
Summary

Brassica juncea crops have been used as eating 
and medical use for a long time. Antifungal things 
are included in the B. juncea seed. We have isolated 
defensin AFP1 protein indicating the antifungal 
activity against several rice pathogen fungi including 
rice blast fungus Magnaporthe oryzae. In this study, 
we tried to isolate new defensin protein with new 
antimicrobial characteristics. By checking the 
antifungal activity against human pathogen Candida 

albicans through the purification process, we finally 

isolated three defensin proteins from B. juncea seed. 
One of those was AFP1 protein. On other hand, three 
defensin genes including AFP1 were isolated from 
mRNA of B. juncea seed. The expected gene products 
theoretically accorded with a mass number of three 
isolated defensin proteins from B. juncea seed. The 
three isolated defensin proteins indicated antifungal 
activity against M. oryzae and C. albicans. Therefore, 
three defensin proteins isolated from B. juncea seed 
have possibility to use as antifungal agents.
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ることを確認した（表 2）．その一方で，AFP1蛋
白質は細菌類についての抗菌活性は見出せなかっ
た（13,  15）．Bj-AFP2およびBj-AFP3についても，イネ
いもち病菌およびカンジダに対して抗菌活性を有し
ていた（表 2）．ディフェンシン蛋白質については，
多くの植物種から様々なディフェンシン遺伝子およ
び蛋白質が単離され解析がなされているが，基本的
に植物由来のディフェンシン蛋白質が抗菌活性を
有する場合はそのほとんどが真菌に対してである．
真菌にディフェンシン蛋白質を作用させると，活
性酸素産生や細胞膜の脱分極化が観察される（1, 13）．
ディフェンシン蛋白質の抗菌作用の標的分子に
関して，ダイコン（Raphanus sativus）由来の Rs-
AFP2はグルコシルセラミド（GlcCer）（21, 23），ダリ
ア（Dahlia merckii）由来のDm-AMP1はmannosyl-
diinositolphosphorylceramide（22）という細胞膜構成
成分であることが報告されている．Rs-AFP2と高
い相同性を有するAFP1に関してもGlcCerが標的
分子であることが明らかになっている（13）．AFP1が
GlcCerに結合後，細胞膜脱分極化，活性酸素の蓄
積が誘導され，細胞死へと至る．すなわち，AFP1
の抗菌活性には対象微生物が細胞膜構成成分とし
てGlcCerを有することが重要である．そのため，
AFP1は糸状菌のみならずカンジダにも抗菌活性
を示す．その一方で，GlcCerを持たない出芽酵母
（Saccharomyces cerevisiae）や細菌類，GlcCer合成
酵素欠損株のカンジダはAFP1に耐性を示す（13, 15）．
ヒトにも恒常性の維持に関与する重要な因子として
GlcCerは存在するが，GlcCer分子のメチル基およ
び二重結合部位の違いによりAFP1非感受性を示す
ことがわかっている（13）．本研究により単離された
Bj-AFP2，Bj-AFP3はそのアミノ酸配列や抗菌特性
からAFP1と同様の特性を有する可能性が高いと考
えられる．
カンジダのような真菌に対抗するための抗真菌治
療薬の種類は抗細菌治療薬と比べて少なく，加え

てこれまでの多用に起因する薬剤耐性菌発生の問
題もあることから，現行の抗真菌剤と作用機作の
異なる新しい薬剤成分の開発が待たれている．現
在使用されている真菌の細胞膜成分の合成に関与
する酵素であるP45014DMを標的とする多くの抗真
菌剤に対して，AFP1はGlcCerが標的であり，現
行薬の耐性菌にも有効である可能性がある．また，
AFP1は植物由来で食経験もあり，ヒトのGlcCerを
標的としないことからヒトに対して安全性が高いこ
とが考えられる．このような特性から，AFP1はC. 

albicansによるカンジダ症に対する外用薬などの方
面での利用が想定できる．また，AFP1は水虫の原
因菌Trichophyton rubrumにも抗菌作用があること
から（13），その用途はさらに広がる可能性を有する．
AFP1，Bj-AFP2，Bj-AFP3はイネの最重要病害のイ
ネいもち病のイネいもち病菌およびヒト病原菌のカ
ンジダに抗菌活性を示すことから，将来，農業分野
のみならず医薬の分野で抗菌成分としての利用が期
待できる．今後の解析結果次第では，カラシナに食
経験があることから，カラシナディフェンシンは食
品分野において，例えば添加物としての用途などで
の利用の可能性も考えられる．
カラシナ種子からディフェンシン蛋白質を単離・
精製することは操作が煩雑でコストがかかるが，本
研究ではBj-AFP2およびBj-AFP3をコードする遺伝
子を取得しているので，Bj-AFP2およびBj-AFP3を
異種蛋白質発現系等により生産し，抗菌成分として
利用することが可能になった．ディフェンシン蛋白
質の生産に関しても研究が進められており，酵母
Pichia pastorisを宿主として培養液 1lあたり 100 mg
以上もの組換えAFP1の生産に成功したとの報告も
ある（20）．このような可能性を実用化へと向けてい
くためには，今後はより詳細な抗菌特性の解析を進
めるとともに，より効率的かつ低コストの蛋白質生
産方法を確立する必要がある．

Ⅴ　摘　要

カラシナは古くから食用・薬用として利用されて
きた作物であり，その種子には抗菌作用を示す物質
が含まれている可能性がある．我々は，これまでカ
ラシナ種子からイネいもち病菌を含む複数のイネ病

原糸状菌に抗菌活性を示すディフェンシンAFP1蛋
白質を単離している．本研究では，AFP1以外の新
たな抗菌特性を有するディフェンシン蛋白質の単離
を試みた．ヒト病原菌のカンジダに対する抗菌活性
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を指標に，カラシナ種子から 3種のディフェンシン
蛋白質を単離した．そのうちの 1つはAFP1蛋白質
であった．また，カラシナ種子のRNAを抽出しディ
フェンシン遺伝子の取得を試み，AFP1遺伝子を含
む 3種のディフェンシン蛋白質をコードする遺伝子
を取得した．取得した 3種のカラシナディフェンシ
ン遺伝子から予想される遺伝子産物は，単離した 3

種のディフェンシン蛋白質の質量数と理論的に一致
した．単離した 3種のディフェンシン蛋白質は，イ
ネいもち病菌およびカンジダに対して抗菌活性を示
した．このことから，カラシナ種子より単離した 3
種のディフェンシン蛋白質は抗菌成分として利用で
きる可能性が考えられた．
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