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Antimicrobial activity of Hsp peptide derived from rice against pathogenic 
microorganisms and elucidation of its mechanism of action.
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Masayuki Taniguchi
(Grad. Sch. Sci. Technol., Niigata Univ.)

【目的】当研究室では，米由来 Heat Shock Protein 70 (Hsp70)の部分配列であ
る Hsp70ペプチドが，歯周病菌と日和見感染真菌に対して抗菌活性を示すこ
とを見出している。そこで本研究では，Hsp70ペプチドの特性を明らかにす
るために，抗菌スペクトルを解析し，また 50％増殖阻害濃度 (IC50)を決定した。
さらに，抗菌作用機構を解明するために，細胞膜への作用を中心に検討した。

【実験方法】本研究では，Hsp70ペプチドのグラム陰性菌，グラム陽性菌，お
よび真菌に対する抗菌活性を，生菌に由来する ATPを測定することによっ
て評価した。また，Hsp70ペプチドの細胞膜への作用を，日和見感染真菌
Candida albicansの場合には Calcein-AMを用いた細胞膜透過性アッセイに
よって，歯周病菌 Porphyromonas gingivalis の場合には diSC3-5を用いた細
胞膜脱分極アッセイによって，それぞれ検討した。

【結果】Hsp70ペプチドの C.albicans と P. gingivalisに対する IC 50値は，それ
ぞれ 70μMと 63μMであった。細胞膜透過性アッセイにおいて，C. albicans
にいったん取り込まれた Calcein-AMは細胞内で加水分解され，Calceinとな
り，Hsp70ペプチドを添加することによって，細胞外へ放出された。また，
細胞膜脱分極アッセイにおいて，P. gingivalis細胞からの diSC 3-5の放出量
は，添加した Hsp70ペプチドの濃度に依存して増加した。これらの結果から，
Hsp70ペプチドは，細胞膜に作用して抗菌活性を発揮することが示唆された。
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近年、細胞の中で巨大な環状 RNAが合成され、これがmiRNAを吸着するこ
とで RNA干渉が制御されることが報告された。この巨大環状 RNAの発見は、
新たな RNAの機能を示すものとして注目されている。また、この発見を契機
として環状RNAを用いたRNA干渉制御技術への応用が画策され始めており、
安価かつ簡便な環状 RNAの試験管内調製方法および細胞内環状 RNA発現技
術の開発が求められている。本年会では、これまで我々の研究グループが開発
を進めてきた環状 RNAの細胞内発現技術について発表する。
環状 RNAの作成方法は、RNA連結酵素を用いる方法と、グループ Iイント
ロンのセルフスプライシングを利用した方法（Permuted Intron-Exon method, 
PIE method）が知られている。前者の方法では試験管内で RNAを環状化す
る手法にしか用いることはできないが、後者の方法では RNA配列の転写と
カップルして RNAの自発的な環状化が起こるため、試験管内、細胞内を問
わず環状 RNAの作成が原理的に可能である。我々は PIE法を用いて環状ス
トレプトアビジン RNAアプタマーの大腸菌内発現および海洋性光合成細菌
Rhodovulum sulfidophilumを用いた培地中生産に成功した。また、恒常的な
高発現プロモーターである lppプロモーター、環状 RNA発現配列、 rrnCター
ミネーターからなる環状 RNA発現ユニットを 1ユニットとしてベクター上に
ユニット単位でタンデムに集積するシステムを考案し、大腸菌 1 L培養あたり
約 0.19 mg（従来の約 2.7倍）の環状 RNA発現に成功した。発表者の知ると
ころ、細胞内環状 RNA発現の世界最高収量である。
細胞内環状 RNA発現技術の今後の展開についても併せて発表したい。
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Small interfering RNA (siRNA)は二本のRNA鎖から成る機能性RNAであり、
標的mRNAを分解しタンパク質への翻訳を阻害する働きをもつ。細胞内のあ
らゆる mRNAに対して siRNAの作製が可能であり、様々な疾患に対する治
療薬として期待されている。我々は siRNA二本鎖の片側を全て DNAで置換
した hetero siRNAを開発し研究してきた。hetero siRNAは合成コストの削減・
副作用の低減という側面において大きなメリットを持つが、阻害活性が大きく
低下してしまうというデメリットも同時に有していた。この問題を解決するた
め様々な構造を持つ hetero siRNAを作製し、構造と活性変化との相関関係を
調べた。その結果得られたものが long hetero siRNAである。これは従来の二
本鎖 siRNAと遜色ないほどの高い活性を示した。long hetero siRNAは DNA
鎖の 5’末端に十数塩基の一本鎖領域を有しており、この領域が阻害活性の向
上に大きく寄与していることが明らかになった。
 一方で、我々は long hetero siRNAで得られた知見を microRNA(miRNA)
に応用した。miRNAは siRNAと類似の構造を持つ内在性の機能性 RNAで
あり、同様の翻訳阻害効果を有する。一部の miRNAは腫瘍抑制効果を持つ
ことが明らかにされており、siRNAと共に次世代の医薬品として期待されて
いる。miRNA二本鎖は miRNA鎖および miRNA*鎖から成っている。我々
はmiRNA*鎖の 5’末端に long hetero siRNAと同様の一本鎖領域を付加し、
これを long miRNAと名付けた。活性測定の結果、long miRNAは天然型の
miRNAよりも遥かに高い阻害効果を示すことが明らかになった。
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【目的】本研究ではゲノム中の核酸高次構造である G-quadruplex (G4)に着目
し、ゲノム情報からアプタマーを取得する手法を開発し、G4 promoter-derived 
aptamer selection (G4PAS)と命名した。G4構造を形成するプロモーターを持
つ遺伝子である VEGFA, PDGFA, RB1, c-Kitにおいて、それぞれのプロモー
ター領域中の G4構造形成配列 (G4 DNA)が、各遺伝子産物のタンパク質に
結合するか検討した。また、得られたアプタマーの結合能を解析した。また、
VEGFA、PDGFAから転写された RNA配列に関して、G4構造形成可能な
RNA (G4 RNA)がそれぞれ VEGFA、PDGFAタンパク質と結合するか解析し
た。
【方法】各標的遺伝子のプロモーター領域中の G4構造形成配列をそれぞれ選択
し、化学合成して作製した。その後、合成した G4 DNAと標的タンパク質と
の結合をゲルシフトアッセイ及び表面プラズモン共鳴 (SPR)解析により評価し
た。また、G4 RNAと標的タンパク質の結合を SPR解析により行った。
【結果】ゲルシフトアッセイの結果、c-Kit以外の G4 DNAとタンパク質の組
み合わせについて、結合を示すバンドのシフトが観察された。SPR解析によっ
て各 G4 DNAの解離定数を算出したところ、VEGFA G4 DNAは Kd=180 nM
で VEGFAに、PDGFA G4 DNAは Kd=6 nMで PDGFAに、RB1 G4 DNAは
Kd=420 nMで RB1にそれぞれ結合した。よって、遺伝子プロモーター領域中
の G4 DNAが標的タンパク質に対するアプタマーとなり得ることが示された。
更に、G4 RNAの評価を行った結果、評価したすべての配列に関して標的タン
パク質との結合が観察されたため、G4PASにより DNA、RNAアプタマー探
索が可能であることが示された。
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