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研究成果の概要： 
 本研究では、両生類の皮膚から抗菌性のペプチドの単離を行なうとともに、その効率的な遺

伝子クローニング法の開発を行なった。その結果、日本産の数種類のカエルから有用な抗菌ペ

プチド及びその配列を多数見つけ出すとともに、抗菌ペプチド遺伝子の発現には甲状腺ホルモ

ンが重要であることを示した。また、ヒストン H2B という本来は細胞の核にあるタンパク質

がカエルの皮膚から得られていることに基づき、その抗菌メカニズムを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 抗菌ペプチドは、微生物から哺乳類、さら
には植物までの広い範囲の生物に存在する
先天的な一次防御機構の一つであり、病原性
微生物から宿主を守る上で、極めて重要な役
割を果たしている。抗菌ペプチドの活性はペ
プチドの総正電荷数やαヘリックス、βシー
トなどの二次構造に依存するため、抗生物質
と比べて耐性菌を生じにくいことから、医薬
品への応用面で非常に注目が集まっている。
中でも両生類の皮膚抗菌ペプチドは構造及
び機能の上で多様性に富み、世界各地のカエ

ルからその単離が試みられている。代表者ら
は本研究開始当初の段階で、８種いる日本固
有 Rana 属カエル種のうち７種から皮膚抗菌
ペプチドを単離し、論文報告したが、その過
程において、抗菌ペプチドをカエルの皮膚か
ら単離するにはかなりの個体数を要するこ
とから、遺伝子クローニングを主体に、塩基
配列レベルから有用な抗菌ペプチド様配列
を探索する方法の重要性を痛感した。加えて、
世界中のカエルから積極的に抗菌ペプチド
が探索されている一方で、その分泌や合成を
調節する機構はあまり解析されておらず、生



 

物学的解析が必須である状況にあった。 
 
 
２．研究の目的 
 両生類の抗菌ペプチドは前駆体タンパク
質からプロセシングと翻訳後修飾を受けて
生じる。前駆体タンパク質は N 末端側からシ
グナルペプチド、介在配列、抗菌ペプチドの
３つのドメインが並ぶ構造であり、シグナル
ペプチド領域のアミノ酸配列は前駆体タン
パク質間で非常に高く保存されている。この
特徴は抗菌ペプチド前駆体タンパク質の
mRNAやゲノムDNAの特異的な選別を可能
とすることから、本研究は以下に挙げる２点
を主たる目的とした。 
 
⑴両生類の抗菌ペプチド遺伝子に特徴的な
塩基配列（シークエンス）を利用し、そのシ
ークエンスを有する cDNA やゲノム DNA にタ
ーゲットを絞って選別する方法を開発し、抗
菌ペプチド遺伝子を効率的に増幅する。 
 
⑵８種いる日本固有 Rana 属のうち唯一抗菌
ペプチドの単離が試みられていなかったチ
ョウセンヤマアカガエル、及び樹上棲カエル
の代表的存在であるニホンアマガエルの皮
膚から、抗菌ペプチドを単離する。 
 
 さらに、上記目的を遂行して行く上で重要
となった以下の３点も目的とした。 
 
⑶これまでに単離した抗菌ペプチド遺伝子
についてその発現を調節する因子を探求す
る。 
 
⑷カエル以外の動物の抗菌ペプチド cDNA の
クローニングを行なう。 
 
⑸代表者らが以前に報告したシュレーゲル
アオガエルの皮膚抗菌物質としてのヒスト
ン H2B について、遺伝子組換えによりタンパ
ク質を作製し、その抗菌メカニズムを解明す
る。 
 
３．研究の方法 
 上記２の各研究目的に即した研究方法を
以下のように設定した。 
 
⑴抗菌ペプチド前駆体タンパク質間で保存
的な配列を基に、PCR 用プライマーをデザイ
ンし、RT-PCR 法並びに 3′-RACE 法により特
定のシークエンスをもつ mRNA を捕獲し、カ
エル皮膚より抗菌ペプチド cDNAを増幅する。
塩基配列の解析により新規の抗菌ペプチド
様配列が得られたら、ペプチド合成を行ない、
微量液体希釈法により抗菌活性を測定する。
また、プライマーと同じ配列を有するオリゴ

DNA を磁気ビーズに結合し、カエル血球細胞
より得た DNAとハイブリダイゼーションさせ
る。磁石を用いて磁気ビーズに結合した DNA
を回収し、これを鋳型に、cDNA の塩基配列を
基に作製したプライマーを用いて抗菌ペプ
チドのゲノム DNA をクローニングし、配列を
決定する。 
 
⑵チョウセンヤマアカガエルとニホンアマ
ガエルの皮膚を凍結乾燥した後、タンパク質
を粗抽出し、数種類のカラムを用いた HPLC
法で抗菌ペプチドを単離し、アミノ酸配列と
質量を決定するとともに、グラム陰性菌と陽
性菌に対する抗菌活性と哺乳類の細胞に対
する毒性を測定する。 
 
⑶両生類の皮膚構造は変態の前後で大きく
様相が異なり、抗菌ペプチドを合成・分泌す
る皮膚腺は変態に伴い発達して来る。そこで
ヤマアカガエルとタゴガエルの皮膚 Total 
RNA を発生段階ごとに採取し、半定量的
RT-PCR 法により、抗菌ペプチド mRNA の発現
量を解析するとともに、変態に重要な役割を
果たしている甲状腺ホルモンの影響を検証
する。 
 
⑷ニワトリ並びにウズラの血球系／免疫系
組織に着目し、骨髄・肺・ファブリキウス嚢
等より Total RNA を抽出し、抗菌ペプチド
Cathelicidin に特異的なプライマーを作製
して、RT-PCR法によりcDNAの増幅を試みる。 
 
⑸マルトース結合タンパク質と融合したシ
ュレーゲルアオガエルのヒストン H2B 組換
え体タンパク質(MBP-H2B)を作製し、抗大腸
菌作用を検証する。 
 
４．研究成果 
⑴ヤマアカガエル、タゴガエル、ナガレタゴ
ガエル、ニホンアカガエル、リュウキュウア
カガエル、ツシマアカガエルからそれぞれ数
種類の抗菌ペプチド前駆体の cDNA をクロー
ニングした。一部についてはすでに論文発表
し、残りについては学会発表を行なっている。
なお、その数は現在も増加中である。また、
ヤマアカガエルとタゴガエルの抗菌ペプチ
ド Temporin について、全長或いは部分的な
ゲノム DNA をクローニングし、塩基配列を決
定した。特にプロモーター領域を中心に配列
を解析したところ、NF-IL6 や GATA-1 など、
感染や炎症に関連する転写因子と結合する
配列が頻出することを見つけ、国際学会等で
発表している。 
 
⑵チョウセンヤマアカガエルから数種類の
抗菌ペプチドを単離し、アミノ酸配列と質量
を決定するとともに、回収量が十分であった

 



 

ペプチドについては抗菌活性を測定した。ま
た、同様の方法を用いてニホンアマガエルの
皮膚からの抗菌ペプチドの単離を試みたが、
抗菌活性を有する画分は得られず、細胞溶解
性を示すタンパク質を得た。部分的なアミノ
酸配列の決定と質量分析の結果から非修飾
型のヒストン H4 であることが示唆されたの
で、遺伝子クローニングにより、その配列を
決めた。このとき、ニホンアマガエルのヒス
トン H4 mRNA はこれまでに報告されているヒ
ストン H4 の 3′-UTR のコンセンサス配列と
大きく異なることが明らかになった。成果は
それぞれ論文発表を行なった。 
 
⑶⑴において cDNA クローニングしたヤマア
カガエルの Temporin とタゴガエルのハチ毒
メリチン様ペプチド (MRP)について、変態の
進行に依存して皮膚における mRNA の発現量
が増加することを検出し、さらにヤマアカガ
エルの Temporin mRNA は甲状腺ホルモンによ
り発現促進することを確認した。成果はそれ
ぞれ論文発表を行なった。 
 
⑷ニワトリのファブリキウス嚢由来の培養
細胞から Cathelicidin-B1 の cDNA を、また
ウズラ骨髄からFowlicidin-1, -2, -3のcDNA
をクローニングした。現在、cathelicidin-B1
の特異的抗体を作製するとともに、培養細胞
からの cathelicidin-B1の単離を目指してい
る。成果の一部は学会発表を、またこれに関
連する事象について論文発表を行なった。 
 
⑸シュレーゲルアオガエルのヒストン H2B 
cDNA を用いて組換え体 MBP-H2B を作製し、ヒ
ストン H2Bの抗菌活性のメカニズムの解析を
行なった。その結果、大腸菌は外膜のプロテ
アーゼでヒストン H2Bを断片化するがその断
片は大腸菌の細胞膜を透過し、細胞内の核酸
と結合することで抗菌活性を示すこと、この
透過する断片はヒストン H2B の N末端側であ
ること、また外膜プロテアーゼを持たない大
腸菌に対しても細胞壁に結合し抗菌性を示
すことを明らかにするとともに、シュレーゲ
ルアオガエルの皮膚腺の一部細胞の細胞質
にヒストン H2B が局在し、皮膚腺の収縮によ
り体外に分泌されること、などを明らかにし
た。成果については論文発表を行なった。 
 
⑹抗菌ペプチドも含め、両生類を用いた研究
全般の面白さを伝えるため、代表者と分担者
である菊山がオーガナイザーとなって、18 年
度の日本動物学会第 78 回大会において、「両
生類はワンダーランド」というシンポジウム
を開催した。 
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