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研究成果の概要（和文）：コイ C3 アイソタイプ（C3-Q1）の C3a 領域の部分アミノ酸配列

（ KVFLECCNLMKTHKNMKTE ）を基に合成したペプチドに抗菌作用があり、 S. 
Enteritidis、及び E. coli (XL1-blue mrf、O157:H7 (VT1&VT2))などのグラム陰性菌に対して

作用することを明らかにした。また、上記のアミノ酸配列を部分的に置換することにより、抗

菌作用を増強することに成功した。一方、抗菌作用の増強と共に細胞障害作用も強まる傾向が

観察されたため、さらに本研究で得られた知見を基により副作用の尐ない抗菌ペプチドの開発

を目指す。 

 
研究成果の概要（英文）：Our results revealed that the synthetic peptide corresponding to 

partial amino acid sequence (KVFLECCNLMKTHKNMKTE) of C3a region of carp C3 

isotype (C3-Q1) was antibacterial, and acted on Gram-negative bacteria, Escherichia coli. 
(XL1-Blue mrf and O157:H7 (VT1 and VT2)) and S. Enteritidis. We successfully enhanced 

antibacterial activity, by partially replacing amino acids of above-mentioned sequence. 

However, it was found that enhancement of antibacterial activity led to high cytotoxic 

activity. Hereafter, we aim to create antimicrobial peptides with low side effects on the 

basis of observation in this study. 
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１．研究開始当初の背景 
 補体は、感染初期に働く自然免疫機構とし
て、生体内に侵入した異物を破壊する一方、
補体成分から白血球活性化作用（C3a、C5a）
や白血球誘引活性(C5a)を有する活性化断片
（アナフィラトキシン）を放出することによ
って炎症反応を誘導する。近年、哺乳類にお

いてこれら補体の活性化断片(C3a、 C4a)が
グラム陽性、グラム陰性、真菌などに対して
直接抗菌作用を示すことが報告され、補体の
新機能として注目されている (Andersson E. 
PNAS 2004, Sonesson A. Biochem. Biophys. 
Acta. 2006, Pasupuleti M. J. Biol. Chem. 
2007)。補体は硬骨魚類にも存在するが、特
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に興味深いことに申請者らの研究によって、
コイやニジマスなどの多くの硬骨魚類が複
数コピーの補体遺伝子をもつことが分かっ
ている (Nakao M. Dev. Comp. Immunol. 2003)。
ヒトで抗菌作用が証明された C3a、C4a、C5a
の親分子(C3、C4、C5)をコードする遺伝子も
魚類で高度に多様化しており、それらの異物
に対する結合性に大きな違いがあることを
突き止めている (Nakao M. Eur. J. Immunol 
2000, Mutsuro J. J. Immunol. 2005, Kato Y. 
Immunogenetics 2003)。したがって、魚類で
多様化している C3a、C4a、および C5aは、抗
菌活性においても機能的多様性を持つこと
が予測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、補体活性化断片(C3a、C4a、

C5a)の新機能である抗菌活性に着目し、コイ
で多様化しているこれらペプチドの魚病細
菌、腐敗菌、食中毒菌などに対する抗菌活性
を分析することにより、コイ C3a、C4a、およ
び C5aアイソタイプが多様な抗菌スペクトル
を獲得しているかどうかを検討する。第二に、
各ペプチド中で多様な抗菌活性を担う機能
部位を特定し、それを元に特に抗菌活性の高
い短鎖抗菌ペプチドのデザインを試みる。 
申請者は、本研究でデザインした抗菌ペプチ
ドの魚病薬、および食品の保存技術としての
利用を考えている。抗生物質と比べて、抗菌
ペプチドは作用が現れるのが早く、耐性菌が
生じにくいことが知られている。また、生物
に本来備わっている生体防御能を利用する
ため環境にかかる負荷も小さいと思われる。
また、「食の安全性」の面からも、食材その
ものに含まれる抗菌成分が食品の保存に利
用可能となれば非常に大きなメリットにな
ることは間違いないと思われる。 

 
３．研究の方法 
(1) コイ補体活性化断片（C3a, C4a, C5a）
の抗菌作用の確認 
① コイ補体活性化断片の分離・精製 
加藤ら (Kato Y. Immunogenetics. 54; 

807-815. 2003)により分離・精製されている
コイ補体活性化断片 C3a-H1 を分与頂いた。  
② 合成ペプチドの作成 
 ペプチドは、北海道システムサイエンスに
合成を委託し、純度 90%以上のものを得た。 

③ 抗菌作用の測定 

 抗菌作用の測定は Radial Diffusion Assay 
(RDA)法を用いて行った。菌株には XL1-blue 
mrfを用い、3% trypticase soy broth (TSB) 
(Becton Dickinson)にて培養し、指数期のも
のを使用した。10 mM Tris-HCl (pH7.4)で 3
回洗浄した後、懸濁液を 5×106 cfu / ml と
なるように下層寒天培地 (0.03% TSB, 1% low 
electroendosmosis type (EEO) agarose 

(Sigma), 0.02% Tween 20 (Sigma))に加え、
ペトリディッシュ上に固めた。寒天が凝固し
た後、直径 4 mm の穴をあけ、6 μlの試料を
加え、37℃、3 時間インキュベートした。試
料が寒天培地に完全に浸透したことを確認
した後、上層寒天培地 (6.0% TSB, 1% Low-EEO 
agarose)を重層し、37℃で 24時間培養した。
寒天はエタノールで脱水後、アルカリ性メチ
レンブルー染色にて菌体を染色、可視化し、
出現した阻止円から最小発育阻止濃度(MIC)
を求めた。 
 
(2) コイ補体 C3-Q1ペプチドの抗菌スペクト
ルの検討 

Staphylococcus aureus (IFO3060) 、
Listeria monocytogenus、Bacillus cereus 
JCH2152 、 Salmonella. Enteritidis 、
Escherichia coli (O157:H7 (VT1&VT2))は、
九州大学農学研究院食品衛生化学研究室か
ら分与頂いた。抗菌作用の測定は RDA法を用
いて行い、 (1)-③と同様の条件にて行った。 
 
(3) CarpC3a-Q1-pの改変ペプチドの抗菌作用、
及び抗菌作用発現に関与するアミノ酸残基
の特定 
① 改変ペプチドの設計、及び合成 
 CarpC3a-Q1-p のアミノ酸配列を基に、2～8
残基アミノ酸置換した改変ペプチド（14 種
類）を設計した。ペプチドは、北海道システ
ムサイエンスに合成を委託し、純度 90%以上
のものを得た。 

② 抗菌作用の測定 
抗菌作用の測定は RDA 法を用いて行い、 

(1)-③と同様の条件にて行った。 
 
(4) 改変ペプチドの細胞障害作用の検討 
① 緬羊赤血球懸濁液の調整 
緬羊保存血は、(株)日本バイオテスト研究

所から入手し、5%グルコースを含む 10 mM リ
ン酸緩衝液（pH7.2）、又は 150 mM NaCl を含
む 10 mM リン酸緩衝液（pH7.2）で 4 回洗浄
した後、同緩衝液に再懸濁（ 1.0× 109 
cells/ml）した。 
② 改変ペプチド希釈溶液の調整 
 5%グルコースを含む 10 mM リン酸緩衝液
（pH7.2）、又は 150 mM NaCl を含む 10 mM リ
ン酸緩衝液（pH7.2）で希釈し、100、25、6.3、
1.6、0.4、0.1μMの希釈溶液を調整した。 
③ 細胞障害作用の測定 
 緬羊赤血球懸濁液、及び改変ペプチド希釈
溶液を 100μl ずつ混合し、4℃で 16 時間反
応させた。反応終了後、3000 rpm で 5分間遠
心分離を行い、上清の 405 nm での吸光度を
測定した。また、100%溶血区には試験区と同
数の緬羊赤血球を含む懸濁液に 9倍量の蒸留
水を加え、溶血させたものを使用した。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) コイ補体活性化断片（C3a, C4a, C5a）
の抗菌作用の確認 
 コイ補体活性化断片の抗菌作用を確認す
るためにコイ補体 C3 の主要なアイソタイプ
である C3-H1 タイプの精製タンパク質
(C3a-H1）を用いて抗菌作用の有無を検討し
たが、1.1-8.8μMの試験区において抗菌作用
は観察されなかった。そこで、コイ補体成分
C3、C4、C5のアイソタイプである C3-H1、C3-Q1、
C4-2、及び C5-1 のアミノ酸配列を基に 17-20
残基のペプチドを合成し（Table-1）、抗菌作
用の有無について検討した。Fig.1 にその結
果を示すが、CarpC3a-Q1-pにおいてのみ明ら
かな阻止円が観察され、抗菌作用を持つこと
が判明した。また、希釈系列を作成し、MIC
を検討したところ 25-50μM に MIC が観察さ
れ、ヒト C3a(Human C3a-p)のおよそ 2分の 1
程 度 の 強 さ を 持 つ こ と が 判 明 し た
(Table-II)。 
 

(2) コイ補体 C3-Q1ペプチドの抗菌スペクト
ルの検討 
 CarpC3a-Q1-p が抗菌作用を示す菌種を明
らかにするために S. aureus (IFO3060)、L. 
monocytogenus 、 B. cereus JCH2152 、 S. 
Enteritidis、E. coli (O157:H7 (VT1&VT2))
に対する抗菌作用を調査した。Fig.2 にその
結果を示すが、本ペプチドは、S. Enteritidis、
E. coli (O157:H7 (VT1&VT2))に対して抗菌
作用を有していることが判明した。一方、
Staphylococcus aureus (IFO3060)、Listeria 
monocytogenus 、 及 び Bacillus cereus 
JCH2152 のグラム陽性菌に対しては抗菌作用
を示さなかったことから、主としてグラム陰
性細菌に対して抗菌作用を発揮することが
推測された。 
 

 
(3) CarpC3a-Q1-pの改変ペプチドの抗菌作用、



 

 

及び抗菌作用発現に関与するアミノ酸残基
の特定 
 これまでに見つかっている抗菌ペプチド
は、１）十から数重アミノ酸残基からなり、
分子中に塩基性アミノ酸を含んでいること
から、生理的条件下では正電荷を帯びている、
２)α-ヘリックス構造、あるいはβ-シート
構造をもち、両親媒性の立体構造をとる、な
どの共通の特徴が見出されている。そこで、
α-ヘリックス構造の安定化に寄与すると予
想される部位（6、13、14、17 残基目）には
ロイシン（CarpC3-Q1-AAS1、3、4、5、6、11、
12、13、14、15）を、正電荷の偏在性を高め
ると予測される部位（4、8、12、15 残基目）
にアルギニン（CarpC3-Q1-AAS7-15）をそれ
ぞれ 1～4 残基導入した改変ペプチドを作成
し、抗菌活性を比較した。Table-III に改変
ペプチドのアミノ酸配列、及びそれらの MIC
を 示 す 。 ロ イ シ ン の み を 導 入 し た
CarpC3-Q1-AAS1、3、及び 4 は、MICで比較す
ると CarpC3a-Q1-pよりも約 8倍、また 150 mM
の NaClを添加した条件では 32～64倍に抗菌
作用が増強されることが明らかとなった。一
方、6、13、及び 14 残基目にロイシンを導入
した CarpC3-Q1-AAS5は、抗菌作用を示さず、
また、6、13、14、17 残基の全てにロイシン
を導入した CarpC3-Q1-AAS6 は、バッファー
に対して不溶性となった。おそらく、13及び
14 残基にロイシンを導入したことにより、疎
水性が強まり、また、α-ヘリックス構造に
変化をもたらしたものと推測される。アルギ
ニンのみを導入した CarpC3-Q1-AAS7～10は、
CarpC3a-Q1-p と比べて塩なしの場合には抗
菌作用は大きく改善されるが、一方、150 mM、
NaCl 存在下ではアルギニンを導入する位置
により抗菌作用に違いが現れることが明ら
かとなった。共通して 12 残基目にアルギニ
ンを導入した CarpC3-Q1-AAS9、及び 10 は、
CarpC3a-Q1-p よりも抗菌作用が 2～4 倍抗菌
作用が増強されおり、塩存在下での抗菌作用
の発現に関与する部位であることが推測さ
れる。CarpC3-Q1-AAS11～15 は、ロイシンと
アルギニンを組み合わせて導入したもので
あるが、全ての改変ペプチドで塩の存在の有
無に関わらず 1.6-3.1μM で MIC を示し、抗
菌作用の増強、及び塩存在下での安定性が増
すことが明らかとなった。特に、13、14 残基
目にロイシンを導入した CarpC3-Q1-AAS13、
14 については CarpC3-Q1-AAS5 とは異なり、
抗菌作用を失わないことが判明した。 
 
(4) 改変ペプチドの細胞障害作用の検討 
 改変ペプチドの細胞障害作用について検
討するために緬羊赤血球を標的細胞に用い
た溶血活性を測定した。5%グルコースを含む
10 mM リン酸緩衝液（pH7.2）を用いて測定
した場合、全ての改変ペプチドが MICである

1.6-3.1μMでも溶血活性が現れ、抗菌作用が
増強される一方で細胞障害作用も強く表れ
る可能性が示唆された。150 mM NaCl を含む
10 mM リン酸緩衝液（pH7.2）を用いて測定
した場合には、CarpC3-Q1-AAS11、12、及び
14では 100μMでも溶血が観察されなかった。
α-ヘリックスの安定化を目的として導入し
たロイシンの数に比例して溶血作用も強ま
る傾向があり、今後の検討課題と考えられる。 
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