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研究要旨：  

生物テロで利用される可能性のある炭疽菌の治療薬は、シプロフロキサシンおよびドキシサ

イクリンなどの抗生剤が使用可能であるが、人為的な薬剤耐性菌の出現に対する備えのた

め、新たな作用機序をもつ抗菌物質の探索が重要である。また、現在炭疽菌芽胞の除菌に用

いられる化学的薬剤は、環境負荷や人体に対する毒性が強いものが多いためこれらに代わる

新たな除菌剤の探索も意義があると考えられる。生体由来や食品由来の抗菌物質の中で炭疽

菌の「芽胞」「栄養型」「莢膜」のそれぞれの菌形態に効果のある抗菌物質の候補として今

回は Anti Microbial Peptides(抗菌性ペプチド)の抗菌効果を検証した。抗菌性ペプチドは炭疽

抵抗性動物である豚で複数報告されている。同じく抵抗性を犬由来 AMP も検討した。炭疽

感受性動物である牛、山羊、羊由来 AMPとヒト、マウス由来の AMPを人工合成してそれら

の抗菌効果を検討したところ、豚由来の Protegrin-1が最も高い抗菌効果を示した。 

このような抗菌効果の差は立体構造の差によるものと考えられるが、より詳細な検証が今後

の検討課題である。 

A．研究目的 
これまで炭疽治療に使用されてきた抗生物質は
効果が高く、これまでにペニシリン系以外の薬
剤耐性菌の出現は報告されていない。しかしな
がら、炭疽菌は生物兵器として使用された歴史
があり、今後人為的に薬剤耐性が付加されたも
の使用される可能性は否定できない。そのため、
既存の抗菌剤ではない新たな治療薬の探索は必
要であると思われる。また現在炭疽菌の殺菌・
消毒に用いられる化学剤(次亜塩素酸ナトリウ
ム、二酸化塩素、過酢酸など)は環境負荷が高く、
ヒトや動物への発がん性を持つものもあるとい
った課題がある。そこで、今回我々は従来の抗
菌剤や化学物質とは異なる抗菌物質として有効
かどうかの検討を行うことを目的として食品由
来の抗菌物質であるカテキン類、フラノン類お
よび生体由来・短鎖抗菌性ペプチド（AMP）の
抗菌効果の検証を行い、既存の薬剤とは異なる
作用機序をもつ新たな抗菌活性物質としての可
能性について検討を行った。 

 
 

B．研究方法 
今年度は短鎖抗菌性ペプチド AMPが、炭疽菌

の「芽胞」「栄養型」および「莢膜型」細胞へ
の抗菌効果を示すかについて検証を行った。
AMPはその立体構造から α-helix型、β-sheet型、
Extended 型に大別される。また、炭疽抵抗性あ
るいは炭疽感受性動物由来のペプチドが各種同
定されているため、全てを網羅するようペプチ
ドを選択して人工合成を行った(表 1)。 
炭疽菌への抗菌効果は RDA（Radial Diffusion 
Assay）アッセイで阻止円が形成された最少濃度
を MEC(Minimum Effective Concentration)値とし
て測定した(図 1)。 
「芽胞」と「栄養型」の比較には 34F2 株

(pXO1+、pXO2-)を用いた。「芽胞」は一晩 37℃
好気培養した LB培地を 4℃で 1週間保存したも
のを冷 MilliQ で洗浄後回収し芽胞染色で一視野
あたり 70％以上芽胞が認められたものを用い
た。 
一方、「莢膜」発現の有無の比較には Davis
株(pXO1-、pXO2+)を用いた。莢膜は、0.7％炭酸
水素ナトリウム溶液を添加した Nutrient Agar を
嫌気培養して発現させた。コントロールには
Nutrient Agarのみで好気培養したものを用いた。  
 



 

 

C．研究結果 
 RDA アッセイの結果、「芽胞」「栄養型」お
よび「莢膜型」細胞に対して、AMPの構造およ
び由来動物の違いにより抗菌効果に差がみられ
た(表 2および 3)。 
豚由来の Protegrin-1 は「栄養型」よりも「芽
胞」で MEC値が低かった。それ以外の AMPで
は「芽胞」と「栄養型」と同等のMEC値（牛由
来、羊由来、ヒト由来 AMP）を示すものと「芽
胞」の方がMEC値が 2倍から 4倍以上高いもの 
(犬由来および Protegrin-1 以外の豚由来 AMP)が
あった(表 2)。今回は preliminary段階の実験であ
ったので今後は統計処理が可能な実験系で再現
性を確認する予定である。 
炭疽菌の「莢膜」は炭酸水素イオンを培地に
加えた嫌気培養条件下で発現させて、RDA アッ
セイによるMEC値を測定した。その結果、PR-39
では莢膜発現炭疽菌に対するMEC値が 2倍高く
なったものの、他の豚由来 AMPでは差は認めら
れなかった(表 3)。 
今回は、2種類の菌株を個々の実験で用いた結
果であるため、菌株の違いによる影響について
評価が不十分であるため、今後は菌株数を増や
して抗菌効果を測定する予定である。 

 
  

 
  
D．結論 
 炭疽抵抗性動物である豚由来のAMPの中で
も Protegrin-1 の抗菌効果が高かった。一方で感
受性動物である羊由来の SMAP29 でも高い抗菌
効果がみられたことから、動物種差よりも立体
構造などのAMPの化学的性質そのものが抗菌作
用機能に関与している可能性が高いと思われ
る。今後の検討課題としては、 

1) AMP の立体構造による作用機序の詳細の
検討 

2)「芽胞」「莢膜」の構成蛋白質あるいはペプ
チド発現量を定量化した上での抗菌効果の再現
性の検討 
などがあげられる。 
また、フラノン類やカテキン類などの食品由
来の抗菌物質の炭疽菌に対する抗菌効果も検討
し、従来とは異なる抗菌効果をもつ生物由来物
質の抗菌剤としての可能性や選択肢を探索して
いく予定である。 
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図 1 Radial Diffusion Assayの概要。二層化ゲルを用いた各種 AMPの炭疽菌に対するMEC値測定の流
れ。 
 



 

 

表 1 Antimicrobial peptides used in this study 

AMP name Peptide sequence Conformational type 

swine Protegrin-1 (18a.a.) RGGRLCYCRRRFCVCVGR Two-disulfide bridged 

(beta sheet) 

swine PR-39 (39 a.a.) RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP Linear proline rich 

swine PMAP36 (36 a.a.) GRFRRLRKKTRKRLKKIGKVLKWIPPIVGSIPLGC Alpha helix 

cow BMAP27 (27a.a.) GRFKRFRKKFKKLFKKLSPVIPLLHL Alpha helix 

sheep SMAP29 (29a.a.) RGLRRLGRKIAHGVKKYGPTVLRIIRIA Alpha helix 

human LL-37 (37a.a.) LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Alpha helix 

mouse CRAMP (33a.a.) GLLRKGGEKIGEKLKKIGQKIKNFFQKLVPQPE Alpha helix 

dog  K9CATH (38a.a.)  RLKELITTGGQKIGEKIRRIGQRIKDFFKNLQPREEKS Alpha helix 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

表 2 立体構造および由来動物別の AMP の炭疽菌 34F2 株「芽胞」および「栄養型」細胞

に対するMEC値測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

表 3 豚由来 AMPの炭疽菌 Davis株「莢膜」発現細胞に対するMEC値の測定結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  


