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ヒト Paneth 細胞ディフェンシンは抗菌活性をもつプロペプチドとして分泌され、 

     活性化された後に interleukin-8 分泌誘導能を獲得する 

 

 

未公表 

 

 

 

研 究 目 的 

 

  

 ヒトは病原微生物に対する防御機構として、自然免疫および獲得免疫を有しているが、皮膚や腸管

など外界と接する領域では、非特異的に細菌・真菌・ウイルスなどの病原微生物を不活化する自然免

疫が重要な役割を果たしている。自然免疫において主要な役割を担っている分子が抗菌ペプチドで、

外来病原菌の侵入を防ぐバリアーを形成している。抗菌ペプチドの一つにディフェンシンがあり、ヒ

トにはα-とβ-ディフェンシンがある。α-ディフェンシンは 6 種類あり、そのうち小腸の免疫担当細

胞である Paneth 細胞から human defensin (HD)-5 および-6 が分泌される。Paneth 細胞には様々な抗菌ペ

プチドが含まれているが、抗菌活性の多くを HD-5 が担っている。HD-5 は前駆体である proHD-5 の形

で Paneth 細胞の顆粒内に蓄えられ、抗原刺激により分泌され、腸管内でトリプシンにより活性化され

る。しかし、HD-5 と proHD-5 の活性の違いについてはこれまで明らかになっていなかった。本研究

では、proHD-5 として分泌後に腸管内で HD-5 となる過程の生理的意義を明らかにするために、大腸

菌からリコンビナント proHD-5 を生成し、その抗菌活性とサイトカイン分泌刺激作用を HD-5 のそれ

と比較検討した。 
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材  料 ・ 方  法 

  

 ヒト小腸 cDNA から proHD-5 認識配列を PCR 増幅した。制限酵素配列を含む proHD-5 配列に特異

的なプライマーセットで増幅後に pET28a ベクターに導入した。このプラスミドを大腸菌

BL21(DE3)-CodonPlus-RIL に形質転換し、isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)を加え蛋白発現を

誘導した。回収した大腸菌を nickel-nitrilotriacetic acid（Ni-NTA）レジンで精製し、cyanogen bromide

にて 6xHis タグを切離した。C18 逆相カラムを用い高速液体クロマトグラフ（HPLC）で精製し、リコ

ンビナント proHD-5 を得た。 

 1×106 colony forming units（CFU）/ml のサルモネラ菌に合成 HD-5、または、リコンビナント proHD-5

を加え、37℃で 1 時間培養した後、トリプチケース寒天培地で一晩培養し残存細菌数をカウントし、

抗菌活性を測定した。 

 ヒト腸管上皮細胞モデルである大腸癌細胞株 HT29、SW480 を用いて HD-5 と proHD-5 の細胞毒性

を検討した。細胞毒性分析を行い比色法により吸光度 490 nm を測定した。 

 大腸癌細胞株 HT29 を HD-5 と proHD-5 で刺激して、その上清を回収し抗体アレイにてサイトカイ

ン分泌を同定した。さらに、サイトカイン濃度を enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）にて測

定した。統計学的処理には t 検定を用い、p<.05 を優位差有りとした。 

 

 

                  成   績 

  

 リコンビナント蛋白の発現をゲル電気泳動にて確認した。大腸菌に IPTG を加え発現誘導した細胞

抽出液では、バンドは認識できない程度であったが、Ni-NTA レジン精製後にバンドとして認識でき

た。6xHis-除去後の HPLC 精製 proHD-5 は 6xHis-リコンビナント蛋白より小さい分子として精製され

た。 

 HD-5 と proHD-5 を用いてディフェンシン高感受性の Salmonella typhimurium phoP-null に対する抗菌

活性を測定した。HD-5、proHD-5 ともに 10 μg/ml の濃度で 103 CFU 減少させる強い抗菌活性を示した。

一方、ヒト上皮細胞のモデルとして用いた大腸癌細胞株には、最大 100 μg/ml の濃度まで細胞毒性は

認めなかった。 

 次に、ヒト上皮細胞に対するサイトカイン刺激作用を、抗体アレイを用いて検討した。ヒト大腸癌

細胞株 HT29 からはディフェンシンの添加の有無にかかわらず interleukin（IL）-8、growth-regulated 

oncogene の分泌が見られた。更に、IL-8 の分泌刺激作用について ELISA を用いて検討した。HT29、

SW480 両細胞株で、HD-5 は濃度依存性に、IL-8 発現を誘導した。一方、proHD-5 添加では、HD-5 と

比較して IL-8 の発現はみられなかった。IL-10 分泌は微量で両細胞株の発現に差はなかった。  
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考  案 

  

 本研究では、HD-5 と proHD-5 がサルモネラ菌に対して抗菌活性を示し、生理的濃度である 100 μ

g/ml までは、ヒト腸管上皮細胞に対して細胞毒性を認めなかった。活性化マウスディフェンシンをも

たない matrix- metalloprotease-7 欠損マウスや、ヒトの HD-5 遺伝子を Paneth 細胞に強制発現させたマ

ウスでの in vivo の実験で、腸管ディフェンシンが小腸の自然免疫機構の主要な役割を果たすことが明

らかである。今回の実験結果からも Paneth 細胞からの分泌後の proHD-5 が、活性化の過程を経ずに抗

菌活性を保持し、細菌感染防御に貢献していることが明らかとなった。 

 IL-8 は、炎症に最も重要なケモカインの一種であるが、ELISA を用いた腸管上皮細胞からの IL-8

分泌の検討では、HD-5 の濃度依存性に発現が誘導された。ProHD-5 は IL-8 発現を誘導せず、HD-5 活

性化の過程が IL-8 を介した獲得免疫の誘導には必須であると考えられた。また、HD-5 は tumor necrosis 

factor-αと相互作用し IL-8 の発現を誘導することが報告され、HD-5 単独ではなく他のサイトカインと

ともに腸管免疫機構の調整を担っていると考えられる。 

 従って、Paneth 細胞由来の HD-5 を介した腸管の自然免疫機構の破綻は、クローン病や潰瘍性大腸

炎といった炎症性腸疾患の病態とも関連があると考えられている。今後の炎症性腸疾患の治療への応

用が期待される。 

 

 

                  結  論 

 

 HD-5 と proHD-5 はともに生理的濃度で抗菌活性を示したが、ヒト腸管上皮細胞に対して細胞毒性

を認めなかった。 

 ProHD-5 は活性化 HD-5 となり、他のサイトカインと相互作用し IL-8 の発現誘導などをすることで、

獲得免疫を惹起する能力を獲得すると考えられた。 
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