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研究成果の概要（和文）： 

 近年、薬剤耐性菌の院内感染が問題となっている。この耐性菌に対する抗菌薬候補として抗
菌ペプチドが挙げられる。本研究では新規抗菌ペプチドの同定を目的として、ペプチドーム解
析で同定したペプチドに対して抗菌活性を指標にスクリーニングを行い、AMP-IBP5 を含め 2種
の新規ペプチドを発見した。AMP-IBP5 は 2 つの Cys 残基が分子内架橋し、C末端がアミド化さ
れた 22 残基のペプチドで、β-ディフェンシン-2より強い抗菌活性を示し、新薬候補となりえ
る。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Recently, it has been an increasing problem of drug-resistant bacteria in a hospital.  
One of candidates effective against these bacteria is an antimicrobial peptide.  This 
study was aimed at discovery of novel antimicrobial peptides from identified peptides 
using peptidomic analysis.  We screened them based on antimicrobial activity and found 
two novel antimicrobial peptides including AMP-IBP5.  AMP-IBP5 is an intramolecular 
disulfide-linked 22-residue amidated peptide.  This peptide showed antimicrobial 
activity stronger than β-defensin-2 and could become candidates for new drugs. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、医療現場において、従来の抗菌薬
に対する薬剤耐性菌の出現が大きな問題と
なっている。この薬剤耐性菌の蔓延を防ぐた
めには、耐性菌に有効な新薬(抗菌薬)を開発
することが必要である。この新薬候補として、
抗菌ペプチドが挙げられる。抗菌ペプチドは
①多くの微生物に効果を示し、②安全性が高

く、③耐性菌を生じにくいといった優れた特
性をもち、国外では臨床試験段階にまで進ん
でいるものもある(Zasloff, M. Nature, 415, 
389-395 (2002))。 
 
(2) 従来、抗菌ペプチドは抗菌活性を指標に
生化学的に単一に精製後、部分アミノ酸配列
を取得、必要に応じて遺伝子のクローニング
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を実施することで発見されてきた。実際、研
究代表者も無脊椎動物カブトガニから新規
抗菌ペプチドを単一に精製後、全アミノ酸配
列を決定した(Osaki, T. et al., J. Biol. 
Chem., 274, 26172-26178 (1999))。しかし、
この方法での同定には多量の生体試料が必
要である。 
 
(3) 最近、バイオインフォマティクス技術を
利用して、様々な生物のゲノム情報からコン
ピュータ解析により抗菌ペプチド候補を見
出し、実験によってその機能を確認するとい
う新たなアプローチが提案されている。この
方法では候補ペプチドを化学合成すること
で量的な問題を解決できる。しかし、抗菌ペ
プチドには共通して保存される配列がない
ので、既知の抗菌ペプチドと配列類似性の低
い新規抗菌ペプチドの予測は困難である。 
 
(4) 研究代表者の研究室では、タンパク質や
ペプチドの分解を抑制して組織や細胞から
ペプチドを回収する方法、質量分析計を活用
して微量なペプチドを構造決定する方法を
開発してきた。この手法を用いて、哺乳類の
組織、細胞に存在するペプチドの網羅的解析
(ペプチドーム解析)を行うことで、既知の生
理活性ペプチドを含めて 1,000種類以上の内
在性ペプチド(単なるタンパク質の分解物で
なく、プロセシングによって生体内で生成、
存在するペプチド)の同定に成功した。これ
ら内在性ペプチドから構造的特徴(抗菌ペプ
チドの特徴である塩基性アミノ酸を多数含
む)を基準に候補ペプチドを選定し、抗菌ペ
プチドのスクリーニングを行った。 
 
２．研究の目的 
(1)新規抗菌ペプチドの同定を第一目標とす
る。内在性ペプチドから構造的特徴と生物種
間での保存性を基準に候補ペプチドを選定
する。候補ペプチドから抗菌活性を指標にス
クリーニングを行い、多種類の新規抗菌ペプ
チドを同定する。 
 
(2)以下 3 項目を明らかにしてペプチドの機
能、生理的意義を推定する。 
①抗菌スペクトル 
②細胞傷害性 
③組織分布、実在 
推定されたペプチドの機能、生理的意義など
の情報を基に実用化を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規抗菌ペプチドの同定を第一目標と
して、具体的には、次の 2項目実施した。 
①候補ペプチドの選定 
 抗菌ペプチドは低分子ペプチド(12～100
アミノ酸残基)で塩基性アミノ酸を多く含み

(正味の電荷は+2～+9)、両親媒性の構造をと
るという共通の特徴がある。したがって、ペ
プチドーム解析で同定した内在性ペプチド
から、正味の電荷が+2 以上のものを候補ペプ
チドとして選定した。選定に当たっては、a)
電荷が高いもの、b)動物実験を考慮して、生
物種間での配列類似性が高いペプチドを優
先させた。 
 
②抗菌ペプチドのスクリーニング 
 ①で選定した候補ペプチドを用いてグラ
ム陽性菌、グラム陰性菌、真菌に対する抗菌
活性を指標にスクリーニングを行った。スク
リーニングにはアラマブルーをもちいて生
菌の還元活性を指標に抗菌活性を調べた。こ
の方法は、従来の抗菌活性測定の主流であっ
た寒天培地に塗布し、コロニー数を数える方
法よりも、簡便で誤差も少なく、スクリーニ
ングには適している。生菌の生存率は Goegan
らの算出法にしたがい、570 nm と 600 nm の
吸光度より算出した(Goegan, P. et al. 
Toxic. In. Vitro., 9, 257-266 (1995))。 
 
(2) ペプチドの機能、生理的意義の解明を目
指して次の 3項目実施した。 
①抗菌活性の測定 
 活性が検出されたペプチドに関して、濃度
を変えて活性を測定するとともに、様々な細
菌、真菌に対する抗菌活性を測定し、抗菌ス
ペクトルを明らかにした。 
 
②赤血球溶血活性の測定 
 抗菌活性が検出されたペプチドに関して、
様々な濃度で溶血活性を測定した。溶血活性
を細胞傷害性の評価の指標とした。溶血活性
（％）は 2％ヒツジ赤血球と等量のペプチド
溶液を 37℃で 4 時間反応させ、遠心後上清の
546 nm の吸収(ヘモグロビン量に比例)を測
定して算出した。ペプチドなしを 0%、完全
溶血を 100%とした。 
 
③組織分布の測定、実在の確認 
 活性が検出されたペプチドに対する特異
抗体を作成し、活性ペプチドの各組織での含
量をラジオイムノアッセイ(RIA)で測定し、
分布を調べた。免疫活性の検出された組織に
ついてはさらにゲルろ過、逆相カラムを用い
て分離後、免疫活性を測定し、目的のペプチ
ドと同じ溶出位置に免疫活性が検出される
か確認を行った。さらに、特異抗体を用いた
免疫沈降物の質量分析を行い、実在の確認を
行った。 
 
４．研究成果 
(1)新規抗菌ペプチドの同定 
①候補ペプチドの選定 
 ペプチドの網羅的解析（ペプチドーム解



 

 

析）で同定した内在性ペプチド（単なるタン
パク質の分解物でなく、プロセシングによっ
て生じるペプチド）から構造的特徴や生物種
間での保存性を基準に 60 種の候補ペプチド
を選定した。 
 
②抗菌ペプチドのスクリーニング 
 グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌（S. 
aureus 209P）、グラム陰性菌である大腸菌（E. 
coli K12）、真菌（P. pastoris GS115）に対
する抗菌活性を指標に、60種の候補ペプチド
についてスクリーニングを行った。その結果、
2 種の新規抗菌ペプチドが 10 µM のペプチド
濃度で真菌に対して 50％以上の成長阻害活
性を示した。 
 
(2) 50％以上の成長阻害活性を示す 2種の新
規抗菌ペプチドのうち、1 種はインスリン様
成長因子結合タンパク質 5(IGFBP5)由来のペ
プチドで AMP-IBP5 と命名した。もう 1 種に
ついては現在検討を始めたところである。 
 
① AMP-IBP5 の抗菌活性の測定 
 抗菌活性を測定したところ、検討した 8種
の菌のうち、6 種の菌に対して既知の抗菌ペ
プチド βディフェンシン-2 より強く、カテリ
シジンに匹敵する強い抗菌活性を示した(表
2.)。 
 
表１. AMP-IBP5 の抗菌活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②AMP-IBP5 の赤血球溶血活性の測定 
 AMP-IBP5 は 20 µM でも 0.3%と、殆ど溶血
活性を示さなかった。一方、カテリシジンは
10 µM で 4.1%の溶血活性を示した。以上の結
果から、AMP-IBP5 は殆ど細胞傷害性を持たな
いことが判明した。したがって、このペプチ
ドは抗菌薬として用いても、生体内への影響
は比較的少ないと考えられ、新薬候補となり
える。 

 
③組織分布の測定、実在の確認 
 AMP-IBP5 は 2 個の Cys 残基を含み、分子内
架橋されている。また、C 末端がアミド化さ
れた 22 残基のペプチドである。AMP-IBP5 に
対する特異抗体を作製したところ、この抗体
は AMP-IBP5 のアミド基を含む C 末端領域を
認識し、Cys 残基の分子内架橋は認識しなか
った。この特異抗体を用いた RIA の結果、
AMP-IBP5 の免疫活性はラットの脳、下垂体、
小腸で検出された。 
 免疫活性が検出された脳、小腸の抽出物を
ゲルろ過、逆相 HPLC で分離し、それぞれの
画分の免疫活性を測定した結果、目的のペプ
チドと同じ溶出位置に主要な免疫活性が検
出された。さらに、特異抗体を用いてこの画
分の免疫沈降を行い、免疫沈降物の質量分析
により、ラット脳と小腸で Cys 残基が分子内
架橋して C 末端がアミド化された 22 残基の
AMP-IBP5 の実在が確認できた。 
 また、AMP-IBP5 は IGFBP5 からプロセシン
グ酵素によって切断を受け、生成すると考え
られる。このプロセシング部位も含め、ヒト、
マウス、ラット、ブタ、ウシで完全に保存さ
れているので動物実験に用いることが可能
であるという利点もある。 
 
 以上の成果を国際的学術雑誌（Journal of 
Proteome Research, 10, 1870-1880 (2011)）
に報告し、1件特許申請を行った。 
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Bacteria        AMP-IBP5    BD-2   CATH 
 
    IC50 (μM) a 
Gram-positive bacteria 
 E. hirae      >10       2.4     0.3 
 M. luteus     0.5       0.7     1.3 
 S. aureus 209P         0.8      8.6     0.3 
 S. saprophyticus KD  >10    >10       0.6 
Gram-negative bacteria 
 E. coli B     8.8     >10       0.5 
 E. coli K12     0.9       6.3     0.6 
 E. coli kp     4.2      7.4     1.7 
Fungi 
 P. pastoris GS115     1.3       2.6     3.1 
 
a 50% growth inhibitory concentration. 
BD-2, β-defensin-2; CATH, cathelicidin; E. hirae, Enterococcus 
hirae; M. luteus, Micrococcus luteus; S. aureus, Staphylococcus 
aureus; S. saprophyticus, Staphylococcus saprophyticus; E. coli, 
Escherichia coli; P. pastoris, Pichia pastoris. 
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