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大腸菌を宿主としたイネチオニン蛋白質Osthilの
生産と抗菌活性の評価

提箸祥幸*!、高久洋暁*2．矢頭治*３

目 次

Ｉはしがき…･…･………･………･…
Ⅱ材料および方法…･･………．．……
１.Osthil蛋白質発現株の作製…･
２.Osthil蛋白質の発現・精製方法
３.TricmeSDS-PAGE…………･…
４．精製Osthil蛋白質の質量分析”
５．抗菌活性試験に供した微生物･
６．抗菌活性測定方法……………”

Ⅲ結果…………．．…･･･…･……･…･……
１．成熟型Osthil蛋白質の発現と精製
２.Osthil蛋白質の抗菌活性の特性…

Ⅳ考察…．．…･………･……．．…･………．
Ｖ摘要･…･……･…．．…………･………
謝辞･……………･…………………･……
引用文献………････…･･･……････…………
Summaly…･………………･………...…..．

3２
３２
３２
３３
３４
３５
３５
３７

2９
３０
３０
３０
３１
３１
３１
３１

Ｉ は しがき

を受けて↑成熟チオニン蛋白質となる．チオニンと
名の付くものには，α/β-チオニンとγ-チオニンの
2種類があり，γ-チオニンはデイフェンシン(PR１２
ファミリー）として現在では分類されている(29.31)．
α/＆チオニン（以下，チオニンと記載）は，
C-C-x5-(R,K)-x2-(EY)-x2-Cというコンセンサス配
列を有し、その長さ，ジスルフイド結合の数，電荷
などによって5種類 (１ . 1 , m . w , v ) に分類
される(2.29>・チオニンは細菌や糸状菌，酵母に対し
て抗菌活性を示すことが知られているが，その機榊
については種々提案されているものの未だ確定して
いない．
イネにおいて，幼苗の子葉鞘にチオニンmRNA
が局在することが確認されており,mRNA量は発
芽直後の子葉鞘で非常に高く，その後経時的に低下
し，発現が認められなくなることから，チオニンは
発芽初期の病原菌感染に対する抵抗性に関与してい
るものと考えられる(19).しかし，チオニン蛋白質
の抵抗性への関与には不明な点が多く，その抗菌活

病原菌の作物への感染とそれに続く病徴の発生
は，作物の減収の主要な原因となる．しかし，作物
も自身を病原菌から守る方法を進化させてきた病
原菌の感染に素早く応答する蛋白質のひとつにPR
(pathogenesis-related)蛋白質がある(7.9).pR蛋白質
は，生物活性やアミノ酸配列から現在では少なくと
も１７のファミリーに分類されているイネでは細
菌や糸状菌の感染で発現するものとして便RI.PR８,
PRIOが報告されているが(17･22･25),他のPR蛋白質に
ついては病原菌種特異的に発現するという報告がい
くつかあるのみである(6).pR蛋白質には，分子量
が小さく抗菌活性を有するものが存在し，それらの
なかにPR13ファミリーとしてチオニンが含まれる．
チオニンは一般的に塩基性度が高くシステインを

比較的多く含む45-47アミノ酸から櫛成され，分子
量はおよそ５ゆa程度である(2>，チオニン遺伝子は
Ｎ末端シグナルペプチド，チオニン,C末端酸性ド
メインの３つの部位から構成され,N末端シグナル
ペプチドおよびＣ末端酸性ドメインがプロセシング
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性や作用機構について解析することは’植物の持つ
防御機構の解明だけでなく，各種病原菌に対する抵
抗性を有する作物の作出につながる可能性がある．
一方でイネには少なくとも非常に相同性の高い１２
のチオニン遺伝子が，ゲノム上の近い領域に存在し
ており(19)，相互のDNA塩基配列の相同性が高いた
め,RILPCRやノーザン解析等の方法による発現解
析あるいは抗チオニン抗体によるウエスタンプロッ
ト解析等では個々のチオニン蛋白質を識別できない
可能性が高く、その特性解析には異種蛋白質発現系

を利用する必要性があると考えた．
本研究では，大腸菌を利用してこれまで抗菌特性

の不明であったイネ由来のチオニンのひとつである
Osthil蛋白質を発現･精製するシステムを確立した．
さらにそのシステムを利用し生産したOsthil蛋白質
を用いて抗菌特性の評価を行った．その結果，イネ
いもち病菌とヒト病原性真菌のカンジダに抗菌活性
が確認され，将来的な抗菌成分としての利用の可能
性が考えられたので報告する．

Ⅱ材料および方法

１ . O s t h i l 蛋 白質発現株の作製
Osrﾙ〃遺伝子はイネゲノム情報(AccessionNo
ABO72337)を基にthionin領域('')(図l)のＮ末端
にβα"7H1,C末端に此０m制限酵素部位を導入し
たDNAを人工合成し,plDTSMARJLAMPベクター
に導入したプラスミドを作製した（株式会社医
学生物学研究所)．グルタチオンS-トランスフェ
ラーゼ(GST)とOsthilの融合蛋白質を作製する
ため，このプラスミドからOsthil遺伝子を制限酵
素ＢａｍHIおよび此oRIで切り出し,pGEX6P-1ベク
ター(GEHealthcare)のEcoRI-Bα"7H1部位に導入し，
pGEX6P-1/Osthilを作製したpGEX6P-1/Osthilベク
ターを大腸菌Rosetta-gamiB(DE3)plysS(Novagen)
に形質転換した．

Na2HPO4-12H202.99,KCl0.29,KH2PO',0.29,pH7.5)
で均一に懸濁し,５００ILlのTritonX-100を添加し，
菌体溶液を70rpmで30分間振とうすることで大腸
菌の細胞膜を崩壊させた．さらにDNasel(Roche
AppliedScience)を200units加えて70rpmで30分振
とうした．遠心分離後，上清を回収し,０.４５#mの
フィルター(IWAKIGLASS)でろ過を行ったこの
溶液を５ml容量のGSTiapFFカラム(GEHealthcare)
に通液し,GS'1LOsthilの融合蛋白質をカラム内
に結合させた後,５mlのプロテアーゼ反応溶液
(1リットルあたり,Tiris(hydroxymethyl)aminomethane
6.069,NaCl2.929,EDTA0.1869,pH7.3)に20units
のP1℃ScissionProtease(GEHealthcare)を混合した溶液
をカラム内に満たし,4℃条件下でPreScissionProtease
を18時間反応させOsthil蛋白質をGSTから切断
した．反応後に，カラム内にプロテアーゼ反応
溶液を送液することでOsthil蛋白質をカラムか
ら溶出させて回収した溶出したOsthil蛋白質
溶液を透析により５０mMMES(pH6.0)で平衡化
後，同様に50mMMES(pH6.0)で平衡化した５ml
容量のHi'IifapCMFFカラム(GEHealthcare)を用い
てAKTIA-FPLC(GEHealtllcare)により分画したそ
の際のカラムに吸着したOsthil蛋白質の溶出は，塩
化ナトリウムによる濃度勾配を利用し行った．分
画Osthil蛋白質の確認はTricineSDS-PAGEで行い，
その後YM-10およびYM-3スピンカラム(Amicon)
で限外ろ過(１４,０００×９,４℃）を行い，高分子爽雑
物を除去するとともに溶媒を超純水に置換した．得
られたものを精製Osthil蛋白質とした．

２ . O s t h i l 蛋 白質の発現・精製方法
Osthil蛋白質の発現および精製方法は,Sagehashi
らの方法に従った(26)．
pGEX6P-1/Osthilを保持するRosetta-gamiB(DE3)
pLjﾉsS株は,1リットル容のフラスコに400mlの改
変型Davis培地(1リットルあたり,K2HPO47g,
KH2PO42g,MgSO4-7H200､２９,(NH,)2S０４０.５９,
yeastextract83g,glucose30g,ampicillinlOOmg)
を用いてOD6"が0.6になるまで37℃にて培養した．
この時点でOsthil蛋白質の発現を誘導するために，
isopropyl-6-D-thiogalactopyranoside(IPTG)を終濃度
１mMで添加し,２３℃で18時間培養した後，遠心分
離にて菌体を回収した．
培養液3.2リットルから回収した大腸菌体を150
mlのPBSバッファー(１リットルあたり,NaCl８g,
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３｡T r i c i n e SDS - PAGE
'IricineSDS-PAGEは,SchaggerとJagowの方法に

従い，２-メルカプトエタノールによる還元条件にて
15％のポリアクリルアミドゲルを用いて行った(銘）．

５,１０Mg/mlとなるように調製したOsthil蛋白質溶
液を２0ILl添加し.２５℃で静置培養を行った．対照
区はOsthil蛋白質溶液の代わりに滅菌水２０ILIを加
えたマイクロプレートリーダーで各ウェルの吸光
度(OD595値）をｌ時間毎に測定し’イネいもち病
菌の生育量を推定した．９６時間後の測定値を用い
て，対照区と比較して生育が50％に抑制される濃
度(Ic釦値）をDose-ResponseCurveにより算出した

４．精製O s t h i l 蛋白質の質量分析
精製Osthil蛋白質の質量分析にはBrukel･AutoHex
IIItime-offifightmassspech･ometer(Brukel･Daltonics)
を用いた．全てのサンプルはpositiveionreilector
modeにて測定を行った.lulの精製Osthil蛋白質と
マトリックスであるシナピン酸(20mg/ml)1ILIを
サンプルプレート上で混合・乾固させ，共結晶を形
成させた.３３７nmのnitrogenlaserを照射し，イオン
化したサンプルに２０kVの電圧をかけ加速させ，そ
の飛行時間の差から質量を測定した

２）カンジダおよび出芽酵母の抗菌活性測定
方法
抗菌活性測定培地は2倍に希釈したpotatodextrose
broth(Difbo)を用いた．培地でOD600が0.01となる
ように調製した菌液８０Mlを96穴マイクロプレート
(丸底）のウェルに加え，濃度が１，３，５，１０．３０
ILg/mlとなるように調製したOsthil蛋白質溶液を２０
仏l添加し，同時にカンジダの場合は，ウリジン（和
光純薬）を２５ILg/mlになるように添加し，また出芽
酵母の場合には，アデニン，ヒスチジン，ウラシル，
ロイシン，トリプトファンを添加し,３０℃で静置培
養を行った．対照区はOsthil蛋白質溶液の代わりに
滅菌水２01tlを加えた．吸光度測定時に毎回30秒の
攪絆を行った．マイクロプレートリーダーで各ウェ
ルの吸光度(OD600値）を30分毎に測定し，カンジ
ダおよび出芽酵母の生育量を推定したカンジダ
は12時間後，出芽酵母は17時間後の測定値を用い
て，対照区と比較して生育が50％に抑制される濃
度(IC50値）をDose-ResponseCurveにより算出した．

５．抗菌活性試験に供した微生物
Osthil蛋白質の抗菌活性測定に，イネいもち病菌
Moﾉ:yzqeGuyll,ヒト病原性真菌であるカンジダ
CtJ"成血α必ia7"sCAI４,出芽酵母助CChaj℃”'CeSCeノセ-
v"qeW303-1A(ATCC:208352),大腸菌蹄cﾙe"cﾙIa
cO"JM109,イネ白葉枯病菌XZJ"ｲﾙO"70"αSOﾉyz"e
pv.oIgyzqe(MAFF210559),イネ褐条病菌"cicbl’α,,ａｘ
ａＶｅ"αesubsp.qve"αe(MAFF106618)を使用したＭ
olyzneGuyllは国立研究開発法人農業生物資源研究
所西村麻里江博士から,Cq/bi""sCAI4は千葉大
学真菌医学センターから‘イネ白葉枯病菌およびイ
ネ褐条病菌は国立研究開発法人農業生物資源研究所
ジーンバンクから分譲を受けた大腸菌JM109はタ
カラバイオ株式会社より購入した ３）大腸菌，イネ白葉枯病菌イネ褐条病菌

の抗菌活性測定方法
抗菌活性測定培地は４倍に希釈したポリペプ
トン培地(1リットルあたり,yeastextractO.５９,
MgSO4-7H200.259)を用いた．培地でOD6ooが0.01
となるように調製した菌液８0111を96穴マイクロプ
レート（丸底）のウェルに加え，濃度が１０，３０，
５０,１００,１４０ug/mlとなるように調製したOsUlil蛋
白質溶液を２０111添加し,２５℃で静置培養を行った．
対照区はOsthil蛋白質溶液の代わりに滅菌水２0ILI
を加えた吸光度測定時に毎回30秒の攪拝を行っ
た．マイクロプレートリーダーで各ウェルの吸光度
(OD600値）を30分毎に測定し，生育量を推定した．
大腸菌は12時間後，イネ白葉枯病菌およびイネ褐

６ ． 抗 菌 活 性 測 定 方 法
抗菌活性の測定はＴｂcan社のsalire2を使用し，マ
イクロプレートを用いた小スケール培謎法にて行っ
た(3.23.妬)．方法を以下に示す．精製Osthil蛋白質は
90℃で10分間加熱処理を行ったものを試験に供し
た．

1）イネいもち病菌の抗菌活性測定方法
抗菌活性測定培地は２倍に希釈したpotatodextrose
broth(Difbo)を用いた．培地で２×10I1胞子/ml濃度
に調製した菌液８０ulを９６穴マイクロプレート（平
底）のウェルに加え，濃度が０１，０．３，０5，１，３，
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条病菌は1８時間後の測定値を用いて，対照区と比Dose-ResponseCurVeにより算出した
較して生育が50％に抑制される濃度(Ic50値）を

Ⅲ 結 果

１．成熟型O s t h i l 蛋白質の発現と精製
Osthil蛋白質は，他のチオニンと同じようにＮ末
端側のシグナル配列とＣ末端側の酸性ドメインが除
去され成熟型となる('')(図１A).成熟型のOsthil蛋
白質は，６つのシステイン残基を含む45アミノ酸か
らなり，分子内で3つのジスルフイド結合を形成す
ると考えられた(2)(図1B).このため，強い還元状態
が保たれている大腸菌体内で発現させると，安定な
ジスルフイド結合が形成されずに分解されるか，封
入体を形成する可能性を有する〈鋤，27>そこで発現
蛋白質の溶解性を高めることを目的に，可溶性の高
"GSTを融合した蛋白質としてOsdlilを発現させる
方法に加えて．大腸菌細胞内のレドックス制御機構
を破壊して酸化状態を高めたRosetta-gamiB(DE3)
pb'sS株を宿主として利用する方法を選択した．こ
の発現系では．最終的な精製蛋白質として，培養液
１リットルあたり70-100ugのOsthil蛋白質が得られ
た．また,TiFicineSDS-PAGEおよび質量分析の結果，
Osthil蛋白質は単一の蛋白質として精製されている
ことを確認し（図2)，さらに還元剤であるDTT処
理により質量数が6増加することから（表l),３つ

のジスルフイド結合が形成されていることが考えら
れた．

２ . O s t h i l 蛋 白質の抗菌活性の特性
精製したOsthil蛋白質を用いてイネいもち病菌(M
oiJAzfIeGuyll),カンジダ(cａあ肥qwsCAI4),出芽酵
母(&ceノセV"/αeW303-lA),大腸菌(Eco/iJM109),
イネ白葉枯病菌(xoり…pv･oﾉ〕Zzqe),イネ褐条病菌
い､αve"qesubsp.｣4１》e"αe)の6種の微生物に対する抗
菌活性を評価した（表2).Osthil蛋白質は，イネい
もち病菌，カンジダ，出芽酵母に抗菌活性を示した
イネいもち病菌に対しては1.75Mg/ml,カンジダには
4.37ug/ml,出芽酵母には4.74ug/mlのIC50値であっ
た．イネいもち病菌に対してのOsthil蛋白質の抗菌
活性レベルは，抗イネいもち病菌の薬剤成分として
知られるカスガマイシンの2.5ug/mlと同等であった
(妬)．その一方で，大腸菌．イネ白葉枯病菌，イネ褐

条病菌に対しては，調査した140ug/ml濃度の範囲内
では増殖の阻害効果はなく，抗菌活性を示さなかっ
た．

Ａ Signalpeptide Thionin Acidicprotein

| ２ ７ a a l
ｌ ｌ

４５aa 63aa｜
’

’

I ’の 妨 迩

Ｂ

Osthi l KSCCPSTＴＹlRNVYNSCRFHGGSRDTCAKLSGCKIVDGNCKPPYVH
l l

図１０s約〃遺伝子の構成とOsthil蛋白質のアミノ酸配列

注)A:Ow"〃逝伝子はSigmlPcptide.Thionin,Acidicprotcinの3領域から撫成されている
図はIwaiら(2002)のものを参考に一部を改変して作成した

B:Osthil蛋白質のアミノ酸配列と予想されるジスルフィド結合の位置．
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x103m/z

図２大腸菌を宿主としたOsthil蛋白質の精製

注)A:精製したOsthilのトリシンSDS-PAGEの泳動.Mは分子堂マーカー．ｌはA"1(1.5Mg).２はAFP1(4.51'g).３はOsthil
(1.51'g).４はOsIhil(4.5!lg)の蛋白質試料．AFPlはアブラナ科植物由来のデイフェンシン蛋白質で.５1アミノ酸で栂成さ
れ、分子内に4つのジスルフイド結合を有する抗菌性蛋白質である．本研究のOsIhilと同様にpGEX6P-lベクターを用い、
Rosetta-gamiB(DE3)pIJ'sSを宿主として発現･精製したものであり,Osthil蛋白質のTTicincSDS-PAGEの比較として用いた．

B:精製したOsthil蛋白質の質量分析のチャート．

表１０sthil蛋白質のDTT処理の有無による質量数の変化
質量数DTT処理
5201.726
5207.652

-DTT
+DTT

注)-DTTはDTT無処理.+DTrは５mMのDTTで30分lⅢ処理した

表２０sthil蛋白質の抗菌活性
IC50値(ug/ml)検定微生物

イネいもち病菌(MIg7'"O'･的eoり垣αe)
カンジダ(""dMrα/"cα"s)
出芽酵母(&rccﾙ"℃"り'CeSCe/℃''is/qe)
大腸菌(EscﾙeJ･iCﾙmco")
イネ白葉枯病菌(XZ","io",o""so,]2zqepvko,yzqe)

1.75（±0.40）
4.37（±0.46）
4.74（±1.16）
>１４0
＞140

イネ褐条病菌 (AciとわWJ/tWaVe"αesubsp.m'e"αe) >1４０
注)Ic罰値は3回の測定の平均値で示し．括弧内の数値は標準偏差を示寸

Ⅳ 考 察

くつか報告があるのみである(１･24).チオニンは細
菌，糸状菌，酵母に抗菌活性を示すものが報告さ
れているが(２１)，イネ由来チオニンのひとつである
Osthil蛋白質の抗菌特性に関してはこれまで報告
がなされていない．Iwaiらは当時細菌病に対する
防御効果があると考えられていたチオニンの一種
であるのﾉﾙ〃遺伝子がイネ子葉鞘で発現している

本研究では，イネの防御蛋白質の一種であるチオ
ニンについての知見を得るため，大腸菌でイネのチ
オニンOsthil蛋白質を生産し,Osthil蛋白質の種々
の微生物に対する抗菌活性を評価した
これまでイネ由来のチオニン蛋白質を単離もし
くは異種蛋白質発現系を利用して生産し，その機
能について解析した報告例はなく，他の植物でい
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ものの細菌病に犯されることを報告し.Osthil蛋白
質が細菌に効果がない可能性について考察してい
る(ll).本研究ではOsthil蛋白質の大腸菌を宿主と
した生産に成功し,Osthil蛋白質が糸状菌や酵母の
真菌類に抗菌活性を有し，その一方で細菌に対し
ては抗菌活性を示さないことを初めて明らかにし
た．このことは,Iwaiらが提示したOsthil蛋白質
の抗菌スペクトルの疑問に答えるものであった．
糸状菌に対する抗菌性蛋白質としてはデイフェン
シンの報告例が多く(18.30),イネでも同様の分子が働
いていると考えられるが,Osthil蛋白質も糸状菌で
あるイネいもち病菌に対して抗いもち病菌の薬剤成
分であるカスガマイシンと同じレベルの抗菌活性を
有していた加えて，ヒト病原菌であるカンジダに
抗菌活性を示したことは,Osthil蛋白質の利用可能
性が農業分野に限定されず医薬分野にも広がること
を示すものであり,Osthil蛋白質は抗菌剤として高
い潜在的能力を有すると考えられた．
これまでの研究から，チオニンの抗菌性のメカニ

ズムとして，リン脂質が多く存在し陰性にチャージ
している細胞膜に静電相互作用により結合し，細胞
膜の不安定化を引き起こすと考えられているこの
ため．カルシウムイオンやカリウムイオンの流入・
流出の制御バランスの崩壊，蛋白質や核酸，他の細
胞構成成分の流出が引き起こされる(32)．また，一
部のチオニンには微生物の蛋白質合成を阻害する効
果があることも報告されている('0)．しかし，他の
チオニンの抗菌作用のメカニズムの詳細については
明らかになっていないことが多い.Osthil蛋白質が
糸状菌および酵母に対･して抗菌活性を有したこと
から，真菌類に共通する分子に結合して作用する
可能性が考えられる．加えてOsthil蛋白質の等電点
は8.77と予想されることから中性条件下では正電荷
を帯びており，陰性にチャージしている分子に作
用する可能性が高い今後Osthil蛋白質と結合する
分子をスクリーニングする実験系を榊築できれば，
Osthil蛋白質の抗菌作用メカニズムの一端を明らか
にできるかもしれない．

チオニンの持つ抗菌特性を利用した取り組みも
進められている．その一例として，チオニン遺伝
子を発現させた組換え植物において糸状菌もしく
は細菌への抵抗性が向上した報告がある．オオム
ギ由来のチオニン遺伝子を高発現させたタバコは，
細菌Rse"わ"Io"qsq)".加gzJeに抵抗性を示し(4),シロ
イヌナズナのチオニン"j2.1遺伝子を高発現させ
たシロイヌナズナは，糸状菌凡怨α'･""〃α９%Y707.z"〃f
sp."7""o/tJeに抵抗性を示した(8)また"i2./g
伝子をトマトに導入して糸状菌盈'ｓａＩ･j""'の9W70""刀
fsp.4'c"eｿ域αと細菌RQZsm"iqso""aceα'ｗｍに対す
る抵抗性を付与した報告例もある(5)加えて，イネ
ではエンバク由来の4s""の高発現によりイネ苗立
枯細菌病の原因菌Bz"〃!O此た""p"""ﾉ･"およびイネ
もみ枯細菌病の原因菌Bz"紬o7tt7･jqg""7qeに対する
抵抗性が付与される('１)．さらに,Os"7をイネで高
発現させることで，ネコブセンチュウＭどんi"幻ﾉ"e
g7.n"7i"ico/tIおよび糸状菌砂伽""797.q"7i"icomへの抵
抗性が向上することが報告されている('4).Osthil蛋
白質と術造的に類似したデイフェンシン蛋白質をイ
ネで高発現させ，イネいもち病菌等の糸状菌病に
対する抵抗性を付与した例も報告されていること
から(12,13,15,16),それらのデイフエンシン類と同程度
の抗菌活性強度を有するOsthil蛋白質をコードする
“”/にも，糸状菌病抵抗性を付与する遺伝子とし
ての利用の可能性があると考えられる
本研究では，イネチオニンOsthilの蛋白質レベル
での機能解析を目的として，大腸菌を宿主とした
Osthil蛋白質生産系を開発した.Osthilはイネの最
重要病害であるイネいもち病のイネいもち病菌，加
えてヒト病原性真菌であるカンジダに抗菌活性を有
することから，農薬および医薬分野における抗菌成
分としての幅広い利用可能性が明らかとなった．抗
菌成分としての将来的な利用のためには．今後は，
より効率的かつ低コストでのOsthil蛋白質の生産方
法の確立とより詳細なOsthil蛋白質の特性解析が重
要となる．

Ｖ 摘 要

チオニンは塩基性でシステインに富む低分子の
抗菌性蛋白質である．我々は，およそ５kDaの分子

量で分子内に３つのジスルフイド結合を有するイネ
のチオニン蛋白質Osthilを．大腸菌を宿主として発
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ち,Osthil蛋白質は有力な抗真菌剤である可能性が
考えられる本報告はイネのチオニン蛋白質の大腸
菌を宿主とした生産方法を確立し，抗菌活性につい
て評価した最初のものである

現・精製するシステムを開発した組換えOsthil蛋
白質は，イネいもち病菌，ヒト病原菌のカンジダ，
出芽酵母と真菌類に対して抗菌活性を示した．その
一方で，大腸菌，イネ白葉枯病菌，イネ褐条病菌の
細菌類に対･しては効果が見られなかった．すなわ
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ProductionoftherecombinantricethioninpeptideOsthil in
Esc〃γjC""co"andassessmentofitsantimicrobialaciivity

YOshiyukiSagehashi*',HiroakiThkaku*2andOsamuYatoIf３

Summary

Thionillsaresmall,basic,andcysteine-richantimicrobialplantpeptides.WeproducedthericethioninOsthilpeptide
thatcontainSthreedisul6debounds,andhasamoleculal･weightofappl･oximately5kDa,asarecombinantpeptidein
戯cﾙeﾉｿcﾙjqco".RecombinantOsthilexhibitedantifilngalactivityagainstthel･iceblastpathogenMZZg""oM/ieoﾉ:)lzqe,
thehumanpathogenCα"“ftvq/6icα"sandtheyeastStJcc〃αﾉ℃"〃CeSCeﾉ℃WS/αe,althoughitsantimicrobialactivity
againstthericepathogenbacteriawaslesspronouncedthanthatagainstfilngi.Theseresultssuggestthatrecombinant
Osthilcouldactasapotentantifilngalagent・Tbourknowledge,thisistheiirstreportofasystemofricethioninOsthil
productioninE.co/i,andthesubsequentevaluationofitsantimicrobialactivity
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