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研究成果の概要（和文）：抗菌ペプチドの抗菌機構について解析した。抗菌ペプチドは大腸菌に対して、その抗菌活性
と膜透過性亢進がほぼ相関した。ある抗菌ペプチドは、活性酸素のみを誘導した。一方、抗菌ペプチドは黄色ブドウ球
菌の膜透過性を亢進し、活性酸素の産生を誘導した。さらに、抗菌ペプチドはマイコプラズマに対して膜透過性を亢進
しないが、活性酸素を誘導した。hydroxyl radical除去剤は大腸菌、マイコプラズマにおける抗菌ペプチドの活性を阻
害した。
以上より、抗菌ペプチドには、膜透過性亢進、およびhydroxyl radicalによる抗菌機構が存在し、菌種により抗菌活性
における活性酸素依存度は異なることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： We examined the mechanisms by which antimicrobial peptides cause cell death of 
bacteria. For E. coli, the levels of antimicrobial activity by the peptides were associated with the 
levels of increment of cell permeability induced by the peptides. Treatment of some antimicrobial 
peptides induced only reactive oxygen species (ROS) in E. coli. In contrast, the peptides caused 
increment of cell permeability as well as production of ROS in S. aureus. Furthermore the peptides 
induced the production of ROS, but not increment of cell permeability in mycoplasma. Scavengers of 
hydroxyl radical inhibited the activity of antimicrobial peptides against E. coli and mycoplasma.
 Collectively, the antimicrobial peptides possess the two distinct mechanisms in the induction of 
bacterial cell death: increment of cell permeability and ROS production. Selection of the mechanism for 
the cell death was dependent on bacterial species.

研究分野： 病原細菌と宿主の相互作用の解析

キーワード： 塩基性抗菌ペプチド　抗菌活性　過酸化水素　膜透過性　ヒドロキシラジカル　抗菌剤　活性酸素

  ２版



 

 

１．研究開始当初の背景 
 
市中肺炎の起因菌として、肺炎球菌、イン

フルエンザ菌、マイコプラズマ等が分離され
ている。しかし、薬剤耐性菌が近年増加の傾
向にあり、ときには治療が遷延化することも
ある。そこで、本研究では、宿主の自然免疫
機構の一つである抗菌ペプチドによる細胞
死誘導機構の解析とその治療応用について
検討する。 
細菌感染が起こると、まず宿主は非特異的

感染防御機構で侵入してきた病原菌を排除
する。感染初期の防御機構の一つとして、デ
フェンシン、カテリシジン等の抗菌ペプチド
が機能することが知られている。これら抗菌
ペプチドの特徴として､抗菌スペクトラムが
広いことが挙げられる。即ち、一般病原細菌、
薬剤耐性菌である MRSA、VRE を含む多くの細
菌等に対して抗菌活性を示すことが知られ
ている。抗菌活性の発現には、ペプチドの塩
基性アミノ酸の陽性電荷と細菌表面の陰性
電荷の静電気的相互作用が重要であるとさ
れる。その相互作用の結果、膜透過性が亢進
し、ポアが形成された後、細胞死が誘導され
る機序が提唱されているが、膜透過性と細胞
死が必ずしも相関しない結果を我々は観察
している。このように、抗菌ペプチド•膜相
互作用の後の細胞死へ至る機構は、完全に解
明されていない。 
一般に、細胞壁合成阻害剤、タンパク質合

成阻害剤、DNA•RNA 合成阻害剤等、それぞれ
の特異的な作用機構により、殺菌的あるいは
静菌的な細菌の増殖阻害、細胞死が誘導され
る。ところで、近年、抗菌剤による一般的な
抗菌機構とは別の機構（酸化ストレス等）に
より、細菌の細胞死が誘導されることが報告
された（Cell 130, 797-810, 2007）。即ち、
殺菌的抗菌剤が標的分子と相互作用し、TCA
回路依存的に電子伝達系が強く活性化され
るとスーパーオキサイド O２

- が産生され、次
いで膜に存在する Fe-S クラスターより Fe２+

が誘起される。さらに、Fenton 反応によって、
Fe3+およびハイドロキシラジカル OH-が産生
され、遂にはこのハイドロキシラジカルによ
って細菌の細胞死が誘導される。 
また、DNA の切断を誘導するキノロン系薬

剤、およびβラクタム剤等では、この DNA の
傷害によりSOS反応および活性酸素が誘導さ
れる。このように、抗菌剤による細菌の標的
分子との相互作用の後、酸化ストレス、SOS
反応等の反応が相互作用しながら細菌の細
胞死が誘導されることが次第に明らかにな
ってきた。 
ところで、当教室では、長年にわたり抗菌

ペプチドの活性（ Current Microbiology 
52:435-438, 2006）、抗菌作用機序(Int J 

Antimicrob Agents. 26(5):396-402. 2005)
等について研究してきた。その成果の中で、
抗菌ペプチドに抵抗性、感受性菌が存在する
ことを観察している。この感受性の違いが細
胞内の酸化ストレス、SOS 反応の違いに起因
することを示唆するデータを得ている。 
このような背景から、本研究では、抗菌ペ

プチドで誘導される活性酸素産生、SOS 反応
の検証、および抗菌ペプチドの抗菌機構の解
析等を行う。 

 
２．研究の目的 
非特異的感染防御において重要な働きを

する抗菌ペプチド（デフェンシン、カテリシ
ジン等）の特徴は、抗菌スペクトルが広く、
また薬剤耐性菌にも抗菌活性を示すことに
ある。しかし、その抗菌作用機序は、完全に
解明されていない。近年、β-ラクタム、キ
ノロン薬剤等の抗菌剤による細菌細胞死の
機序として、SOS 反応、酸化反応由来ハイド
ロキシラジカル OH-等の関与が示唆されてい
る。 
本研究において、抗菌ペプチドによる細胞

死の誘導機構を細胞内反応シグナルの観点
から解明し、その細胞死誘導を外因的に制御
を試み、抗菌ペプチドの活性を増強する方法
を探り、臨床的に感染症治療の効率化を図る
基盤的なデータを得ることを目的とする。 
本研究において、非特異的感染防御におい

て重要な働きをする抗菌ペプチド（デフェン
シン、カテリシジン等）の抗菌作用機序の解
明、とりわけ、抗菌ペプチドの膜へ作用した
後、細胞死へ至る機序の解明をする。さらに、
in vitro, in vivo における抗菌ペプチドの
活性を増強する方法を探り、臨床的に感染症
治療につながるような基盤的成果を生み出
すことを目的とする。 
本課題における主な研究項目は次のとお

りである。 
① 抗菌ペプチドの抗菌機構における活性酸

素産生および酸化ストレス反応の役割の
解析。 

② 酸 化 反 応 、 SOS 反 応 の 制 御 物 質
（modulator）による抗菌ペプチドの抗菌
活性の増強の検討。 

 
３．研究の方法 
 
 抗菌ペプチドの主要な抗菌機構である膜
透過性亢進と活性酸素誘導産生の相関に
ついて検討する。 
 
①使用ペプチド： 
KWW: KWWKWWKWW 
KWF: KWFKWFKWF 
KFW: KFWKFWKFW 
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L-peptide: RVCRTGRSRWR 
注：下線は塩基性アミノ酸 

② 抗菌活性実験 
標的細菌を培養後、1ｘ105CFU/ml に調
整し、抗菌ペプチドと種々の濃度で、
37℃、2 時間インキュベーションする。
普通寒天培地上で一晩培養後、出現コ
ロニー数を定量する。 

③ 膜透過性亢進実験 
細菌を培養後、1ｘ105CFU/ml に調整し、 
0.25mM Disc3(5) で標識する。その後、
抗菌ペプチドを添加後、蛍光プレートリ
ーダーで、励起 627nm 蛍光 670nm を測
定する。 

④ 過酸化水素産生実験 
細菌を培養後 1ｘ105CFU/ml に調整し、
抗菌ペプチドを添加する。経時的に上
清中の過酸化水素を Hydrogen Peroxide 
Assay kit で定量する。 

⑤ 8-OHdG 誘導実験 
細菌を培養後 2ｘ109CFU/ml に調整し、
抗菌ペプチドを添加する。37℃、1時間
インキュベーション後、DNA を抽出して、
検出キットで 8-OHdG を定量する 

⑥ hydroxyl radical 阻害剤による阻害実
験 
上記の標的細菌と抗菌ペプチドの系に
25mM チオウレア、5mM 2.2’-bipyridyl
を添加し、抗菌活性、膜透過性、8-OHdG
産生への影響を検討する。 

 
４．研究成果 
 

（1）膜透過性の亢進 

S. aureus ではほぼすべての抗菌ペプチ
ドが膜透過性を亢進した。一方、E. coli
においては、L-peptide が最も膜透過性を亢
進した。KFW,KWF ではその透過性亢進レベル
は低下した。ところが、KWW は全く膜透過性
亢進を誘導しなかった。また、抗菌ペプチ
ドは Mycoplasma pneumoniae の膜透過性を
亢進しなかった。 

 
（2）過酸化水素の産生誘導 

 
全てのペプチドが過酸化水素の産生を誘導
した。その産生は大腸菌に比べて黄色ブド
ウ球菌の方が低い傾向にあった。興味ある
ことに、大腸菌で KWW は膜透過性を亢進し
なかったが、過酸化水素の誘導をした。ま
た、抗菌ペプチドは Mycoplasma pneumoniae
において、過酸化水素の産生を誘導した。 

 
（3）hydroxyl radical 阻害剤の阻害効果 
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阻害剤（方法参照）は KWW（10g/ml）の抗
菌活性（対大腸菌）をほぼ阻害した。KWF、
KFW においても同様に阻害効果を認めた。し
かしながら、L-peptide は全く阻害効果を認
めなかった。この結果は、L-peptide の抗菌
機構には、活性酸素が関与しないことを示
唆する。また、阻害剤は抗菌ペプチドの
Mycoplasma pneumoniae に対する抗菌活性
を阻害した。 
 
（4）8-OHdG の産生誘導 
hydroxyl radical 阻害剤の阻害効果を認め
たことから、hydroxyl radical の産物であ
る 8-OHdG を定量した。 

図のように、すべてのペプチドが 8-OHdG
を誘導した。 
 

（5）hydroxyl radical 阻害剤による 8-OHdG
の産生阻害 

阻害剤の添加により、8-OHdG の産生は抑制
された。特に、KWW では、その阻害効果が最
も強かった。 
(6)カタラーゼの役割 
黄色ブドウ球菌が活性酸素を産生している
にも拘わらず、hydroxyl radical の除去剤
による抗菌活性阻害を認めなかったことか
ら、カタラーゼの関与を検討するため、抗菌
ペプチド処理した黄色ブドウ球菌、大腸菌の
カタラーゼ産生を調べた。抗菌ペプチド処理
により、黄色ブドウ球菌は有意にカタラーゼ
を産生した。その産生量は大腸菌のそれと比
較して有意に高かった。即ち、黄色ブドウ球
菌ではカタラーゼが抗菌ペプチドにより誘
導された過酸化水素を分解するため、活性酸
素はその細胞死誘導に強く関与しないと推
定する。 
以上より、抗菌ペプチドは膜透過性亢進、

および活性酸素（hydroxyl radical 等）に
よる抗菌機構を有することを明らかにした。
しかし、菌のカタラーゼ産生レベルが抗菌ペ
プチドの活性酸素依存性抗菌活性に影響す
ることを見出した。 
また、抗菌活性を増強するため、酸化反応

に関与する鉄剤、糖の役割を検討したが、現
時点の解析では有意なポジティブデータは
得られていない。さらに、抗菌活性を増強に
おけるカタラーゼ等の関与について解析を
行っている。 
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