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研  究  目  的 

粘膜上皮における自然免疫機構を担うものの一つとして内因性抗菌ペプチドであるdefensin

が知られている．大腸粘膜より分泌されるhuman β defensin 2 (HBD2)は通常の状態では発現

しておらず，何らかの刺激で腸管上皮細胞に発現が誘導されるが，その誘導因子の解明は未だ

研究途上である．HBD2の発現は，細菌由来のLPSや炎症惹起性サイトカインであるTNFα，IL-1

αなどが，MAPK経路を介して誘導することが報告されているに過ぎない． 

一方，難治性炎症性腸疾患であるクローン病の病因については未だに解明されていないが，

細胞内の病原菌受容体の一つと考えられるNOD2蛋白の遺伝子変異がクローン病の発症に関わっ

ているという報告や，本症において小腸粘膜のPaneth細胞から放出されるα-defensinの分泌の

低下があきらかになっており[1],自然免疫機構の低下が想定されている． HBDとクローン病と

の関与については明らかではないが，クローン病患者において大腸粘膜からのHBD分泌が低下し

ている可能性が報告されており，クローン病は一種の自然免疫不全状態とも考えられ，これを

改善することがクローン病治の有効な治療手段になる可能性がある． 

この観点から，炎症や感染など生体へ悪影響を与える要因以外の HBD2 の誘導因子はクローン

病の治療薬として有望であると考えられる．2000 年に Fehlbaum らは，必須アミノ酸である

Isoleucine (Ile)がウシ腎由来細胞を用い，β-defensin の inducer となる可能性を示した[2]．

本研究では Ile が HBD2 を発現誘導する活性があるか否か，また必須アミノ酸である Ile がどの

ように細胞内にシグナルを伝達するのかについて明らかにすることを目的とした．Ile の受容体

としては，アミノ酸であるグルタミン酸の G-protein coupled receptor（GPCR)型受容体である

mGluR（metabotropic glutamate receptor)が消化管粘膜に発現していることから，同様の GPCR

の存在を想定し検討を行った． 

 
材 料 ・ 方 法                     

培養細胞株 

本研究はヒト大腸上皮細胞培養株CaCO2を用いて実験した． 

HBD2 mRNAの発現誘導と定量 
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６穴のプレートでCaCO2細胞を培養後，IleあるいはIL-1αまたはIleとIL-1α同時に各最終濃

度で添加，10時間培養した後RNAを採取した．HBD2 mRNAの定量は，3.5μgのtotal RNAを鋳型と

して逆転写反応を行いcDNAを作成したのち，realtime-PCR反応を行い発現量を定量した．  

HBD2 蛋白の定量 

種々の培養条件の細胞からタンパクを回収し材料とした．材料中に含まれるHBD2の濃度の測

定にはHuman BD-2 ELISA Development Kitをprotocolに従って使用した． 

細胞内シグナル伝達経路の解析 

ERK経路の阻害剤であるPD98059を各濃度で培養細胞に添加し2時間培養後，HBD2の発現誘導を

行って前述と同様にRT-PCRで阻害効果を検討した．Western blot法は，培養したCaCO2細胞に各

種inducerを加えて培養した後，蛋白を回収した．抽出した蛋白を電気泳動し， membraneに転

写した．1次抗体にはAnti-rabbit p44/p42 phospho または total-ERK antibodyを，2次抗体に

はHRP-conjugated rabbit anti-mouse IgGを使用して化学反応法により検出した． 

Ile レセプターの解析 

GPCR の Gi サブユニット阻害剤である Pertussis toxin(PTX)を各濃度で添加し 16 時間培養し

た後，Ile の HBD 誘導活性について RT-PCR で検討した．細胞内カルシウム濃度[Ca2+]の変動に

ついては，共焦点レーザー倒立顕微鏡を用い，蛍光色素法による蛍光強度の経時的変化を測光

して解析した． 

成      績 

１．CaCO2 cellにおけるIle投与によるHBD2mRNA発現量の変化 

細胞通常の状態ではCaCO2にHBD2 mRNAは発現しておらず，Ileを種々の濃度で培養液に添加

し，24時間培養後でもHBD2mRNAの発現は誘導されなかった．HBD2のinducerとして報告のあ

るIL-1αを培養液に添加するとHBD2 mRNAの発現が誘導された．IL-1αの添加により濃度依存性

にHBD2のmRNA発現量は増加し，そのピークは培養開始後10時間であった．IL-1αによるHBD2 

mRNAの発現誘導に対するIleの影響を解析した．その結果，IL-1αとIleの同時投与ではIL-1α単独

に比較し，有意にHBD2のmRNA発現量が増加した．  

また，細胞質に含まれるHBD2蛋白量を測定した．IL-1α, IL-1αとIleの同時投与では,有意に

HBD2反応性が無刺激に比較し高値を示し，転写の亢進が蛋白産生の増加を生じていることが示

唆された． 

２．HBD2 mRNA発現量増加に関与する細胞内シグナル伝達経路の解析 

MEK1選択阻害剤PD98059を添加し，2時間培養後IL-1αによる刺激を行った． HBD2 mRNAの

発現量はPD98059濃度依存性に最大60%低下しており， MEK-ERK経路がHBD2の発現誘導に関

与している可能性が示された． 

シグナル伝達経路の活性化の有無をp44/42 (ERK1/2)のリン酸化を指標としてWestern Blot法に

より解析した．IL-1αは刺激開始後10分から15分後でリン酸化p44/42が増加し，30分後には刺激

前の状態に戻った．一方Ileを単独で添加した場合，30秒後にはリン酸化p44/42が増加したが，10

分後には刺激前と同様の状態に戻った．IL-1αとIleの同時投与では投与5分後にリン酸化p44/42が
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増加し，IL-1α単独刺激時と同様に30分後に不活化した．このことからIL-1α，IleともにERKのリ

ン酸化を誘導し，その両者を同時に添加した場合は相加的な作用でERK経路の活性化の持続時

間が長くなることが考えられた． 

３.L-Isoleucineの刺激伝達経路の解析 

CaCO2にPTXを各濃度で添加し16時間後にIL-1α(50ng/ml)とIle (10μg/ml)を添加した．PTXの濃

度依存性にHBD2mRNA発現誘導量は低下し，IL-1α単独添加時と同様のレベルまで低下した． 

Ileの添加による細胞内Ca2+濃度の変化をFluo-4/AM標識とコンフォーカル顕微鏡を用いた測

光で計測した．一部の細胞でIle添加の直後にCa2+濃度上昇を認めた．これらの結果からCaCO2

細胞においてIleによりHBD2発現量の増加が誘導される過程では，何らかのGPCRが関与してい

ること可能性が示唆された． 

 
考       案 

以上の解析から，腸管上皮細胞において必須アミノ酸であるIleはIL-1αで誘導されるHBD2の

産生誘導をMAPK経路の活性化により増強する作用を有していること，この活性はG proteinの特

異的抑制剤であるPTで消去されることからGPCRを介している可能性が高いことが示された．従

来の報告では、大腸上皮細胞においては細菌菌体やLPSやPGNなどの菌体成分でToll lile receptor 

（TLR)を介するHBD2の誘導が認められており，また，炎症性サイトカインであるIL-1a, 

IL-1β+TNF-αの組み合わせがHBD2発現誘導物質であると報告されている．一方，GPCRを介する

抗菌物質の誘導も報告がある．また，S.enteritidis由来のFliCによるCaCO2 cellからのHBD2分泌が

Ca2+濃度の上昇を伴うことを報告している．今回の解析結果およびこれらの報告から，生体内

に広く分布する様々な細胞における抗菌物質の発現誘導には，TLRやサイトカイン受容体系のみ

ならず，GPCR系の関与による調節系が存在することを示している．  

近年の報告では，ある種のGPCRにおいて，リガンド結合によりGiサブユニットと結合してい

たGβγサブユニットが関与してMAPKシグナルを活性化するとされている[3]．HBD2発現経路に

おいてMAPKは重要な役割を有し，IL-1αはSrc-Raf-MEK1/2-ERK1/2のMAPK経路を活性化し，こ

れがHBD2発現に寄与するとされている．腸管上皮細胞を用いた我々の実験でもIL-1αによる

HBD2の発現誘導は，ERKがリン酸化されて活性化され，またERKの阻害剤によりHBD2発現量

が低下することからERKが主要な経路となっていると考えられた．一方Ile添加によってもERK

経路がより早い時間軸で活性化され，これがIL-1αのHBD2発現誘導を相加的に増強したと考えら

れた．今後，培養細胞におけるGPCRの発現とIle投与によるメッセージの変化を解析しIleの受容

体解明につなげたいと考える． 

Ile は炎症が若起された状態でのみ抗菌物質分泌に関与する可能性があることや，必須アミノ

酸であり副作用の可能性がないという点も，今後の創薬開発や臨床応用に有利であると考えら

れた。 

結  論 

腸管上皮細胞において Ile は IL-1αで誘導される HBD2 の産生誘導を MAPK 経路の活性化により
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増強する作用を有していること，この活性は G protein の特異的抑制剤である PT で消去される

ことから GPCR を介している可能性が高いことが示された． 
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