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研究成果の概要（和文）： 抗菌ペプチド（AMP)は複数の標的を持ち、多彩な機能を有する鍵束と考えられる。
申請者らは脊椎動物および無脊椎動物の抗菌ペプチドの構造予測を行い、構造と抗菌活性の連関を明らかにし
た。特に無脊椎動物の由来のAMPはユニークな立体構造を持ち、哺乳類細胞にほとんど毒性を示さず、効果的に
メチシリン耐性あるいはバンコマイシン耐性黄色ブドウ球菌を殺菌した。分子改変を行い、強力な抗癌活性を有
するAMPは大腸癌細胞に対してアポトーシスを誘導した。ミトコンドリアはAMPの標的となっていると考えられ
た。さらに、メタボローム解析によってAMPは癌細胞の代謝に影響を与えることが分かった。

研究成果の概要（英文）：　 Antimicrobial peptides (AMPs) are host defense molecules of the innate 
immune system of all life forms. Recently, they have been characterized as multifunctional peptides.
   In this study, we predicted the structure of persulcatusin (IP), which is an AMP derived from the
 tick. The structural integrity of IP is maintained by the S-S bond.  IP showed strong antimicrobial
 activity against drug-resistant S. aureus but not toxic against mammalian and human cells such as 
fibroblasts, colon epithelial cells and erythrocytes. In particular against MRSA and VRSA, we found 
that IP had similar or stronger antimicrobial activity than VCM
   We revealed that human cathelicidin antimicrobial peptide and its analogue, suppress the 
proliferation of colon cancer cells via apoptotic cell death.Large-scale metabolic profiling 
demonstrated remarkable differences between colon cancer cell lines treated with  functional AMP and
 controls. 

研究分野： 動物微生物学

キーワード： 抗菌ペプチド　薬剤耐性菌　腫瘍　メタボローム解析　アポトーシス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
昆虫からヒトに至る多くの生物には，生体

内に微生物が侵入した際に，最初のバリアー
として皮膚，粘膜上で微生物を排除する非特
異的免疫機構，すなわち先天性免疫と称され
る自然免疫(innate immunity)を有している
ことが知られている。この自然免疫に関与す
る抗菌ペプチドは現在2700以上にのぼり、そ
の多くは陽電荷を保持し，細菌や真菌さらに
ウイルスに殺微生物効果を有している（図1）。
哺乳類では，これら抗菌ペプチドが好中球や
マクロファージ等の免役細胞や，表皮，粘膜
組織から豊富に産生分泌されている．抗菌ペ
プチドは，カテリシジンとデフェンシンの２
つのファミリーに大別され，微生物の細胞膜
を破壊することにより効果を発揮する。我々
はメチシリン耐性黄色ブドウ球菌に牛由来
抗菌ペプチドBMAP-28は活性を示すことを明
らかにした（Takagi et al. 2012）。人由来
hCAP18/LL-37の病原性微生物に対する選択
的殺菌効果により，耐性菌を作らせず，日和
見感染を誘導しない，生体に優しい抗菌ペプ
チドを応用した新しい感染症治療薬として
期待されている。 

図１．自然免疫系における抗菌ペプチド 
 抗菌ペプチドを応用した癌治療薬として
の有効性については，古くはデフェンシン
に始まるが，2004年に我々が，ヒトで唯一発
現するカテリシジンのhCAP18/LL-37のC末端
に存在する抗菌活性領域から合成した27残
基ペプチドによるヒト癌細胞に対する抗腫
瘍効果の報告が最初である。その後，牛の乳
汁中に存在するラクトフェリンの合成誘導
体ペプチドLactferricinで我々と同様のヒ
ト癌細胞による抗腫瘍効果が報告されるに
至っている。（Eliassen et al. 2006)。し
かし，抗菌ペプチドの癌細胞を含めた哺乳動
物細胞に対する作用機序や，癌細胞特異的な
殺細胞効果の詳細なメカニズムについては
不明な点が多く残っている。 
ヒトカテリシジン抗菌ペプチドが健常細胞

に影響を及ぼさずに、癌細胞特異的にアポト
ーシスを誘導する機構を解明するために、本

抗菌ペプチドをコードする遺伝子を癌細胞に
強制発現させると健常細胞と同様に抗菌ペプ
チドによる殺細胞効果が消失し、hCAP18/LL-
37発現癌細胞がhCAP18抗菌ペプチドに抵抗性
を示す結果を得た。このことから、hCAP18/L
L-37は癌抑制遺伝子様の機能を有しているこ
とが示された。また、同時に本細胞が恒常的
に産生分泌するhCAP18/LL-37は微生物に対す
る殺微生物効果を有しており、その生物学的
活性が維持され自ら産生した抗菌ペプチドに
よる感染予防への応用が期待されている。 
２．研究の目的 
抗菌ペプチドは共生細菌を決定するのに

大きな役割を演じていると考えられている。
膜破壊メカニズムについても複数の仮説が
提示されているが、必ずしもそのメカニズム
は明らかになっていない。殺菌活性を有さな
くとも、バイオフィルム形成阻害能が抗菌ペ
プチドには認められることから、菌体コンポ
ーネントとの分子間相互作用を検討し、抗生
物質耐性菌対策のための微生物制御への足
がかりとする。 
抗菌ペプチドはアポトーシスに関与する

細胞内シグナル分子を複数にわたり標的と
している可能性が示唆されてきた。本研究で
はメタボローム解析を行い、抗菌ペプチドに
よる癌細胞の代謝変化を明らかにすること
を目的の一つとした。さらに、細胞内の低分
子 RNA(miRNA)の制御によって細胞内のシグ
ナリングプロセスが複雑に動いていること
を知るための第一歩として、アレイ解析によ
って予測を行う。アポトーシス関連分子とこ
れらを制御因子の解明を行う。miRNA のプロ
ファイリングを行い、miRNA 分子の挙動を、
RNA 干渉法を用いて機能の検証を行う。この
ことにより、自然免疫制御分子による抗菌ペ
プチドの選択的殺細胞効果のメカニズムを
解明し、自然免疫分子を応用した癌の治療基
盤の確立を目指している。 
３．研究の方法 
ペプチド合成 

抗菌ペプチドは固相法で合成する。最終標
品は高速液体クロマトグラフィー（逆相液体
クロマトグラフィー）で精製し、溶出パター
ンで単一のピークから、純度 95％以上のもの
を 用 い る ｡ 合 成 ペ プ チ ド と し て は 、



CAP18/LL-37 の C末端部分の全配列である 37
残基ペプチド(活性ドメイン)ほぼ同等の活
性を確認している 27 残基のオリジナル（FRK 
SKEKIGKEFK RIVQRIKDFL RNLV）および２種
類の置換体を抗癌活性に用いた（図 2）。さら
に、牛、犬、マウス、ラット由来の抗菌ペプ
チドをはじめ、無脊椎動物由来の抗菌ペプチ
ドも合成した。これらのうち、特に抗菌活性
が強いウシ由来抗菌ペプチドBMAP-28を細菌
に対して用いた。 
分子シミュレーション 
抗菌ペプチドの分子動態シミュレーショ

ンとしてモチーフの状態などから生体内に
おいて機能発現するときの動態シミュレー
ションを行う。モチーフの情報からホモロジ
ーモデルで初期構造を作成し、10nsec のシミ
ュレーションを実行する。シミュレーション
後に構造サンプリングを行い、得られた構造
を、交差RMSDを計算してクラスタリングし、
代表的な構造を数個（個数はクラスタリング
結果に依存）取得して計算を行った。本研究
では立体構造に特有の構造が推定できるマ
ダニ抗菌ペプチド（Persulcatusin）につい
て記載した。 
細菌に対する作用 
細菌細胞に対しては抗生物質耐性菌を標

的として検討した。さらにバイオフィルム形
成阻害およびバイオフィルムへの浸透性を
検討する。バイオフィルムに対する作用を検
討のために MBECTM High-throughput (HTP) 
Assay を確立し、また、タイコ酸などの主要
菌体コンポーネントとの相互作用をＱＣＭ
分子間相互作用測定装置で明らかにする。主
としてブドウ球菌を指標菌として検討する。 
細菌の種類による感受性の違い 
菌体膜構造の違いに注目し、高度感受

性株と低度感受性株の膜性状の違いをガ
スクロマトグラフィーにおける脂質分析
で決定する。 
癌細胞に対する作用の検討 

癌細胞による応答性の違いを明らかにす
るため、特に大腸癌細胞を標的とした。遺伝
子 導 入 に よ る 抵 抗 性 細 胞
SAS-H1(CAMP/SAS-H1 癌細胞）の作成には
成功しているので、本研究では大腸癌細
胞ついて検討した。細胞増殖およびアポ
トーシスについての検討を行った。 
癌抑制効果の解析 
 抗菌ペプチド刺激による変化をメタボ
ロームおよびマイクロアレイによって解
析する。実際に何らかの変化（たとえば
apoptosis）に動くシグナル伝達系分子を
マイクロアレイによって mRNA を Real 
time-PCR 法で検討する。 
抗菌ペプチド刺激および遺伝子強制発現癌

細胞による自然免疫制御miRNAの網羅的解析 

 抗菌ペプチドの刺激前後の癌細胞および
遺伝子強制発現癌細胞から mirVana miRNA 
isolation kit (Ambion) を用いて total RNA

を抽出し、miRCUR-Y Hy3/Hy5 によりラベリン
グし、miRCURY LNA Array (Exiqon)にハイブ
リダイズして miRNA microarray 解析を行う。
本解析により抗菌ペプチドで誘導される
miRNA 分子種を同定する。次に同定された
miRNA が既存細胞内シグナル分子をどの様に
制御しているかを定量 PCR で検討する。以上
のことから、抗菌ペプチドによって発現が亢
進する、また発現が低下する miRNA のプロフ
ァイリングを行う。 
４．研究成果 
（１）MRSA は家畜に感染し、市場に出回る食
肉からも検出されている。抗生物質を投与さ
れた仔牛は MRSA の保菌個体になりやすいだ
けでなく、ヒトとウシの間での MRSA の伝播
が確認されている。カセリシジンファミリー
の中でも BMAP-28 は強い活性を示す。MSSA と
MRSAに対するBMAP-28に対する感受性の比較
したとき、MRSA が濃度依存的に殺菌されるの
に対して、MSSA は Cumulative Curve から感
受性と抵抗性のグループがあると考えられ
た（図３A）。そこで、MSSA を２グループに分
け、抗菌活性を調べた。その結果、BMAP-28
に対して S.aureus はグループ間で感受性の
違いがあることが分かった（図３B）。膜破壊
の様子を観察すると、MSSA では菌体が球菌の
形状を保てないまでに破壊されたが、MRSA で
は内容物が漏出し菌体のサイズが変化して
いた。さらに、感受性の違いを知るために、
Net Charge あるいは疎水性を変化させたア
ミノ酸置換体による抗菌活性を調べたが、
BMAP-28 とアミノ酸置換体の間では有意な差
が見られなかった。 
（2）抗菌ペプチドの標的となる細胞膜の組
成に着目し、極性脂質の分析を行った。検出
された脂肪酸すべてに対する各脂肪酸の割
合を算出して比較したところ、C20:1 の割合
が、MRSA において MSSA より有意に高かった
（図３C）。リガンドとして Cys-BMAP-28 を、
アナライトとしてリポタイコ酸を用い、QCM
（Quartz Crystal Microbalance）法によっ
て分子間相互作用の検討を行った。BMAP-28
は MRSA や MSSA の標的分子としてリポタイコ
酸に結合した。カセリシジンファミリーの抗
菌ペプチドはグラム陰性菌のリポ多糖に結
合するが、グラム陽性菌に対してはリポタイ
コ酸に結合する。BMAP-28 は S.aureusに対し



て殺菌活性を示したが、 Streptococcus 
mutans に対しては殺菌活性を示さなかった。
逆に、バイオフィルム形成阻害作用は
S.aureusに対しては見られず、S. mutansに
対して見られた。 
（3）マダニ抗菌ペプチド IP の構造を予測解
析し、アミノ酸配列のみでＳ－Ｓ結合を持た
ない構造ではサンプリングされた構造はい
ずれも α1β1 モチーフを取っておらず、ペ
プチド鎖はランダムな構造を取っているこ
とがわかった。ヘリックス構造の一部分はシ
ミュレーション過程で比較的構造が保持さ
れているが、シート構造はシミュレーション
過程ではほぼ観察できず、ランダムコンフォ
メーションをとることがわかった。Ｓ－Ｓ結
合を持った構造では全体の形状としてはや
や折れ曲がったラグビーボール状の構造を
取っていた。Ｓ-Ｓ結合をもつ構造体ともた
ない構造体で抗菌活性を比較したところ、有
意に抗菌活性はＳ-Ｓ結合をもつ構造体のほ
うが高かった。このことから、IP の活性発現
に立体構造は重要な役割を演じていること
が分かった。予測された構造に基づいて合成
した IP を用いて、薬剤耐性黄色ブドウ球菌
に対する活性や哺乳類細胞に対する毒性試
験を行い、薬剤耐性黄色ブドウ球菌に対する
新規抗菌薬としての可能性を調べた。MRSA に
対する IPの MIC 値は 2 µg/ml、バンコマイシ
ン（VCM）は 1 µg/ml であった。他のマダニ
抗菌ペプチドではこのような強い活性は見
られなかった。また VCM の MIC が 32 µg/ml
以上であるVRSAに対しIPのMIC値は 2 µg/ml
と最も強い抗菌活性を示した。ヒトや動物由
来の細胞に対して IP は高濃度条件でも細胞
数や DNA に影響を与えなかった。カルセイン
漏出アッセイでは MRSA と VRSA の両者で IP
処理によりカルセイン漏出率の増加が見ら
れた。また SEM による菌体膜の観察によって
IP 処理による細菌膜の障害が確認できた。 
（4）分子改変によって作成したアナログペ
プチド FF/CAP18 の大腸癌細胞 HCT116 への効
果を調べた。抗菌ペプチド添加培地で培養し、
細胞の成長を観察したところ、有意な細胞数
の減少を認めた。一方、LL-37 を用いたとき
には細胞数は対照と比較して有意な減少を
示さなかった。このことから、LL-37 で見ら
れなかった癌細胞の増殖抑制はアミノ酸置
換体を用いることによって見られることが
わかった。ミトコンドリアの膜電位の消失は
早期アポトーシスのマーカーを用いて観察
では、正常細胞においては MitoCaptureTM 試
薬が蓄積、集合し赤色蛍光を示した。一方、
アポトーシス細胞ではミトコンドリアの膜
貫通のポテンシャルが変化してしまうため
に、細胞質において単量体型の試薬が緑色蛍
光を示した。アポトーシスの最終段階である
DNAの断片化を観測ではFF/CAP18処理細胞に
部分的な赤色蛍光の消失が見られ、緑色蛍光
が強く見られる箇所が存在した。以上から、
FF/CAP18 はミトコンドリアの膜の脱分極を

部分的に起こしていると考えられた。
AnnexinV-7AAD アッセイでアポトーシスが証
明できるものの、SAS-H1 に比べると HCT116
に対して FF/CAP18 は強力なアポトーシスを
引き起こしてはいないと考えられた。 癌細
胞は、ワールブルグ効果と呼ばれる働きによ
って、嫌気呼吸から代謝エネルギーを得るこ
とが知られており、ミトコンドリアに脱分極
が見られても、今回の様に多くの細胞 DNA に
ダメージをあたえられず、細胞死を引き起こ
すことができなかったために、ある程度の成
長が可能だったのではと考えた。そこで、メ
タボローム解析を試みたところ、FF/CAP18 処
理後の HCT116 細胞内および培養液中のメタ
ボライトに大きな変化を認めた。癌細胞は活
発な分裂と増殖を支えるため、生体内に存在
する解糖系を介してグルコースに含まれる
高い結合エネルギーを使いやすい形に変換
していくための代謝過程を活発に働かせて
いる。抗菌ペプチド処理はこの代謝を乱し、
低濃度ではサイクルを回そうとする動きが
あるものの、高濃度では ATP 産生が著しく抑
制され、代謝の過程-酸化的リン酸化のプロ
セスでプリン代謝、糖代謝などに異常をもた
らすことがわかった。 
 抗菌ペプチド処理後に発現量が増減す
る miRNAを網羅的にアレイ解析したところ、
濃度依存的に発現が上昇する miRNAが見い
だされた。この miRNA は、大腸癌細胞に強
制発現させると、細胞が老化様形態を示し、
増殖が抑制されることがわかった。細胞周
期を確認したところ、miRNA を強制発現
させた大腸癌細胞では、G2/M 期で停止し
ている細胞が多く存在していた。以上のこ
とから、抗菌ペプチドは癌細胞に対して
miRNA を介した制御を行っていることが
示唆された。 
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