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要旨 

 

マクロファージなどの自然免疫細胞は、Toll 様受容体 (Toll like receptor, TLR) などの

パターン認識受容体を介して、病原体に特有の構造を認識する。パターン認識受容体の

うち、細胞内のエンドソーム/リソソームに局在する TLR9 は、細菌やウイルスに特有の

非メチル化シトシングアニン配列を有する 1 本鎖 DNA (CpG DNA) を認識することで

自然免疫応答を誘導する。CpG DNA は抗腫瘍薬や抗アレルギー薬、さらにはワクチン

アジュバントとしての開発が進められていることから、CpG DNA による免疫応答を増

強する物質の発見や、その調節メカニズムの解明は、薬学領域において非常に重要な課

題である。 

抗菌ペプチドもまた、自然免疫において重要な因子の 1 つである。抗菌ペプチドには

殺菌作用だけでなく、免疫担当細胞の核酸認識応答を増強したり、グラム陰性菌成分の

リポ多糖による炎症応答を中和したりするなど、宿主の自然免疫応答を調節する作用が

知られている。このうち、核酸認識応答の増強については、増強作用を有するペプチド

の特徴や、その作用機序については不明な点が多く残されている。これらを明らかにす

ることで、抗菌ペプチドを感染症治療薬としてだけでなく、CpG DNA による自然免疫

応答を増強する補助剤としてがんやアレルギーなどの治療薬の開発やワクチンアジュ

バントの創生に、応用できるようになる。そこで本研究では、CpG DNA 認識応答を増

強する抗菌ペプチドを探索し、増強作用を示すペプチドの性質、およびその作用メカニ

ズムを明らかにすることを目的として解析を行った。 

 

α-ヘリックス構造をとる 4 種の抗菌ペプチド Kn2-7、L5、Mastoparan M ならびに

Temporin A の CpG DNA 認識応答増強作用を調べたところ、Kn2-7 (FIKRIARLLRKIF-
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NH2) がマウスマクロファージ様培養細胞株 RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を顕著に

増強した。CpG DNA は細胞内に局在する TLR9 に認識されるので、CpG DNA の細胞内

への取り込み増加が、細胞応答の増強にとって重要なステップの 1 つだと考えられる。

そこで、蛍光標識 CpG DNA の細胞内取り込みに対する Kn2-7 の効果を共焦点顕微鏡と

フローサイトメトリーで解析したところ、Kn2-7 は CpG DNA の細胞内への取り込みを

増加させることがわかった。次に、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内への取り込み増加

が、CpG DNA 認識応答の増強に関与するかを調べた。ペプチドの細胞内移行性にはそ

の配列中の Arg 残基が重要なことが知られている。このペプチドの細胞内移行性が CpG 

DNA 細胞内取り込み増加作用に関わると考えて、Arg に着目して Kn2-7 の配列を改変

した。Kn2-7 の Arg を Ala に置換した Kn2-7RA の CpG DNA 細胞内取り込み増加作用は

Kn2-7 と比べて弱く、Kn2-7 の Lys を Arg に置換した Kn2-7KR の CpG DNA 細胞内取り

込み増加作用は Kn2-7 と比べて強かった。そこで、これら改変ペプチドの CpG DNA 認

識応答増強作用を解析したところ、増強作用は CpG DNA 細胞内取り込み増加作用と比

例していた。したがって、Kn2-7 による細胞の CpG DNA 認識応答の増強には、Kn2-7 の

CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が関与することが明らかとなった。一方、すべて D-

アミノ酸で合成した Kn2-7 (D-Kn2-7) は、Kn2-7 と同様に細胞内への CpG DNA の取り

込みを増加させる作用があるが、CpG DNA 認識応答は増強しなかった。このことから、

Kn2-7 による細胞の CpG DNA 認識応答の増強には、CpG DNA 細胞内取り込み増加作

用が必須だが、それだけでは不十分で、その他の性質や作用が関与する可能性が考えら

れた。 

Kn2-7 が CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させたのは、Kn2-7 が CpG DNA と

結合し、その複合体が細胞内に取り込まれたためだと考えて、Kn2-7 およびその改変ペ

プチドの CpG DNA との結合親和性を解析した。その結果、CpG DNA との結合親和性

は Kn2-7 と比べて Kn2-7RA の方が小さく、Kn2-7KR の方が大きかった。これらのペプ
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チドの CpG DNA との結合親和性は、上述した CpG DNA 細胞内取り込み増加作用と比

例していた。このことから、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内取り込み増加には CpG 

DNA との結合親和性が重要であり、その結合には Kn2-7 の塩基性アミノ酸が関与する

と考えられた。一方、Kn2-7 の Leu を Ala に置換した Kn2-7LA は Kn2-7 と同程度の CpG 

DNA との結合親和性を示したが、CpG DNA の取り込みを増加させなかった。これらの

ことから、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内取り込み増加には、Kn2-7 の塩基性アミノ

酸による CpG DNA との結合親和性と、疎水性アミノ酸による細胞膜透過性が重要であ

ると考えられた。 

L5 は CpG DNA の細胞内への取り込みを Kn2-7 と同程度増加させる作用があるが、

CpG DNA 認識応答を増強しない。Kn2-7 と L5 は共に α-ヘリックス構造をとるので、ペ

プチドをヘリックスの中心軸から見下ろしたらせん車輪投影図を作成し、同時に平均疎

水性モーメントを算出してその両親媒性を予測したところ、Kn2-7 は両親媒性が高いが

L5 は両親媒性が低いと考えられた。そこで、ペプチドの両親媒性が細胞の CpG DNA 認

識応答の増強に関与する可能性を考え、Kn2-7 および L5 のアミノ酸組成は変化させず

に、一部のアミノ酸を入れ替えてそれぞれの両親媒性を変化させたペプチドの CpG 

DNA 認識応答増強作用を調べた。その結果、Kn2-7 の両親媒性を低下させたペプチド

は CpG DNA 認識応答を増強しなかった。一方、L5 の両親媒性を上昇させたペプチド

は、CpG DNA 認識応答を顕著に増強した。このことから、α-ヘリックスペプチドの両

親媒性が、細胞の CpG DNA 認識応答の増強にとって重要な性質であり、その機序は不

明だが細胞の CpG DNA 刺激応答に何らかの作用をもたらす可能性が考えられた。 

TLR9 が CpG DNA を認識すると、転写因子 NF-B の活性化や MAPKs のリン酸化を

介して細胞のサイトカイン分泌が誘導される。そこで、CpG DNA 刺激による細胞の NF-

B 活性化や MAPKs リン酸化に対する、Kn2-7 の効果を解析した。NF-B 活性化をゲル

シフトアッセイにより評価したところ、CpG DNA 刺激による細胞の NF-B 活性化は、
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Kn2-7 により増強されなかった。また、ウェスタンブロット法により、3 つの主な MAPKs 

(p38、JNK、ERK) のリン酸化タンパク質を検出したところ、Kn2-7 は CpG DNA 刺激に

よる細胞の p38 リン酸化を増強するが、JNK および ERK のリン酸化には大きな影響を

与えないことがわかった。これらの結果から、Kn2-7 は CpG DNA 刺激により活性化さ

れるシグナル伝達を全体的に増強するのではなく、p38 リン酸化を含む特定のシグナル

を選択的に増強すると考えられた。 

 

以上の結果より、抗菌ペプチド Kn2-7 が細胞の CpG DNA 認識応答を顕著に増強する

こと、そしてその増強には Kn2-7 の CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が関与すること

がわかった。ペプチドの性質解析により、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内取り込み増

加には、CpG DNA との結合親和性が重要であり、その結合には Kn2-7 の塩基性アミノ

酸が関与することがわかった。また、Kn2-7 と結合した後の CpG DNA 取り込み増加に

は、Kn2-7 の疎水性アミノ酸が重要であることが示された。一方、CpG DNA 認識応答

の増強には、CpG DNA の取り込み増加以外の Kn2-7 の性質や作用が関与することも明

らかとなり、そのような性質の 1 つとしてペプチドの両親媒性の関与が示唆された。さ

らに、Kn2-7 が CpG DNA 刺激により活性化されるシグナル伝達を全体的に増強するの

ではなく、p38 リン酸化を含む特定のシグナルを選択的に増強したことも、Kn2-7 によ

る CpG DNA 認識応答増強メカニズムを明らかにする上で重要な手がかりになると考え

られた。 
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第 1 章 研究の背景と目的 

 

 生体が細菌などの病原体の侵入を認識すると、感染防御の最初の段階として自然免疫

が活性化される。自然免疫はマクロファージや好中球、樹状細胞などが担う。これらの

細胞は、Toll 様受容体 (TLR) などのパターン認識受容体 (PRRs) を介して、病原体に

特有の構造である病原体関連分子パターン (PAMPs) を認識することで炎症応答など

を誘導し、病原微生物の排除に機能する。これらの自然免疫応答は、感染初期の生体防

御に重要な役割を果たすだけでなく、T 細胞や B 細胞が担う獲得免疫の発動にとっても

必要不可欠である [1, 2]。 

 微生物に特有の配列を有する核酸も、PAMPs の 1 つとして自然免疫応答を誘導する。

Yamamoto らは、脊椎動物由来ではなく細菌由来の DNA が、自然免疫細胞の 1 つであ

るナチュラルキラー細胞を活性化し、インターフェロン (IFN) の分泌を誘導すること

を見出した [3]。この発見をきっかけに細菌由来 DNA の活性配列が調べられ、シトシ

ンとグアニンがホスホジエステル結合でつながった CpG モチーフを含む特定配列の 1

本鎖 DNA が、ナチュラルキラー細胞の活性化を誘導することがわかった [4]。また、

CpG モチーフがメチル化されていないことが、免疫応答の活性化に必要であることも

明らかとなった [5]。脊椎動物において、CpG モチーフの多くはメチル化されているの

に対し、細菌やウイルスなどではメチル化されていないことから、CpG モチーフのメチ

ル化の有無が、免疫応答の誘導において重要な特徴だと考えられている。その後 Akira

らのグループによって、非メチル化 CpG モチーフを有する 1 本鎖 DNA (CpG DNA) の

受容体として TLR9 が同定された [6]。自然免疫の活性化はワクチンの効果発現に必須

であることから、ワクチンの免疫原性を強めるアジュバントとして CpG DNA の利用が

試みられている。2017 年には、B 型肝炎ワクチンの Heplisav-B が、CpG DNA をアジュ
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バントとして含む世界初のワクチンとして、アメリカ食品医薬品局に承認された。さら

に、CpG DNA は強い自然免疫活性化能を有するだけでなく、Th1 優位の細胞性免疫応

答や細胞傷害性 T 細胞の活性化を誘導することから、抗腫瘍薬や抗アレルギー薬とし

ての利用が期待されている [7-9]。このように、医薬品開発における CpG DNA の有用

性は多岐にわたることから、CpG DNA を医薬品として利用することを目指して多くの

研究が行われている。しかしながら、臨床試験におけるヒトでの効果は動物実験で得ら

れた結果から予測された効果よりも低く、医薬品として実際に承認された例は少ない 

[10]。そのため、CpG DNA による免疫応答を増強する物質の発見や、その調節メカニズ

ムの解明は、薬学領域において非常に重要な課題である。 

 抗菌ペプチドもまた、自然免疫において重要な因子の 1 つであり、細菌から哺乳類ま

で幅広い生物種に存在する [11]。抗菌ペプチドは分子中に塩基性アミノ酸を多く含み

生理的条件下では正電荷を帯びるので、酸性リン脂質が多く存在し負に荷電する細菌細

胞膜と静電的相互作用により結合する [12]。そして疎水性領域も有することから、細菌

細胞膜に入り込んで穴をあけることで殺菌作用を示す [12]。これにより細菌やウイル

ス、真菌など広い範囲の微生物に作用することが知られている [13]。一方、抗菌ペプチ

ドには殺菌作用だけでなく、血管新生促進作用や [14]、細胞のサイトカイン分泌誘導作

用を有するものもあり [15, 16]、その多様な機能が注目されてきている。また、一部の

抗菌ペプチドはこれらの作用だけでなく、樹状細胞やマクロファージなどの核酸認識応

答を増強したり [17-19]、グラム陰性菌外膜構成成分のリポ多糖に対するマクロファー

ジの炎症応答を中和したりするなど [20]、宿主の自然免疫応答を調節する作用も知ら

れている。さらに、センチニクバエ Sarcophaga peregrina から単離された抗菌ペプチド

ザーペシン B の部分配列をもとに改変された L5 (KLKLLLLLKLK-NH2) は、CpG モチ

ーフを有さない合成オリゴデオキシヌクレオチド d(IC)13 (ODN1a) と組み合わせること

で、樹状細胞の TLR9 を介した免疫応答を増強することが報告されている [21]。結核菌
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抗原に ODN1a と L5 をアジュバントとして組み合わせることで、非常に効率的な Th1

応答が誘導されることが明らかとなったことから [22, 23]、ODN1a と L5 の組み合わせ

をアジュバントとして利用した新たな結核ワクチンの有用性が臨床試験で検証されて

いる [24, 25]。以上のように抗菌ペプチドは、核酸認識応答を増強する物質として機能

するが、増強作用を有するペプチドの特徴や、その作用機序については不明な点が多く

残されている。これらを明らかにすることで、抗菌ペプチドを感染症治療薬としてだけ

でなく、CpG DNA による自然免疫応答を増強する補助剤としてがんやアレルギーなど

の治療薬の開発やワクチンアジュバントの創生に、応用できるようになる。そこで本研

究では、CpG DNA 認識応答を増強する抗菌ペプチドを探索し、増強作用を示すペプチ

ドの性質、およびその作用メカニズムを明らかにすることを目的として解析を行った。 
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第 2 章 実験材料と方法 

 

1. 実験材料 

一般用試薬は市販の特級品もしくはそれに準じたものを使用した。 

 

2. DNA およびペプチド 

 CpG DNA およびその対照配列の GpC DNA は InvivoGen より購入した。CpG DNA お

よび GpC DNA の配列はそれぞれ 5’-TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3’ (ODN 1668) お

よび 5’-TCC ATG AGC TTC CTG ATG CT-3’ (ODN 1668 control) であり、すべての塩基は

チオリン酸エステル結合を有した。3’末端をフルオレセインで標識した CpG DNA (CpG 

DNA-FAM) はニッポンジーンに合成依頼し、高速液体クロマトグラフィーにより精製

されたものを購入した。 

 ペプチドは東レリサーチセンターもしくはスクラムに合成依頼し、純度 90%以上のも

のを購入した。特に記載がない限り、ペプチドはトリフルオロ酢酸塩として合成し、C

末端はすべてアミド化修飾した。以下に、本研究で使用したペプチドの名称およびアミ

ノ酸配列を示す。 

 

ペプチドの名称 アミノ酸配列 

Kn2-7 FIKRIARLLRKIF 

L5 KLKLLLLLKLK 

Mastoparan M INLKAIAALAKKLL 

Temporin A FLPLIGRVLSGIL 

Kn2-7RA FIKAIAALLAKIF 

Kn2-7KR FIRRIARLLRRIF 

L5KA ALALLLLLALA 

Kn2-7LA FIKRIARAARKIF 
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3. 細胞培養 

 マウスマクロファージ様培養細胞株 RAW264.7 (DS ファーマバイオメディカル) は高

グルコース (4.5 g/L) のダルベッコ改変イーグル培地 (Sigma-Aldrich) に、56℃で 30 分

間の熱処理により補体を非働化したウシ胎児血清 (Sigma-Aldrich)、ペニシリンおよびス

トレプトマイシン (Thermo Fisher Scientific) をそれぞれ 10%、100 単位/mL および 100 

μg/mL となるように添加したものを培養液として使用し、37℃、5% CO2、加湿環境下で

培養した。 

 

4. 培養上清中のサイトカインの定量 

細胞処理 

 5×105 cells/mL の RAW264.7 を 48 ウェルプレート (Corning) に 400 μL/well ずつ播種

し、一晩培養した。37℃の培養液 400 μL で 1 回洗浄した後、10 nM DNA と図中に記載

した種類および濃度のペプチドを含む培養液を 400 μL ずつ加えて 24 時間培養し、その

培養上清を回収した。 

 

酵素結合免疫吸着測定法 (ELISA) 

 培養上清中のサイトカインはサンドイッチ ELISA により定量した。 

 インターロイキン (IL) -10 および腫瘍壊死因子 (TNF) -α は、それぞれ Mouse IL-10 

Uncoated ELISA Kit および Mouse TNF alpha Uncoated ELISA Kit (Invitrogen Life 

Technologies) を用いて測定した。抗体等の濃度はキットに含まれる製品情報シートに従

った。以下にその方法を示す。Immulon®Ⅱ 2HB 96 ウェルプレート (Thermo Fisher 

Scientific) に捕捉抗体溶液を 100 µL ずつ加え、4℃で一晩静置した。その後 250 µL の

0.05% Tween-20 を含むリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) [137 mM NaCl、2.7 mM KCl、1.47 
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mM KH2PO4、8.1 mM Na2HPO4 (pH 7.4)] (PBS-T) で 3 回洗浄し、ブロッキング溶液を 200 

µL ずつ加えて室温で 1 時間振盪し、ブロッキングを行った。次にブロッキング溶液で

2 倍段階希釈したマウス組み換えタンパク質もしくは回収した培養上清を 100 µL ずつ

加えて室温で 2 時間振盪した。その後 250 µL の PBS-T で 3 回洗浄して検出抗体 (ビオ

チン標識抗体) 溶液を 100 µL ずつ加え、室温で 1 時間振盪した。振盪後、250 µL の PBS-

T で 3 回洗浄し、セイヨウワサビペルオキシダーゼ (HRP) で標識されたストレプトア

ビジン (Avidin-HRP) 溶液を 100 µL ずつ加えて室温で 30 分間振盪した。次に 250 µL の

PBS-T で 5 回洗浄し、100 µL のテトラメチルベンジジン (TMB) 溶液を加えて発色させ

た後、1 M リン酸を 100 µL ずつ加えて反応を停止させ、Model 680 マイクロプレートリ

ーダー (Bio-Rad) を用いて波長 450 nm における吸光度を測定した。培養上清中に含ま

れるサイトカイン量は、それぞれのキットに含まれるマウス組み換えタンパク質を 2 倍

段階希釈して作成した検量線を用いて算出した。 

 

5. CpG DNA の細胞内への取り込み評価 

共焦点レーザー顕微鏡観察 

1×105 cells/mL の RAW264.7 をノンコート 8 ウェルチャンバースライド (松浪硝子工

業) に 400 μL/well ずつ播種し、一晩培養した。以降の操作は可能な限り遮光して行っ

た。37℃の培養液 400 μL で 1 回洗浄した後、50 nM CpG DNA-FAM 単独もしくは 50 nM 

CpG DNA-FAM と 10 μg/mL Kn2-7 を含む培養液をそれぞれ 400 μL ずつ加えて 2 時間培

養した。培養後、400 μL の氷冷した PBS で 3 回洗浄を行い、4% パラホルムアルデヒ

ドを含む PBS を 200 μL 加えて室温で 10 分間静置し、固定した。直ちに 400 μL の PBS

で 3 回洗浄し、0.1 μg/mL ジアミジノフェニルインドール  (DAPI) (Invitrogen Life 

Technologies) を含む PBS を 400 μL 加えて室温で 5 分間静置し、核を染色した。その後

PBS で 3 回洗浄を行い、Vectashield mounting medium for fluorescence (# H-1000、Vector 
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Laboratories) で封入し、共焦点レーザー顕微鏡 A1R (ニコン) を用いて細胞を観察した。

顕微鏡の接眼レンズの倍率は 10× (視野数 22)、対物レンズの倍率は 40× (開口数 0.95)、

ズーム倍率は 2×とした。フルオレセインは励起波長 488 nm、蛍光波長 500–550 nm、

DAPI は励起波長 405 nm、蛍光波長 425–475 nm で検出した。蛍光画像の取得と解析は、

NIS-elements AR software (ニコン) を用いた。 

 

フローサイトメトリー 

 5×105 cells/mL の RAW264.7 を 12 ウェルプレート (住友ベークライト) に 1.2 mL/well

ずつ播種し、一晩培養した。以降の操作は可能な限り遮光して行った。37℃の培養液 1.2 

mL で 1 回洗浄した後、50 nM CpG DNA-FAM と図中に記載した種類および濃度のペプ

チドを含む培養液を 1.2 mL ずつ加えて 2 時間培養した。以降の操作は氷上で行った。

培養後、1.2 mL の氷冷した PBS で 3 回洗浄し、セルスクレーパーを用いて 1.2 mL の氷

冷した PBS 中で細胞を剥離し、15 mL 遠沈管に回収した。そこに 1.2 mL の氷冷した PBS

をさらに加えてよく懸濁し、FACSLyric フローサイトメーター  (Becton Dickinson 

Biosciences) を用いて測定した。サンプルの流速は 60 μL/min とし、未処理細胞の前方

散乱光および側方散乱光の特性に基づいて、細胞片や死細胞をなるべく含まない細胞集

団領域を設定した。細胞の蛍光強度は、励起波長 488 nm、蛍光波長 511–543 nm で検出

した。データの取得と解析は、FACSuite software (Becton Dickinson Biosciences) を用い、

設定した領域内の細胞 10,000 個の蛍光強度の幾何平均 (Geo MFI) を算出した。 

 

6. CpG DNA とペプチドの結合親和性評価 

CpG DNA とペプチドの結合親和性の解析は、Kindrachuk らの方法を参考にして行っ

た [26]。5% (w/v) のポリアクリルアミドゲルを作製し、0.5×に希釈したトリス-ほう酸

-EDTA 緩衝液 (pH 8.3) (TBE) (ナカライテスク) を泳動バッファーとして用いて 70V の
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定電圧で 60 分間以上のプレランを室温で行った。プレランを行う間、11 μg の CpG DNA

と図中に記載した種類およびモル比のペプチドを 10 mM Tris-HCl (pH 7.4)、270 mM グ

リセロール中で混合して全量 20 μL とし、37℃で 10 分間反応させた。反応後、終濃度

が 740 mM となるように 5.4 M グリセロールを 2 μL ずつ加え、直ちにプレランが終了

したゲルに 10 μL ずつ (5 μg の CpG DNA を含む) アプライして 70V の定電圧で約 60

分間、室温で泳動した。泳動後、15 μL の GelRed nucleic acid gel stain (Biotium) を含む

50 mL のゲル固定液 [50% (v/v) メタノール、5% (v/v) 酢酸] を用いて、室温で 2 時間遮

光してゲルを染色した。ゲル中の DNA は、ゲル撮影装置 Atto Printgraph AE-6905CF CCD 

camera controller (Atto) を用いて検出し、露光時間 3 秒で撮影した。以下にゲルの組成

を示す。 

 

5% (w/v) ポリアクリルアミドゲル (1 枚分) (mL) 

MilliQ 水 7.23 

30% (w/v) アクリルアミド/ビス混合液 (37.5:1) (富士フイルム和光純薬) 1.67 

10×TBE (pH8.3) 1 

10% ペルオキソ二硫酸アンモニウム (富士フイルム和光純薬) 0.1 

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン (ナカライテスク) 0.005 

 

7. 細胞の核抽出液の調製 

 細胞からの核抽出は、Ueno らの方法を参考にして行った [27]。2×106 cells/mL の

RAW264.7 を 12 ウェルプレートに 1 mL/well ずつ播種し、一晩培養した。37℃の培養液

1 mL で 1 回洗浄した後、CpG DNA とペプチドを含む培養液を 1 mL ずつ加えて培養し

た (CpG DNA の濃度、ペプチドの種類および濃度、培養時間は図中に記載した)。以降

の操作は氷上もしくは 4℃で行った。培養後、セルスクレーパーを用いて細胞を剥離し

て 1.5 mL チューブに回収し、200×g で 10 分間遠心した後上清を取り除いた。残った沈

殿物を 50 μL のバッファーA [10 mM HEPES-NaOH (pH 7.9)、10 mM KCl、0.1 mM EDTA、
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0.1 mM EGTA、1 mM DTT、0.1 mM PMSF] でピペッティングにより懸濁し、15 分間静

置した。その後、終濃度が 0.6%となるように 10% Nonidet P-40 を 3 μL ずつ加え、10 秒

間激しく攪拌した。攪拌後、直ちに 20,400×g で 1 分間遠心し、上清を除去した。残っ

た沈殿物に 20 μLのバッファーC [20 mM HEPES-NaOH (pH 7.9)、0.4 M NaCl、1 mM EDTA、

1 mM EGTA、0.5 mM DTT、0.1 mM PMSF] を加えて、15 分間激しく攪拌した。20,400×g

で 5 分間遠心し、上清を核抽出液として回収した。核抽出液中のタンパク質濃度は、

Pierce BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific) のプロトコルに従い、BCA 法によ

り定量した。 

 

8. ゲルシフトアッセイ 

 ゲルシフトアッセイは、Ueno ら [27] および Negi ら [28] の方法を参考にして行っ

た。20 μg のタンパク質を含む核抽出液に、1 mM DTT を含む TN バッファー [10 mM 

Tris-HCl (pH 8.0)、100 mM NaCl] を加えて全量 10 μL とした。そこに 1 mg/mL poly (dI-

dC) (Sigma-Aldrich) を 4.2 μL ずつ加えて 30 分間以上室温で静置した。以降の操作は可

能な限り遮光して行った。反応溶液 [試料と混合した後の終濃度が 5 mM Tris-HCl (pH 

8.0)、50 mM NaCl、0.05% Nonidet P-40、1 mM MgCl2、0.5 mM DTT、0.25 mM EDTA、5% 

グリセロール、40 μg/mL ウシ血清アルブミン (BSA) (Sigma-Aldrich)、0.01 μM NF-B 特

異的プローブとなるように調製] を 5.8 μL ずつ加えて 30 分間室温で静置した後、直ち

に 6% (w/v) ポリアクリルアミドゲルに 15 μL ずつアプライし、1×TBE を泳動バッファ

ーとして用いて 150V の定電圧で約 60 分間、4℃で泳動した (泳動時間が長く、遊離の

プローブはゲル外へ出てしまうが、バンドの分離が改善されるため、この条件で泳動を

行った)。なお、ポリアクリルアミドゲルは事前に作製し、試料をアプライする直前まで

1×TBE 中で 150V の定電圧、60 分間以上のプレランを 4℃で行った。泳動後、ゲルを蛍

光画像解析装置 FLA-5100 (富士フイルム) を用いて励起波長 473 nm、蛍光波長 510 nm
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でスキャンした。以下にゲルの組成を示す。 

 

6% (w/v) ポリアクリルアミドゲル (1 枚分) (mL) 

MilliQ 水 9.5 

30% (w/v) アクリルアミド/ビス混合液 (37.5:1)  2.9 

10×TBE (pH8.3) 1.45 

50% グリセロール 0.62 

10% ペルオキソ二硫酸アンモニウム  0.125 

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン  0.01 

 

 poly (dI-dC) は 50 mM NaCl を含む TE バッファー [10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM 

EDTA] で 1 mg/mL となるように調製し、45℃で 5 分間インキュベートした後に使用し

た。NF-B 特異的プローブは、5’末端を 6-カルボキシフルオレセインで標識したセンス

鎖オリゴヌクレオチド (5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’) と非標識のアンチ

センス鎖オリゴヌクレオチド (5’-GCC TGG GAA AGT CCC CTC AAC T-3’) を TN バッ

ファー中で濃度比が 1:2 となるように混合し、TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice mini 

Model TP100 (タカラバイオ) を用いて 98℃で 15 分間加熱した後 90 分かけて 50℃まで

冷却し、さらに 90 分かけて 30℃まで温度を下げてアニーリングすることにより調製し

た。オリゴヌクレオチドはグライナー・ジャパンに合成依頼し、高速液体クロマトグラ

フィーにより精製されたものを購入した。 

 

9. 細胞溶解液の調製 

 2×106 cells/mL の RAW264.7 を 12 ウェルプレートに 1 mL/well ずつ播種し、一晩培養

した。37℃の培養液 1 mL で 1 回洗浄した後、CpG DNA とペプチドを含む培養液を 1 

mL ずつ加えて培養した (CpG DNA の濃度、ペプチドの種類および濃度、培養時間は図

中に記載した)。以降の操作は氷上もしくは 4℃で行った。培養後、1 mL の氷冷したト

リス緩衝生理食塩水 (TBS) [20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、137 mM NaCl] で 3 回洗浄し、セ
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ルスクレーパーを用いて 1 mL の氷冷した TBS 中で細胞を剥離し、1.5 mL チューブに

回収した。200×g で 10 分間遠心した後上清を取り除き、残った沈殿物に 50 μL の RIPA

バッファー [50 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl、0.25% sodium deoxycholate、1% 

Nonidet P-40、1 mM EDTA、cOmplete Mini protease inhibitor cocktail (Roche)、phosphatase 

inhibitor cocktail (ナカライテスク)] を加えてよく攪拌し、60 分間静置した。その後

10,000×g で 10 分間遠心し、上清を細胞溶解液として回収した。細胞溶解液中のタンパ

ク質濃度は、Pierce BCA protein assay kit のプロトコルに従い、BCA 法により定量した。 

 

10. ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE) 

 タンパク質が等量となるように調製した細胞溶解液に試料緩衝液 (SDS-PAGE 用、6

倍濃縮、還元剤含有) (ナカライテスク) を加え、5 分間煮沸したものを泳動用試料とし

た。事前に作製したポリアクリルミドゲル [10% (w/v) の分離ゲル、4% (w/v) の濃縮ゲ

ル] に泳動用試料をアプライし、泳動バッファー [25 mM Tris、192 mM glycine、0.1% 

(w/v) SDS] 中で電気泳動を行い、タンパク質を分離した。泳動は、50V の定電圧で約 30

分間行った後、100V の定電圧で約 70 分間、試料緩衝液に含まれるブロモフェノールブ

ルーが分離ゲルの下端から約 5 mm のところへ移動するまで行った。泳動後、ゲルをク

マシーブリリアントブルー (CBB) 染色液 [0.1% (w/v) CBB-R250、40% (v/v) メタノー

ル、10% (v/v) 酢酸] に浸して 30 分間染色した後、脱色液 [40% (v/v) メタノール、10% 

(v/v) 酢酸] により脱色し、スキャナーで読み込んだ。以下にゲルの組成を示す。 
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SDS-PAGE 用ポリアクリルアミドゲル (1 枚分) 
分離ゲル 

(mL) 

濃縮ゲル 

(mL) 

アクリルアミド濃度 (w/v) 10% 4% 

MilliQ 水 1.98 1.19 

30% (w/v) アクリルアミド/ビス混合液 (37.5:1)  1.67 0.27 

4 倍濃縮 WIDE RANGE ゲル調製用緩衝液 (ナカライテスク) 1.25 0.5 

10% (w/v) SDS 0.05 0.02 

10% ペルオキソ二硫酸アンモニウム  0.05 0.02 

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン  0.001 0.001 

 

11. ウェスタンブロット法 

 SDS-PAGE により分離したタンパク質は、タンク式転写装置を用いてニトロセルロー

ス膜 (Bio-Rad) に転写した。転写は、転写バッファー [25 mM Tris、192 mM glycine、

20% (w/w) メタノール、0.02% (w/v) SDS] 中で冷却しながら 100V の定電圧で 75 分間

行った。転写後のニトロセルロース膜を 5% スキムミルクを含む TBS-T (0.1% Tween-20

を含む TBS) に浸して室温で 60 分間振盪し、ブロッキングを行った。TBS-T で 1 回リ

ンスして 5 分間の洗浄を 3 回行った後、5% BSA を含む TBS-T で 1,000 倍希釈した 1 次

抗体に浸して 4℃で一晩振盪した。1 次抗体には、抗リン酸化 p38 (Thr180/Tyr182) 抗体 

(# 4511、Cell Signaling Technology)、抗リン酸化 JNK (Thr183/Tyr185) 抗体 (# 9251、Cell 

Signaling Technology)、抗リン酸化 ERK1/2 (Thr202/Tyr204) 抗体 (# 9101、Cell Signaling 

Technology) を使用した。1 次抗体を反応させた後、約 30 分間振盪しながら室温に戻し、

TBS-T で 1 回リンスして 5 分間の洗浄を 3 回行った。その後、5% スキムミルクを含む

TBS-T で 2,000 倍希釈した 2 次抗体に浸して室温で 1 時間振盪した。2 次抗体には HRP

で標識された抗ラビット IgG 抗体 (# 7074、Cell Signaling Technology) を使用した。2 次

抗体を反応させた後、TBS-T で 1 回リンスして 15 分間の洗浄を 3 回行い、さらに 5 分

間の洗浄を 1 回行った。その後、SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 

(Thermo Fisher Scientific) に 5 分間浸して発色反応を行い、生じた化学発光を LAS-3000 
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mini (富士フイルム) で検出した。バンド強度は、画像解析ソフトウェア ImageJ (National 

Institutes of Health) を用いて定量化した。 
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第 3 章 結果 

 

第 1 節 抗菌ペプチド Kn2-7 の CpG DNA 認識応答増強作用と、

CpG DNA 細胞内取り込み増加作用の解析 

 

 抗菌ペプチドは α-ヘリックス構造や β-シート構造、もしくはその両方など多様な二

次構造を示す [12, 29]。そのうち直鎖状 α-ヘリックス構造をとるものが最も多く、その

抗菌作用にはペプチドの正電荷や疎水性が重要であることが知られている [12]。これ

らの性質は、CpG DNA などの細菌成分や宿主細胞との相互作用にも影響を与えること

から、細胞の免疫応答調節作用にも関与すると考えられている [30]。 

カテリシジンファミリーに属するヒト由来抗菌ペプチド LL-37 は、CpG DNA の細胞

内への取り込みを増加させ、ヒト B リンパ球や形質細胞様樹状細胞の CpG DNA 認識応

答を増強することが知られている [31]。一方、LL-37 のマウスオーソログである CRAMP

は、CpG DNA の細胞内への取り込みに影響しないが、骨髄由来樹状細胞の TLR9 を介

した CpG DNA 認識応答を増強する [19]。このように、α-ヘリックス構造を有する様々

な抗菌ペプチドの CpG DNA に対する免疫応答調節作用が調べられてきたが、そのメカ

ニズムについては不明な点が多い。LL-37 および CRAMP はそれぞれ 37 残基および 34

残基のアミノ酸から構成される。抗菌ペプチドの作用には、その正電荷や疎水性、二次

構造など多くの性質が関与するため、ペプチドの構成アミノ酸が多いほど作用メカニズ

ムを解析するのが困難になると考えられる。そこで本研究では、11～14 アミノ酸残基か

ら構成され、いずれも α-ヘリックス構造をとることが報告されている 4 種の合成抗菌

ペプチド Kn2-7 [32, 33]、L5 [34, 35]、Mastoparan M [36] ならびに Temporin A [37, 38] の

作用を調べることにした。 
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一方、TLR9 の合成リガンドとして知られる 20 塩基前後の短い 1 本鎖 CpG DNA は現

在、クラス A (タイプ D)、クラス B (タイプ K)、クラス C、クラス P の主に 4 つのクラ

スに分類されている [39, 40]。CpG DNA はそのクラスによって、それぞれ特徴的な配

列や骨格を有し、免疫細胞に対する効果も異なる [39, 40]。通常 DNA は塩基同士がリ

ン酸ジエステル結合で連結しているが、生理的環境下ではヌクレアーゼによる加水分解

を受けやすい。そのため、クラス B の CpG DNA は、リン酸ジエステル結合の酸素原子

を硫黄原子に置換したチオリン酸エステル結合により、すべての塩基同士が連結されて

いる [41, 42]。この修飾によりヌクレアーゼに対する耐性が向上するため、生体内での

安定性が高まる [43]。実際に、医薬品として利用されたり、臨床試験に使用されたりし

ている CpG DNA の多くがクラス B である [7, 8, 10]。そこで本研究では、クラス B に

分類される CpG DNA (ODN 1668) による細胞応答に対する抗菌ペプチドの効果を解析

した。 

 

 

1. Kn2-7 は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強する 

 RAW264.7 からの IL-10 分泌を指標として、マクロファージの CpG DNA に対する応

答性を確認したところ、10 nM CpG DNA 処理により細胞からの IL-10 分泌が誘導され

た (図 1)。一方、CpG DNA の対照配列の GpC DNA を、CpG DNA と同濃度で処理した

細胞では IL-10 の分泌が認められなかった (図 1)。このことから、CpG DNA 刺激によ

る RAW264.7 の IL-10 分泌誘導は、TLR9 を介した CpG モチーフの認識による応答であ

ると判断できた。そこで、Kn2-7、L5、Mastoparan M ならびに Temporin A が、CpG DNA

に対するマクロファージの応答を増強するかを調べるために、CpG DNA 刺激による

RAW264.7 のサイトカイン分泌に対する、これら 4 種の抗菌ペプチドの効果を解析した。

Kn2-7 存在下で CpG DNA を処理すると、Kn2-7 の濃度依存的に CpG DNA 刺激による
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IL-10 分泌が増加し、12.5 µg/mL Kn2-7 を加えた条件で CpG DNA を刺激した細胞から

の IL-10 分泌量は、CpG DNA 単独処理時の約 135 倍となった (図 2)。同様に、TNF-α分

泌も Kn2-7 の添加濃度依存的に増加し、12.5 µg/mL Kn2-7 を加えた細胞からの TNF-α分

泌量は、CpG DNA 単独処理時の約 4.5 倍となった (図 3)。また、12.5 μg/mL Kn2-7 を処

理しても、CpG DNA 刺激をしなければ IL-10 および TNF-αの分泌量は未処理の細胞と

同程度であり、Kn2-7 による IL-10 および TNF-αの分泌誘導は認められなかった (図 2､

図 3)。さらに、IL-6、IL-1β、IFN-βならびに IFN-γの分泌についても調べたところ、CpG 

DNA 単独処理により IL-6 の分泌誘導が認められ、12.5 μg/mL Kn2-7 を加えることによ

りその分泌量が約 9.1 倍増加した (データ未掲載)。その他のサイトカインについては、

CpG DNA 単独処理による分泌誘導が認められなかった (データ未掲載)。これらのこと

から、Kn2-7 は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強すると考えられた。一方、L5 を

7.5 もしくは 12.5 µg/mL となるように加えた条件で CpG DNA を刺激した細胞からの IL-

10 分泌量は、CpG DNA 単独処理時と比べてわずかに増加したが、その増加の程度は

Kn2-7 を加えた場合と比べるとはるかに小さかった (図 2)。TNF-α分泌も同様に、7.5 も

しくは 12.5 µg/mL L5 を加えることで増加が認められたが、その程度は Kn2-7 を加えた

場合と比べると小さかった (図 3)。これらのことから、L5 は CpG DNA 認識応答をほと

んど増強しないと考えられた。また、2.5、7.5 ならびに 12.5 μg/mL のどの濃度の

Mastoparan M と TemporinA を加えた条件においても、細胞からの IL-10 および TNF-α

の分泌量が CpG DNA 単独処理時と同程度であったので、Mastoparan M と Temporin A

は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強しないと考えられた (図 2､図 3)。さらに、合

成ペプチドに含まれるトリフルオロ酢酸塩がこれらの細胞応答に影響する可能性を排

除するために、トリフルオロ酢酸塩よりも細胞毒性が小さいとされる酢酸塩として

Kn2-7 および L5 を合成し、細胞からの IL-10 分泌量を指標としてその CpG DNA 認識応

答増強作用を調べた。酢酸塩として合成した Kn2-7 および L5 は、トリフルオロ酢酸塩
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として合成した Kn2-7 および L5 と同程度の CpG DNA 認識応答増強作用を示したこと

から、合成ペプチドに含まれる塩類が細胞応答に影響を与えている可能性は低いと考え

られた (図 4)。今回調べた 4 種の抗菌ペプチドの中で、Kn2-7 が RAW264.7 の CpG DNA

認識応答を最も増強したことから、以降は Kn2-7 の CpG DNA 認識応答増強メカニズム

について詳しく調べることにした。 

 

2. Kn2-7 による CpG DNA 認識応答の増強には、Kn2-7 の CpG DNA 細胞内取

り込み増加作用が関与する 

 CpG DNA は細胞内のエンドソーム/リソソームに局在する TLR9 に認識されることで

サイトカインの分泌を誘導することから [44]、CpG DNA の細胞内への取り込みが、

TLR9 を介した細胞応答にとって重要なステップの 1 つだと考えられる。このことから、

Kn2-7 による CpG DNA 認識応答の増強には、CpG DNA の細胞内への取り込み増加が

関与する可能性が考えられた。そこで、蛍光標識した CpG DNA の細胞内取り込みに対

する Kn2-7 の効果を解析した。共焦点レーザー顕微鏡により CpG DNA の細胞内への取

り込みとその局在性を調べたところ、CpG DNA を単独処理した細胞と比べて、Kn2-7 を

同時に処理した細胞の方が細胞質における緑色の蛍光が明確に観察され、CpG DNA の

細胞内への取り込みが増加したと考えられた (図 5A)。また、このとき CpG DNA はド

ット状で観察されたことから、CpG DNA がエンドソームなどの小胞内に集積した状態

であることが示された。したがって、CpG DNA は受動拡散ではなく、エンドサイトー

シスなどの能動輸送機構によって細胞内に取り込まれたと考えられた。さらに、CpG 

DNA の細胞内への取り込みをフローサイトメトリーにより定量的に解析したところ、

Kn2-7 の添加濃度依存的に CpG DNA の細胞内への取り込みが増加し、10 µg/mL Kn2-7

を加えた細胞への CpG DNA の取り込みは、CpG DNA を単独処理した場合の約 2 倍と

なった (図 5B)。これらのことから、Kn2-7 は CpG DNA の RAW264.7 への取り込みを
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増加させることが明らかとなった。 

 次に、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内への取り込み増加が、RAW264.7 の CpG DNA

認識応答の増強に関与するかを調べた。ペプチドの細胞内移行性には、その配列中のア

ルギニン (Arg) 残基が重要なことが知られている [45]。この理由として、プロテオグ

リカンなどの負電荷を有する細胞表面分子との相互作用により、ペプチドが細胞表面に

集積しやすくなることなどが考えられている [46, 47]。この相互作用には、Arg の側鎖

に存在するグアニジノ基 (pKa: 12.48) と細胞表面分子の負電荷を有する官能基との水

素結合が重要である [48, 49]。Arg と同様に塩基性アミノ酸であるリシン (Lys) も、ア

ミノ基 (pKa: 10.54) を側鎖に有することから負電荷を有する官能基と水素結合を 1 つ

形成することができるが、グアニジノ基は 2 つの水素結合を形成可能であることから、

Arg は Lys と比べて細胞表面との相互作用が強いと考えられる。そのため、Lys に富む

ペプチドと比べて Arg に富むペプチドの方が細胞内移行性は高いとされている [45, 50]。

このペプチドの細胞内移行性が、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用に関わると考えて、

Kn2-7 の Arg をアラニン (Ala) に置換した Kn2-7RA および Lys を Arg に置換した Kn2-

7KR の CpG DNA 細胞内取り込みに対する効果を調べた。Kn2-7RA (10 μg/mL) を加え

ると、CpG DNA 単独処理時と比較して細胞内への CpG DNA の取り込みが増加したが、

その増加の程度はKn2-7と比べると約 0.7倍であった (図 6A)。また、Kn2-7KR (10 μg/mL) 

を加えると、細胞への CpG DNA の取り込みは Kn2-7 を加えた場合の約 1.7 倍となった 

(図 6B)。このことから、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用は、Kn2-7 と比べて Kn2-7RA

の方が弱く、Kn2-7KR の方が強いことが示された。Kn2-7 配列中の Arg を置換すること

により CpG DNA 細胞内取り込み増加作用を変化させることができたので、次に、CpG 

DNA 刺激による RAW264.7 の IL-10 分泌に対する、Kn2-7RA および Kn2-7KR の効果を

調べた。CpG DNA 刺激による IL-10 分泌は 1.25 および 2.5 μg/mL Kn2-7RA を加えても

CpG DNA 単独処理時と同程度であったが、5 µg/mL Kn2-7RA を加えた条件では増加し、
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このときの IL-10 分泌量は 5 µg/mL Kn2-7 を加えた場合の約 0.4 倍であった (図 6C)。一

方、Kn2-7KR を加えるとその濃度依存的に CpG DNA 刺激による IL-10 分泌が増加し、

5 µg/mL Kn2-7KR を加えた細胞からの IL-10 分泌量は 5 µg/mL Kn2-7 を加えた場合の約

2.4 倍となった (図 6D)。このことから、細胞の CpG DNA 認識応答増強作用は、Kn2-7

と比べて Kn2-7RA は弱く、Kn2-7KR は強いことが示された。このように、Kn2-7 とそ

のアルギニン改変ペプチドの CpG DNA 認識応答増強作用の強弱が CpG DNA 細胞内取

り込み増加作用の強弱と比例していたことから、Kn2-7 による RAW264.7 の CpG DNA

認識応答の増強には、Kn2-7 の CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が関与することが明

らかとなった。 

 

3. D-アミノ酸で合成した Kn2-7 は CpG DNA の細胞内への取り込みを増加さ

せるが、CpG DNA 認識応答を増強しない 

 CpG DNA 認識応答の増強に影響する Kn2-7 の性質をさらに詳しく調べるために、す

べて D-アミノ酸で合成した Kn2-7 (D-Kn2-7) の作用を解析した。D-アミノ酸で構成さ

れるペプチドは、L-アミノ酸で構成されるペプチドと比べて立体構造が変化するため、

生体分子との相互作用が変化する。これにより、D-アミノ酸で合成したペプチドは、プ

ロテアーゼに対して抵抗性を示すため [51]、抗菌ペプチドの修飾法の 1 つとして利用

されている [35]。図 7A に示すように、D-Kn2-7 (7.5 μg/mL) を加えた時の CpG DNA の

細胞内への取り込みは CpG DNA 単独処理時と比べて増加し、その増加の程度は Kn2-7

の約 1.5 倍となった。これは、Kn2-7 より D-Kn2-7 の方がプロテアーゼによる分解を受

けにくいためである可能性が考えられる。また、D-アミノ酸で合成した Kn2-7KR (D-

Kn2-7KR) (7.5 μg/mL) を加えた細胞への CpG DNA の取り込みは、D-Kn2-7 を加えた場

合の約 1.4 倍となった (図 7B)。Kn2-7 と比べて Kn2-7KR の方が CpG DNA 細胞内取り

込み増加作用が大きいという図 6B で得られた結果が、D-Kn2-7 と D-Kn2-7KR でも確認
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できたことから、D-アミノ酸で合成したペプチドは、L-アミノ酸で合成したペプチドと

同様の機構で CpG DNA の細胞内への取り込み増加を行うと考えられた。そこで、CpG 

DNA 刺激による RAW264.7 の IL-10 分泌に対する、D-Kn2-7 および D-Kn2-7KR の効果

を調べた。しかしながら、CpG DNA に 1.25、2.5 ならびに 5 μg/mL のどの濃度の D-Kn2-

7 もしくは D-Kn2-7KR を加えても、細胞からの IL-10 分泌量は CpG DNA を単独処理し

た場合と同程度であった (図 7C､D)。したがって、D-Kn2-7 およびその改変ペプチド D-

Kn2-7KR は共に、それぞれ L-アミノ酸で合成したものと同様に CpG DNA の細胞内へ

の取り込みを増加させるにも関わらず、CpG DNA 認識応答を増強しないことが明らか

となった。これまでの結果をまとめると、Kn2-7 による RAW264.7 の CpG DNA 認識応

答の増強には、Kn2-7 の CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が必須だが、それだけでは

不十分で、その他の性質や作用が関与する可能性が示された。 

 

 

本節では、抗菌ペプチド Kn2-7 が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強することを

見出した。そこで、Kn2-7 による CpG DNA 応答増強メカニズムについて詳しく調べる

ことにした。CpG DNA の細胞内取り込みに対するペプチドの効果を解析したところ、

Kn2-7 およびそのアルギニン改変ペプチドの CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が、そ

れらの CpG DNA 認識応答増強作用と比例していたことから、Kn2-7 による CpG DNA

認識応答の増強には、Kn2-7 の CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が関与することが示

された。一方、D-アミノ酸で合成した Kn2-7 と Kn2-7KR は共に、それぞれ L-アミノ酸

で合成したものと同様に細胞内への CpG DNA の取り込みを増加させる作用があった

が、CpG DNA 認識応答は増強しなかった。このことから、CpG DNA の細胞内への取り

込みが増加しても、CpG DNA 認識応答が増強するとは限らないことがわかった。した

がって、Kn2-7 による CpG DNA 認識応答の増強には、CpG DNA 細胞内取り込み増加
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作用が必須だが、それだけでは不十分で、その他の性質や作用が関与する可能性が考え

られた。 
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第 2 節 Kn2-7 と CpG DNA の結合親和性の解析 

 

 第 1 節では、抗菌ペプチド Kn2-7 が CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させ、そ

の作用が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関与することを明らかにした。DNA

認識応答を促進することが知られている抗菌ペプチド LL-37 は、静電的相互作用により

細胞外 DNA と複合体を形成し、その複合体が形質細胞様樹状細胞のエンドソーム内に

取り込まれることで、細胞の TLR9 活性化につながるとされている [17]。また、d(IC)13 

(ODN1a) との組み合わせが樹状細胞の免疫応答増強作用を示す L5 は、ODN1a と複合

体を形成して樹状細胞表面と結合した後、ペプチドの大部分は細胞表面に結合したまま

であるが、細胞内の TLR9 が存在する小胞への、エンドサイトーシスによる ODN1a の

取り込みを促進することが示されている [52, 53]。これらの知見を踏まえると、Kn2-7

は CpG DNA と複合体を形成することによって、CpG DNA の細胞内への取り込みを増

加させたと推測される。しかしながら、Kn2-7 の CpG DNA との結合親和性と、CpG DNA

細胞内取り込み増加作用との関係は不明である。そこで、CpG DNA とペプチドの結合

親和性を評価する実験系を構築し、Kn2-7 およびその改変ペプチドの CpG DNA との結

合親和性を解析した。 

 

 

1. CpG DNA とペプチドの結合親和性を評価する実験系の構築 

 L5 は ODN1a と結合して複合体を形成し、ODN1a の細胞内への取り込みを促進して

ヒトおよびマウス樹状細胞の活性化を増強することが知られている [52]。このことか

ら、L5 は核酸と結合し、細胞内への核酸の取り込みを促進する作用があると考えられ

る。L5 が CpG DNA と結合する可能性を検証するために、RAW264.7 への CpG DNA の

取り込みに対する L5 の効果を、フローサイトメトリーを用いて確認した。その結果、
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図 8A に示すように、L5 (10 μg/mL) を加えたときの CpG DNA の細胞内への取り込み

は、CpG DNA 単独処理時と比べて約 2.7 倍増加した。L5 が RAW264.7 への CpG DNA

の取り込みを増加させることが確認できたことから、L5 は CpG DNA と結合する可能

性が示された。したがって、L5 を用いて CpG DNA とペプチドの結合親和性を評価する

実験系を構築することにした。CpG DNA とペプチドの結合親和性は、ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動による測定系を利用して評価しようと考えた。これは、CpG DNA が

ペプチドと結合して分子量が増加することで、ゲル中の移動度が変化することを指標と

した方法である。図 8B に示すように、CpG DNA に対するモル比が 1、2 ならびに 4 倍

となるように L5 を混合した条件では CpG DNA のバンドが検出されたのに対し、6、8

ならびに 10 倍では CpG DNA のバンドが検出されなかった。また、L5 を加えた条件で

はゲル上部に発光物が検出された。これは、CpG DNA と L5 が複合体を形成し、そのサ

イズが非常に大きかった、もしくは L5 の正電荷により CpG DNA の負電荷が中和され

た、などの理由により CpG DNA がポリアクリルアミドゲル中に泳動されず、ゲル上部

にとどまったためだと考えられた。これらのことから、CpG DNA に対するモル比が 6

倍以上の L5 を混合することで、ほとんどの CpG DNA が L5 との複合体形成に利用され

たことが推察された。一方、L5 の Lys を Ala に置換して電荷をなくした L5KA を、CpG 

DNA に対するモル比が 10 倍となるように混合した条件では、CpG DNA を単独で泳動

した場合と同程度の強度の CpG DNA バンドが検出された (図 8B)。これは、L5KA が

CpG DNA とほとんど複合体を形成せず、大部分の CpG DNA が遊離の状態で存在する

ためだと考えられた。したがって、CpG DNA と L5 の複合体形成は、L5 の正電荷に依

存することが示された。以上の結果より、ペプチドと複合体を形成した CpG DNA はポ

リアクリルアミドゲル中には検出されなかったが、ペプチドとの複合体形成に CpG 

DNA が利用されることで遊離の CpG DNA バンドが検出されなくなることから、その

ときのペプチド/CpG DNA モル比を指標とすることで、ペプチドの正電荷による CpG 
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DNA との結合の親和性を評価できると考えられた。 

 

2. Kn2-7による CpG DNAの細胞内への取り込み増加には、Kn2-7 と CpG DNA

との結合親和性が関与する 

 第 1項で構築したポリアクリルアミドゲル電気泳動による測定系を用いて、CpG DNA

と Kn2-7 の結合親和性を調べた。その結果、図 9A に示すように、CpG DNA に対する

モル比が 1、2 ならびに 4 倍となるように Kn2-7 を混合した条件では CpG DNA のバン

ドが検出されたのに対し、6、8 ならびに 10 倍では CpG DNA のバンドが検出されなか

った。Kn2-7 を混合することによる CpG DNA のバンド変化が、CpG DNA に L5 を混合

した場合と同様となったので (図 8B)、Kn2-7 は CpG DNA と結合し、その結合親和性

は L5 と同程度だと考えられた。次に、Kn2-7 の CpG DNA との結合親和性が、Kn2-7 に

よる CpG DNA の細胞内への取り込み増加に関与するかを調べるために、Kn2-7RA およ

び Kn2-7KR の CpG DNA との結合親和性を解析した。CpG DNA のバンドは、CpG DNA

に対するモル比が 1、2、4 ならびに 6 倍となるように Kn2-7RA を混合した条件では検

出されたのに対し、8 もしくは 10 倍では検出されなかった (図 9B)。また、CpG DNA

に対して Kn2-7KR を 1 もしくは 2 モル倍となるように混合した条件では CpG DNA の

バンドが検出されたのに対し、4、6、8 ならびに 10 モル倍では検出されなかった (図

9C)。CpG DNA のバンドが検出されなくなるペプチド/CpG DNA モル比が Kn2-7 を混合

した場合と比べて Kn2-7RA を混合した場合の方が大きく、Kn2-7KR を混合した場合の

方が小さかった。このことから、CpG DNA との結合親和性は Kn2-7 と比べて Kn2-7RA

の方が小さく、Kn2-7KR の方が大きいと考えられた。この結果は、CpG DNA 細胞内取

り込み増加作用が Kn2-7 と比べて Kn2-7RA の方が弱く (図 6A)、Kn2-7KR の方が強い 

(図 6B)、という第 1 節 2 項で示した結果と比例した。これらのことから、Kn2-7 による

RAW264.7 への CpG DNA の取り込み増加には、Kn2-7 と CpG DNA との結合親和性が
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重要であり、その結合には Kn2-7 の塩基性アミノ酸が関与すると考えられた。 

 

3. Kn2-7LA は CpG DNA と結合するが、CpG DNA の細胞内への取り込みを増

加させない 

 Kn2-7 の CpG DNA との結合親和性と、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内への取り込

み増加との関係をさらに詳しく調べるために、Kn2-7 のロイシン (Leu) を Ala に置換し

た Kn2-7LA の性質も解析した。CpG DNA に対するモル比が 1、2 ならびに 4 倍となる

ように Kn2-7LA を混合した条件では CpG DNA のバンドが検出されたのに対し、6、8

ならびに 10 倍では CpG DNA のバンドが検出されなかった (図 10A)。CpG DNA のバン

ドが検出されなくなる Kn2-7LA/CpG DNA モル比が、Kn2-7 を混合した場合と顕著な差

が認められなかったことから (図 9A)、Kn2-7LA の CpG DNA との結合親和性は Kn2-7

と同程度だと考えられた。これは、Kn2-7LA の配列中の塩基性アミノ酸の組成や位置が

Kn2-7 と同じだからだと考えられた。そこで、RAW264.7 への CpG DNA の取り込みに

対する Kn2-7LA の効果をフローサイトメトリーで調べた。その結果、図 10B に示すよ

うに、Kn2-7LA (12.5 μg/mL) を加えても CpG DNA の細胞内への取り込みは CpG DNA

単独処理時と同程度となった。このことから、Kn2-7LA は CpG DNA の細胞内への取り

込みを増加させないことがわかった。以上の結果より、Kn2-7 による RAW264.7 への

CpG DNA の取り込み増加には、Kn2-7 の疎水性アミノ酸が重要であると考えられた。 

 

 

本節では、CpG DNA とペプチドの結合親和性を評価するために、ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動による測定系を構築し、Kn2-7 およびその改変ペプチドの CpG DNA と

の結合親和性を解析した。CpG DNA とペプチドの複合体が大きすぎる、もしくはペプ

チドの正電荷により CpG DNA の負電荷が中和されるなどの理由により、ペプチドと複
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合体を形成した CpG DNA はポリアクリルアミドゲル中には検出されず、ゲル上部の発

光物として検出されたが、遊離の CpG DNA バンドが検出されなくなるペプチド/CpG 

DNA モル比を指標として CpG DNA とペプチドの結合親和性を評価することが可能と

なった。この測定系により、Kn2-7 は CpG DNA と結合することが示された。Kn2-7 の

CpG DNA との結合親和性が、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内への取り込み増加に関

与するかを調べるために、Kn2-7 およびそのアルギニン改変ペプチド Kn2-7RA、Kn2-

7KR の CpG DNA との結合親和性を解析し、CpG DNA 取り込み増加作用と比較した。

すると、これらのペプチドの CpG DNA との結合親和性は、CpG DNA 細胞内取り込み

増加作用と比例していた。このことから、Kn2-7 による RAW264.7 への CpG DNA の取

り込み増加には、Kn2-7 と CpG DNA との結合親和性が重要であり、その結合には Kn2-

7 の塩基性アミノ酸が関与すると考えられた。一方、Kn2-7LA は Kn2-7 と同程度の CpG 

DNA との結合親和性を示したが、CpG DNA の取り込みを増加させなかった。したがっ

て、ペプチドが細胞膜を透過するには、ペプチドの適度な疎水性が必要であると考えら

れた。以上のことから、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内への取り込み増加には、Kn2-

7 の塩基性アミノ酸による CpG DNA との結合親和性と、疎水性アミノ酸による細胞膜

透過性が重要であると考えられた。 
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第 3 節 Kn2-7 の両親媒性と CpG DNA 認識応答増強作用の解析 

 

第 1 節では、Kn2-7 が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強し、その増強には Kn2-

7 の CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が関与することを示した。一方、L5 は CpG DNA

の細胞内への取り込みを Kn2-7 と同程度増加させたが (図 8A)、CpG DNA 認識応答を

ほとんど増強しなかった (図 2､図 3)。Kn2-7 と L5 は、CpG DNA との結合に重要な塩

基性アミノ酸の割合が同程度で (Kn2-7: 約 38.5 %、L5: 約 36.4 %)、CpG DNA との結合

親和性も同程度であることを第 2 節で述べた (図 8B､図 9A)。このことから Kn2-7 と L5

は、CpG DNA との結合およびその後の CpG DNA の細胞内への取り込みに対しては同

様の効果を示すが、CpG DNA 認識応答に対する効果は異なる (図 11)。したがって、

Kn2-7 と L5 で異なる何らかの性質が、ペプチドの CpG DNA 認識応答増強作用に重要

であると考えられる。 

抗菌ペプチドの抗菌活性や哺乳動物細胞の細胞膜に対する透過能などの作用には、配

列中の正電荷残基や疎水性残基の数だけでなく、α-ヘリックス性や両親媒性など、それ

ぞれのアミノ酸残基の位置に由来する性質も重要であることが知られている [54, 55]。

例えば、α-ヘリックス構造を有する両親媒性抗菌ペプチド LL-37 は大腸菌に対して殺菌

作用を示すが、LL-37 のアミノ酸配列をランダムに並び替えて両親媒性を低下させたペ

プチドは殺菌作用を示さない [31]。また、両親媒性合成ペプチド R6W3 (RRWWRRWRR-

NH2) は HeLa 細胞にエンドサイトーシスを誘起するが、R6W3 の配列中のトリプトフ

ァン残基を D-アミノ酸に置換して二次構造を失わせると、エンドサイトーシス誘起能

が低下する [56]。Kn2-7 と L5 は共に α-ヘリックス構造をとることが知られている [33, 

57]。そこで、これらのペプチドの性質をさらに詳しく知るために、α-ヘリックスの特性

を予測するウェブサーバーHeliQuest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr) を用いてペプチドをヘ

リックスの中心軸から見下ろしたらせん車輪投影図を作成し、同時に平均疎水性モーメ
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ント<μH>を算出した [58]。すると、Kn2-7 は<µH>=0.908、L5 は<µH>=0.095 となった 

(図 12)。<μH>は、長さの異なるペプチドの両親媒性の程度を直接比較することができ

る指標の 1 つで、その値が大きいほど両親媒性が高いと評価できる [59]。両親媒性が高

いペプチドの配列を識別する上で、<μH>が 0.6 より大きいことを 1 つの目安とする例

がある [58]。このことから、Kn2-7 は両親媒性が高いが L5 は両親媒性が低いと考えら

れる。そこで、ペプチドの両親媒性が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関与す

る可能性を考え、Kn2-7 および L5 のアミノ酸組成は変化させずに、一部のアミノ酸を

入れ替えてそれぞれの両親媒性を変化させたペプチドを新たにデザインし、それらのペ

プチドの CpG DNA 認識応答増強作用を調べることにより、両親媒性の重要性を検討し

た。 

 

 

1. ペプチドのデザイン 

ヘリックスの一方の面に親水性残基が多く存在し、その反対の面に疎水性残基が多く

存在すると、α-ヘリックスペプチドは両親媒性を示す。そこで、Kn2-7 の両親媒性が低

下するように親水性残基に富む領域に含まれる 3 番目の Lys および 11 番目の Lys を、

疎水性残基に富む領域に含まれる 2 番目のイソロイシン (Ile) および 12 番目の Ile とそ

れぞれ入れ替えた Kn2-7-3K2I/11K12I (FKIRIARLLRIKF-NH2) を作成した (図 13 上)。

HeliQuest を用いて<μH>を算出したところ、Kn2-7-3K2I/11K12I の<μH>は 0.267 であり、

Kn2-7-3K2I/11K12I の両親媒性は Kn2-7 と比べて低いことが確認できた (図 13 上)。ま

た、L5 の両親媒性が上昇するように L5 の 3 番目の Lys および 9 番目の Lys を、それぞ

れ 4 番目の Leu および 8 番目の Leu と入れ替えた L5-3K4L/9K8L (KLLKLLLKLLK-NH2) 

を作成した (図 13 下)。L5-3K4L/9K8L の<μH>は 0.799 であり、L5-3K4L/9K8L の両親媒

性は L5 と比べて高いことが確認できた(図 13 下)。 
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2. Kn2-7-3K2I/11K12I は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強しない 

 ペプチドの両親媒性が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関与する可能性を検

証するために、Kn2-7 の両親媒性を低下させた Kn2-7-3K2I/11K12I の CpG DNA 認識応

答増強作用を、RAW264.7 からの IL-10 分泌を指標として解析した。その結果、2.5、7.5

ならびに 12.5 μg/mL のどの濃度の Kn2-7-3K2I/11K12I を加えた条件で CpG DNA を処理

しても、RAW264.7 からの IL-10 分泌量は CpG DNA 単独処理時と同程度となった (図

14)。このことから、Kn2-7-3K2I/11K12I は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強しな

いことがわかった。 

 

 ペプチドの両親媒性の変化が CpG DNA との結合親和性や CpG DNA 細胞内取り込み

増加作用に影響した可能性もある。そこで、Kn2-7-3K2I/11K12I の CpG DNA との結合

親和性および CpG DNA 細胞内取り込み増加作用を解析した。まず、第 2 節で構築した

方法により Kn2-7-3K2I/11K12I の CpG DNA との結合親和性を調べた。CpG DNA に対

するモル比が 1 もしくは 2 倍となるように Kn2-7-3K2I/11K12I を混合した条件では CpG 

DNA のバンドが検出されたのに対し、4、6、8 ならびに 10 倍では CpG DNA のバンド

が検出されなかった (図 15)。CpG DNA のバンドが検出されなくなるペプチド/CpG 

DNA モル比が Kn2-7 と比べて Kn2-7-3K2I/11K12I の方が小さかったことから (図 9A､

図 15)、Kn2-7-3K2I/11K12I の CpG DNA との結合親和性は Kn2-7 より大きいと考えられ

た。Kn2-7 の両親媒性低下により、CpG DNA との結合親和性が大きくなった可能性も

あるが、Kn2-7-3K2I/11K12I の CpG DNA との結合親和性が Kn2-7 と比べて低下しなか

ったことから、この変化は Kn2-7-3K2I/11K12I が CpG DNA 認識応答を増強しなかった

ことを説明するものではないと考えられた。 

 次に、CpG DNA の細胞内取り込みに対する Kn2-7-3K2I/11K12I の効果をフローサイ
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トメトリーで調べた。その結果、図 16 に示すように、Kn2-7-3K2I/11K12I を加えるとそ

の添加濃度依存的に CpG DNA の細胞内への取り込みがわずかに減少した。一方、Kn2-

7 では同じ条件下で CpG DNA の細胞内への取り込みが増加することが確認できた (図

16)。このことから、Kn2-7-3K2I/11K12I は CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させ

ないことがわかった。ペプチドの CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が、CpG DNA 認

識応答の増強に関与するという第 1 節 2 項で述べた内容を考慮すると、Kn2-7-

3K2I/11K12I が CpG DNA 認識応答を増強しなかったのは、Kn2-7-3K2I/11K12I が CpG 

DNA 細胞内取り込み増加作用を有さないためである可能性がある。したがって、これ

らの結果からは Kn2-7 の両親媒性が CpG DNA 認識応答の増強に関与するとはいえな

い。 

 

3. L5-3K4L/9K8L は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強する 

 次に、L5 の両親媒性を上昇させた L5-3K4L/9K8L の CpG DNA 認識応答増強作用を調

べた。RAW264.7 に L5-3K4L/9K8L 存在下で CpG DNA を処理すると、L5-3K4L/9K8L の

濃度依存的に CpG DNA 刺激による IL-10 分泌が増加し、12.5 μg/mL L5-3K4L/9K8L を

加えた条件で CpG DNA を刺激した細胞からの IL-10 分泌量は、CpG DNA 単独処理時

の約 12.6 倍となった (図 17)。また、12.5 μg/mL L5-3K4L/9K8L を単独処理した細胞か

らは IL-10 の分泌が認められなかった (図 17)。このことから、L5-3K4L/9K8L は

RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強することが明らかとなった。 

 

第 2 項と同様に、CpG DNA との結合親和性や CpG DNA 細胞内取り込み増加作用に

対する、ペプチドの両親媒性の影響を解析した。まず、CpG DNA との結合親和性を調

べたところ、CpG DNA に対するモル比が 1、2 ならびに 4 倍となるように L5-3K4L/9K8L

を混合した条件では CpG DNA のバンドが検出されたのに対し、6、8 ならびに 10 倍で
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は CpG DNA のバンドが検出されなかった (図 18)。CpG DNA のバンドが検出されなく

なるペプチド/CpG DNA モル比が L5-3K4L/9K8L と L5 で顕著な差が認められなかった

ことから (図 8B､図 18)、L5-3K4L/9K8L の CpG DNA との結合親和性は L5 と同程度だ

と考えられた。このことから、L5 の両親媒性を上昇させても CpG DNA との結合親和性

は変化せず、L5 と L5-3K4L/9K8L の CpG DNA 認識応答増強作用の違いに、ペプチドの

CpG DNA との結合親和性は寄与しないと考えられた。 

 次に、CpG DNA の細胞内取り込みに対する L5-3K4L/9K8L の効果をフローサイトメ

トリーで調べた。その結果、図 19 に示すように、CpG DNA の細胞内への取り込みは 5

および 7.5 µg/mL L5-3K4L/9K8L を加えても CpG DNA 単独処理時と同程度で、10 µg/mL 

L5-3K4L/9K8L を加えた時にわずかに増加した。しかしながら、L5 による CpG DNA の

細胞内への取り込み増加の程度と比べると、L5-3K4L/9K8L は CpG DNA の細胞内への

取り込みをほとんど増加させないと考えられた。このことから、L5-3K4L/9K8L は L5 と

比べて CpG DNA の細胞内への取り込みをほとんど増加させないが、CpG DNA 認識応

答を顕著に増強することがわかった。L5 と L5-3K4L/9K8L の CpG DNA 認識応答増強作

用が CpG DNA 細胞内取り込み増加作用と比例しなかったことから、L5 と L5-

3K4L/9K8L の CpG DNA 認識応答増強作用の違いに、CpG DNA 細胞内取り込み増加作

用が寄与する可能性は低いと考えられた。以上の結果より、L5-3K4L/9K8L による CpG 

DNA 認識応答の増強には、L5-3K4L/9K8L の両親媒性が関与することが示唆された。 

 

 

本節では、ペプチドの両親媒性が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関与する

可能性を考え、Kn2-7 および L5 のアミノ酸組成は変化させずに、一部のアミノ酸を入

れ替えてそれぞれの両親媒性を変化させたペプチドの CpG DNA 認識応答増強作用を調

べた。CpG DNA 認識応答増強作用を示す Kn2-7 の両親媒性を低下させた Kn2-7-
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3K2I/11K12I は RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強しなかった。また、Kn2-7-

3K2I/11K12I は CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させなかったことから、Kn2-7 の

両親媒性は CpG DNA の細胞内への取り込み増加およびそれに伴う CpG DNA 認識応答

の増強に重要であると考えられた。一方、CpG DNA 認識応答をほとんど増強しない L5

の両親媒性を上昇させた L5-3K4L/9K8L は、L5 と比べて CpG DNA の細胞内への取り込

みをほとんど増加させなかったが、CpG DNA 認識応答を顕著に増強した。したがって、

L5-3K4L/9K8L による CpG DNA 認識応答の増強に、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用

が寄与する可能性は低く、L5-3K4L/9K8L の両親媒性が関与することが示唆された。以

上の結果より、ペプチドの両親媒性が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関与す

る可能性が明らかとなった。 
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第 4 節 Kn2-7 による CpG DNA 認識応答の増強に関わる細胞内シ

グナル分子の解析 

 

 TLR9 が CpG DNA を認識すると、アダプター分子である MyD88 を介して転写因子

NF-B の活性化や MAPKs のリン酸化が起こり、細胞のサイトカイン分泌が誘導される 

[60, 61]。第 1 節では、Kn2-7 が CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させ、CpG DNA

刺激により誘導される RAW264.7 のサイトカイン分泌を増強することを明らかにした。

しかしながら、その細胞内シグナル増強の詳細については不明である。Kn2-7 を同時に

処理することにより、CpG DNA 刺激による活性化がさらに増強される細胞内シグナル

分子は、RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関わる。したがって、そのような分

子の同定は、ペプチドによる CpG DNA 認識応答増強メカニズムを解明する手がかりと

なる。そこで、ペプチドにより増強される細胞内シグナル分子の探索を目的として、CpG 

DNA 刺激による RAW264.7 の NF-B 活性化や MAPKs リン酸化に対する、Kn2-7 の効

果を解析した。 

 

 

1. Kn2-7 は CpG DNA 刺激による RAW264.7 の NF-B 活性化を増強しない 

 NF-B が活性化すると、核内へ移行した後 NF-B 結合配列 (5’-GGGACTTTCC-3’) を

特異的に認識することで DNA と結合し、サイトカインなどの目的遺伝子の転写活性化

を行う [62]。CpG DNA 刺激による RAW264.7 の NF-B 活性化は、細胞の核抽出液と

NF-B 特異的プローブを用いたゲルシフトアッセイにより解析した。図 20A に示すよ

うに、CpG DNA 単独処理によりシフトバンドが検出され、そのバンド強度は刺激後 1

時間で最大となり、その後経時的に減少した。このことから CpG DNA 刺激により NF-
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B が活性化され、その活性化レベルは刺激後 1 時間で最大になることが確認できた。

これに Kn2-7 (12.5 μg/mL) を加えても、CpG DNA の刺激時間に関わらず、シフトバン

ドの強度は CpG DNA 単独処理時と比べて増強しなかった (図 20A)。さらに、刺激後 1

時間におけるシフトバンドの強度は CpG DNA の刺激濃度依存的に増強したが、どの濃

度の CpG DNA で刺激した条件においても、Kn2-7 (12.5 μg/mL) を加えた場合のシフト

バンドの強度は CpG DNA 単独処理時と同程度となった (図 20B)。また、未処理もしく

は 12.5 μg/mL Kn2-7 を単独処理した条件ではシフトバンドはほとんど検出されなかっ

た (図 20)。これらの結果より、Kn2-7 は CpG DNA 刺激による RAW264.7 の NF-B 活

性化を増強しないと考えられた。 

 

2. Kn2-7 は CpG DNA 刺激による RAW264.7 の p38 リン酸化を増強する 

第 1 項において、Kn2-7 は CpG DNA 刺激による RAW264.7 の NF-B 活性化を増強し

ないことがわかった。このことから、Kn2-7 による CpG DNA 認識応答の増強には、NF-

B 以外の分子が関わると考えられた。そこで、CpG DNA 刺激により活性化される他の

細胞内シグナル分子の 1 つである MAPKs のリン酸化に対する Kn2-7 の効果を解析し

た。哺乳動物細胞において、MAPKs は主に p38、c-Jun N 末端キナーゼ (JNK)、細胞外

シグナル調節キナーゼ (ERK) の 3 つに分類される [63]。そこで、Kn2-7 を同時に処理

した時の、CpG DNA 刺激によるこれら 3 種類の MAPKs のリン酸化タンパク質存在量

の変化をウェスタンブロットにより解析した。図 21 に示すように、0.5～1 時間の CpG 

DNA 刺激によりリン酸化 p38 (p-p38)、リン酸化 JNK (p-JNK) ならびにリン酸化 ERK (p-

ERK) の存在量は未処理の細胞と比べて増加し、刺激後 2 時間でその存在量が減少に転

じ、刺激後 4 時間では未処理の細胞と同程度となった。このことから p38、JNK、ERK

のいずれもが CpG DNA 刺激によりリン酸化誘導され、そのリン酸化レベルは刺激後 0.5

～1 時間で最大になることが確認できた。これに Kn2-7 (12.5 μg/mL) を加えると、4 時
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間刺激した場合を除いて、CpG DNA 単独で刺激した場合と比べて p-p38 の存在量がわ

ずかに増加した (図 21A)。一方、p-JNK および p-ERK の存在量は Kn2-7 を加えてもほ

とんど変化しなかった (図 21A)。これらの結果は、ImageJ によるバンド強度の定量解

析においても確認できた (図 21B)。 

次に、CpG DNA 刺激濃度を変化させたときの MAPKs のリン酸化に対する Kn2-7 の

効果を解析した。CpG DNA 刺激後の経時的な解析により p38、JNK ならびに ERK のリ

ン酸化レベルが、CpG DNA 刺激後約 1 時間で最大になることが確認できたことから (図

21)、CpG DNA 刺激後 1 時間において、p-p38、p-JNK ならびに p-ERK 存在量の変化を

解析した。刺激後 1 時間における p-p38 存在量は CpG DNA の刺激濃度依存的に増加し

たが、50 nM CpG DNA で刺激した時点で最大に達し、それ以上の濃度の CpG DNA 刺

激では減少に転じた (図 22)。これに Kn2-7 (12.5 μg/mL) を加えると、どの濃度の CpG 

DNA で刺激した条件においても、CpG DNA 単独処理時と比べて p-p38 量が増加した 

(図 22A)。一方、刺激後 1 時間における p-JNK および p-ERK の存在量は CpG DNA の刺

激濃度依存的に増加し、CpG DNA の刺激濃度が 100 nM 付近でその存在量が飽和に達

した (図 22)。これに Kn2-7 (12.5 μg/mL) を加えても、CpG DNA の刺激濃度に関わらず、

p-JNK および p-ERK の存在量は CpG DNA 単独処理時と比べて大きな差異が認められ

なかった (図 22A)。これらの結果は、ImageJ によるバンド強度の定量解析においても

確認できた (図 22B)。また、12.5 μg/mL Kn2-7 を単独処理した細胞の p-p38、p-JNK な

らびに p-ERK 存在量はいずれも、未処理の細胞と同程度だった (図 21､図 22)。これら

の結果より、CpG DNA 刺激によりリン酸化誘導される MAPKs のうち、Kn2-7 は p38 の

リン酸化を選択的に増強すると考えられた。 
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本節では、Kn2-7 が CpG DNA 刺激による RAW264.7 の p38 リン酸化を増強すること

を明らかにした。一方、CpG DNA 刺激による JNK や ERK のリン酸化、NF-B の活性

化に対して Kn2-7 は大きな影響を与えなかった。このことから、Kn2-7 は CpG DNA 刺

激により活性化されるシグナル伝達を全体的に増強するのではなく、p38 リン酸化を含

む特定のシグナルを選択的に増強すると考えられた。 

 

 

  



37 
 

第 4 章 考察 

 

第 1 節 細胞膜透過ペプチドとしての Kn2-7 

  

 第 3 章 1 節では、抗菌ペプチド Kn2-7 が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強し、

その増強には CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が関与することを明らかにした。一方、

D-アミノ酸で合成した Kn2-7 と Kn2-7KR を用いた解析結果より、Kn2-7 による細胞の

CpG DNA 認識応答の増強には、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用だけでは不十分で、

その他の性質や作用が関与する可能性が考えられた。 

 哺乳動物細胞の細胞膜を通過し、通常細胞内へは取り込まれにくい核酸、タンパク質、

ナノ粒子などの様々な機能性分子を細胞内へ輸送することができる約 30 以下のアミノ

酸残基からなるペプチドを総称して、細胞膜透過ペプチド (CPPs) と呼ぶ [64]。CPPs は

アミノ酸配列の特性によって塩基性 CPPs、疎水性 CPPs、両親媒性 CPPs の主に 3 つに

分類される [65]。塩基性 CPPs の細胞膜透過には、エンドサイトーシスなどのエネルギ

ー依存的な機構が関与すると考えられている [66-68]。第 3 章 1 節の結果より、Kn2-7 に

より取り込み促進された CpG DNA は、エンドサイトーシスなどの能動輸送機構によっ

て取り込まれることが示唆された。したがって、本研究において Kn2-7 は CPPs として

機能し、結合した CpG DNA をエンドソーム内に輸送した可能性がある。エンドソーム

内に取り込まれた CPPs は、後期エンドソームやリソソームに多く存在する酸性リン脂

質 bis(monoacylglycero)phosphate の負電荷との静電的相互作用によりエンドソーム膜を

攪乱し、細胞質に放出される [69]。このようなエンドソームからのペプチドの放出は、

endosomal escape と呼ばれている [69]。さらに、D-アミノ酸で合成された CPPs は L-ア

ミノ酸で合成された CPPs と比べて endosomal escape が起こりやすいことが報告されて
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いる [70]。このことから、D-Kn2-7 は Kn2-7 と比べて endosomal escape が起こりやすい

ことが推察される。CpG DNA はエンドソーム/リソソームに局在する TLR9 に認識され

ることでその下流シグナル伝達経路が活性化することから [44]、D-Kn2-7 は CpG DNA

の取り込みを増加させる作用があるが、CpG DNA 認識応答の増強に対しては endosomal 

escape が不利に作用した可能性が考えられる。 
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第 2 節 Kn2-7 による CpG DNA の高次構造化 

 

第 3 章 2 節の結果より、Kn2-7 による CpG DNA の細胞内への取り込み増加には、

Kn2-7 の塩基性アミノ酸による CpG DNA との結合親和性と、疎水性アミノ酸による細

胞膜透過性が重要であることが考えられた。このことから、Kn2-7 は CpG DNA と複合

体を形成して細胞内へ取り込まれることで、CpG DNA の細胞内への取り込みを増加さ

せたと考えられた。しかしながら、Kn2-7 と CpG DNA の複合体が細胞内へ取り込まれ

ることを確認するには至らなかったので、今後のさらなる研究が必要である。 

近年、CpG DNA を高次構造化することで、その免疫刺激活性が増強することが明ら

かにされつつあり、その技術の利用が進められている。塩基配列のそれぞれ半分ずつが

相補的な、30 塩基からなる 3 種類の 1 本鎖 CpG DNA を等モルずつ混合してアニーリ

ングすることで作製したY型DNAは、1本鎖もしくは 2本鎖DNAと比較してRAW264.7

への取り込みが増大し、これらの DNA の刺激により誘導される細胞からのサイトカイ

ン分泌が有意に増加することが Nishikawa らの研究により示されている [71]。さらにこ

の Y 型 DNA を、DNA リガーゼを用いて連結したデンドリマー型 DNA は、Y 型 DNA

と比べてそのサイズ依存的に RAW264.7 への取り込みが増大し、細胞に対する免疫刺激

活性も増強することが同グループの Rattanakiat らにより報告されている [72]。本研究

で使用した CpG DNA の配列中には互いに相補的となる部分が存在しないので、CpG 

DNA 単独で高次構造体となる可能性は低いが、Kn2-7 と結合することで複合体が形成

されることが本研究で明らかとなった。CpG DNA が Kn2-7 と結合することで形成され

る複合体がどのような高次構造を示すかについてはさらなる解析が必要であるが、CpG 

DNA がペプチドと結合することで複合体を形成し、その時の高次構造が細胞の CpG 

DNA 認識応答を増強する上で有利に働いた可能性がある。 
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第 3 節 ペプチド両親媒性の CpG DNA 認識応答増強作用への関与 

 

第 3 章 3 節では、CpG DNA 認識応答増強作用を示す Kn2-7 の両親媒性を低下させた

Kn2-7-3K2I/11K12I が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答を増強しないのに対し、CpG 

DNA認識応答をほとんど増強しない L5 の両親媒性を上昇させた L5-3K4L/9K8LはCpG 

DNA 認識応答を顕著に増強することを見出した。このことから、ペプチドの両親媒性

が RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に関与する可能性が明らかとなった。しかし

ながら、ペプチドの両親媒性は細胞の CpG DNA 認識応答増強作用だけでなく、CpG 

DNA 細胞内取り込み増加作用に影響する場合もある。Kn2-7 の両親媒性を低下させた

Kn2-7-3K2I/11K12I は、CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させなかった。このこと

から、Kn2-7-3K2I/11K12I が Kn2-7 と比べて CpG DNA 認識応答を増強しなかったのは、

両親媒性が低いためだけでなく、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用が小さいためであ

る可能性も考えられた。したがって、ペプチドの CpG DNA 認識応答増強作用に対する

ペプチドの両親媒性の関与を明確に示すためには、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用

が元の配列のペプチドと同程度の両親媒性改変ペプチドを作成することが必須である。 

一方、L5 の両親媒性を上昇させた L5-3K4L/9K8L は、L5 と比べて CpG DNA の細胞

内への取り込みをほとんど増加させなかった。L5 と L5-3K4L/9K8L の両親媒性が、CpG 

DNA 細胞内取り込み増加作用と比例しなかったことから、L5-3K4L/9K8L の両親媒性は

CpG DNA の細胞内取り込み増加作用に寄与しないと考えられた。一方、L5-3K4L/9K8L

は L5 と比べて CpG DNA の細胞内への取り込みをほとんど増加させなかったが、CpG 

DNA 認識応答を顕著に増強したことから、L5-3K4L/9K8L の両親媒性が CpG DNA 認識

応答の増強に関与する可能性が考えられた。L5-3K4L/9K8L の細胞応答増強メカニズム

が Kn2-7 と異なる可能性も否定できないが、この結果は、ペプチドによる CpG DNA 認

識応答の増強には、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用だけでなく、その他の性質や作
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用が関与するという第 3 章 1 節の結果とも一致した。そして、L5-3K4L/9K8L は CpG 

DNA の細胞内への取り込みをほとんど増加させなかったことから、その CpG DNA 認

識応答増強メカニズムを調べることは、増強に関わる CpG DNA の取り込み増加以外の

ペプチドの性質や作用を知る上で重要だと考えられる。ペプチドの両親媒性と CpG 

DNA 細胞内取り込み増加作用との関係は明らかにできなかったが、第 3 章 3 節の結果

から、α-ヘリックスペプチドの両親媒性が、RAW264.7 の CpG DNA 認識応答の増強に

とって重要な性質であり、その機序は不明だが細胞の CpG DNA 刺激応答に何らかの作

用をもたらす可能性が考えられた。 
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第 4 節 Kn2-7 による CpG DNA 認識応答増強メカニズム 

 

第 3 章 4 節では、Kn2-7 が CpG DNA 刺激による RAW264.7 の p38 リン酸化を増強す

ることを明らかにした。一方、CpG DNA 刺激による JNK や ERK のリン酸化、NF-B

の活性化に対して Kn2-7 は大きな影響を与えなかった。このことから、Kn2-7 は CpG 

DNA 刺激により活性化されるシグナル伝達を全体的に増強するのではなく、p38 リン

酸化を含む特定のシグナルを選択的に増強すると考えられた。 

第 3 章 1 節において、Kn2-7 による細胞の CpG DNA 認識応答の増強には、CpG DNA

細胞内取り込み増加作用が関与することを示した。しかし、Kn2-7 を同時に処理したと

きの CpG DNA の取り込み増加は CpG DNA 単独処理時と比較して数倍程度だったのに

対し、IL-10 分泌量の増加は数十倍にも及んだので、CpG DNA 取り込み増加による DNA

認識量の増加だけが IL-10 分泌量の増加の原因であるとは考えにくい。このことと第 3

章 4 節の結果を合わせると、Kn2-7 は CpG DNA の細胞内への取り込みを増加させるこ

とで TLR9 に認識される CpG DNA を増加させるのではなく、TLR9 下流シグナルとは

異なるシグナル伝達経路の活性化など、他の作用が関与して細胞の CpG DNA 認識応答

を増強した可能性がある。これらのことは、ペプチドによる CpG DNA 認識応答の増強

が、CpG DNA 細胞内取り込み増加作用だけでは不十分であるという第 3 章 1 節の結果

とも一致する。Kn2-7 による CpG DNA 活性化シグナルの選択的な増強が、CpG DNA 認

識応答の増強に関与するかについてはさらなる解析が必要だが、Kn2-7 が CpG DNA 刺

激による RAW264.7 の p38 リン酸化を選択的に増強した理由を探ることは、Kn2-7 によ

る CpG DNA 認識応答増強メカニズムを明らかにする上で重要な手がかりとなる可能性

が示された。 
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第 5 節 本研究の臨床応用への展望 

 

本研究では、マクロファージの CpG DNA 認識応答を抗菌ペプチド Kn2-7 が顕著に増

強することを見出し、その増強メカニズムの一端を明らかにした。緒言でも述べたよう

に、CpG DNA は強い自然免疫活性化能を有するだけでなく、Th1 優位の細胞性免疫応

答や細胞傷害性 T 細胞の活性化を誘導することから、医薬品として利用することを目

指して多くの研究が行われている。しかしながら、臨床試験におけるヒトでの効果は動

物実験で得られた結果から予測された効果よりも低く、医薬品として実際に承認された

例は少ない。本研究で見出した、Kn2-7 をはじめとした CpG DNA による免疫応答を増

強する物質を併用することが、その効果を高める上で有効なアプローチになると考えら

れる。 

マクロファージや樹状細胞などの抗原提示細胞の働きによってヘルパーT 細胞が分

化すると、細胞性 (Th1 型) 免疫応答もしくは液性 (Th2 型) 免疫応答が誘導される。

Th1 型免疫では細胞傷害性 T 細胞やナチュラルキラー細胞が活性化されるため抗腫瘍

活性や抗ウイルス活性につながるが、Th2 型免疫ではマスト細胞や好酸球、抗体産生を

担う B 細胞が活性化されるため、アレルギー反応につながる可能性がある。そのため、

医薬品としての利用を考えた場合、Th1 型免疫応答を優位に誘導する物質の方が開発に

有利であると考えられる。本研究は細胞株を用いて in vitro で実験を行ったが、CpG DNA

と Kn2-7 の組み合わせが医薬品として有用であるかを評価する上で、Th1 型と Th2 型の

どちらの免疫応答が誘導されるかを明確にすることは重要である。 

 CpG DNA の受容体である TLR9 は、主に単球/マクロファージ、B 細胞や樹状細胞に

発現している。ヒトと他の動物種では TLR9 を発現する細胞が異なり、ヒトでは特に形

質細胞様樹状細胞において優位に発現することが知られている [73-75]。これらの TLR9

発現細胞の種差は、動物実験と臨床試験における CpG DNA の効果の違いを考える上で
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重要である。本研究で得られた知見がマクロファージ以外の細胞を用いた in vitro の実

験、あるいは in vivo での実験やヒトに対しても適応できるかについてはさらなる検証

が必要であるが、今後、より詳細な増強メカニズムを明らかにすることで、医薬品開発

における CpG DNA の有用性がさらに高まると確信する。 
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第 5 章 総括 

 

本研究において、抗菌ペプチド Kn2-7 が殺菌作用だけでなく、RAW264.7 の CpG DNA

認識応答を顕著に増強する作用も有すること、そしてその増強には Kn2-7 の CpG DNA

細胞内取り込み増加作用が関与することを見出した。ペプチドの性質解析により、Kn2-

7 による CpG DNA の細胞内への取り込み増加には、CpG DNA との結合親和性が重要

であり、その結合には Kn2-7 の塩基性アミノ酸が関与することがわかった (図 23①)。

また、Kn2-7 と結合した後の CpG DNA 取り込み増加には、Kn2-7 の疎水性アミノ酸が

重要であることが示された (図 23②)。一方、Kn2-7 による CpG DNA 認識応答の増強に

は、CpG DNA の取り込み増加以外の Kn2-7 の性質や作用が関与することも明らかとな

り、そのような性質の 1 つとしてペプチドの両親媒性の関与が示唆された (図 23③)。

さらに、Kn2-7 が CpG DNA 刺激により活性化されるシグナル伝達を全体的に増強する

のではなく、p38 リン酸化を含む特定のシグナルを選択的に増強したことも、Kn2-7 に

よる CpG DNA 認識応答増強メカニズムを明らかにする上で重要な手がかりになると考

えられた (図 23③)。しかしながら、これらの性質や作用が Kn2-7 による CpG DNA 認

識応答の増強に関わるのか、そのメカニズムについては多くの検討課題が残っている。

特に、正電荷、疎水性、両親媒性などのペプチドの性質はそれぞれ独立しているとは限

らず、α-ヘリックス性などペプチドの他の性質にも影響を与える可能性があるため、

CpG DNA 認識応答の増強に関わるペプチドの性質を特定することは難しい。今後、Kn2-

7 をはじめとした抗菌ペプチドによる CpG DNA 認識応答増強メカニズムをより詳細に

明らかにすることで、感染症治療だけでなく、がんやアレルギーなどの新規治療薬の開

発や、より安全性が高く、強い効果を有するワクチンアジュバントの創生につながるこ

とが期待される。 
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図1 DNA刺激によるRAW264.7のIL-10分泌誘導は、CpGモチーフの認識による応
答である。
RAW264.7を未処理、10 nM CpG DNAもしくは10 nM GpC DNAで24時間刺激した時の培養上
清中のIL-10濃度をELISAにより定量した。棒グラフは各条件3サンプルずつ測定したIL-10濃
度 (ng/mL) の平均値、エラーバーは標準偏差を表す。アスタリスク (*) は、IL-10が検出限界
(0.03 ng/mL) 以下であることを示す。
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図2 Kn2-7はCpG DNA刺激によるRAW264.7のIL-10分泌を増強する。
RAW264.7をKn2-7、L5、Mastoparan MならびにTemporin A存在下で、10 nM CpG DNA (CpG)
で24時間刺激 (＋) もしくは未刺激 (－) した時の培養上清中のIL-10濃度をELISAにより定量
した。それぞれのペプチド (pep) の濃度 (μg/mL) を図中に示す。棒グラフは各条件3サンプル
ずつ測定したIL-10濃度 (ng/mL) の平均値、エラーバーは標準偏差を表す。アスタリスク (*)
は、IL-10が検出限界 (0.03 ng/mL) 以下であることを示す。一部のグラフは、部分的に拡大
して別パネルで表示している。
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図3

図3 Kn2-7はCpG DNA刺激によるRAW264.7のTNF-α分泌を増強する。
RAW264.7をKn2-7、L5、Mastoparan MならびにTemporin A存在下で、10 nM CpG DNA (CpG)
で24時間刺激 (＋) もしくは未刺激 (－) した時の培養上清中のTNF-α濃度をELISAにより定量
した。それぞれのペプチド (pep) の濃度 (μg/mL) を図中に示す。棒グラフは各条件3サンプル
ずつ測定したTNF-α濃度 (ng/mL) の平均値、エラーバーは標準偏差を表す。
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図4 CpG DNA刺激によるRAW264.7のIL-10分泌に対する、酢酸塩として合成した
Kn2-7およびL5の効果解析
RAW264.7を図中に示した濃度 (μg/mL) の酢酸塩として合成したKn2-7 (A) もしくはL5 (B) 存
在下で、10 nM CpG DNAで24時間刺激した時の培養上清中のIL-10濃度をELISAにより定量
した。棒グラフは各条件3サンプルずつ測定したIL-10濃度 (ng/mL) の平均値、エラーバーは
標準偏差を表す。
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図5 Kn2-7はRAW264.7へのCpG DNAの取り込みを増加させる。
(A) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを10 μg/mL Kn2-7存在下 (＋) もしくは非存在下 (－) で
処理し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。微分干渉観察像 (differential interference contrast,
DIC)、DAPIによる核染色像 (DAPI)、フルオレセイン蛍光像 (CpG DNA-FAM) ならびに重ね
合わせ像 (Merge) を示す。スケールバーは20 μmを表す。(B) 左図：RAW264.7に50 nM CpG
DNA-FAMを単独もしくは5 μg/mL、7.5 μg/mLならびに10 μg/mL Kn2-7存在下で処理した時の
蛍光強度をフローサイトメトリーにより解析した。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度)
はグレーの点線で示す。下線の値はGeo MFIを示す。右図：Geo MFIよりCpG DNAの細胞内
取り込みを求めた。CpG DNAの細胞内取り込みの値は、CpG DNA-FAMを処理した細胞の
Geo MFIから未処理細胞のGeo MFIを差し引いたものである。棒グラフは各条件3サンプルず
つ測定したCpG DNAの細胞内取り込みの平均値、エラーバーは標準偏差を表す。Kn2-7の濃
度 (μg/mL) はグラフの横軸に示す。
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図6 Kn2-7RAおよびKn2-7KRのRAW264.7に対するCpG DNA認識応答増強作用は
CpG DNA細胞内取り込み増加作用と比例する。
(A､B) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを単独もしくは10 μg/mL Kn2-7および10 μg/mL
Kn2-7RA (A) または10 μg/mL Kn2-7KR (B) 存在下で処理した時の蛍光強度をフローサイトメ
トリーにより解析した。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度) はグレーの点線で示す。
下線の値はGeo MFIを示す。(C､D) RAW264.7を図中に示した濃度 (μg/mL) のKn2-7および
Kn2-7RA (C) またはKn2-7KR (D) 存在下で、10 nM CpG DNA (CpG) で24時間刺激 (＋) もしく
は未刺激 (－) した時の培養上清中のIL-10濃度をELISAにより定量した。棒グラフは各条件3
サンプルずつ測定したIL-10濃度 (ng/mL) の平均値、エラーバーは標準偏差を表す。アスタ
リスク (*) は、IL-10が検出限界 (0.03 ng/mL) 以下であることを示す。
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図7 D-Kn2-7およびD-Kn2-7KRはRAW264.7へのCpG DNAの取り込みを増加させ
るが、CpG DNA認識応答を増強しない。
(A､B) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを単独もしくは7.5 μg/mL Kn2-7 (A)、7.5 μg/mL D-
Kn2-7 (A､B) ならびに7.5 μg/mL D-Kn2-7KR (B) 存在下で処理した時の蛍光強度をフローサイ
トメトリーにより解析した。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度) はグレーの点線で示
す。下線の値はGeo MFIを示す。(C､D) RAW264.7を図中に示した濃度 (μg/mL) のD-Kn2-7お
よびKn2-7 (C) またはD-Kn2-7KRおよびKn2-7KR (D) 存在下で、10 nM CpG DNA (CpG) で24
時間刺激 (＋) もしくは未刺激 (－) した時の培養上清中のIL-10濃度をELISAにより定量した。
棒グラフは各条件3サンプルずつ測定したIL-10濃度 (ng/mL) の平均値、エラーバーは標準偏
差を表す。アスタリスク (*) は、IL-10が検出限界 (0.03 ng/mL) 以下であることを示す。
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図8 L5はCpG DNAと結合し、RAW264.7へのCpG DNAの取り込みを増加させる。
(A) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを単独もしくは10 μg/mL L5存在下で処理した時の蛍光
強度をフローサイトメトリーにより解析した。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度) は
グレーの点線で示す。下線の値はGeo MFIを示す。(B) CpG DNAに、図中に示したモル比と
なるようにL5もしくはL5KAを混合し、電気泳動を行った。ゲル中のDNAはGelRed nucleic
acid gel stainを用いて染色し、検出した。矢じりはCpG DNAバンドを示す。
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図9 CpG DNAとの結合親和性はKn2-7と比べてKn2-7RAは小さく、Kn2-7KRは大
きい。
CpG DNAに、図中に示したモル比となるようにKn2-7 (A)、Kn2-7RA (B) もしくはKn2-7KR
(C)を混合し、電気泳動を行った。ゲル中のDNAはGelRed nucleic acid gel stainを用いて染色
し、検出した。矢じりはCpG DNAバンドを示す。
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図10 Kn2-7LAはCpG DNAと結合するが、RAW264.7へのCpG DNAの取り込みを
増加させない。
(A) CpG DNAに、図中に示したモル比となるようにKn2-7LAを混合し、電気泳動を行った。
ゲル中のDNAはGelRed nucleic acid gel stainを用いて染色し、検出した。矢じりはCpG DNA
バンドを示す。(B) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを単独もしくは12.5 μg/mL Kn2-7LAお
よび12.5 μg/mL Kn2-7存在下で処理した時の蛍光強度をフローサイトメトリーにより解析し
た。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度) はグレーの点線で示す。下線の値はGeo MFIを
示す。
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図11

図11 細胞のCpG DNA認識応答に対するKn2-7とL5の効果の違いの模式図
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図12 Kn2-7とL5のらせん車輪投影図
HeliQuestを用いてKn2-7 (上) およびL5 (下) のらせん車輪投影図を作成し、同時に平均疎水
性モーメント<μH>を算出した。青の塗りつぶしは塩基性アミノ酸、黄の塗りつぶしは疎水

性アミノ酸、グレーの塗りつぶしは非極性アミノ酸を示す。矢印は平均疎水性モーメント
<μH>の大きさと方向を示す。
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図13 Kn2-7-3K2I/11K12IとL5-3K4L/9K8Lのらせん車輪投影図
HeliQuestを用いてKn2-7-3K2I/11K12I (上) およびL5-3K4L/9K8L (下) のらせん車輪投影図を作
成し、同時に平均疎水性モーメント<μH>を算出した。青の塗りつぶしは塩基性アミノ酸、

黄の塗りつぶしは疎水性アミノ酸、グレーの塗りつぶしは非極性アミノ酸を示す。矢印は平
均疎水性モーメント<μH>の大きさと方向を示す。

Kn2-7-3K2I/11K12I
<μH>=0.267

L5-3K4L/9K8L
<μH>=0.799
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図14

図14 Kn2-7-3K2I/11K12IはCpG DNA刺激によるRAW264.7のIL-10分泌を増強しな
い。
RAW264.7を図中に示した濃度 (μg/mL) のKn2-7-3K2I/11K12I (改変Kn2-7) およびKn2-7存在下
で、10 nM CpG DNA (CpG) で24時間刺激 (＋) もしくは未刺激 (－) した時の培養上清中のIL-
10濃度をELISAにより定量した。棒グラフは各条件3サンプルずつ測定した IL-10濃度
(ng/mL) の平均値、エラーバーは標準偏差を表す。アスタリスク (*) は、IL-10が検出限界
(0.03 ng/mL) 以下であることを示す。
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図15
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図15 Kn2-7-3K2I/11K12IとCpG DNAの結合親和性解析
CpG DNAに、図中に示したモル比となるようにKn2-7-3K2I/11K12Iを混合し、電気泳動を
行った。ゲル中のDNAはGelRed nucleic acid gel stainを用いて染色し、検出した。矢じりは
CpG DNAバンドを示す。
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図16
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図16 RAW264.7へのCpG DNAの取り込みに対するKn2-7-3K2I/11K12Iの効果解析
(A) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを単独もしくは5 µg/mL、7.5 µg/mLならびに10 µg/mL
Kn2-7-3K2I/11K12I (改変Kn2-7) (上) およびKn2-7 (下) 存在下で処理した時の蛍光強度をフ
ローサイトメトリーにより解析した。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度) はグレーの
点線で示す。下線の値はGeo MFIを示す。(B) (A) のGeo MFIより求めたCpG DNAの細胞内取
り込みを棒グラフに表す (白：CpG DNA-FAM単独、濃いグレー：改変Kn2-7存在下、薄いグ
レー：Kn2-7存在下)。CpG DNAの細胞内取り込みの値は、CpG DNA-FAMを処理した細胞の
Geo MFIから未処理細胞のGeo MFIを差し引いたものである。それぞれのペプチドの濃度
(μg/mL) はグラフの横軸に示す。
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図17 L5-3K4L/9K8LはCpG DNA刺激によるRAW264.7のIL-10分泌を増強する。
RAW264.7を図中に示した濃度 (μg/mL) のL5-3K4L/9K8L (改変L5) 存在下で、10 nM CpG
DNA (CpG) で24時間刺激 (＋) もしくは未刺激 (－) した時の培養上清中のIL-10濃度をELISA
により定量した。棒グラフは各条件3サンプルずつ測定したIL-10濃度 (ng/mL) の平均値、エ
ラーバーは標準偏差を表す。アスタリスク (*) は、IL-10が検出限界 (0.03 ng/mL) 以下である
ことを示す。
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図18 L5-3K4L/9K8LとCpG DNAの結合親和性解析
CpG DNAに、図中に示したモル比となるようにL5-3K4L/9K8Lを混合し、電気泳動を行った。
ゲル中のDNAはGelRed nucleic acid gel stainを用いて染色し、検出した。矢じりはCpG DNA
バンドを示す。
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図19 RAW264.7へのCpG DNAの取り込みに対するL5-3K4L/9K8Lの効果解析
(A) RAW264.7に50 nM CpG DNA-FAMを単独もしくは5 µg/mL、7.5 µg/mLならびに10 µg/mL
L5-3K4L/9K8L (改変L5) (上) およびL5 (下) 存在下で処理した時の蛍光強度をフローサイトメ
トリーにより解析した。細胞の自家蛍光 (未処理細胞の蛍光強度) はグレーの点線で示す。
下線の値はGeo MFIを示す。(B) (A) のGeo MFIより求めたCpG DNAの細胞内取り込みを棒グ
ラフに表す (白：CpG DNA-FAM単独、濃いグレー：改変L5存在下、薄いグレー：L5存在下)。
CpG DNAの細胞内取り込みの値は、CpG DNA-FAMを処理した細胞のGeo MFIから未処理細
胞のGeo MFIを差し引いたものである。それぞれのペプチドの濃度 (μg/mL) はグラフの横軸
に示す。
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図20 CpG DNA刺激によるRAW264.7のNF-B活性化はKn2-7により増強されない。
(A) RAW264.7を12.5 μg/mL Kn2-7存在下 (＋) もしくは非存在下 (－) で、50 nM CpG DNAで0、
0.5、1、2ならびに4時間刺激した。(B) RAW264.7を12.5 μg/mL Kn2-7存在下 (＋) もしくは非
存在下 (－) で、0、10、50、100ならびに1000 nM CpG DNAで1時間刺激した。(A､B) それぞ
れの条件でCpG DNAおよびペプチドを処理した後、細胞の核抽出液を調製し、ゲルシフト
アッセイによりNF-Bの活性化を評価した。矢じりは核抽出液中のタンパク質がNF-B特異
的プローブと結合することにより検出されたシフトバンドを示す。
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図21 Kn2-7はCpG DNA刺激によるRAW264.7のp38リン酸化を増強する (CpG
DNAの刺激時間変化)。
(A) RAW264.7を12.5 μg/mL Kn2-7存在下 (＋) もしくは非存在下 (－) で、50 nM CpG DNAで0、
0.5、1、2ならびに4時間刺激した。上図：タンパク質量が10 μgとなるように調製した細胞溶
解液を10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで分離し、リン酸化p38 (p-p38)、リン酸
化JNK (p-JNK) ならびにリン酸化ERK (p-ERK) をウェスタンブロット法により検出した。
下図：タンパク質が等量泳動されていることをCBB染色により確認した。(B) (A) で検出さ
れたバンド強度をImageJで数値化し、未処理のバンド強度を1とした相対強度を棒グラフに
表す (薄いグレー：Kn2-7非存在下、濃いグレー：Kn2-7存在下)。
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図22 Kn2-7はCpG DNA刺激によるRAW264.7のp38リン酸化を増強する (CpG
DNAの刺激濃度変化)。
(A) RAW264.7を12.5 μg/mL Kn2-7存在下 (＋) もしくは非存在下 (－) で、0、10、50、100なら
びに1000 nM CpG DNAで1時間刺激した。上図：タンパク質が等量となるように調製した細
胞溶解液を10% アクリルアミドゲルを用いてSDS-PAGEで分離し、リン酸化p38 (p-p38)、リ
ン酸化JNK (p-JNK) ならびにリン酸化ERK (p-ERK) をウェスタンブロット法により検出した。
なお、タンパク質泳動量はp-p38が30 μg、p-JNKおよびp-ERKが10 μgである。下図：タンパ
ク質が等量泳動されていることをCBB染色により確認した (タンパク質泳動量は30 μg)。(B)
(A) で検出されたバンド強度をImageJで数値化し、未処理のバンド強度を1とした相対強度を
棒グラフに表す (薄いグレー：Kn2-7非存在下、濃いグレー：Kn2-7存在下)。
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図23

図23 細胞のCpG DNA認識応答に対するKn2-7の作用の予想モデル図
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