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研究成果の概要（和文）：抗菌ペプチドは、感染に応答して宿主が分泌する生体防御因子の一つであり、幅広い感染微
生物に対して強い抗菌作用を示す。本研究課題では、ヒトベータディフェンシン3 (hBD3) を新規感染症治療薬として
応用するために、SP-Aペプチドと混合投与することが有効であることを示した。SP-Aペプチドは、hBD3投与に起因する
組織傷害や過剰炎症を抑制するが、hBD3の抗菌活性は抑制しなかった。hBD3は多剤耐性菌に対しても抗菌活性を示すこ
とから、既存の抗生剤では治療困難な感染症に対して臨床応用できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Antimicrobial peptides are host defense peptides with a broad spectrum of 
microbicidal activity. In this study, we suggested that combined use of hBD3 and SP-A-derived peptide 
(SAP01) is a candidate as a therapeutic reagent against infectious diseases. Binding of SAP01 to hBD3 
attenuated cytotoxicity and excess inflammation induced by hBD3. Interestingly, SAP01 did not affect 
microbicidal activity at concentration sufficient for anti-cytotoxic activity. Because hBD3 also 
effectively kill drug-resistant microbes, there is appreciable interest in hBD3 for pharmaceutical 
applications.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
近年、易感染性宿主の急速な増加により感
染症の新興・再興が懸念されている。これら
感染症の原因菌の中には多剤耐性を示すも
のが出現してきており、治療が困難な症例や、
死に至る症例も数多く報告されている。この
ような現状から、既存の抗生剤にたよらない
新規治療法の開発は社会的ニーズの高い研
究課題である。 
生物界に広く存在する抗菌ペプチドは、感
染微生物の生存にとっても必須な分子群を
標的として殺菌作用を示す。したがって、感
染微生物が抗菌ペプチドに対する耐性を獲
得するために、これら標的分子群の構造を変
化させることは容易ではない。つまり、抗菌
ペプチドを臨床応用することができれば、耐
性菌が出現する可能性の低い新薬・治療法が
開発できると期待される。ヒトから単離され
た抗菌ペプチドの中でも、ヒト β-defensin 3 
(hBD3) は、広範囲の感染微生物に対して強
力な殺菌作用を示すことから、臨床応用が期
待されている分子のひとつである。しかしな
がら、抗菌ペプチドは抗菌活性のみならず、
炎症促進作用を示すほか、高濃度に存在する
と宿主細胞に対しても毒性を示す。これらの
作用は、抗菌ペプチドを生体に投与した際に
過剰炎症や組織傷害を引き起こす原因とな
りかねないことから、臨床応用の妨げとなっ
ている。 
我々は、これまでの研究において、肺に多
量に発現している SP-Aというタンパク質が
hBD3の宿主細胞傷害性を抑制することを発
見した。また、このような抑制作用を示すに
は、SP-Aに由来する 40アミノ酸残基のペプ
チド（SP-A ペプチド）で充分であることを
明らかにしてきた。これまでの研究成果は、
hBD3 と SP-A ペプチドを併用することで、
hBD3の副作用を抑制することができること
を示唆しており、より詳細な解析を進めるこ
とでhBD3の臨床応用に発展することが期待
される。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、SP-A ペプチドの作用機
序を生化学的に明らかにするとともに、SP-A
ペプチドによるhBD3の宿主細胞傷害抑制効
果を生体内で評価することを目的とした。具
体的には、以下の点を明らかにすることを目
的とした。 
 
（１）SP-A ペプチドには糖鎖付加部位が存
在する。hBD3の宿主細胞傷害性を抑制する
のに、SP-A ペプチドの糖鎖が必要であるの
かを明らかにする。 
 
（２）hBD3 の抗菌活性に対する SP-A ペプ
チドの影響を解析する。SP-A ペプチドの作
用が宿主細胞傷害性に特異的なものなのか、
あるいは、hBD3の他の機能にも影響するの

かを明らかにする。 
 
（３）感染モデルマウスを作製し、hBD3を
単独で投与した場合、hBD3 と SP-A ペプチ
ドを混合して投与した場合の治療効果を比
較する。また、その際の組織傷害の程度を測
定することで、hBD3の宿主細胞傷害性に対
する SP-Aペプチドの抑制効果が生体内でも
みられるのかを明らかにする。 
 
（４）hBD3とSP-Aペプチドの相互作用を、
表面プラズモン共鳴センサーを用いて解析
する。また、両分子の相互作用がどのような
種類の結合によるものであるのかを明らか
にする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）SP-Aペプチドの糖鎖の機能解析 

N-glycosidaseF で処理して糖鎖を取り除
いた SP-Aペプチドと、糖鎖が付加されたま
まの SP-Aペプチドの作用を比較した。高濃
度のhBD3は羊赤血球を溶血させてしまうが、
SP-A ペプチド存在下では溶血が有意に抑制
される。糖鎖を取り除いた SP-Aペプチドを
用いた場合に、溶血の抑制効果がどのように
変化するのかを解析することで、SP-A ペプ
チドの糖鎖が機能上重要であるのかを解析
した。溶血の程度は、緩衝液中に漏出したヘ
モグロビンの量を吸光度で測定して評価し
た。 
 
（２）hBD3 の抗菌活性に対する SP-A ペプ
チドの影響解析 
 グラム陽性菌として黄色ブドウ球菌、グラ
ム陰性菌として緑膿菌を用いて、hBD3の抗
菌活性測定を行なった。hBD3の宿主細胞傷
害性を抑制するのに充分なモル比の SP-Aペ
プチドを実験系に加えたときに、抗菌活性が
どのように変化するのかを解析した。抗菌活
性は、hBD3とインキュベーションした細菌
懸濁液を寒天培地にまき、形成されるコロニ
ー数を計測することで評価した。 
 
（３）感染モデルマウスでの治療効果の評価 
 緑膿菌を経鼻感染させたマウスにhBD3を
単独、あるいは、hBD3 と SP-A ペプチドを
混合して投与した。投与後、肺組織の破砕液
を作製して寒天培地にまき、肺組織内に残存
する細菌数を計測した。さらに、一定時間ご
とに複数回投与した場合の生存率も測定し
た。 
 当初の計画では、hBD3投与による副作用
の評価も行なう予定であった。しかし、組織
傷害や炎症反応がhBD3投与によるものなの
か、感染に起因するものであるのかを判断す
るのは不可能であった。そこで、感染モデル
マウスでは治療効果の評価のみを行ない、
hBD3投与による組織傷害や炎症反応などの
副作用評価は、非感染マウスで行なった。 



 
（４）hBD3投与による組織傷害や炎症反応
に対する SP-Aペプチドの作用解析 
 マウスに経気道的に hBD3を単独、あるい
は、hBD3 と SP-A ペプチドを混合して投与
し、気管支肺胞洗浄液 (BALF) を回収した。
BALF 中の炎症細胞数を計測するとともに、
分泌されたサイトカインを網羅的に解析し
た。 
 
（５）hBD3 と SP-A ペプチドの相互作用解
析 
 表面プラズモン共鳴センサー (BIAcore) 
のセンサーチップに SP-Aペプチドを固相化
し、hBD3を添加して相互作用解析を行なっ
た。また、グリシンメチルエステルで化学修
飾した SP-Aペプチドを固相化したセンサー
チップで同様の相互作用解析を行ない、SP-A
ペプチドの酸性アミノ酸が相互作用に及ぼ
す影響を解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）SP-Aペプチドの糖鎖の機能 
 SP-AペプチドをN-glycosidaseFで処理し
て糖鎖を取り除いた。糖鎖が取り除かれてい
ることは、電気泳動および質量分析にて確認
した。このペプチドは、未処理の SP-Aペプ
チドと同程度にhBD3による羊赤血球の溶血
を抑制した。したがって、SP-A ペプチドの
糖鎖は、hBD3の宿主細胞傷害性を抑制する
のには必要ないと考えられる。 
 
（２）hBD3 の抗菌活性に対する SP-A ペプ
チドの影響 
 hBD3はグラム陽性菌の黄色ブドウ球菌、
グラム陰性菌の緑膿菌に対して、強い抗菌活
性を示した。hBD3 の 10 倍のモル濃度で実
験系に SP-Aペプチドを添加したが、抗菌活
性はまったく抑制されなかった。この濃度比
ではhBD3の宿主細胞傷害性は完全に抑制さ
れることから、SP-A ペプチドは hBD3 の特
定の作用を特異的に制御している可能性が
ある。また、臨床上より重要であるメリシチ
ン耐性黄色ブドウ球菌、多剤耐性アシネトバ
クター、レジオネラに対する抗菌活性測定も
行なったが、いずれの細菌においても充分な
抗菌活性が確認でき、また、抗菌活性は SP-A
ペプチドで抑制されなかった。 
 
（３）感染モデルマウスでの治療効果 
 マウスに緑膿菌を経鼻感染させ、感染３時
間後に hBD3 を単独、あるいは、hBD3 と
SP-A ペプチドを混合して投与した。投与１
２時間後に肺組織内に残存する菌体数を計
測したところ、いずれの投与群でも生理食塩
水投与群と比較して残存菌体数が有意に減
少していた。そこで、緑膿菌を感染させたマ
ウスにhBD3を複数回投与した場合の生存率
を解析し、治療効果を評価した。その結果、

感染後３日で非治療群のマウスの生存率が
0%となったのに対して、hBD3と SP-Aペプ
チドを混合して３回投与した群では、生存率
が 0%になるまでの時間が感染後５日まで延
びた。興味深いことに、hBD3を単独で３回
投与した群では、生存率が 0%になるまでの
時間が非治療群よりもわずかに短くなった。
今後の詳細な解析が必要であるが、hBD3を
単独で複数回投与した場合には、hBD3によ
る組織傷害のために感染が増悪している可
能性がある。SP-A ペプチドを混合投与した
場合には、hBD3の抗菌活性は維持されたま
ま、組織傷害は抑制されたことで、感染増悪
を引き起こすことなく治療効果が得られた
のではないかと考えられる。 
 
（４）hBD3投与による組織傷害や炎症反応
に対する SP-Aペプチドの作用 
 hBD3を投与したマウスでは、肺胞洗浄液
中への LDH の漏出、肺胞壁の肥厚といった
組織傷害を示す所見がみられた。また、肺胞
洗浄液中に回収されるサイトカイン、ケモカ
インを網羅的に解析したところ、IL-5、
CCL-2、TIMP-1 などの炎症性サイトカイン
が有意に上昇していた。さらに、肺胞洗浄液
中の炎症細胞を計測したところ、好中球、単
球、好酸球、リンパ球が有意に増加しており、
過剰な炎症が引き起こされていることを示
す結果が得られた。一方、これらの組織傷害
や過剰炎症は、hBD3 と SP-A ペプチドを混
合して投与したマウスではみられなかった
ことから、SP-A ペプチドは生体内において
もhBD3の組織傷害性を抑制できることが明
らかとなった。これらの結果は、研究成果
（３）の項目での生存率解析の結果を解釈す
るうえで、非常に重要な知見である。 
 
（５）hBD3と SP-Aペプチドの相互作用 
 BIAcore による解析では、hBD3 と SP-A
ペプチドの相互作用の解離定数は 2.59 × 10-7 
Mであった。hBD3には塩基性アミノ酸が多
く含まれており、SP-A ペプチドには酸性ア
ミノ酸が数残基含まれていることから、静電
的な相互作用が関与しているのでないかと
考え、さらなる解析を行なった。まず、解析
に用いる緩衝液のイオン強度を変化させて
みたが、非特異的な結合が非常に多くなって
しまい、正確な測定が行えなかった。そこで、
グリシンメチルエステルで酸性アミノ酸の
側鎖を修飾した SP-Aペプチドを用いて相互
作用解析を行なった。その結果、得られた解
離定数は 3.11 × 10-6 Mであった。SP-Aペプ
チドの酸性アミノ酸を修飾することで、相互
作用が弱くなったものの、結合がみられなく
なるほどの影響はなかった。したがって、
hBD3 と SP-A ペプチドの相互作用には、静
電的な結合も関与しているが、その他の結合
も関与しており、複雑な相互作用をしている
と考えられる。 
 



（６）今後の展望 
 本研究課題では、SP-A ペプチドが hBD3
による組織傷害、過剰炎症を生体内に投与し
た場合でも抑制することを明らかにできた。
一方、SP-A ペプチドは hBD3 の抗菌活性は
抑制しない。これらの成果は、hBD3と SP-A
ペプチドを組み合わせて使用することで、新
規感染症治療薬として臨床応用できる可能
性があることを示している。今後、投与回数
をさらに増やすことで、感染を完全に排除す
ることができるのか、さらなる解析を継続し
ていく。 
 また、hBD3は慢性炎症疾患との関与が示
唆されている。たとえば、皮膚の慢性炎症疾
患である乾癬では hBD3 が高発現している。
また、気管支喘息の増悪原因であるリノウイ
ルス感染時にも hBD3が発現する。hBD3が
これらの病態形成過程においてどのような
役割を果たしているかは不明であるが、
hBD3が炎症促進作用を示すことを考えると、
まったく無関係であるとは考えられない。本
研究では、SP-A ペプチドが hBD3 の炎症促
進作用を抑制することが明らかになったこ
とから、SP-A ペプチドを慢性炎症疾患の治
療薬として応用できる可能性がある。今後、
hBD3が慢性炎症疾患の病態形成にどのよう
に関わるのか、また、関わるのであれば、SP-A
ペプチドが病態形成を阻止できるのかを解
析していきたい。 
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