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2Ep21 真菌 に 対す る 抗 菌 ペ プチ ドThanatin 誘導体の 作用評価
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【目的】抗 菌 ベ ブ チ ドは生 体内 で 合 成 され る数 十 ア ミ ノ酸か ら な るペ プ チ ドで あ

り、抗生 物質に代 わ る新た な 抗 菌 物 質 と して 期 待 され て い る。カ メム シ由来の

抗 菌ペ プ チ ドで あ る
．
rhanatin（TN ）は 、幅広 い 抗 菌 ス ペ ク トル を持 ち、原 核生物

だ けで な く
一一

部の 糸状 菌 に対 して も抗 菌活 性 を示 すc我 々 は こ れ まで に 、TN の

2 つ の Cys 残基 を、側 鎮に 炭 素数 6〜12の アル キ ル 基 を有す る非天 然ア ミ ノ 酸に

置換 した 誘導体が 、アル キ ル 基 の 炭 素 数 に依 存 して 細 菌に 対する抗 菌活性が 向

上 し、抗 菌ス ペ ク トル が 拡 大 す る こ と を見 出 して い た 。そ こ で 今回 は 、真 菌に

対 する TN 誘 導体の抗 噺 活性 評価 を 行 っ た t．

【方法 と結果】炭素数の 異 な る長 さ の ア ル キ ル基 を側 鎖 に持 つ 4種類 の TN 誘導

体 （C6．C8，C10 ，C12 誘導体 ）と野 生 型 TN を用 い て 、4種類の 真菌 に対す る最小発

育 阻止 濃 度（MIC ）を測定 し た。そ の結 果、野 生型 TN は Trichodern］aviride に対 し

て の み 20
μ
M で抗菌活性 を示 した一方．C6，C8，CloSt導体 は T　viride だけで なく

Aspergilius　ory2ae に対 して も20 μM で 抗 菌活性 を示 し た。　CL2誘導体は すべ て の

被検菌 に 対 して 40
μ
M 以 下の 濃度 で抗菌活性 を示 さ な か っ た。ま たTN 誘導体の

中で C8 の み が α 」η漉 ぬ 雌 廊 に 対 して 2D μM で 抗菌 活 性 を示 し、殺菌的 に作用 す

る こ とが わ か った ゆ以 Lの結 果か ら TN 誘 導体 の ア ル キ ル側 鎖 の炭 素数が 真菌

に対す る 抗菌活性 に 影響 する こ とが わ か っ た 。

長期的 に 生体 内移 植 され る 医療機器表面 の 副作用 の 多 くは 、人 工 物 の 移植 に

よって 周VIIの 細 胞秩序 と環境が 大 きく乱さ れ る こ とに よ っ て 生 じる ．t この よ う

な問題 に対 して 、近年の 組織工 学 と再生 医療が 発展 し、生 体内の 細胞環境 を乱

す こ とな く細胞組織再生 を 促進 させ る こ とに よ り移植治療効果の 向 ヒにつ なが

る こ とが知 られて い る 。医療機器表面に お い て 求め られ る 被覆分予は 「目的 の

細 胞は接着 させ 、目的以外 の 細 胞は 接着させ た くない 」 とい う機能を 有す る も

の で ある，，こ れ まで 幾つ か の 細 胞選択的 ペ プ チ ドが 発見 され て きて い るが 、多

くは偶然特定の 細胞外 マ トリクス の 中か ら発見 され る こ とが 多 く、そ の 探索法

は非効率的で あった 。本研 究で は 、口的の 細胞を 選択的に 接着 させ る 「細胞選

択的ペ プチ ド」の 取得を、ク ラス タ リン グ 解折 と ペ プ チ ドア レイ細 胞 ア ッ セ イ

法 を組み 合 わせ 、効率的 に多 くの ペ プ チ ドを 取得す る確 立 を 目指 し た。ま た、
ペ プチ ドの 性質の ル

ー
ル 化 か ら、物 理化学的に 合成分チ で 模倣で きる ペ プ チ ド

性質の 発見 を試み た c
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【背景】洗剤 や 医薬 品 、食 品 な ど酵 素 が 利 用 され て い る 製品 は 身近 にあふ れ て お

り、酵 素や機 能性 タ ン パ ク 質は 重 要 な 役 割 を 持 っ て い る。こ れ ら酵 素や タ ン パ

ク 質を工 業的に安価 に 大量 に 供 給 で きる よ うに する こ とが 課題で ある 。そ こ で 、
菌体外 に 酵素を分 泌する枯 草 菌 に 着 目 し、枯草菌を 宿主 とした 高発現ベ ク タ

ー

系 の構築 を 目的 と した 。
【方法】レポ

ー
タ
ー

遺 伝子 と し て枯草菌 由来 の β
一1，4−glucanase 遺伝 于〔bgic）を使

用 した。ま ず 、プ ロ モ
ー

タ
ー

領域 を含ん だ bgtcをpHY3DOPLK に クロ
ー

ニ ン グ

した。枯 草菌ゲ ノ ム 情 報 よ りSD配 列 の 自由 エ ネル ギ
ー

や cre 配列の コ ン セ ン サ

ス配 列 を 考 慮 して 有用 プ ロ モ
ー

タ
ー

を 4種類選択 し、bgtcの プロ モ
ー

タ
ーと置

換 し た。そ れ ぞ れ の 変異 体 にお け る CMCase 活性 をへ ZO −CMC を基質 と して 測定

した。また 、ア ミ ノ酸 シ グ ナ ル 配 列の 10番 目 の トレ オ レ ニ ン をイソ ロ イシ ン に 、
11番 目の シス テ イ ン をロ イ シ ン に 置換 し変 異体 を構築 した 。xylanase 遺伝 子

（xyzad ）の プ ロ モ
ー

タ
ー

変異体 とbgicの シ グナ ル 変異体の キ メ ラ ベ クタ ーを 構築

し、形質転換体 の CMCase を測 定 した。
【結果

・
考察】4 種類 の プロ モ

ー
タ
ー

置換 体の CMCase 活性 を測 定 した結果、　xynA
プロ モ

ー
タ
ー

は 4．64　units 〆mi 、その 他の 置換体は 3．19−3．76　units ／ml で あ っ た 。ま

た シ グナル 変 異体 で は、4．e4　units ／ml とな り、変異 を導入 して い ない 株の 2．73
unitstrn1 と比べ 高かワた 。現 在cynA プ ロ モ

ータ ーと シ グ ナル 変 異体 の キ メ ラ 遺

伝子 を作 製中で あるが、さ らに プ ロ モ
ーターb

．
11の ご確 配列、SD 配列、シ グ ナ 1レ

配列 へ の 変異導入 に よ り、目的 タ ン パ ク質の 発現
・
分泌景 の 向上 が 期待 され る。
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【目的］　 ilfooretia 属 細菌は 、合成ガ ス 〔H2 ＋ CO20r 　CO ） か らの 物質生 産に お け

る 宿主 と して 有望で ある。広 島大学 に お い て も、合成ガ ス か ら酢酸お よび エ タ

ノ
ー

ル を生産するM 蹴 ε ’1郎 ρ．HUC224 株 が分 離 され て い る 。本菌株 の 工 業的な

利 用 に は 分子育 種が 必 要 で あ る。そ こ で、ゲ ノ ム 情報 が 公 開 され て い る M

thermoacetica 　ATCC39073 株 を モ デ ル 株 と して 、遺伝 子組換 え技 術 の 囲発を 試 み

た 。【方法
・
結果】Arcc3go73 株の pvF を 破壊 して 、5・11uorooro！ic　acid 耐 性 を示

すウ ラ シ ル 要求性株 を 1株取得 し、形質転換の 宿．主 と し た 〔吻 濯 株）。エ レク

トロ ポ レ
ーシ ョ ン に よ る形 質転換効 率は 1．5xloiCFUIPtgDNA で あ っ た 。次 い で 、

Thermoanaet ’obacter 　ethanoiicus 　39E 株 由来 の 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ーゼ 遺伝 子 （ldh）

を Ap．vrFtx の 染色 体上 へ 挿入 し鵡 得 られ た ldh挿人株 は フ ル ク トース を炭 素源

と して 培養 した 場合 に 、6．8mM の 乳 酸 を生 産 した 。現在 、　 ldh　｝6入 株 の ldh転 写

景 解析 お よび、乳 酸デ ヒ ドロ ゲ ナ ーゼ 活性 測定 を行 っ て い る。な お 、本 研 究 の

．
部は JS

．
「研究 成 果最適 展開攴 援 事業 （A −STEP ） の

一
環 と して行 わ れ た 。
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