
はじめに

LL-37 はヒト cathelicidin ファミリーに属する抗菌ペ

プチドであり，抗菌作用の他に，炎症反応を調節する作

用を有している1〜4)。一方，好中球が活性化されると，

NETosis という細胞死を介して，DNA，ヒストン，顆

粒タンパク質から成る網状構造物である NETs（neu-

trophil extracellular traps）を放出するが，NETs も抗

菌作用と炎症反応調節作用を有している5,6)。われわれ

は以前，LL-37 を盲腸結紮穿刺（cecal ligation and

puncture：CLP）による敗血症モデルのマウスに静脈内

投与すると，生存率が改善することを報告している7)。

そこで本研究では，LL-37 の CLP モデルに対する作用

メカニズムを解明するために，NETs に注目して，CLP

モデルの腹腔浸出液および血液における炎症性サイト

カイン，DAMPs（damage-associated molecular pat-
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Abstract

LL-37 is the only known member of the cathelicidin family of antimicrobial peptides in humans. In addition to its broad

spectrum of antimicrobial activities, LL-37 can modulate various inflammatory reactions. We previously revealed that LL-37

improves the survival of a murine cecal ligation and puncture（CLP）sepsis model. In the present study, we elucidated the

mechanism for the protective action of LL-37 using the CLP model, focusing on the effect of LL-37 on the release of neutrophil

extracellular traps（NETs). The results indicated that the intravenous administration of LL-37 suppressed the increase of

damage-associated molecular patterns, DAMPs（such as histone-DNA complex and HMGB1）as well as IL-1b, TNF-a and

soluble triggering receptor expressed on myeloid cells（TREM-1）in plasma and peritoneal fluids. Interestingly, LL-37

significantly suppressed the decrease of mononuclear cell number in blood, and the increase of polymorphonuclear cell

（neutrophil）number in the peritoneal cavity during sepsis. Moreover, LL-37 reduced the bacterial burdens in blood and

peritoneal fluids. Notably, LL-37 increased the level of NETs（myeloperoxidase-DNA complex）in plasma and peritoneal fluids.

In addition, we confirmed that LL-37 induces the release of NETs from neutrophils, and NETs possess the bactericidal activity.

Together, these observations suggest that LL-37 improves the survival of CLP septic mice by possibly suppressing the

inflammatory responses as evidenced by the inhibition of the increase of cytokines, soluble TREM-1 and DAMPs（host cell

death）and the alteration of inflammatory cell numbers, and the bacterial growth via the release of NETs with the bactericidal

activity.
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terns），細菌数に及ぼす LL-37 の効果を検討した。

1．炎症性サイトカインと TREM-1に及ぼ
す LL-37の効果

雄性の BALB／c マウスを用いて CLP モデルを作成

した（CLP群)7,8)。LL-37 投与群では，CLP の直前に

LL-37（2 mg／mouse）を尾静脈投与した。また，Sham

群では開腹手術のみを行い，CLP を行わなかった。

CLP施行 20時間後に，PBS（phosphate-buffered sal-

ine）4 mLを腹腔内に注射して腹腔浸出液を回収した。

また，心臓からヘパリン採血を行い，血漿を調製した。

腹腔浸出液と血漿における炎症性サイトカイン TNF-

a，IL-1b（eBioscience）および炎症反応増強分子

TREM-1（triggering receptors expressed on myeloid

cells)9)（R&D）の定量を，ELISAキットを用いて行った。

CLP 誘発敗血症マウスの血漿と腹腔浸出液におけ

る，炎症性サイトカインTNF-a，IL-1bと炎症反応増

強分子 TREM-1 に及ぼす LL-37 投与の効果を検討し

た。その結果，CLPによって，血漿（図 1A，C，E）と

腹腔浸出液（図 1B，D，F）においてTNF-a，IL-1b，

TREM-1 の濃度が Sham 群に比べて有意に増加した

が，LL-37 の投与によって，それらの増加が有意に抑制

された。

2．DAMPsに及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血漿における HMGB1（high mobility

group box protein1)（Shino-Test）とヒストン-DNA複

合体（Cell Death Detection ELISA，Roche）を DAMPs

として ELISAキットを用いて定量した。

CLP 敗血症マウスの血漿と腹腔浸出液における，

HMGB1 とヒストン-DNA複合体に及ぼす LL-37 投与

の効果を検討した。その結果，CLP によって血漿

（図 2A，C）と腹腔浸出液（図 2B，D）においてDAMPs

であるHMGB1とヒストン-DNA複合体の濃度が Sham

群に比べて有意に増加したが，LL-37 の投与によって，

それらの増加が有意あるいは顕著に抑制された。

3．白血球に及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血液における白血球の数と種類は，白

血球をTürk染色し，血球算定盤を用いて単核細胞と多
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図 1 サイトカインと TREM-1に及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊＊P＜0.001



形核白血球を算定した。

CLP誘発敗血症マウスの血液と腹腔浸出液における

白血球の数と種類に及ぼす LL-37 投与の効果を検討し

た。その結果，CLP によって血液中の単核細胞（主に

リンパ球）が Sham群に比べて有意に減少したが，LL-

37 の投与によって，その減少が有意に抑制された

（図 3A）。一方，CLPによって腹腔浸出液中の多形核白

血球（主に好中球）が Sham群に比べて有意に増加した

が，LL-37 の投与によって，その増加が有意に抑制され

た（図 3B）。

4．細菌数に及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血液における細菌数を，トリプトソー

ヤ寒天培地を用いたコロニー形成法で定量した。すな

わち，腹腔浸出液と血液を PBS で希釈し，寒天培地に

塗布し，37℃，20時間培養した後にコロニー数をカウ

ントした。

CLP誘発敗血症マウスの血液と腹腔浸出液における

細菌数に及ぼす LL-37 投与の効果を検討した。その結

果，CLPによって血液（図 4A）と腹腔浸出液（図 4B）

において細菌数が Sham群に比べて有意に増加したが，

LL-37 の投与によって，それらの増加が有意に抑制さ

れた。

5．NETsに及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血漿における NETs を myeloperoxi-

dase（MPO）-DNA複合体としてELISA法で定量した。

すなわち，キャプチャー抗体として抗MPO抗体（R &

D），2次抗体としてペルオキシダーゼ標識した抗DNA

抗体（Roche）を用いてMPO-DNA複合体を検出した。

CLP誘発敗血症マウスの血漿と腹腔浸出液における

NETs に対する LL-37 投与の効果を検討した。その結

果，興味深いことに，Sham 群の血漿中に恒常的に

NETs が検出され，CLP によってそのレベルが有意に

エンドトキシン・自然免疫研究 2158

図 2 DAMPsに及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊＊P＜0.001

図 3 白血球に及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001



低下したが，LL-37 を投与することによってそのレベ

ルが有意に上昇した（図 5A）。一方，腹腔浸出液につい

ては，Sham群に比べて，CLPによってNETs のレベル

が有意に上昇し，さらに LL-37 投与によってそのレベ

ルが有意に上昇した（図 5B）。

6．LL-37 による NETs の放出と NETs の
抗菌作用

好中球をマウスの骨髄細胞から Percoll密度勾配遠心

法により調製し，100 nM PMA（phorbol myristate ace-

tate）あるいは 5 mM LL-37 で 37℃，4時間刺激して，

NETs を放出させた。その後，NETs の DNAを DNase

Ⅰ処理によって限定分解し10)，NETs を上清として回収

し，前述の方法で定量した。また，回収された NETs

を LB培地中で E. coli（107細胞）と室温で 15分間培養

し，トリプトソーヤ寒天培地を用いてコロニーを形成

させ，NETs の抗菌作用を定量した。

好中球は種々の刺激に反応して NETs を放出するの

で，LL-37 刺激によって好中球が NETs を放出するか

どうかをマウス骨髄細胞から調製した好中球を用いて

検討した。その結果，ポジティブコントロールの刺激

として用いた PMAと同様に LL-37 によって，好中球

から NETs が，未刺激細胞に比べて有意に多く放出さ

れることがわかった（図 6A）。

さらに，NETs の抗菌作用を，PMA刺激によって得

られた好中球上清と大腸菌を培養して検討したところ，
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図 4 細菌数に及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05

図 5 NETsに及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001

図 6 刺激による好中球からの NETs放出と NETsを含む好中球上

清の抗菌作用
＊P＜0.05



未刺激好中球の上清に比べて，NETs を含む PMA刺激

好中球の上清の方が，大腸菌の増殖を有意に抑制する

ことがわかった（図 6B）。

おわりに

LL-37 はヒトにおける唯一の cathelicidin ファミリー

の抗菌ペプチドであるが，幅広い抗菌作用の他に炎症

反応を調節する作用を有する1〜4)。われわれは，以前，

LL-37 が CLP 敗血症マウスの生存率を向上することを

報告している7)。そこで，本研究では，LL-37 の CLP 敗

血症マウスに対する作用メカニズムを解明するために，

NETs に注目して，マウスの腹腔浸出液および血液に

おける炎症性サイトカイン，DAMPs，細菌数に対する

LL-37 の効果を評価した。その結果，LL-37 の投与に

よって，腹腔浸出液および血漿中の IL-1bおよびTNF-

aなどの炎症性サイトカイン，炎症反応増強分子であ

るTREM-1 の CLP による増加が抑制された。さらに，

LL-37 の投与によって，HMGB1やヒストン-DNA複

合体のような DAMPs，および細菌数の CLP による増

加が抑制された。また，LL-37 の投与によって，CLP

による白血球の変化（数と種類）が抑制された。さらに

興味深いことに，LL-37 の投与によって，腹腔浸出液お

よび血漿中の NETsレベルが増加した。また，すでに

報告されているように5,11)，LL-37 が好中球からの

NETs の放出を誘導すること，および NETs を含む好

中球の培養上清が抗菌作用を有することが確認された。

IL-1bおよび TNF-aなどの炎症性サイトカインは

敗血症の病態を反映するマーカーとして知られてい

る12)。また，TREM-1 は好中球や単球・マクロファー

ジの細胞膜に存在し，炎症反応の増強にかかわる分子

として知られており，膜型の TREM-1 が metallopro-

teinase によって切断された可溶性（soluble）TREM-1

は敗血症のマーカーになるとされている9)。さらに，

HMGB1やヒストン-DNA複合体のような DAMPs は

宿主細胞の細胞死にともなって細胞外に放出され，敗

血症の病態に深くかかわっている13)。本研究において，

LL-37 を敗血症マウスに投与すると，細菌数とともに，

上記の敗血症関連分子の増加が抑制されることがわ

かった。

一方，NETs は DNA，ヒストン，顆粒タンパク質か

ら成る網状構造物であり，細菌をDNAの網状構造で捉

え，さらに，ヒストン，顆粒タンパク質の抗菌作用によっ

て細菌を死滅させる5)。興味深いことに本研究におい

て，LL-37 を敗血症マウスに投与すると，NETs がさら

に増加することがわかった。

以上の結果から，CLP誘発敗血症マウスにおいて，

LL-37 はそれ自身の抗菌作用とともに，抗菌作用を有

する NETs の放出を誘導し，細菌増殖を抑制し，炎症

性サイトカイン，TREM-1，DAMPsなどの敗血症関連

分子の増加を抑制し，敗血症の病態を改善することに

よって，生存率を向上させるという可能性が，作用機序

の一つとして考えられる14)（図 7）。

一方，敗血症の病態では，さまざまな細胞死がかか

わっており，われわれは，IL-1bなどの炎症性サイトカ

インを放出して炎症を増強する細胞死である，マクロ

ファージのピロトーシスを LL-37 が CLP モデルにお
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図 7 LL-37の好中球 NETsの誘導とマクロファージピロトーシスの抑制を介した，CLP

敗血症モデルに対する効果



いて抑制することをすでに報告している7)。したがっ

て，LL-37 は CLP 敗血症モデルにおいて，好中球の

NETs の放出を誘導する一方で，マクロファージのピ

ロトーシスを抑制するという，少なくとも 2つのメカ

ニズムによって，敗血症モデルにおいて防御的に働く

可能性が考えられる（図 7）。
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