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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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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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