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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗菌ペプチドの細胞内標的分子への作用メカニズムを解明することを目的とし
て、タンパク質生合成に対する抗菌ペプチドの影響を定量的に測定する手法の確立を目指した。従来の抗生物質を用い
た結果から、今回実施した無細胞タンパク質合成系を用いた手法は、妥当性の高い測定方法であることが確認できた。
また、細胞内作用が未知である抗菌ペプチドについては、本測定法を用いることにより、タンパク質合成阻害能を定量
的に評価できただけでなく、タンパク質合成のどの過程を阻害するかを特定することができた。また、未知の標的物質
の精製については抗菌ペプチドを固定化した磁性ビーズを用いた方法が有効であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to reveal modes of action of antimicrobial peptides 
in cells. Several methods using cell-free protein synthesis system were developed for achieving this purpo
se. By using our methods, we could confirm the known modes of action of conventional antibiotics, such as 
streptomycin, fosfomycin and BLEOCIN. We were also able to not only assess the unknown abilities of antimi
crobial peptides to inhibit protein synthesis, but also elucidate the inhibitory steps in protein synthesi
s process, including transcription, translation and refolding. Moreover, we found that a purification meth
od using antimicrobial peptide-immobilized magnetic beads was effective to isolate target compounds in cel
ls. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 抗菌ペプチドによる生体防御機構は、ヒ
トをはじめとするあらゆる生物に共通の先
天性免疫機構であり、既に約 1,500 種類の抗
菌ペプチドが報告されている。抗菌ペプチド
は、①細菌、真菌、原虫、ウイルスなどに幅
広く作用し、②宿主(ヒトを含む)に対して毒
性が低い、③耐性菌を生じにくいなどの共通
した特徴を有する。そのため、従来の抗生物
質に代わる医薬品として、またヘルスケアや
機能性食品の素材として注目され、国内外で
活発に研究されている。 
 
(2) 抗菌ペプチドの抗菌作用メカニズムと
しては、標的の細胞膜と静電的相互作用によ
って結合し、細胞膜を破壊することによって
致死効果を示す場合と、細胞膜を透過し DNA
や酵素などの細胞内分子を標的とする場合
が報告されている。しかし、後者の場合の報
告例は少なく、その作用メカニズムはほとん
ど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では抗菌ペプチドの細胞内標的分
子への作用メカニズムを解明することを目
的に、以下の検討を行った。 
 
(1) タンパク質生合成の各ステップ（転写、
翻訳、フォールディング）に対する抗菌ペプ
チドの影響を、無細胞タンパク質合成系を用
いて定量的に測定する手法の確立を目指し
た。 
 
(2) 抗菌ペプチドのタンパク質生合成の阻
害作用を明らかにするために、抗菌ペプチド
の細胞内標的分子を精製・同定した。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用した抗菌ペプチド 
 抗菌ペプチドとして米由来新規抗菌ペプ
チド CL(K20A, K25A)と AmyI-1-18 を用いた。
また、測定手法の妥当性を確認するためのモ
デル抗菌ペプチドとして、ピロコリシン (昆
虫由来)、ブフォリン II(カエル由来)、およ
びインドリシジン（牛由来）を、モデル抗生
物質として 16S rRNA を標的としてタンパク
質合成を阻害するストレプトマイシン、DNA
を標的とするブレオシン(ブレオマイシン系
抗生物質)、および細胞壁合成酵素を標的と
するホスホマイシン（すなわち、タンパク質
合成を阻害しない）をそれぞれ用いた。 
 
(2) 実験方法 
①合成プロセス阻害の測定 
緑色蛍光タンパク質（GFP）をコードする
ベクターからGFPを合成する無細胞タンパク
質合成システム（RTS）に抗菌物質を添加し、
30℃で 6時間 GFP を発現させた。その後、成
熟したGFPの発現量を蛍光強度を測定するこ
とによって定量し、抗菌物質の GFP 合成プロ

セスに対する作用を検討した。 
 
②転写ステップの阻害 
実験①と同様に RTSを用いて GFPを発現さ
せた。そのとき、1,3,6 時間目にそれぞれ反
応液をサンプリングし、Total RNA を精製し
た。その後、含まれる GFP の mRNA を RT-PCR
を用いて定量することによって、抗菌物質の
転写ステップに対する作用を検討した。 
 
③翻訳ステップの阻害 
GFP をコードするDNA から mRNA を予め調
製した。調製した mRNA から GFP を合成する
RTS 反応系に抗菌物質を添加し、30℃で 6 時
間 GFP を発現させた。また、発現した GFP の
タンパク質量を評価するために、SDS-ポリア
クリルアミドゲル電気泳動（PAGE）を用いて
発現したタンパク質を分離し、ImageJ を用い
てバンド強度を解析することによって、合成
された GFP のポリペプチドを定量した。 
 
④フォールディングステップの阻害 
グアニジン塩酸塩によって変性させた酵
素ルシフェラーゼを、DnaK と DnaJ を用いて
リフォールディングするステップに抗菌物
質を添加し、抗菌物質のフォールディングス
テップに対する作用を検討した。 
  
⑤標的物質の精製・同定 
磁性ナノビーズに固定化したピロコリシ
ンを調製した後、RTS 反応液に添加し、4℃で
一晩ゆるやかに混合した。次に、磁性スタン
ドを用いてナノビーズを回収・洗浄した後、
ビーズ上に固定化したピロコリシンに結合
した標的タンパク質を、塩化カリウム溶液を
用いて溶出させた。溶出液は SDS-PAGE で分
離した後、ゲルを銀染色した。出現したバン
ドを MALDI-TOF/MS に供し、該当タンパク質
を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 実験方法①では、タンパク質合成プロセ
スに対する阻害作用を検討した。この実験で
は、GFP をコードする DNA を含む GFP ベクタ
ーと同時に抗菌物質を添加し、タンパク質合
成プロセスに対する抗菌物質の影響を検討
した（図 1）。  
まず、モデル抗生物質を用いて、方法①の
妥当性を評価した。その結果、細胞内に標的
分子を有するストレプトマイシンおよびブ
レオシンは、程度に差はあったが、両者とも
阻害作用を示した。一方、ネガティブコント
ロールとして用いた細胞壁合成酵素阻害剤
であるホスホマイシンは、阻害作用を示さな
かった。すなわち、抗生物質の作用様式に応
じた阻害挙動を確認できた。このことから、
本手法によってタンパク質合成阻害能の有
無を評価できることを確認できた。また細胞
内に標的分子を持つ3種類のモデル抗菌ペプ
チドも、程度に差はあるが、タンパク質合成



プロセスを阻害することを確認できた。さら
に、AmyI-1-18 はブフォリン II よりも低い濃
度において、タンパク質合成プロセスを阻害
することがわかった。一方、CL(K20A, K25A)
は 5 mM の添加濃度においても GFP の合成を
阻害しなかったことから、タンパク質合成阻
害能を有していないことが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 各抗菌物質のタンパク質合成阻害 
 
 
(2) 方法②では、転写ステップに対する抗菌
物質の阻害作用を検討した。この実験では、
方法①と同様な方法を用いて、タンパク質合
成を行い、その過程で反応液をサンプリング
し、mRNA を抽出した後、RT-PCR によって mRNA
量を定量した（図 2）。 
モデル抗生物質を添加した場合、16S rRNA
をターゲットに持つストレプトマイシンお
よびネガティブコントロールであり、細胞壁
合成酵素阻害剤であるホスホマイシンは阻
害作用を示さず、DNA をターゲットに持つブ
レオシンは早い段階から mRNA の合成を阻害
することを確認できた。さらに、3 種類のモ
デル抗菌ペプチドについても同様の実験を
行った結果、分子シャペロンである DnaK を
ターゲットに持つピロコリシンは転写ステ
ップを阻害せず、DNA に作用することが報告
されているブフォリン II は経時的に転写ス
テップを阻害することを確認できた。また同
時に、DNA に作用することが報告されている
インドリシジンは、ブレオシンと同様に、早
い段階で mRNA の発現を阻害することがわか
った。一方、米由来抗菌ペプチド AmyI-1-18
は転写ステップを阻害しないことがわかっ
た。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 各抗菌物質による転写ステップの阻害 
 
 
(3) 方法③では、翻訳ステップに対する抗菌
物質の阻害作用を検討した。すなわち、RTS
キットにあらかじめ調製した GFP の mRNA を
添加し、翻訳ステップから合成を開始した。
また、発現したタンパク質量を評価するため
に、SDS-PAGE を用いて発現したタンパク質を
分離し、ImageJ を用いてバンド強度を解析す
ることによって、合成されたポリペプチドを
定量した（図 3）。 
まず、モデル抗生物質を用いて方法③の妥
当性を評価した結果、ネガティブコントロー
ルであり、細胞壁合成酵素阻害剤であるホス
ホマイシンは阻害を示さず、16S rRNA をター
ゲットに持つストレプトマイシンは、阻害を
示すことを確認できた。また、DNA をターゲ
ットに持つブレオシンを添加した際、高濃度
領域において弱い阻害作用を確認した。これ
はブレオシンが、DNA ばかりでなく周囲のタ
ンパク質も酸化的に切断するため、mRNA にも
何らかの影響を与えた結果であると考えら
れる。しかし、これは非常に高濃度で添加し
た際に観察された結果であり、ブレオシンは
翻訳ステップを直接阻害することはないと
考えられる。 
次に、3 種類のモデル抗菌ペプチドを用い
て同様の実験を行った結果、mRNA に作用する
と報告されているブフォリン II は、翻訳ス
テップを阻害することを確認できた。また、
DNA や細胞内膜に作用すると報告されている
インドリシジン、DnaK をターゲットにするこ
とが報告されているピロコリシンは、新たに
翻訳ステップを阻害することが明らかにな
った。さらに、AmyI-1-18 については、ブフ
ォリン II よりも低濃度において翻訳ステッ

 

 

 

 



プを阻害することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 各抗菌物質の翻訳ステップの阻害 
 
 
(4) 方法④では、フォールディングステップ
に対する抗菌物質の阻害作用を検討した。フ
ォールディングステップ阻害を評価するた
めの実験には、GFP ではなく酵素ルシフェラ
ーゼを用いた。 
モデル抗生物質を用いて方法④の妥当性
を評価した結果、16S rRNA をターゲットに持
つストレプトマイシン、ネガティブコントロ
ールであり、細胞壁合成酵素阻害剤であるホ
スホマイシンは阻害作用を示さなかった。ま
た DNA をターゲットに持つブレオシンは、高
濃度において弱い阻害作用を示した。しかし、
これは方法③において述べた理由と同様に、
DnaK などに何らかの影響を及ぼした結果で
あると推察される。したがって、ブレオシン
はフォールディングステップを直接阻害す
ることはないと考えられる。 
次に、3 種類のモデル抗菌ペプチドを用い
て、同様の実験を行った結果、分子シャペロ
ンの DnaK をターゲットにすることが報告さ
れているピロコリシンは、フォールディング
ステップを阻害した。また、既に報告されて
いるDNAをターゲットにするインドリシジン 
および DNAと RNA をターゲットにするブフォ
リン II に関して、新たにフォールディング
ステップも阻害することが明らかになった。
さらに、AmyI-1-18 はフォールディングステ
ップを阻害することが知られているピロコ
リシンよりも低い濃度において、フォールデ
ィングステップを阻害することがわかった。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 各抗菌物質のフォールディング阻害 
 
 
(5) 以上の結果から、RTS プロセスを用いた
抗菌物質のタンパク質合成阻害能を測定す
る方法は、充分に妥当性があるといえる。ま
た、前述したように、本測定法に未知の抗菌
ペプチドを供することで、タンパク質合成阻
害能を定量的に評価できたばかりでなく、タ
ンパク質合成のどの段階を阻害するかを網
羅的に特定できた。この点は、抗菌ペプチド
の細胞内の作用機構を解明する上で、画期的
であると考えられる。 
 
(6)これまでに述べてきた結果から、モデル
ペプチドであるピロコリシンは、従来の報告
にあるフォールディングの阻害様式のみな
らず、翻訳段階も阻害することが明らかとな
った。このことから、ピロコリシンは DnaK
以外に未知の標的物質が存在することが示
唆された。 
そこで方法⑤において、磁性ビーズを用い
てピロコリシンの新規標的タンパク質の精
製を試みた（図 5）。その結果、SDS-PAGE に
よって 6 つのバンドが得られた。そのうち、
27 kDa 付近および 40 kDa のバンドについて
MALDI-TOF/MS による PMF 解析を行った。その
結果、UMP phosphatase と fused histidinol 
-phosphatase と同定された。これらの分子は
ピロコリシンの標的分子候補である可能性
が示唆された。今後は、残る 4つのバンドに
ついて同様に解析することで、ピロコリシン
のタンパク質合成阻害作用メカニズムをよ
り詳細に解明できると考えられる。また、米
由来抗菌タンパク質である Amy-I-1-18 につ
いても同様の手法を用いて標的分子を明ら
かにしたいと考えている。 
 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 ピロコリシン結合タンパク質の分離 
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