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はじめに
　敗血症は救急救命治療の発達した先進国においても未

だ高頻度に致死的経過をたどる重篤な病態であり，その

多くにグラム陰性菌感染が関与している．グラム陰性菌

由来の病因物質であるリポ多糖（lipopolysaccharide; LPS）

は，CD14/Mac-1/TLR（toll-like receptor）4を介して単球・

マクロファージを活性化し，TNF-α，IL-1β，一酸化窒

素NOなどサイトカイン・メディエーターの産生を誘導す

ることによって敗血症性ショックの発症に深く関わって

いる1）（図1）．

　一方，我々のからだには数多くの殺菌ペプチドが存在

し，生体を微生物感染から守るために働いている2）．近年，

新たな殺菌ペプチドファミリーとしてcathelicidinが見出

されたが，cathelicidinは，その前駆体のpro-sequenceがブ

タ好中球のcathelinタンパク質に相同性を示し，また殺菌

活性ペプチドが前駆体のC末端に存在するという特徴を
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持っている3）（図2A）．今までに，ヒト，ウサギ，ラット，

マウス，ウシ，ヒツジ，ヤギ，ブタ，ウマなどの細胞から

cathelicidinファミリーに属する殺菌ペプチドが単離され

ているが3），我々は，cathelicidinの仲間としてモルモット

好中球から11ｋDaの塩基性殺菌ペプチドCAP11（cationic

antibacterial polypeptide of 11 kDa）を単離し，CAP11がア

ミノ酸43個からなるペプチドがシステインジスルフィド

結合（S-S結合）で繋がったホモダイマーであることを示

した4）（図2B）．そして，CAP11は，グラム陽性菌，陰性

菌に対して強い殺菌作用を示すだけでなく，グラム陰性

菌LPSの生物活性を中和することから5, 6），グラム陰性菌

感染に伴う敗血症性ショックへの臨床応用が期待されて

いる．

　一方，敗血症性ショックでは単球・マクロファージが活

性化されるだけでなく，LPS刺激によって好中球のアポ

トーシスが抑制され，寿命が延び，活性化された好中球が

図1 グラム陰性菌感染に伴う敗血症性ショックとCAP11の働き
グラム陰性菌感染による敗血症性ショックでは，菌体から遊離されたLPSが単球・マクロファージに作用して，サイトカインや一
酸化窒素（NO）などの産生を介して，エンドトキシンショックの病態を誘導する．一方，好中球がLPSによって刺激されると，アポ
トーシスが抑制され，活性化された好中球が敗血症性ショックにおける組織障害を引き起こす．今回の研究から，LPSは，主に
CD11b，CD18，TLR4などの分子を介して，好中球のアポトーシスを抑制することがわかった．そして，その抑制には，転写因子NF-
κBの活性化，MAPキナーゼERKのリン酸化，anti-apoptoticタンパク質Bcl-XLの発現，アポトーシスのエフェクター分子カスパー
ゼ-3の活性低下が関与していた．また，単球がLPS刺激を受けると好中球のアポトーシスを抑制するIL-1β，TNF-α，IL-8などのサ
イトカインを生成した．CAP11は，敗血症性ショックにおいて殺菌作用を示すだけでなく，LPSの好中球への結合を抑制すること
によって（図中に×で示す），NF-κBの活性化，ERKのリン酸化，Bcl-XLの発現を阻害し，またカスパーゼ-3活性を増大させて好中
球のアポトーシスを誘導する．また，CAP11はLPSの単球への結合を抑制することによってIL-1β，TNF-α，IL-8などのサイトカ
インの生成を阻害して（図中に×で示す），好中球のアポトーシスを誘導する．このようにしてCAP11はグラム陰性菌感染に伴う
敗血症性ショックや組織障害を軽減する可能性が考えられる．

図2 Cathelicidinファミリーの殺菌ペプチドの構造とCAP11
Cathelicidinファミリーの殺菌ペプチドの一般的な構造（A）とCAP11のアミノ酸配列（B）．
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組織障害さらに多臓器不全の進展に関わると考えられて

いる1）（図1）．しかし，CAP11が好中球のアポトーシスに

どのように影響するかなど不明な点が残されている．

　そこで，我々は敗血症性ショックにおけるCAP11の作

用メカニズムを明らかにするために，好中球のアポトー

シスに及ぼすCAP11の影響についてin vitroで検討し，興

味ある知見を得たので，本稿ではそのデータを紹介する．

LPS刺激による好中球アポトーシスの抑制
　好中球のアポトーシスは，形態学的，あるいは flow

cytometryで検討した7, 8）（図3）．上段に示すように，好中

球を37℃でインキュベーションすると，核が濃縮し，円

形になり，アポトーシスを起こすことがわかった．しか

し，好中球をLPS（E.coli  O111:B4）と培養するとアポトー

シスが顕著に抑制された．また，下段に示すように flow

cytometryで調べると，アポトーシスに伴って蛍光標識し

たannexin Vに染色される好中球が増加したが，LPSとの

培養により，annexin V陽性細胞が減少し，アポトーシス

が抑制されることがわかった．

　そこで，次にLPS刺激による好中球アポトーシスの抑

制に及ぼすCAP11の効果を検討した．好中球を18時間イ

ンキュベーションすると50～60％の細胞がアポトーシス

を起こしたが，好中球を10 ng/ml LPS存在下で培養する

とアポトーシスが約30％まで抑制された（図4A）．そし

て，この系に0.1～5μg/ml CAP11を加えると，LPSの効

果が濃度依存的に阻害され，アポトーシスが誘導される

ことがわかった．

アポトーシスに関わる細胞内シグナル
　LPSは転写因子NF-κBとMAPキナーゼのERK （extracellular

signal-related kinase）の活性化を介して好中球のアポトー

シスを制御するための細胞内シグナルを生じる9）．さら

に，NF-κBは anti-apoptotic に作用するBcl-2ファミリー

のタンパク質（例えばBcl-XL）を発現し，エフェクター

分子であるカスパーゼの活性を調節することによって好

中球のアポトーシスを制御している10）．そこで，CAP11

の作用メカニズムを調べるために，これらアポトーシス

関連分子に及ぼすCAP11の影響について検討した．

　まず，NF-κBの活性化を調べたところ，LPS刺激によっ

てNF-κBが活性化され（図5A），その活性化がCAP11の

添加によって濃度依存的に抑制されることがわかった

（図5B）．

　さらに，ERK のリン酸化と Bcl-XL の発現に及ぼす

CAP11の影響をそれぞれの特異抗体を用いたウエスタン
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図3 May-Grünwald-Giemsa染色およびFITC標識 -annexin V/
propidium iodide染色による好中球アポトーシスの評価

ヒト末梢血好中球を37℃で培養した後に，Cytospinで塗沫標本を作成，May-
Grünwald-Giemsa染色して検鏡すると，核が濃縮し，円形になり，アポトーシ
スを起こした好中球（矢印で示す）が観察された（B上段）．また，アポトーシス
によって細胞表面に現れたホスファチジルセリンにFITC標識したannexin V
が結合するために，37℃での培養によってannexin V陽性細胞がflow
cytometryで増加することがわかった（B下段）．一方，好中球を10 ng/ml LPS
（E. coli, O111:B4）と培養するとアポトーシスを起こす細胞が顕著に減少し
た（C上下段）．なお，好中球を4℃で培養した場合には，アポトーシスを起こ
す細胞はほとんど見られなかった（A上下段）．

図4 LPS刺激による好中球アポトーシス
の抑制に及ぼすCAP11の効果

好中球（106細胞/ml）を単独（A）あるいは単核細
胞（6 × 105 細胞/ml）（B）存在下で，10 ng/ml LPS
とCAP11（0.1～5 μg/ml）非存在下あるいは存
在下で18時間培養し，アポトーシスを起こした
好中球を算定した．
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ブロット法で検討した．その結果，LPS 刺激によって，

ERK-1/-2 のリン酸化やBcl-XL の発現が認められたが，

CAP11は，LPS刺激によるこれら分子の発現を抑制する

ことがわかった（図6A, B）．

　さらに，カスパーゼ-3の活性に及ぼすCAP11の効果を

調べた．その結果，好中球を18時間インキュベーション

するとアポトーシスの誘導に一致して，caspase-3 活性

（nmol/106細胞 /h）が約0.1から2.4に増加した．そして，

LPS刺激によって caspase-3 活性は約1まで低下したが，

CAP11はLPSによるcaspase-3活性の低下を濃度依存的に

阻害し，カスパーゼ-3活性を増加させてアポトーシスを

誘導することがわかった（data not shown）．

LPS刺激の伝達に関与する細胞表面分子
　LPS の受容体として，CD14 や接着分子のMac - 1

（CD11b，CD18）が，またLPS刺激を細胞内に伝達分子と

してTLR4が知られている11, 12）．そこで，好中球における

これら分子の発現をflow cytometryで調べたところ，好中

球は，CD14よりもはるかに多くのCD11b，CD18を発現

していることがわかった．また，好中球は少ないながらも

TLR4を発現していた（図7）．

　次に，これらの分子に対する中和抗体（10μg/ml, anti-

CD14 mAb MEM18, anti-CD11b mAb D12, anti-CD18 mAb

IB4, anti-TLR4 mAb HTA125）を用いて，どの分子がLPS

図5 LPS刺激によるNF-κBの活
性化に及ぼすCAP11の効果

好中球（106細胞/ml）を10 ng/ml LPSと
CAP11 （0.1～5 μg/ml）非存在下（A）あ
るいは存在下（B）で培養した後に，NF-
κB p65サブユニットの活性型を認識す
る抗体を用いてNF-κBの活性化をflow
cytometryで調べた21）．

図6 LPS刺激によるERKのリン酸
化とBcl-XL の発現に及ぼす
CAP11の効果

好中球（106細胞/ml）を10 ng/ml LPSと1
μg/ml CAP11非存在下あるいは存在下
で培養した．その後，ERKのリン酸化
（pERK） （A）とBcl-XL（B）の発現をそれぞ
れの特異抗体を用いたウエスタンブ
ロット法で検出した．また，ERKタンパ
ク質を検出することによってほぼ同じ
量のタンパク質を解析したことを確認
した（下段）．

図7 好中球におけるCD14，CD11b，CD18，TLR-4の発現
好中球にマウスanti-CD14 mAb（MY4），anti-CD11b mAb（clone 44），anti-CD18 mAb
（IB4）あるいはanti-TLR4 mAb（HTA125）を作用させ，洗浄後，さらにFITC標識-anti-
mouse IgGを作用させて，CD14（A），TLR4（B），CD11b（C），CD18（D）の発現をflow
cytometryで解析した．
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による好中球のアポトーシス抑制に関与しているかを検

討した．その結果，CD11b抗体，CD18抗体，TLR4抗体

がLPSによる好中球のアポトーシス抑制を著明にブロッ

クしたが，CD14抗体はほとんど影響しないことがわかっ

た（data not shown）．したがって，LPS刺激による好中球

アポトーシスの抑制には，CD11b，CD18，TLR4が重要な

働きをしていると考えられた．

単球が生成するサイトカインの好中球ア
ポトーシスに及ぼす影響
　好中球を単核細胞とともにLPS存在下で培養すると好

中球のアポトーシスが，好中球単独の場合に比べてさら

に10%以下に抑制されることがわかった（図4B）．そし

て，CAP11はこのLPSの効果を濃度依存的に阻害し，ア

ポトーシスを誘導した．これらの結果は，LPSによって活

性化された単球が好中球のアポトーシスを抑制するよう
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図8 LPS刺激を受けた単核細胞による
IL-1β，TNF-α，IL-8生成と，それ
らに及ぼすCAP11の効果

単核細胞（106細胞/ml）を10 ng/ml LPSとCAP11
（0.1～5 μg/ml）非存在下あるいは存在下で18
時間培養した後に，生成されたIL-1β（A），TNF-
α（B），IL-8（C）をELISA法で定量した．

図9 好中球，単球へのLPSの結合と，それらに及ぼすCAP11の
効果

好中球（A）あるいは単核細胞（B）（106細胞/ml）をCAP11（0.1～5 μg/ml）非存
在下あるいは存在下でbiotin標識-LPS（100 ng/ml）と反応させた後，さらに
PE標識-streptavidinを作用させて，LPSの好中球と単球への結合をflow
cytometryで解析した．

なサイトカインを産生し，その産生がCAP11によって阻

害されるという可能性を示唆している．

　そこで，好中球のアポトーシスを抑制するサイトカイ

ンである IL-1β，TNF-α，IL-813, 14） に対する中和抗体

（10μg/ml, anti-IL-1β mAb 8516.311, anti-TNF-α mAb

1825.12, anti-IL-8 mAb 6217）の影響を調べてみた．その

結果，これらの抗体を好中球と単核細胞の共培養系に添

加すると，LPS刺激によるアポトーシス抑制が有意に阻

害され，アポトーシスが誘導されたことから，これらのサ

イトカインが好中球アポトーシスの抑制に働いているこ

とがわかった（data not shown）．

　次に，IL-1β，TNF-α，IL-8の生成量をELISAで測定

したところ，単核細胞（106 細胞 /ml）から，約2 ng/mlの

IL-1βとTNF-α，および約6 ng/mlのIL-8が生成されるこ

とがわかった（図8A-C）．そして，CAP11は，単核細胞

によるこれらのサイトカイン生成を濃度依存的に抑制し
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た．

　さらに，リコンビナントサイトカインを用いて，好中球

のアポトーシスに与える影響を調べてみた．その結果，単

核細胞（6 × 105 細胞 /ml）（図4B）との共培養系に存在

すると考えられる1 ng/mlの IL-1β，TNF-αと 4 ng/mlの

IL-8によって好中球のアポトーシスが約30％まで低下し，

さらに，LPS（10 ng/ml）の添加によって10％以下になる

ことがわかった（data not shown）．また，この時，アポトー

シスの抑制に一致して，カスパーゼ -3 活性も IL-1β，

TNF-α，IL-8との培養により低下し，LPSの添加によっ

てさらに低下することがわかった（data not shown）．

　なお，好中球を LPSで刺激してもIL-1β，TNF-α，IL-8

は単核細胞に比べるとほんのわずかしか生成されず（＜

0.2 ng/ml），それらの濃度のIL-1β，TNF-α，IL-8が好中

球のアポトーシスに影響することはなかった（data not

shown）．

LPSの好中球と単球への結合
　最後に，biotin標識したLPSを用いて，好中球と単球へ

のLPSの結合に及ぼすCAP11の効果を検討した．その結

果，CAP11はLPSの好中球と単球への結合を濃度依存的

に抑制し，しかも，LPSの効果をブロックする1μg/mlと

5μg/ml で，LPSの結合をほぼ完全に抑制することがわ

かった（図9）．

おわりに
　今までに哺乳動物の細胞が産生する殺菌ペプチドとし

て，デフェンシンやcathelicidinファミリーの殺菌ペプチ

ドが単離されている2, 3）．両ファミリーの殺菌ペプチドは，

グラム陽性菌，陰性菌のみならず真菌などにも幅広い抗

微生物作用を示す．しかし，デフェンシンの殺菌作用は血

清やNaClのような塩の存在によって失活してしまうこと

から，デフェンシンは細胞外液中で殺菌作用を発揮しに

くいと考えられている5, 15）．また，デフェンシンにはLPS

中和能がほとんどない6, 16）．一方，cathelicidinファミリー

の殺菌ペプチド中で，ヒトCAP18（cationic antibacterial

protein of 18 kDa），ウサギCAP18およびモルモットCAP11

は，血清や塩存在下でも殺菌作用を保持しており5, 17），さ

らに，LPS中和能も有している6, 18）．特にCAP11は強力な

殺菌作用とLPS中和作用を示すことから，細菌感染やエ

ンドトキシンショックに対する治療応用が期待されてい

る．

　グラム陰性菌感染による敗血症性ショックでは，菌体

から遊離されたLPSが単球・マクロファージに作用して，

サイトカイン（IL-1β，TNF-α，IL-8）や一酸化窒素など

の産生を介して，敗血症性ショックの病態を誘導すると

考えられている1）．そのため，中和抗体や受容体アンタゴ

ニストを用いてそれら炎症性メディエーターの働きを抑

制したり，あるいは合成阻害剤を用いてそれらの生成を

抑制することによって敗血症性ショックを制御しようと

する試みが今までなされてきた．しかし，これらのやり方

では期待するような効果がほとんど認められないという

事実があった19）．一方，好中球がLPSによって刺激され

ると，アポトーシスが抑制され，活性化された好中球が敗

血症性ショックにおける臓器障害の増悪に関与すると考

えられている1)．したがって，好中球のアポトーシスを制

御することは，敗血症性ショックの治療戦略を考える上

で重要なターゲットになると思われる19, 20）．

　今回，LPS の好中球アポトーシス抑制作用に及ぼす

CAP11の影響について検討した結果，LPSは，主にMac-1

（CD11b/CD18），TLR4などの分子を介して11, 12），好中球

のアポトーシスを抑制することがわかった．そして，その

抑制には，転写因子NF-κBの活性化，MAPキナーゼであ

るERKのリン酸化，anti-apoptoticタンパク質であるBcl-

XLの発現，アポトーシスの実行分子カスパーゼ-3の活性

低下が関与していた9, 10）．そして，CAP11 は，NF-κB，

ERK，Bcl-XLの活性化を阻害し，カスパーゼ-3活性を増

大させて好中球のアポトーシスを誘導することがわかっ

た（図2）．

　さらに，単球がLPS刺激を受けると好中球のアポトー

シスを抑制する IL-1β，TNF-α，IL-8などのサイトカイ

ン13, 14）を生成したが，CAP11はそれらの生成を阻害して

好中球のアポトーシスを誘導することがわかった（図2）．

　今までの研究によってCAP11が強力なLPS結合能を持

つことがわかっている6）．したがって，CAP11は，LPSに

結合することによって，LPSの好中球，単球への結合を阻

害し，その結果，LPSによる好中球の活性化と単球による

サイトカイン生成を抑制して好中球のアポトーシスを誘

導するという作用機構が考えられる．このような事実か

ら，cathelicidinファミリーの殺菌ペプチドであるCAP11

は，敗血症性ショックにおいて殺菌作用を発揮するだけ

でなく，単球・マクロファージ系細胞によるサイトカイン

生成を抑制し，さらに，Mac-1/TLR4を介したLPSのシグ

ナル伝達をブロックし，好中球のアポトーシスを誘導す

ることによって臓器障害を緩和する新たな治療薬となる

可能性が考えられる．
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