientific) に Heparin 

(100 µg/ml) または LL37 (0.5 µg/ml) を固相化した後，Pierce™ Protein-

Free (PBS) Blocking Buffer (Thermo Fisher Scientific) で室温 1 時間ブ

ロッキングした後に，0 ~ 1000 pg の biotinylated LPS (LPS-EB Biotin, 

Invivo Gen, San Diego, CA) を各ウェルに添加し 4 ˚C で 16 時間反応さ

せた。引き続き，ウェルを PBS で洗浄し，HRP-conjugated streptavidin 

peroxidase (Streptavidin−Peroxidase Polymer, Ultrasensitive, S2438, 

Sigma) (1:1000) を添加した後に，20 分間 3, 3', 5, 5'-

tetramethylbenzidine (TMB) を反応させ，結合している biotinylated 

LPS を検出した。2N HCl を用いて反応を停止させた後に，プレートリー

ダー (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific) を用いて 450 nm の吸光

度を測定した。 

5) Heparin-LL37 agarose beads complexes の抗菌活性および細胞障害性の

検討 

 第 2 章 第 2 項 2) および 3) と同様に実験を行った。 

6) ELISA 法 

 第 4 章 第 2 項 3) と同様に実験を行った。 

 

第 3 項 結果 

 各サンプルには同等量の Heparin agarose beads が使用されていた (図 

15)。Heparin-LL37 agarose beads complexes に存在する LL37 は，添加す

る LPS の濃度が高くなるにつれて減少したことから，LPS は Heparin-

LL37 の結合を競合的に阻害していることが明らかとなった (図 15)。続い

て，この拮抗的阻害が，LPS への Heparin または LL37 いずれへの結合に

より惹起されているかを，Heparin または LL37 を固相化したプレートへの 

LPS 結合を Solid phase binding assay によって検討したところ，LL37 固相
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化ウェルでは LPS の濃度依存的に吸光度が増加したが，Heparin 群では吸光

度に変化が見られなかったことから (図 16)，LPS は Heparin ではなく，

LL37 と結合することで Heparin-LL37 結合を拮抗阻害していることが明ら

かとなった。 

 続いて，Heparin-LL37 agarose beads complexes の細胞障害性を hDPCs 

と MG-63 を用いて検討したところ，Heparin-LL37 agarose beads 

complexes は Heparin agarose beads と同様に宿主細胞への障害性を示さな

かった。一方で，Heparin-LL37 agarose beads complexes は LL37 同様の抗

菌活性を示したが，Heparin agarose beads は示さなかった (図 17)。ELISA 

法によって Heparin-LL37 agarose beads complexes の LPS 中和能を検討し

たところ，Heparin-LL37 agarose beads complexes は LPS によって上昇し

たマクロファージ様細胞からの TNFα 産生量を LL37 単独群と同様に有意に

減少させたが，Heparin agarose beads は減少させなかった (図 18)。これら

実験結果から，Heparin-LL37 complexes の抗菌活性および LPS 中和能は，

Heparin と直接会合した LL37 によって発揮されていることが示された。 
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第 3 章 考察 

 

 本研究において，Heparin と LL37 の至適濃度での複合体の形成によっ

て，抗菌活性および LPS 中和能を維持したまま，LL37 の細胞障害性を減弱

することができることが明らかとなった。さらには，LPS は競合的に 

Heparin-LL37 complexes から LL37 を遊離させ，遊離した LL37 は遊離後

も LPS 中和能を保持していたことから，Heparin-LL37 complexes は周囲の 

LPS 量に依存して LL37 を放出できることが示された。 

 これまでの先行研究から，血清の添加は LL37 の細胞障害性に影響を与え

ないとされてきた [26]。本研究においても，MG-63 に対しては血清濃度を 

10 ％ に上げても LL37 の IC50 は大きく改善しなかった。一方で，hDPCs 

は MG-63 と比較して，LL37 への感受性が低く，血清添加によって LL37 

への感受性のさらなる低下を示した (図 3)。これは，hDPCs は GAGs に富

んだ proteoglycan-rich な歯髄組織を形成する主要な細胞成分であり[27]，そ

の分泌が血清添加によって増強されたためと推定される。 

 DNA，GAGs および polyanionic polymers などの陰性荷電分子は陽性に帯

電した AMPs と電気的に結合することが報告されている [28, 29, 30]。実

際，嚢胞性線維症の肺組織において，損傷部位を GAG-分解酵素で処理すると

内因性 LL37 が活性化することが知られている [29]。CS や HA と比較して 

Heparin の LL37 への結合が，抗菌活性を維持しつつ LL37 の細胞障害性を

低減させた (図 4, 5, 6)。その差異はこれら GAGs の LL37 への結合能の差

異によると考えられた (図 7)。さらには，CS-LL37 complexes (5µg/ml-

10µM) では，Heparin-LL37 complexes と比較して遊離 LL37 が多く残存し

ていたが抗菌活性を保持しなかったこと，ならびに遊離 LL37 を除去した 

Heparin-LL37 agarose beads complexes が抗菌活性を示したことから，遊離 

LL37 でなく Heparin と会合している LL37 が抗菌活性の主体であるとこと

が明らかになった (図 17)。 

 AMPs による抗菌活性メカニズムはこれまで多くのモデルが提唱されてきた

が，現在では 3 つの細菌細胞膜溶解機構 (Carpet model, Barrel-stave model 

および Toroidal pore model) に集約される [31]。この中で，LL37 は 

Carpet model に基づく抗菌活性を誘導すると考えられている [32, 33]。

Carpet model では，AMPs はその疎水性領域を介して細菌細胞膜に結合し，
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凝集した AMPs が次第に細胞膜を破壊する結果，細菌表層に Pore-formation 

を起こすという機序であり，理論的には LL37 は露出した α-helix 構造を必

要としない [34, 35]。実際に，LL37 は溶液中で球状構造として存在してい

る。しかしながら，陰性荷電分子や親油性膜に電気的に結合したときに α-

helix 構造を伸張させる [32]。このような知見から，Heparin-LL37 

complexes 中の LL37 は，LL37 単体が取る球状構造とは異なり，Heparin 

と結合することで α-helix 構造を伸張させた構造が維持されていると推定され

る。親水性の α-helix 構造を取る AMPs の細菌細胞膜溶解機構は Barrel-

stave model で説明される [31]。グラム陰性菌では 主に LPS，グラム陽性菌

では主にタイコ酸で細菌細胞膜表層は陰性に荷電している [36]。Heparin-

LL37 complexes が LPS またはタイコ酸との電気的結合により細菌細胞膜表

面に会合すると，Heparin-LL37 complexes 中の LL37 は，伸張した親水性

の α-helix 構造によって，細胞膜の脂質二重膜に侵入し細胞膜を破壊すると考

えらえる。本研究で創出した Heparin-LL37 複合体は，これまでグラム陰性

菌に対してのみ有用であった LL37 tethering 法 [37] と異なり，グラム陽性

菌とグラム陰性菌に対して同等の効果を示した (図 8)。歯髄炎および根尖性歯

周炎の原因菌は，グラム陽性菌およびグラム陰性菌の口腔常在菌であり [1-

3]，広いスペクトルの抗菌活性を保持している Heparin-LL37 complexes は

歯髄炎および根尖性歯周炎の治療に有用であると考えられる。 

 高用量の LL37 の細胞障害性は細胞膜破壊によるもの，もしくは細胞内 

apoptosis 誘導によって生じるものと報告されている [32, 38-40]。本研究結果

から (図 9)，hDPCs と MG-63 において，apoptosis 経路ではなく，細胞溶

解作用が細胞膜の障害に起因していることが明らかとなった (図 10, 11)。興

味深いことに，Heparin-LL37 complexes 添加群では細胞障害性を示すことな

く高濃度の LL37 が hDPCs および MG-63 の細胞質内および細胞膜近傍に

局在していた。中等度の LL37 (5 µM) は血管新生，免疫反応，細胞遊走，骨

再生といった細胞活動に対して広範な調節作用を有する [41-46]。Heparin-

LL37 complexes は細胞傷害性を引き起こすことなく LL37 を細胞に供給する

ことができるので，抗菌作用に加えて，歯髄組織に対して血管新生誘導能等，

根尖歯周組織に対しては骨再生能等を誘導することができると考えられ，歯髄

組織の保護または根尖歯周組織の再生に有用な手段となりうる可能性がある。 
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 TNFα は炎症サイトカインの決定的なメディエーターで，自然免疫および獲

得免疫に関与している [47]。LPS 誘導性炎症反応時の IL-1β や IL-6 の遺伝

子発現変化は TNFα によって制御される [47]。図 14 においては，LPS 依存

性の IL-1β や IL-6 遺伝子発現上昇は Heparin-LL37 complexes によって完

全に抑制されたが，TNFα の遺伝子発現上昇は完全に抑制されなかった。この

ことは，Heparin-LL37 complexes としてマクロファージ様細胞に取り込まれ

た LL37 が TNFα 非依存的に IL-1β や IL-6 の遺伝子発現を抑制している

可能性を示唆する。メラノーマ細胞においては内在性の LL37 が核・クロマ

チンに局在し遺伝子転写制御に関与していることが報告されている [48]。

Heparin は抗凝固薬として用いられ，マクロファージは循環系においては投与

された Heparin に積極的に結合し，その循環量を減少させると報告がある 

[49]。このような知見から，局所では菌感染症，全身ではグラム陰性菌敗血症

において Heparin-LL37 complexes は優先的にマクロファージに作用すると

考えられる。歯髄組織内に存在するマクロファージ等の免疫担当細胞に 

Heparin-LL37 complexes を分布させることによって，歯髄組織内への過度の

炎症発生を抑制することができれば不可逆性歯髄炎の発生を予防できる可能性

がある。 

 以上，AMPs の抗菌活性を維持しつつ低細胞障害性の Heparin-LL37 

complexes を作製することにはじめて成功した。Heparin-LL37 complexes は

細胞障害性を持つような高濃度の LL37 と 限られた濃度の Heparin と混合

することによって様々な菌種に対して抗菌活性を有することおよび LPS 中和

能を保持していることを示した。歯内疾患の主要な原因は細菌感染である。こ

のように，Heparin-LL37 complexes による歯内疾患の治療は，生物学的概念

に基づいた新規歯内療法のシーズになりうることが示唆された。 
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第 4 章 総括 

 

 本研究では，陽性帯電の LL37 が陰性帯電分子の GAGs と電気的に結合す

ることに着目し，GAGs と LL37 の複合体を作製し，その複合体が歯内疾患

治療薬として必要な活性を有しているかどうかを検討し，以下の結果を得た。 

 

1. 1.0 µM 以上の LL37 で大腸菌の CFU は 0 になった。 

 

2. LL37 は濃度依存的に供試細胞の生存率を低下させ，LDH 放出量を増加

させたが，apoptosis 活性を増加させなかったことから，LL37 の細胞障

害性は細胞膜傷害に起因することが判明した。 

 

3. 供試した GAGs の中で Heparin が最も有用であることが判明した。すな

わち，口腔内細菌である S. mutans UA159，S. salivarius GTC215，S. 

sobrinus OMZ176，A. actinomycetemcomitans HK1651 および IDH781 

に対する抗菌活性を妨げず，細胞障害性を改善する Heparin と LL37 の

特定の混合比 (2~6 µg/ml Heparin-10 µM LL37) が存在した。 

 

4. Heparin と LL37 は直接的に結合していた。LPS は，Heparin ではなく 

LL37 と直接的に会合した。LPS との競合的な会合によって Heparin-

LL37 complexes は LL37 を遊離した。 

 

5. Heparin-LL37 agarose beads complexes から遊離された LL37 は LPS 

(1 µg/ml) によって誘導される TNFα 産生および TNFα，IL-1β，IL-6 

mRNA 発現を抑制した。 

 

 以上の結果から，LL37 と可逆的に結合した Heparin は LL37 の細胞障害

性を低減し，抗菌活性と LPS 中和能を抑制しないことが明らかとなった。さ

らに，LL37 の細胞障害性低減は，高濃度投与を可能にすることから，より強

い抗菌活性と LPS 中和能を発揮できると考えられた。以上から，Heparin-

LL37 complexes は歯内疾患の感染と炎症制御に有用であることが示唆され

た。 
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図の説明 

 

図 1. LL37 の抗菌活性 

 LB 寒天培地上の CFU を測定した。濃度依存的に LL37 は CFU を

減少させた。 

 

図 2. LL37 の細胞障害性 

 MTT assay によって細胞生存率を測定した。無刺激群の吸光度を 

100 % とした。濃度依存的に LL37 は細胞生存率を低下させた。 

 

図 3. LL37 の細胞障害性に血清が与える影響 

 横軸に血清濃度，縦軸に LL37 の半数阻害濃度を示す。 

 各血清濃度にて LL37 の半数阻害濃度を求めた。 

 

図 4. Heparin-LL37 complexes の細胞障害性および抗菌活性 

 無刺激群 (LL37 (-) かつ Heparin (-)) を対照群としてグラフに示す。

N.D.: not detected。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分散分析と

その後の Dunett’s test によって行った。*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 

0.001。 

 

図 5. CS-LL37 complexes の細胞障害性および抗菌活性 

 無刺激群 (LL37 (-) かつ CS (-)) を対照群としてグラフに示す。N.D.: 

not detected。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分散分析とその

後の Dunett’s test によって行った。***p < 0.001。 

 

図 6. HA-LL37 complexes の細胞障害性および抗菌活性 

 無刺激群 (LL37 (-) かつ HA (-)) を対照群としてグラフに示す。N.D.: 

not detected。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分散分析とその

後の Dunett’s test によって行った。***p < 0.001。 

 

図 7. GAGs と LL37 の結合量の検討 
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 LL37 単独群を対照群としてグラフに示す。非変性条件下で泳動したバ

ンドの濃淡を ImageJ (NIH, MD, USA) によって測定し，変性条件下で泳

動したバンドの濃淡を用いて normalize した。N.S.: not significant。N = 

3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分散分析とその後の Dunett’s test 

によって行った。*p < 0.05; ***p < 0.001。 

 

図 8. Heparin-LL37 complexes のう蝕原性細菌および歯周病原細菌に対する

抗菌活性 

 無刺激群 (LL37 (-) かつ Heparin (-)) を対照群としてグラフに示す。

N.D.: not detected。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分散分析と

その後の Dunett’s test によって行った。*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 

0.001。 

 

図 9. LL37 の細胞障害様式の検討 

 無刺激群を negative control として，positive control 群を対照群と設

定した。細胞生存率は無刺激群を 100 % として，LDH 細胞障害 assay 

は Triton X-100 群を 100 % としてそれぞれグラフに示す。Apoptosis 

assay の蛍光量は相対蛍光単位で示す。 

 

図 10. 外来性 LL37 の細胞周囲での局在 

 ウサギ抗ヒト LL37 抗体を用いた蛍光免疫染色によって，細胞周囲での 

LL37 の局在を観察した。Blue = nucleus，Green = actin，Red = LL37 

を示す。 

 

図 11. Heparin-LL37 complexes で刺激した際の細胞からの LDH 放出量 

 Triton X-100 で刺激した際の LDH 放出量を 100 % としてグラフに示

す。N = 3，平均値 ± SD。LL37 単独群 (LL37 (+) and 0 µg/ml Heparin 

group) を比較対象として，統計処理は一元配置分散分析とその後の 

Dunett’s test によって行った。*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001。 

 

図 12. ヒトマクロファージ様細胞を LL37 および Heparin-LL37 complexes 

で刺激した際の LDH 放出量 
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 Triton X-100 で刺激した際の LDH 放出量を 100 % としてグラフに示

す。N = 3，平均値 ± SD。LL37 単独群を比較対象として，統計処理は一

元配置分散分析とその後の Dunett’s test によって行った。***p < 

0.001。 

 

図 13. マクロファージ様細胞を LPS で刺激した際の TNFα 分泌量 

 縦軸に TNFα 分泌量を示す。N = 3，平均値 ± SD。LPS 単独群を比較

対象として，統計処理は一元配置分散分析とその後の Dunett’s test によ

って行った。***p < 0.001。 

 

図 14. マクロファージ様細胞を LL37 または Heparin-LL37 complexes 存

在下で LPS 刺激した際の TNFα，IL-1β，IL-6 の mRNA 発現 

 縦軸には内部標準遺伝子を用いて normalize した後の遺伝子発現量を示

す。N.D.: not detected。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分散分

析とその後の Dunett’s test によって行った。***p < 0.001。 

 

図 15. Heparin-LL37 agarose beads complexes の LPS との会合 

 縦軸には Heparin を基準にして normalize した後の，agarose 中に存

在する LL37 の量を示す。LPS 0 µg 群を 1 としてグラフに示す。N = 

3，平均値 ± SD。LPS 0 µg 群を比較対象として，統計処理は一元配置分

散分析とその後の Dunett’s test によって行った。*p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001。 

 

図 16. Heparin または LL37 を固相化した Solid phase binding assay 

 縦軸には 450 nm の波長の吸光度を示す。固相化した Heparin または 

LL37 と反応した Biotinylated LPS を streptavidin と TMB によって

検知した。 

 

図 17. Heparin-LL37 agarose beads complexes の細胞障害性および抗菌活性 

 Heparin agarose beads complexes 群を対照群としてグラフに示す。上

段および中段では，Heparin agarose beads 群を 100 % とした。下段で
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は 測定した CFU を示す。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一元配置分

散分析とその後の Dunett’s test によって行った。***p < 0.001。 

 

図 18. Heparin-LL37 agarose beads complexes の LPS 中和能 

 LPS 単独刺激群を対照群としてグラフに示す。縦軸にはマクロファージ

様細胞からの TNFα 分泌量を示す。N = 3，平均値 ± SD。統計処理は一

元配置分散分析とその後の Dunett’s test によって行った。***p < 

0.001。 
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図 1. LL37 の抗菌活性 
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図 2. LL37 の細胞障害性 
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図 3. LL37 の細胞障害性に血清が与える影響 
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図 4. Heparin-LL37 complexes の細胞障害性および抗菌活性 
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図 5. CS-LL37 complexes の細胞障害性および抗菌活性 
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図 6. HA-LL37 complexes の細胞障害性および抗菌活性 
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図 7. GAGs と LL37 の結合量の検討 
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図 8. Heparin-LL37 complexes のう蝕原性細菌および 

歯周病原細菌への抗菌活性 
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図 9. LL37 の細胞障害様式の検討 
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図 10. 外来性 LL37 の細胞周囲での局在 
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図 11. Heparin-LL37 complexes で刺激した際の 

細胞からの LDH 放出量 
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図 12. マクロファージ様細胞を LL37 および Heparin-LL37 

complexes で刺激した際の LDH 放出量 
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図 13. マクロファージ様細胞を LPS で 

刺激した際の TNFα 分泌量 
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図 14. マクロファージ様細胞を LL37 または Heparin-LL37 

complexes 存在下で LPS 刺激した際の TNFα，IL-1β，IL-6 の 

mRNA 発現 
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図 15. Heparin-LL37 agarose beads complexes の LPS との会合 
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図 16. Heparin または LL37 を固相化した  

Solid phase binding assay 
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図 17. Heparin-LL37 agarose beads complexes の  

抗菌活性および細胞障害性  
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図 18. Heparin-LL37 agarose beads complexes の LPS 中和能 
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