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研究成果の概要（和文）：ネッタイツメガエルの皮膚から、ゲノム解析とトポロジカルマス（皮膚組織をそのま
まMALDI-MS解析を実施する）のデータを組み合わせて、12種類の新規ペプチド（Pxt-1～12）を単離した。Pxt-1
～12はカエルを刺激すると分泌した事から、分泌性ペプチドであった。ペプチド合成を実施し、表面張力を調べ
たところ、Pxt-2, Pxt-5が強い泡立ち活性を示した。さらに逆配列のペプチド等を合成して調べたところPxt-2,
 Pxt-5, reverse Pxt-5はミセルを形成した。RT-PCRの結果から、Pxt-5は精巣に、Pxt-12は筋肉にも発現してい
たが、Pxt-2は皮膚のみに発現していた。

研究成果の概要（英文）：Twelve novel peptides (Pxt-1-12) were isolated from the skin of Xenopus 
tropicalis, using topological mass spectrometry analysis. Several ion peaks corresponding to all 
identified Pxt peptides, were observed with MALDI-MS analysis of X. tropicalis secretory fluids, 
collected after in vivo stimulation suggesting that Pxt peptides were definitely secretory 
molecules. The remarkable foaming properties of Pxt-2 and Pxt-5 were observed. We further 
characterized Pxt-related peptides (Pxt-2, Pxt-5, Pxt-12, reverse Pxt-2, reverse Pxt-5, and reverse 
Pxt-12). All Pxt-related peptides formed significant amphiphilic alpha-helices. Moreover, Pxt-2, 
Pxt-5, and reverse Pxt-5 produced the micelle-like assemblies. Pxt-5 possessed the most potent 
hemolytic activity, while reverse Pxt-5 exhibited the most remarkable cytotoxicity in HaCaT cells. 
RT-PCR analysis confirmed the gene expressions of Pxt-5 in testis and Pxt-12 in muscle, in addition 
to skin, while Pxt-2 was only in skin.      

研究分野： 生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カエル等の両生類は、皮膚を湿った状態に保ち、捕食者や微生物等の外敵から身を守るために、皮膚に多くの粘
液腺を有し、抗菌や毒素を含んだ生体分子を積極的に分泌している。そこで独自に開発したトポロジカルマスを
駆使した事により、両生類（ネッタイツメガエル）皮膚由来の新たな機能性生体分子（Pxtペプチド）を発見し
た。カタツムリの粘液由来のカタツムリクリーム、毒蛇由来の蛇毒クリーム（シンエイク, Syn-ake）なるもの
が最近の流行である事から、Pxtペプチドはこれまで知られていないコスメの添加成分として製品化研究に繋が
り、コスメトロジーにおける新分野の開拓に貢献する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
バイオサーファクタント（生物界面活性物質）とは、生物が細胞の内外に産生する界面活性機
能を有する物質で、従来の合成界面活性剤には見られない構造・機能を有している。また高い
生分解性・安全性を有する事も期待され、遺伝子工学・発酵生産技術を駆使すれば、大量生産
も可能である。本研究開始以前に、ネッタイツメガエル皮膚から、ゲノム解析情報と質量分析
法を利用した微量解析・検出技術を駆使することにより、両親媒性を有する各種ペプチド Pxt
ペプチドを単離した。これらのペプチドは、高い界面活性作用を有する事が判明していた。 
 
２．研究の目的 
申請者がネッタイツメガエル皮膚から単離したPxtペプチドは、高い界面活性機能を示すことか
ら、(i)Pxtペプチドの物理化学・界面化学的特性の詳細な解析。(ii)アミノ酸配列改変やアミ
ノ酸変異導入。(iii)機能性化粧品への展開を模索するための、各種評価試験（抗酸化作用評価
試験、抗老化作用評価試験、毒性評価試験、起泡力評価試験）を実施し、有効性・安全性・機
能性の多彩な角度から機能性化粧品への可能性を追求する。 
 
３．研究の方法 
(i)ネッタイツメガエル皮膚由来ペプチドの生物学的分析： 
 申請者がネッタイツメガエルから単離した12種類のペプチド(Pxt-1～Pxt-12)について、詳細
な抗菌活性（抗菌スペクトル）を測定する。酵母（Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae
等）、カビ（Aspergillus oryzae等）、皮膚に関係する菌（アクネ菌等）、枯草菌（Bacillus subtilis
等）、その他の主要なグラム陽性及び陰性細菌を用い、ペーパーディスク法、微量液体希釈法を
用い、MIC（最小発育阻止濃度）を決定する。 
(ii)ネッタイツメガエル皮膚分泌液の成分分析： 
 ネッタイツメガエルは、接触刺激等の軽度のストレスを負荷する事により、粘性を有した泡
状の分泌液を放出し、その主要原因物質は12種類のペプチド(Pxt-1～Pxt-12)であることが推察
できた。しかし一般的に広く知られている事であるが、シャボン玉等の合成界面活性剤に糖分
を添加する事により、泡の粘度や耐久性が増すことが知られている。そこで、各種分析手法を
駆使し、ネッタイツメガエル皮膚分泌液中の、ペプチド以外の成分分析（脂質、炭水化物等の
糖類、無機イオン、有機酸等）を実施する。 
(iii)12 種類のペプチドの内、2種類のペプチド（Pxt-2, Pxt-5）について、高い界面活性機能
を示すことから、これらの界面活性機能の詳細な物理化学的・コロイド化学的解析を実施する。
そこでまず、Pxt-2, Pxt-5 の表面張力測定や光散乱測定により、界面活性剤の基盤物性となる
臨界形成濃度（CMC）やミセルの会合数を決定する。リン脂質等の細胞膜成分とネッタイツメガ
エル皮膚由来ペプチドとの相互作用や高次構造解析を、円二色性分散計(CD)、各種 NMR（溶液
及び固体 NMR）等で実施する。 
 
４．研究成果 
ネッタイツメガエル皮膚から単離されたPxtペプチドの内、特に泡立ち活性の強いPxt-2, Pxt-5, 
Pxt-12とその逆配列のreverse Pxt-2, reverse Pxt-5, reverse Pxt-12について、性質解明を
実施した。まず固相合成法を用い、6つの上記ペプチドを合成し、その純度についてHPLC及び
MALDI-MSにより確認した。その後、物理化学的特性を円二色性分散計(CD)で調べたところ、50% 
TFE中でいずれも有意なアルファヘリックス構造形成を示した。6つのペプチドの内Pxt-5と
reverse Pxt-5は、最も強い表面張力低下能を示した。さらにPxt-2, Pxt-5, reverse Pxt-5は、
高濃度ではミセル形成を示し、限界ミセル濃度を求めることができた。生物化学的性質として
は、Pxt-5は赤血球に対し、最も強い溶血活性を示した。また6つのペプチドの中でreverse Pxt-5
は、ヒト培養皮膚細胞のHaCaT細胞に対し、炎症マーカー及びストレスマーカーであるIL-8と
HMOX-1(heme oxygenase)の、最も強い発現誘導作用と細胞毒性作用を示した。一方Pxt-12と
reverse Pxt-12はグラム陰性細菌及びグラム陽性細菌に対し弱い抗菌作用、赤血球に対して弱
い溶血作用、HaCaT細胞に対して弱い細胞毒性作用を示した。すべての6つのペプチドは、10-5 M
の濃度で肥満細胞に対し、20%-50%のヒスタミンの遊離活性が認められた。またreal-time PCR
を用いてPxt peptidesの各種臓器での発現を調べたところ、皮膚以外にもPxt-5は精巣に、
Pxt-12は筋肉にも発現していた。14アミノ酸からなるPxt-5 (FIGALLGPLLNLLK-NH2)ペプチドの、
50% TFE存在下での立体構造を調べた。測定は500Mzのブルカー社製NMRで行いDQF-COSY, TOCSY, 
NOESY等の多次元NMRを用いて、構造解析を実施した。構造計算はCNSプログラムを利用し、シミ
ュレーテッド・アニーリング(SA法)を用いた。得られたペプチドの構造から、本ペプチドはN
末から7アミノ酸程度は明確な構造を取らないランダムコイル様の構造を取るが、8番目のプロ
リンからC末端まで典型的なアルファーヘリックス構造を取る事が判明した。このアルファーヘ
リックス構造は、ロイシンが周囲を取り囲む非常に疎水性の高いへリックスであった。TFE等の
有機溶媒は、膜等の疎水環境を模倣するために良く用いられる。このことから、膜存在下では、
本ペプチドのC末端のへリックスが膜に突き刺さると考えられる。あるいは水溶液中ではこのへ
リックスを利用したバンドル構造を形成することで、規則的な会合（凝集）を起こすと想定さ
れる。 
 一方、脂質ナノディスクとは、主にアポリポプロテインA-I（apoA-I）と各種リン脂質から形



成されるディスク状のナノ粒子であり、生体内において脂質輸送を担うHDLを再構成したもので
ある。そこで、通常用いられるapoA-Iではなく、Pxtペプチドに注目した。特にアルファーヘリ
ックス構造形成を行うPxt-5に注目した。その結果、臨界会合体形成濃度（CAC）以上の濃度の
Pxt-5とDMPC リポソームを直接混合すると、わずか2 分程度で濁度が低下し、脂質を速やかに
可溶化させて脂質ナノディスクを形成することが明らかになった。ナノディスクは、血中の高
密度リポプロテイン(HDL)粒子を人工的に再構成したディスク状の形態を持つナノ粒子であり、
通常はHDLの主要タンパク質であるアポリポプロテインＡ－Ｉ(ApoA-I)とリン脂質から構成さ
れる。生体内におけるHDL粒子は、脂質輸送、特にコレステロールの逆輸送(RCT)において重要
な役割を担っており、肝臓外組織からコレステロールを除去するように機能し、多くの細胞の
構造及び機能を維持することに寄与する。実際に、HDL粒子の血清レベルが高いと、冠動脈心疾
患を抑制するだけでなく、アテローム性動脈硬化症のプラークの退縮を促すとされている。こ
のような生体内における作用を有することから、HDL粒子に結合したコレステロールは一般に
「善玉コレステロール」と呼ばれている。これに対して、低密度リポプロテイン(LDL)粒子の血
清レベルの上昇は、心血管リスクの増加と相関しており、LDL粒子に結合したコレステロールは
「悪玉コレステロール」と呼ばれている。従って、血中のHDLを模倣したナノディスクは、高脂
血症、高コレステロール血症、冠動脈心疾患、アテローム性動脈硬化などの心血管疾患を含む、
脂質代謝異常障害に対して有効であり、これらを治療または予防する医薬品として注目されて
いる。ナノディスクの形成にはApoA-Iの両親媒性の部分配列が有効であることが知られている
が、今回独自に発見したネッタイツメガエル皮膚由来Pxtペプチドの内、両親媒性・界面活性能
を強力に有するPxt-5(FIGALLGPLLNLLK-NH2)とそのアナログペプチド(FIQALLQWLLELLK-NH2)を
合成し、詳細に調べたところ、ナノディスク形成能を有することが判明した。 
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