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tiil 節 生体防御機tflj:と抗的性タンパク1a

生物の)，~本的な特徴は、 「白己の明勉」と「自己のtMJ.Jであると 言われてい

る。 つまり、自己の組織、和11胞または生体分チと他者のそれらを区別し、生存し、

自己の.ift伝情報を子孫に伝えるものであると言うことができる。 ここで、生物の

生存において、外部からの災物の浸入は、大きな脅威であるといえる。 したがっ

て、すべての生物は、浸入した異物だけを自己と区別してり|除したり無害化するこ

とによ って、自らを守るための巧妙な生体防御機構を持っている。

~t体防御機構は、記憶と反応特W't'tに特徴付けられる免疫システムと、見物を

区別することなく作用する ~I，特 S~~的防御機構に分けられる 。 r54?:脊，H~rrdJ物では、

Tリンパ球、 Bリンパ球に担われた，':ljJ支に発達した免疫システムと、補体などの非

特民的な体法性因子や、lj-f.巾球、マクロファージなど非特wrりな*IIIJ抱性凶 jこがf主体

防御に関与している。 一方、無干Hlt動物である昆虫は、脊』仕切J物において認めら

れるような、特異的防御機f/Ij:を持たず、 )1，特~'，己的な防御機fIIj:によって生体を防御し

ている。 見出の外界と体内との境界である皮J丹、または、ri'iイヒ竹における物理化

学的なバリアーを通過した外敵は、イキ液の 1(llr;j(中のプラズマ細胞や~Ji粒球による食

作用、ノジュール形成や包囲作月]などの*111胞性防御システムによって除去される(ト

3)。 また、さらに、血築中の体液t'tの|幼御システムである抗l:ti性や抗ウイルス活

性を持つ感染防御悶子(4・ 13) 、 r~物の凝集活性を持つレクチン総凝集閃子(1 4- 1 6) 、

布nイ本線成分(17-18)なとの体液内生体防御システムによって不治性化される。

これら昆虫の生体防御機構のうち、感染防御因子の多くは、 Tabl巴 lに示すよ



うに、低分子のタンパク1:[かあるいはペプチドであり、 1~!1lの体去の附害や細菌の

ワクチンや LPSを十五純することで、体液'1'に速やかに、かっ、 一過的に誘導され

る。 また、抗菌性を示すタンパク 11は、 TableIにあるように昆虫ばかりでなく

高等脊相L動物にも認められており、広く生物一般において感染の初期防御機椛とし

て重要なf，U丘を占めていると考えられている。

特に、免疫システムを発迷させていないLA虫の生体防御機構の研究は、非特異

的な生体I!)j御機構のj京}，¥を探るじでも重姿であり 、また、 iE虫には、向等脊椎動物

には存在しないような多彩な抗Ifitlタンパク 11が存イ(する可能性が考えられる。

こういった点で、当研究'~>(でれわれているセンチニクパエ (Sarcophaga peregrina) 

の抗菌性タンパク質にl泌する研究は広義深いものと考えられる。



Tabl巴 1 An!imicrobial pro!eins previollsly reported. 

Namcs M.W Origins R巴f巴renc巴s

C巴cropll1s 4，000 トIyalophorahemolymph 5 

A!lacins 20，000 Hyalophora hemolymph 7 

Sarco!oxin 1 4，000 Flesh-fly h巴molymph 22 

NP-]-NP-5 4，000 Rabbi! nell!rophils 26，27 

PC-III 1，800 Rabbi! s巴rum 28 

Magainins 2，500 Xenopus skin 29 

Cecropin PI 3，300 Pig in!巴s!ln 30 



第 2節 センチニクパエ (Sarcophagaperegrina) の抗的タンパク質

当研究'ギでのこれまでの研究でIYJらかにされているセンチニクパエの抗菌タン

パク質を Tabl巴2に示 した。 センチニクパエ (Sarcophagaperegrina) の幼虫の体表

|符筈H与に、 sarco!Oxin1， 11， 111(8-10)と名付けられた抗菌性タンパク質が誘導されてく

ることが明らかにされている。 さらに、センチニクパエの膝由来の培養細胞の精

主主上前から sapeclI1と sarcOloxin1と類似した抗菌性タンパク質が見いだされている

(11 )。

これら抗l泊性タ ンパク貨は、イ本去の|符得後 1- 2日をピークとして速やかに誘

導されることから、センチニクパエの初期の生体防御因子として好適な性質を持っ

ていると考えられる。 また、この抗的'性タンパク 11の誘導は、 cDNAを用いた

nonhem blol hybridizalion Jffl-析により'伝写レベルでコントロールされていることが明

らかにされている(19-20)。

また sarcOloxin1 は、 主にグラム陰性紺laiに対して強い抗菌作用を持ち、分子量

約 3，500のカルボキシルぷ端がアミド化された瓜基性タンパク flである。 Sarcoloxin

1Iは分子!tl約 24，000のタンパク質で、やはり、グラム陰性菌に抗菌活性を有してい

る。 Sapec川は、 二Eにグラム陽性*111閣に対して幅広く殺凶作用を示し、分子内に

3ヶのジスルフィド車内合を抗ニつ分子iiU')4，000のタンパク 11:である。 さらに、

sarcolOx川Iは、それぞれ行干のアミノ敵配列だけが異なる 4磁のサプタイプ、すな

わち、 sarcOloxinIA， ls， IC， ID (8，11)からなり、 sarcolox川Hは、 IIA，l1B，nCの3種類

のサブタイプからなっていることが分かっている(9)。 また、これらサプタイプで

5 



抗菌スペクトルが少し5'Qなることも示唆されている。

Sarcotoxin 1(22，23)， sapecin(21)がバクテリアの細胞!換に刈する|匂筈性によ って殺

凶作ITJを示すのに対して、 sarcotoxinIIはW:M中の大腸l泊のスフエロプラスト化を引

き起こすことから、そのイノI・m点は細胞砲であると考えられている(9)。

以 kの綴に、センチニクパエでは、それぞれ、バクテリアに対する抗菌スベク

トルが見な った抗菌タンパク質が存イ正しており、しかも 、それぞれに数純のサプタ

イプがある。 また、バクテリアの細胞j換に作用する抗III't'tタンパク質と、細胞壁

に作mする抗的性タンパク 11があり、さらに、直接的な殺的作I日は持たないが大!弘

前の凝集約oJllを持つ-IJ，!fタンパク 11sarcophagaレクチン(24)など、それぞれ作JIj機構

が見な った生体防御タンパク 11が存在している。 したがって、これらー述の物質

は、このjω{の体表附TI;.II~j に 一斉にづVJl し、恐々多様な感染|刈子(病原微生物)に

対応すべく、互いに強力な生体防御ネットワークを形成しているものと考えられる。

また、リポソームを汀jいたモデル実験から、 sarcotoxi n 1 Aが動物細胞には附害

性が低くキ111 1却に特異的に I" ;~~!f性を発郷することが強 く示唆されており (25)、抗菌物

質としての側面から見た場合、毒性が低〈、かっ、有効な抗Id-I斉IJとしての特性を有

することが予旬、される。

6 



Tablc 2 Antibacterial prot巴insof Sarcophaga peregrina. 

Names M.W Sp巴cificiti巴s Targe凶

Sarcotoxin lA，lB，IC，ID 3，500 Gram (ー) Cell membrane 

Sarcotoxin IIA，IIs，IIC 24，000 Gram (-) Cell wall 

Sarcotoxin III 7，000 ワ つ

sapecln 4，000 Gram (+) Cellm巴mbrane



第 3節本研究の目的

以上i&べてきたように、センチニクパエの抗菌タンパク質は、生体の非特異的

な生体防御機構を担う重要な蛋向性閃子であると考えられる。 これら抗菌性タン

パク質は、異物の個々の認識能には劣るとは三え、/主体防御物質である限り基本的

に自己と反入した異物を認識する能力と y(~物を附害する能力を有しているはずであ

る。 そして、その見物の認識能と附存性を ~riÍ立させる秘箱、は、その分子fl~造、す

なわち、そのアミノ酸配列にイfイEすると， ;うことができる。 この「先物だけを選

択的に附与する性質Jは、 J，Ujを変えれば感染症の治療斉IJに望まれる性質でもある。

したがって、これら抗I:!i↑サタンパク伐の椛造、作JIJ↑ノ1:の迷い、作m機構などを研

究することは、生物におけるJlo特)'Uりな生体防御機構を解明するためだけでなく、

新しい抗11i斉IJをデザインしていくためにも官lIi仙あることと考えられる。 タンパク

質の活性~(;mの考察にはその l!:体的i立をj;1Iることが'ifCt! であるが、{ff白質の立体構

造の解析はその分子量が大きくなるにしたがって困難となる。 この点から、セン

チニクパエの抗菌タンパク質の'1'で sarcotoxin1および sapeclnは比較的分子量が小

きいため、その構造と活't'1，の1111対をみ祭することがより作易であると予想される。

そこで、本側先では、 sarcoloxin1， sapecinの抗曲折性、特にその構造的な特徴

と活性発引の11~ 閃に1.1{.'.'.zを jtL くことで、 i止終的に新規な抗凶斉IJのデザインにおいて、

有JTiな tl'ftf~やリード化合物を得ることを EI (t~ とした。
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第 1uii J j-; 論

Sarcoloxin IAは、センチニクパエ (Sarcophagaperegrina)の体ぷ附筈H与に、そ

の体液'1'に誘導されるt/Uuペプチ ドのひとつである (8，22)0 Sarcoloxin IAは、グ

ラム陰竹創111泊に対して特に弘iい抗I:/.iスペクトルを持つ抗1:fJタンパク質であるが分子

fEが小さく (約 3，500Da)、その構法と抗l:fJi;r，t生の有IIYJを研究するよでイ'imな物質

である。 これまで、 sarCOIOx川 IAは、センチニクパエの 3齢幼虫の体液から精製

されているが、その合fltは低 <Il]I'':;¥約 70fLgの混合物(sarcoloxin IA. 18， IC )が

150mlの体液から;(!j製されるにすぎない。 このイ本液を集めるには多くのH手1l¥Jと繁維

な作業が必災である。 したがって、この蛍ILIの機能を詳細に検討するためには、

このfE白を大lifにかつ簡便に訓節する)]1，去を雌立することが重要である。 そこで、

saに oloxin1 H'tのうち、 i泣もメジャーな蛋 I~I のひとつである sarcoloxin IAの cDNAが

クローニ ングされていることから(19)、この cDNAをJnいた sarCOIOx川 IAのi立伝子

組換え法による発現について検討することにした。

この蛍(1は、大腸11iに対して強い抗liii苛性を持っているため、大腸凶を宿主と

して sarcoloxinIAの剥l換えイ本を牛Cy{.することはl羽難であると考えられた。 また、

体液かられ}られる sarCOIOx川 IA のカルボキシル木端 (C ぷ端)は、アルギニン残)，~

がアミド化された構造 (-Arg-NH2) であるが、 cDNAから納訳される C末端はグリ

シン (-Arg-Gly) であることから (19)、sarcoloxinIAは、 一度 C末端がグリシンの形

で発現した後、生体内でC末端グリシンのアミド化酵素によって修飾を受けるもの

と考えられる。 そこで、 sarcoloxinIAに対する抵抗性と C末端グリシンのアミド

10 



イヒを!切符して、パキ ユルウイルス発:w系を)1)いたカイコ卵巣由来J:ff~細胞 Bombyx

mOrIにおける sarcotox川 IAの生産を検討することにした。

第 2節 剥l換えウィルスの作成と Bm-Ncellにおける sarcotoxinIAの発現

Sarcotoxin IAを Bm-Ncellで発現させるために、 sarcotoxinlAの cDNAを組み込

んだ組換え12パキュロウイルスを作成した。 この作成方法を Fig.lに示した。

Sarcotoxin IAの cDNAをパキュロウィルスベクタ-pBM0507(36)に押入するために

は、 pTOl9上の sarcotoxi n 1 Aの1m始コドンのトー流に新しく BglIIサイトを作る必要

があった。 そこ で、BgllIサイトと Xmnlサイトを含む 26mer合成リンカ ーを、

pT019上の sarcOlOx川 lAの開始コドン付近に何人しフレームを合わせた。 このプ

ラスミドから完全な sar∞toxinIA配列を合んだ Bg/lI-EcoR 1 fragm巴ntを分離し、

pBM0507のクローニングサイトへ何人した。 得られたサプクローン (pBMSIA)

と核多角体ウィルス (stainT3) の DNAを、リン椴カルシウム共沈法で Bm-Nc巴11

へ co-transfectionした。 そして、被多核体の生成が)n~いことを指標として

sarcotoxin IA cDNAが導入された組換え型ウィルスを選択し、 BMSIAIとBMSIA2

の2つのウィルス株を作成した。

この BMSIAl又は sMSI2によって感染した細胞が sarcOloxinIAを生産するか

どうかの検定は、ラジオイムノアッセイを月1いて行った。



sarcotoxin IA cDNA 

PSll 

Pstl Xmnl 

/ 可‘ E，'"司1

I pTO 19B 
X~I守

Hmdlll 

Xmnl 

Psll 89/11 

EcoR 1 

Xmnl 

，ゆM

I
Xmnl

/ '  口、EcoR1 

/ X~I Bgl lI.~ ι'coR l 

¥1 pBM s除外Hmdlll

⑪ 
(Wild baculovirus) 

cotransfection 

↓…tlon 

80mbix mori BM-N cells 

Fig. 1 Plasmid construction for expression of sarcoloxin IA. 

The cDNA clone of sarcotoxin IA (pTOI9) was 1l10dified with the 
synthetic 26-mer linker to cr巴at巴aBg/lI sit巴inthe upstrealll r巴gionof 
th巴 Intli.a~ic)_~~CO.?.?~. _ '_fhen the Bg/lI-EcoRI fragment from resulting 
plaslllid (pTO 198 B-29) was insefted between th巴BglIIand EcoRI sites 
of the baculovirus cloning vector pBM050 to obtain ~pBMS I A 
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Fig.2に示したように、ラベル化した sarcotoxinIAとその抗体を含んでいるJ)(応

液に、 sarcotoxinIA (Arg-CONH，)又はそのグリシン体 (Arg-Gly)の長を順次IEaや

して加えた場合、異なった comp巴titioncu刊 eが得られた。 この結果は、この測定

系において、 sarcotoxinIA (Arg-CONH，)およびそのグリシン体(Arg-Gly)が定量

可能であり、また、 comp巴tttloncurveの形から、反応系に加えられた sarcOloxinIA 

のカルボキシル末端の形を判別できることを示している。

BMSISIまたは BMSl2を感染させた Bm-Ncellの培養上山を、このラジオイム

ノア yセイでテス トしたが、ラベル化した幼児OloxinIAとその抗イ本の結合は阻害さ

れなかった。 このことから、次の二つの可能性が考えられた。 すなわち、 一つ

は、何らかの理由によ ってsarcotoxinIAが生産されなつかたということ。 もう 一

つは、生産された sarcotox川 IAがすばやく分解されていることのこつである。 そ

こで、後者の可能性を検討するために、プロテアーゼインヒピターを培地中に添加

した場合の sarcotoxinIAの生産について検討した。 その紡%、 Fig.3に示すよう

に、 p-chrolomercuribenzenesulfonicacid-Na(PCMBS)の存{t~ Fでウィルスに感染した

Bm-N cellを府養した培養上mが、ラベル化した sarcotoxinIAとその抗体の結合を

強く阻害した。 つまり、 PCMBSを添加した場合にだけ、 sarcotoxinIAが検出 され

た。 他の二つのプロテアーゼインヒピタ-phenylmethansulfonyl Ouoride (PMSF ) 

とpepstaalnは、 sarcotoxinIAの産生には効果がなかった。 PCMBSはシス テイン

プロテアーゼインヒピターであるから、ある手重のシステインプロテアーゼカて

sarl∞toxin IAの分解に関係しているものと考えられる。

13 
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5 10 50 100 
Sarcotoxin IA (n9) 

Fig.2 Cornpetition curve for radioirnrnunoassay. 

Fixed amounlS of radioiodinal巴dsarcoloxin IA ~25 1 was incorporaled inlo 

hislidine) w巴reincubal巴dwilh increasing amollnts of synlh巴licsarcoloxin IA 

or ilS derivalive and diluled anliserum against sarcoloxin IA al 4 "c for 12h 

Then a suspension of 5raphylococcus aureus Cowan 1 slrain was added and 

lhe mixlure was cenlrifuged 10 pr巴cipitalelh巴antigen-anlibodycompl巴x.th巴

radioacli vi ly of th巴pr巴cipilalewas counled.・， SarcOloxin IA wilh -Arg-NH2 

C-lerminus; 0， d巴rivaliveof sarCOloxin lA wilh -Arg-Gly C-lerminlls 
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sarcoloxin IA in the culture mediul11 of vi.-us-infected Bm-N cells. 

Increas川 gamOllnlS of cllll11re medillm prcpared in lhe abs巴nceof prole川 ase

inhibilor (0) or in lhe p'巴senceof O.25mM-phenylmelhan巴sulfonylnuorid巴(A)，

1 (1 g of pepSlalin/ml (圃)or O.5mM-PCMBS Q・)wer巴added10 lh巴

radioimmunoassay syslem， and lhe percenlage radioaclivily of lhe 

anligen-anlibody complex formed was del巴rmined



第 311↑J 主fl換え型 sarcotoxi n 1 Aの精製

PCMBSの存在下で情益した車Il換え型ウイルスを感染させた Bm-NceIIの培養上

mには、幼児otoxinlAが含まれていたので、この培養上消から sarcotoxinlAの精製

を検討することにした。 ウィルス感染 Bm-NceIIを3日間培養した後、 終濃度で

501Mの PCMBSを添加lし、さらに 111 培養した後に培地を集めた。 その府地中

のsarcotoxinIAの濃度を、ラジオイムノアッセイで測定した結果、 約 lmg/lであっ

た。 この非11換え型 sarcotoxi n 1 AのHi製は、センチニクパエ幼虫体液からの精製方

法、すなわち、 CM-ceIIulosechro01atoιraphyの後、熱処里J1を行い、Sephad巴xG-50に

よるゲルろ過を行い、 i泣終的に、 i近111H P L Cで精製する);法に従って行った。

tfG凶活性は、大腸菌の生Tì~ll~与によって測定した。 この精製の検討中に、精製の

最初Jのステ yプである CM-cel1uloseカラムクロマトグラフィーにおいて、 PCMBS

を添加lしたJ:g養上mと添加しない府長上mでは、ゆjらかに活性の溶出パターンが異

なることに気付いた。 つまり、 Fig.4に示すように、 PCMBSを添加した培地を用

いた場合には、抗菌前性はするどいピークとして|口l収された。 しかしながら、

Fig.5に示したように、 PCMBSを添))11しない府地をmいた場令には、抗菌活性はテー

リングした形で溶出された。 これは、 PCMBSを添加しない場合には、一度産生

された sarcotoxinIAが分解を受けたためと考えられ、この現象は、 sarcotoxinIAの

分解物がわ<Lli-i活性を有する可能性を指摘するものと考えられた。

実際の精製は、 PCMBSを添加した府養 tii'i.45001Iを出発材料として行った。

Fig.4に示した CM-cel1uloseカラムクロマトグラフィーで抗菌活性を有するフラク

16 



シヨンを[，ij収し、 SephadexG-50 column分蘭を行ったところ、 Fig.6に示したように、

抗菌前性は、ラジオイムノアッセイによる sarcotoxinIAのピークと 一致した単一の

ピークとして浴出された。 このピークフラクションを逆相 HP L C により ~l'j製す

ることで、 Fig.7に示したように、 SOSポリアクリルアミドfE気泳動上で単一のバ

ンドをヲえる sarcotoxinIAが符られた。 なお、典型的な精製の概要を Table3に

示した。 以上の操作によって、約 20μgのほぼ純粋な sarcotoxinIAが 450mlの精

養仁mかられ}ることができた。
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Fig.4 Chromatogram of antibacterial activity on a colllmn of 

CM-celllllose. 

Tenfold-dilllt巴dcultllr巴medillmprepar巴dth巴presenceof 0.5mM-PCMBS 

was applied to a column (4.5 cm x 6 cm) of CM-c巴111I1ose，and adsorbed 

material was eluted with 10 mM-sodium phosphatc bllffer， PH6.0， 

containing 520mM-NaCI. The日ntibact巴n日1activity ()f each fraction was 

measlIred. 0， A280;・，relative bacterial growth 
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Fig.6 Chromatogram of sarcotoxin IA on a column of Scphadex G・50.

The active fraction from CM-c巴lIulosewas heat巴dat 100 'C for 10 min， and the 

reslllting sup巴rnatantwas concenlrated and applied to acolllmn (1.2 x 120 cm) of 

S巴phadexG-50. Th巴columnwas washed with 10 mM-sodium phosphat巴buffer，

pH 6.0， containing 130 mM-NaCI. Antibacterial activity and the amollnt of 

sarcotoxin IA in each fraction were determin巴d.0， A280;・，relative bactenal 

growth; ... ， amollnt of sarcotoxin IA 
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Fig.7 PAGE of puri!ied rccornbinant sarcotoxin IA. 

Recombinant sarcotoxin IA purified by reverse-phase HPLC 
was subjected to elec汀ophoresisund巴rdenaturing 
conditions， and stained with Coornassie Brilliant Blue. Lane 
1， recombinant sarcotoxin IA; lane 2， authentic sarcotoxin 
IA; lane 3， the d巴rivativeof sarcotoxin IA; lan巴4，a mixture 
of molecular-mass markers. An arrow indicates th巴posttlon
of authentic sarcotoxin IA 
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Tabl巴3Summary 01" purification of sarcotoxin IA from 450ml of th巴cultur巴

medium of virus-infect巴dBm-N cells 

Total Total Sp巴cific

sarcotoxin IA protell1 content Yield 

Purification step (，u g) (mg) (mg/mg) (%) 

Cultul巴medium 511 2321 2.2x 10.4 
100 

CM-c巴Ilulose 210 22 9.5xI0" 41.1 

Heat treatment 189 9.5 2.0x 10.2 37.0 

Sephadex G-50 169 7.7 2.2x 10.2 33.1 

151 HPLC 24 0.035 6.9x 10'¥ 4.5 

2nd HPLC 19 0.021 9.0xI0'¥ 3.7 

*The amount of sarcotoxin IA was d巴terminedby radioimmunoassay 



第4ti百 組換え12sarcOloxin IAのカルボキシ末端のfIIi.造

すでに述べたように、ラジオイムノア 7セイにおける compelilioncurveの形か

ら、 sarcoloxinIAのカルボキシル末端の，t/ljiliを推定することが可能である。 そこ

で、上記の粕製した組換え12sarcOloxin IAについて、ラジオイムノアッセイを行っ

たところ、 Fig，8に示したように、組換え型 sarcOloxinIAの compelllloncurveは

sarcOlox川 IA誘導体 (Arg-Gly) のカーブと 一致し、 authenlicsarcoloxin IA (Arg-

NH2)のカーブとは一致しなかった。

また、米安成条例|干でのポリアクリルアミドゲル電気泳動では、 a加ut山h児町E町『山c

幼児OloxinI A とその誘導1-1'の移動度は 5\~なっていることがわかっている 。 そこで、

組換え}¥'Isarcolox i n I Aをよ-dE成条宇|下でf江主t泳動し、その泳動位置を Haltm巴rkら

(37)の)j位、によって検定した。 Fig，9に示したように、組換え型 sarcoloxinIAの移

動度は、その誘導体 sarcOloxinIAの移動度と 一致した。すなわち、この方法によっ

ても組換え sarcOloxinIAのカルボキシル末端は、グリシンであることが示されたと

考えられる。
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Fig.8 COl11pctition curvc of recol11binant sarcotoxin IA in 

radioil11nll川 oassay.

Purified recombinant sarcotoxin IA was us巴das a competition for 

radioimmunoassay. The competiton Cllrv巴(・)was compareed with 

those of allthentic sarcotoxin IA (t.) and its derivative (0) 
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Fig.9 PAGE of recombinant sarcotoxin IA under non-dcnaturing 
conditions. 

PAGE was performed under non-denaturing conditions. Then 50ft agar 
cOnlain~rl_g E. coli was 1ayered on top and the ge1 was incubated for 18 
h at 37 'c to 10cate spo!S of anlibacteria1 materia1s according to th巴
metl10d of Hu1tmark el al. (1980). Lane 1， autl1enlic sarcotoxin IA; 
1ane 2， recombinant sarcO!oxin IA; 1ane 3， th巴derivativeof sarcotoxin 
1A 
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第 5節ィ診察

この市では、 Bombyxmoriのパキュロウィルス発現系を!日いた sarCOloxInIAの

生産について試みた紡来について述べた。，-j(発現系をmいることで、種々抗菌タ

ンパク質の'1'で、初めて、遺伝子工学的手法によって sarCOIoxInIAが生産可能であ

ることを示した。 そして、この手法で、 450mlの培養上清から、約20μgの抗菌

活性を持つキ11換え1担sarCOloxInIAを作ることができた。 従来のsarcolOxInIAの単

制tが、体Jえ を lq~筈したセンチニクパエの幼虫から体液を集めるのに、大変な時/1\]と

労jJが必要であったことを与ーえると、この生産システムは、より効率的なものと々

えることカずできる。

しかしながら、創LJ央えj包sarCOloxInlAのカルボキシル:::Id品は、 allth巴nllC

sarCOIoxIn lAのカルボキシルぷ端とは異なっており、この発現系を用いた場合には、

sarCOlOxIn lAは、そのカルポキシルぶ出にグリシンをもった前駆体ペプチドとして

発現されることが分かった。 おそらく、 Bm-Ncell はカルポキシル末端のグリシ

ンをI}f.J裂し、その隣桜のアミノ般残必をアミド化する昨索、つまり、アルファアミ

ド化防素を欠損しているものと考えられる。 したがって、カルポキシル末端がア

ミドイヒされている alllhenlICSarCOIOXIn lAを得るためには、この sarCOIoxInlAのカル

ポキシル.-1(~:ij におけるグリシンのアルファアミデーション反応がさらに必~と忠わ

れる。

また、このづ't)，n系では、 PCMBSを府地に力"えた場合には、 sarCOIoxInIAが析地

上mから回収されが、 PCMBSを添加lしない場合には、 sarCOIoxInIAは検出されな



かった。 この結果は、 sarcotoxinIAが Bm-Nc巴11のシステインプロテアーゼによっ

て分解されるを示していると与えられ、 PCMBSは、 このシステインプロテアーゼ

の活性を ~Il:.与するのにイT~')J な薬剤であると考えられる。 全く同じパキュロウィル

スシステムをmいた場令に、 PCMBSが存在しない場合でも、真核細胞の転写促進

因子 SII(38)、αinterferon(39)が、安定に生産可能であることが示されている。 こ

のことから、おそらく、 sarcotoxinI A は、少なくともこの発現系において、五I::~i・に

分解を受け払いものと与えられる。

また、 '1日写因子 SIIの産生では、主11換え型 SIIは、細胞中に存在していたが、

4: sarcotox川 IAの場合は、J:，trftI:mに分泌された。これは、用いた cDNAのシグナ

ル配列(19)が、 Bm-Ncell '1' で機能したためと~-えられる。



第 3章

5 a r C 0 P h a g a匹細胞培養上清からの

s a p e C 1 nホモログの精製と性質



ー・』ーι

第 1節 1[; 論

Sarcophaga peregrinaのj庄山来高IIJ胞である NIH-Sap巴・4の培養上1tiからは、すでに、

sa陀 olOxin1のファミリーに属する数手rmiの抗的タンパク質と、これらとは椴逃が大

きく異なる抗菌タンパク 11である sapeclIlが精製されている (11)。

sap巴C川は、主としてグラム防竹バクテリアに対して強い抗j:{jii号制を持っており、

分子内に 3ヶのジスルフイド結令をJ5つ特徴的な構造をした 40例のアミノ酸から

成るタンパク 11である。 また、 sapeclIl のれす I I.'.~\ はバクテリアの細胞!撲であり、バ

クテリア細胞肢の')ン脂質の巾でカルジオリピンだけに特民的に結合することが明

かとなっている(21)0 Hじ抗l:tiタンパク伎である sarcoloxinIAは、般性リン脂質

すべてに結介することから与えて(25)、sapeclIlのカルジオリピンに対する特典的な

結合fit_;)Jは、 sapeClnの特徴的な立体協造に 11/;1とするものと与えられる。 したがっ

て、抗的タンパク 11のfllmと細胞Jl史との相 11.1'1川の関係をIo/!IYJしていく上で、

sap巴ClIlはより優れた材料と言うことができる。 この!I(J'-Jのためには、 sapeclIlの

立体構造を許制11 に解析すると|司 11.\' に、 sa p巴Cln と H級な -III~造を持つタンパク lÇ[の活性

とそのfl~j主を訓べ、?干ìM't'1ーが認められるかどうかを知ることが重要である。

sapeclIlにまn似した抗l:tjili r' 1は、他の双姐!11th以である Phonniater.日 novaから

phormic川が(40)、また、 Apismelliferaからroyalicinが1乱脈精製されている(41)。

また、 sarcOloxin1， 11には、サプタイプがイヂイじすることから (42，43)、sapeClnにも同

織なサブタイプが存イEする可能性が与えられた。そこで、 Sarcophagaperegrinaのj応

出来の倍益車IIJ胞である NIH-Sape-4の1{h".ftUi'について、 SapeClllホモログが存在す

29 



るかどうか4尖討することにした。

第 2節 NIH-Sap巴4の府養上i，'fからの sapeClllホモ ログの精製

これま で、NIH-Sape-4府養上mからの sapeCInの精製には、 E.coliを抗菌活性

の指示幽としてIfjいていたが、 sapeclnはグラム陰性バクテ リア には抗菌活性が低い。

そこで、新しい sapecln綴抗菌蜜ILIを精製する ために、 sapeCInに感受性の高いグ

ラム陽性バクテリアである Staphy/ococcusaureus IFO 12732を指示的株として用い

ることにした。 精製)'jitは、l況に報告されている方法(20)に従った。 すなわち、

約 900mlの府養|二i.'iを、 CM-celIulos巴カラムに通液し、吸おした安白を 520mMの

食塩を含む 10mMリン般バッフ 7ー (pH6.0)をmいて治IHさせた。 抗菌活性を

有するフラクションを集め、 ωo'tで 10分111]加熱処理した。そして、変性した蛋

lコを遠心分離により取り除いた。 何られたl:澄i液を、限外波過!民(ダイヤロー、

UFデスクタイプA)をmいて約 5mlまで波新iした。 波新(i液は、さらに

S巴phadexG-50を用いたゲル泌過によ って粕製した。 S巴phadexG-50での抗菌活性

と蛋白の決 Ill~J パターン ( 280nm ) を Fig. l0 に示した。 lìi -のピークとして溶出 さ

れた抗菌i1i性回分を回収し、 i豆半IJHP L Cをmいてさらに精製を行った。 Fig.ll

に示すように、 Sephad巴xG-50で[n[収した活性 111日分は、 I-YIの6つのピー クに分縦

した。 各ピークを分l収し、凍結乾燥した後、各ピークの抗菌活性を検定した。そ

の結果、ピーク IY、v、YIが顕者な抗菌活性を祈しており、ピーク I、1I、1lIは、

抗菌活性を有していなかった。



この 3つの安lコのうちピーク IVの安(1は、 sap巴clnと ー紡に逆ヰIIHP L C分析

を行ったところ、単一で対照的なピークを示しリテンシヨンタイムは全く同一であっ

た。 しかし、ピーク V とVIの逆中IIHP L C分析における リテンションタ イムは、

sapeclIlと全く異なっていた。 従って、ピーク IVは、 sapeclIlであり、ピーク V

とピーク VIは、 S.aureusに対して抗l州市刊を持つ新しい抗的安白であると考えた。

Fig. 12 に示すように、 :m~型されたピーク V、 V I は 、 SDS - ポ リ アク リ ルアミ ドゲル

電気泳動において、 sapecinとほぼ同じ分子祉の位置に単一パンドをラえ、ほほ均ー

にまで精製されていた。 これらわ'Lr:f.j:drl可の精製過程の一例を Table4にまとめた。

*'J 900 mlの NIHsape-4の府主主上N;から、 sapeCl1lが約 500μ呂、ピーク V蛋白が

約 70μg、ピーク VII氏自が約 80μgj:j，られた。ピーク VIm:白の比活性は、

sapeclIlとほぼ同等であったが、 ピーク V v{.長白の比病性は、 sapeclI1より低かった。
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Fig. 10 Chromatography of antibacterial acti、iItyon a column of 

Sept】adexG-SO. 

Concentrated solution (about 5 ml) was fractionat巴don a column (1.5cm X 120 cm) 

of Sephadex G-50. Fractions were collected， and the antibacterial activity of 20μl 

of each fraction was test巴dus川 gS. aureus. Antibacterial activity was measur巴dぉ

inhibition of bacterial growth. 0 ，A280; • ，sacterial growth 
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Fig. 12 SDS-PAGE of purificd proleins. 

Electrophoresis was carri巴dout with 2μg of purified 

proteln p巴rlane und巴rdenaturing conditions. Lane 1， 

peak IV protein; lane 2， peak V protein; lane 3， peは VI
protein. Arrows indicate the posirions of th巴 following
marker proteins: sSA (67，000)，α-chymorrypsinogen 

(25，000)， cytochrome C (12，500) and aprotinin (6，500) 



Table 4 Summary 01' purification of sap巴cin-lik巴prot巴ms.

Abollt 900ml of clIltllre m巴dillmwas lIsed as staning material. protein was 

determin巴dby the m巴thodof Lowry et aJ 

Total Total Sp巴cific

actlvlty protem actlvlty Yi巴Id

PlIrification step (1-' g) (mg) (mg/mg) (%) 

ClIltllre m巴dillm 6675 3258 2 100 

CM-celllllose 4247 26.8 159 63.6 

Heat treatment 3406 18.3 186 51.0 

Sephad巴xG-SO 2912 15.8 184 43.6 

HPLC 4.5 

sapecln 1540 0.53 2917 23.1 

sapecin B 58.3 0.07 833 0.9 

sap巴cinC 206.6 0.08 2583 3.1 



第 3節 ピーク V とピーク VI蛋(1の初造構造解析

ピーク V とピーク VIi長IJの 次総造を決定する 11(J'Jで、精製したピーク V と

ピーク VI蛍(1を、仁I[(}]気中u式アミノ般シークエンサーを川いてアミノ酸のシーク

エンス分析を行った。 ピーク VI託 (1は、 Fig.13に示したように、 sapeCInと同様

に4 0 ヶのアミノ般残)，~から成り、アミノ酸配列は 9 残基が異なるだけであり、相

同性は 78%と高いことから sapeClnホモログであることが分かった。 一方、ピー

クV 蛋(1は、 34 ヶのアミノ般残)，~から成っており、 sap巴CIn とのアミノ駿配列の

キn向性は、~ 1 %にしか過ぎなかった。 しかし、分子内に sapecmと同様に 6ケ

のシステイン残基を持っていることから、この蛋白もまた sapeCInホモログである

と結論した。 したがって、ピーク V袋1e_1を、 sapecinB、ピーク VI蛋白を、

sapecin Cと命名することにした。

sap巴cinB とsap巴cinCは、ともに分子内に 6例のシステイン残基を持っている。

DTNBを川いたフリーのスルフヒドリル必の解析から、同タンパクnのすべて

のシステイン残北がジスルフイド紡イ干していることが分かったため、そのジスルフイ

ド結合を決定することにした。 sapecinCは、 sap巴Clnとアミノ酸配列が非常に似

ていることから、 sapeClnの場合と同級にサーモライシンで分解し(44)、得られたシ

ステインを合む分解フラグメントのアミノ限配列を分析することによって、ジスル

フィド結介の位iEを決定した。 すなわち、 sapecinCのサーモライシン分解フラグ

メントを全て HPLCで料製した。 作られた分解フラグメン トをNaBH4で還元

した後、 DTNBによって発色することを指標としてシステインを含むフラグメン
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トを選出し、そのアミノ限配列をアミノ般シーケンサーをJIJいて決定した。 しかし、

このM).;，は、 sapecinsの場合には迎JrJできなかった。 そこで、 sap巴cinsの場合

には、 Fig.14に示した手順に従って、ジスルフィド結合の位置を決定した。 すな

わち、まず、 sapecinsを、エンドベプチダーゼ Lys-Cとエンドペプチダーゼ Glu-C

で分解し、 fZられた fragmcnt1とfragment2をさらにペプシンで分解し、逆相

HPLCにおいてリテンシヨンタイムの遅いメジャーピークを回収し、それぞれ、

fragment 3とfragm巴nt4を刊た。 fragm巴J1t3は、そのままアミノ酸シーケンスを行っ

た。 fragment4は、さらに、 トリプシンで分解し、分解フラグメントを逆相

l-IPLCで[i，[収した後、システインを合む fragment 5， 6についてアミノ般の配列を決

定した。 以仁の検，;，tの結果、 sapecins， Cのジスルフイド結合の位置は、 sap巴cln

のものとすそく同じであった。 つまり、 Fig.13に示したように、アミノ末端からカ

ルポキシル末端に向かつて lから 6までシステイン残基に併号を付けたとき、シス

テインP主)，~のベアは、 1 -4、2-5、3-6であった。

Sapecin の 'H-NMR に)，~づく立体11mモデルが解析されており (45)、また、

sontemsらは(46)、サソリぷの -1主である charybdotoxinとsap巴CIl1の椛造的モチーフ

カ行司じであることを十11品与している。 Sapecinとchalybdotoxinは、ジスルフイド車占

合の位i丘は['.Jじであるが、アミノ木端から 11件i[と2待[[システイン残基問のアミ

ノ般の数が~Nなっている 。 すなわち、 sapecll1では 12アミノ酸残基であるのに対

して、 charybdotoxin では 5 アミノ般~~)，~である (47)。 これに対して、 sapecinBは、

この領土或のアミノ酸残必の数は 6 残)，~であり、さらに、 Fig.15 に示したように、ア
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圃・」一

ミノ限配列においても charybdotoxinと向いホモロジーをJ守っていた。 したがっ

て、 sapecinsとcharybdotoxinは、全体的な立体-I11})ilにおいても、非常に向いホモ

ロジーをtjつものと批定される。

第 4節 sapec川ホモログの抗j:{i活性

Sapecin sとsapecinCが、 sap巴Clnとよく似たW}造を持つことが分かったので、

これらホモログが、 sapCClnと同級な抗Ifiスベクトルを持っているかとうか検討した。

Tablc 5に示したように、 sapecinsとsapecinCは、 sapeClnとほぼ同じ抗菌スベク

トルをねっており、 Slaphylococcus属、 8acil!us属、 SlreplOCOcCuSkd.といったグラム

陽十|訓III;fjの的舶を強く lil[:，I;:した。 しかしながら、 20μ g/mlの波皮では Escherichia

属、 Protells属、 Klebsiel!a属といったグラム陰'ru，1II1割に対しては、抗IIj/!i't:生を示さ

なかった。 特に興味深い点として、 sapecinCは、創111お感染治療において大きな問

題となっている多斉IJjliHtl:.Slaphylococcus au悶 us、いわゆる MRSA(SR3626株、

SR1550 t~，、 S R1587柄、 SR3636株)に刈してもllil1'iな抗的活性をイfしていた。

また、 sapecin~lは、ウシ乳腺炎の原因 Ið-j (Slaphylococcus， SlreplOCOCcus bovis) や、

虫歯の原肉的 (SlrepIOCOcCUSmutans， SlreplococCUs sanguis，Streplococcllssa!ivarius) に

対しでも強い抗菌活性を対「つことが分かった。



sapecln日

sapecln 

sapecin C 

Fig. 13 comparison or amino acid sequences or sapecin and its homologues. 

Identical amino acids in sapecin and ils homologues are boxed. A gap was 

introduc巴d10 oblain maximal sequ巴ncesimilarily 



fragment 1 fragment 2 

|Endopeptidase Lys-C I 

|Endopeptidase Glu-C I 

↓ I Pepsin I 

寸nt4 回
↓ 

/ 
(Sequencing) /'、

↓ ↓ 
G亙豆cing) G亙亙~

Fig.14 Ftow chart of the determination of thc disutfidc pairs of sapecin B. 

Poims of cleavage by !he various pro!巴川asesare shown by arrows. Nu01bers 

indica!巴!heposilions of cys!eine residues什001the N-!巴打ninalamino a01ino 

acid residue. Cleavage si!巴ar巴;

園時，Endopep!idase Lys-C; cご>， Endopep!idase Glu-C; !2耳~ ，pepsin; 

Eゆ ，TPCK-trypsin. 

Frag01巴ms3， 5 and 6 were sequenced 
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sapecin 8 

EFTN1:::111:::111口:charybdotoxin 

「 1↑↑↑ 「

Fig.15 Comparison oramino acid sequenccs orsapecin s and charybdoloxin. 

Id巴nticalamino acids ar巴boxed.Gaps were introduced to obtain maximaJ 

sequence simiJarity. DisuJfid巴bridgesare indicated 



Table 5 Antibacterial activities of sapecin， sap巴cinB， sapecin C 

Antibacterial activities w巴町 meaSllreclas c1escribecl in th巴textllnl巴SSothef¥νIse 

Illentionecl ancl antibacterial activities are expressecl as concentrations callsing 50% 

inhibition of bact巴rialgrowth relative to the cotrol. N.T.， nOl test巴d

Antibacterial activity (μ g!ml) 

Bacterial strain Sap巴Cln Sapecin B Sap巴cinC 

Escherichia coli K-12 >20.0 >20.0 >20.0 

Proreus mirabilis IF03849 >20.0 >20.0 >20.0 

KJebsie/la pneumoniae A TCC21316 >20.0 >20.0 >20.0 

StaphyJococcus allreus ATCC6538B 0.5 1.6 0.6 

StaphyJococcus epidermidis IF03762 N.T N.T. 1.2 

StaphyJococcus aureus MR3626* N.T N.T 4.6 

StaphyJococcus allreus MR 1550* N.T. N.T 6.6 

StaphyJococcus aureus MR 1587* N.T N.T. 0.9 

St♂phyJococcus aurells MR3636* N.T. N.T 5.4 

Strepcococcus murans 6516 4.5 6.6 2.6 

Strepcococcus sanguis ST3 1.5 3.8 0.9 

Streptococcus saJivarius HI-IT 2.6 3.5 0.7 

Streptococcus bovis A TCC27960 5.2 0.9 2.4 

Baci/lus megaterium IAM 1166 く0.2 く0.2 く0.2

Baci/lus circuJans IF03967 く0.2 く0.2 く0.2

Corynebacterium gJulamicum く0.2 く0.2 <0.2 

ATCCI3059 

* Methicillin・anclceph巴m-reslstantstralll 



第 5節考察

本市では、 Sarcophagaperegnnaのl炉111米細胞である N旧 sape-4の培養上清から

の、新規な sapeClnホモロク・の精製とwm.&びその抗菌活性に関して述べた。

NIH sape-4の精義上1，'iからは、松山らよって抗I:{IIf(白 sapecinが精製されているが

(11 )、今!日1、:rn裂における抗l山丹性の指示yiとして StaphyJococcusauresをmいたこ

とによって、 NIHsape-4の府主主上清中のマイナ一成分であった sapeClnホモログを

精製することができた。 Sap巴cinC は、アミノ酸配列が sap巴Cln と ~1' 1ií' に良〈似て

おり、 40 アミノ般伐)，~のいJ 3 1 残l.~ が!日j じであることから 、 sapeC ln のファミリー

に属する抗出i1:lf(Jと考えら れる。 このことから、 Sarcophagapereg口聞 においては、

sap巴ClnもsarcOloxin1(8)， sarCOloxin 11 (43)と同級に共通のill伝子を犯先としているも

のと!ぷわれる。 これに刈して、 sapecinBは、アミノ敵残基数が 34であり 、

sapeClnより 6残2J;も少なく、また、アミノ酸配列が最大の一致を取るような配列を

考えても、 34銭l，.H'l~妓l.~ しか一致しない。

この ー)jで、 sapecinBは、アミノ般配列が政大に一致する配列で考えた場合、

サソリ患の一成分で K'チャンネル~[l筈丹IJ として矢11 られている charybdotox in (33)と、

3 4 残t，~'I' 1 1残基のアミノ般が一致していた。 CharybdOloxinは、 Cys-X-X-X

Cys配列と Cys-X-Cys配列のI，I'I端の Cys残基が、互いにジスルフィド結合で結ばれ

た構造を持っている(46)0 lJ¥LI味深いことに、 sapecinB も、また、同様な fl~Xd:モチー

フをイTしていることから、 sapecinBが、 charybdotoxinと同級に、 Ca'依存性のK・チャ

ンネルを問答する可能性が考えれる。 もし、 sap巴cinBが、このような活性を持つ



ていたならば、 sapecinsが、 sap巴ClnとH.t'fiに、センチニクパエの幼虫の体表障害

H寺またはJJ1~)6'七時に -_ì0I的に発現するかとうかに興味が持たれる。 この発現が見

られれば、 sapecinsは、制限C川ファミリーに以するものであろう。 そして、

sarCOIOXIn ， sapeclnが、'1::体防御だけでなく、 J応発生H寺、!lifJ化H寺における自己由来の

異物排除にも関与しているという可能十1:(19， 20)を検証する上で、 K+チャンネル阻

害活性という具体的な機能に)，~づいたアプローチを可能とするかもしれない。 逆

に、体表附tl1:II.~ や発生時に、 sapecin sの允現が凡られないようであれば、このタ

ンパク貿は、 charybdOloxin 械のチャンネル ~H符析でtを持つタンパク ZIのファミ リー

と考えることができるであろう。 これらの点については、今後の検討が必要であ

る。

抗的j市性については、 sapecins， sap巴cinCともに、グラム陽性細菌に強い抗菌

活性を有していたが、 [:[i株によっては、多少、感受性が見なっていた。 例えば、

S. epidermidisは、 sapecinsに対して感受性が特に低いが、逆に、 Slrep.bovisは、

sapecin sに設も!必至:ttが向かった。 恐らく、多経多様なグラム陽性菌に対する防

御機構として、 sapeclnのホモロク・が干IイEする意義があるものと忠われる。

SarcOloxin 1にも、 3:fif(まnのホモロク'が存イ1:するよ'I¥[bも同じであろうと忠われる。

また、生体内では、 sapcc川知、 sarCOIOx川支aが!日l時に存イEすることから、これら抗

菌タンパク 1'[の共同1'['川にも関心が持たれる。 また、 sapecinCは、メチシリン耐

性 Staphylococcusaures (M R S A)に、 強い抗閣活性を有していた。 Sapecinの

抗菌前性発現のための竹ご汀l点は、細胞l炊であることが示されている(21)ことから、



sap巴C川実fj の作川機構は、戸ーラクタム系抗生物質とは á'~なっていると考えられる。

したがって、 sapeclnとこのホモログは、 MRSAi:長染症の治療剤をデザインする上

で有)IJな材料となる可能t'lーがあると忠われる。

以上、新規な sapecin;Jミモログの 2つが、 sapeclnと同じ 2次fIIi.j丘を持ち、かつ、

同様なhWIを判つことが分かった。 また、分子内に 3つのジスルフイ ド結合を持

ち、その結合総式が sapeclllと161じである数種のサソリifJ:の僻造モチーフが、 3次

構造のレベルですべて1，;1じであることが知lられている(34)。 すなわち、参考図に

示すように、これらサソリぷ類は、 αーへリ yクス (Cys-X-X-X-Cysの音11分)と折

れ Itu がり p シート (C末端~!11 の Cys-X-Cys ，fll分まで)が、 2つのジスルフイド結合

で述紡された、非常に制徴的な立体構造をねつという共通点がある。 Sap巴cinB 

も同じ立体行IJ;去を持っている可能'門がJI，'':;¥'においと考えられ、この特徴的な構造と

このタンパク 11の柄引1:とのヰ/11刻に関心がfj-たれる。



第 4章

Sapecin Bの抗菌活性コア部分の決定と性質



第 I節斤;論

前章で述べたように、 sapecinBは、構造的に、抗菌タンパク質 sapeCInとホモ

ロジーを持つだけでなく、サソリ存蛋(1で仁チャンネル陥1筈剤として知られている

charybdotoxinとも高いホモロジーを持っていた。 これらのタンパク 質は、 αーへ

リックス (Cys-X-X-X-Cysの部分)と折れ1111がり pシート (C末端側の Cys-X-Cys

部分まで)が、 2つのジスルフイド紡令で述結されているという、非常に特徴的な

立体構造を持っている。 また、 i註近JlfIIYJされた sapeCInの立体構造から、 αーヘ

リックス部分が疎水性表 I(ij を形成しており、その反対~!Ijに位位する p シート部分に

塩基性アミノ般残基が集まっていることから、全体としてl両親媒性を持つことが示

唆されている(45)。 タンパク 11のikli水性高11分は細胞膜との相互作用に重要な役割l

を持つと考えられ、また、 sapeCInは、バクテリアのリン脂質のうちカルジオリピ

ンだけに特異的に結合するが、この pシー ト部分にある Arg，Lys残基が、カルジオ

リピンの 2つのリン酸必とflll工作月lする可能仰が指摘されている(45)。 これらの

ことから、この立体構造的に特徴的な部分の何れかに、抗菌活ttの発現に必要な部

分があるのではないかと考えた。 そこで、 sapeCInとcharybdotoxinの立体椛造モ

デルを参考にして、 sap巴cinBを4つの領域に分刻し、各領域の抗的ii'i性および性質

を調べることによって、 sap巴cinBのがiftコア部分の決定を試みることにした。



第 2針i sapecin Bからの 4つのペプチドフラグメン卜調製と抗菌祈性

Sap巴cinB と charybdotox in の fl~i1i比 '1安から、 sapecin Bのアミノ酸残基 7-17が α一

ヘリックス領減、 22-26、29-34がそれぞれpシート領域と類推された。 そこで、

Fig.16に示したように、 αーヘリックス領域と pシート領域を保存する形で、 4つ

のペプチド(1し6D，7R-17K， 18G-28K， 29V-34Q)をC末端がアミド化された形で合成

した。 ただし、 29V-34Qフラグメントだけは、 C末端はアミド化されていない。

これらの、ペプチドのS.aureusに対する抗菌治的を誹lべたところ、 Fig.17に示す

ように 7R-17Kフラグメントだけが:i!i1-?iーにS.aureusのよ皆川を抑制し、その 50%生

育阻害波度 (IDso)は 1.5μMと低〈、 sapecinBの 0.7μMに匹敵するものであった。

他の 3つのペプチドは、濃度 10μM以ドの波j支では抗l泊活性を示さなかった。

この結果は、 sapecinBのアミノ椴配列で、7-17残J主の領域が、抗凶活性発現に重

要であることを強く示唆している。

前章で述べたように、 sapecinBは、S.aureusなどのグラム陽性的に対しては強

い抗菌活性を持っているが、 E.coliのようなグラム陰性00に対しては顕著な抗菌活

性は持っていない。 しかし、 Tabl巴6に示したように、 7R-17Kフラグメントは、

S. aureusばかりでなく、 E.coli の生育も ~~l く抑制した。 さらに、鴛くべきことに、

IDsoは約 10 倍ほど高いものの、 l~W#îである Otndida albicansに対しても生育抑

制活性を持っていた。 そこで、 7R-17Kフラグメントの Candidaalbicansに対する

生育抑制作用が、殺菌的なものなのか、Ijtにi符菌的なものなのかを知るために、

7R-17Kフラグメントで 111.~ r:¥J処J!1lした Candidaalbicansの生菌数を制べた。



すなわち、 2x 10' cells/mlのC.albicansを明舶府地である sabouraud培地中で、

各種i創立のtJLI:iJペプチドと 37"(;で 111寺川jインキユベーシヨンした。 この精養液

100μlを適当に希釈した後、 sabouraud氷天培地へ塗布し 37"(;でーlぬ培養した。

生じたコロニーを数えることで生菌数を測定した。 その結果、 Fig.18に示すよう

に、 7R-17Kフラグメント濃度が閉すにつれて、 Candida albicansの生菌数が顕著に

減少することが分かった。 このことから、 7R-I7Kフラグメントは、 Candida

albicansに刈して殺菌的に作用すると考えられる。 また、 7R-17Kフラグメントは、

10μMの波j立で s.aureus、E.coliの生成l数を 10'cells/mlから 10'cells/mlにまで顕

著に減少させることが分かった。 これらの結架から、 7R-17Kフラグメントは様々

な微生物に対して殺菌活性を持っていると考えられる。
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Fig.16 Fragmentation of sapecin B and synthetic pcptides. 

Sapecin B was dividecl il1lo 4 pa円sand amidated pepl ides shown in boxes corresponding to 
each fragmel1l were synthesized. The 7R-17K fragment and 29V-34Q fragment correspond to 

Ihe helix region and sheet region of sapecin B， r巴spectively.The a -carboxyl group ofGln in 
th巴sYl1lhetic29V -34Q fragmel1l was not amidated 
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Fig. 17 Antibacterial activities of synthetic peptides. 

The an!ibac!巴rialac!ivi!ies of amida!ed fragmen!s of sapecin B w巴r巴measured
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Tabl巴6Comparison of 1050 values of th巴7R-17Kfragment and sapecin B 

agalnst vanous mlcr∞rgamsms 

7R-17K fragment Sapecin B 

Strain (μM) (μM) 

S. aureus A TCC 6538P 1.5 0.7 

E. coli K-12 594 3.0 >50 

C. albicans A TCC 36232 15.0 >80 
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Candidacidal activity of the 7R・17Kfragment. 
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第 3節 7Rー17Kフラグメントとリン脂質の+fl1ifl仁川

Sapecinは、バクテリア細胞J肢のカルジオリピン(CL)に特典的に結合し、細胞

膜中の CL合誌と sapeCInに対する感受性の間に相|刻があることから、 sapeCInの作

用部伎は、車111的の細胞膜、特に、リン脂質がそのターゲ 7 卜と考えられている

(21)。 そこで、 7R-17Kフラグメントとリン脂質との相互作用を調べることにした。

このためには、 7R-17Kフラグメントの標識が必要であるため、まず、このベプ

チドの 2つのシステイン残)，1;がフリーかジスルフィド結合しているか調べた。 フ

リー SH)，!;の定fEは、 DTN8と反応させ 412nmにおける吸光度を測定することに

よって定Uし、 Na8H4による逃元前後のフリーSH)，~の誌を比較することでジスル

フイド結合の有無を判断することにした。 Fig.19に示したように、 7R-17Kフラ

グメントは、還元前後でフリーSH1左足には変化がなく、また、分子内に Iヶのフ

リーSH)，(;を持つグルタチオンのちょうど2併のフリーSH基を持つことから、この

ペプチドのシステイン残:lkのSH)島はフリーの状態で存イ正していることが分かった。

そこで、蛍光線識は、このペプチドのフリーSHl，~ を、 m88r と反応させることで

行い、得られたm88r誘導体は、 HPLCによって均一に精製した。 HPLCによっ

て分取したラベル化ペプチドは、 DTN8との反応性を持たなかったので、 7R-17K

フラグメントの 2つの SHl'!;は、 m88rでラベルされたことが分かった。 さらに、

このラベル体のアミノ敵配列をエドマン分解で確認したところ、 7R-17Kフラグメ

ントと同一のアミノ般配列を持つことが分かった。

このラベルイヒ7R-17Kフラグメン卜のリン脂質への結合は、 リボソームを用い
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て検定した。 リン脂質の"，には、単独でリポソームを形成しないものがあるため、

phosphatidylcholine (PC)をベースとして(モル比として 0.6) 、他のリンJJ旨質(モ

ル比として 0.4) と混令してリポソームを作成した。 このリポソーム懸濁液の量

を変化させ、 一定量のラベルイヒペプチドと反応させた後、リポソームを十分に洗浄

し、リポソームに結合したペプチドのfdーを、蛍光分光光度計で測定することで、ペ

プチドのリン脂質への紡令能を検定した。 mBBr単独では、すべてのリポソーム

に対して蛍光が検出されなかったので、これらリポソームにおいて検出される蛍光

は、ペプチドのリポソームへの結令に依作するものであると考えられる。 Fig.20

に示すように、 phosphatidylserine(PS)を例外として、民会性リンJJ1'i1'Iから成るリポソー

ムにおいて、有為な蛍光が検出された。 この結決は、 7R-17kフラグメントのリン

脂質に対する結合の特異性は、 cardiolipin(CL)特民的な sapecInと比t絞して、それ

ほど厳密ではないことを示している。 しかし、 7R-17Kフラグメントは、

phosphatidylglycerol (PG)や phosphatidylinositol(PI)と比t絞すると、 CLに対する結合

能が高いことが分かる。 .)i、7R-17Kフラグメン卜は、中性リン脂質である

phosphatiylcholine (PC)や phosphatiyl巴thanolamine(PE)には、ゆ]仰な車it合能を持たな

かった。

次に、 7R-17Kフラグメントは、 S.ilureusに対しても、 E.coli に対しでも、 ~iil い

抗菌活性をイTする(11)。 そこで、この 2つの抗的物質の細胞朕に対する附害性を

比較するために、細胞膜のモデルであるリポソームに対する|符筈性を調べた。

このために、グルコースをトラップした S.aureusタイプの刻IIJJ包!民リン』行質から



成るリポソームと、 E.coliタイプの細胞朕リ ン脂質から成るリポソームを剥製した。

そして、 sapecinB、または、 7R-17Kフラグメ ントと、これらリポソームを反応

させた後、漏出したグルコースを測定することによりリポソームに対する障害性を

検討した。 Fig.21に示すように、 PG:Cしが 3:1:から成る S.aureusタイ プのリポソー

ムにおいては、 sapecinB、または、 7R-17Kフラグメントの佐依存的にグルコース

の漏出が観察された。 しかしながら、グルコースの 50%漏出に必要なiE

(ED50) は、 7R-17Kフラグメントの場令の)jが 10 倍程度低波度であった。 ま

た、!VH守どおり、 7R-17Kフラグメントは、S.i/Uぽ usタイプのリポソームに止すする

よりは高波j立においてではあるが、 PE:PG:Cしが 7:2:1から成る E.coli :タイプのリポ

ソームに対してもグルコースの品目l引を誘導した。 しかし、 sapecinBは、 200μM

までの濃度において、 E.coli :タイプのリポソームからグルコースを漏出させること

ができなかった。 この紡来は、 sap巴cinBが E.coliに対して活性が弱く、S.aureus 

に対して強いという傾向と 一致する。 この結果から、 7R-17Kフラグメン トの抗

菌活性は、細菌の細胞膜に直接作JTJすることによ って党現するものと考えられる。
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これまでに、多くの抗l:fi蛋白が分雌され、その特徴が調べら れている(7-11)。

これらの、抗菌蛋白の l次ターゲツ トは、バクテリアの細胞膜であると考えられて

いる。 尖際に、 sa陀 otoxin1は、 一種のイオノフォア的な作用を有しており E.coli 

の細胞肢のポテンシャルを似峻することが示されている(23)0 Sapecinは、バクテ

リアの細胞膜のリン脂質 CLに特民的に結合する(21)。

また一万で、これらの抗l府タンパク質のがl性の改良の試みがなされている。

i9UえIf、cecropinAとcecropin0のハイブリツドや、 cecropinA、magaiin-2-amide

、melittinの 0-アミノ般i互換体が4世代されている(51，52)。 また、 cecropin-melittin 

ハイブリ γ ドが令成されており (53)、diptericinの Arg残J/;;をArgの代謝措抗物質で

ある canvanm巴へ置換した報何ーもある(54)。 しかし、これまでに、抗菌タンパク質

の活性コア部分を決定した例は知られていなかった。

ところが、本研究において sapecinsをcharibdotoxinとの併造の類推から 4分

割して、対応する合成ペプチドの抗的所t'l:を検討したところ、 α ーヘリックス :f~Í-造

を取ると推定される部分に相、円するペプチドだけが、顕著な抗菌活性を持つことを

見いだした。 このアミノ般 11残法から成るペプチドは、グラム陽性菌の S

aureus に対して、%j，\~r'1 である sapeci n sとほぼ同じ抗菌前性を持っていた。 さ

らに、このペプチドは、グラム陰性11IであるE.coliばかりか、兵菌類である C

albicansにも抗菌活性を布していた。 この現象から、 2つの可能性が考えられる。

一つは、この部分ペプチド部分が sapecinsの活'内二部位であり、本来 sapecins 



は、グラム陽性剤IJ[潟、グラム陰性キIIJ[fi、点菌類に対して抗菌活性をイIすべきもので

あり、この前泊二郎位以外の出11分がグラム険性的、兵l泊に対する活性を妨筈している

可能性である。 もう 一つの可能性は、 sapecinBの抗菌活性とこのペプチドの抗菌

活性は無関係であり、偶然、 sapecinBのこの部分が抗菌活性をイIしていたという可

能'性である。 7R-17Kフラグメントと sapec川 Bによる S.aureusタイプのリポソー

ム障害性の検討では、ともにグルコースの漏出が認められた。 このとき、 7R-17K

フラグメントによるグルコースの;fli，'/¥は、抗[:!.jj汚性を発現するために必要な濃度と

ほほ同じ波jズでノ1.，:じているが、sap巴cinBの湯令は、グルコース漏出に必要な濃度は、

抗菌前十|づèmに必~な波j立よりゅj らかに向かった。 このことから、 7R-I7Kフラ

グメントと sapecinBの抗菌活性の発現の級式は、 wなっていることが推定できる。

したがって、どちらの可能性がl[しいか結論することは、この 2つの物質の抗菌

活性の特51?性が異なることもあり、~~イ主のところ困錐である。

1 1アミノ伐)kの 7R-17Kフラグメントが、抗兵l淘前性を持っている点は、さ

らに興味深いことである。 これまで、 tachyplesin(17残法)(55)， indolicidin (13残

基)(56)， bactenecin (12残基)(57)といったif¥;分チ長の抗菌ペプチドが単縦されてい

る。 しかし、どのペプチドも抗J~. I街活性については示されていない。

以上、本研究で得られた 7R-17Kフラグメントが、 sapecinBの本米の抗菌活性

の活性サイトであるかどうかには、まだ議論の余地があるものの、このペプチドは、

従来知られている抗菌袋白質と比較して帆広い抗菌スベク トルを有している点、ま

た、 11アミノ般残基という低分子である点から考えて、新規な抗l泊剤のデザイン



においてイl川なリードイヒ介物となるものと!VJねされる。 すなわち、 7R-17Kフラ

グメントの抗的活性発現における特徴、抗J'Wi活性を含め抗菌スベクトルが拡大し

た理由をIYJかにすることによって、より有mな抗菌剤をデザインすることが可能と

なると思われる。 また、 7R-17Kフラグメントは、アミノ般 11残基からなる小

さなペプチドであるので、アミノ限配列の改安によって、さらに強い抗菌活性を持

つペプチドをデザインすることが比較的存易ではないかと考えられる。



第 5章

Sapecin Bの活性コア部分のアナログと

抗菌活性発現の特徴
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前章で述べたように、 sapecinBの抗菌活性のコア部分と考えられる 7R-17Kフ

ラグメントが、幅広い抗I~îスベク ト ルを有していること、また、このペプチ ドが リ

ン脂質との紡令能を持っており、さらに、 リポソーム障害作用を持つことから、こ

のペプチドもまたその作川部位が創IIJ削除であると考えら れることが分かった。

この 7R-17Kfragment はアミノ般残基が 111問と ~Iõ'ì~' に短いペプチドであ るこ

とから、アミノ酸配列を少し変更することで、その物理化学的性質が大きく変化 し、

これに従って抗iiir舌'性が変化することが予想される。 したがって、 7R-17Kフラ

グメントのアミノ隊配列の改変と抗I~î活性のヰ111潟を調べることは、このペプチドの

抗lg活性発J)lの作用機構を推定するためだけでなく、さらには、より抗菌活性の高

いペプチドをデザインするための有川な情報を与えるものと考え、 7R-17Kフラグ

メントのアナログを合成し、その抗菌活性について検討することにした。

第 2節 7R-17Kフラグメン トのアナログの抗菌術性

7R-17Kフラグメン トは、バクテリアの細胞膜の酸性 リン脂質に作用すること

で抗菌活性を発現すると考えられる。 そして、このペプチ ドのリン脂質への作用

には、疎水t~ アミノ酸と(+)チャージアミノ酸が関与していると予怨される。

そこで、この可能性を検証する目的で、 Table7に示した、 4経類のアナログを合

成し、その抗菌活性を訓べた。 アナログ lは、7R-17KfragmentのC末端アミ ド

をフリーのカルボキシル)，~としたものである。 アナログ 2は、 7R-17Kfragm巴nt



のシステイン残基をロイシンに位換することで疎水性をおめたものである。 アナ

ログ 3は、 N.-K;ql品から 3併nのロイシ ンをリジ ンに換えN末端側の(+)チャージ

を強め、セリンとヒスチジン残基をロイシンとすることで疎水性を高めたものであ

る。 アナログ 4は、 analog3のC末端をフリーのカルポキシル基としたものであ

る。 Table7に示した結決から、アナログ 2，3の抗菌活性は、 7R-17Kフラグメン

トと比較して、S.aureusにあjして 5-7併に向ヒし、 E.coliに対しては約 21音向上

した。 また、 7Rー17Kフラ グメントとアナログ lの比較から、 C末端のリジン残基

のアミド、化が抗菌活性をIIljlさせることが分かり、この{頃向はアナログ 3とアナロ

グ4の場介にも認められた。 今同検 したアナログのうちでは、アナログ 2とアナ

ログ 3が引に強い抗ld，ii;r，.'t'1を持ってお り、親蛍内 sapecinBと比較して、 S.a町 us

に対して約 3倍、 E.coliに対する活性では 30 倍以上、C.albicansに対しては少な

くとも 6併以上の活性向上が認められた。 次に、 7R-17Kフラグメントは、 c

albicilnS IこtJ'Cl&it-r，.tlーをイ[していたので、このアナログも含め、これらペプチドが広

く併fJま;fiに抗伝j活性をイlーするかどうか倹討した。 Tabl巴8に示したように、すべ

ての抗菌ペプチドは検討した再干のすべてに対して強い抗菌活性を持っており 、幅広

い抗其凶活性を有するものと考えられた。 特に、 analog2と3は各自子一母に対して

広く、かつ、低i/i!T.}支で抗曲折性を示し、C.albicansに対しては 7R-17Kフラグメン

トと比較して 4-8倍の抗的活性をイIしていた。



第 3ii市 抗的活性に対する pHの彩守中

(+)チャージアミノ般を増やすことで抗的活性が向上したことから、このペ

プチドのリンJJflnへの紡令において、イオン結合が関与していることが考えら れる。

そこで、抗的活性に対する pHの彩平年を剥べることにした。 Table9 に示した

ように、 7R-17Kフラグメントを合めアナローグ 2，3の抗菌活性は、抗菌活性を検

定する培地の pHが布くなるに従って低 Fした。 この結架から、培地 pHによ っ

て、試験1:Uのぷj凶のチャージまたはペプチドの(+)チャージが pHによって変化

するために、 HCI街活性が;j:~~!I{~ を受けると考えられ、十九 l箱活性の発現にペプチ ドとリ

ン脈ffのがi合にイオン紡イ?が iJt 'jgな役 ~I~リを*たしていることが推定される。

穿~ 4 Vの 抗l街活性と界而j目性能と裕I(IL/日生の羽1/民j

~水性アミノ般であるロイシン伐必を附加させることで、著しい抗菌活性の向

上が認められた。 ペプチド中の疎水性アミノ般を附加させることは、この分子の

両親媒性を強めることになる。 そこで、 7R-17Kフラグメントとそのアナローグ

の抗的活性と界I伺活性能との利l以jを訓べることにした。 Table10に示したように、

各ペプチドは、代表的な抗(1([1活性斉IJ である SDS より、 ~~lい界面活性能を有してお

り、さらに、Jfl国活性能の強さと抗IA-i/;rittは良いヰ111刻を示した (Tabl巴7参照)。

これらのペプチド古河1/.1広い抗真山活性を有すること、また、高い界面活性能を

持つことから、動物細胞にもまた作JTJする可能性が考えられた。 抗バクテリア活

性を持つハチ志のメリチ ンは、強い治I(IL活性を持つことが知られている。 そこで、



ヒツジ亦[f[l球をJTJいて、これらペプチドの浴[(il前牲を訓べてみた。 しかしながら、

Fig.22に示したように、 y;包!に反してメリチンが託手[f[lを引き起こす波皮においても、

これらペプチドはまったく治[([l作IIJを示さなかった。 これらペプチドの抗菌活性

は、 Tab[e7， Tab!巴8にぶしたように、 50μM以下で十分な抗商活性を示すことか

ら、少なくとも溶!!Jl治的においては、これら抗菌ペプチドは十分満足のいく選択性

を有していると判断できる。



Tabl巴7.Antibact巴rialactiviti巴sof synthetic analogues of the 7R-17K fragment 

rD50 (μM) 

S. aureus E. coli 

peptides sequence ATCC6538P K-12 

7R-17K RSLCLLHCRLK-NH2 1.5 3.0 

Analogu巴l RSLCLLHCRLK-COOH 8.6 14.0 

Analogu巴2 RSLLLLHLRLK-NH2 0.3 1.9 

Analogu巴3 RLKCししLCRLK-NH2 0.2 1.5 

Analogu巴3 RLKCLLLCRLK-COOH 0.4 2.2 

Sapecin B 0.7 >50 



Table 8. Antifungal activities of the 7R-17K fragm巴nt，its analogues and sapecin B 

agalllst vanOllS yeas白。

Minimum inhibilory∞n∞ntration (μM) 

Organism 7R-17K Analoguc2 Analoguc3 Analogue4 sapccin B 

Candida a/bi田 町 50 6 12 25 >80 

Candida /ipo/itica 12 6 6 25 >80 

Pichia pastoris 12 6 6 25 >80 

Rhodoforu/a g/utinis 1.5 1.5 1.5 >80 

Saccharomyccs ccrcvisiac 50 6 25 50 >80 



Tabl巴9.Effect of pH on antibact巴rialaclivity of synthetic analogues of 7R-

17K fragment 

Aflcr incubation of S. aurcus ATCC 6538P wi山 mcre括 lngamoun阻 ofcach peptidc in 

Mcullcr-Hinton mcdium for 24hr at 37"C， minimun inhibitory con田 n回tJonw出 measured

pH ofmedium Peptides (μM) 

7R-17K Analogu巴2 Analogue 3 

7.35 32 16 32 

6.90 8 4 8 

6.50 8 2 4 



Table 10. Surface aClivilies of anlimicrobial peplides 

Pcplidcs or SDS wcrc dissolvcd in dislillcd walcr al conccntrauon of O.154mM. 

Surfacc lcnsions wcre mcasurcd in a plalInum ring conncclcd lO a pr目 isionclcctrobalance aI25'(;. 

Sampl巴

7R-17K fragm巴nl

Analogue 1 

Analogu巴 2

Analogu巴3

Analogue 4 

SOS 

Oistilled walcr 

Surface lension (10" N/cm) 

65.91 

66.88 

61.95 

61.75 

62.29 

68.90 

72.29 
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Fig.22 Hemolytic activities of antibacterial peptides. 

Sh巴巴pred blood cells were incubal巴dwilh increasing amOUnlS of each 
peplide for 2 hr al 37

0

C. Afler C巴I1lrifugalion，lhe A492 valu巴Sof lhe 
resulting sup巴rnalanlSw巴r巴measured. 100% Iysis was achi巴vedby 
incubaling lh巴cellsin dislill巴dwal巴r
Th巴peplid巴sused w巴re:口，analogue 1; V， analogue 2;ム，analogue 3; 

0， analogu巴4;0 ， lhe 7R-17K fragm巴nl;・，melillin (positive conirol) 



第 5節考察

この草では、 sapecinBの活性コア部分と考えられる 7R-17Kフラグメントのア

ナログを令成し、その抗l:fi活性の変化と物理化学的な性質の変化について述べた。

7R-17Kフラグメントは*111胞膜に作用すると考えられることから、塩基性アミノ

酸残基と疎水性アミノ酸残基にJf目してアミノ限配列の変更を試みた。 その結果、

塩基性アミノ取と、政i水性アミノ般を地やすことで、 s.aureusに対する抗菌活性を、

親蛋白 sapecinB の 31~抗日皮に向めることができ、 líil時にグラム(ー)細菌、真菌

に対する抗菌活性も向上させることができた。 pHのよ付加にともなって抗菌活

性が低下する現象から、ペプチドとリン!J行貨の粘令にイオン結合が重要な役割jを来

たしていることが推定できる。 J盆恭性アミノ般の鳩加が抗菌活性を向上させたこ

と、 7Rー17Kフラグメントが酸性リン脂質に結合することから、塩基性アミノ酸残

基と細胞膜巾のリンIJfi1'tのリン般イオンとの相互作川が抗l1i活性発現に重要である

ことが分かる。 また、抗菌活性の界面活性能と抗関活性が良好な相関をもつこと

から、ペプチドの両親娘牲が抗菌活性の発現に重要であることが推測され、~水性

アミノ酸の増加がペプチドの両親似性向仁に有効であると考えられる。 これらの

ことから、より強力な殺菌剤!として、このペプチドをデザインするためには(+)

チャージを有するアミノ酸残基を導入することがイT効であり、かつ、疎水性アミノ

酸残基をバランス良く配位させることが重要と考えられる。 また、これらアミノ

酸の配列は、ペプチドの両親媒性を高めるようにデザインすべきであり、このため

には、ペプチドの界面前性能の測定が有力な指標となり得ると思われる。
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しかし、これらのペプチドは、代表的な界l町舌十七剤である SDS より~!1!い界面活性

能を持っていたが、 一万で、 500μMの波j支でも有意な浴l位活性を持っていなかっ

た。 SDSは、カチオンtl:界商前↑11:剤と比較すると溶I(Jl活性の低い界面活性斉1)では

あるが、 100μM以下でヒツジ亦l(Jl球を治1(llさせることが知られている。 しかし、

S 加reus に対する抗菌活仰は、 MIC で 3.5mM と ~I" ':~' に弱い。 したがって、これ

らペプチドの界面活性能の噌加は抗菌病性の一つの指標とはなり得るが、これだけ

で抗菌活性の向上を説明することはできない。 おそらく、これら ー述のペプチド

は、抗菌活性の発現において従米知られているあcl(rIi?i性剤の抗菌前性とは異なる何

らかの特異性を有するものと考えられる。

7R-17Kフラグメントは、 アミノ敵が 1 1 残)，~であることから合成が容易であ

り、これをリード化合物としてさらに新規なペプチド系のギTJl1な抗菌剤をデザイン

することが可能と考えられる。 今後、 NMRWf析によるこれら抗凶ペプチドの細

胞膜中での立体構造、網111潟の剥IIJ出版蛋 1~11 との特異 (I(] な相互作用などを研究するこ

とで、新しい薬剤をデザインするためのイTJl1な情報がさらに得られるものと考えら

れる。



第 6章

総括及び今後の展望



本研究は、センチニクパエ (Sa陀 ophagaperegrinalの抗菌蛋向質の一次椛迭の

特徴と抗菌活性の相|苅を調べることによって、来li'mな抗菌剤のデザインにおける有

用な情報を仰ることを目的としたものである。

センチニクパエの抗菌蛋向1{である sarcotoxin1または sapecInの機能発現に重

要なアミノ酸残基または領域を推定するための直接的な一つの手法は、これら抗菌

タンパク 11を泣伝子工学的に発現させる系を確立し、 人為的に変興を導入した

ミュータント袋内貿を作成し解析することである。 そこで、まず、すでに巾離さ

れていた sarcotoxinIAのcDNA(19)を用いて、組換え型 sarcotoxinIAの産生につい

て検討した。 その結果、カイコ卵巣iJJ*細胞 Bombyxl110ri BM-N ceJJを約 iミとす

るパキユロウイルスベクタ一系を平IJm して、組換えllisarcotoxin IA を初めて産生さ

せるこ とに成功した。 しかしながら、センチニクパエの体液中で見いだされる

sarcotoxin IAのカルポキシル末端 (C末端)はーArg-NH，であるのに対して、この系

で発:mされた組換え型 sarcotoxinIAのC末端は Arg-GJyであり、 C末端のグリシ

ン残基がアミドイヒされていなかった(31)。 また、この発現系では、組換え型

sarcotoxin IAは、プロテアーゼで分解を受けることから、汗;γ1:のある組換え型

sarcotox i n 1 A を得るためには、システインプロテアーゼ阻害斉IJを添加する必要があっ

た。 本生産系は、 sarcotoxinIAのC末端をアミド化する能力を持たないこと、ま

た、プロテアーゼによる分解活性が強いことから、さらに、名程ミュータン ト

sarcotox川 IA を作成するのには必ずしも適しているとは言えなかった。 しかし、

この組換え型 sarcotoxi n 1 Aの精製の検討中に、 sarcotoxinIAの分解フラグメン トが



抗菌活性を持つ可能性が示唆されたことから、抗的蛋白nに活性コア部分が存在す

るのではないかという発泡1を得ることができ、以後の研究の進展に大きく役立った。

-);、センチニクパエの脹111米*111胞である NfH-sape-4は、培養上清中に主にグ

ラム陽性的に対して抗菌活性を持つ sapeclnや sarcotoxln類を生産し(20)、抗菌タン

パク質の生産系としても優れている。 この生産系の検討中に、構造上 sapeclnに

類似し、主としてグラム防性一凶に抗菌活性を示す新規な抗菌タンパク11sapecin B， 

Cを見いだした(32)。

Sapecin B， Cのアミノ般配列とジス lレフイド結合の位置を解析した結呆から、

sapecin Cは、 sapeclnファミリーに属すると考えられた。 sapecinBのア ミノ般配

列は、 sapeclnだけでなくカルシウム依存性K+チャンネル阻害責IJとして知られてい

るサソリ 214のー純 charybdotoxin(33)ともおいホモロジーを持っていることが分かっ

た。 Charybdotoxinの立体行t造は詳細に訓べられており、分子内にジスルフイド結

合で述紡された αーヘリックス構造と s-シート構造を持つという特徴的な椛迭を

持っていることが分かっていた(34)。 したがって、 sapecinBも同線な立体椛迭を

持っている可能性が高いと考えられた。

そこで、 sarcotoxinIAの分解フラグメン 卜が抗菌活性を持つ可能性が示唆され

ていたこともあり、この特徴的な charybdotoxinの立体得造から類抗できる sap巴cln

Bの αーヘリックス部分と s-シート部分を保存するような形で分割し、各分解フ

ラグメントの抗菌活性を訓べれば、 sapecinBの抗菌活性のコア部分が決定出来るの

ではないかと考えた。 そこで、 sapecinBを4分割し、化学合成した対応するペプ
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チドの抗的活性を検定したところ、 αーヘリックス椛造を持つと予旬、された部分の

ペプチドだけに.fn立な抗I:{，i前性が認められた(35)。 非常に興味深いことに、この

ペプチドは、グラム陰十1:剥11的、グラム陽性細菌ばかりでなく酵母など真菌類にも抗

菌活性を有していた。 さらに、このペプチドは、 sapecinBの抗菌活性の大部分を

有しており、また、リン脂質に対する作m性の検討からその作用点は細胞膜である

と予1p.、された。 これらの結果は、このペプチドがsap巴cinBの抗菌活性のコア部

分であることを強く示唆しているものと与ーえている。

このペプチドは、 111問のアミノ酸から成るショートペプチドであるから、あ

る程度立体得迭の影響を除外して、アミノ限配列と抗菌活性の相関を考察すること

が可能であると与ーえた。 そこで、このペプチドのアミノ酸配列を改変したアナロ

グを令成し抗liii祈性を検討した。 その結果、 N-末端の盗基性アミノ酸の増加や疎

水性アミノ般の導入によ って幸子しく 抗l:ti活性が明日食されることを見いだし、最も活

性の高いアナログでは、抗的活性を sapecinBの約 7.5倍に向上させることができ

た。 また、これらアナログは、強いあII前活性能を持ち、酸性リン脂質を含むリポ

ソームを怖筈する作mを持つにもかかわらず、羊赤血球に対して顕著な溶l侃活性を

持たなかった。 したがって、これらー述の抗菌ペプチドは、親蛋白質 sapecinB 

の選択iE性の一帯11を受け継いでおり、抗I活情処:の発現において何らかの特異性を持

つものと考えられた。

以上、本研究において、センチニクパエの抗菌タンパク質の抗菌活性のコア部

分と考えられる配列を初めて決定することに成功し、さらに、ア ミノ酸配列を改変
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することで抗 I;{i活性を大~Ii，\に向上させることができた。 この活性コア部分から得

られる情報は新しい楽剤のデザインにイrmな情報を与えることがWJ待できる。

このための今後の展開としては、まず、この前性コア部分の立体構造の解明が

重要であると考えられる。 本ペプチドは、アミノ酸残基 111回からなるショート

ペプチドであるから、 NMR等の手法によって比較的容易に立体椛造を明かにする

ことができると思われる。 特に、車IIJI抱l皮巾での立体tl~:ì笠の解明が重要と考えられ、

この活性コア j~11分とリン IJ行賀、剥11I抱IJ)!; ~(l l1との相互作用に |刻する情報は、抗菌活

性発現のメカニズムや選択J.rtJの本質に迫ることを可能にするものと思われる。

この川村コア部分が車IIJI則l史またはJj史成分との相互作用がIYJかとなった場合、次の興

味深いアプローチのひとつは、この前't'1コア部分の立体行II-j査を校倣した非ペプチド

系の抗凶斉IJをデザインすることであろう 。 酵素と基質、または、蛋白質とレセプ

ターの分子認識に関してfllI-j主レベルで1i'i械が得られる場令は、論理!的なドラッグデ

ザインの桁好のターゲ γ トとなりうる。 実際に、目F-素の活性中心と基質の相互作

用の解析から符られたw械を基に、レニンや HIVプロテアーゼに対する非ベプチ

ド系の臼活性な併素阻符斉IJがデザインされている(74，75，76，77，78)。 また、下垂体

後葉ホルモンの一つであるパソプレシンのレセプタ一倍抗楽も、レセプターとバソ

プレシンの立体的な相互作用に関する解析を基に進められている(79，80)。 こういっ

たアプローチを参考にすることによって、さらに有効な抗菌剤がデザインされるこ

とが可能となるかもしれない。

次に今後の展開として興味深い点は、ヨ";3章の考察でも述べたように、 sapeCIn
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Bが charybdotoxinと同級に Ca依存↑生 K'チャンネ Jレ阻害活性を持っているかどう

かである。 もし、 sapecinBが、このような活性を持っていたならば、 sapecinB 

が、 sap巴CJnと同級に、センチニクパエの幼虫の体表障害H寺または版発生時に一過的

に発現するかどうかに興味が持たれる。 この発現が見られれば、 sapecinBは、

sapecJnファミリーに属するものであろう 。 そして、幼児otoxln， sapeclnが、生体

防御だけでなく、 j粧佐発ノ生t.1I川.;k1

という司能性 (υlゆ9，20め)を検j訊日正4する l七二でで、、 K'チャンネル阻答活性という具体的な機能

に基づいたアプローチを IIJ能とするかもしれない。 逆に、体表防害時や発生H寺に、

sapecin Bのづli.9lが見られないようであれば、このタンパク11は、 charybdotoxin様の

チャンネル阻:，I，:j古性をJ年つタンパク1'1のフ ァミリーと考えることができるであろう 。

これらの点については、今後の検討が必安であるが、サソリ tむの中には sapecinB 

と同じ桃造的特徴を持つ多くのL4虫特 511~~的なやII<<，UJのさま11 られている (48，49 ，50)。 し

たがって、これらの原始タンパク質が、サ ソリにおいては補食、個体防御の手段と

して、他)j、センチニクパエにおいては感染防御と発生H寺の白己細胞のプログラム

ドデスにと機能的に進化した可能性が旬、起きれ、興味深いものがある。

さらに、同定された sapec川 Bの抗的活性のコア部分が、抗菌活性だけでなく

Ca依存性 K令チャンネ lレ阻芥j?i'Vtを持っているかどうかに!Ali床が持たれる。 もし、

この活性を有するようならば、すでに述べたようにCa依存性 K・チャンネルとの相

互作1日を解析することで、有効な ~I'ペプチド系の新規なK・ チャンネル阻害剤をデ

ザインすることが可能となるかも知lれない。
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以|二、本研究を通じて符られた sapecinBの前世jコア昨日分は、新しい抗菌剤の

デザインにおける有mなリード化合物となると同H主に、抗菌タンパク11の研究にお

いて新しい局而を開くきっかけになるものと考えている。 さらに、このコア部分

は、抗liii汚性ばかりでなく Kφ チャンネル阻害斉IJの研究においても有効なプロープ

となる "J能性を聡めていると与えられ、この方面での今後の進展にもWJ待が持たれ

る。



第 7章

材料と方法



<1>使用微生物およびその精一地

E.coli K 12 594 (str ')は、氷点大学:築学部微生物楽品化学教室で継代している

ものを)IJいた。 Streptococcus'trJは、 Streptococcusbovisを除き、大阪大学的学

部浜田教授から分譲していただいた。 その他のバクテ リアお よび酵i吐は、

I F 0 (lnstitute of Fennentation of Osaka) 、AT C C (American Type Cultur巴

Col1ection)から分譲されたものを月]いた。 これらのバクテリアの培養には、

基本的に、市販の antibioticrnedillm 3 (OIFCO)を使JTJした。

Streptococcus 属のバクテリアの崎益には、市販の BrainHeart lnfusion培地を

用いたo M-I手類の培養には、 Sabouralldt;守地を月jいた。その組成を以下に示す。

<Sabouraud借地 1OOOm 1 '1]の組成〉

Gulucose 40g 

Poly Pepton巴(Oaigo) 10g 

(pH 5.8に制緩)

<2>抗菌活性の測定}j法

1 )液体培養による抗I:i.Iアッセイ

(a) E.coliなどに対するH気的精義条件下でのアッセイ

Ful1 growth した微II~.物 IÐ体の 35% gly印刷保存液 (-20"C) 100μ1，を、 5mlの的

殖培地を含んだモノ一試験告に後砲し、 37"Cで約 411在日日娠とう培養し、菌液の濁!支

(00650)がrJ0.3になるまで晴養した。 Jぷ心分離 (8000rpm， 5 min.， 4"C ;目立高速冷

却遠心機 20PR-52， RPR20-3) により集j~Î し、 buffer S川こ、 00650が 0.3(約 2.5x 10' 

cel1s/ml)になるように浮遊させた。 そして、下記の方法に従い、 00650を測定す



ることにより供試菌の増殖を調べた。

sampl巴inbuffer S* containing 0.2 % BSA 200μl 

Bacterial c巴11suSp.(OD650=0.3) 10μl 

antibiotic m巴dium3 190μl 

cultur with shaking at 37"C for 140 min 

↓ 

m巴asur巴atOD650 

*: buff，巴rS; 10 mM  sodium phosphat巴buffer，pH 6.0， 

conta川 ing130 mM Nacl 

(b) Slrepwcoccusなどに対する鎌気的Jfr'養条件 Fでのア Yセイ

Full growthした供試riiの 35%glycerol保存液(ー20.C)の 100μlを、スクリュー

キャップイすき試験管(併 15mm)'1'の BrainHean Infusion Medium 5mlに緩砲し、 37"C

で約 511寺/10m，地情養し、菌A 液のi制度(00650)が約 0.3になるまで府養した。 J必L、

(8∞o rpm，5 min.，4"C;目立高速冷却遠心機 20PR-52，RPR20-3)により集菌し、 buffer

?に、 00650が約 0.3になるように浮遊させた。 そして、下記の方法に従い、

00650を測定することにより、供試riiの矧舶を調べた。

Sampl巴inbuffer S*containing 0.2 % BSA 400μl 

sacterial c巴11suSp.(00650=0.3) 20μl 

srain Heart 1nfusion 380μ l 

static cultur without shaking at 37"C for 180 min 

↓ 

measure at 00650 

(c)目引3など真菌類に刈するアッセイ

Full growthした微生物的体の 35%glycerol 保存液(ー20"C)1 00μ 1，をSabouraud
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培地 5mlに接麗し、 37'Cで約 1611 

min.， 4'C ; Il立内述冷却ill心機 20PR-52， RPR20-3)により集菌し、 Sabouraud培地に、

00650が 0.0336(約2.0x105 cells/ml)になるように懸溺させた。 下記の方法に従い、

00650を測定することにより供試j;/，]の的舶を調べた。

Sarnpl巴inbuffer S*containing 0.2 % BSA 400μ l 

Y巴astcellsusp.(00650=0.0336) 400μl 

↓ 

cultur with shaking at 37
0

C for 18 hr 

↓ 

measure ar 00650 

通常の抗曲折性は、特にl折らない|浪り、供試微生物の増員uを50%阻害する!時の

抗菌タンパク質の濃度で去すこととし (1050) 、供試微生物の生育がまったく認め

られな いII;Jの1創立を、 i泣少生育阻害波度 (MIC)とした。

2 )活性染色による抗的7.:;セイ

Hultmarkらの方法(37)に従って行った。 すなわち、未変性ポリアクリルアミ

ドグル屯気泳!fiJJしたゲlレを角型シャーレ(栄研、滅的 2号 角シャーレ)の巾に入

れ、予め37
0

CにI暖めておいた中手fImediurn(*I)約 100mlを加え、 37'Cで 30分間イ ン

キユベートした。 その後、中和 mediumを捨て、 48'Cに保ifT:lしておいた E.coli K 

12594 (Str
R
) を含む軟寒天府地(*2)ゲルの上に重IOした。 秋寒天府地が、同化した

後(約 3分)、さらに、バクテリアを含まない軟寒天府地を重層し、 37'C、 18時間培

養し、バクテリアの生育阻害スポ Y 卜を抗菌スポットとして検出した。 写兵j最影

をした場合、黒いスポットとして観察される。



(* 1):'1'利 medium か:J~t.土

AnlibiOlic medium 3 m巴dium(Dif，∞) 3.5g 

02M Phosphale buff，巴r，pH7.5 200ml 

↓ 

Dissolv巴 well

AUloclave (120"C， 20min) 

↓ 

Add streplomycin (20mg) 

↓ 

lncubale al 37.C 

(勺)秋本J己主計地(07%)剥製法

Nunlri巴ntagar 0.7 g 

02M phosphate bufたr，pH7.5 100 ml 

↓ 

Dissolve w巴11

AUlOclav巴(120.C，20min)

Add Slr巴plomycin(20mg) 

↓ 

Add Iml of E coli K・12594suspension in Buffer S (OD650 0.3) 

↓ 

Incubale al 48"C 

< 3 > NI!-I-Sape4の杭fttおよび培地

センチニクパエ佐111*の椛養剤11胞である NIH-Sape-4(58)は、国立林業試験場の

三橋先生より供うしていただいたものを、東京大学薬学部微生物薬品化学教室で継

代常養したものをJlJいた。 この細胞を、以下に示すように、浮遊培養法で培養し、

その培養 u青を得た。 2，000mlのスピナフラスコ '1'で、 50mlの conditionmedium 

を含む、 M-MJ:g.J也(59)450mlに、 NIH-Sape-4を5x 10' c巴IIs/mlになるようにして浮

遊させ、 11f分 45 回~!五で撹w しながら、 25"Cにて、 5 日間培養した。 車111)抱濃度が、
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4 x 10. cells/mlにまで増加した後、遠心 (3，000回転、 10分、 4"C)にて細胞を分献し、

培養上7，';. を 1，~た 。 府主主上mは、使川 11.\; まで -20.C にて冷凍保存しておいた。 M-M

府地は、以下に示す 3 桁郊の保存液!t~1也を、使用H寺に、各々、同容量混ぜ、滅菌水

を加えて、 1 0倍希釈して使用した。

< 10 x A Solulion > 

NaCI 35 g 

KCI 1.0 g 

CaC12.2H20 1.0 g 

MgC12.6H20 0.5 g 

NaH2P04.2H2U I.3g 

Make upto 500 ml with distilcd wat引

↓ 

5terilize with membran巴filter(pore size; 0.22μm) 

< 10 x B solution > 

NaHC03 0.6 g 

Make upto 500 ml with distiled water 

5t巴rilizewith m巴r巾 ran巴 filter(por巴size;0.22μm) 

< 10 x C solution> 

Glucose 20.0 g 

Yeastlat巴(DIFCO) 25.0 g 

Lactabumine hydroysate(DIFCO) 32.5 g 

Make upto 500 mJ with distiJed water 

↓ 

5teriJiz巴withmemb削 lefilter (pore size; 0.22μm) 



く 4>パキュロウィルスベクター系の椛築

1) Bombyx mori BIll-N cellとその府主主

VolklllanとGoldslllithら(60)によって樹立されたカイコ卵巣由来の細胞株であ

る Bombyxmori Bm-Nω11は、第一製jl(分子生物。f) で継代されていたものを用

いた。 上告地の TCー10は、 GardinerとStockdul巴らの方法(61)に従って調製した後、

メンプランフィルター(poresize， 0.22μm)により除IfI泌過し、 56"(:，30分処理で非

動化した'ド胎児luli苛(Gibco)を 10%(v/v)、カナマイシンを 601llg!1添加lしてJfIいた。

Bm-N cellの培養は、 tissuecultur flask '.1'で 27"(:で行った。 通常、 4- 5日で

confluent cullUreとな ったため、これを 51;"':/"1::の新しい培地に移し答えることで継代

をおこな った。

2 )れl換えパキユロウィルスのクローニング

Bombyx mori nuclear polyhedrosis virus (T3 strain) DNAは、 proteinaseK処理!と

phenol処理によってウィルス矧粒からぷl製した。 治l換え!f!ウィルスの選択は、

marker rescu巴法(62)を用い、 Bm-Ncellへの DNAの導入は、リン般カルシウム共d:

法(63)をJTJいた。 すなわち、 Bombyx1110日 nuclearpolyhedrosis virus DNA 2.5μg 

と組換え12transfer vector 12.5μgを合む、 0.25MCaCI2 j存液 1.5mlを調製した。 こ

の DNA託手液を、 0.28MNaCIと0.7mMNa phosphat巴を合む 50lllMHEPES buffer 

(pH7.1) I.Omlに、空気を送りながら、ゆっくり滴下した。 さらに、 30分間室温

で放置し、リン限カルシウムーDNA複合体を調製した。 この複合体 0.45mlを、細

胞密度 1x 10' cells/mlの BrrトNcell培必液 4mlに加え、 27"(:で 1日培養した後、培



地を交換し、さらに、 -:i1占l/I¥J府養をあtけた。 パキユロウィルスの感染によって

Bm-N cell'1'にポリヘドリン粒子の形成が確認されてから、その七病を回収し、限

界希釈11二(64)により、 Ml換えウイルスのクローニングを行った。 Ml換え型ウイル

スは、顕微鋭観察によって、細胞内にポリへド')ン粒子を形成しないクローンを選

択することによって選んだ。 科られたクローンの上mを回収し、もう一度 Bm-N

c巴11に感染させることで、さらに、ウイルスを純化した。 この組換え型ウィルス

を、 confluentな Bm-Ncellに感染させ、 511 I:¥J情益した後、精益上ii'Tを遠心分離

(2000rp爪 IOmin，4
0

C)によって|円|収し、 -800Cで保存した。 このウィルス液を、

幼児otoxinIAのノト.{ri:やラジオイムノアッセイ )IJのサンプルとして)lJいた。

<5>ラジオイムノアッセイ

1 )抗luLI，'jの調製

化学令成した sarcotoxinIAは、 39倒のアミノ般残基からなる分子iifの小さな

タンパク 11なので、 Flyg，C ら(65)の刀法に従って、 S訂 cotoxinIAをコーテイングし

たポリスチレンビーズ(CI8)を川いて、 albinorabbitを免疫した。 21 ITiitにもう

一度免疫し、 7日後に耳の静脈から探/(Ilし抗/(/LI占をねた。 この抗/(/li青は、

sarl∞toxin IAを用いたオクタロニーテストで沈降級を形成した。

2) sarcOloxin IA の出I-{~R~抜

sarcotoxin IAは、 分-f'I'にTyrを持たないため、 Chisholmら(66)の方法に従っ

て、 pH8.7で chloramin巴Tを月Jいて処理することによって '25[_標識を行った。すな

わち、約 5μgの幼児otoxinlAを20μlの0.5MNa phosphat巴 buffer，pH8.7に溶解し、
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0.5 mCiの Na・
125
1と Img/mlの chloramineTを含む 0.5MNa phosphate buffer， pH8.7 

をお日ぇ、五1品で i分/iリ反応させた。 11'1ちに 2mg/mlNaHS03を 100μlと2MNal 

を 10μlを加えて反応を停止させた。 次に、あらかじめ 0.2%BSAを含む 0.5M

Na phosphate buff，巴rで平衡化しておいた SephadexG-I 0カラム(0.8x 26 cm)を用いて

ゲル滅過クロマトグラフィーを行い、 fre巴の 1251を取り除いた。 flowthrough画分に

溶出されたl放射能活性向分を 125I-sarcotoxinIAとして回収し、使flJII寺まで -80"Cで保

存した。 なお、.ìl] 'I;~' この操作で、 ;Ý!) 4 x 10' cpm/μg prot巴川 の比政射活性をもっ

sarcotixin IAが利られた。 また、この}I!.射活性四分の}i'f.身、11百刊は、 HPLC分析で、

sacotoxin I A とほぼ同じ似ね li\'ll\]の ~lli分に治 IIH された。

3) ScaphylococcllS allrellS， Cowan 1の別製

東大築学部微生物薬品化学教室で継代している CowanI}n StaphylocoCCllS aureus 

を用いて、 Kesslerらの}jyi;に従って調製した。

4 )ラジオイムノアッセイ

PBS-storage buffer(* 1)で-10倍希釈した sarcotoxi n 1 A抗1(lli，'i10μlと同じく

PBS-storage bufferで希釈した 20，000cpmの 125I-sarcotoxinIA 10μlをsarcotoxinIAの

標t弘またはサンプルを 0-IOOngを合む PBS-storag巴buffer500μlに加え、 4"Cでー

l民反応させた。 次に、 J'.記の方法で剥製された SlaphylocoCCllSiwrellS， Cowan 1溶

液を 50μ l加 え、氷上に 10分間放位した。 遠心分離によって、 Cowan1の沈澱

を回収し、 750μ lの washbuffer 1(*2)で遠心分離によって洗浄した。 さらに、同

f立の washbuff，巴r11(*3)， wash buff，巴r111(*4)をf日いて、それぞれ一回ずつ洗浄した。
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符られた沈澱の radioaClivityをγーカウンターにて測定した。

(*1) PBS-storage bllff，巴r

Na azid巴 0.02g

G巴latin O.lg 

丁目tonX-I 00 1.0g 

Oistiled waler lIplO looml 

(*2) Wash bllffer I 

NaCI 29.2g 

1M Tris-HCI(pI-l7.4) 10ml 

Triton X-I 00 0.5g 

Oistiled wat巴r 500ml 

(勺)Wash bllff，巴r11 

NaCI 4.0g 

0.5M EOTA 5ml 

1M Tris-I-ICI(pH7.4) 25ml 

TrilonX-IOO 5g 

20% SOS 7.5ml 

Oistiled waler 500ml 

(*4) Wash bllffer 111 

1M丁目5・I-ICI(pI-l7.4) 5ml 

Triton X-IOO 0.5g 

Oistiled water 500ml 

<5>電気泳動

1 )禾変性ポリアクリルアミドゲルfE気泳動

未変性条件下でのポリアクリルアミドゲル78気泳動は、 Gabrielの方法(67)に従つ

た。 ゲルのポリアクリルアミドは、 10%の濃度で行った。 iiI<.動後のゲルは、抗

菌活性測定のため活性染色を行った。



<ゲルの作成>

A solution(*I) 2.5 ml 

B solution(*2) 3.3 ml 

C solution(*3) 10.0 ml 

DDW 4.21111 

↓ 

pour into a slab gel plate (I mm thickness) 

↓ 

set a comb 

polymerization at room tenperatur巴

(* 1): A solution 

IN KOH 24.0 ml 

Acetic acid 8.6 ml 

TEMED 2.0 ml 

DDW Up to 50 ml 

(勺):B solution 

Acrylamid巴 30g 

Bis-acrylamide 0.4 g 

DDW Up to 50 1111 

(勺):C solution 

APS 0.14g 

DDW Up to 50 1111 

<屯気jノ'KilVJmバッファー>

s -alanine 3.12 g 

Acetic acid 0.8 ml 

DDW Up toω00 ml 

<サンプルの調整>

Sample 

5 mg/ml m巴thylgreenin 1 M acetic acid 

50 % glys巴rol

<電気泳動条件>

10μ1 

5μ1 

25μl 

200Vの一定屯圧で、 4"Cにて 3- 4時間、 (+)電極から(-)屯極の方向

に泳軍IJした。
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2) S 0 SポリアクリルアミドゲルfE気泳動

SOSポリアクリルアミドゲル711気泳動は、 Laemmli(68)の方法を少し改良し

た方法で行った。 ゲルのポリアクリルアミドは 15%の濃度で行った。

< Separating G巴1(15 %)の作成>

44% acrylamide solution(* 1) 10.1 ml 

1.5 M Tris-HCI， pH 8.78 7.5 ml 

10% SOS 0.3 ml 

10% APS 0.3 1111 

TEMEO 0.01 ml 

DOW 11.81111 

↓ 

Pour inlO a slab gel plate (thickness 1 mm) 

OverIay OOW on the top of separateing gel 

PolYIl1巴nzallonat room temperature 

(*1): 44% acrylamide solution; 

acrylamid巴 22 g 

bisacrylamide 0.6 g 

OOW Up to 50 ml 

< Slacking Gel (5%)の作成>

44% acrylamide solution 2.2 ml 

1.5 M Tris-HCI， pH 6.8 1.7 ml 

10% SOS 0.2 ml 

TEMEO 0.01 ml 

DOW 15.7 ml 

↓ 

pour on the top separating gel 

set a comb 

polymerization at room t巴mperature



< Samp1eの訓製>

samp1巴 2vo1

ump1e buff，巴r(*I) 1vo1 

↓ 

stand in boi1ing watre for 5 min 

coo1 to room tenperature on ic巴

(* 1): sal11p1e buffer 

10% SDS 300μ l 

s -mercapto ethano1 60μ1 

50% g1ycero1 100μ1 

0.1% brom巴phenolblu巴 60μl

1.5M Tris-HCL， pH 6.8 30μI 

< E1ectrophoresis bufferの，U，'，J:¥'.:!>
Tris 

G1ycin巴

10% SDS 

9g 

28 g 

101111 

DDW Up to 1，0001111 

< E1ec!rophoresis condition > 
stacking gel 

separat川 gge1 

75V 

150V 

at room temper'巴tUI巴

<6>アミノ椴配列分析

HPLCにより得られたili内四分を、 i必L、型エパポレーターにてドライアップ後、

気中日式プロテインシークエンサー (modeI477A，App1ied Biosysytem lnc.)を用いて、

アミノ般の配列をもた定した。 生じた PTH(phenylthiohydantoin)ーアミノ酸誘導体は、

Aquasi1 SEQ-4(K)(4x300 mm)のカラムを装着した Spectraphysicsの HPLCシステムを

用いて同定した。 尚、アミノ酸配列の同定は、来レ・リサーチセンター(株)へ

依頼して行った。
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<7>アミノ般車II成分析

HPLCにより符られた蛋lコ画分を、 i主心型エパポレーターにてドラ イアップ後、

6N記般に7倒的'し、 110.Cで2211刊¥J加水分解した後、生じたアミノ酸をアミノ酸アナ

ライザー(mod巴1835，H1TACH11nc.)を川いて分析した。又、 tylosin巴及び

carboxymelhy1cyst巴ineの分解を防ぐ 1'1的で、 4%thiog1yco1ic acid存在下で塩酸加水分

Ilfrを行った。 尚、アミノ限配列の同定は、束レ・リサーチセンター(株)へ依頼

して行った。

<8>蛋 (111中 のSH~の定i江

Ellmanら(69)の方法に従って行った。すなわち、 5.5'-dilhiobis-(2・nilrobenzoat巴)

(OTNB ) を、 ili 白l1 rl' のフリー S II )，~と反応させ、生じた 2-nitro-5-

mercapLO benzoic acidを412nmにおける吸収皮を測定することで定五ーした。

約 4nmolの低白サンプルを 500μ lの 0.02MEOTA . 2Na溶液に溶解 し、 O.4M

Tris-HCI buffer， pH8.9 250μ!とよく混合した後、 O.OIMOTNBのメタノール溶液

25μlを添加lし、 l立ちに00412をi!!lJ定した。 検量級は、 i足元型グルタチオンを標準

液として作成した。

<9>リポソームの作成

Kinskyらの)'jt去(70)に従い、グルコースを封入したマルチラメラベシクル型の

リポソームを作成した。 クロロホルム/メタノール混液に溶解している市販のリ

ンJJ旨11;和夜(単初いjン脂質又は、名手EリンJlfi11の混合液)の約 lμmo1をガラス試

験管(クロロホルムで前もって 5回洗浄したもの)に入れ、ロ ータリーエパポレー
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ターを用いて、点空条件下で、乾燥させた。そして、あらかじめ 70-75
0

C に保協し

ていた 0.3Mのグルコース治法 100μ lを)J11えて、 Vonexm ixerにて、激しく 1分間

撹宇loすることで、グルコースを内包するマルチラメラリポソームを得た。 次に、

400μlの 5mMVeron1 buffered sa1ine(* 1)を月1いて、 i主心分離(10，000g， 10 min.)にて、

リポソームを 3ID:I洗浄し、リポソームに取り込まれなかったグルコースを除去した。

そして、以終的に、 500μlのl'iJじ絞Hi波にリポソームを浮遊させ、アッセイに

月]いた。 また、リポソーム"，のリン脂質訟は、 Ch巴nらの方法(71)に従い、リポソー

ムtjJのリンの定祉を行うことによりかIIHした。 すなわち、 pyrexのガラスチュー

ブにリポソーム浮送iO.を人れ、 111火で乾燥させた。2.5%Mg(N03)2のエタノール溶

法 200，"1を加え、 i立火で)JII熱し、 j火化させた。 次に、 1NHC1を900μl加えた後、

i州量点浴中で 15min加熱し、 Ascorbicmolybdate混減(勺)を 2.1m1加えて、 45"Cにて、

20min 反応させ、 820nmのl汲先度を測定した。 検11t級は、塩化カルシウム入りの

デシケーター中でーl民fl吃燥させた lくH2P04をJTJいて作成した。

(* 1): 5mM Verona1 buffer巴dsalin巴， pl-17.5

Barbilal sodeum 0.15 g 

Barbilal 0.23 g 

NaCI 3.4 g 

1.0 M CaCI2 60μl 

1.0 M MgCI2 200μl 

DDW Up 10 400 ml 

(オートクレーブにて治解)

(*2): Ascorbic molybdale rJil.iO. 
0.84 % Ammoninm molybdate 30 ml 

2N H2S04 30 ml 

10% Ascorbic acid 10 ml 



< 1 0 >リポソームの感受性の測定

グルコ ースを封入したリポソームに各極扱j交のペプチドを添加し、リポソー

ムより漏n~ してくるグルコース量を百!I]%::することにより、リポソームの各ペプチド

に対する感受性を調べた。 10f11のグルコース封入 リポソーム懸濁液に、 10μlの

各種波j立のペプチド溶液 (130mMNaCIを含む 10mMphosphate buffer(pH6.5))を加

え、 37.Cで30分間反応させた。 その後、リポソームから漏出したグルコース

をGlicoseC-Tesl kil (Wako chemical Co.)をJTJいて定立した。

リポソームに封入されたグルコースのトータルfitは、リポソームをエーテルにて

全量破決した11，¥'のグルコース泣から、リポソームと bufferSのみを反応させたとき

のグルコースむを差し01いたはとした。

< 1 1 >ペプチドの合成

すべてのペプチドは、図利法(I3)を)IJいて Bocーアミノ酸を原料として合成し

た。 このとき、但11鎖に官能基を1，'f-つアミノ般は、適切な保護恭で保護された

Bocーアミノ般を灯jいた。 すなわち、 ε アミノ)，~ は 2ークロロベンジルオキシカ

ルボニル法、水限法はベンジル法、グアニジル.lJiはトシル必、スルフヒドリル基は

p-メチルベンジル必で'w設されたアミノ般をJTIいた。 ペプチドの合成は、自動ベ

プチド合成機 (AppliedBiosyslems 1ω. model 430A) を則いて、カルボキシル末端

似lから自動的に合成した。 合成が終 f後、フッ化水素で得られたペプチドの全保

護基をはずすと共に、ペプチドを樹1I旨から切り離した。 さらにこの粗ペプチドを

HPLCで精製して合成ペプチドを得た。 つまり、 C18の逆相シリカゲルカラム



を用いて、 トリフルオロ昨般 0.1%を合むアセトニトリル 0-40%水溶液のグラデイ

エント条1'1二下で川製した。 精製されたペプチドの純度は HPLCの検定で 95%

以上であり、 卜分に高い純!立を有していた。 また、ペプチドの配列は、エドマン

分解してペプチドシークエ ンサー (Appliedbiosyst巴m1nc.， modeI477A)により確認

した。

< 12 >浴IflL活性の測定

新;羊亦IflL球(円本生物材料) 1 mlを低迷述心分郎 (2000rpm，5min) し、赤UIL

球を集め、 0.8mlの PsSをJIJい、低迷法心分離で 3日洗浄し、 i最終的にPsSで Iml

とした。 この洗浄赤IfILl;RO.5mlをPsSで 101f'i希釈した赤IflLJま懸濁液 25μ lに希

釈した各H(ペプチドを添加し、 37'Cで211刊q保ilu'tした。 上I消J舟担;η2初Oμ川lをl古1

PBSを8叩Oμμ1i添余加したf後去、 0054別4ω0をt訓測!ド目IJ定し、 i溶容l山h仇Li活古't'門ノ'l:i烈訓訓1古視訓測i予刊州!IJリl定した。 コン トロールと

して溶IULi1i性を持つことが知られている、ハチiEメリチンの溶血活性も同時に測定

した。 また、浴IUl活性は、蒸留水で治IIILさせたときを 100%前性とした。

< 1 3 >ペプチドの mBsrによる蛍光原誠

7R-17Kフラグメントは、 monobromobimanc(mBBr)をfTIいて、 Faheyら

(72)の方法に従って行い、その mBsr誘導体は、逆相JHPLCで精製した。 すなわ

ち、 5mMのdiethylentriamin-N，N.N'，N"，N"-pentaaceticacid (DTPA)と2mMの mssr

を含む 50mMHEPPS 40μlに、 7R-17Kフラグメント lμmolを加え、遮光下、室温

で 10分間反応を行った後、 2μlのmethanesulufonicacidを添加して反応を止めた。

目的の mssr誘導体は、逆相 HPLCによって精製して待た。 すなわち、得られ
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た反応、液を、 synchropakRP-Pカラムにアプライし、 0.05%trif1uoroac巴ticacid i符液と、

0.05% trif1uoroacetic acidを合むアセト ニ トリル消波をJTJいて、アセトニトリル 0-

40%のリニアグラデイエン卜により浴n~ させた。 1"~J~ られた 3 つのメインピークの

うち、 msBrよりリテンシ ョンタイムの遅い新たに生じたピークを分取し、凍結乾

燥した。 この物質を恭fff水に溶解した後、さらにヒ記と同一条例で、リクロマト

グラフィーにかけた。 1~; ら れた物質を凍結乾燥後、ぷfYf水にj容解し 4 'C、 H育所に

て保存した。

< 1 4 >蛍光原識した7R-17Kフラグメントのリポソームへの結合活性の測定

o . 3 % bovine serum albllmin (BSA)を合む Veronal-buffer100μI'l'で、各組リポ

ソームと mBBrで抗日放した 7R-17Kフラグメン卜 0.42nmolを、 37
0

Cで、 1 hrインキュ

ベー卜した。 その後、法心分部(10，000x g， 10 min)によってリポソームを同収し、

0.3% BSAを含む V巴ronal-bllffer100 f1 1で2}立洗めした。 得られたリポソームを

100μlの Veronal-bufferdsaline に}~?Ujし、 100μ1の 20% Triton X-ωoを加え、リポソー

ムを溶解させ、 0.9mlの Veronal-bllfferdsalineを加え た。 リポソームに結合した

7R-17Kフラグメントに依存する mBsrの蛍光は、蛍泊分光光!支計ーを用いて、

excitation 385nm、巴mission479nmの条件で測定した。

< 1 5 >ペプチドの界而約十|能の測定

ペプチドの界面活性能の検定は、 Harkinsらの方法(73)に従って、ペプチド水溶

液の表商張ブJを測定することによって行った。 すなわち、ペプチド、または、対

照として sodiumdodecyl sulfale (SDS)を、蒸留水に、 0.154mMの濃度で溶解した。



これらの水溶液の1制度が 2S
0

C で -í-じになった後、村w，~aJ:気天秤に接続したプラ

チナリングを!日いて表而張)Jを測定した。
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