
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：３７１１６  

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2008～2010   

課題番号：２０５９０９２７ 

研究課題名（和文） デフェンシンを新しい抗菌薬として開発するための基礎的研究 

                     

研究課題名（英文） Fundamental study of development of new antibiotics using defensins 

 

研究代表者 

 迎 寛（MUKAE HIROSHI） 

産業医科大学・医学部・教授 

 研究者番号：８０２５３８２１ 

研究成果の概要（和文）：１、真菌のデフェンシンであるプレクタシンは肺炎球菌に対して強い抗菌

活性を持ち、ヒト細胞からのサイトカイン産生や細胞傷害に影響しない。そのため、プレクタシン

は新しい抗菌薬としての可能性が示唆された。２、ヒトαデフェンシンはサイトカイン産生誘導能

や細胞傷害性を持つが、それ以外に気道上皮細胞からムチン（MUC5AC）産生亢進作用があることが

明らかとなった。この作用はマクロライド系抗菌薬により抑制された。３、ヒトαデフェンシンに

よるヒト細胞からのIL-8や増殖因子の産生は細胞の種類により異なり、それが特発性肺線維症やび

まん性汎細気管支炎の病態の相違と関連している可能性がある。これらの作用はヒトに対する投与

で副作用となる可能性があり、ヒトαデフェンシンを直接抗菌薬として使用する事は難しい。今後、

プレクタシンなどヒト以外のデフェンシンの検討が必要と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 1. Plectasin is the first defensin-like peptide to be isolated from fungus, 
which has specific antibacterial activity against Streptococcus pneumoniae. In addition, it 
showed no cytotoxicity to human cells, and it did not induce IL-8 production in A549 cells. This 
suggests that plectasin could be an inoffensive alternative antibiotic for clinical application. 2. 
Human α-defensins contribute to excessive mucus production by increasing the production of 
MUC5AC from bronchial epithelial cells. Macrolide antibiotics directly inhibit these actions. 3. 
Human α-defensins mainly enhanced the expression of IL-8 in epithelial cells, whereas it 
enhanced transforming growth factor-β and vascular endothelial growth factor expressions in 
lung fibroblasts. These results suggest that humanα-defensins play different roles in the 
pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrosis and diffuse panbronchiolitis according to the 
location in the lung where the humanα-defensins are mainly produced. It is possible that these 
effects of humanα-defensins carry a risk of adverse effects. Therefore we should examine the 
possibility of fungal defensins like plectasin as antibiotics. 
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１．研究開始当初の背景 
 気道・肺は病原微生物の侵入門戸となる臓
器であり、充実した免疫機構を持つが、その
速やかな発現のためには非特異的な病原微
生物に対する反応である自然免疫が特に重
要となる。その中でも抗微生物活性やその他
の様々な作用をもつ抗菌ペプチド群が現在
注目されている。デフェンシンは抗菌ペプチ
ド群の中の一つであり、グラム陽性・陰性菌、
真菌、結核菌、エンベロープウイルスに対し
て広く抗微生物活性を持ち、ほ乳類から昆虫、
植物などにまで存在する。ヒトでは構造上の
特徴からα型とβ型に分類される。現在、既
存薬とは異なる抗菌メカニズムであること
からデフェンシンに関連する新しいタイプ
の抗菌薬の開発が世界的にすすめられてい
るが、まだその商品化までは様々な困難が認
められる（Hancock RE et al. Nat Biotechnol. 
2006）。我々は今までに様々なヒト・デフェ
ンシンの合成ペプチドを作製し、その抗菌活
性の検討を行ってきた。 
 また、radioimmunoassay を用いてその定量
法を確立し(Shiomi K et al. Biochem Biophys 
Res Commun. 1993, Hiratsuka T et al. 
Biochem Biophys Res Commun. 1998, Yanagi 
S et al. Respir Res. 2005, Ishimoto H et 
al Eur Respir J. 2006)、肺炎を中心とした
様々な呼吸器感染症の患者でデフェンシン
値の測定を行ってきた。デフェンシンは患者
の肺局所や血漿でその産生量が増加してお
り、実際にヒトにおいてもデフェンシンが呼
吸器感染症で重要な役割を果たしているこ
とが明らかとなってた(Ashitani J et al. 
Eur Respir J. 1998, Chest 2001, Chest 2002, 
Hiratsuka T et al. Thorax 2003)。  
 抗菌活性以外にもデフェンシンは様々な
作用があることが明らかとされている。まず、
デフェンシンには樹状細胞、T 細胞、マクロ
ファージなどを遊走させ、自然免疫と獲得免
疫の橋渡しを行っていることが明らかとさ
れている。我々も今までにデフェンシンがケ
ミカルメディエーターとしての働きを持つ
ことや線維化に関連することも確認してき
た (Sakamoto N et al. Am J Physiol Lung 
Cell Mol Phisiol. 2005, Yoshioka S et al. 
Life Sci. 2007)。 
 現在、多剤耐性菌の社会的問題化にも関連
し、デフェンシンが「新しい抗菌薬」として
世界的に期待され、研究がなされている。し
かし、まだ抗菌薬としての商品化というレベ
ルには未だ至っておらず、デフェンシンの抗
菌活性、安全性、また抗菌活性以外の作用を
より詳細に明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 

 デフェンシンの「新しい抗菌薬」としての
臨床応用を目標に、抗菌活性などの検討を行
う。特に最近発見された真菌由来のデフェン
シンであるプレクタシンに関する検討を行
なう。また、デフェンシンが持つその他の
様々な作用の検討をより詳細に行うことで
ヒトに投与された時の予想される副作用を
明らかとし、また抗菌薬以外の作用を利用し
た新たな創薬の可能性を求めた基礎的研究
を行う。 
 
３．研究の方法 
 ①多剤耐性菌に対するデフェンシンの感
受性の確認： 
 多剤耐性菌を中心として、コロニーカウン
トアッセイなどの手法を用い、ヒトデフェン
シンやヒト以外のデフェンシン（Plectasin
など）の抗菌活性を明らかとしていく。 
 ②抗菌活性以外のデフェンシンの効果の
検討 1（ムチン産生におけるデフェンシンの
ケミカルメディエーターとしての働きとそ
れに対するマクロライドの影響）： 
 びまん性汎細気管支炎（DPB）症例では喀
痰の増加が著明である。我々の過去の検討か
ら、DPB 症例では肺局所でのデフェンシン濃
度の増加が明らかであるために、ムチン合成
亢進にデフェンシンが関与している可能性
を考えた。そこで、気道上皮細胞である H292
細胞に対してαデフェンシンおよび LPSにて
刺激を行い、MUC5ACの発現量の変化を RT-PCR
法や ELISA 法を用いて確認する。また、両者
による刺激を同時に行った場合の相互作用
に関する検討も行う。緑膿菌による MUC5AC
産生亢進がマクロライド系抗菌薬によって
抑制されることは以前示した(Kaneko Y et al. 
Respiration. 2003)が、デフェンシンによる
刺激においても同様の作用を示すものか、ま
たマクロライド系抗菌薬やケトライド系抗
菌薬にその抑制作用があるか、細胞内情報伝
達もからめて確認する。 
 ③抗菌活性以外のデフェンシンの効果の
検討 2（肺線維芽細胞や気道上皮細胞におけ
るデフェンシンによるサイトカインや増殖
因子の産生確認）： 
 ヒト正常肺線維芽細胞のprimary culture、
Ⅱ型肺胞上皮細胞（A549 細胞）、気道上皮細
胞を用いて、IL-8 やIL-1βといった初期炎症
反応に関わるサイトカイン、また線維化に関
与するといわれているTGF-β1, PDGF, CTGF
などの成長因子のmRNAの発現について、
RNase protection assay （ RiboQuantTM 
multi-probe system; PharMingen）やreal 
time PCRを用い、検討する。これらの検討に
より、デフェンシンの生体での副作用として
の細胞傷害や線維化へのメカニズムを明ら



かとする。 
 
４．研究成果 
 まず、デフェンシンの「新しい抗菌薬」と

しての臨床応用を目標に、最近発見された真

菌由来のデフェンシンであるPlectasinにつ

いて、その合成ペプチドを用いてin vitroに
おける抗菌活性の検討を行った。 

 

 
図１：PRSPと PSSPともに良好な抗菌活性がみられたが

、MSSAに対する抗菌活性はなかった。 

 

 種々の細菌や真菌に対する抗菌活性を調

べたが、肺炎球菌ではペニシリン感受性、耐

性に関係なく、強い抗菌活性がみられた（図

１）。また、MRSAを含むブドウ球菌やインフ

ルエンザ菌、緑膿菌、カンジダには抗菌活性

は認めなかった。ヒトデフェンシンでは、ヒ

ト血清によりその抗菌活性が消失すること

が知られているが、我々の検討においてPlec

tasinの抗菌活性はヒト血清の添加によって

も何ら変化を認めなかった。このことから、

Plectasinはヒトに対して経静脈的な投与で

も活性が減弱しない可能性がある。次に、ヒ

トデフェンシンは細胞傷害性やサイトカイ

ン産生誘導作用を持つが、Plectasinも同様

な作用があるかを検討した。結果としてはPl

ectasin刺激により、気道上皮細胞からのIL-

8産生は見られず（図２）、また気道上皮細胞

などの肺内細胞への細胞傷害性はみられな

かった。これらの結果から、Plectasinはヒ

トの感染症において、将来臨床的に使用でき

る可能性がある。 

 
図２：αデフェンシン（NHP-1）とPlectasinによるA549

細胞からのIL-8産生への影響 

 

 我々は以前にαデフェンシンが持つ細胞

傷害などの様々なヒト細胞への影響を明ら

かにしているが、αデフェンシン投与による

副作用の可能性を明らかにする目的で、今回

、気道上皮細胞からのムチン産生に対するα

デフェンシンの影響を検討した。緑膿菌由来

LPS同様にαデフェンシンは気道上皮細胞か

らのムチン産生を亢進させた（図３）。これ

はLPSによる刺激同様にマクロライド薬の投

与で抑制された。シグナル伝達系の検討では

LPSとαデフェンシンのムチン産生へのシグ

ナル伝達系が異なることが示唆された。 

 
図３：αデフェンシン（HNP-1）は濃度依存性にMUC5AC

蛋白の発現を亢進したが、20μg/ml以上の濃度では細胞

傷害性がみられた。 

 

 今までに開発した各種デフェンシンのrad

ioimmunoassayを用いて、クローン病などの

炎症性腸疾患症例におけるデフェンシンの

係わりを臨床的に検討した。クローン病など

の炎症性腸疾患では特にαデフェンシン値

が健常者よりも高値を示し、特に血漿値は疾

患活動性や、CRPやTNFαなどの炎症反応と相

関していた。これらの結果よりデフェンシン

と炎症性腸疾患の関連性が示唆され、デフェ

ンシンを「新しい抗菌薬」として臨床応用す

るためには、腸炎などの副作用が出現する可

能性が否定できず、マウスなどの動物モデル

にデフェンシンを投与することで腸に対す

る副作用を確認する必要がある。 

 血漿中のαデフェンシン値が特発性肺線

維症において健常者よりも高値となるとい

う結果（Mukae H et al. Thorax. 2002）か

ら、デフェンシンによる肺の線維化の可能性

も考慮すべきであると考えた。そこで今回は

、in vitroにおいて様々な肺内細胞（気道上

皮細胞、肺胞上皮細胞、肺線維芽細胞）を用

いて、αデフェンシンによる増殖因子やサイ

トカインの産生の有無、またその細胞間での

違いを検討した。上皮細胞ではαデフェンシ

ンによってIL-８の産生が強く亢進されるが、

肺線維芽細胞ではIL-８の産生は弱く、逆にT

GF-βやVEGFなどの増殖因子の産生が強く亢

進された。この様に細胞の違いによってデフ

ェンシンの刺激により産生されるメディエ

ーターの違いがみられた（図４，５）。 



 

 
図４：αデフェンシン（HNP-1）は濃度依存性にヒト気

道上皮細胞（HBEC）からのIL-8蛋白産生を亢進したが、

A549細胞や肺線維芽細胞（NHLF）では認められなかった

。 

 

 
図５：αデフェンシン（HNP-1）は濃度依存性に肺線維

芽細胞（NHLF）からのTGFβ1蛋白産生を亢進したが、ヒ

ト気道上皮細胞（HBEC）では認められなかった。 
 

 これらの結果からデフェンシンが主に産

生される場所（近隣に存在する細胞）の違い

により、病態（炎症に進んだり、線維化に進

んだりする）が異なってくる可能性が示唆さ

れた。 

 また、現在進行中であるが、αデフェンシ
ンをマウスの肺内に注入した後の肺の組織
学的変化を検討している。まだ十分な解析に
至っていないが、ARDS を起こす量の約 10 分
の１のαデフェンシンを慢性的に１週間マ
ウスの肺内に投与し、数日後にマウスの肺を
検討したところ、気道を中心とした慢性炎症
が起っている可能性が示唆されている。今後
は検討数を増やし、長期間での肺への線維化
を含めた影響を検討する予定である。 
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