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研究成果の概要： 生体防御という観点からは、ヒトリゾチームの抗菌性ペプチドの発現がで
きれば、生体防御の強化が可能な食品や、消化器系などの傷害の治療に有効な医薬品の開発が
可能になるものと考えられ、非常に有用である。 本研究により、ヒトリゾチームに新規なペプ
チドが含まれることが明らかにした。 Pichiaにより産生させることができて、これらの新規抗
菌ペプチドを摂取したり投与したりすることによって、潜在的な微生物病原体に起因する感染
症又は消化器系炎症等の予防や治療を行うことが期待される。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００４年度    

２００５年度    

２００６年度 2,100,000 0 2,100,000 

２００７年度 700,000 210,000 910,000 

 ２００８年度 700,000 210,000 910,000 

総 計 3,500,000 420,000 3,920,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・食品科学 
キーワード：医薬品剤開発、ヒトリゾチーム、抗菌ペプチド、酵母発現、抗感染機能、蛋白 
      質工学、機能性食品、タンパク構造と機能 
 
１．研究開始当初の背景  
 ＭＲＳＡやＶＲＥなど抗生物質や消毒

薬に対する耐性菌が出現し，このような薬物
に対する耐性の情報がある菌種から他の菌
種へと伝搬されることが明らかとなり，抗生
物質に代わる抗菌物質の必要性が高まって
きている。特に，抗菌性だけでなく，これま
での抗真菌剤の大きな問題点であった副作
用あるいは細胞毒性というものがなるべく
小さい抗菌物質が望まれるようになってい
る。生物は外界の微生物に対して自らを防御
するため、様々な防御機構を備えているが、
その一つが抗菌性ペプチドであり、生物が本
来、自ら産生しているものであるため、生体

に対しての副作用あるいは為害作用は極め
て小さく、抗生物質の代わり得るものとして
大きな期待を集めている。また微生物は細胞
内に侵入してきた有害物質を認識して有害
物質だけを選択的に破壊するプロテアーゼ
を産生することが知られている。しかし、抗
菌ペプチドはその構造的特徴から、それらの
プロテアーゼに認識されにくく、分解されに
くい。以上のことから抗菌ペプチドは細菌が
抗菌ペプチドに抵抗性を示すことが難しい
と考えられている。自然免疫システムの例と
して、鳥類の卵白、動物やヒトのミルク、涙、
気道分泌物などが挙げられるが、これらに共
通した成分としてリゾチーム（LZ）があるこ
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とから我々はLZの生体内で消化物の抗菌機
能についての研究を行ってきた。 
 
  
２．研究の目的  
 リゾチーム（LZ）は天然に存在する抗菌性
蛋白質であり、ヒトの涙、人乳、唾液、喀痰、
鼻汁などにも幅広く存在し、ムコ多糖類を加
水分解する酵素である。生体内にあっては抗
細菌、抗ウイルス作用、白血球の貪食能の増
強作用、抗腫瘍作用、抗癌作用などの生体防
御機構に関与する。LZは溶菌力と組織修復促
進作用を有することから生体防御因子とし
て重要な役割を果たしていることが注目さ
れ、医薬品剤として高いpotentialを持つと
考えられている。 細菌などに対する防御シ
ステムの役割を果たしているLZは、その存在
下に同時にプロテアーゼを含んでいる。それ
らのプロテアーゼが殺菌作用の重要な関与
因子になることがわかった。これを受けて、
最近私たちは、in vitroにおいて卵白LZは、
胃の中でペプシンによる分解を受け、多様な
強い抗菌ペプチド（cLZprmp）を生成するこ
とが明らかになった。本研究の目的は、ヒト
LZをターゲットとして、遺伝子組み換え技術
を用いることで、様々な新規の抗菌ペプチド
モチーフ（hLZprmp）をクローニングし、ピ
キアで発現させて調製し、それらの抗菌活性
および抗感染機能を調べる。また、優れた抗
菌ペプチドを有し、抗菌機構についても解明
する。これらの抗菌ペプチドをシーズとした
新規の医薬品剤としての開発。 
 
 
３．研究の方法  
最近、我々の研究により、新生児の胃内条

件下でペプシン酵素による消化を行なった
LZはさまざまな抗菌ペプチドが発生し、グラ
ム陽性菌だけでなくグラム陰性菌にも強い
抗菌活性を示した。それらの抗菌ペプチドは
α-ヘリックス構造からなる（H1）と（H2）、
α-ヘリックス．ループ．ヘリックス構造か
らなる H1LH2 (HLH)、α-ヘリックス構造と2
つのβ-ストランド構造からなる （H2S12）、
α-ヘリックス構造と3つのβ-ストランド構
造からなる（H2S13）の5種類の抗菌ペプチ
ドから構成されている。 H1 とH2 はヒトの
自然免疫に含まれる強い抗菌活性を示す抗
菌ペプチドであるLL-37のようなα-ヘリッ
クスモチーフを有しており、HLH, H2S12, 
H2S13 は同じくヒトの自然免疫に含まれる
強い抗菌活性を示す抗菌ペプチドであるデ
ィフェンシンのようなヘリックス‐シート
モチーフを有している。 
抗菌ペプチドのcDNAのク：hLZ抗菌ペプ

チドの抗菌機能解明のための第一歩として
hLZの抗菌ペプチドhLZprmp（H1）、（H2）、
(HLH)、 （H2S12）および （H2S13）のク
ローニングと発現機構の開発を目的とした。
この目的のために、まず母乳中の乳腺細胞か

らhLZのcDNA をクローニングしてきた。次に
hLZのcDNAをテンプレートとして抗菌ペプチ
ドのcDNAのクローニングを行い、最終的には 
Pichia pastorisによる抗菌ペプチドの発現
と精製を行った。 
5種類のhLZ新規抗菌ペプチド（hLZprmp）

のcDNAの断片(PstIとXbaIで切断)をアガロ
ースゲルから切り出し、精製した各新規抗菌
ペプチドのcDNA は、付着末端法でPichia 
pastoris の発現ベクターであるpPICZαB
のα‐ファクターシグナルペプチドの下に
サブクローニングした。そして、各抗菌ペプ
チドのcDNAの pPICZαBベクターへの組み
込みの確認はコロニーPCRおよびDNAシーク
エンシングで行なった。組み換えが成功した
DNAベクターはそれぞれpPICZαB-H1、pPICZ
αB-H2、pPICZαB-HLH、pPICZαB-H2S12、
pPICZαB-H2S13と名付けた。これらの発現ベ
クターをエレクトロポレーションで、Pichia 
pastorisのX-33細胞のゲノムに挿入した。 
Pichia pastorisによる発現： Pichia 

pastorisに挿入した発現ベクターはBMGY培
地で増殖後、BMMY培地で48hメタノールで誘
導し、遠心分離し、上澄みを凍結乾燥した。
凍結乾燥したサンプルを蒸留水に希釈し、
pH7.5に調整した。調整後、50m M Tris-HCl 
Buffer (pH7.5) で平衡したCM̶Toyopearl カ
ラムにかけた。そして、0.5M NaClでペプチ
ドを回収した。さらにRP-HPLCによってペプ
チドを分離した。発現したhLZprmpの５つの
ペプチドはTricine SDS-PAGEで解析した。さ
らに、ESI-MS-MSによる測定を行い、MS スペ
クトルはm/zから算出された。 
 

 抗菌活性の測定：抗菌活性の測定では、
グラム陰性菌である Escherichia coli, 
Salmonella typhimurium, Pseudomonas 
aeruginosa と グ ラ ム 陽 性 菌 で あ る
Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis,Streptococcus zooepidemicus
を用いた。また真菌類として Candida 
albicansを使用した。細菌はTSB brothに
hLZprmpが0-500μg/mlになるように調整し、
37℃で2時間培養後、nutrient agarに接種し
た。これを37℃で18時間培養後、The colony 
forming (CFU)を測定した。全ての抗菌活性
は3回行い、結果はlog CFU/mlで表した。 
 
 E.coliの外膜透過処理測定：E.coli K12
の外膜の透過処理はreal-time kinetics 
fluorometer (Fluoroskan Ascent FL)でblack 
fluoroplatesを用いて細菌のNPN摂取量を測
定することによって決定した。細菌をBHI 
brothで細胞増殖対数期まで培養後、10 mM 
HEPES buffer (pH7.2)で洗浄と懸濁を行った。
この細菌懸濁液は、10 mM HEPES bufferと
異なった濃度のhLZprmpもしくはcLZの入っ
ているプレートに100 μlずつ加えた。ポジ
ティブコントロールとしてhLZprmpの代わり
にpolymyxinを、コントロールとしてhLZprmp
の代わりに10 mM HEPES bufferを加えたもの
を使用した。測定はNPNが外膜と作用したと
きの励起波長である355 nmと405 nmで濃度依



 

 

存的に行った。この結果は、3回の独立した
実験結果から導き出した。 
 
 E.coliの内膜透過処理測定：内膜の透過
処理の測定は、透過酵素が欠損したE.coli 
ML-35pを用いて細胞内で産生されているβ-
ガラクトシダーゼがその基質であるONPGか
ら産生されるONPの蛍光を測定することによ
り調べた。細菌は、BHI brothにより細胞増
殖対数期まで培養後、5 mM NaPi buffer 
(pH7.5)で洗浄、再懸濁を行った。この細菌
の懸濁液にONPGを加え、これを濃度の異なっ
たhLZprmpもしくはcLZの入ったプレートに
それぞれ100 μl加え、ONPの吸光波長である
400 nmで測定を行った。コントロールとして
hLZprmpの代わりに蒸留水を加え、ブランク
としてhLZprmpとONPGの代わりに蒸留水を使
用した。 
 
 S.aureusの膜ポテンシャルに依存性呼
吸測定：hLZprmのS.aureusに対する膜ポテン
シャルの呼吸阻害作用は、蛍光消光剤である
diS-C₃を 蛍光分光光度計を用いて測定を行
った。S.aureusはBHI brothでOD600=0.6にな
るまで培養後、100μlのBHIに再懸濁し、こ
れをworking cellとした。diS-C₃の蛍光測定
は25℃、660 nmの波長で行った。10 mM リン
酸バッファー150 μlに対してworking cell
を1.5μl加え、その100 s後にdiS-C₃を0.5 μ
l加え、その200 s後に0.5 μlのvalinomycin、
さらにその200 s後に2 μlのhLZprmpを加え、
各試薬を加えたときのdiS-C₃の蛍光測定を
行った。コントロールとしてdiS-C₃を細胞外
へ放出する機能を持つnigericinを使用して
nigericinとの比較を行った。 
 
 細菌膜との相互作用：hLZprmpと細菌膜と
の相互作用の構造的基盤を明らかにするた
めに、E.coli膜由来の脂質から作られたリ
ボソームを用いて円二色性(CD)スペクトル
の変化を観測した。 
 
 
 
 
４．研究成果 
  hLZのcDNAをテンプレートとした、5種類の
新規抗菌ペプチドの合成はFig. 1のクローニ
ング設計で示した。プライマーは Forward 
primer (H1F, H2F) と Reverse primer (H1R, 
H2R, S12R, S13R) を用い、H1 は H1F と H1R 
プライマー、H2 は H2F と H2R プライマー、
HLH は H1F と H2R プライマー、H2S12 は 
H2F と S12R プライマー、H2S13 は H2F と 
S13R プライマーをそれぞれ使用し、RT-PCR 
により合成した。また、これらの各新規抗菌
ペプチドの cDNA は Pichiaの発現ベクター
のα-ファクターシグナルペプチドの下に挿
入する必要がある。 そして、合成してきた菌
ペプチドのcDNAはPichiaのゲノムの組み込み
の確認はコロニーPCRで行ない、アガロースゲ
ル電気泳動で分析した Fig. 1。 
 

Fig.1 Cloning Design of hLZprmp Peptides. 
(Right) Cloning design of of hLZprmp 
peptides. The matching region of forward 
and reverse primers are indicated by arrows. 
(Left) Agarose gel of Colony-PCR analysis 
of the Pichia genomic integration of LZprmp 
cDNAs. 100bp ladder is used as molecular 
size DNA markers. The expected size of each 
DNA fragment is shown below the gel. 
 

Pichia pastorisによるhLZprmpの発現 
pPICZαB-(H１)、(H2)、(HLH)、(H2S12)、

と (H2S13)を組み込んだPichia pastoris 
のメタノールで48h 誘導による細胞外発現
の確認をCM-Toyopearl column後RP-HPLCを用
いて分析した結果をFig. 2で示した。Fig. ２ 
pPICZαB-(H１)、(H2)、(HLH)、(H2S12)、
と (H2S13)を挿入したPichia ではそれぞれ
類似したピークを示し、hLZprmpペプチドの
発現が出来ていることが確認された。以上の
ことからPichia pastorisのメタノール誘導
による hLZprmpのペプチドの細胞外発現に
成功したことが確認された。 
 

Fig.2 RP-HPLC Pattern of of hLZprmp 
Peptides Purified from Pichia pastoris. 
Elution was achieved by 1-40% acetonitrile 
gradient.  

 
hLZprmpの分子量測定  
 Tricine SDS-PAGEにより各hLZprmpの分子量
の確認を行ったものがFig. 3で表している。
(左)β-MEを加えたもの、(右)β-MEなしでそ
れぞれ電気泳動を行い、検出されたバンドを
示したものである。これより(左)ではH1が
2050 Da、H2が2085 Da、HLHが4453 Da、S12
が4539 Da、S13が5587 Daのあたりにバンド
が確認することができ、これは各hLZprmpの
アミノ酸配列をもとに設計し、想定した分子
量の値と一致していた。一方、(右)の方では、
H1において2つのバンドを確認することがで



 

 

きた。1つのバンドは2050 bpに、もう1つの
バンドは4100 bpあたりの所に確認された。 

Fig.3 Tricine SDS-PAGE of hLZprmp Peptides 
Purified from Pichia pastoris Medium. 

 
  MS-MSにより各hLZprmpの分子量の測定の
結果を示したのがFig.4である。これより、
H1では2050.59 Da、H2では2085.43 Da、HLH
では4453.24 Da、S12では4538.99 Da、S13で
は5487.23 Daであることが示された。このこ
とは、Tricine SDS-PAGEの結果と一致してい
たことから今回使用する hLZprmp は 各
hLZprmpのアミノ酸配列をもとに設計した通
りに正しく合成されていることが示された。 

Fig.4 MS-MS Spectra of hLZprmp Peptides 
Purified from Pichia pastoris Medium. 
 
hLZprmpの抗菌活性; 
  グラム陰性菌に対する抗菌活性をCFUで示
したのがFig. 5である。グラム陰性菌として
E.coli、P.aeruginosa、S.typhiを使用した。
その結果、E.coliとS.typhiでhLZprmpがcLZ
と比べ、強い抗菌活性を示した。その中で、
HLHが最も強い抗菌活性を示し、次にH1が強
い抗菌活性を示した。またP.aeruginosaでは
cLZが最も強い抗菌活性を示した。次にFig. 6
ではhLZprmpとcLZのグラム陰性菌に対する
抗菌活性を示した。グラム陽性菌として 

Fig.5 Antimicrobial Activity of hLZprmp 
Peptides against Gram-negative Bacteria. 

Fig.6 Antimicrobial Activity of hLZprmp 

Peptides against Gram-positive Bacteria. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7 Antimicrobial Activity of hLZprmp 

Peptides against Candida albicans Yeast. 
S.aureus、S.epidermidis、Strep.zooepiを
使用した。結果として実験で用いた全てのグ
ラム陽性菌においてhLZprmpがcLZに比べ強
い抗菌活性を示した。その中で、HLHが最も
強い抗菌活性を示し、次にH1が強い抗菌活性
を示した。そしてFig. 7ではhLZprmpとcLZの
C.albicansに対する抗菌活性を示した。その
結果、hLZprmpがcLZと比較して強い抗菌活性
を示した。 
 
抗菌活性の機構: 
グラム陰性菌に対するの外膜透過処理; 
 hLZprmpが外膜に対して相互作用している
のか調べるためにNPNをプローブとして用い、
ポヂティブコントロールとして抗生物質で
あるpolymyx Bを用いてhLZprmpとの比較を行
った。Fig. 8 はE.coliを使用したときの外
膜に対するNPNの取り込み量を濃度依存的に
示したのである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8 Damage of E. coli Outer Membrane by 
hLZprmp Peptides.  



 

 

これより全てのhLZprmpにおいてペプチドな
しのものと比べて高いNPNの取り込み量を示
し、S13以外の全てのhLZprmpがポジティブコ
ントロールとして使用されたpolymyx Bより
高い値を示した。以上のことからhLZprmpは
外膜に対して強い相互作用をしていること
が明らかとなった。 
 
内膜透過処理測定 
  hLZprmpが外膜と強い相互作用しているこ
とが示されたので、外膜から侵入した
hLZprmpが内膜と相互作用しているのか調べ
るため、E.coliの細胞内で産生されたβ
-galactosidaseが細胞外に放出された量を
その基質であるONPGがONPなったときの変化
の測定を行った。Fig. 9 (A) では時間依存
的に、 (B) で は 濃 度依存に E.coli の β
-galactosidaseの放出量を測定したもので
あ る 。 こ れ よ り cLZ が あ る 程 度 の β
-galactosidaseを放出させたのに対して
hLZprmpでは、ほとんどβ-galactosidaseの
放出を観測することができなかった。以上の
ことからhLZprmpはタンパク質のような大き
な物質は通過できないが、イオンのような比
較的小さいサイズのものだけが通過できる
ポア形成を施すことで膜ポテンシャルだけ
を失わさせることが考察された。 

Fig.9 Permeation of E. coli Inner Membrane 

by hLZprmp Peptides. 

 
S.aureusの膜ポテンシャルに依存性呼吸 
 hLZprmpがE.coliとS.aureusの膜ポテンシ
ャルを損失させていることが示されたので
S.aureusを使用し、DiSc3(5)を蛍光プローブ
で用い、膜ポテンシャルの損失させることで
知られるNigericinをポジティブコントロー
ルとして用いてhLZprmpと比較を行った。 
Fig. 10より、H1とHLHが加えてすぐにDiSC3
の放出がピークに達し、これは、Nigericin
よりも高いピークを示した。またcLZとH2は
中程度のDiSC3の放出を示した。その一方で
S12とS13ではほとんどDiSC3の放出を観測す
ることができなかった。そして、この放出量
の多さと抗菌活性との間には相関関係があ
ることが示された。以上のことからhLZprmp
は細菌膜にポア形成することで細胞内のイ
オンを放出させることで膜ポテンシャルを
損失させていることが考察された。 
 
 
 
 

Fig.10 Dissipation of S. aureus Membrane 

Potential (Respiration) by hLZprmp Peptides. 

 
結論  
 生体防御という観点からは、ヒトリゾチー
ムの抗菌性ペプチドの発現ができれば、生体
防御の強化が可能な食品や、消化器系などの
傷害の治療に有効な医薬品の開発が可能に
なるものと考えられ、非常に有用である。し
かし、このような観点からの検討はまだ行わ
れていないのが現状である。また、ヒトリゾ
チームによる免疫賦活に関しても、実用に向
けた検討が十分に為されているとは言えな
い。本研究により、ヒトリゾチームに新規な
抗菌剤として期待される抗菌ペプチドが含
まれることが明らかにした。ヒトリゾチーム
の５つ抗菌性ペプチドの全てがグラム陽性
菌、グラム陰性菌および酵母のカンヂダに対
して強力な抗菌活性を示した。その中でも
HLHとH1が最も強い抗菌活性を示した。さら
に細菌の外膜及び内膜に対するhLZprmpの相
互作用を調べた結果、これらの抗菌ペプチド
は細菌膜に非常に小さいポアを形成するこ
とで耐性菌が抵抗性を示すことが難しいと
考えられている。Pichia pastorisにおける
ヒトリゾチーム抗菌ペプチドの産生させる
ことにより、ヒトリゾチームに由来する新規
な実用的抗菌剤を効率よく得る方法を開発
できることが期待される。特に、これらの新
規抗菌ペプチドを摂取したり投与したりす
ることによって、潜在的な微生物病原体、例
えば、カビのカンヂダ、グラム陽性細菌又は
グラム陰性細菌等に起因する感染症又は消
化器系炎症等の予防や治療を行うことが期
待される。 
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