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研究成果の概要（和文）： 
ミツバチ由来の抗菌ペプチドであるアピデシンは、大腸菌のようなグラム陰性細菌に対して

静菌的に作用する事が知られている。本研究では、アピデシンの抗菌活性及び作用スペクトル

を改変するため、ペプチド中の特定のアミノ酸に注目して、アミノ酸置換の効果を調べた。興

味深い事に、改変されたアピデシンは、本来アピデシンに感受性を示さない種類の細菌の増殖

を強く阻止するようになった。この知見は、アピデシンの抗菌作用のしくみを理解する上で重

要な意味をもつ。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Apidaecin is an antimicrobial peptide produced by honey bee. This peptide selectively 

inhibits the growth of Gram-negative bacteria such as Escherichia coli. In this study, the key 

amino acids in apidaecin sequence were substituted with other amino acids to improve the 

bacteriostatic activity and target selectivity of wild-type peptide. Interestingly, the resultant 

mutant peptides have shown potent activities for Gram-positive bacteria, which is originally 

insensitive to apidaecin. This finding has important implications for clarification of the action 

mechanism of apidaecin. 
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アピデシンは、ミツバチ由来の１８アミノ

酸残基から成る抗菌ペプチドである。このペ

プチドは、大腸菌のようなグラム陰性菌に作

用して抗菌活性を発揮する。このペプチドの

作用機構は、ⅰ）標的細菌の細胞膜透過とⅱ）

細胞内標的分子への結合の二つの過程に分

けて考える事ができる。しかし、これら過程

の詳細な機構は、ほとんど解明されていない。 

田口らは、アピデシンの可変領域１（図１，

GNN 残基）に、ランダム変異を導入する事に

より、高活性アピデシン変異体（変異体Ⅰ）

を創製した。この変異体Ⅰは、大腸菌に対し

て野生型ペプチドの約１０倍強い抗菌活性

を示した。また細胞内導入の測定から、変異

体Ⅰの可変領域に含まれるアルギニンのよ

うな塩基性アミノ酸とバリンのような疎水

性アミノ酸は、変異体の効率的な細胞膜透過

に関与する事が示唆された。従って、細胞内

導入量と抗菌活性の関係から、変異体Ⅰの抗

菌活性の発揮には、上記ⅰ）とⅱ）過程のう

ち、ⅰ）の過程が大きく寄与する事が示唆さ

れた。 

２．研究の目的 
本研究では、アピデシンの可変領域２（図

１，VYI 残基）に注目して、この領域のアミ

ノ酸を置換した変異体Ⅱを作製する。この変

異体Ⅱの抗菌特性を調べる事により、アピデ

シンが抗菌活性を発揮する際における可変

領域２の役割を推定する。更に変異体Ⅱを高

活性な変異体Ⅰと掛け合わせる事によって、

より有用で新規な変異体Ⅲの創製も行う。こ

のような新たに作製される変異体Ⅱと変異

体Ⅲの抗菌特性を、野生型と既存の変異体Ⅰ

の特性と比較・検討する。そして抗菌特性の

解析を通じて、高活性化や抗菌スペクトル改

変のための指針を確立するとともに、アピデ

シンの作用機構の解明に迫る。 

 
３．研究の方法 
アピデシンの変異体ペプチドは、Fmoc 固相

合成法に従って化学合成した。変異体のアミ

ノ酸配列を固相上で伸長した後、固相からの

切り出しと脱保護を行って、粗ペプチドを得

た。最終的に、逆相高速液体クロマトグラフ

ィー（RP-HPLC）により、純粋な変異体ペプ

チドを得た。目的ペプチドの構造は、マトリ

ックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間

型（MALDI-TOF）質量分析により確認した。 

変異体ペプチドの抗菌活性は、グラム陽性

菌として Micrococcus luteus（ルテウス菌）

と Corynebacterium glutamicum（コリネ菌）、

グラム陰性菌として Escherichia coli（大腸

菌）を用いて、最小生育阻害濃度（MIC）検

定により評価した。段階希釈した変異体ペプ

チドを、タイタープレート上で被検菌に対し

て加えて、一定時間振とう培養した後、MIC

値を決定した。 

変異体ペプチドの細胞内導入のようすは、

蛍光顕微鏡を用いて評価した。ペプチドのＮ

末端にリシン残基を結合して、リシンのＮ末

アミノ基をカルボキシフルオレセイン（FAM）

で蛍光標識したペプチドを、被検菌に作用さ

せた。その後、菌体を洗浄・回収して、被検

菌における蛍光の局在を、共焦点レーザー顕

微鏡により観察した。 

細胞内に導入された変異体ペプチドの量

は、MALDI-TOF 質量分析により測定した。一



定時間、ペプチドを被検菌に作用させた後、

被検菌を超音波により溶菌化して遠心分離

した。続いて、分離した溶液の上清を

MALDI-TOF 質量分析にかけて、ピーク面積か

らペプチド量を見積もった。 

 

４．研究成果 

まず、可変領域２に含まれるアミノ酸を他

のアミノ酸（フェニルアラニン、アルギニン

等）に置換して、変異体Ⅱペプチドを新たに

作製した。変異体Ⅱの各種被検菌に対する抗

菌活性を測定したところ、大腸菌に対する活

性は、野生型ペプチドと比べて低下した。一

方グラム陽性菌では、本来アピデシンに感受

性のないルテウス菌に対する活性が見られ

た。この結果は、可変領域２のアミノ酸置換

によって、アピデシンの抗菌スペクトルを改

変できる可能性を示すものであった。 

次に、抗菌スペクトルが反転した変異体Ⅱ

の可変領域２と、高活性化した変異体Ⅰの可

変領域１の組み合わせ効果を調べるため、こ

れら変異体のアミノ酸配列を可変領域とし

てもつ変異体Ⅲを新たに作製した。変異体Ⅲ

の各種被検菌に対する抗菌活性を測定した

ところ、大腸菌に対する抗菌活性は、ほとん

ど見られなかった。対照的に、グラム陽性菌

に対する活性は、野生型と比べて著しく増大

した。特にルテウス菌に対しては、非常に強

い活性が見られた。この結果は、アピデシン

の可変領域１と可変領域２のアミノ酸置換

によって、抗菌スペクトルはグラム陰性菌か

らグラム陽性菌に反転してかつ、高活性化さ

れる事を示すものであった。 

顕著な抗菌特性を有する変異体Ⅲの抗菌

作用機構を推定するため、変異体Ⅲの被検菌

細胞内への導入を検討した。FAM で標識した

変異体Ⅲペプチドを大腸菌細胞に作用させ

たところ、意外にも変異体Ⅲは野生型ペプチ

ドと同じように、細胞内へ導入される事が観

察された。そこで、変異体Ⅲの導入量を質量

分析により見積もった。その結果、野生型に

比べて多くの変異体Ⅲが大腸菌内に導入さ

れる事が判明した。同様な蛍光観察によって、

変異体Ⅲのコリネ菌（グラム陽性菌）細胞内

への導入も検討した。その結果、野生型はほ

とんど導入されなかったのに対して、変異体

Ⅲは細胞内へ導入される事が明確に観察さ

れた。質量分析により、大腸菌対する導入量

よりも少ないが、有効な量の変異体Ⅲがコリ

ネ菌に導入される事が確認された。これらの

結果より、変異体Ⅲは大腸菌だけでなく、本

来アピデシンが活性を示さないグラム陽性

菌の内側にも導入される事が示された。 

更にアピデシンの細胞内標的分子の同定

も試みた。野生型ペプチドをカラムに固定化

して、親和性クロマトグラフィーを行ったと

ころ、分子シャペロンとして知られる DnaK

タンパク質以外にも、標的タンパク質の存在

が示唆された。現在、標的候補を単離して、

シークエンス解析及び質量分析を行い、同定

を進めている。今後は、変異体Ⅲなどの改変

型ペプチドを所有している強みを生かして、

これをプローブ的に用いて、野生型との差が

浮き出るような現象を見出す事により、アピ

デシンの抗菌作用機構の完全解明を目指す

予定である。 

以上の実験結果をまとめると、高活性変異

体のアミノ酸配列を掛け合わせる形で、新た

なアミノ酸置換が施されたアピデシン変異

体は、抗菌作用スペクトルが反転して、本来

アピデシンが不活性なグラム陽性菌に強い

活性を示すようになった。この変異体ペプチ

ドは、活性を示さなくなったグラム陰性菌に

も導入される事から、本研究で注目した可変

領域２は、アピデシンの細胞内標的との結合

において重要な役割を果たすと考えられる。



本研究のように、野生型抗菌ペプチドのアミ

ノ酸を部位特異的に置換する事によって、特

殊な変異体を作製し、その抗菌特性を解析し

て得られる有用な情報を、作用機構の解明に

繋げる研究は、これまで抗菌ペプチドの研究

分野では行われていない。本研究を通じて得

られた知見は、新規抗菌薬の創製に向けた改

変型アピデシンの重要な設計指針になると

期待される。 
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