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論 文 内 容 の 要 旨

抗菌性ペプチ ドは様々な生物種から現在500種類以上も単離されており,ヒトを含めたあらゆる生物に共通の先天的免疫

機構を担っていることが明らかとなってきた｡これら抗菌性ペプチ ドの主な機能は,細菌膜の脂質部分に作用し膜バリアー

能を破壊することであると考えられており,代表的な膜作動性抗菌ペプチ ドであるアフリカツメガエル皮膚由来 ･αヘリッ

クス構造のmagainin2(以下MG2)の膜作用機構については,さらに分子レベルでのメカニズムが詳細に研究されている

(図1)｡抗菌性ペプチドは,アミノ酸数十残基程度までの大きさであり,強塩基性,両親媒性という点では共通しているが,

脂質膜に結合して示す二次構造については,αヘリックス構造,βシート構造,ループ構造などの多様性がみられる｡しか

し多様な構造を持つ抗菌性ペプチドが存在する意義は明らかでなく,膜破壊活性以外の機能を有している可能性も予測され

るところであった｡そこで申請者は,天然に存在する抗菌性ペプチ ドのなかで特徴的な構造を持つ,アジアヒキガエル由来

･屈曲へリックス構造のbuforin2(以下BF2),カブトガニ由来 ･環状βシート構造のtachyplesinI(以下T-SS),そし

てMG2等を用い (図2),各ペプチ ドに特徴的な二次構造とそれに起因する機能の多様性という観点から,モデル隈およ

び細菌を用いた実験系により抗菌性ペプチドの作用を検討した｡

(図 1)magginin2ポア形成一族透過モデル

A禦 話芸諸 富雷蓋誓 如 C禦 与･i
第一章

抗菌性ペプチ ドbufoin2と脂質二分子膜との相互作用 :ペプチドの膜透過促進因子としてのPro残基

BF2は, トリフルオロエタノールのような疎水性環境では配列中央のProにより屈曲したヘリックス様二次構造をとる

点が特徴的である｡CD測定の結果,他の抗菌性ペプチドと同様酸性脂質選択的に結合すること,および膜中で両親媒性屈

曲へリックス構造をとることがわかった｡しかし人工脂質小胞を用いてMG2と比較検討した結果,他の多くの抗菌性ペプ

チドとは異なり,BF2は膜バリアー能をほとんど損傷することなく非常に効率よく膜を透過し内在化することがわかった.･

よってBF2の作用点が膜ではなく細胞内にある可能性が示唆された｡また,その膜透過機構は脂質分子のflip-flopを伴わ

ないという点でMG2とは異なった新規のものであると推察された｡ここで,BF2に特徴的なPro残基に着冒し,Proを
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Alaに置換 した誘導体の膜挙動 も検討 した結果,その構造が MG2様の規則正 しいαヘリックス型に近づき,膜挙動は

MG2型に変わることがわかった｡つまりBF2の新規膜透過機構において,Pro残基が構造上の重要な鍵となっていること

を兄いだした｡

(国2)使用したペプチドの一次髄

Flow-buforln2(BF2):TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK

FSWdlagainb12(NG2I:GIQKWLHSAKKFGKAFVGEJMNS
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tachypLesinIfTSS).･MちIFtCFtRYCIG
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第二章

環状βシート抗菌性ペプチ ドtachyplesinIとリボポリサッカライドとの特異的相互作用

T-SSはそのシステイン残基が分子内ジスルフィド結合を形成することにより安定な環状のβシー ト構造をとることが

特徴的な膜作動性抗菌ペプチ ドである｡ この特徴的な構造によりT-SSが細胞膜破壊以外の機能を発揮するのではないか

と考え,グラム陰性細菌の外膜構成脂質であるリポッポリサッカライド (LPS)識別能を検討した｡すなはち,ペプチ ドの

正電荷とLPSの負電荷との静電的相互作用により結合するのか,それとも何か特異的な結合なのかを,同じ負電荷をもっ

たリン脂質であるホスファチジルグリセロール (PG)への結合能と比較することで検討 した｡その結果,T-SSはLPSに

対 して280倍もの強い選択性を示した｡また,LPSの1ipidA部分のみを用いてもLPSに対する場合と同等の結合性を示し

たことから,T-SSが LPSのlipidA部分を認識 して選択結合性を発揮 していることが示唆された｡比較のため用いた

MG2ではLPSとPGに対する親和性に差違は見られなかった｡さらに,T-SSのシステイン側鎖のチオール基をアセトア

ミドメチル (Acm)基で保護した直鎖状の誘導体 (T-Acm)を用いたところ,LPSへの結合性がMG2と同程度までに減

少したことから,T-SSのLPS選択能においてその環状構造が必須であることが示唆された｡また,グラム陰性菌を用い

て外膜破壊活性を検討したところ,T-SSはその環状構造により非常に速やかな外膜破壊活性を､発揮することが明らかとな

った｡

第三章

αヘリックス抗菌性ペプチ ドmagainin2と環状βシー ト抗菌性ペプチ ドtachyplesinIの細菌選択的相乗効果 ‥カクテル

療法に向けて づ

これまでに抗菌性ペプチ ドと抗生物質間の相乗効果は多数報告されているが,抗菌性ペプチ ド間については例が少なく,

しかもアフリカツメガエル由来のMG2-PGLa間のように同じ生物種から単離された同じ二次構造を持つペプチ ド間につ㌔

いてのみであった｡本研究において申請者は,由来も構造も異なった抗菌性ペプチ ド,MG2とT-SSとが,抗菌活性にお

いて強い相乗効果を示すことを世界に先駆けて兄いだした｡さらに,MG2-PGLaペアは抗菌活性だけでなく溶血活性にお

いても相乗効果を示してしまうが,MG2-T-SSペアでは溶血活性における相乗効果は見られなかった｡そこで,MG2-T

-SSペアの細菌選択的相乗効果発揮のメカニズムを探るため,細菌膜,赤血球膜の脂質組成の相違に着目し,各々の脂質

組成を模した脂質小胞を用いて膜バリア一能破壊活性における相乗効果を検討した｡その結果,抗菌活性,溶血活性の結果

と良く対応した結果が得られ,よって,MG2-T-SSにみられる細菌選択的相乗効果が,酸性リン脂質含有膜 (細菌膜)に

特異的な膜作用で起こることが示唆された｡またその際,各々のペプチ ドを単独で用いた場合と比較して,両者を併用した

場合にはより大きな膜障害 (ポア)が形成されるようになることも分かった｡また,T-SSの直鎖状の誘導体,T-Acmを

用いたところ,抗菌活性における相乗効果は弱まり,また膜バリア一能破壊活性における相乗効果も消失 した｡ようて,

MG2との相乗効果発現におけるT-SSの環状構造の重要性が示唆された｡

以上本研究により,抗菌性ペプチ ドの新たな性質, 1)BF2は分子中央のProに由来する屈曲したへリックス構造によ

って膜バリアー能を破壊することなく効率的に膜を透過すること,および2)T-SSはその環状構造によって高いLPS選

択性が付与されていることが兄いだされた｡さらに,多様に存在する抗菌性ペプチ ド間の関係 として3)MG2とT-SSと
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が細菌選択的に相乗効果を発揮すること,またその際T-SSの環状構造が重要であることが兄いだされた｡これらの結果

は,抗菌性ペプチ ドがその特徴的構造により多様な性質を付与されていることを例示 し,BF2は細胞内薬物導入,T-SS

はエンドトキシンショック治療剤,あるいはMG2-T-SSのように抗菌性ペプチ ドを組み合わせたカクテル療法,といっ

た薬学的応用への可能性を示す.とともに,自然界に多様な抗菌性ペプチ ドが存在する意義を理解する上でも興味深い知見を

与えるものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ヒトを含めたあらゆる生物に共通の先天的免疫機構を担っている抗菌性ペプチ ドの主な機能は,細菌膜の脂質部分に作用

し膜バリアー能を破壊することであると考えられている｡ 抗菌性ペプチ ドは,強塩基性,両親媒性という点では共通してい

るが,膜に結合して示す二次構造については,αヘリックス構造,βシート構造,ループ構造などの多様性がみられる｡ し

かし多様な構造を持つ抗菌性ペプチドが存在する意義は明らかでなく,膜破壊活性以外の機能を有している可能性も予測さ

れるところであった｡そこで著者は,天然に存在する抗菌性ペプチ ドのなかで特徴的な構造を持つ,アジアヒキガエル由来

･屈曲ヘリックス構造のbuforin2(BF2),カブトガニ由来 ･環状βシー ト構造のtachyplesimI(T-SS),アフリカツメ

ガエル皮膚由来 ･αヘリックス構造のmagainin2(MG2),等を用い,各ペプチ ドに特徴的な二次構造とそれに起因する機

能の多様性という観点から,モデル膜および細菌を用いた実験系により抗菌性ペプチ ドの作用を検討した｡

BF2は,酸性脂質選択的に結合し,両親媒性屈曲ヘリックス構造をとることを明らかにした｡しかしMG2と〔異なり,膜

バリアー能をほとんど損傷することなく非常に効率よく膜を透過し内在化することから,BF2の作用点が膜ではなく細胞

内にある可能性が示唆された｡また,膜透過機構は脂質分子のflip-flopを伴わないという点でMG2とは異なった新規の

ものであると推察され,分子中央のPro残基が構造上の重要な鍵となっていることを兄いだした｡

T-SSは,その環状構造によって高いリボポリサッカライド認識能を付与されていること,および認識部位がlipidA部

分であることを明らかにした｡これに対 し,MG2では単に静電相互作用のみでリボポリサッカライドに結合することを兄

いだした｡さらに,T-SSは非常に速やかな外膜破壊活性を発揮することも明らかにした｡

続いて,著者は抗菌性ペプチ ド間の相乗効果について検討し,由来も構造も異なった抗菌性ペプチ ド,MG2とT-SSと

が,抗菌活性において強い相乗効果を示すことを世界に先駆けて兄いだした｡これまでの数少ない相乗効果の報告例は,ア

フリカツメガエル由来のMG2-PGLa間のように同じ生物種から単離された同じ二次構造を持つペプチ ド間についてのみ

であった｡しかも著者は,MG2-PGLaペアは抗菌活性だけでなく溶血活性においても相乗効果を示すが,MG2-T-SSペ

アでは溶血活性における相乗効果は見られないことを兄いだした｡さらに,この細菌選択的相乗効果が,酸性リン脂質含有

膜 (細菌膜)に特異的な膜作用で起こることを明らかにした｡さらに,MG2との相乗効果発現におけるT-SSの環状構造

の重要性も指摘した｡

以上本研究により,抗菌性ペプチ ドの新たな性質, 1)BF2のPro由来屈曲ヘリックス構造による効率的膜透過, 2)

T-SSの環状構造による高いLPS選択性,3)MG2とT-SSの細菌選択的相乗効果が兄いだされた｡これらの結果は,

抗菌性ペプチ ドがその特徴的構造により多様な性質を付与されていることを例示し,細胞内薬物導入,エンドトキシンショ

ック治療剤,カクテル療法,などの薬学的応用-の可能性を示すとともに,自然界に多様な抗菌性ペプチ ドが存在する意義

を理解する上でも興味深い知見を与えるものである｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡

さらに平成14年2月22日論文内容とそれに関連した事項につき諮問を行った結果優秀と認定した｡
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