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研究成果の概要（和文）： 

 

既存の抗真菌薬が抱えている課題の改善策を提供する新規作用機序を有するタンパク質を創製

し、併せて特異性を活用した高感度真菌症早期診断システムを構築した。真菌症の代表的な疾

患のひとつである主病原真菌 Candida albicans に対しての有効性評価を行ったところ、in 
vitro でのこのデザインタンパク質の有効性を、真菌破壊による吸光度の減少やコロニー形成
能を指標にして評価検討を行ったところ、有効であるという結果を得た。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Antimicrobial peptides (AMPs) are promising antibiotics as they possess strong 

antimicrobial activity and very broad spectra of activity. We designed a novel AMP. We 

utilized Candida albicans as a model organism that produces secreted aspartic proteases 

(Saps) as a virulence attribute. The designed peptide possessed no antimicrobial activity 

until it was activated by Sap isozymes. Furthermore, it demonstrated selective 

antimicrobial activity against C. albicans, but not against Saccharomyces cerevisiae.  
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１．研究開始当初の背景 

真菌症は感染の深度によって表在性と深

在性に分類され、代表的な表在性真菌症の皮

膚糸状菌症（白癬とも呼ばれ、俗にいう「み

ずむし」など）の発生率はあらゆる感染症の

中でも最も高く、わが国でも全人口の１０％

以上が罹患していると推定され再発率も高

い。深在性真菌症は感染に対する抵抗力が低

くなった易感染患者に日和見感染症として

好発し多臓器不全（敗血症）に陥り重篤且つ

致死率も高いことから深刻な問題となって

おり、近年の HIV 感染者や AIDS 発症者の増

加、癌化学療法や臓器移植の進展による免疫

抑制剤の広範な利用、免疫力の低下した高齢
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者の増加が、易感染患者数の増加傾向に拍車

をかけ、ますます真菌症治療は医療上の重要

な課題となっている。 

現在、表在性および深在性真菌症に対する

既存の抗真菌薬の多くは、有効成分が病原真

菌の生育に関わる細胞内の合成酵素に作用

し、薬剤が当該酵素に結合することで病原真

菌の生育を阻害するいわゆる化学的作用機

序を有している。しかしながら、病原真菌が

生き残るために防御機能を発揮し、容易に薬

剤（既存薬）と酵素の結合箇所に変異を導入

（耐性株の出現）し、薬剤と酵素の親和性を

低下させ薬剤の有効性を低下させる問題点

や、真菌がヒトの細胞と同様の真核細胞であ

るため、毒性を完全に抑えることが難しく、

安全性の観点での問題も抱えている。このよ

うな状況から、既存薬と異なる新規作用機序

を有する臨床的有用性の高い新規な抗真菌

薬の開発が望まれている。 

 

２．研究の目的 

既存の抗真菌薬が抱えている課題の改善

策を提供する新規作用機序を有するタンパ

ク質を創製し、併せて特異性を活用した高感

度真菌症早期診断システム構築もめざす。デ

ザインタンパク質は、①認識領域：真菌細胞

を特異的に認識する分子からなる②抗菌ペ

プチド：ラクトフェリシンなどのペプチドを

基本とする③リンカー：真菌が分泌する酵素

などにより特異的に切断される配列からな

る④抑制ペプチド：既知のマガイニンなどの

抑制配列を基本とする。本タンパク質は、①

の認識領域より特異的に標的真菌に接着し、

真菌が増殖時に分泌する酵素(酸性プロテア

ーゼ)で③のリンカーが特異的に切断される

ことで抗菌ペプチドと抑制ペプチドが分離

し、抗菌ペプチドが真菌細胞膜に穴を開け、

細胞内成分を漏出させ死滅させる物理的な

作用機序を有する。 

 
３．研究の方法 

本デザインタンパク質の創製に関わる研

究では、これまでに申請者らが得ている基礎

的な知見,すなわち、「抗菌ペプチドでの真菌

Candida への抗菌作用」、「抑制ペプチドを結

合させることで病巣以外では抗菌活性は抑

えられること」、「Candida 特異的分泌酸性プ

ロテアーゼの種類によってリンカーの配列

が異なること」をベースに、認識ペプチド（11

～15 アミノ酸残基を想定）とリンカー（6～8

アミノ酸残基を想定）の最適アミノ酸配列の

決定のために、ハイスループットスクリーニ

ング（アミノ酸は 20 種類あるので、認識ペ

プチドは 2011～2015通りからの、リンカーは

20６～20８通りからのスクリーニング）を行い、

種々の組み合わせの検討により有効性の最

適化を行う。また、薬効時間を伸ばすために

プロテアーゼ感受性を抑える修飾方法につ

いて検討し、真菌症の代表的な疾患のひとつ

である Candida 症の主病原真菌 Candida 

albicans に対しての有効性評価を行う。 

 
４．研究成果 

既存の抗真菌薬が抱えている課題の改善

策を提供する新規作用機序を有するタンパ

ク質を創製し、併せて特異性を活用した高感

度真菌症早期診断システム構築もめざした。

デザインタンパク質は、①認識領域：真菌細

胞を特異的に認識する分子からなる②抗菌

ペプチド：ラクトフェリシンなどのペプチド

を基本とする③リンカー：真菌が分泌する酵

素などにより特異的に切断される配列から

なる④抑制ペプチド：既知のマガイニンなど

の抑制配列を基本とした。本タンパク質は、

①の認識領域より特異的に標的真菌に接着

し、真菌が増殖時に分泌する酵素(酸性プロ

テアーゼ)で③のリンカーが特異的に切断さ



 

 

れることで抗菌ペプチドと抑制ペプチドが

分離し、抗菌ペプチドが真菌細胞膜に穴を開

け、細胞内成分を漏出させ死滅させる物理的

な作用機序を有する。具体的には、「抗菌ペ

プチドでの真菌 Candida への抗菌作用」、「抑

制ペプチドを結合させることで病巣以外で

は抗菌活性は抑えられること」、「Candida 特

異的分泌酸性プロテアーゼの種類によって

リンカーの配列が異なること」をベースに、

リンカー（6～8アミノ酸残基を想定）の最適

アミノ酸配列の決定のために、ペプチドライ

ブラリーからハイスループットスクリーニ

ングを行った。種々の組み合わせの検討によ

り有効性の最適化を行い、最適リンカーを決

定できた。また、薬効時間を考慮して、プロ

テアーゼ感受性を抑える修飾方法について

検討し、真菌症の代表的な疾患のひとつであ

る主病原真菌 Candida albicans に対しての

有効性評価を行ったところ、in vitro での

このデザインタンパク質の有効性を、真菌破

壊による吸光度の減少やコロニー形成能を

指標にして評価検討を行ったところ、有効で

あるという結果を得た。 

 

(1) モデル真菌（Candida 症の主病原真菌で

ある Candida albicans ）に対する in vitro 

有効性検討 

Candida albicans の細胞表層を認識する

ターゲット認識ペプチドと Candida 特異的

分泌酸性プロテアーゼにより切断される最

適長配列のリンカーペプチドを創製し、本菌

に対する抗菌ペプチド配列及び抗菌ペプチ

ドの活性をブロックする抑制ペプチドを、直

列に配置したデザインタンパク質のin vitro 

での有効性を最適化した。具体的には、

Candida albicans の細胞表層を認識するタ

ーゲット認識ペプチドと Candida 特異的分

泌酸性プロテアーゼにより切断される最適

長のリンカーペプチドをコンビナトリアル

バイオ工学手法により合成・選択し、これま

でにない配列と特性を持つペプチドを創製

した。そして、in vitro でのデザインタン

パク質の有効性を、真菌破壊による吸光度の

減少やコロニー形成能を指標にして評価検

討を行った。 

 

(2) 効率的な発酵生産系の確立 

新規にデザインしたタンパク質の発酵生

産による製造方法を確立した。具体的には、

従来の抗菌ペプチドの合成製造としては、化

学合成が主流となっている。しかし、化学合

成法はペプチドの長さに応じて高コストと

なり大量生産に適しているとはいえない。低

コスト化を期待できる発酵製造において収

量を確保する効率的な大量製造法の確立を

めざした。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

(3) Candida 症に対する早期診断システムの

構築 

設計されたリンカーの両端に、発光基と消

光基を付加したペプチドを創製し、検出感度

が既存の検出感度以上の高感度検出系を構

築し、かつ、15 分以内で診断結果が判定でき

る迅速性・簡便性に優れた診断システムの構

築を行った。具体的には、既存の補助診断法

として普及している血清診断法では、いずれ

も感度／特異度に限界があり、信頼性におけ

る問題点が指摘されている。また近年、普及

し始めている遺伝子診断法については、感

度・簡便性の点で優れているが、必要十分な

感度・特異度を示さないことが指摘されてい

る。そこで、１の研究開発を踏まえて設計さ

れたリンカーの両端に、発光基と消光基を付

加したペプチドを合成し、このリンカーペプ

チドが切断されると消光から発光に変化す

るが、その反応時間の短縮化、消光から発光

に変化する感度／特異度を、化学プローブの

面からも定量的にもモニタリングし検証し

た。 
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