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2Cp21 　抗 菌ペ プチ ド Apidaecin の 高活性化 の ため の 一戦

　略 ：細胞 内導入量 の 向上
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2Cp22 　抗菌ペ プ チ ドThanatin お よび その 高活性化学修飾

　体 の 細菌 に 対 する 作用
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［目的 IApidaecinは天 然 ア ミノ酸か ら な る ミツバ チ由来の 抗菌 ペ プチ ドで

あ り、グラム 陰性菌に対 して静菌的 に作用 し、耐性菌 を誘発 しに くい 環境

調和型 の新規抗菌 剤と して 期待 されて い る。我
tt

はこ れ までに 独 自の 進化

戦略 でApiduccin高活性変異体を7種取得 した
1）。本研究 で はその うちの2種

と野生型 を蛍光標識 し、大 腸菌 へ 作用 させ た 際の 細胞の 蛍光強度 を指標 と

して 細胞 内導人 量 を比較す る こ とで 高活性化の 要因 を検討 した。
［実験方法と結果］Apidaecin 野生型 と高活性変異体の N 末端に 蛍光色素カ

ル ボ キ シ フル オ レセ イ ン （FAM ）を付加 した3種の 蛍光 標識体 を作 製 し、そ

れ ぞれ を 同
一
濃度で 作用 させ た 大腸菌の 蛍光強度 をフ ロ

ー
サ イ トメ トリ

ー．一
に て 測定 した ．その 結果、高活性変異体は野生型 に 比 べ て 蛍光強度が 上昇

して お り、細胞内導入量が 向上 して い る こ とが 示 唆さ れ た 。加 え て 、各 変

異体が 示 した 蛍光強度 と抗菌活性の 閲に 相関がみ られた こ とか ら、細胞 内

導入 量の 向 トが 抗菌活性向上の
．．

因で ある と考え られ る 。
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Thanatinは カ メム シ 山 来の 21ア ミノ酸 残 基 か ら な る抗菌 ペ プ チ ドで あ り、
グラ ム陽性菌、陰性 菌、糸状 菌 と幅広 い 抗菌 スペ ク トル を 持つ が その 作 用

機構 は 明 らか に され て い ない 。現在 ま で に、Thanatin 分子中の 逆平行βシ
ー

ト構造 に存在す る 11番 目 と 18番 目の シ ス テ イ ン 残基 の 側鎖部位 を、疎水性

の ア ル キル 鎖 で 化 学 修 飾 す る こ とで 抗菌活 性が 上 昇する こ とが 報告さ れ て

い る
L・　’2）。本研 究 で は、野 生 型 と化学修飾体の 局在を比較する こ とで 高活性

化の 原 因 を検 討 す る こ と を 目的 と した ．
局在 の 比 較 を行 う た め 、野生 型、化学修飾 体 を化学合成法 に よ っ て作製

し、さ ら に ペ プチ ド鎖 の N 末端 ア ミノ基 に Carboxyfluoresccin を付加 した蛍

光 標 識 体 を そ れ ぞ れ 作 製 し た．被 検菌 と し て グ ラ ム 陽 性 菌 で あ る

COi）
／reebat』tttitUfn　gkttani

・icft〃 を用い 、こ れら を作用させ た菌 を蛍 光顕微鏡観

察した と ころ 、野生型、化学修飾体が 共に膜 へ 局在 してい る様 子が観察 さ

れ た 。次 に 、抗菌活性 を調 べ た と こ ろ化学修飾 体は蛍 光漂識 の有無 に関わ

らず野生 型 よ り も高い 活性を示 した。こ れ らの 結果 か ら、化学修飾体の 高

活 性 化 は膜 へ の 作用 が 変化 した こ とが原 因の ひ とつ で ある と考 え られ た 。
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【目的】血 中 コ レ ス テロ
ー

ル の増 加はメ タ ボ リ ッ ク シ ン ド ロ
ー

ムの 危 険 因 予

の 1 つ で あ る。食事 性 コ レ ス テ ロ
ー

ル は 小勝 で 月［1汁酸と ミセ ル を形 成 す る

こ とで 体内 へ 吸収される。ミ セ ル 形成 は コ レ ス テ ロ
ー

ル 吸収 に不 可 欠 な 現

象で あ る こ とか ら、胆汁 酸 と高親和性 を有 した化合物 は ミセ ル 形成 阻害 を

小 す こ とが 期待 さ れ 、コ レ ス テ ロ
ー一

ル 吸収阻害 剤と して 非常 に有用 で あ る

と考 え ら れ る。本研 究 で は、丿（豆グ リシ ニ ン 由 来 の ペ プ チ ドで あ る

VAWWMY 〔X
｝al−Ala−Trp −Tr．p・Mct ∫圭ヤr）をシ

ー一
ド配列 とした胆汁酸高結 合 ペ

プチ ドの デザ イ ン を試み た e

【方 法 ・
結果】本研究に よ るペ プ チ ドデザ イン は2 ス テ ッ プ よ り成 る。第 1

ス テ ッ プは VAWWMY の 1残基 置換網羅 ア レ イを作製す る こ とで 、各ポ ジ

シ ョ ン に お け る最適 ア ミノ酸残某 の ス グ リ
ー

ニ ン グ を行った．第 2 ス テ ッ

プで は、前ス テ ッ プ で得 られ た ア ミノ酸 を網羅的 に 組み 合わせ た ア レ イ を

作 製 し、ス ク リ…ニ ン グ を行 っ た．その 結果、IIA　VWMY を超 える3 種類

の胆 汁 酸 高 結 合 ペ プ チ ドの デザ イ ン に成功 した。デザイ ン したべ プチ ドは

i］コ vitro に お い て 高い ミセ ル 形成阻害能を示 し、　imivo に お い て も、高い コ

レス テ ロ ール 吸 収阻 害作用 を示 した 。本研究で 得 られた 2 種類の 胆汁酸高

結 合 ペ プチ ドは コ レ ステ ロ
ール 吸 収阻害作用 を有す る こ とか ら、今後食品

や 医 薬 品 へ の応 用 が 期待 され る。
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〔目的】血管新牛 は が ん 細胞の 増殖・転移を誘導する こ とか ら、がん抑制 の

観 点よ り血 管新生 を阻害する 治療薬 の 開 発が 注 目され て い る。細胞接着ペ

フ チ ドRGDS （Arg −Gly −Asn −Eer）は、血 管 内皮細胞の 接着阻害やAnoikis機
構 な ど に よ ワ血 管新生 阻害 をする こ とが報告 されて い る。本研 究 で はペ フ

チ ドア レイ を用 い て、血管新生 阻害剤の 素材 と なり うる 新規の 細胞接着ペ

プチ ドを探 索 した。
【方 法 及 び結 果 1 本 研究 で は まず、ラ ン ダ ム な 4mer 　peptide　libraryか らペ

プチ ドア レ イ とバ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス を組 み合わ せ た 「ベ ブチ ドイン

フ ォ マ テ ィ ク ス ．と い う手 法を用い て、マ ウス 繊維芽細胞に 接着す る ペ プ

チ ドを 取 得 した 。この 中か ら血 管 内皮網胞 （HUVEC ：human 　umbi ］ical

vein 　endothelial 　ce ］1） に強 く接着す る ベ プ チ ドを、ペ プ チ ドア レ イを用い

て 探 索 した 。また 、これ ら のべ プ チ ドを ガ ラス 某 板 L に 合成 した ガ ラス ア

レ イ 上 で HUVEC を 培 養 し、細 胞形 態 の 変化 を観 察 す る こ とに よ り、
HUVEC 接 着 ペ プチ ドを同 定 した 。さ らに ペ プ チ ドの 接着性を向⊥ させ る

た め に残 基 置 換 も行 っ た 。この よ うに して 見つ か っ て きた 接着ペ プチ ドが

ln　vitrO に お い て 血 管新 生 阻 害を示 す こ とを 確認 した ．
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