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研究成果の概要（和文）：　本研究では、二ホンウズラのファブリキウス嚢(BF)から抗菌ペプチド(AMPs)の一種
Fowlicidin ファミリーをクローン化し、cRNAプローブを用いたCATH-B1 mRNA発現部位の同定、mRNA発現の調
節、生理活性等の検証を行った。その結果、Fowlicidin 1-3 とCATH-B1のクローニングに成功し、CATH-B1 mRNA
はBFの濾胞間上皮と髄質内で強く発現していること、そのmRNA発現量はグラム陰性菌内毒素（リポ多糖；LPS）
投与並びにある種の脂肪酸投与により高まること、合成ペプチドは大腸菌に対して抗菌活性を示し、LPS結合活
性とLPS中和活性等を有することを示した。

研究成果の概要（英文）：Here, we cloned the Fowlicidin family of antimicrobial peptides (AMPs) 
originating from the bursa of Fabricius (BF) of the Japanese quail; we then identified the CATH-B1 
mRNA expression site by in situ hybridization. We successfully cloned Fowlicidin 1-3 and CATH-B1, 
and showed that CATH-B1 mRNA strongly expressed in the interfollicular epithelium and medulla of BF;
 its mRNA expression level increased upon administration of gram-negative endotoxin 
(lipopolysaccharides; LPS) and certain fatty acids. These synthetic peptides showed antimicrobial 
activity against Escherichia coli and have LPS-binding and -neutralizing activity.

研究分野： 形態・構造

キーワード： 抗菌ペプチド

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　家禽類の飼育で抗生物質の不適切(過剰)な使用は、耐性歯の出現をもたらし、この家禽を食用とするヒトの健
康面にも重大な影響を与えることから、動物が本来有する自然免疫機能を簡便な方法で強化することが可能とな
れば、産業面からも極めて有用と考え、申請者はウズラを用いて、自然免疫機能を担う抗菌ペプチド(AMPs; ペ
プチドが持つ物理化学的特性により抗菌性が生じることから耐性菌が生じにくい)の発現を、人為的にしかも簡
便な方法で高める条件を探索した。飼育条件によるAMP発現の強化方法を検討し、飼料中のある種の脂肪酸を与
えると、AMPs mRNA発現が有意に高まることが明らかとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
抗菌ペプチドに関する研究は、新規抗菌ペプチドの探索、抗菌活性を発揮する細菌種、抗

菌活性を発揮するしくみ等が多く、発現調節機構に関するものやその発展型である抗菌ペ
プチドの簡便な発現誘導法に関する研究はあまりなされていない。また、研究対象となって
いる器官も限定的であり、ファブリキウス嚢やハーダー腺といった免疫に関わる器官に注
目した研究はほとんど見られない。申請者らは、鳥類の総排出腔背側に位置し体液性免疫に
関わるファブリキウス嚢が抗菌物質を合成・分泌することで、侵入する細菌に対し迅速な防
御を行っていると考え、fowlicidin-1～3、cathelicidin-B1 を同定し、グラム陰性菌や陽
性菌に対して抗菌活性をもつことを明らかにしてきた。また、これらのペプチドは、嚢内の
濾胞間上皮細胞で発現し、リポ多糖やリポテイコ酸といった細菌成分に応答して発現が高
まること等を見出した。一方、両生類の眼球近傍に位置し眼の表面の保護や瞬膜の潤滑に関
わるハーダー腺からは chensirin-2CBa、catesbeianalectin 等の抗菌ペプチドを同定し、抗
菌活性を示してきた。 
 
２．研究の目的 
我々が鳥類や両生類で同定した抗菌ペプチドの抗菌スぺクトラムや多機能性および発現

調節機構を明らかにするとともに、特定成分を飼料に添加することにより抗菌ペプチドの
発現を誘導することで、動物の免疫機能を向上させ、感染への抵抗性を高める手法の開発に
つなげるため以下の目標を設定した。 
 
1】抗菌ペプチドの多機能性：抗菌ペプチドは、ペプチドの持つ物理化学的性質に基づき

抗菌活性を発揮するため耐性菌が生じにくい。今日、耐性菌の出現が問題となっているが、
その解決法の 1 つとして抗菌ペプチドの医療への応用研究が盛んに試みられている。近年
では、抗菌ペプチドの有する抗腫瘍作用や抗ウイルス作用についても注目されている。申請
者らは、同定した抗菌ペプチドの抗菌活性を測定しているが、一部の菌種に限られており、
また抗菌活性以外の活性については測定を行っていない。そこで、本研究では、応募者らが
同定した抗菌ペプチドの抗菌スぺクトラム（菌種に対する有効性の違い）を明らかにするこ
とにした。また抗腫瘍作用についても検討した。 
2】抗菌ペプチド遺伝子の発現調節機構：申請者らは、メラノサイト刺激ホルモン、性ス

テロイドホルモン、メラトニン等がファブリキウス嚢で発現していることを見出した。また
最近の報告によると、ビタミン D や脂肪酸が哺乳類で抗菌ペプチド遺伝子の発現を促進す
ると報告されてきている。これらの背景から、鳥類や両生類の免疫器官における抗菌ペプチ
ド遺伝子の発現に対するこれら内分泌因子、ビタミン D、脂肪酸の関与と、抗菌ペプチド産
生細胞内におけるシグナル伝達機構を解析することで、抗菌ペプチドの発現調節機構につ
いて明らかにすることにした。 
3】飼育条件の調節による抗菌ペプチド遺伝子の発現誘導：卵から孵化した動物のファブ

リキウス嚢が免疫器官として機能する迄には時間が必要である。同様に、成熟した動物にお
いても、細菌の感染から抗体産生に至る迄には時間が必要である。したがって、これらの時
期の動物は細菌に感染し易いと考えられる。そこで、この時期の動物の抵抗性を高めること
ができれば、産業上も有用と考えるに至った。それゆえ上記 2】の情報をもとに、ビタミン
D や脂肪酸を飼料に加えることが抗菌ペプチド遺伝子の発現を高め自然免疫能を向上させ
るか、について検討することにした。 
 
３．研究の方法 
1】抗菌ペプチドの多機能性：①大腸菌（Escherichia coli: E. coli JCM5491）および黄色

ブドウ球菌（Staphylococcus aureus: S. aureus JCM2874）を理研バイオリソースセンタ
ーから購入した。96 穴マイクロプレート内で培養した E. coli JCM5491 と S. aureus 
JCM2874 を、fowlicidin-2 添加ミューラー・ヒントン培地（最終濃度 0 - 128 g/ml）中で
12 時間培養することにより、その抗菌活性を評価した（37℃、5% CO2条件下）。 
②LPS に対する fowlicidin-2 の中和作用は、カブトガニ血球抽出成分（Limulus 

amebocyte lysate: LAL）試験（Endospecy ES-24S Set, 020170; SEIKAGAKU CORPORATION, 
Tokyo, Japan）を用いて、fowlicidin-2 を反応させた LPS の活性を測定することにより検討
した。 
③fowlicidin-2 の LTA に対する結合能は、非変性-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（native-polyacrylamide gel electrophoresis: native-PAGE）を用いて、fowlicidin-2-LTA
複合体の形成による移動度の変化を観察することで検討した。 
 2】抗菌ペプチド遺伝子の発現調節機構：3 週齢の雄の日本ウズラを株式会社モトキから
購入し、24L の連続照明下で餌と水を自由に摂取させて飼育した。脂肪酸処理群には 0.1 %
の脂肪酸を水に溶かして与え、48 時間飼育した。その後、ファブリキウス嚢とハーダー腺
を摘出し、常法により mRNA を抽出後、RT-qPCR を行った。哺乳類では、脂肪酸は FFAR に結
合した後、mTOR と STAT3 経路を介してその効果を発揮する。そこで、脂肪酸受容体の拮抗
薬（GLPG0974）を経口投与しながら、飲用水を摂取させた群も作成した。 



 
3】飼育条件の調節による抗菌ペプチド遺伝子の発現誘導：日本ウズラを用いて実験を行

うことを当初予定していたが、飼育スペースの関係で難しくなったことから、ファブリキウ
ス嚢の株細胞 DT40 を培養し、これに対し活性型ビタミン D3を添加し、培養後、細胞から、
常法により mRNA を抽出後、RT-qPCR を行い評価した。 
 

４．研究成果 
1】抗菌ペプチドの多機能性：①培養下の E. coli JCM5491 と S. aureus JCM287 は

fowlicidin-2 の添加したところ、濃度依存的に生菌数が減少した。 
 ②fowlicidin-2 濃度依存的に LPS 活性の低下が認められ、fowlicidin-2 が LPS に結合す
ることでその活性を中和していることが明らかとなった。 
③一定量の fowlicidin-2 に対して反応させる LTA 量が増えると、染色後に検出されたバ

ンドは陰極側へシフトし、またその染色性は濃くなったことから、fowlicidin-2 は LTA に
対して結合能を有していることが明らかとなった。 
 2】抗菌ペプチド遺伝子の発現調節機構：脂肪酸を摂取させ 48時間後に BF と HG における
fowlicidin-2 の mRNA 発現を調べたところ、対照群に対して有意に上昇した。またこの上昇
は、脂肪酸の受容体の拮抗薬の投与により完全に抑制された。 
3】飼育条件の調節による抗菌ペプチド遺伝子の発現誘導：活性型ビタミン D3 を培養液に

各種濃度（o-200ng/ml）添加し、DT40を 3時間培養したところ、Foulicidin-1と Cathelicidin
－B1 の mRNA 発現量が濃度依存的に増加した。 
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