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第1章緒言

1．ラクトフェリンとトランスフェリン・ファミリー

  ラクトフェリンは、糖鎖を結合する分子量約8万のタンパク質である。相同

なアミノ酸配列を有する2つのローブ（N一ローブ、C一ローブ）が単一のポリペ

プチド鎖として存在し、それぞれのローブは1原子の三価鉄イオンを結合する

（騎㎜erda1andIycr，1995）。ラクトフェリンはこれらの性質とアミノ酸配列上の

相同性からトランスフェリン・ファミリーに属する。ヒトにおいて、ラクトフェ

リンとトランスフェリンは物理化学的、生理学的謝生質から区別されうる。ラ

クトフェリンの等電点は約9．Oであり、トランスフェリンのそれは約5．9である

（MalamudandDrysda1c，1978）。ラクトフェリンの鉄に対する親和性はトランス

フェリンの約260倍である（Ais㎝andLiebman，1972）。ラクトフェリンの結合鉄

の遊離はpH2～3で起きるが、トランスフェリンのそれはpH5～6で起きる。ま

た、ラクトフェリンは哺乳類の外分泌液や好中球中に存在し、生体防御因子と

しての役割が主要な機能と考えられている（Brock，1995）のに対し、トランス

フェリンは主に血漿中に存在し、小腸から組織へ鉄を運搬することが主たる役

割とされている。

 1982年、Jc1tschとChambonによって、ニワトリのオボトランスフェリンの

アミノ酸配列が決定され（Jeltsch and Chambon，1982）、その後、ヒト・トランス

フェリン（MacGi11ivrayecαZ．，1983）、ヒト・ラクトフェリン（Metz－BoutigueecαZ．，

1984）、ヒト・メラノトランスフェリン（Roseα〃．，1986）、ウシ・ラクトフェリン

（Mead and Tw㏄dic，1990）といった脊椎動物のトランスフェリン・ファミリー・

タンパク質の一次構造が報告された。無脊椎動物においては、カニ、タランチ

ュラや原索動物で鉄結合性のトランスフェリン様タンパク質の存在が知られて
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いたが、BartfcldとLawによって、タバコスズメガのトランスフェリンがクロー

ニングされて（Bartfe1dandLaw，1990）以来、オオゴキブリ（Jamroze〃．，1993）、

センチニクバエ（KuramaeCαZ．，1995）、ヤブカ（YoshigaeCαZ．，1997）といった昆

虫で、脊椎動物のトランスフェリンと相同性を示す鉄結合性タンパク質が相次

いで同定された。こうしたことからトランスフェリン・ファミリーは広く動物界

に存在することが明らかとなった。Ba1dwinはヒトからタバコスズメガに至る8

つの動物種でトランスフェリン・ファミリーのアミノ酸配列をペアワイズ・アラ

インメント法により比較し、系統発生を推定した（Ba1dwin，1993）。それによる

と、トランスフェリンの系統発生は進化系統樹と一致し、N一ローブとC．ローブ

は哺乳類と昆虫類のラインが別れる前に遺伝子の重複によりできたこと、ラク

トフェリンは約200万年前、哺乳類と鳥類が分かれた後に出現したこと、一方

メラノトランスフェリンは哺乳類と鳥類が分かれる前にてきたことが推論され

ている。ラクトフェリン以外のトランスフェリン・ファミリーについては、その

鉄結合能から抗菌タンパク質としても働くことは容易に想像できるが、鉄運搬

能以外の機能の研究は少ない。しかし、ヤブカのトランスフェリンは大腸菌や

フィラリア原虫の刺激によって発現が九進することから病原体に対する急性期

タンパク質としての役割が推測されている。トランスフェリン・ファミリーは、

複雑な抗原認識機構を介した特異免疫が脊椎動物で出現する以前から存在し、

非特異的な感染防御機構を構成する一員として、その役割を担ってきたのかも

しれない。

2．ラクトフェリンの遺伝子、発現、分布

 ヒト・ラクトフェリン遺伝子は第三染色体の3q21－23領域に存在する。トラン

スフェリン、メラノトランスフェリン、トランスフェリン・レセプターの遺伝子



は、それぞれ同じ染色体の3q21，3q24－qter，3q26．2－qtcrに存在し、ラクトフェ

リンとトランスフェリンの遺伝子が別れてから同じ領域に留まっていることが

示されている（T㎝gα〃．，1987；McCombs伽Z．，1988）。ラクトフェリン遺伝子の

プロモーター領域中には、エストロジェン・レスポンシブ・モジュール（ERM）、

マイトーシェン・レスポンス・ユニット（MRU）など、多くのポジティブ、あ

るいはネガティブ調節領域が同定されている（Liu and Teng，1991；Teng，1994；

T㎝geCαZ．，1998）。ラクトフェリン遺伝子の発現は、発生時期特異的に、また組

織特異的に制御されている。マウス・ラクトフェリンの。DNA、あるいは抗体を

用いた組織学的研究により、マウス胚発生過程でのラクトフェリンの発現パタ

ーンが調べられた（Warde〃．，1998）。ラクトフェリンの発現は着床前の2細胞

期から始まり胚盤胞期に止まる。その後、妊娠後期にミエロイド細胞において

再び発現が始まる。それは、胚発生11日目に肝臓で始まり、次いで脾臓と骨髄

で起きる。最終的にラクトフェリンは様々な腺上皮細胞やその分泌液でも検出

されるようになり、その発現パターンは成体でも維持される。ラクトフェリン

遺伝子を破壊したマウスは、胚発生過程で着床する前に死亡することから、こ

の時期に産生されるラクトフェリンは栄養外胚葉上皮の増殖と生存に必要なサ

イトカインとして働いていることが示唆されている（Comee1yecαZ．，1997）。

 ラクトフェリンは血球の中では好中球の二次穎粒（特殊穎粒）に局在する。

ラクトフェリンの合成は前骨髄球では見られないが、骨髄球期に二次穎粒の形

成に伴なって行われ、その後合成は止まり好中球二次穎粒中のコンポーネント

として保持される（Rado ecαZ．，1984）。MPROやEMLといった、前骨髄球の形

質を示したり分化多能性を持つセル・ラインは、レチノイン酸とGM－CSFの刺激

により好中球の形質を持った細胞に分化し、同時にラクトフェリンの合成も行

う（Lawson ec〃．，1gg8）。血漿中には通常低濃度のラクトフェリン（O．1～O．4
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μg／m1）が存在し、これは好中球に由来する（Sawatzki andRich，1989）。感染、炎

症などにより好中球が活性化されると脱穎粒によってラクトフェリンは細胞外

へ放出される（Lashα〃．，1983）。感染時には血漿中のラクトフェリン量が200

μg／m1に達することもあることが報告されている（Gutteberge〃．，1984）。

  ラクトフェリンは腺上皮細胞によって合成・分泌され乳汁などの外分泌液中

に存在する。ヒト（Johansson，1960；Montrcui1ecoZ．，1960）、ウシ（Groves，1960）、

ブタ（RobertsandBoursne11．1975）、マウス（膿nkadeec〃．，1976）、ヒツジ（Baer

α〃．，1979）、ウマ（Jo11esecoZ．，1984）、リーザスモンキー（Davidsonand騎merda1．

1986）、ウサギ（DayaleC〃．，1989）など様々な哺乳動物において、乳汁からラク

トフェリンが単離されているが、その含量は動物種および泌乳時期によって異

なる。ラットの乳汁にはラクトフェリンはほとんど検出されないが、トランス

フェリンが存在する（Masson and Heremans，1971）。ヒトの乳汁中のラクトフェ

リンは非常に多く、初乳中の濃度は6～8mg／m1に達し、常乳では2mg／m1にな

る（Nagasawa eC〃．，1972）。ウシの初乳中にも5mg／m1の濃度で存在し、常乳で

は。．02～O．35mg／m1まで低下するが（Suzuki ec〃．，1977）、退行期には20～100

mg／m1の高濃度にまで達する（We1tye〃．，1976）。ウシ乳腺の細菌感染時には、

他の乳タンパク質の濃度は変化しないが、ラクトフェリンのそれは通常の約30

倍に増加する（HarmoneC〃．，1976）。乳腺でのラクトフェリンの合成はプロラク

チンによって促進されるが、エストロジェンの影響は受けない（Tcnge〃．，1989）。

 子宮分泌液中にはO．5～1．O mg／m1と比較的高濃度のラクトフェリンが含まれ

ている。その発現はエストロジェンとプロジェステロンのバランスによって制

御されている。エストラジオールは子宮上皮細胞のラクトフェリンの合成を誘

導するが、プロジェステロンは逆に抑制する（McMastereCαZ．，1992；Wa㎞ereCαZ．，

1992）。ヒト・ラクトフェリンはまた涙液（約。．4～1．2mg／m1）中に多く含まれ、
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他にも精液、唾液、鼻汁、気管支粘液、胆汁、胃液、十二指腸液、膵液、羊水、

尿などに存在する（Levay and Vi1jo㎝，1gg5）。

3．ラクトフェリンの生体防御における役割

  ラクトフェリンはinVitroで抗菌性、免疫調節作用、抗酸化性など多彩な生物

活性を示す（S至ncheze〃．，1992）。ラクトフェリンは、ほとんど全ての外皮粘液

中に存在すること、感染時に免疫細胞として最初に集積してくる好中球から放

出されること、in Vitroで抗菌性を示すことなどから、病原体の侵入に対する初

期防衛因子であると考えられる（LevayandM1joen，1995）。好中球中のラクトフ

ェリンを欠損している患者は繰り返し感染症を罹患することからも、このタン

パク質の感染防御における重要性が示唆される（Boxere〃．，1982）。さらにラク

トフェリンが乳汁中の主要なコンポーネントであることは、免疫系が未熟な乳

児を感染から守るために、経口摂取を介して何らかの役割を果たしていること

もうかがわせる（ChiericiandVigi，1994）。

 ラクトフェリンの抗菌性は、過剰な鉄の存在下で、あるいは鉄を結合した状

態では発揮されないことから、微生物が栄養として必要とする鉄をキレートに

より奪う静菌的なものと考えられてきた（Reiter，1983）。しかしラクトフェリン

の抗菌メカニズムは鉄キレート能以外の作用もあることが他の研究で示された。

真菌については後述するが、細菌についての研究では、ラクトフェリンが細胞

表面に直接結合すること（Amo1dec〃．，1977）、鉄を結合していないラクトフェ

リン（アボラクトフェリン）は殺菌的に作用すること（Amo1d ec〃．，1981）、グ

ラム陰性菌に対しては外膜を傷害しリポポリサッカライド（LPS）を遊離させる

こと（E11isoneCαZ．，1988）が示された。実際の生体内には、多くの抗菌物質、食

細胞が存在しこれらが協力して、効果的に侵入微生物の発育阻止、殺菌を行っ
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ていると考えられ、これらの相互作用を知ることは重要である。ラクトフェリ

ンは特に外皮粘液中に共存するリゾチーム（Perraudin and Priee1s，1982；E11ison

andGich1．1991）、分泌型IgA（RogersandSynge，1978）、好中球（Okutomiec〃．，

1997）のほか、β一def㎝sin2（Ba1sec〃、，1gg8）、bact㎝ecin（Skcr1avajec〃．，1ggO）

などの抗菌ペプチドと相加的、あるいは相乗的に微生物の発育を抑制すること

がinVitroの試験により明らかにされている。

  ラクトフェリンは免疫細胞に直接結合し、これらの機能、分化を調節する。

ラクトフェリンの免疫系への作用についてはinVitrOで非常に多くの研究がなさ

れているが、主として次のようなものがある。食細胞系では、好中球の運動性、

活性酸素産生能（Gahre〃．，1991）、貧食能（MiyauchieC〃．，1998）を高める。単

球に対しては、LPSで誘導される炎症性サイトカインIL－1，IL－6，TNF．αの産生

を抑制する（Zucali e〃．，1989；MachnickiecoZ．，1993）。ラクトフェリンは単球に

取り込まれて細胞内寄生菌の増殖を抑制する（Byrd and Ho㎜itz，1991）。リンパ

球系に対する作用としては、CD小CD8一胸腺細胞のCD4＋CD8．ヘルパー不細胞への

誘導（ZimeckieC〃．，1991）、抗原やマイトーシェンに対するリンパ球増殖反応の

抑制（ZimcckieC〃．，1996；Miyauchie〃．，1997）、アロジェネイックな混合リンパ

球反応の抑制（S1ater and F1etcher，1987）などがある。炎症時に好中球から放出

されたラクトフェリンは、単球のGM－CSF産生を抑制して好中球などの造血を

抑えるというネガティブ・フィードバック・レギュレイダーとしての役割が示唆

されている（Broxmeyer eC〃．，1980）が、逆に造血を高めるという報告もある

（Sawatzkiand Rich，1989）。全体としては、免疫系に対して促進的というより抑

制的なものの報告が多い。

 比較的多量の入手が可能なウシ・ラクトフェリンを生体に投与してその感染

防御作用を調べる試みは、初め静脈内（iv）、あるいは腹腔内（ip）への投与経
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路を介して行われた。Zagu1skiらはマウスの大腸菌による致死感染のモデルを用

いて、感染の24時間前にラクトフェリンをiv投与することでマウスの生存率が

高まることを報告した（Zagu1skieCαZ．，1989）。彼らは、この効果は大腸菌が放出

するしPSによって誘導されるTNF一αの産生量をラクトフェリンが低下させるた

めだと説明した（MachnickieCoZ．，1993）。つまりTNF一αによる全身性の炎症の抑

制、抗炎症作用がラクトフェリンによる大腸菌感染防御機構と考えられた。し

かしその後に、血液や臓器内の菌数も低下していることが明らかになり、生体

の殺菌系の働きが高まっていることが示唆された（Zagu1skieCαZ．，1998）。近年、

ラクトフェリンの経口投与によっても感染防御効果の得られることが、各種感

染動物モデルを用いた研究によって明らかになってきた。例えば、マウス腸管

内大腸菌の異常増殖・トランスロケーション（Teraguchi舳Z．，1995a；Tcraguchiec

〃．，1995b）・マウスのKZeわ∫fe〃α〃e舳。舳eや大腸菌による全身感染（MiyazakieC

oZ．，1991）、さらに魚類であるタイの白点虫感染（Kakuta and Kurokura，1995）に

対してラクトフェリン経口投与による防御効果が示されたが、そのメカニズム

はほとんど分かっていない。

 ラクトフェリンのレセプターは腸管上皮細胞、単球・マクロファージ、好中

球、リンパ球、肝細胞上に存在し、その特性が調べられている（Hu ec〃．，1988；

Birgenser〃．，1984；Legrandeτ〃．，1992）。しかし、タンパク質として同定された

ものは、肝細胞上のレセプター、LDL－receptor re1ated protcin（Huettinger eCαZ．，

1998）とasialoglycoproteinreceptorsubunitのみである（McAbceec〃．，1998）。

 ラクトフェリンが抗菌活性あるいは免疫調節活性を示す作用濃度と、体内で

の存在濃度レベルを比較した（図1）。抗菌活性の作用濃度はほぼ外分泌液中の

レベルと一致する。主要な免疫調節活性の作用濃度は、外分泌液中レベルと特

に炎症時の血中レベルに一致する。ラクトフェリンを経口摂取したときの腸管
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内での消長が、SELDIアフィニティ質量分析法により調べられた（KuwataeCαZ．，

1998）。やや高濃度のウシ・ラクトフェリン（490μM）を自由摂取したマウスの

腸管内で検出されるラクトフェリシン（後述）含有フラグメントの濃度は、概

ねラクトフェリンが免疫調節活性を示す濃度に一致する。このことから、経口

摂取したラクトフェリンまたはそのフラグメントは腸管内で一定の濃度レベル

を維持し、上皮細胞や免疫細胞に結合してこれらに刺激を与え、そのシグナル

が何らかの経路を経て全身免疫系に影響して、感染防御作用を発揮しているこ

とが想像される。

       Nut『ophi一「anuI手8・dy

Exocrine secretions          leVe■

l pM    10p1、’I   100pI、’■

 BI◎od」1匹噌凹凹斗P止．

1nI、’，    10・1M    100n■、’．  1 M 10μM   100μ”  1mM

区 1＝eCeS ∪pPer Stomac111＝eed
inteStine

”etaboIic
fate when

fed

     A耐imicrobia1effect of lactoferrin

     Or－aCtg言en．iCir1

Hematopoiesis 聰帆rgP11il
reguIatiOn      aC1；iVatiOn

■nhibition of MLR lnhi帥ion6f1ymphocハe
proIi行e『a苅。n

CD4T ceI1

i■1duc誠。n

Active
leVel

図1．ラクトフェリンの体内での存在レベル、活性発現濃度、摂取した時の消

化管内レベルの比較

4．ラクトフェリンの活性フラグメント、ラクトフェリシン

 ラクトフェリンの抗菌性が単純に鉄キレート作用だけに帰されるものでは
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ないことは、前節に示した通りだが、鉄キレート作用以外の抗菌メカニズムが

どういうものであるのか詳細には判ってなかった。ラクトフェリンを種々のプ

ロテアーゼで分解し、その生理活性を調べる過程で、ペプシンなどの酸性プロ

テアーゼによるウシ・ラクトフェリン分解物が分解前より強い抗菌活性を示す

ことが明らかとなった（Tomita ecαZ．，1991）。ラクトフェリンのペプシン分解物

の中から、抗菌活性を示すペプチドが単離され、そのアミノ酸配列が決定され

た（Be11amy舳Z．，1992a）。ヒト・ラクトフェリン由来の抗菌ペプチド、ラクトフ

ェリシンHは、ラクトフェリンのN末端47残基に相当する。ウシ・ラクトフェ

リン由来の抗菌ペプチド、ラクトフェリシンBは、ラクトフェリンのN末端側

の25残基に相当し、ラクトフェリシンHと相同な部位を有することが示された。

いずれのペプチドも塩基性アミノ酸を多く含んでおり、これまでに報告されて

きた塩基性の抗菌ペプチドと同様に、膜障害作用により抗菌性を発揮すること

が示唆された。

Peptide Sequence

Lactoferrici■1H 一1：；＾㌘乗一1C㌣㌔州！、＾・…き1柄一…RKV1繁G…購＝㌻V・実（ニエ・ ・KRD、、止一

Lactoferrici■1B ．CRR阯， KKL G鳶、蓬’fl；I 一篶’V・・ RRム㌢

Dermaseptin1 wl㌧ ・KKL・一G「蔓憐義L 童｛1 1蔓＾．、

”againin1 1≡1V・ 、水1≡一 ．ζ  携KF G湊1義FV一・ ：、三：KRD

Magainin11 111Vl；｛ 一、lK『 ’ミい  KK11□ G’1く轟遼V ξ汐I亭以ギKRD

”CP－1 ぺCRR＾．、、、羊、、重1・貴蓋RR＾ Gれ再獣工三暮11猟工壱重1／

”CP・2 ￥Vギ撮…CRR＾、 、、ζ瓜Rム…Gミ÷1二 、lIポ｛圭；工呈沖

図2．ラクトフェリシンとその他の抗菌ペプチドのシークェンス・アラインメン

ト。類似のアミノ酸（塩基性、疎水性、芳香族）をボールドで示した。
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  ラクトフェリシンと他の抗菌ペプチドの問でシークェンス・ホモロジーはみ

られないが・カエルのdermascptinやmagainin、ウサギのMCPとの間で塩基性

アミノ酸や疎水性アミノ酸の配列に類似性がある（図2）。これは遺伝子の起源

が同一なのではなく、進化の過程で同一の機能を獲得した結果であると思われ

る。

  ラクトフェリシンBはグラム陰性、グラム陽性細菌、真菌に対して広い抗菌

スペクトルを示し、その作用様式は殺菌的であり、菌体に結合し、膜機能を障

害することが明らかとなった（Be11amyeCαZ．，1992b；Be11amye〃．，1gg3a；Be11amy

e〃．，1gg3b；Be11amy ecαZ．，1994）。糖尿病患者は感染症に罹患する率が高いが、

これらの人たちではタンパク質が糖で修飾された産物Advanced g1ycation end

product（AGE）が血中で増加していることが知られている。AGEはラクトフェリ

ンの抗菌活性を阻害し、それはAGE．がラクトフェリン分子中のラクトフェリシ

ン領域に結合して活性をブロックするためであることが報告された（Li eC〃．，

1995）。この報告により、ラクトフェリシンがペプチドとして働くとともに、ラ

クトフェリシン部位がラクトフェリン分子自体の抗菌活性にとっても重要な領

域であることが証明された。

 ラクトフェリーン分子中でラクトフェリシン領域はαヘリックスとβシートか

らなっているが、ラクトフェリシンBはペプチドとしてはやや歪んだアンチパ

ラレルβシート構造を取ることが・NMRによる解析で示された（Hwang eC〃，

1998）。この構造の変換が、ラクトフェリシンが元のタンパク質より強い抗菌活

性を示すことに関係しているかもしれない。ラクトフェリンを摂取すると、消

化管内でラクトフェリシン様ペプチドが生成する（KuwataecoZ．，1998）。同様な

ペプチドが生体内の他の部位でも生成するのか、ラクトフェリシンが抗菌性以
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外にどのような生理活性を示すのか興味が持たれる。

5．本研究の目的

 病原性真菌には、ヒトにおける最も罹患率の高い感染症の一つである白癬の

原因菌、皮膚糸状菌や、ヒトの常在菌である病原性酵母C舳〃αo伽。伽∫の他、

多くの種類が知られている。細菌類と異なり、強い病原性を示す真菌は少ない

が、疾病やガン化学療法によって免疫力の低下した易感染性患者における日和

見感染菌として問題化している。特にAIDS患者では二次感染として高い率で

Cm〃αなどの真菌類に感染する。また腸管内でのC o伽。m∫の異常増殖がアト

ピー性皮膚炎の増悪因子となることや、歯肉炎とC．α伽。伽との関連性も指摘

されている。このため真菌に対する生体防御機構の解明、新しい予防法、治療

法の確立は重要な課題である。

 本研究はラクトフェリン、ラクトフェリシン、ラクトフェリシン誘導体の生

体防御因子としての役割を調べるために、主に病原真菌をターゲットとしてそ

の作用を検討することを目的とした。はじめにラクトフェリシンについて、第2

章では細菌の〃∫cぴ加mo〃。cツCo8e〃e∫に対する抗菌性を確認し、第3章では病原

真菌における抗菌スペクトルとC一α伽。伽∫に対する抗菌メカニズムを調べた。

第4章ではラクトフェリシン中の9残基をべ一スに誘導体を合成し、真菌、細

菌に対する抗菌作用と、その他の生理活性として抗酸化性を評価した。さらに

抗真菌化学療法におけるラクトフェリン類の影響を知るために、第5章では抗

真菌剤とラクトフェリン類のCα伽。伽∫に対するinvitro併用効果を検討した。

最後に第6章ではinvitroおよびinvivo抗白癬菌（〃。んψ伽。〃）作用、とくに

白癬動物モデルでの経口投与ラクトフェリンの効果を明らかにしその作用メカ

ニズムについて検討した。
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第2章 ラクトフェリシンの細菌に対する作用一折リスナ

      リア7舌’性

1．はじめに

 〃∫Ce7加mo〃。CyCoge〃e∫は食品産業において大きく問題化している病原菌であ

る（F1cmingecαZ．，1985；Gc11in ec〃．，1989；Mc1augh1in，1987；Sch1ech ecαZ．，1983）。

この菌は髄膜炎や菌血症などのリステリア症の起因菌である（Ge11in伽Z．，1989）。

ム．mo〃。CツCo8ene∫は自然界に存在し様々な食品や食品添加物から検出され

（F1emingecαZ．，1985；Mc1augh1in，1987；Weis and Sce1iger，1975）、低温でも生存、

生育できるため（Ros㎝owandMarth，1987；RyserandMarth，1987）、冷蔵保存では

乳製品などに存在するこの菌の発育を阻止するのに不十分である。そのためこ

の菌の発育と生存をコントロールする新しい手段を見出すことが重要である。

 ラクトフェリシンがム．monoψo8ene∫の発育や生存をコントロールするのに

効果的かどうかを調べるために、臨床分離株を含めたいくつかの菌株に対する

ラクトフェリシンBの阻止作用を調べた（WakabayashieCαZ．，1992）。

2．材料と方法

2－1．ラクトフェリシンBの調製

 ウシ・ラクトフェリンはLawandReiterの方法により、脱脂乳から精製し（Law

and Reiter，1977）、5％（w／v）の濃度で蒸留水に溶解し、1NのHC1を添加してpH

を3．oに調整した。ペプシン（10mits／mg；＃B151，DifcoLaboratories，Dctroit，MI）

を基質ラクトフェリンに対して3％の濃度で加え、37℃で4時間、加水分解を行

った。反応は80℃で15分加熱することで停止し、1NのNaOHを加えてpHを
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7．Oにした。沈殿（全タンパク質の10％以下）は、15，OOo x8，30分の遠心で除

去し、上清を回収して凍結乾燥した（Tomitae〃．，1991）。

  ラクトフェリシンBは、2段階の逆相HpLCにより精製した（Be11amye〃．，

1992a）。1段階目では、ラクトフェリン・ペプシン分解物を、TSK．GEL120T（6．O

x150mm；Tosoh，Japan）カラムで、溶出液A（O．05％トリフルオロ酢酸）と溶出

液B（90％アセトニトリル、O．05％トリフルオロ酢酸）のリニア・グラジエント

A：B＝80：20～40：60，30分、流速O．8m1／分により分画した。得られた活性画分を、

2段階目では・CSMOSIL5CN－R（4．6x150mm；Naca1aiTesque，Japan）カラムで、

溶出液Aと溶出液Bのリニア・グラジエントA：B＝100：O～55：45，40分、流速O．8

m1／分で分画し、活性ペプチドを得た。ペプチドは、ApP1icd Biosystcms Mode1470A

気相タンパク質シーケンサーにより同定した。ラクトフェリシンBの純度は

HpLCにより99％以上を示した。

2－2．菌株

 以下の4株のL mo〃。cγCogene∫を使用した。IDF－1b（血清型1b，Intemationa1

Dairy Federation，Tokyo，Japan）と、臨床分離株JCM7672，JCM7673，JCM7674

（それぞれ血清型2，3，4a，Japan Cenection of Microorganisms，RIKEN，Wako，

J・p・・）。

2－3．抗菌活性の測定

 工．mo〃。cγco8ene∫は1％Bactopeptone（DifcoLaboratories）、PH6．8、またはPYG

培地（1％Bactopeptone，1％g1ucose，O．05％yeastextract）、pH6．8，37℃で培養した。

実験により、種々の炭水化物、タンパク質、塩を培地に加えた。菌の発育は、

600mの吸光度を測定することで検出した。ラクトフェリシンBは蒸留水に溶
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解しフィルター滅菌したものをストック液として培地に加えた。発育阻止活性

の測定のために、種々の濃度のラクトフェリシンB（O～60μg／m1）を添加した2m1

の培地の入ったチューブに、対数期の細胞（106CFU／m1）を接種し、16～20時間

培養した。最小発育阻止濃度（MIC）は発育を完全に阻止した最も低いラクトフ

ェリシンBの濃度とした。殺菌活性の測定のために、接種菌液を1％Bactopeptone

培地に加え、振漫恒温槽で37℃で培養した。一定時間後に、培養液を回収し、

1％Bactopeptoneで10倍希釈系列を作り、標準寒天培地（Eiken Chemica1Co．，

Japan）上に塗布、培養し、コロニー数を計測した。それぞれの実験はn＝2以上

で行った。

3．結果

3－1．発育阻止活性

 異なる培養条件下でム．mo〃。ψoge〃e∫の発育を阻止するのに必要なラクトフ

ェリシンBの最小濃度を測定した。1％Bactopeptone培地またはPYG培地でラ

クトフェリシンBのMICは・菌株と使用培地によってO．3～3μ9／m1の範囲を示

した（表2－1）。様々な炭水化物、タンパク質、塩を1％Bactopeptone培地に

加えて、ラクトフェリシンBのム．mo〃。cγCo8ene∫IDF－1bに対する抗菌効果への

影響を調べた。グルコース、ガラクトース、フルクトース、マンノース、キシ

ロース、マルトース、シュークロース、ラクトース、デンプンは10mg／m1まで

ラクトフェリシンBの活性に全く影響を与えず、MICはO．6μ9／m1のままであっ

たゼラチン・BSAを10mg／m1加えたときのMICはそれぞれ3μ9／m1と1μ9／m1

であり・影響は少なかった一方・NaC1・KC1，NH，C1をそれぞれ100mM，MgC12，

CaC1、をそれぞれ5mM添加するとラクトフェリシンBの効果はより低下した

（表2－2）。pHの影響を調べるために、種々のpHに調製した1％Bactopeptone
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培地でIDF－1b株を培養した。PHを5．5，6．O，6．5，7．O，7．5としたときのMIC

はいずれもO．6μg／m1であった。このpH球より低い、または高いpHでは菌が発

育できなかった。

表2－1．ム．mo〃。ψoge〃e∫のラクトフェリシンBに対する感受性

MICω9／m1）

ムm0〃0ψ08e〃e∫

IDF－1b

JCM－7672

JCM－7673

JCM－7674

1％Bactopeptone

O．6

NG＾

0．3

0．6

PYG medium

     a発育せず

表2－2．ラクトフェリシンBのエ．mocツ。ogem∫IDF－1bに対する阻止活性にお

     ける塩類の影響

MIC伽9／m1）

Sa1t    2．5mM

NaC1

KC1

NH．C1

MgC1．

CaC1。

O．6

0．6

0．6

3

3

5．O mM  25mM

1

1

1

3

6

3

3

3

NG3

NG

75mM  1OOmM

6

6

6

NG

NG

6

9

9

NG

NG

a発育せず
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3－2．抗菌活性

 ラクトフェリシンBのム．monocγCo8e〃e∫に対する殺菌活性を調べるために、4

つの試験株を1％Bactopcptone培地に縣濁し、37℃、60分の培養後の生菌数を計

測した。表2－3に示すように、ラクトフェリシンBの作用は強い殺菌的なも

のであり、全ての株に対して生残能を消失させた。殺菌活性のカイネディック

スをIDF－1bを用いて調べた。図2－1に示すように、ラクトフェリシンBによ

る殺菌は急速に起こり、濃度に依存していた。

表2－3・ラクトフエリシンB31μ9／m1（10μM）で60分処理後のム．monocyco8e〃e∫

     の生残率

Suwiva13（CFU／m1）

ム．m0〃0ψ0gene∫

IDF－1b

JCM－7672

JCM－7673

JCM－7674

Contro1

2．5x106

2．0x1Oう

1．3x106

5．2x104

LactoferricinB

く100

く100

300

く100

aContro1はラクトフェリシン無添加。検出限界は100CFU／m1。
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図2－1。ラクトフェリシンBによる工．monocツ。o8e〃e∫IDF－1bの殺菌力イネデ

ィックス。1％Bactopeptone培地中で37℃で培養した。添加したラクトフエリシ

ンB濃度はOμg／m1（●）、6μg／m1（■）、31μg／m1（▲）。

4．考察

 本試験によりエ．mo〃。ψo8ene∫がラクトフェリシンBに対して感受性の高い

ことが示された。ラクトフェリシンBの他の細菌に対するMICは1％

Bactopeptone培地中で概ね数μ9／m1であり、工．monocγCo8em∫に対するMIC

o．3～o．6μg／m1はかなり低い。臨床的に使用されている多くの抗生物質はエ．

monocγcoge〃e∫の発育を10μg／m1以下で阻止するが（Larsson ecαZ．，1985）、ラク

トフェリシンBの効果は様々な条件下でそれに匹敵するものだった。さらにラ

クトフェリシンBは4菌株全てに対して、急速で非可逆的な生残能の消失を引

き起こした。これらの観察結果は、この抗菌物質がエ．mo〃。CツCo8e〃e∫という食品

由来の病原菌の発育と生存をコントロールするのに有用であることを示唆して

いる。しかし食品の保存料としてどの程度の濃度が必要となるかは予測できな
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い。pH、温度、水分、微生物や様々な食品成分の存在などの多くの環境条件は、

ラクトフェリシンBの効果に影響を与える可能性もある。

5．まとめ

 ム．monocγCoge〃e∫に対するラクトフェリシンBの抗菌効果を調べた。ラクト

フェリシンBは4株のエ．monocyCogene∫に対して、菌株と培地の種類によりO．3

～9μg／m1の濃度で発育を阻止し、臨床的に使用される抗生物質と同等の効果を

示した。この活性は、炭水化物やタンパク質の影響は受けなかったが、種々の

塩によってやや低下し、pH5．5～7．5の間で強い活性を示した。ラクトフェリシ

ンBの作用は殺菌的であり、全ての試験菌株に対して生残率を急速に低下させ

た。
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第3章 ラクトフェリシンの抗真菌スペクトルと抗真菌メ

      カニズム

1．はじめに

 ラクトフェリンのinVitro抗菌作用は、主として細菌を用いて調べられてきた

が、一部の病原性真菌、とくにCα伽。m∫について多くの研究報告がある。1971

年に、Kirkpatrickらは母乳中のラクトフェリンが鉄結合性タンパク質として働く

ことによってCα伽。m∫の発育を阻止することを報告した（晴rkpatrick eCαZ．，

1971）。その後、ラクトフェリンの抗Cα伽。伽∫活性については、発育に必要な

鉄を奪うだけでなく細胞に直接結合することが加わってより強力に発育を阻止

すること（Va1㎝tiec〃．，1986）、殺菌的に作用すること（Soukkae〃．，1992）、細

胞表層の構造を変化させてタンパク質の漏出を引き起こすこと（Nikawa eC〃．，

1993）、などが次々に報告された。また、好中球のC．α伽。αn∫発育阻止作用には、

活性酸素の産生以外に、放出されたラクトフェリンが大きく寄与していること

も示されている（Pa1ma舳Z．，1992a；Pa1ma舳Z．，1992b）。さらに実際の生体での

ラクトフェリンの役割に関する研究として、健常成人の糞便において、内因性

のラクトフェリン濃度とC伽〃。菌数が負の相関を示したという報告がある

（Tomoda and Takai，1993）。

 ラクトフェリシンBはいくつかの真菌に対して強力な抗菌性を示すこと

（Be11amye〃．，1994）、Cα伽。舳∫に結合すること（Be11amye〃．，1993b）、皮膚

糸状菌〃Cんψ妙。n川わ用mにおけるグルコースの取り込みを阻害すること

（Bc11amyec〃．，1994）が示されている。本試験では、広範囲の病原性真菌にお

ける、ラクトフェリシンBに対するinvitroでの感受性を調べた。また抗真菌メ
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カニズムを明らかにするために、Cα伽Cm∫の細胞膜と細胞壁に対するラクトフ

ェリシンBの作用を検討した（Wakabayashi，eC〃．，1gg6a）。

2．材料と方法

2－1．ラクトフェリシンBと硝酸ミコナゾールの調製

 ラクトフエリシンBは第2章に示した方法で調製した。硝酸ミコナゾールは

Sigma Chemica1Company（St．Louis，MO，USA）より購入した。

2－2．菌株

 帝京大学医真菌研究センター（Tokyo，Japan）に保存されている75菌株の病

原性真菌を試験に用いた。病原真菌株のストック・カルチャーは当センターにて

行われている方法で調製した（ItoyamaeC〃．，1993）。

2－3．最小発育阻止濃度（MIC）の測定

 変形サブロー・グルコース・寒天培地（1％Bactopeptone，2％g1ucose，O．75％

isoge1agarosc［FMCBioProducts，Rock1ans，ME，USA］，pH5．O）を試験培地とした寒

天希釈法を用いた。ラクトフェリシンBは蒸留水に溶解、フィルター濾過し、

最終濃度O．31～80μg／m1となるように、60℃保温下で試験培地に加えた。病原性

酵母の細胞はストック・カルチャーから分取し、生理食塩水に縣濁した。細胞数

は血球計算版を用いて計数し106細胞／m1に調整した。糸状菌の胞子はストック・

カルチャーから分取し、O．05％（w／v）入り生理食塩水に縣濁した。胞子懸濁液は

530nmの吸光度がO．02となるように調製したものを接種菌液とした。それぞれ

の試験寒天培地上に5μ1の菌液を接種し、27℃で培養した。病原性酵母、接合

菌、非着色性真菌は4日間、その他の糸状菌類は7日間培養した。最小発育阻
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止濃度（MIC）は、視覚的に発育を認めない薬剤の最小濃度とした。

2－4．浸透圧ストレスに対する抵抗性の測定

 C．αめた伽∫TIMM0144はペプトン・イースト・グルコース（PYG）ブロス（2％

Bactopeptone，1％ycast extract，2％g1ucose：Yamaguchi eCαZ．（1982）を改変）中、

振蕩恒温槽で、37℃、18時間培養した。細胞を生理食塩水で洗浄し、細胞数を

血球計算板により計数した。105細胞／m1のC oめた伽∫細胞を、O．8Mのソルビ

トールを浸透圧安定剤として加えたサブロー・グルコース・ブロス（1％

Bactopeptone，2％g1ucose）中で（YamaguchiecαZ．，1982）、O～80μg／m1のラクトフ

ェリシンBにより処理した。細胞懸濁液は振蕩恒温槽で、37℃、6時間培養し、

サンプリングした。浸透圧ストレスを与える群は、サンプリングした細胞を生

理食塩水中で希釈し、pYG寒天培地（2％Bactopeptone，1％yeast extract，2％

g1ucosc，2％agar）上に塗布した。浸透圧ストレスを与えない群は、サンプリン

グした細胞を浸透圧安定剤を加えた生理食塩水中で希釈し、浸透圧安定剤入り

のPYG寒天培地（2％Bactopeptonc，1％ycast extract，2％g1ucose，2％agar）上

に塗布した。

2－5．細胞外液のpH変動の測定と流出したK＋量の測定

 上に示した方法で調製したCα伽。伽∫TIMM0144細胞を、最終細胞濃度10・

細胞／m1となるように水に懸濁し、37℃で撹拝した（Hiratani andYamaguchi，1984）。

ラクトフェリシンB溶液を最終濃度O．63，2．5，10μg／m1となるように細胞懸濁

液に加えた。硝酸ミコナゾールはDMSOに溶解し、溶液の量が細胞懸濁液に対

して2％になるように加えた。DMSO単独は実験結果に影響を示さなかった。硝

酸ミコナゾールの最終濃度は2．5，10，40μg／m1とした。細胞懸濁液のpHを測
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足し、継続的に記録した。K＋流出量の測定のために、一定のインターバルで細

胞懸濁液を分取し、直ちに。．45μmセルローズ・アセテート・フィルター

（Advantec，Tokyo，Japan）で濾過した。濾液中のK＋量は誘導共役プラズマ分光

光度計（Leeman1abs，Lowe11，MA，USA）を用いて測定した。細胞内のトータル

K＋は5％トリクロロ酢酸で5℃、30分の処理によって抽出した。薬剤を加えた

ことで流出したK＋量は細胞内トータルK＋量に対する％として計算した。

3．結果

3－1．抗真菌スペクトル

 各種の病原性酵母と糸状菌に対してラクトフェリシンBが効果を示す濃度を

決定した（表3－1）。広い範囲のMIC値が病原性酵母と皮膚糸状菌で観察され、

菌種と菌株によって異なる感受性を示した。Cm〃α〃ψω〃∫、∫o㏄乃〃。mγce∫

ce榊肋e・α〃。co㏄〃Meφ舳伽、助伽mψ伽。o〃。㏄o∫〃mは比較的低いMIC

値（O．31～2．5μg／m1）を示した。非着色性真菌と接合菌の多くの菌株はラクトフ

ェリシンBに対して抵抗性（MIC：＞80μ9／m1）を示した。黒色真菌と二形性真菌

は中程度の感受性（MIC：O．63～80μ9／m1）を示した。
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表3－1． ラクトフェリシンBの病原性真菌に対するinvitro抗菌活性

Fungal species

I．Pathogenic ycasts

   C伽a〃。αめた伽∫

   Cc70ρたα〃∫

   C．ρ舳ρ∫〃。∫1∫

   C．9Zαわ〃吻

   C．8〃〃ぴmon〃

  C．んφグ

  C．ん用∫eゴ

  ∫0㏄ん〃0myCe∫Cぴe洲0e

  C7〃。co㏄〃Me的グmm∫

  〃Cゐ0∫ρ070〃C〃舳ωm

II．Nonpigmented hyphomycetes

  Aρぴ8〃〃ψ〃8α伽∫

  ノ．nj8ぴ

  ノ．μw∫

  ノー．1／er∫オCOZ07

  ／i．CZα1／0C〃∫

  PenjC〃〃〃m〃0COC〃m

  P．即伽∫舳

  〃W〃mm0〃狗7me

Numberof MIC range

tested strains
              （μg／m1）

6     10t040

2      0．31，1．25

2    20．80

2    80，＞80

2    5．40

2    2．5．10

2    10．20

1      0．63

2     0，63

2  ，1．25，2．5

4      ＞80

2     ＞80

2     ＞80

1      10

1     ＞80

1      ＞80

1      ＞80

2    2．5，5

Arithmetic mean MIC纈

      ψ9／m1）

21，67

  0．78

50．00

120．00

22，50

  6．25

15．OO

  O．63

 0，63

  1．88

160．00

160．00

160．00

10．00

160．00

160．00

160．O0

  3．75
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III．Zygomycetcs

  〃∫〃αC0γγmわ伽α

   M〃。07cか。ゴ〃e〃。ゴae∫

   M．グαce〃一〇∫〃∫

  肋Zψ〃∫07γZαe

IV．Dcrmatophytes

   〃Cん0ρ似0〃me舳gγ0ρ妙Ce∫

   r．〃わ川m

   r．C0〃∫〃7α〃∫

   r．∫カ0enZeゴn〃

   τ：．〃0ZαCeμm

  〃ぴ0Ψ0川mC仰心

  M．9〃∫e舳

  助aぴm0ρψ0〃0㏄0∫舳

V Dematiaceous fungi

   FOn∫eCOeαρe〃0∫0j

   政ψ舳Zα伽m〃〃∫

   肋〃0〃0〃W川C0∫α

   ααa0Ψ0ルm炉肋0〃e∫

VI．Dimorphic fungi

   戸αrαCOCCゴaゴ0jae∫わγ0∫〃ゴe〃∫心

   卵0r0〃な∫C加〃C〃

a Arithmetic mean； 算術平均、

2    40，＞80

1      ＞80

1      ＞80

2      ＞80

5      10to＞80

3      ＞80

2    5，40

1      ＞80

2    40，＞80

1      40

2    20．40

3      0．31to2．5

2       5

2      2，5

2    5，10

2      5

2      0．63，1．25

3       2．5t010

100．00

160．00

160．00

160．OO

62．OO

160．00

22．50

160．00

100．00

40．00

30，00

  1．15

5．O0

2，50

7，50

5．OO

O．94

5．83

＞80μ9／m1は160μ9／m1として計算した。
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3－2．細胞の浸透圧抵抗性

 ラクトフェリシンBによるCα伽。伽∫の殺菌のメカニズムを調べるために、

浸透圧を保護した細胞と浸透圧ストレスを与えた細胞を用いて実験を行った

（図3－1）。ラクトフェリシンBを添加しないで6時間培養したものは細胞数

が約10倍に増加した。一方、ラクトフェリシンBで処理したものは濃度依存的

に細胞数の減少を示した。細胞数の減少率は、浸透圧を保護した細胞と浸透圧

ストレスを与えた細胞でほぼ同じであった。この結果はラクトフェリシンBが

細胞の浸透圧に対する脆さを誘導しないことを示唆している。

  7
    ★

  6

  5

E
＼ 4
⊃
u■

O】 3
09
  2

 ≦1

★

★

■stabilized
 CultureS

口OSmOtiCa11y
 shocked
 CultureS

叶．i
            010204080
            Concentration of LF－B（μg／ml）

図3－1．浸透圧を保護、または浸透圧ストレスを与えたCα伽。伽∫細胞のラ

クトフェリシンB（LF－B）処理による生残率CFUの比較。データは3サンプル

の平均±SDで表した。バーの上の＊印は、浸透圧を保護した細胞と浸透圧ストレ

スを与えた細胞の間でCFUに有意差がないこと（P＞O．05，Stud㎝t’sc－test）を示す。
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3－3．細胞懸濁液のpH変動

 ラクトフェリシンBで誘導されるC．α伽。舳∫細胞懸濁液のpH変動を測定し

た（図3－2）。薬剤添加前の細胞懸濁液のpHは約5．3であった。ラクトフェ

リシンB添加直後に、濃度に依存してpHが上昇した。10μ9／m1（3．2μM）のラ

クトフェリシンBを添加後5分で、pHが約6．oになった。同じレベルのpH変

化は硝酸ミコナゾール40μ9／m1（83．5μM）の添加で見られた。

★

 LF－B＝

（μ9／ml）

O．63

miCOnaZOle nitrate：

     （H9／ml）

寸      2．5

★       2・5
10

千

10 40

寸

1・叶・・

5min．

図3－2．ラクトフェリシンB（LF－B）と硝酸ミコナゾールで誘導されるC

α伽。ms細胞懸濁液のpH変動。薬剤は矢印で示した時点で添加した。上向きの

カーブはpHの上昇を示す。
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（A）
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10μ9／m1
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100
40μ9／m1

 80
ま

℃60①
ω
霊

更40
k
 20
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           0

            0       5       10
                  Time（min）

図3－3．ラクトフェリシンB（A）と硝酸ミコナゾール（B）により誘導され

るCα伽。舳∫細胞からのK＋流出。図中の数字（μg／m1）はそれぞれの薬剤の最終

濃度を示している。データは3サンプルの平均±SDで表示した。
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3－4．細胞からのK＋の流出

 ラクトフェリシンB1Oμg／m1は2．5分でほとんど全ての細胞内K＋の流出を引

き起こした（図3－3）。K＋の流出量は添加したラクトフェリシンBの濃度に依

存した。10μg／m1のラクトフェリシンBによるのと同等の効果は40μg／m1の硝

酸ミコナゾール処理で観察された。K＋の流出量はラクトフェリシンBと同様、

硝酸ミコナゾールの濃度に依存していた。

4．考察

 本試験においてラクトフェリシンBの広い範囲の病原性真菌株に対する抗菌

スペクトルと、抗真菌メカニズムを検討した。ラクトフェリシンBのCαめたm∫

（Be11amye〃．，1993b）と他のいくつかの真菌株（Be11amyα〃．，1994）に対する

効果についての以前の報告では、MICの測定のために液体希釈法が用いられて

いた。本研究では寒天希釈法を用いた。Cα伽C伽、ノΨぴg〃〃ψmゆ舳、ノ．砲e7、

肋。〃∫oツzαe・〃。んψ伽。omme伽g仰ゆe∫、r〃わ7〃mに対するMICは、PYG培

地（1％Bactopeptone，O．05％yeastextract，1％g1ucose）を用いた以前の報告とほぼ

同じであった。しかし〃。んψ伽。onc〃伽e舳に対するMICは以前の報告より低

かった。この違いは用いられた菌株の違いによるものと思われる。

 Cα伽。舳∫を用いた試験で、ラクトフェリシンBで誘導された生残能の低下

は浸透圧保護剤が存在してもブロックされなかった。このことから、ラクトフ

ェリシンBの殺菌作用は、細胞壁構造の破壊や細胞壁合成の阻害を介して、浸

透圧ストレスにより壊れやすい細胞を誘導することによっているのではないこ

とが示される。

 ラクトフェリシンBはCα伽。伽∫細胞からのK＋流出を誘導し、細胞懸濁液

のpH上昇を引き起こした。このpHの上昇は、K＋の細胞外への流出とそれに件
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なう細胞外H＋の細胞内への流入の結果であると思われる。同様の作用はミコナ

ゾールのようなイミダゾール類でも報告されている（Cope，1980）。これらの薬

剤は真菌細胞膜の構成因子であるエルゴステロールの合成を阻害するだけでな

く、高濃度では細胞膜障害を引き起こす。そのため本試験では、ラクトフェリ

シンBの作用を硝酸ミコナゾールと比較した。ラクトフェリシンBは硝酸ミコ

ナゾールの約4倍（モル・べ一スでは約26倍）の活性を示した。これらの結果

はラクトフェリシンBがCα伽。m∫細胞膜に対して強い障害作用を示すことを

示唆している。

 細胞外から細胞内へのH＋の流入は、細胞のproton motive forceを破壊し、以

前にτ用わ用mで示されているように、グルコースなどのprotonmotiveforceに依

存したトランスポートを抑制する可能性がある（Be11amye〃．，1994）。ラクトフ

ェリシンBの真菌細胞への結合（Be11amye〃．，1993b）は細胞膜機能の障害へと

続く最初の過程であるだろう。以前の報告はまた、ラクトフェリシンBが真菌

の構造的変化、auto1ySiSのように見える細胞質内の凝集物の出現を引き起こすこ

とも示している（Be11amyec〃．，1993b；Be11amyecαZ．，1994）。H＋の細胞内流入は細

胞質を酸性化する。これが細胞質内のプロテアーゼやヌクレアーゼを活性化し、

auto1ysisを引き起こすのだろう。通常、真菌細胞のauto1ysisは細胞壁の1ysisを

伴なわない。このことはラクトフェリシンBが浸透圧ストレスで壊れやすい細

胞壁を誘導しなかったことと辻棲が合う。

 本研究で、広範囲の病原性真菌に対するラクトフェリシンBの抗菌活性を調

べ、黒色真菌、二形性真菌、病原性酵母のいくつかの菌種が感受性を示すこと

を明らかにした。今後、in vivoでの真菌感染に対するラクトフェリシンBの防

御効果を評価する必要がある。また、細胞膜障害を含むCα伽Cm∫に対するラ

クトフェリシンBの殺菌メカニズムを示した。ラクトフェリシンBの配列に合
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まれる6残基のペプチドRRWQWR－NHつは抗菌活性を有することがすでに報告

されている（TomitaααZ．，1994）。このためラクトフェリシンBの構造と活性に

基づいた新しい膜障害性抗菌剤をデザインすることが可能だろう。

5．まとめ

  ラクトフェリシンBの抗真菌スペクトルと抗真菌メカニズムを検討した。75

菌株の病原性真菌を用いて抗真菌スペクトルを調べた。病原性酵母と皮膚糸状

菌のラクトフェリシンBに対する感受性は、菌種と菌株により異なっていた。

黒色真菌と二形性真菌は感受性を示した（MIC値の範囲は0．63～10μ9／m1）。非

着色性真菌と接合菌では・多くの菌株が抵抗性を示した（MIC値は＞80μ9／m1）。

ラクトフェリシンBは病原性酵母Cα伽。伽に対して濃度依存的に殺菌作用を

示した。ラクトフェリシンBによる殺菌過程において、浸透圧ストレスに対す

る細胞壁の抵抗性に変化は見られなかった。ラクトフェリシンB1Oμg／m1はC．

○伽。m∫からの急速なK＋の流出と細胞外液のpHの上昇を引き起こした。この効

果は、細胞膜の合成と機能を障害する抗真菌剤、硝酸ミコナゾールよりも強い

ものだった。これらのinVitroでの観察は、ラクトフェリン由来のペプチドがこ

の酵母に対して強い膜障害活性を示すこと、in ViVoにおいて酵母感染に対する

治療剤として有用がもしれないことを示唆している。
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第4章 ラクトフェリシン誘導体の抗真菌・抗細菌・抗酸化

      活性

1．はじめに

 ラクトフェリシンBやラクトフェリシンHより短いアミノ酸配列を有する

ラクトフェリシン関連ペプチドがいくつか報告されているが、その抗菌活性は

もとのラクトフェリシンB，Hと同程度か弱いものである（Chapp1c e〃．，1998；

Hoek物1．，1997；Kang伽Z．，1996；Ode11eCα1．，1996）。そのため、本研究ではより

抗菌性の高いラクトフェリシン関連ペプチドを合成することを試みた。これま

で抗菌ペプチドの抗菌活性の向上のために、アミノ酸、特に疎水性、塩基性ア

ミノ酸を置換するという方法が取られてきた。本章では、脂肪酸を比較的短い

ペプチドに導入するという全く新しいアプローチにより、腹との親和性を高め、

第3章に示したような膜障害性による抗菌活性を高められると考えた。ラクト

フェリシンBのコア部分の9残基ペプチドをNアシル化、D体化することで抗

菌性が向上することを示す（Wakabayashie〃．，1999a）。

 一方、ラクトフェリシンBは抗菌性以外にもいくつかの生物活性を示すこ

とが報告されている。ラクトフェリシンBは腫瘍の転移やLPSに誘導される単

球からのIL－6産生を抑制する（Yooec〃．，1997；Mattsby－Ba1tzerec〃．，1996）。ま

た好中球からのIL－8産生を高める（Shinoda ecαZ．，1996）。これらの活性はラク

トフェリン自体でも見られるものであることから、ラクトフエリシンがラクト

フェリンの様々な機能を代表するペプチドであることが示唆される。またラク

トフェリン分子内のラクトフェリシン部位はある種の生理活性物質や細胞との

結合に関わっている（E1ass－Rocharde〃．，1995；Legrande〃．，1992）。
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  これまでの研究で、Fe3＋とアスコルビン酸により誘導されるリポンームリン

脂質の過酸化の系において、ラクトフェリンが酸化抑制効果を示すことが報告

されている（GutteridgeαoZ．，1981；Shinmoto ecαZ．，1992）。この系における脂質

過酸化のメカニズムは次のように推測される。Fe3＋はアスコルビン酸によって

還元されてFe2＋になる。ラクトフェリンはFc3・をキレートして触媒作用をブロ

ックするため、これ以降の反応が抑制される。Fe2＋が存在すると、02はO，や

H，O、を産生し、H，02とLOOH（1ipid hydroperoxide）はHO・とLO・に変換する

（Nakano and Sakurai，1990；Ha11iwc11．1991）。これらの産物は最終的に細胞毒性

のある1ipid a1dehydcとなり、チオバルビツール酸反応物質（TBARS）やマロン

ジアルデヒド（MDA）として検出されるようになる。Matsueら（1995）はペ

プシンなどのプロテアーゼで処理したラクトフェリン分解物は、ラクトフェリ

ンと同様に、DNA、ブレオマイシン、Fe2＋またはアスコルビン酸を含む溶液中

のMDA酸生を抑制することを報告した。ラクトフェリシンはラクトフェリン

の鉄結合部位を含まないが、多機能性を示すペプチドである。このため、本試

験において鉄／アスコルビン酸誘導性のリボンームリン脂質過酸化の系でラクト

フェリシンBがラクトフェリン同様、TBARS産生を抑制するかどうかを確か

めた。また同時に、上述した9残基ペプチドをアシル化した誘導体についても

本実験系での効果を調べ、より高活性のペプチド誘導体が得られるかどうか検

討した（Wakabayashiec〃．，ユ999b）。

2．材料と方法

2－1．ペプチドの調製

 本試験で用いたラクトフェリシン関連ペプチドとコントロールとして用い

た他の抗菌ペプチドを表4－1に示す。ラクトフェリシンBは第2章で示した
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方法で調製した。（A1a㌧13・18）一magainin II－NH2（Chen ecαZ．，1988）はSigma

Chcmica1Co．より購入した。他のペプチドは自動合成機（433A，Perkin－E1mer

Japan Co．App1ied Biosystems Divison，Chiba，Japan）を用いて化学合成した。g一

日uor㎝y1methoxycarbony1（Fmoc）による固相法により、4一（2’，4’一dimethoxyph㎝y1－

Fmoc－animomethy1）Phenoxyacetamido－ethy1レジンまたはプレロードHMPレジン

（Pcrkin－E1mer）上に合成した。ペプチドのNアシル化のために、レジンを

HOBt／HBTUエステルとして活性化した目的の脂肪酸で処理した。レジンと側

鎖保護基を除去した後、クルードのペプチドを逆相HPLCで精製した。最終産

物の構造は質量分析（LCQ，Fimigan Mat）により確認した。全てのペプチドは

水に溶解性を示した。

表4－1． 本試験に用いたペプチド誘導体の構造

Peptide namc Structurea

LFcin B

LFcin H（25mer）

（4－12）一NH2

Acy16一（4－12）一NH2

Acy110一（4－12）一NH2

Acy111一（4－12）一NH2

Acy114一（4－12）一NH2

Acy116一（4－12）一NH2

Acy118一（4－12）一NH2

D（4－12）一NH2

Acy110－D（4－12）一NH2

Ac－RRWWCR－NH、

（A1a8’13’18）一magainin II－NH2

         FKCRRWOWRMKK正GAPSITCVRRムF

         TKC1≡一〇WgR㎜MRKVRGPPVSCIKRDS

            RRWOW㎜KK－NH．

  CH3（CH2）4CO－RRWOWRMKK－NH2

  CH3（CH2）8CO－RRWOWR㎜KK－NH2

  CH3（CH2）gCO－RRWOWRMKK－NH2

 CH3（CH2）12CO－RRWOWR㎜KK－NH2

 CH3（CH2）14CO－RRWgWR㎜KK－NH2

 CH3（CH2）16CO－RRWOWRMKK－NH2

         D一（RRWO町R㎜KK）一NH2b

CH3（CH2）、CO－D一（RRWgWR㎜KK）一NH2b

       CH3CO－RR㎜πCR－NH2

    G工GKF1二、HAA1二。1二。F㎜FV＾EI㎜㎜S－NH
                           2

aアミノ酸は太字の一文字表記で示した。b DはD体化ペプチドを示す。
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2－2．試験菌株

 亙∫c加バ。〃αco〃IID861，P∫e〃。mo伽∫αe用g加。∫α IF03445、∫吻ρ伽Zococc〃∫

α〃伽JCM2151（ATCC6538P）は標準寒天培地（Eiken Chemica1Co．，Tokyo，

Japan）スラント上で維持した。ストックカルチャーを1％Bactopeptoneに分取

し、37℃、7時間培養して試験菌液を得た。Cm〃αα伽。m∫TIMM0144と

〃。ん。ρ奴。n me伽gグ。ρんyCe∫TIMM1189は試験前に、サブロー・グルコース寒天

スラント上で27℃で培養した。

2－3．抗菌感受性試験

 MICは96穴マイクロプレートを用いた微量液体希釈法により測定した。培

地として、1％Bactopcptoneとミューラーヒントンブロス（Difco）を細菌用に、

サブロー・グルコース・ブロスを真菌用に用いた。細菌細胞は最終細胞濃度

106／m1となるようにマイクロプレートに添加し、37℃で17時間培養した。C．

○伽。αn∫細胞はスラントから回収し培地に懸濁し、105／m1となるようにマイク

ロプレートに添加し37℃で17時間培養した。r me伽g岬伽e∫の分生子はスラ

ントからO．05％Tween80入り生理食塩水に回収し、104／m1となるようにマイク

ロプレートに添加し27℃で4日間培養した。MICはn＝3で測定した。

2－4．抗酸化性試験

 TBARS産生のアッセイはGutteridgeの方法を改変して行った（Gutteridge，

1977）。10mMHEPES，0115MN・C1（PH7．4）中で5mg／m1の卵黄レシチンを窒素

大気下、37℃、5分激しく撹枠し、4℃、1時間放置することでリポソームを得

た。上清O．5m1ずつを試験管に分注した。試験管に、50μ1のn2μM
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FeNH。（SO、）、・50μ1の532μMアスコルビン酸、100μ1の試験サンプル液を加え、

5秒問激しくミックスした。試験液は37℃で1または2時間インキュベートし

た。それぞれの試験管に、3m1の1．O％亜ヒ酸入り2．9M HC1を加えた。試験

管をミックスし、15分、25008で遠心し、3m1の清澄な上清を除去し、1m1の

O．05M NaOH中1％チオバルビツール酸に加え、沸騰水中で15分間加熱した。

冷却後、濁りをフィルターにより除去し、532nmの吸光度を計測することで

TBARS値を求めた。有意差検定はunpairedtwo－tai1edの。検定によって行った。

3、結果

2－1．抗菌性

 ペプトン培地中での5菌種に対するラクトフェリシン関連ペプチドのMIC

を表4－2に示す。ラクトフェリシンBと相同なアミノ酸配列部分に対応する

しFcin H（25mer）は全ての試験菌に対してラクトフェリシンBより低活性を示し

た。ラクトフェリシンB中の塩基性アミノ酸の多い領域RRWQWRMKK（R4．

K12に相当）をもとにペプチド誘導体を合成し、抗菌活性をアッセイした。炭

素鎖6－11のNアシル化誘導体はラクトフェリシンBと同等かより高い活性を

示した。炭素数11のペプチドは最も活性が高く、ラクトフェリシンBの1／2か

ら1／4のMICを示した（4－12）一NH、のD体であるD（4－12）一NH2も、Acy111一（4－

12）一NH。と同等の高い活性を示した。しかし、D体ペプチドをNアシル化する

ことでさらに活性を高めることはできなかった。Ac－RRWWCR－NH2は合成ペプ

チド混合ライブラリーから最も抗菌性の高い6残基ペプチドとして同定され

（Houghtenec〃．，1991）、ラクトフェリシンBのRRWQWR領域とシークェンス

相同性を有する。このペプチドはラクトフェリシンBよりやや低い活性を示し

た。（刈aw8）一magainin II－NH2はオリジナルのmagainin IIより数百倍高い抗菌性
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を示す23残基のペプチドとして報告された（Chen ecαZ．，1988）。このペプチド

の活性はAcy111一（4－12）一NH2と同等であった。ミューラーヒントンブロス中で、

ラクトフェリシンBは特にグラム陰性菌に対する活性を低下させたが、Nアシ

ル化誘導体の高活性と炭素鎖に依存した活性はより明確に示された（表4－

3）。Acy110一（4－12）一NH、とAcy111一（4－12）一NH、はラクトフェリシンBより4から

8倍低いMICを示した。

表4－2．

菌活性

ペプトン・ブロス中でのラクトフェリシン関連ペプチドのinVitro抗

MICω9／m1）

Agent 且・・κpα舳抑・∫・＆α〃・・∫C．α伽・伽τm・〃α8・η伽C・∫

LFcin B

LFcin H（25mer）

（4－12）一NH2

Acy16一（4－12）一NH2

Acy110一（4－12）一NH2

Acy111一（4－12）一NH2

Acy114一（4－12）一NH2

Acy116一（4－12）一NH2

Acy118一（4－12）一NH2

D（4－12）一NH2

Acy110－D（4－12）一NH2

Ac－RRWWCR－NHつ

（Ala8J3’18）一magainin II－NH2

6

25

6

3

3

3

6

6

6

3

3

12

3

12

50

25

25

 6

6

12

12

25

12

6

25

6

12

25

6

6

6

3

12

12

12

3

3

12

3

25

100

25

25

25

12

25

50

100

 6

12

50

25

12

50

 6

6

6

6

12

12

12

6

6

6

12
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表4－3．ミューラーピントン・ブロス中でのラクトフェリシン関連ペプチド

のinVitro抗菌活性

MIC⑫9／m1）

Agent 亙．C0〃 Pαe川9肋0∫α＆α〃伽

LFcin B

LFcin H（25mer）

Acy16一（4－12）一NH2

Acy110一（4－12）一NH2

Acy111一（4－12）一NH2

Acy114一（4－12）一NH2

Acy116一（4－12）一NH2

Acy118一（4－12）一NH2

D（4－12）一NH2

Acy110－D（4－12）一NH2

Ac－RRWWCR－NH。

 50

＞200

100

 6

 12

 12

 25

 50

 50

 12

100

＞200

〉200

＞200

 50

 50

 50

 50

100

＞200

100

＞200

 25

＞200

100

 6

 3

 12

 12

 25

 12

 6

 25

2－2．抗酸化性

  リポンームリン脂質の2時間インキュベーションによる過酸化の系で、

TBARS産生に対するラクトフェリン関連物質の効果を調べた（図4－1）。

Fe3＋とアスコルビン酸をこの系に添加することでTBARSが産生された。Fe3＋と

アスコルビン酸の存在下で、ラクトフェリンとポジティブコントロール、DL．

α一トコフェロールはこれまでの報告通り（Gutteridgeec〃．，1982；Shinmotoec〃．，

1992）反応を抑制した。ラクトフェリシンBはラクトフェリンより効果は弱い

がTBARS産生量を低下させた。
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図4－1．リポンームリン脂質でのTBARS生成に対するラクトフェリンとラク

トフェリシンBの効果。試験物質はFe3＋イオンとアスコルビン酸（Asc）と共にリ

ポソーム系で2時間インキュベートした。生成したTBARSは532nmの吸光度に

より測定し、5テストの平均±SDを、Fe3＋イオンとアスコルビン酸のみのコント

ロールに対する％で表示した。データはコントロールとの間で統計学的に解析

した。・PくO．05、・・PくO．O05。
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表4－4． ラクトフェリシン誘導ペプチドと参照物質のTBARS生成への効果

TBARS formation（％）at indicatcd

   COnCentratiOn（mg／m1）

LFcin B

Compounds

LFcin B（14－25）

Acy16一（4－12）一NH2

Acy110一（4－12）一NH2

Acy114一（4－12）一NH2

Acy116一（4－12）一NH2

Acy118一（4－12）一NH2

D（4－12）一NH2

Acy110－D（4－12）一NH2

Ac－RRWWCR－NH，

DL一α一Tocophero1

o－phenanthro1inc

Quin2

SOD

O．O01     0，01      0．1

ND a

ND

102，5

96，0

92，0

91，0

83．8

ND

89．3

ND

49．5

27．7

47，6

99．O

ND

ND

88．1

40．8

40，8

37，3

24．3

ND

49．5

ND

16．7

31．6

 7．3

109．4

93．1

129．9

45．1

13．3

9，8

10．4

11．3

85．5

13．9

64．6

6．4

16．9

 6．7

119．5

1

25．2

159．9

12．7

8．1

12．1

12．1

14，6

83．3

7，7

10．2

4．2

11．5

6．1

115．2

試験物質はFe3＋イオンとアスコルビン酸（Asc）と共にリポソーム系で1時間インキ

ュベートした。生成したTBARSは532nmの吸光度により測定し、Fc3＋イオンと

アスコルビン酸のみのコントロールに対する％で表示した。

aND：測定せず。

  ラクトフェリシン関連ペプチドの酸化反応への効果を調べるために、表4

－1に示した合成ペプチドを試験した。表4－4は、1時間のインキュペーシ
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ヨンでのTBARS産生へのこれらのペプチドと参照物質の効果を示す。DL．α．ト

コフェロールと2つの金属キレート剤、o－Phenanthro1ine，Quin2は顕著な抑制

効果を示したが、O。’スカベンジャーのSODはむしろ促進効果を示した。合成

ペプチドの中で、塩基性アミノ酸の少ないラクトフェリシンBのC末端側に相

当するしFcin B（14－25）はTBARS産生を増加させた。ラクトフェリシンBのコ

ア部分9残基のNアシル化誘導体は反応を効果的に抑制し、その効果はラクト

フェリシンBの100倍程度低い濃度でも明らかだった。これらのペプチドの抑

制効果はアシル基の炭素鎖の長さに依存し、長い炭素鎖を持つものがより高い

効果を示した。LFcinB（4－12）一NH2アシル化体のD体はL体と同等の効果を示し

た参照物質として調べた塩基性抗菌ペプチド、Ac－RRWQWR－NH2もTBARS

産生を抑制した。

3．考察

3－1．ラクトフェリシン誘導体の抗菌活性

 Nアシル化によりラクトフェリシンB誘導体と微生物細胞膜との相互作用

が高まり、強い抗菌活性に結びついたと思われる。適切なアミノ酸の置換が抗

菌ペプチドの活性を高めることが知られている（Chen ec〃．，1988；Kang ec〃．，

1996）。しかし、比較的短いペプチドを用いたNアシル誘導体化のアプローチ

は比較的長いペプチドと比較して合成過程を簡略化させることができる。Ca2＋

とMg2＋イオンは2mM以上でラクトフェリシンBの活性を低下させることが知

られている（Be11amy eC oZ．，1992b）が、これらのイオンは、ミューラーピント

ン・ブロス中でのこのペプチドのMICの上昇とは関係ないと思われる。ミュー

ラーピントン・ブロス中のCa2＋とMg2＋の濃度は低く（それぞれO．15，O．21mM）、

1％Bactopeptone中のそれとほぼ同じである。他の成分がミューラーピントン・
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ブロス中でのラクトフェリシンBの活性の低下に関わっている可能性がある。

そしてNアシル化誘導体はこうした培地成分によるブロッキング効果に影響を

受けにくいものと思、われる。D体ペプチドは微生物から分泌されるプロテアー

ゼにより分解されないだろう。本試験の結果は以前の報告と同様D体化誘導体

の抗菌作用における有効性を示している（A1varez－Bravo，1994；ChapP1e eC〃．，

1998；Wadee〃．，1990）。

 11残基のラクトフェリシンBアナログの赤血球溶血活性は非常に低いこと

が報告されている（Kang eC〃．，1996）。また予備的評価で、D（4－12）一NH2は微生

物を抑制する濃度では動物細胞に対して毒性を示さなかった。経口投与は、本

試験の誘導体を臨床使用する場合の投与経路の1つの候補である。Nアシル化、

D体化誘導体のマウスヘの経口投与は、1OO mg／kg bodyの高いドーズでも致死

的毒性は示さなかった（未発表データ）。

3－2．ラクトフェリシン誘導体の抗酸化活性

 本試験において、ラクトフェリシンBはラクトフェリンと同様に抗酸化活

性を示した。これはこれまでに報告のあった他の生物活性での知見と一致する

（Yooec〃．，1997；Mattsby－Ba1tzere〃．，1996；ShinodaeCαZ．，1996）。本試験の結果

はラクトフェリシンがラクトフェリンの多機能性ドメインとして働くという仮

説を支持する。1分子のラクトフェリンはラクトフェリシン部位とは異なる結

合部位で2原子のFe3＋を結合する。しかし、ラクトフェリンは過剰量のFe・・を

溶液中で可溶にし、ラクトフェリンが多数のFe2＋イオンを結合しうることが報

告されている（Nagasako e〃．，1993）。またラクトフェリンのペプシン分解物は

DNA、ブレオマイシン系でFe2＋により誘導されるMDA生成を抑制する

（Matsueec〃．，1995）。これらの知見は、ラクトフェリシンBが厳密なキレート
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とは異なる方法でFe2＋と相互作用し、脂質の過酸化を抑制していることを考え

させる。Matsueらはまた、ラクトフェリンがアスコルビン酸と結合することが、

鉄／アスコルビン酸による過酸化系での抗酸化作用のメカニズムの1つになって

いることを示唆している（MatsueeCαZ．，1995）。ラクトフェリシンBの抗酸化作

用のメカニズムを明らかにするために、このペプチドの鉄やアスコルビン酸と

の相互作用を調べる必要がある。参照物質として調べた塩基性抗菌ペプチドの

Ac－RRWWCR－NH。もTBARS生成を抑制した。本試験ではラクトフェリシンB

のコア・シークェンスRRWQWRMKKに疎水性基を付けたものについても抗酸

化活性を調べた。Nアシル化ペプチドは強くTBARS生成を抑制した。ペプチ

ドのアシル化によってリポンームリン脂質と強いアフィニティーが生まれたこ

とが理由として考えられる。多くの生理学的に重要なペプチドやタンパク質は

脂肪酸を共有結合していることが知られており、そのことはしばしば生物活性

や、細胞膜との安定した結合のために必要である（Tbw1er and Gordon，1988；

Branton eC〃．，1993）。非アシル化ペプチドヘのアシル基の導入はリン脂質膜と

の強い相互作用を引き起こすことが報告されている（Niidome ecαZ．，1996）。本

研究の結果はアシル化ペプチドのこれまでに知られていない生物活性、抗酸化

性を示すものである。

5．まとめ

 ラクトフェリシンBの誘導体化ペプチドについて、抗菌性と抗酸化性を検

討した。ラクトフェリシンB中の配列RRWQWRMKKのNアシル化、D体化

ペプチド誘導体は、細菌と真菌に対してラクトフェリシンBより強い抗菌活性

を示した。最も活性の高いペプチドは炭素鎖数11のアシル基を結合させたも

ので・ラクトフェリシンBの2から8倍低いMICを示した。一方、鉄／アスコ
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ルビン酸で誘導されるリポンームリン脂質過酸化の系において、ラクトフェリ

シンBはラクトフェリン同様TBARSの生成を抑制した。TBARS生成の抑制は

上記Nアシル化9残基ペプチドでも示され、その活性はラクトフェリシンBの

1OO倍程度強いものだった。
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第5章 ラクトフェリン関連物質と抗真菌剤との相乗的抗

カンジダ作用

1．はじめに

 Cα伽Cαn∫はヒトにおいて全身性あるいは皮膚粘膜の感染症を引き起こす日

和見感染菌である。粘膜のC舳〃α感染の中で、口腔咽頭カンジダ症は刈DS患

者のような免疫不全の宿主における重大な臨床上の問題となっている（Odds eτ

〃．，1990）。Cα伽。m∫は酵母状細胞と菌糸状細胞の二形性を示す。C．o伽。伽sの

菌糸状細胞は酵母状細胞より粘膜細胞への接着’性が高いため、宿主の組織に侵

入し病変を起こしやすいと考えられる（Odds，1988）。このため菌糸状発育をタ

ーゲットとした抗菌剤による治療法が必要である。

 アゾール系抗真菌剤は表在性および深在性の真菌症の化学療法に最も広く使

われる、主として静菌的に働く薬剤である。イミダゾール環を有する薬剤、イ

ミダゾール系抗真菌剤は、主として表在性真菌症に対する外用剤として用いら

れている。トリアソール環を有するトリアソール系抗真菌剤は、主に深在性真

菌症に対する経口、注射剤として用いられている。なかでもトリアソール系抗

真菌剤のフルコナジールとイドラゴナジールは、その有効性の高さと低い毒性

のためにCαna肋属による深在性感染症の治療によく使われる（Hay，19gO）。ア

ゾール系抗真菌剤は、発育を部分的に阻止するような低濃度でC o伽C伽の菌

糸状発育に影響を与えることが知られている（Oddse〃．，1985）。しかし、末期

のAIDSや慢性皮膚粘膜カンジダ症のような極度に免疫力の低下した患者では、

フルコナジールによる断続的な治療がこれらの薬剤に耐性のCαn〃αを出現さ

せている（RexeC〃．，1995）。ある種の抗真菌剤はアゾール耐性C o伽。m∫に有効
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性を示すことが報告されているが、これらの研究は主として酵母状に発育する

条件下で得られた結果である（Martinez－Suarez and Rodriguez－Tude1a，1996；

Ruhnkeec〃．，1997）。菌糸状に発育する細胞に焦点を当てた研究が、この形態の

病原性における重要性から必要と考えられる。

 ある種の抗菌剤は生体防御因子と協力して生体に侵入した病原菌を抑制する

ようである。粘膜分泌中や血中（感染時）に存在するラクトフェリンが、投与

された抗真菌剤の効果に影響を及ぼすのか、ラクトフェリンやその活性ペプチ

ドと抗真菌剤との併用療法は有効なのかを検討するために、本試験では、初め

にC．α伽。舳∫臨床分離株の酵母状発育条件下で、ラクトフェリンやそのペプチ

ドと、各種抗真菌剤との間のinvitro併用効果を調べた（Wakabayashie〃．，1996b）。

これにより、ラクトフェリン類とアゾール系抗真菌剤の間で相乗効果が確認さ

れたため、次ぎにアゾール耐性株を含む。 o伽。伽∫臨床分離株の菌糸状発育条

件下で、ラクトフェリン類とトリアソール系抗真菌剤との併用効果を調べた

（Wakabayashie〃．，1998）。

2．材料と方法

2－1．ラクトフェリシン関連物質

 ウシラクトフェリン、ウシラクトフェリン・ペプシン分解物、ラクトフェリ

シンBは、第2章に示す方法で調製した。ラクトフェリン分解物からラクトフ

ェリシンBを除いた画分、LF（一）は、ラクトフェリン分解物からHPLCにより繰

り返しラクトフェリシンBを除去することで得た。全てのラクトフェリン関連

物質は滅菌水に溶解させた。

2－2．抗真菌剤
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 アンホテリシンBとクロトリマゾールはSigma Chemica1Co．より購入した。

ナイスタチンとフルシトシンはNaka1aiTesque Co．（Kyoto）より購入した。ケトコ

ナジール、イドラゴナジール、フルコナジールはそれぞれNizora1⑩Crcam（Kyowa

H・kk・C…T・ky・）・1t・i・・1・⑩C・p・・1・・50（Ky・w・H・kk・）、Din・…⑧C・p・・1・・（Pfi…

Pha㎜aceutica1Japan，Tokyo）から抽出した。フルシトシン、イドラゴナジール、

フルコナジールはそれぞれ滅菌水、O．1NHC1添加DMSO，PBSに溶解させた。

他の抗真菌剤は、DMSOに溶解させた。

2－2．C．α伽。舳∫株

  アゾール感受性菌として次の菌株を用いた。ATCCgO028（Nationa1Committee

forC1inical LaboratoryStandards documentM27一工1995による推奨株）、TIMM1768

（血清型Aの臨床分離株、帝京大学医真菌研究センター、Tokyo，Japan）。アゾ

ール耐性菌として次の菌株を用いた。TIMM3164（中等度の耐性株、AIDS患者

より分離）、TIMM3315，TIMM3317（高度耐性株、血液病患者から継続して分

離）。使用前に菌株をストックカルチャーからサブロー・グルコース寒天（1％

Bactopeptone，2％glucose，1．5％agar）に移し28℃で培養した。それぞれの株の抗

真菌剤に対する感受性はdocument M27－Tにしたがって確認した（Nationa1

Committee for C1inica1Laboratory Standards document M27一丁1995）。

2－3．酵母状発育条件下での抗Cma肋活性の測定

 抗真菌剤とラクトフェリン関連物質の酵母状発育条件下でのCα伽。m∫

TIMM1768に対する発育阻止活性は微量液体希釈法により測定した（Uchida，

1991）。C o伽。m∫の酵母状細胞をサブロー・グルコース寒天スラントから分取し、

生理食塩水で洗浄、サブロー・グルコース・ブロス（1％Bactopeptone，2％g1ucose，
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pH6．5）に105細胞／m1の菌数で懸濁した。20μ1のC舳〃α懸濁液、10μ1のラク

トフェリン関連物質ストック液、2μ1の抗真菌剤ストック液、168μ1のサブロー・

グルコース・ブロスを混合し、37℃で17時間培養した。試験濃度のラクトフェ

リン関連物質の添加は培地のpHをやや上昇させた（∠lO．1－O．2）。抗真菌剤の溶

解に用いた溶媒の培地への添加（1％）はCαn〃αの発育に影響しないことを確

認した。培養開始時と終了時に、n：3のサンプルの630mでの吸光度を測定し、

その差をCma肋発育量とした。Cα伽。舳sの発育阻止％は次のように計算し

た：［（1一薬剤存在下でのCαめた伽s吸光度／Cα伽。舳∫単独での吸光度）×100］

（％）。80％発育阻止濃度を最小発育阻止濃度（MIC）とした。

2－4．菌糸状発育条件下での抗C伽〃α活性の測定

 2・5％非勧化FCS・20mM HEPES・2mM L－91utamate，16mM sodium hydrogen

carbonateを添加したRPM11640をCα伽。伽の菌糸状発育を促進する培地とし

て使用した（RPmcdium）。Cαめたαn∫の酵母状細胞をサブロー・グルコース寒天

スラントから分取し、生理食塩水で洗浄、RP mediumに105細胞／m1となるよう

に懸濁した。96穴平底マイクロプレートのウェルに20μ1のCα〃a肋懸濁液、10

μ1のラクトフェリンまたはラクトフェリシンBストック液、2μ1の抗真菌剤ス

トック液・168μ1のRPmediumを加え、5％CO、大気中、37℃で、15時間培養し

た。C．α伽。伽の菌糸状発育量を測定するために、文献に示す方法でクリスタル・

バイオレット（CV）染色法を行った（Abe e〃．，1994；Okutomi ecαZ．，1997）。そ

の方法を略記すると、ウェル中の培地を除去し、接着しているCma肋の菌糸

を70％エタノールで固定する。菌糸をO．02％CVで染色し、水で洗浄する。マ

イクロプレートを乾燥し、O．04NHC1入りイソプロパノール150μ1とO，25％SDS

50μ1をウェルに添加し、混合する。n＝3のサンプルで550－630nmの吸光度を測
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足する。フルコナジールとラクトフェリン関連物質については、薬剤無添加で

の発育に対して80％発育を阻止した最小濃度をMICとした。イドラゴナジール

はアゾール耐性Cα伽。m∫に対して部分的発育阻害を起こしたので、90％発育阻

止濃度をMICとした。

2－5．チェッカーボード法による解析

 併用効果の評価のために、標準法にしたがってチェッカーボード法を使用し

た（E1iopou1os and Moe11ering，1991）。併用した薬剤それぞれのMIC値を算術ス

ケール上にプロットした。fractiona1inhibitoryc㎝centration（FIC）indexは次のよう

に計算した：（併用下での薬剤Aの最小阻止濃度／薬剤A単独でのMIC＋併用

下での薬剤Bの最小阻止濃度／薬剤B単独でのMIC）。FICindex値がく1，1．4、

＞4をそれぞれ相乗的、相加的、拮抗的とした。

3．結果

3－1．酵母状発育条件下での抗真菌剤とラクトフェリンの併用効果

  3－1節から3－5節まで、酵母状発育条件下で、C o伽。伽∫TIMM1768に

対する、ラクトフェリン、ラクトフェリン分解物、ラクトフェリシンBと、各

種抗真菌剤との併用効果を検討した。Cma肋の発育をほとんど阻止しないラク

トフェリン1OOμg／m1の存在下で、2種類のポリエン類（アンホテリシンB、ナ

イスタチン）、1種類のフルオロピリミジン類（フルオロシトシン）、2種類のイ

ミダゾール類（クロトリマゾール、ケトコナジール）、2種類のトリアソール類

（フルコナジール、イドラゴナジール）の抗Cm〃α活性を調べた（表5－1）。

アンホテリシンB、ナイスタチン、フルシトシンのMICはラクトフェリンを加

えても変化しなかった。一方、ケトコナジールのMICはラクトフェリン存在下
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で非存在下での1／16に低下した。また他の3種のアゾール剤のMICもラクトフ

ェリンによって1／4に低下した。

表5－1．各種抗真菌剤の抗Cm〃α活性へ及ぼすラクトフェリンの影響

MIC（ng／m1）

Antifunga1agent

AMPH

NYS

5－FC

CTZ

KCZ

FLCZ

ITCZ

A1one       ＋LF

 62．5

1000

4000

 50

 50

4，OO0

 50

 62．5

1000

4000

 12．5（1／4）

 3．1（1／16）

1，O00  （1／4）

 12．5（1／4）

 MlC値はそれぞれの薬剤の80％発育阻止濃度として決定した。ラクトフェリ

ン（LF）はsub－MICレベル（100μ9／m1）添加した。薬剤単独時に対するラクト

フェリン添加時のMICの割合をカッコ内に示した。アンホテリシンB（AMPH）、

ナイスタチン（NYS）、フルシトシン（5－FC）、クロトリマゾール（CTZ）、ケト

コナジール（KCZ）、フルコナジール（FLCZ）、イドラゴナジール（ITCZ）。

3－2．抗真菌剤とラクトフェリン分解物の併用効果

 C伽〃αの発育をほとんど阻止しないラクトフェリン分解物50または200

μ9／m1の存在下での各種抗真菌剤のMIC値を比較した（表5－2）。アンホテリ

シンBとナイスタチンのMICはラクトフェリン分解物の添加で変化しなかった。

ラクトフェリン分解物200μ9／m1の併用により、フルシトシンと4種類のアゾー
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ル剤でMICが1／4から1／16に低下した。さらにフルコナジールのMICは50μ9／m1

のラクトフェリン分解物存在下でも1／4に低下した。

表5－2・各種抗真菌剤の抗Cαn〃α活性へ及ぼすラクトフェリン分解物の影

     響

MIC（ng／m1）

Antifunga1agcnt  A1one

AMPH

NYS

5－FC

CTZ

KCZ

FLCZ

ITCZ

  62．5

1，000

4，OO0

  50

  50

16，OO0

  50

十LFhyd50

 62．5

1．000

4，OO0

 50

 50

4，OOO  （1／4）

 50

十LFhyd200

 62．5

1，OO0

1，OOO  （1／4）

  3．1（1／16）

  3．1（1／16）

1，OOO  （1／16）

  3．1（1／16）

 MIC値はそれぞれの薬剤の80％発育阻止濃度として決定した。ラクトフェリ

ン分解物（LFhyd）はsub－MICレベル（50または200μ9／m1）添加した。薬剤単

独時に対するラクトフェリン分解物添加時のMICの割合をカッコ内に示した。

3－3．抗真菌剤とラクトフェリシンの併用効果

 Cma〃α発育に影響しないラクトフェリシンB3．1μg／m1存在下で、各種抗真

菌剤のMICの変動を調べた（表5－3）。ラクトフェリシンB添加によってア

ンホテリシンB、ナイスタチン、フルシトシンのMICは変化しなかった。対照

的に4種のアゾール系抗真菌剤のMICは1／4に低下した。
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表5－3．各種抗真菌剤の抗C伽〃。活性へ及ぼすラクトフェリシンの影響

MIC（ng／m1）

Antifunga1agent  A1one

AMPH

NYS

5－FC

CTZ

KCZ

FLCZ

ITCZ

  62．5

1．000

4，OO0

  50

  50

16．000

 50

十LF－B

 62．5

1，OO0

4，OO0

 12．5（1／4）

 12．5（1／4）

4，OOO  （1／4）

 12．5（1／4）

 MIC値はそれぞれの薬剤の80％発育阻止濃度として決定した。ラクトフェリ

シンB（LF－B）はsub－MICレベル（3．1μ9／mI）添加した。薬剤単独時に対する

ラクトフェリシンB添加時のMICの割合をカッコ内に示した。

3－4．クロトリマゾールとラクトフェリシンの併用効果における濃度依存性

  クロトリマゾールの各濃度存在下での、ラクトフェリン、ラクトフェリン分

解物・ラクトフェリシンB，LF（一）によるC舳a肋発育阻止活性を調べた（図5

－1a－d）。クロトリマゾール単独でのC伽〃α発育阻止活性は、12．5ng／m1では

部分的であり、50ng／m1で80％阻止を示した。ラクトフェリン単独では200μg／m1

で完全に発育阻止しむクロトリマゾール3．1ng／m1または12．5ng／m1存在下で、

ラクトフェリンそれぞれ100μ9／m1，50μ9／m1の併用で発育が阻止された（図5

－1a）。ラクトフェリン分解物、ラクトフェリシンB単独で、それぞれ400μg／m1，

12．5μ9／m1で80％発育阻止を引き起こしたが、3．1－12．5μ9／m1のクロトリマゾー

ルとの併用で・それらは1／2から1／4に低下した（図5－！b，c）。対照的にLF（一）
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は濃度依存的にCα〃〃αの発育を促進し、その傾向はクロトリマゾール3．1．50

ng／m1存在下でも同様に観察された（図5－1d）。
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図5－1．クロトリマゾール存在下・非存在下での、ラクトフェリン（LF、パ

ネルa）、ラクトフェリン分解物（LFhyd、パネルb）、ラクトフェリシンB（LF．B、

パネル。）、LF（一）（パネルd）による発育阻止効果。C o倣。伽∫TIMM1768の発育

はOD630の測定によりモニターした。データは3サンプルの平均±SDで表し

た。クロトリマゾール濃度はO（■）、3．1（□）、12．5（▲）、50（△）ng／m1。
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3－5．チェッカーボード法による併用効果の解析

 ラクトフェリン関連物質とクロトリマゾールとの併用効果についてチェッ

カーボード法により検討した。ラクトフェリンとクロトリマゾールの併用によ

る抗Cma肋活性を調べ、80％発育阻止を示すそれぞれの薬剤の濃度をプロット

した。図5－2aに示すように、プロットしたカーブは「相乗的」な併用効果を示

唆するものだった。この併用によるFIC indexは。．187であり、相乗効果（く1）

を示す値であった。ラクトフェリシンBとクロトリマゾールについても同様に

プロットしたポイントは相乗性を表すカーブを描いた（図5－2b）。このとき

のFICindexはO．190であり、相乗効果を示した。

  50         a  50         b

          F1Cindex＝0，187                    FlCindex＝0．190
  40                    40

ξ              ξ
g30          ε30
胃   ●        一  ●
020                020

         ●  10                     10

                         ●               、
         ●                                         0

  0                   0             ’

   0    50   100   150   200         0．0   3．1   6．3   9，4   12．5

        LF（ψml）                  LF－B（μg／m1）

図5－2．ラクトフェリン（LF、パネルa）、ラクトフエリシンB（LF－B、パネ

ルb）とクロトリマゾール（CTZ）との抗C伽a肋併用効果をチェッカーボード

法で解析した。C．α伽。舳TIMM1768に対するクロトリマゾールとラクトフェリ

ン類の併用時の80％阻止濃度をn：3で測定し、算術スケール上で黒丸をプロッ

トした。相加的と推定される濃度を破線で示した。それぞれの2剤併用につい

てのFICindexをそれぞれのグラフ内に示した。
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表5－4．CV染色法による抗真菌剤、ラクトフェリン（LF）、ラクトフェリシ

ンB（LFcinB）のMICの測定

MIC（μ9／m1）

Cαめたαn∫strain AmphotericinBF1uconazo1e Itraconazo1e  LF

Azolc－susceptible

 ATCCgO028

 TIMM1768

Azo1e－resistant

 TIMM3164目

 TIMM3315

 TIMM3317

0．13         0，25

0，13         0．25

O．13      1

0．25     128

0．13       ＞256

LFcinB

O．0063   ＞6400    400

0．0063    6400    400

 O．05      1600    400

＞51          200     50

＞51         1600    200

aこの株のMICは630nmでの吸光度により測定した。

3－6．抗真菌剤、ラクトフェリン、ラクトフェリシンBによる菌糸状発育の

抑制

 以下の節において、アゾール感受性および耐性のC o伽。α〃∫株について、RP

medium中での菌糸状発育に対する抗真菌剤、ラクトフェリン、ラクトフェリシ

ンBの発育阻止効果をCV染色法により測定した。ただし、TIMM3164株は菌

糸状に発育しなかったため630nmの吸光度による発育のモニタリングによって

MICを決定した（表5－4）。TIMM3315とTIMM3317の、フルコナジールとイ

ドラゴナジールに対する高度の耐性がこのアッセイにより観察された。

TIMM3164は中度の耐性を示した。アゾール耐性株のTIMM3164，TIMM3315，

TIMM3317に対するラクトフェリンのMICはアゾール感受性株ATCC90028、
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TIMM1768に対するそれより低かった。TIMM3315とTIMM3317に対するラク

トフェリシンBのMICもアゾール感受性株より低かった。

3－7．トリアソール抗真菌剤、ラクトフェリン関連物質の併用によるC

α伽。msTIMM3317への効果

  アゾール耐性株TIMM3317の菌糸状発育のフルコナジールおよびイドラゴ

ナジールによる発育阻止作用をラクトフェリンまたはラクトフェリシンBの存

在下、非存在下で観察した（図5－3）。高濃度のフルコナジールまたはイドラ

ゴナジール存在下でも、この菌株は尾を引くような発育を示し、エンドポイン

トは見られなかった。ラクトフェリンまたはラクトフェリシンBはフルコナジ

ールあるいはイドラゴナジール存在下でのこの尾を引くような発育の度合いを

低下させた。特に、ラクトフェリシンB1Ooμg／m1はそれ自身菌糸状発育に影響

を全く与えなかったが、フルコナジールやイドラゴナジールと共存下でこれを

完全に阻害したラクトフェリン・またはラクトフェリシンBのTIMM3317発

育に対する影響を顕微鏡により観察した（図5－4）。薬剤無添加で15時間培

養すると菌糸状での発育を示し、酵母状細胞は観察されなかった。1μg／m1のフ

ルコナジール存在下では、少なくなった菌糸と同時に酵母状細胞が見られた。

ラクトフェリン200μ9／m1では少ない菌糸が観察された。フルコナジールとラク

トフェリンの両者で処理すると、それぞれ単独での処理時よりさらに菌糸は少

なくなっていた。ラクトフェリシンB単独ではほとんど菌糸状発育に影響しな

かったが、フルコナジールと共存すると少数の酵母状細胞が存在し、菌糸はほ

とんど認められなかった。これらの顕微鏡による観察結果はCV染色法による菌

糸の定量結果（図5－3）とよく一致していた。
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図5－3．ラクトフェリン、またはラクトフェリシンB存在下でのトリアソー

ル抗真菌剤によるC o伽。舳∫TIMM3317の菌糸上発育の阻止。フルコナジール

（A）とイドラゴナジール（C）をラクトフェリン非存在下（■）、存在下（口、

200μ9／m1；▲、800μ9／m1）でテストした。フルコナジール（B）とイドラゴナ

ジール（D）をラクトフェリシンB非存在下（■）、存在下（口、25μg／m1；▲、

100μ9／m1）でテストした。値は3テストの平均±SDで表示した。
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図5－4．フルコナジールと／またはラクトフェリン類の存在下でのCα伽。m∫

発育の位相差顕微鏡写真。（A）薬剤無添加でのコントロール培養は菌糸上発育

を示し、酵母状細胞は見られない；（B）フルコナジール（1μg／m1）処理での培

養は少ない菌糸と酵母状細胞を示す；（C）ラクトフェリン（200μg／m1）処理で

の培養は少なくなった菌糸を示す；（D）フルコナジール（1μg／m1）十ラクトフ

ェリン（200μ9／m1）処理の培養は非常に少なくなった菌糸と少数の酵母状細胞

を示す；（E）ラクトフェリシンB（25μ9／m1）処理の培養は菌糸状発育に影響を

与えない；（F）フルコナジール（1μg／m1）十ラクトフェリシンB（25μg／m1）処

理の培養は少しの酵母状細胞を示し、菌糸はほとんど認められない。バーは50

μmを示す。
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3－8．各アゾール感受性、耐性株に対する併用効果の比較

 アゾール感受性株およびアゾール耐性株の菌糸状発育に対する併用の効果

をMICの低下とFICindexの面から比較した（表5－5）。ラクトフェリン、ラ

クトフェリシンBはそれぞれの菌株のMICの1／4以下を添加した。これらの添

加によって、フルコナジールのMICはアゾール感受性株ATCCgO028，TIMM1768

では変化しなかったが、アゾール耐性株TIMM3315，TIMM3317では低下した

（表5－4、表5－5）。これらの耐性2株でのラクトフェリンあるいはラクト

フェリシンBとフルコナジールとの併用は、FICindexから相乗的であることが

示された（表5－5）。酵母状に発育した耐性株TIMM3164ではこれらの併用で

MICの低下を示さなかった。イドラゴナジールに関しては、耐性3株、TIMM3164，

TIMM3315，TIMM3317でラクトフェリンあるいはラクトフエリシンBとの併用

によるMICの低下とFICindexでの相乗効果が示された。
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表5－5・フルコナジールまたはイドラゴナジールとラクトフェリン関連物質

との併用下でCV染色法により測定したMICとFICindex

F1uconazo1e with the fo11owing： Itraconazo1e with the fo11owing：

LF         LFcin B LF LFcin B

C．αめたαn∫

 Strain

 MIC

（叫9／m1）齪

FIC  MIC  FIC

indexb@（叫9／m1） index

MIC

（μ9／m1）

FIC

index

MIC   FIC

（叫9／m1）  index

Azo1e－s口sceptibIe

 ArCCgO028

 TIMM1768

Azo1e－resistant

 TIMM3164c

 TIMM3315

 TIMM3317

0・5（800）2・06（I）O．25（25）1．06（I）

O・25（800）1・13（I）O．25（25）1．06（I）

O．0063（800） 1．06（I）

O．0063（800） 1．13（I）

O．0031（25）O．56（S）

O．0063（25）1．06（I）

1（200）1・13（1）2（25） 2・06（1）O・025（200）O．63（S）O．025（25）O．56（S）

0・12（25）O・13（S）O・25（6・3）O・13（S）・O．0016（25）O．13（S）O．025（6．3）O．13（S）

O・25（400）O・25（S）O・25（25）O・13（S）O・0031（400）O．25（S）O．0063（25）O．13（S）

aラクトフェリン（LF）またはラクトフェリシンB（LFcinB）はMICの1／4以

下で加え、その濃度（μg／m1）はカッコ内に示した。

bFICindexは本文中の方法で計算し、その評価はカッコ内に示した：S、相乗的

（＜1）；I、相加的（1－4）

cこの菌株のMICは630nmの吸光度の増加により決定した。

4．考察

4－1．酵母状発育条件下でのラクトフェリン類とアゾール剤との併用効果

 ラクトフェリンとラクトフェリシンBは比較的高濃度でCα伽。伽∫の発育を

阻止することが知られている（Be11amye〃．，1993b；Soukkae〃．，1992；第3章）。

本研究はsub－MICレベルのラクトフェリン関連物質がアゾール系抗真菌剤と共
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回してCα伽C舳に対して働くことを見出した。ラクトフェリン関連物質の存

在下で、それぞれのアゾール剤のMICは約1／4に低下した。ラクトフェリン、

あるいはラクトフェリシンBとクロトリマゾールとの併用効果はチェッカーボ

ード法により相乗的であると判定された。一方、アンホテリシンBやフルシト

シンのような非アゾール系抗真菌剤と、ラクトフェリン類との問でそのような

併用効果は観察されなかった。試験に用いたアゾール剤は互いに物理化学的性

質が異なる（フルコナジールは親水性、イドラゴナジールは疎水性）が、全て

のアゾール剤はエルゴステロール合成をブロックすることで細胞膜合成を阻害

し真菌の発育を阻止することが知られている。このため、腹合成阻害が今回の

相乗的な作用と関連しているかもれない。

 アゾール剤との共同作用に寄与するラクトフェリン関連物質の活性コンポ

ーネントはラクトフェリシン部位であると考えられる。なぜなら、併用効果を

示したラクトフェリン、ラクトフェリン分解物、ラクトフェリシンBは何れも

ラクトフェリシン・ドメイン、あるいはラクトフェリシン・ペプチドを含んでい

るが、ラクトフェリシンBを抜いた画分LF（一）は併用効果を示さず、むしろ発育

を促進したからだ。ラクトフェリン関連物質のCαめた伽∫に対する作用メカニ

ズムは十分には分かっていない。advancedg1ycationendproductsはラクトフェリ

シン・ドメインに結合してラクトフェリンの〃ぴ。co㏄〃∫Z〃伽に対する抗菌活

性をブロックすることが報告されている（Li eC〃．，1995）。この知見は、ラクト

フェリンの抗C舳〃α活性がラクトフェリシン部位によっているという推測を

支持している。これまでに、ラクトフェリシンBがCαna肋細胞に直接結合す

ること（Be11amy ec〃．，1993b）、細胞膜を障害すること（第3章）が示された

ラクトフェリン類とアゾール剤は共にC伽〃α細胞膜を障害することにより併

用効果が得られるのかもしれない。
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 本試験は、やや酸性を示すサブローグルコース・ブロス中で行ったので、培

地の生化学的性状が併用効果に影響を与えた可能性もある。しかし、効果を示

さなかったLF（一）も他のラクトフェリン関連物質と同様にややpHを低下させた

（△O．1－O．2）ので、併用効果は培地のpH変化によるものではないだろう。

 ラクトフェリンとある種のβラクタム抗生物質はKZeわSje〃α〃e舳0痂eと

∫〃mone〃αeに対して併用効果を示すことが報告されている（MiyazakieC〃．，1991；

Naidu and Amo1d，1994）。さらにアゾール剤とリゾチームが相乗的な抗C伽〃α

作用を示すことも報告されている（Tansho e㍑Z．，1996）。これらのことは、細胞

壁の破壊によって、細胞膜をターゲットとする薬剤がより細胞膜にアクセスし

やすくなり、相乗的な作用に結びつくことを示唆している。

4－2．菌糸状発育条件下でのラクトフェリン類とアゾール剤との併用効果

 菌糸状発育を調べることで、（i）アゾール耐性。 o伽。m∫株が感受性株より

ラクトフェリンとラクトフェリシンBに対して感受性の高いこと、（ii）あるア

ゾール耐性株は比較的低濃度のラクトフェリンやラクトフェリシンBの存在下

で、フルコナジールやイドラゴナジールにより抑制を受けやすいことを示した。

これらの結果はアゾール耐性Cα伽C伽∫の菌糸型の抑制にラクトフェリンとラ

クトフェリシンBが有用であることを示している。

 アゾール耐性株が感受性株よりラクトフェリンやラクトフェリシンBに対し

て高感受性を示したことは驚くべきことではない。エルゴステロール生合成に

関わる酵素であり、アゾール剤のターゲットであるシトクロムP－450を欠損して

いるフルコナジール耐性Cm〃。 gZ伽α吻株はH，O、と好中球による殺菌に対し

て感受性が高くなっている（Kane〃．，1996）。シトクロムP－450活性の欠損とそ

れによる膜ステロールの変化は膜の安定性に不都合をもたらすだろう。ラクト
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フェリンは。m〃αの細胞表層と相互作用し、タンパク質の細胞外流出と表層

の泡状構造を出現させる（Nikawae〃．，1993）。ラクトフェリシンBはC o伽。舳∫

の細胞膜機能を障害することが明らかになっている（第3章）。このため、細胞

膜に何らかの変化のあるアゾール耐性C伽a吻は活性酸素やラクトフェリン関

連物質のような膜をターゲットとする非特異的生体防御因子に対する感受性が

高まっている可能性がある。

 C．o伽。m∫のアゾール耐性は、ATpをエネルギーとするCdr1やprotonmotivc

forccを駆動力とするB㎝『のようなmu1tidrug efnux transporterを介するアゾール

剤の排出を主たるメカニズムとしている（Ben－Yaacov ec oZ．，1994；Prasad ecαZ．，

1995）。ラクトフェリシンBはCα伽。舳∫の細胞膜内外でのプロトン勾配を破壊

する（第3章）。また別。んψ妙。〃泌川mのグルコース取り込みを阻害し（Benamy

α〃．，1994）、真菌のATP産生を低下させる可能性がある。ラクトフェリシンB

のそしてラクトフェリンの膜障害作用はmu1tidrugef且uxtransporterの活性を阻害

し、アゾール耐性の度合いを低下させることが考えられる。この可能性を確か

めるために更なる検討が必要である。

  トリアソール剤とラクトフェリン類との併用効果は中度アゾール耐性株で

菌糸状に発育しないTIMM3164では見られなかった。TIMM3164のこれらの薬

剤への低感受性は、アゾール耐性メカニズムの違いによるのか菌糸状に発育し

ないことと関係しているのかはわからない。アゾール感受性株ATCCgO028と

TIMM1768のテストでは併用効果は見られなかった。しかしTIMM1768の酵母

状発育条件下では併用効果が示された。この違いは、培養条件の違いと発育形

態の違いによると考えられる。事実TIMM1768に対するフルコナジールのMIC

はRPmediumで菌糸状発育を計測したときはO．25μ9／m1であるが、サブロー・グ

ルコース・ブロス中で酵母状発育を計測したときは4－16μ9／m1であった。ラクト
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フェリン関連物質は、C舳〃αがアゾール剤に対して低感受性になるような条件

下でこの薬剤への感受性を高めると思われる。

 血漿中のラクトフェリンは好中球に由来し、微生物感染時にはその濃度は

100倍にも増加する（～200μ9／m1）（GuttebergeCoZ．，1984）。ラクトフェリンはま

た粘液分泌中に様々な濃度で存在し、唾液の5μg／m1（L㎝ander－Lumikari and

Johansson，1995）から頚管粘液の1000μ9／m1（Massone〃．，1966）まで濃度範囲

は広い。ラクトフェリン分解産物は炎症性肺疾患患者の気管支肺胞洗浄液中に

検出されることが報告されている（Britigane〃．，1993）。好中球に由来したり頚

管粘液中に存在するラクトフェリンやその分解産物はアゾール剤による化学療

法の効果を高め、アゾール耐性Cαめたαn∫の定着を阻害している可能性もある。

一方、口腔粘液中のラクトフェリン濃度は低く、また口腔内はアゾール耐性。

α伽。αη∫の最も出現しやすい場であることから（Rexe〃．，1995）、ラクトフェリI

ンやラクトフェリシンBの経口投与がアゾール化学療法の口腔内での治療効果

を高めることが期待される。

5．まとめ

 ラクトフェリンとそのペプチドのアゾール系抗真菌剤との併用による。

α伽Cm∫に対する抑制作用を酵母状発育条件下で微量液体希釈法により検討し

た。比較的低濃度のクロトリマゾールの存在下で、ラクトフェリン、ラクトフ

ェリン・ペプシン分解物、ラクトフェリシンBによるC舳〃α発育阻止濃度は低

下した。調べた全てのアゾール系抗真菌剤のMICはsub－MICレベルのこれらラ

クトフェリン関連物質存在下で、1／4－1／16に低下した。ポリエン系、フルオロピ

リミジン系抗真菌剤はそのような共同作用を示さなかった。ラクトフェリン、

あるいはラクトフェリシンBとクロトリマゾールの併用による抗C舳〃。作用
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は相乗的であることがチェッカーボード法によって確認された。さらに、アゾ

ール耐性菌3株を含むCα伽。msの菌糸状発育についてラクトフェリン類の効

果をCV染色法で調べた。高度アゾール耐性株2株の菌糸はアゾール感受性株と

比較してラクトフェリンとラクトフェリシンBに対して高い感受性を示した。

中度アゾール耐性株1株は菌糸状に発育できず、感受性株と比較して、ラクト

フェリンには高感受性をラクトフェリシンBには同程度の感受性を示した。高

度アゾール耐性株のTIMM3317はフルコナジール、あるいはイドラゴナジール

の存在下で尾を引くような発育を示したが、sub－MICレベルのラクトフェリン、

ラクトフェリシンBの添加によってその発育量は低下した。このようにsub－MIC

レベルのラクトフェリン、ラクトフェリシンBの添加は、高度耐性2株でのフ

ルコナジール、イドラゴナジールのMICを低下させた（TIMM3317に対するフ

ルコナジールのMICはラクトフェリンによって＞256からO．25μ9／m1にシフトし

た）が、感受性株のMICには影響しなかった。高度耐性2株でのトリアソール

とラクトフェリン類の併用効果はFICindexより相乗的と判定された。これらの

結果は、あるアゾール耐性C o伽C舳∫において、トリアソールとラクトフェリ

ン類の併用がその病原性に重要な菌糸状発育を抑制しうることを示している。
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第6章 ラクトフェリン関連物質の直接的、または生体を介

した抗白癬作用

1．はじめに

 白癬はヒトにおいて最も多い感染症の1つである。それは〃。乃。p似。〃

me伽8仰似e∫や〃Cんη似。〃用わ〃mといった菌糸状発育する真菌である皮膚糸

状菌（白癬菌）が角質に侵入することで起こる。これらの真菌に対する生体の

防御は非特異的な機構と特異免疫機構によっている（Hay，1994）。非特異的な機

構には、表皮細胞の増殖の九進、血清中の鉄フリートランスフェリン（アポ・ト

ランスフェリン）による鉄を奪う作用、活性化した食細胞の作用が含まれる。

血清中の抗白癬菌活性は、発育に必要な鉄を奪うアポ・トランスフェリンが担っ

ていることが報告されている（晴ngec〃．，1975；Artise〃．，1983）。特異免疫機構

は白癬抗原に対する不細胞を介した免疫応答の活性化を含んでいる。急性の白

癬患者から得た末梢リンパ球は白癬抗原による刺激に対して、IFN－Y，IL－2，

GM．CSFを産生することが知られている。一方、慢性の白癬患者では非常に低

いレベルのIFN－Yしか産生されない（KogaααZ．，1993a；KogaecαZ．，1993b；Kogaec

αZ．，1994；Kogae〃．，1995）。慢性の白癬患者はまたアトピー性疾患を有している

ことが多い（HaninneC〃．，1974；Jonese〃．，1974）。これらのことから白癬に対す

る生体防御機構において細胞性免疫、Th1型の免疫応答が重要であることが示唆

される（MosmamandCoffman，1989）。IFN－YのmRNAの発現はまた白癬の感染

部位でも観察される（Miyataα〃．，1996）。感染した表皮では・循環してきた白

癬抗原特異的不細胞がIFN－YのようなTh1型サイトカインを産生し・集積してき

た食細胞、マクロファージや好中球を活性化させていると思われる（Miyatae〃．，
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1996）。このような過程が白癬菌の皮膚からの排除に寄与しているのだろう。

 白癬モルモットは抗白癬剤のinViV0での治療効果の評価や、感染防御メカニ

ズムの研究のためのモデルとしてよく使われている（Arikae〃．，1992；Niwanoec

αZ．，1gg5；Tagami，1985）。本研究では、ラクトフェリンのinvitroでの〃。んψゆ。n

に対する抗菌活性と、ラクトフェリン経口投与の白癬モルモットにおけるinViVo

効果を検討した。さらに経口投与したラクトフェリンによる生体防御メカニズ

ムを明らかにするために、細胞性免疫応答のモデルとしてマクロファージ

〃C力。ρゆ。〃殺菌系を構築し、〃Cんψ妙Co〃抗原で感作したモルモットの単核球

培養上清のこの系に対する影響を調べた。

2．材料と方法

2－1．試薬

 ウシラクトフエリン、ラクトフェリシンBは、第2章に示す方法で調製した。

ビトラクトフェリンは既報に従い健康なボランティアの母乳から精製した

（Sawatzki and Kubanek，1983）。ヒト・トランスフェリンとグリセオフルビンは

Sigma Chemica1Co．より購入した。モルモット・トランスフェリンはInter－ce11

Techno1ogiesInc．（Hopewe11，NJ）より購入した。

2－2．invitro抗〃。ん。ρ伽。n活性の測定

 次の真菌株をサブロー・グルコース・寒天スラントで維持した。帝京大学医真

菌研究センター保存の2菌株τme〃α8ψ奴e∫TIMM1189とTIMM2789はハム

スターの皮膚から単離された。2菌株Z肋7〃m IF06203とIF032409は発酵研究

所（Osaka，Japan）より入手した。ラクトフェリンとトランスフェリンの抗

〃Cんη妙Con活性は微量液体希釈法により下記に示す方法で測定した。それぞれ
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の菌株の分生子をO．05％Tween80入り生理食塩水に懸濁し、試験培地で5x104

分生子／m1に調整した。170μ1のサブロー・グルコース・ブロスまたはO．165M

Mops入りRPM11640培地（NCCLS M27一工1995）、10μ1の試験薬剤液、20μ1の

分生子懸濁液を96穴平底マイクロプレートに添加した。マイクロプレートは

27℃で5日間培養した。MICは肉眼で生育が認められない最小濃度として決定

した。

2－3．刑。ん。ρ伽ro〃の分生子懸濁液と抗原の調製

 1／10サブロー・グルコース・寒天（O．2％peptone，O．1％g1ucose，O．1％KH．PO、，

O．1％MgSO。，2％agar）上で27℃、2週間、生育させたr me肋g仰砂e∫の分生子

をO．05％Tween80入り生理食塩水に懸濁した。懸濁液から菌糸と寒天の断片を

除くために滅菌ガーゼで濾過し、血球計算盤で2x107分生子／m1に調整し、動物

に感染させるための接種菌液とした。マクロファージの〃Cんψ奴。n殺菌活性の

評価のために、別の分生子懸濁液を10％グリセロール中に調製し、使用まで＿

80℃で保存した。π肋。ρ似。n抗原の調整のために、分生子懸濁液を1，500．8で

5分問遠心し、沈殿した分生子を蒸留水に再懸濁した。121℃で15分間オートク

レーブし、死菌体と細胞浸出物質を含む液をル肋ψ似。n抗原として用いた。

2－4．モルモットヘのラクトフェリンとグリセオフルビンの投与

 Haruey SPFモルモット（Japan SLC Inc．，Shizuoka，Japan）の7～9週令、メス

を全ての動物実験に用いた。モルモットの1つの群（高用量・ラクトフェリン

群）は、ウシラクトフェリン（250mg／m1）を1日2回、2．5g／kg体重／1日の量で

経口投与した。別の群（低用量・ラクトフェリン群）は、ウシラクトフェリン

（100mg／m1）を1日1回、O．25g／kg体重／1日の量で経口投与したポジティブ・
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コントロールの群は、2％methy1ce11u1ose，O．5％Tween80液に10mg／m1の濃度で

調整したグリセオフルビンを1日1回、O．025眺9体重／1日の量で経口投与した。

2－5．白癬モルモット・モデル

 白癬モルモット・モデルでの経口投与ラクトフェリンの予防的または治療的

効果を評価するために3回の実験を行った。体部白癬（Yamaguchi and Uchida，

1984）への効果を、実験1では低用量または高用量のラクトフェリンで、実験2

では商用量のラクトフェリンのみで調べた。実験3では足白癬（Uchida and

Yamaguchi，1994）への効果を高用量のラクトフェリンで調べた。

 体部白癬モデルの実験は次のように行った。モルモット背中の体毛を電気バ

リカンで刈った。2cm直径の円状に、粘着テープを貼る、剥がすを5回繰り返

した。体毛を除去した円状部位に、r me物8ψ似es分生子懸濁液を50μ1塗り

つけた。それぞれの動物の皮膚病変の度合いを知るために、実験期間を通して

毎日感染部位を観察した。皮膚病変の度合いを次の段階でスコア化した。O：病

変が認められない；1＋：少数個の小さな紅斑性丘疹が島状に点在する状態。ま

たは新しい発毛がある；2＋：紅斑が接種部位全面に拡大し、しかも部分的に強

い紅斑、炎症、表皮剥離などの症状が認められる状態；3＋：感染部位の中で部

分的に痂皮形性が認められる状態；4＋：厚い痂皮形成または出血性膿瘍を伴な

って病変が極期に達した状態。病変度の平均は病変度スコアの和を病変数で割

って求めた。

 足白癬モデルの実験は次のように行った。50μ1の分生子懸濁液を粘着バンド

のガーゼ部分に含ませ、モルモットの足裏に粘着テープによって固定した。粘

着バンドは感染3日後に取り外した。

 実験最終日に全ての動物を殺し、感染部位の皮膚をそっくり切り出した。昔
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中からの皮膚は10片に切り分けた。足からの皮膚はつま先例と踵側でそれぞれ

5片に切り分けた。それぞれの皮膚小片は。yc1oheximide500μg／m1，

ch1oramphenic0150μg／m1，sisomicin50μg／m1の入ったサブロー・グルコース・寒

天平板培地に植え込み、27℃で14日間培養した。真菌の発育の見られる皮膚小

片を培養陽性とした。1つ以上の培養陽性皮膚小片を有する背部または足部を真

菌陽性とした。背中の10小片、足のつま先／踵の5小片中の培養陽性の皮膚小

片数にしたがって、感染強度をそれぞれO－10，O－5にスコアリングした。

2－6．免疫したモルモットからの脾臓単核球の単離

 同量の〃。んηψon抗原とCFAを混合、乳化し、200μ1をモルモット足蹴の

皮下に注射した。その後7日間、ラクトフェリン（2．5g／kg／d）を経口投与した。

免疫して7日後、脾臓を取り出し、HBSS中で細かくしてFa1con cen straincr

（Becton Dickinson Labware，Frank1in Lakes，NJ）で濾過し、それぞれの群につき3

匹からの脾臓細胞をプールした。細胞懸濁液中の赤血球をACK1ysing bufferで

溶血させ（Kruisbeek，1993）、Fico11－PaqucP1us（PhamaciaBiotcch，Tokyo，Japan）上

に重層し、室温、5508で30分間遠心した。単核球の層を回収し、HBSSで洗浄、

20mMH・p・・、16mMN・HCO、、100μ9／m1p・・i・ini・・100μ9／m1k…my・i・・5％非

働化FCSを含むRPM11640培地（comp1ete－medium）に懸濁した

2－7．脾臓単核球の増殖

 脾臓の単核球は。omp1etc－medium中、5×105細胞／m1，n＝3で、湿度を保った

5％CO、下、37℃で1，2，3日間培養した。このとき。㎝canava1inA（ConA，Sigma）

または刑。んη奴。n抗原液（最終的に106／m1の死菌体を含む）をそれぞれ10μg／m1，

100μ1／m1の量になるように添加した。培養の最後の2時間、細胞をbromo一
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deoxyuridine（BrdU）溶液（Ce11pro1iferationELISAsystcm，AmershamLifcScience，

Tokyo，Japan）でパルスした。試薬メーカーが示す方法により、細胞に取り込ま

れたBrdUを抗BrdUモノクローナル抗体を用いて測定した。

2－8．マクロファージの〃。乃η似。n殺菌活性

 脾臓の単核球を10μg／m1ConAまたは100μ1／m1〃。んη伽伽抗原液存在下、

comp1cte－mcdium中、5x106細胞／m1で培養した。培養2日後、培養上清を濾過し、

マクロファージの〃。ん。ρ伽。oη殺菌活性のアッセイ時に添加するために一80℃で

保存した。このアッセイは基本的にCa1deronとHayの方法を参考にして行った

（Ca1deron and Haγ1987）。3匹の無処置モルモットの腹腔内にpBSを30m1注

入し、常在マクロファージを含む腹腔液を回収した。細胞を。omp1ete－mediumに

懸濁し、96穴平底プレートで2時間培養した。非接着性の細胞を除去し、

comp1ete－mediumを加え、〃。ん。ρ似。〃分生子を104個／m1の濃度でプレートに添

加し、接着性マクロファージとE／T ratio O－100となるように、加湿した5％CO、

下でn：3で19時間培養した。プレートシールでプレートをシールし、激しく撹

幹した。細胞懸濁液30μ1をペトリディッシュに移し、45℃で保温している20m1

のサブロー・グルコース・寒天と混合した。寒天プレートを27℃で2～3日間培

養し、真菌コロニーを計数した。マクロファージの〃C乃η伽。〃殺菌活性への影

響を評価するために、単核球の培養上清とrecombinant rat IFN一γ（Genzyme，

Cambridge，MA）をこのアッセイ系に添加しむ単核球培養上清活性に対する中

和作用を調べるために、Po1yc1ona1rabbit anti－rat IFN一γAb（I㎜ogenetics，

Zwijndrecht，Be1gium）を37℃、1時間、上清とブレインキュベートした後、マク

ロファージのアッセイ系に加えた。
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2－9．統計解析

 データは平均±SDで表示した。2群問の比較のために、unpaired two－tai1ed C

testを行っむまた、3群間の比較のために、ana1ysisofvariancc（ANO“）とFisher’s

PLSDのmu1tiplecomparisontestを行った。

表6－1．〃。ん。ρ似。ηに対するラクトフェリンと参照薬剤のMIC

Agents

Human LF

Bovinc LF

Human TF

Sabouraud g1ucose broth

rme物8κ0ρ妙e∫ τr必用m

TIMM  TIMM  IFO   IF0

1189    2789    6203

400

50

50

Guinca pig TF 3200

LFcin B

Griseofu1vin

3．1

O．25

400   ＞6400

100   ＞6400

1600   ＞6400

6400

6．3

1

6400

25

0．5

32409

800

100

6400

3200

13

1

RPM11640medium

rme伽g70助y佗∫

TIMM  TIMM

r7必用m

IFO   IF0

1189    2789    6203   32409

13

13

13

100

50

0．25

13

13

13

100

200

1

13

13

13

100

800

0．13

6．3

13

6．3

25

400

0．5

 τme〃α8ψ妙e∫とr用わ用mのそれぞれの菌株をサブロー・グルコース・ブ

ロスまたはRPMn640培地で27℃、5日間、それぞれの濃度のラクトフェリン、

トランスフェリン、ラクトフェリシンB、グリセオフルビン存在下で培養した。

MIC（μg／m1）は肉眼で発育が認められない薬剤の最小濃度とした。

3．結果
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3－1．〃。んψゆ。nのラクトフェリンに対するinvitro感受性

 rmen吻g70ρ似eSとr〃わ用mはラクトフェリンとトランスフェリンの発育阻

止作用に対して感受性を示した（表6－1）。ラクトフェリンはトランスフェリ

ンよりやや効果が強いようだ。ラクトフェリシンBでは第3章や以前の報告

（Bcllamy eC〃．，1994）と同レベルの作用が見られた。ラクトフェリン、トラン

スフェリン、ラクトフェリシンBの〃。んψ伽Co〃に対するMICは菌株と試験培

地の種類によって異なっていた。一方、抗真菌剤のグリセオフルビンのMICは

ほとんど一定であった。ラクトフェリンとトランスフェリンはRPM11640培地

中でより高活性を示したのに対し、ラクトフェリシンBはサブロー・グルコー

ス・ブロス中で高活性であった。

3－2．モルモット白癬に対する経口投与ラクトフェリンの効果

 体部白癬のモルモットモデルでの実験1，2（図6－1）を通して皮膚病変度

をスコアリングした。図6－2Aは実験2での平均病変スコアの変化を示して

いる。未処置群とラクトフェリン投与群で、最初の病変は感染4日目で現れ、

病変度は次第に高くなり、感染13日目で最大レベルに達した。未処置群では感

染19日目に自然治癒が始まったが、ラクトフェリン投与群ではそれは感染16

から17日目に始まった。未処置群とラクトフェリン投与群の平均病変スコアは

感染18から20日にかけて有意差を示した（PくO．05）。この病変度の違いは、実

験2における未処置群とラクトフェリン投与群（投与3－20日）の典型的な皮膚

病変の写真からも確認できる（図6－2B－E）。これらの観察結果はラクトフェ

リン投与が白癬の発症は阻止しないが、自然治癒を促進することを示している。
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Experiment1

    －7   0 18 21days

    ▽
1nocu1ation on the back

   ▽

Culture study

Administration oftestagent

Experiment2

    －7   0 3 20 21days

    ▽
1noculation on the back

   ▽

Culture study

Administration oftest agent

Experiment3

－14       0   7 34 35days

    ▽
lnocu1ation on the feet

   ▽

Cu ture study

Administration oftest agent

図6－1．モルモット白癬モデルによる実験デザイン。実験1と2では、τ

me物870助γ屹∫の分生子106個を背中に植菌した。示した期間ラクトフェリンま

たはグリセオフルビンを経口投与した。感染21日目に実験3では、r

me物8roρ奴e∫の分生子106個を足に植菌した。示した期問ラクトフェリンを経

口投与した。感染35日目に、感染部位の皮膚を切り出し、残存する真菌を検出

するために培養した。
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図6－2．皮膚病変度変化のタイム・コースと体部白癬モルモットの皮膚病変

写真。図Aは実験2における、未処置群（n＝6）、ラクトフェリン処置群（感染一

7～20日投与、n＝6）、ラクトフェリン処置群（感染3＿20日投与、n＝7）の皮膚

病変平均スコアを示す。皮膚病変度はO～4までスコア化した。・Pく0．05vs．未処

置甑典型的な皮膚病変を、未処置群（B，D）、ラクトフェリン処置群（感染3～20

日投与）（C，E）について示した。感染20日目で、未処置群は残存する痂皮形成

を示すが（D）ラクトフェリン処置群は病変の改善を示した（E）。

 動物実験の最終日に、病変部位の皮膚を切り出し、培養により残存している

〃。んψψo〃を定量した。実験1で、低用量のラクトフェリン（O．25g／kg／d）と

商用量のラクトフェリン（2．5g／kg／d）の効果を比較した（表6－2）。2種類の

用量のラクトフェリンとグリセオフルビンは平均感染強度を低下させた。試験

群の感染強度を比較すると、高用量のラクトフェリンのほうが低用量のラクト

フェリンより効果が強く、高用量群とコントロール群との問で有意差が認めら

れた。実験1での結果に基づき、以降の動物実験では商用量のラクトフェリン

を用いた。実験2ではラクトフェリン投与の期問の影響を調べた。1つの群では

ラクトフェリンを感染7日前から投与を開始し、別の群ではラクトフェリンを

感染3日後から投与した。両方の群で平均感染強度は低下したが、感染後ラク

トフェリン投与群とコントロール群とでのみ有意差がついた。

 実験3では自然治癒しないことが知られている足白癬のモデルを用いた。こ

の実験では、コントロール群の平均感染強度は、厚い角質を持つ踵側のほうが

つま先例より高かった（表6－3）。ラクトフェリンを感染14日前から投与し

た群では、踵側において感染強度の有意な低下が見られた。
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表6－2．モルモット体部白癬モデルでのラクトフェリンの治療効果（実験1，

2）

Ag㎝t

Experiment1

Untrcated control

LF（0．25g／kg／d）

LF（2．5g／kg／d）

Griseofu1vin

Experimcnt2

Untreated contro1

LF（2．5g／kg／d）

LF（2．5g／kg／d）

Administration

  pcriod

一7to18

一7to18

一7to18

一7t020

3to20

Fungus－Positive  Averagc intcnsity

 rate（％）   ofinfcction

5／6（83）

4／6（67）

5／5（1OO）

2／6（33）

6／6（100）

5／6（83）

7／7（100）

6．5

3．O

1．8＊

O．5＊

7．5

4．0

3．1＊

 モルモットの背中にτmen物8ψ妙e∫を植菌し、ラクトフェリン2．5g／kg／d

またはO．25g／kg／d、グリセオフルビンO．0259／kg／dを経口投与した。投与期間は

感染後の日として示した。感染21日目に、病変部から切り出した皮膚を残存す

る真菌の検出のために培養した。真菌陽性率はそれぞれの群の真菌陽性動物数

／全動物数を示す。平均感染強度はそれぞれの動物の10皮膚小片中の培養陽性

小片数に基づいてO～10までスコアリングした。・PくO．05vs．未処置群。
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表6－3．モルモット足白癬モデルでのラクトフェリンの治療効果（実験3）

Agent

Untreated contro1

LF

LF

Administration

  period

一14t034

7to34

Fungus－Positive

 rate（％）

Average intensity of

  infection

Toeportion

12／12（100）  3・6

10／10（100）      3．5

10／10（100）      4．O

Hee1portion

4．7

3．2＊

4．3

 モルモットの足にr me伽8岬似e∫を植菌し、ラクトフェリン2．5g瓜g／dを

経口投与した。投与期間は感染後の日として示した。感染35日目に、病変部か

ら切り出した皮膚を残存する真菌の検出のために培養した。真菌陽性率はそれ

ぞれの群の真菌陽性足数／全足数を示す。平均感染強度はそれぞれの足部位中

の5皮膚小片中の培養陽性小片数に基づいてO～5までスコアリングした。＊

pくO．05vs．未処置群。

3－3．ラクトフェリン投与の脾臓単核球増殖への影響

 〃Cん。ρ妙舳抗原に対する免疫応答へのラクトフェリン経口投与の影響を調

べるために、モルモットを〃。ん。ρ妙。〃抗原で感作しラクトフェリンを1週間投

与した。感作1週問後に、マイトーシェンC㎝Aまたは〃。んψ奴。〃抗原の刺激

に対する脾臓単核球の増殖反応を、3日間の培養期問にわたって調べた（図6－

3）。BrdUの取り込みの増加は、ConA刺激によって感作、非感作動物由来の細

胞で、〃C乃η似0〃抗原刺激によって感作動物由来の細胞で観察された刺激な

しの細胞を含む全ての群で、ラクトフェリン投与はBrdU取り込みの低下・つま

り増殖反応の低下を誘導した。
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図6－3．単核球の増殖反応へのラクトフェリン投与の影響。6匹のモルモット

の足蹴に〃。んψ似。〃抗原を感作し・残りの6匹は感作しなかっむそれぞれの
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群の3匹づつにラクトフェリンを7日間経口投与し（●）、残りの3匹には投与

しなかった（O）。感作7日目に、単核球を単離し、conAまたは刑。乃η似。〃

抗原刺激あり、なしで、トリプルで培養した。1，2，3日間の培養の最後の2時

間、細胞をBrdUでパルスし、細胞に取り込まれたBrdUをELISA法で測定した。

・PくO．05，＊＊Pく0．OO1vs．ラクトフェリン未投与コントロール。同様の結果は他の

2回の実験でも得られた。

3－4．マクロファージの〃肋。ρ伽。n殺菌活性の単核球培養上清による調節

 マクロファージの殺菌活性を調節する単核球のエフェクター機能を、

〃Cんψ奴0〃抗原で感作しラクトフェリンを投与したモルモットを用いて検討

した。感作1週問後、動物から単離した脾臓の単核球をConAまたは〃。んψ似。〃

抗原と共に2日間培養し、得られた培養上清をマクロファージの刑。乃ψ伽。〃

殺菌活性を調べる系に加えた（図6－4）。ナイーブモルモットから得られた常

在の腹腔マクロファージはE／Tratioに依存した〃。んψ似。n殺菌活性を示した。

マクロファージの殺菌活性は感作または非感作の動物由来の単核球培養上清を

添加することで高まった。特に、殺菌活性の九進は感作しなおかつラクトフェ

リンを投与した動物由来の単核球培養上清において顕著に見られた。感作動物

での結果を見ると、単核球培養上清による殺菌活性の九進はラクトフェリン非

投与動物よりラクトフェリン投与動物のほうが大きかった。抗原刺激なしで培

養した細胞でも、その培養上清は殺菌活性を高めた。一方で、ラクトフェリン

投与動物と非投与動物の間の違いは、〃Cんψ砂0〃抗原で刺激した細胞において

最も顕著であった。感作しラクトフェリンを投与した動物由来の単核球培養上

清によるマクロファージ殺菌活性の九進は、2から20％の範囲で用量依存的であ

った（図6－5）。1O％上清による九進は抗ratIFN－Y抗体O．1－10ng／m1の添加によ

って阻害された（図6－6）。recombinantrat IFN－9は1μ9／m1（3，200U／m1）まで

の比較的高濃度でモルモット・マクロファージの〃Cんψ似0n殺菌活性を高めた

（図6－7）。
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図6－4・単核球培養上清のマクロファージ〃。んψ奴。n殺菌活性への影塾6

匹のモルモットの足蹴に〃。ん。ρ伽伽抗原を感作し、残りの6匹は感作しなかっ

た。それぞれの群の3匹づつにラクトフェリンを7日間経口投与し、残りの3

匹には投与しなかった。感作7日目に、単核球を単離し、C㎝Aまたは〃。ん。ρ奴。n

抗原刺激あり、なしで、培養し、2日後の培養上清を回収した。マクロファージ

の〃C々ψ妙C0〃殺菌活性は上清なし（▲）、ラクトフェリン未投与動物由来の細

胞上清10％（○）、ラクトフェリン投与動物由来の細胞上清10％（●）下でアッ

セイした。・PくO．05vs．上清なしのマクロファージ。考pく0．05vs．ラクトフェリ

ン未投与動物由来の細胞上清10％を加えたマクロファージ、AN－O“とFisher’s

PLSDによる解析。他の2回の実験でも同様の結果が得られた。
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図6－5．単核球培養上清によるマクロファージ〃。んψ伽伽殺菌活性九進の用

量依存性。3匹のモルモットをル肋η似。n抗原で感作し・ラクトフェリンを7

日間経口投与した。感作7日後、脾臓単核球を単離し・〃。んψ伽。n抗原存在下

培養した。培養2日後培養上清を回収した。マクロファージの〃。乃。ρ奴。n殺菌

活性はO～20％の上清添加によって調べた。・PくO，05vs．それぞれのE／T ratioで上

清なしのマクロファージ。
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図6－6．マクロファージ〃。んψ似。n殺菌活性の単核球培養上清による尤進の

抗IFN－Y抗体による阻害。3匹のモルモットを〃。んη似。n抗原で感作し、ラク

トフェリンを7日間経口投与した。感作7日後、脾臓単核球を単離し、胴。乃η似。η

抗原存在下で培養し、培養2日後培養上清を回収した。マクロファージの

〃。んψ妙。〃殺菌活性は1O％上清と、示した濃度のポリクローナル抗rat IFN－Y

抗体添加によって調べた。・戸くO．05vs．それぞれのE／T ratioで上清なしのマクロ

ファージ。
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・Pく0．05vs．それぞれのE／TratioでIFN－Yなしのマクロファージ。

4．考察

 本研究において、皮膚糸状菌〃Cん。帥γConに対する直接的、ないし生体を介

したラクトフェリンの作用を調べた。ラクトフェリンはin Vitr0で直接的にr

me伽8岬ゆe∫とr〃わ用mの発育を阻止すること、ラクトフェリンの経口投与

がモルモット白癬の治癒を促進することが示された。さらに、ラクトフェリン

のモルモットヘの投与は脾臓の単核球の増殖反応を抑制したが、単核球の培養

上清はマクロファージの〃Cん0ρ奴0〃殺菌活性を促進しむ

 肋Cんψ砂0nのinVitr0感受性試験で・ラクトフェリンとトランスフェリンは

RPM11640培地でより活性が高いこと、一方ラクトフェリン由来のペプチド、ラ

クトフェリシンBはサブロー・グルコース・ブロス中でより活性が高いことが

示された。この違いはそれぞれの抗菌メカニズムの違いを反映するものと思わ
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れ孔サブロー・グルコース・ブロスではル肋0ρψ0nは急速に発育するため、

ラクトフェリシンBのような殺菌的な物質（第3章）に感受性が高いのに対し、

グルコースを添加していないRPM11640中ではゆっくり発育し、発育に重要な

鉄の利用度がラクトフェリンやトランスフェリンによって制限されることに感

受性が高くなっているのだろう。血清中のトランスフェリンと同様、皮膚に集

積してきた好中球の脱穎粒によって放出されるラクトフェリンは、角質で発育

する〃Cん。ρ妙舳を阻止するために重要な働きをしていることが予想される。

 急速な皮膚病変の改善と病変部に残る真菌数の低下により、経口投与したラ

クトフェリンがモルモットの白癬の治癒を促進することが示された。経口投与

したラクトフェリンが直接通過する口腔内や腸管内では直接的な抗真菌作用が

期待できる。しかし、そうした部位から離れたところである皮膚でこのような

治療効果がどうして得られるのか疑問が残る。1つの可能性は摂取したラクトフ

ェリンや消化で出来たペプチド（Kuwatae〃．，1998）が腸管から吸収され、血流

を通って感染部位に達し、そこで直接的な抗真菌作用を示すというものだ。ジ

ャームフリーで初乳を摂取していない免疫学的にナイーブの子豚では、摂取し

たラクトフェリンは吸収され、そのままの分子形で血流に入り、エンドトキシ

ンショックに対して防御作用を示すことが報告されている（Mehrazare〃．，1993；

Leee〃．，1gg8）。しかしこの動物モデルは非常に特殊な例である。通常の動物や

ヒトでは摂取したタンパク質や部分消化されたペプチドが腸管から吸収される

率は非常に低い。モルモットを用いた予備的実験では、ラクトフェリンの摂取

後、ELISA法によって血漿中のラクトフェリンやラクトフェリシンB関連ペプ

チドを検出することは出来なかった。さらに血漿中の〃C乃ψ似0n阻止活性のレ

ベルはラクトフェリン投与動物と非投与動物とで違いはなかった（未発表デー

タ）。
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 経口投与したラクトフェリンは白癬に対して、直接の抗真菌作用ではなく、

生体の免疫系に影響することで治療効果を示した可能性がある。マウスヘのラ

クトフェリンの腹腔内投与は、不細胞を介したNK細胞の活性化によりサイトメ

ガロウイルス感染に対して防御効果を示すこと、このとき血中IFN－Y量が高まっ

ていることが報告されている（ShimizuecαZ．，1996）。またラクトフェリンの経口

投与が、脾臓細胞のConA刺激によるIFN－Y産性を高めることも報告されている。

（Nakajima eC〃．，1999）。投与したラクトフェリンは腸管組織内のある種の細胞

を刺激することで全身の免疫応答、特に細胞性免疫を修飾し、それが生体防御

の先進につながることが考えられる。そのような仮説に立ち、経口投与ラクト

フェリンの脾臓単核球の増殖反応への影響を調べた。抗原の存在下、非存在下

で、むしろラクトフェリン投与により脾臓単核球の増殖は低下した。

 本試験ではさらに、脾臓単核球のエフェクター機能として、マクロファージ

〃Cんψ奴。n殺菌活性をモジュレートする作用に対するラクトフェリン投与の

影響を評価した。抗原感作しラクトフェリンを投与したモルモットの単核球培

養上清は顕著にマクロファージの殺菌活性を高めた。一方、抗原感作のみした

か、ラクトフェリンを投与しただけの動物の単核球培養上清は弱い活性増強効

果を示した。このことはラクトフェリンを経口投与することが、抗原感作を受

けた動物の単核球のエフェクター機能を高めるためにセカンドシグナルとして

働いていることを示している。このマクロファージ活性の九造作用は、eX ViV0

においてConAや〃。ん。ρ伽伽抗原で刺激しなかった単核球の培養上清でも見ら

れた。ある単核球サブセットは、eX ViV0での抗原刺激によりサイトカインを分

泌するようになったというより、マクロファージを活性化させるエフェクター

サイトカインを分泌するようにin ViV0でコミットメントを受けていたと思われ

る。モルモットはIL－2やIFNsを産生することが知られている（Martensene〃．，
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1987；Dejean ec〃．，1987）が、現時点ではこれらのサイトカインをELISA法や

RT－PCR法により定量することはできない。その代わりに、本試験ではこの上清

がマクロファージの殺菌活性を高める効果があることと、その作用が抗ratIFN－Y

抗体によりブロックされることを示した。さらに比較的高濃度のrecombinantrat

IFN－Yはモルモット・マクロファージの〃。んψ似。〃殺菌活性を高めた。C㎝A刺

激したマウス・脾臓細胞の上清はマクロファージの抗菌作用を誘導するが、そ

の作用はIFN－Yに起因することが報告されている（Fortierα〃．，1992）。これらの

ことからモルモット単核球から分泌されたマクロファージを活性化するサイト

カインがIFN－Y様サイトカインであることが示唆される。単核球によるIFN一γ様

サイトカインの産生の誘導とそれによるマクロファージの〃CんΨ似。〃に対す

る殺菌活性の九進は、経口投与ラクトフェリンが白癬動物で治療効果を示す少

なくとも1つのメカニズムであると考えられる。

 IL－2とIFN－Yは主要なTh1型サイトカインである。IL－2は不細胞の増殖に密

接に関係している。一方、旺N－Yはマクロファージを活性化するための重要なエ

フェクター・サイトカインである（Foれiere〃．，1992；StoutandBottom1y，1989）。

さらにIFN一帖リンパ球、特にTh2細胞の増殖を抑制することが知られている

（GajewskiandFitch，1988；Da1t㎝eCαZ．，1993）。ラクトフェリンの摂取による、脾

臓単核球の増殖反応の低下と、単核球のエフェクター機能の向上の誘導は、IL－

2の影響を越えたIFN－Yの産生先進によって説明がつぐしかしこれらの免疫学

的側面について、サイトカイン産生なども含み、モルモットの代わりにマウス

で詳細な解析を行うことが必要である。さらに、ラクトフェリン・レセプター

はマウスの小腸冊子縁膜に存在し、ヒトとウシのラクトフェリンはマウス・ラ

クトフェリンのレセプターへの結合を競合阻害する（Hue〃．，1988）。ラクトフ

ェリンやその消化ペプチドが最初にコンタクトし、モジュレートする細胞とし
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て小腸組織内の細胞の反応に興味が持たれる。

 本研究は、ラクトフェリンの感染症における新しい重要性を示した。最近、

ヒトでの臨床試験で、ラクトフェリンの経口投与が症状の改善を促進させるこ

とが示された（Yamauchiec〃．，1999）。ラクトフェリンは白癬を改善するための

安全な食品成分として応用が可能かもしれない。

5．まとめ

 白癬の起因菌〃。んψゆ。〃に対するラクトフェリンの直接的、ならびに生体

を介した作用を検討した。ヒトとウシのラクトフェリン、ラクトフェリシンB

はinVitroでτmemg仰似e∫とr用わ〃mの発育を抑制した。τme物8仰似e∫

に感染したモルモットを白癬モデルとして用い、ウシ・ラクトフェリンの経口

投与のin ViVO効果を評価した。体部白癬モルモットにおいて、ラクトフェリン

は感染後期の皮膚病変の改善を促進し、病変部に残る真菌の量を顕著に低下さ

せた。足白癬モルモットにおいて、ラクトフェリンの投与は足の踵側に残る真

菌量を低下させた。さらに、〃C乃。ρ妙。〃抗原で感作したモルモットの脾臓単核

球の免疫応答性への、ラクトフェリン投与の影響を調べた。経口投与したラク

トフェリンは、感作、非感作の両者のモルモットの単核球増殖反応を抑制した。

しかし、〃Cんψ砂0n抗原で感作しラクトフェリンを投与したモルモットの単核

球培養上清は、感作のみ、あるいはラクトフェリン投与のみを受けたモルモッ

トと比較して、腹腔の常在マクロファージの胴Cん0ρ伽伽殺菌活性を顕著に高め

た。この活性先進は抗rat IFN－Y抗体の添加によって阻害された。上清と同様のマ

クロファージ活性を先進する作用はratIFN－Yでも見られた。これらの結果は、経

口投与したラクトフェリンが、直接的作用より、生体の免疫系、特に細胞性免

疫を調節することで〃C乃0ρ卵0〃感染に対して治療効果を示していることを示
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唆している。
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第7章 総括

 本研究はラクトフェリンとその活性フラグメントの、真菌を中一こ、とした病原

性微生物に対する抑制作用につき、inVitr0を中心に、最後にi，viv0で検討した。

 第2章で、ラクトフェリン由来の抗菌ペプチド、ラクトフェリシンBのグラ

ム陽性菌ムm0〃0ψ08e〃e∫に対する作用は、グラム陰性菌E∫、加、ゴ、〃、C0〃などに

対するのと同じく殺菌的であり、一価陽イオン塩によって抑制を受けることか

ら・細菌類に対しては概ね同様の作用様式を取ることが確認された。ただし、

最小発育阻止濃度（MIC）は1μ9／m1以下であり、この菌種がラクトフェリシン

Bに対して感受性の高いことが示された。

 第3章では、ラクトフェリン関連物質の病原性真菌に対する作用を検討する

端緒として、ラクトフェリシンBの抗真菌スペクトルを検討した。寒天希釈法

により病原性真菌75株に対するラクトフェリシンBのMICを測定した。その

結果、ラクトフェリシンBに対して黒色真菌類、二形性真菌類は比較的高い感

受性を示すこと、病原性酵母類、皮膚糸状菌類は菌種、菌株により感受性に違

いが見られること、非着色性真菌類、接合菌類は抵抗性を示すことがわかった。

次に、病原性酵母Cα伽。m∫に対するラクトフェリシンBの抗菌メカニズムを

検討した。ラクトフェリシンBは細胞壁の浸透圧抵抗性には影響を与えず、細

胞内K＋の流出と細胞外液のpHの上昇、つまりH＋の細胞内への流入を引き起こ

すことから、細胞膜が作用点であることが示唆された。

 第4章では、ラクトフェリシンB中の塩基性アミノ酸を多く含む9残基をコ

ア部分としてD体化、Nアシル化により合成したペプチド誘導体の抗真菌・抗

細菌活性をミクロ液体希釈法により評価した。D体化による誘導体および中鎖

脂肪酸による修飾体のMICは、Cα伽。m∫とτme〃。g仰妙e∫に対して、ラク
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トフェリシンBの1／2から1／4であった。同様の活性の上昇は細菌類に対しても

示された。さらに、抗酸化性について検討した。リポンームリン脂質の鉄／ア

スコルビン酸による過酸化の系において、ラクトフェリシンBはラクトフェリ

ンと同様に酸化を抑制した。上述の中鎖脂肪酸による9残基誘導体は、この系

において、ラクトフェリシンBより100倍程度強い抗酸化活性を示した。これ

は塩基性ペプチドヘの脂質の付加によりリン脂質への親和性が高くなったため

と考えられ、こうした化学的特性の変化により細胞への親和性も高くなり高い

抗真菌・抗細菌活性を発揮するようになったと思われる。

 真菌症の治療には各種の抗真菌剤が使用されているが、その中で最も汎用さ

れているアゾール系抗真菌剤は、ラクトフェリンやラクトフェリシンBと相乗

的にCα伽。舳∫の発育を抑制することが第5章において示された。Cαめたm∫

の病原因子の一つとして菌糸状にも生育しうることが挙げられている。c

α伽。舳∫を菌糸状に発育させ菌糸の量を特異的に定量できるクリスタルバイオ

レット染色法を用いて、アゾール系抗真菌剤に耐性の株で検討したところ、同

様の相乗効果が確認できた。このことはラクトフェリン存在量の高い子宮頚管

等では耐性菌の出現が報告されていないのに対して、ラクトフェリン存在量の

低い口腔内では、耐性菌の出現が頻発していることとの関連性を想像させる。

相乗効果のメカニズムとしてはラクトフェリン関連物質による模作用による薬

剤排出ポンプの阻害が関係している可能性がある。

 ラクトフェリンは乳児の摂取する母乳中の大きな比率を占める成分である。

またラクトフェリンを摂取することの生理的意義が動物実験により示唆されて

いる。第6章では、ラクトフェリン経口摂取の真菌症に対するinvivo作用を確

かめるために、モルモットの白癬モデルを用いて検討した予備的検討におい

て、ラクトフェリンは白癬菌〃Cんη妙COnに対して・in Vitr0で発育阻止活性を
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示した一方・ラクトフェリンの経口投与は白癬モデルにおいて、治癒の促進、

感染部位での残存菌数の低下をもたらした。このin ViV0での作用メカニズムに

ついて・ラクトフェリンの直接的な抗菌作用が寄与しているという証拠は得ら

れなかったが・〃Cん0ρ伽COn抗原で感作され、なおかつラクトフェリンの経口投

与を受けたモルモットの脾臓単核球培養上清はマクロファージの〃Cん。ρ似。〃

殺菌活性を顕著に高めることがわかった。また培養上清の活性本体はIFN－Y様サ

イトカインであることが示唆された。このことは白癬に対する生体防御機構で

ある細胞性免疫をラクトフェリン経口投与が高めている可能性を示している。

 本研究で得られた結果を総合すると、内因性のラクトフェリン、あるいはそ

の活性フラグメント、ラクトフェリシンBは真菌感染に対して膜障害作用によ

り抗菌性エフェクター分子として働くと考えられ、ラクトフェリシンBコア領

域への疎水性基の導入によってより高活性のペプチド誘導体の創製が可能であ

る。またアゾール抗真菌剤による化学療法の効果を生体内に存在するラクトフ

ェリンが高めていると思われる。口腔内や腸管内のC舳〃αに対してはアゾー

ル剤とラクトフェリン類の経口による併用療法の有効性が期待される。一方、

皮膚真菌症に対しては経口摂取したラクトフェリンは感作ないしは感染を受け

た生体の免疫系、特に細胞性免疫に働き、間接的に生体防御機能を高める役割

を持つものと考えられる。しかし現在得られている結果では、まだ十分な証明

ではなく、作用経路も分かっていない。今後、免疫学的な詳細な検討が必要で

ある。
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■naCtiVatiOn Of Lお一e〃a

a Potent Antimicrobial
π70nOCγ70gθnθS
Peptide Derived

by Lactofeπicin，

from Cow’s1W1k

HIROYUKI WAKABAYASHI，WAYNE E肌1－AMY＊，M皿SUNORl TAKASE．a耐MAMORU TOMITA
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      （R㏄civedrorpublic1山ion川y7．1991〕

＾認STR＾CT

   The suscep－ibiIity of ム’sfe’寸。 用。ηo‘）Yo．9e’一es to inhibition

and inaC－ivation by lactofen－icin，a newly isolated a11timicrobial

peptide derived fmm bovine lactoferrin present in cow’s mi1k，

was studied in laboratory media．Lactoferricin showed an effec一

一iveness similar－o－hat of many clinicaHy useful antibiotics，

causing comp1e屹i－1hibhion of four stmins of乙．mo〃。（・yo、｛e’一e∫

lserotypes l b，2，3，and4a）a〔1ow concentr如ions varying within

－he range of（〕．3－o9μ。g／ml depending on the strain and the cu1ture

medium used．The e冊ectiveness of－ac－ofen’icill agains－L．〃π用‘）一

正）’ω馳’一e∫was not str011gly a冊ec－ed by曲e presence of various

carbohydr舳es or pm〔eins but was somewha－diminished in t11e

presence of various salts．The pep－ide showed potent activity over

－he pH range of5．5to7．5．The e鉗ect of lactofeIτicin was le－hal，

ca口singampid－ossofcolony－forming ability wi－h aH fours－rains

tested．

contains no unusua1amim acids or foreign chemicaI groups．

In our opinion，considerable potential exists for the wide－

spread commercial use of lactoferricin as a safe and e価ec－

tive mtura1prese耐ative，and we have deveIoped a manu－

facturing process for large＿scale production of this new

antimicrobial agent，using bovine lactoferrin extracted from

skim miIk or cheese whey as the starting materia1．

    Whether lactofen’icin might be e価ective to c㎝甘。l the

growth and su耐iva1of L伽。〃。（＝Woge〃e∫in various com－

mercial applications is unknown．As an initia1step，the

present study was undertaken to investigate the susceptibi1－

ityofseveralstra㎞sofL、〃mo〔一yro8e㈹，includi㎎clin卜
。al iso1ates，to inhibition and inactivation by lactofen｛cin in

laboratory media．

MAT1≡：RIALS＾ND METHODS

   〃sreグ’o伽。〃。‘γo馳〃es is a bacteria1pathogen which

has emerged as an important problem in the food indus岬

（ノ，2，7．ノ0）．This organism is the causative agent of listeriosis，

a disease which often manifests itself as meningitis or

septicaemia（2）．L．mo〃。（ヅ。8e〃es is widespread in nature

and can be isolated from a variety of foods and food

iηgredients（！．7，〃）．It can survive and grow aHow tem－

peratures（8，9）、suggesting that refrigerated storage is prob－

ably insufficient to prevent its grow血in dairy products and

other perishab1e foods．Accordingiy，it seems impOrtant to

identify nove1means of contro11ing the growth and survival

ofthisfoodbomepathogen．
   We have recent1y discovered a potent new antimicr0－

bial peptide，named■1actoferriciIゴ’，9enerated by gastric

Pepsin cleavage of bovine lactoferrin（Be11amy，W．、M．

Takase，K．Yamauchi，H－Wakabayashi，K．Kawase，and M・

Tomita，acceptedforpub1ication in Bi㏄himicaet Biophysica

Acta，1992），an iron－binding gIycoprotein prese11t in cow’s

rniIk（3．6）、Lactoferricin is a low molecular weight peptide

・o・si・ti・gofasingl・p・ptid・ch・inof25ami・oacid
residues having the secluence Phe－Lys－Cys－Arg－Arg－TrP－

G1n－Trp－Arg－Met－Lys－Lys－Leu－G1y－A1a－Pro－Seトne－Thr－

Cys－Va1－Arg－Arg－A－a－Phe．It has a quasicyc1ic structure

Owing to the presence of a disulfide bond between its－wo

・ystei・er・sidues．I・t・・esti・gly，1hisp・te・t1yacti・・peptide

戸reραr0〃0〃9ブ’0‘’r勿とrバ（’加

    Bovi11e lactofeπin purified耐。m fresh skimmed mi1k by the

method of Law and Reiter（6）was dissolved in dis〔med water at

a concentration of5％（w！v）and t11e pH was adjusted to3，0by

addition o〔N HC1．Pepsin（10units／mg；考B15L Difco Labo－

ra〔ories．Detroit，MI）was added to a fina1concentrati㎝of3％（w／

wofsubstrate）mdhydrolysiswaspe怖。medat37．Cfor4h．The

reactionwasteminatedbyheati－1gat80oCfor15mi11andthepH
was adjusted to7．0by addition of－N NaOH．The precipitate

fomed（less than10％oftota1protein）was removed by centrifu－

gation at15，O00x g for30min and the supematant was retained

and freeze＿dried．

    Lactofen｛cin was purmed by reverse－phase high pe㎡’or－

mance－iquid chromatography in two sleps－Af－er each step frac－

1ions were co11ected，dried under vacuum in a cen－rifugal evapo－

ratorandassayedforantibacte・ialact舳y・lnitially，Pepsin－hydro－

1yzed1actofen’in was fractiomted on a co1umn ofTSK－GEL120T

（6．0x150mm1Tosoh，』apan）e1山ed with a mi刈ure80：20of

e1uan－sA（0．05％trifluoroaceticacid）andB｛90％acetonitrilein

0．05％tr旧uoroacetic acid）for lO min followed by a linear

gmdient of A：B from80：20－o40：60for30min a－a now咽1e of

0．8mVmin．The active pepωes were further purined on a column

of COSMOSIL5CN－R（4．6x150mm；Na㎝1ai Tesque）eluted
with eluant A『or5min．fonowed by a linear gradien6of e－ua舳s

A：B from100；0to55：45for40min挑a now rate of O．8m1／min．

    For assay of purity．the laαofeπici11ob岨ined was applied－o

a column of TSK－GEL120T eluted as descri㎏d above．↑he
absorbance at280nm of the eluate was recorded and t11e re1aiive

ノ00尺〃んL0’＝F00’）ρκ0τεC〃0〃．VOL・55．APR1L1992
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c㎝ce舳11㎝soNamp1eco岬㎝舳were舳ima1edfromlhe
蛆e舳Ωf e－u－ed pεptide peaks．Homogenei－y of－11e lactofeπicin

ob〔ained w脳fu血her co証i㎜ed by a山。ma屹d Edman degmd飢ion

帆ing m Applied BioW舵ms Mode1470A g脳一ph㎎e pro－ein

W鵜、、i、。。f、。、I、。、。。、、、、i、、、、、㎞、、、。、、、、、、、、。、、、、

山1e州99％．

o〃舳・‘・．一

    Fo山s一関ins or L．m‘〃7伽＝Wo鮒〃．一we爬u鵬d：IDF－Ib，sero－

ly脾1b（DF deno－es lmem洲io脳1Dairy Fede抱一ion．Toyko，Ja一

岬皿）：』CM－7672，附。1ype2：JCM－7673，sem岬e3：JCM－7674；

wo－ype4a（』CM dcno肥s Japan Co11㏄一ion of Microorganisms at

RlK酬、W阯㎞Cily、此p㎝）．The1＆tler three organisms町e human

Cl㎞iωi，OlateS．

ん舳州〃I伽舳”舳‘〃α‘．小1〃）・

    乙。〃‘川。‘γo、ψ〃。∬舳ins we爬。u－tured in a basa－medium of

l％b越。lo－pep〔one（D脆。 Labo胞ωries）．pH6．8，or PYG medium

㈹b舳。・Pep1㎝e，1％91ucose，O，05一％ye舳t舳act），PH6．8，at

37oC．一n some e岬erime11ts－he c山ure medi阯m w挑supple－

men－ed wi〔h v〃ious carbohydmtes，proteins，or sa1ts as三ndicated．

The ex伽tofbacteria1growth was detemined by m㎝itoring the

一）ptical d㎝烏ityof㎝ltu欄at600nm．S1㏄ksoluti㎝s of1㏄to療eπicin

were prep鮒ed in dis011ed water aIld m－eト軌e刷ized before addi－

li・n1・鵬rile・・1仙爬m・di・．Fo川・ay・fa・tibacte・ialac舳y，・

s胞ndard imc山1um of logar舳mic－phase ceus（1ぴCFU！m1）was

cultu爬d ror16to20h i11a脆ries oftubes containing2．0m－of

medium舳pPIemen屹d wi伽various concen晩dons of Iactofe耐icin

（Oω6（）μg／m一）．The minimaI㎞hibitory concentr刎ion was taken

舳市e－ow舳。oncen脆tion o〔aαo竈e血idn th鉗。a口8ed comple蛇

inhibi－ion of gmw－h一戸。r assay of bactericidaI actMty，艶。h附ain

w洲incub舳ed in b狐a1medium wi商。r without laαo竈e1－ricin汕

37oC in a s11aker－iIlcubator water b帥h，Af〔enhe indic虹ed time，

seriaH0－fold diiu－ions we爬prepa肥d in b鵬al medium a－1d p胞ted

onωp1銚e comt ag鉗（Eiken Chemical Co．，Japan）for detemina－

lion of colony－formjng uni［s．1…ach experiment was pe㎡ormed a－

Ie洲いWiCe．

            RESU1－TS ANl）DISCUSS一（）N

    The minimal concentrations of1actofeπicin required to

cause complete i皿hibition ofム．〃一価。‘．W裕e〃e∫were deter－

mined using a number of di舖erent cu1ture conditions．The

・肺・・ti…㎝…t・ati㎝・fth・p・ptid・i・1％P・pt㎝…

PYG medium wried within the range of0．3and3μ一g／m1

de咋nding on商e鮒get stmin and cωtu肥medium used

（Table 1）．Various carbohydrates，proteins，or salts were

added to－he basal medium of1％咋ptone to determine

－heir inf1uence on the antimicrobial effective－less of

lactoferricin against one of the mosこresistant stmins，

L〃π〃κ，‘ヅ。附〃ωIDF－1b．Addition of g1ucose，ga－actose．

fruc1o・e、㎜mo・e，xylose．mltose，sucrose，lactose，or

舳rch at concent胞tions up to10mg／ml had no e価ect on

lhe・cti・ity・川・1・・tof鉗i・p・p1id・・g・i・・tthete・舳ain．

In the p肥sence of these added carbohyd醐tes，a minima1

inhibitory concenm〔ion ofO．6μg／ml was obsewed in each

ins胞nce．In－he p爬㏄nce of added gelatin or bovine semm

阯bumin a－a finai concent剛ion of－0mg／ml、商e minima1

i曲ibitoワ。oncent㈹tions of lactofe㎡cin we記3μg／m－and

lμ．g／ml，respective1y．indicating－haいhese proteins have

lit－1e emect on i吋actMty．On the other hand，the effective．

ness of1actofe耐ic…n was more diminished in the presence

of NaCL KCl，or NH，C1at concentrations up to－00mM、

or1n the p肥sen㏄of MgC1，or CaC1，at con㏄nt胞tions up

to5mM（Table2）．To examine the e価㏄t of pH on血e

activity of1actofen’icin against L．mo〃。cツfo8ene∫，strain

IDF－1b was cu1tured in basa1medium adjusted to various

pH va1ues・In the pr鮒nce of50mM KH2pOゴ㌧HP04
buffer at fillal pH vaIues of5．5，6－O，6．5，7．0，and7．5the

minima1inhibitαワ。oncentrations of Iactoferricin against

the test strain were6，8，8，6，and6峠g／ml，respechveIy．At

the same pH va1ues，in the absence of added b山節er salts，a

mi11ima1inhibito町。oncentration of O．6μg／mI was ob－

served in each ins固nce indica．ting that potassium phosphate

has some abmty to reduce the effectiveness of lactoferIゴ。in．

NonetheIess、飾ese obseTvatio口s demonstrate曲auactoferricin

exhibits potent activity over the pH ra11ge of5．5 to7．5，

ev㎝in the presenceof50mM po胞ssium phosphate，At pH

values be1ow5．5and above7．5，inhibition of the test strain

occurred in the absence of lactoferricill； therefore， 〔he

effectiveness of the peptide couId not be determined be－

yond this pH range．

TABLE1．∫e舳〃一・抑・‘ヅL．monocytogenes∫炉α加sω’〃〃わ〃。〃

伽伽一κ枇舳・伽．

                                  MIC，（μ9／m1）

S－rain                  l％pep－one  PYG medium

ム．〃一価。｛γoge〃ωlDF－1b        O，6       3

L舳〃。‘γ‘）8e〃e∫JCM－7672     NGh     2

ム．〃。舳fツ戦伽es JCM－7673     0，3      1

L mo舳‘ヅ。得e〃e∫JCM－7674     0．6      3

’MIC denotes minimal inhibitoリ。oncen説tion，

h NG deno〔es no growth in曲is medium．

TABLE2．〃抑〃e肌’e‘ツー1〃’舳s sακ∫on肋e加〃わ〃。り・oc沽・fσgブ

伽（’κ次グ比’加α8α肋s’しmonocytogenes〃F一〃．

MIC風ψ動m1｝

Sa阯    2．5mM  5，0mM  25mM  75mM  100mM

NaC1     0．6     1     3

KC－      0，6     1     3

NH．Cl

MgCl，

CaCl、

6    6

6     9

0．6   1   3   6   9

3     3    NG   NG    NG

3     6    NG   NG    NG

。MIC denotes minimal inhibitoリ。onc㎝t伽ion，

h NG deno－es m growth（or poor growth）in曲is medium．

    To examine the abi－ity of lacto示erricin to inactivate乙一

m0〃。（γoge〃es，each of the four test s町ains was suspended

in1％Peptone with or without added1actoferricin，and－he

concen説tion of viab－e cells was assayed before and aier

60min of incubation at3アC．As shown in Table3，the

e術・・t・fI・・t・f鮒i・iM9・i・・t乙．m・・ψ・g㈹w・・p・一

t・m1yb・・t・㎡dd・し・…i・g・p・・f…dl・…f・・1・・y－

fon‘ning abiHty in a11fo山。f the strains tested．The kinetics

・fth・b・・t・・i・id・1・術・・tw・・f・池・・…mi・・d・・i㎎・虹・i・

．’0‘1一κV化（）戸ρ（）00戸κ0アεCη0～，VOL55，AP則し1992
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IDF－lb．As shown i口固g．1，the rate ofkming by1acto俺rricin

was rapid a11d dose－dependenし

TABLE3．∫〃n・か〃qブしmonocy－ogeηes功ぴ60伽加砒ρo〃7e

ω1肌・雌げた加〃3∫μ．柳川0μ〃．

   Ourdataprovide some infoma1i㎝abo山thee術。acy

oflactofe㎞cinagaimst乙、m〃肌yo㈹ω㎜dervarious
1aboratory conditions二 however，they do not enable any

prediction of the coI1centrations requilred for food p1－eserva－

tio肌Many㎝vironm㎝tal c㎝diti㎝s such as pH，記mpera一

Su耐ivalo（CFU！m一）

S㈹in Contm1     Lactofe誠。in

ム．吻。〃。‘γo9例es IDF－lb

L，m伽。ψo8e”es JCM－7672

L．舳舳・）Y0ge〃es JCM－7673

L。舳用。‘’yogenes JCM－7674

2．5x10＾   く100
2，O x 1Oヨ      〈100

1，3x 1O＾        300

5．2x104   くI00

・Contro川ad no added1actofe耐icin．The Iimit of deteclion was

 lOO CFU／mI．

107

106

105

㍉04
5
α

コ103き

102

       0306090120
                      而me〈min）

同gure1． κ加efたsρ戸此’〃加8‘ゾ L－monocytogenes∫D月一∫わわツ

1舳牝欣伽伽’％岬’・〃〃37℃。Lα・炊舳’f・wαM肋”
ガπ〃‘・伽。e〃r〃わ〃∫‘ゾ6μ8！㎜’（■）or3’μβ／m7（▲）・Co〃m’（●）

吻n00〃eφψ〃e。

   Our resu1ts demonst胞te that ム．㎜o〃。‘γoge〃es is

high1ys・s・eptiblet・i・hibitio・andi・acti・・tionby
－ac匡。fe㎡cin．Under the various condidons employed in this

舳dy1actoferricin exhibited an e術ectiveness simiIar to that

of many clinica1－y usefωantibiotics（5）causing comp1ete

inhibiti㎝・fL．舳・・ヅ・g・舳・t・㎝・㎝血・d㎝・・f1…

曲伽10叫g／m1．Moreover，1acto衛e耐icin caused a rapid and

iπe・ersib1e1ossofce11・iabi1ilyofa11fo山乙・〃舳。・ヅ・一

馳〃es strair1s tested．These observations suggest this new1y

discove爬d antimicrobi刮agent might be usefu1in a variety

of commercia1apP1ications to control the growth and sur－

vival of this foodbome pathogen。

ωre，water activity，miσobial load，a二nd the presence of

ce棚n food componen㎎may infIuence the e価ectiveness of

lactofε耐icin．

    The mechanism of action of1actofe耐icin包gainst L

m伽。‘ツωg伽e∫is unkmwn．No晩b－y．8of the25amim
acid residues in －his peptide are basic residues and this

feat山e pmbably has an impo伽t ro1e in detemini㎎its

pote口t bactericida1properties．Certain other a耐imicrobial

peptideshavingahighproporti㎝ofbasicresiduesa脆
known to act at the su㎡ace of bacte㎡al ceIls causing an

increase in ce11 membrane pemeabi1ity（4）」t is presumed

that lactofe肝icin acts by a similar mechanism．If so，the

susceptibi1ity of L〃。〃‘）‘Woge〃ωto various other antimi－

crobia1agents and physical treatments may be enhanced in

the pre舵nce of lactoferricin．We int㎝d to further i口vesti－

gatethispossibi1ity・
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  Antifun8a1Spectrum aod『un8icida1Mechanism ofan N－Terminal
                  Peptide of Bovi■1e■一actofe■・■・iI1

冊0γu〃舳kabaγa5〃、7“乃mわ用倣an1，2κaむu〃5auC舳a，2and用deγ0泊ma8uC〃2
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‘

＾nf’九mga’aCf＾〃γ0〃aCfOたrr佑ρeρ打de

An耐un8a1Spectrum and～ngicida1Mechanism ofan N－11emiml

Peptide0冊0VineLaCtOfe町in

用・0γ・〃肋k・baγ・5わゲ万m10用伽・・1，2κ・舳わ15au・舳・、2・ηd舳・γ・泊m・8・・〃2

        W〃〃㎝・15deη・・ム∂bo肋・κMo伽8・M〃kl・d・鮒γCo、ω．、κ・η∂8・w・、ノ・ρaη、

             2尺e5e∂rcわGeηferわrルーed’ca’〈イγco’o8〃7さ欣γoしn＾／e応κ〃Tbkγo、ノaρan

The antifungal spectrum and fun8idda1mechanism ofan N－terminal peptideofbovine lactoferrin（1actoferricin⑭

B）、an antimicrobial peptide produced by gastric pepsin digestion ofl）ovine1actoferrin，were investigated．The

susceptibi1i｝ofpathoge・icy眺t・anddermatophytestothepeptide・a・iedi・asp・cies－dep・ndentandstrain－
dependent manner．Dematiaceous fungi and dimorphic fungi were susceptible to the peptide（raηge ofMlC

va1ue∫：O．63to1Oμg／mL）■n the case of nonpigmented hyphomycetes and zygomycetes，most strains exhib－

ited resistance to the peptide（MlC：＞80μg／mL）．This peptide killed C釧d’da aめた釧5dose dependently

without inducing a change in cell wa11stability against osmotic stress．The peptide at1Oμ♂m1immediately

induced the releaseof K＋from C一∂めたaη5cells and pH increases in ce11suspensions．These pharmaco1ogical

activities were more potent than those for m1conazole nitrate，a well－known antifungal agent that inte㎡eres

with membrane synthesis and function．These in vitro findings suggest that the lactoferrin oligopeptide has

potent membrane disrupting activity againstthis yeast and suggests that in vivo LF－B studies would be usefu1to

further understand host defenses and to deve1op improved therapeutic agents againstyeast infections．

                                                     』1nfect Chemot11er1996，1：185＿189

           Key words：lactoferrin，lactoferricin⑪、Caηd’da a伽。an5，membrane disruption

1N皿0DuCT10N

Lactoferrin，an iron－binding91ycoprotein present at re1a一

一ive1y high concentrations in rnany exocrine secredons，

hasbroad－spectrumantimicrobialproperties㎝discon－
sidered to be an important component ofthe non－im－

mmo1ogica1defense system which is active at mucosa1

su曲。es，md in colostrum and mi1k．1・3The antimicro－

bia1e茄ect ofIactoferrin against飾ngi has been demon－

s泣ated by several investigatOrs．へ5

 ItwasrecentIydiscovered曲atantimicrobia1peptides
much more ef庭。tive than1actoferrin are generated upon

曲gestion oft㎞s proteinwith gastric pepsh，6The active

peptides of human1acto虹rin（1actoferricin⑭H）and

bo㎞ne lactofemin（1actoferricin■坦B）were iso1ated and

sequenced andわmd to be derived丘。m the N－temi－

na1記gion ofthe mo1ecule．7Lactoferricin⑱B（hereinaf－

ter referred to as LF－B）consists of25amino acid

residues having the sequence Phe－Lys－Cys－Arg－Arg－

Trp－G1n－Trp－Arg－Met－Lys－Lys－Leu－G1y－A1a－Pro－Ser－

11e－ThトCys－Val－Arg－Arg－A1a－Phe，LF－B has been

shown to have antimicrobial activities against a physi一

・1・gi・・11ydi・・・・…㎎・・fb・・t・・i・1・p・・i・・8・9・nd・・m・

f㎜9a1species．10・11It was a1so shown that［14C1－Iabe1ed

LF－B binds to C．α肋。舳slo）and曲at LF－B inhibits up－

take of［3H］一9Iucose by珊肋。ク砂ωn削ろ川肌u

R…～・d∫・映4．19951κ・・ρf・dわ・ρ・わ11・・f1・パη肥・’・・d

わ伽～・仏7．1995．て・・…ρ㎝d㎝・・舳d肥q…1・わ・

榊伽α舳r市㎝a15dence止aわ。舳・κ〃。けη∂8州〃k
’ndu鮒γCo．止fd．、5－7＿83，用8∂5わ沽ara，Zam∂一5わ’。κan∂8∂wa

228、ノaρaη，

  Inthepresent studywe have㎞vestigated the suscep－

tibi1ity，h vitro，of a wid－e range of pathogenic丘mgal

s1＝rainstoLF－B．Tb肚血ere1ucidate曲e㎜d丘m劇mecha－

nismof血ispeptide，wehave a1so跳amined血eactionof
LF－B on曲e ceuwa11andmembrane ofC．o肋m∫．

MATER1ALS AND METHODS

P岬a励㎝0デ〃一8刎dm7COnaZ0’εη伽fe
LF－B was preparedbyprocedures describedprevious1y7

and its puritywas at1east95％．Miconazo1e ni血ate was

purchased丘。m Sigma Chemica1Company（St．Louis，

M0，USA）．

肋8沁脆jη5a”dρ岬・胞”㎝0～㏄k㎝κ凹欄
Seventy一五ve strains of pathogenic fu．ngi stocked in the

Research CenterforMedica1Mycology，Tヒikyo Univer－

sity，Tokyo，Japam，were tested．Stock cu1tures ofpatho－

genicyeastsandfi1amentous血ngiwerepreparedbythe
me曲。ds used㎞our1aboratory．12

Oef甘m加a缶㎝0fm5n‘m凹㎜7舳舳0叩C㎝㏄耐胞”0”
‘〃C）

The agar di1udon method was employed using mo曲一

五ed Sabouraud dextrose agar（Bactopeptone1．0％，gIu－

cose2．0％，isoge1ag㎜ose旧MC BioProduc由，RockIand，

ME，USA1o．75％，PH5．o）as the test medium．Stock
solutions ofLF－B were prepared in disti11edwater，丘1ter

steri1ized，and di1utedinthe testmedium at60oC over

a inal concen血ation range of0．31to80μg／mL．Ce11

suspensions ofpathogenic yeasts were prepared by sus－

pending in steri1e s痂ne cens harvested丘。m曲e stock

1341・321X／96／0103．0185／US＄3．00◎JSC／CLJ1996 785
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cu1tures．Ce11 numbers were determined using a
hemocytometer and inocula were adjusted to contain

106ce11s／mL．Spore suspensions offi1amentous fmgi
were prepared by suspending spores harvested from

stock cultures in sterile sa1ine containing0．05％（w／v）

T㎞een80．Suspensions ofspores used as inocu1a were

ad，usted to have a丘na1optica1density of O．02at530

nm．Each test agarp1ate was inocu1ated wi曲5μLofce11

or spore suspension and incubated at27．C．Pathogenic

yeasts，zygomycetes，and nonpigmented fungi were in－

cubated for4days，and other fi1amentous血ngi were

incubated for7days．Minimum inhibitory concentra－

tion（MIC）was de丘ned as the1owest concentration of

the drug at which曲ere was no visib1e growth。

胸f加80f0㎝0fた5ω〃卯
C．α〃。m∫TIMM0144was incubated at37℃in
peptone yeast glucose（PYG）broth（Bactopeptone
2，0％，yeast extract1．0％，g1ucose2．0％，a modification

ofthe reference materia113）in a shaking water bath for

18hours，Ce11numbers were determined using a
hemocytometer after washing the ce11s with steri1e sa－

line，C．α〃。αm∫ce11s at a density of105ce11s／mL were

exposed to LF－B at concentrations of1O to80μg／mL

in Sabouraud dextrose broth（Bactopeptone1．0％，g1u＿

cose2．0％）containing0．8Msorbitolastheosmotic
stabi1izer．13Untreated contro1cu1tures were a1so exam－

ined．Both treated and untreated ce11suspensions were

incubated for6hours in a shaking water bath at3㍗C

prior to samp1ing，For preparation of osmotica11y

shocked cu1tures，samp1eswereremoved，di1utedinster－

i1e sa1ine，and p1ated onto PYG agar（Bactopeptone

2．0％，yeast extract1．0％，g1ucose2．0％，agar2．0％）．

Forpreparation ofosmotica11ystabi1ized cu1tures，sam－

p1es were removed，di1uted in sterile sa1ine with stabi－

lizer，and p1ated onto PYG agar with the stabi1izer．

C㎝f’・・㎝・ρHm…〃㎝㎝f1・㏄〃舳・ρ㎝・1・…〃

de蛇rm5na〃0n0什e’ea5edκ・C0村e耐

（フ．α伯た。肌TIMM0144ce11spreparedasdescribedabove
were diluted in sterile water to a fina1ce11density of108

ce11s／mL and stirred at37℃．14LF－B so1utions were

added to the ce11suspensions to obtain a丘na1concen－

tration of0．63，2，5，or10μg／mL Miconazo1e nitrate

was disso1ved in dimethy1sulfoxide and added to the

cell suspensions at avo1ume of2％、Dimethy1su1foxide

alone had no effects．The fina1concentration of

micomz（〕1e nitrate was2．5，1O，or40μg／mL．The pH

ofthe ce11suspensions was measured and recorded con－

timous1y For the determimtion of re1eased K＋，ce11

suspensions were removed at de丘ned intervals and im－

mediate1y刷tered using a O．45μm ce11ulose acetate fi1－

ter（Advantec，Tb吋。，Japan）．The K＋content of the

filtrates was measured using an inductive1y coup1ed

plasmaspectrometer（Leeman1abs，Lowe11，MA，USA）．
Total intrace11u1arK＋was extractedbv treatmentofce11

suspensions with5％trichloroacetic acid atヂC for30

min．TheamomtofK＋re1easedby曲eaddedagentwas
calcu1ated as the丘action（in％）oftota1intrace11u1ar K＋．

7乞か’e7．’ηy”r0∂ηfκuη8∂’aCf～”e50戸L’＝一8∂8a’η∫fρa佑08eη’C

戸uη81。

Funga1species
Numberof
tested strains

MlCrange Arithmetic mean

（μg／mL〕   MlC‡（μg／mL）

1．Pathogenic yeasts

  C∂ηd〃a a佑たaη5

  C．froρた∂〃5

  C．ρ∂r∂ρ5〃05∫5

  C8∫∂わr∂ね

  C8u〃方ermoηd〃

  C，ke戸γr

  C々川∫e’

  ∫aCCわ∂rOmγCe5

   Cerey’∫∫ae

  Crγρ亡。coccu5

   ηe0戸つ’・m∂η∫

  〃Cわ05ρOr0η

   Cuねηeuηつ

6

2

2

2

2

2

2

1

10t040
0．31，1．25

 20．80

80、＞80

  5，40

2．5．10

 10，20

  0．63

21，67

 0．78

50．00

120．00

22，50

 6．25

15，O0

 0，63

2      0，63        0．63

2      1．25，2．5       1188

11．Nonpigmented hyphomycetes

＾5ρe帽’〃u5戸uη1’8∂ω5

Aη18er
＾．胎w5
A．yer5’C0∫0r

／、、C’a〉afu5

Pen∫C’〃’umη0f∂fし’m

’＝l eXρan5um

戸u5∂r～m m0η〃わrme

4
2

2

1

1

1

1

2

〉80

〉80

＞80
 10

〉80

〉80

〉80
2．5，5

160．00

160．00

160．00

10．00

160．00

160．00

160，00

  3．75

111－Zygomycetes

  舳舳∂COrγmb俗a
  ル山COr CルC’ne〃σ∫de5

  八イ、raCeητ05u∫

  尺〃ZOρu∫0rγZae

40、＞80     100．00

 〉80      160．OO

 ＞80      160．00

 ＞80       160，OO

lV．Dermatophytes

  Tトたわ0ρわγf0η

   meη値8r0ρわγfe∫

  7＝川brum

  τ‘0η5uraη∫

  T1∫’10eη∫e∫η”

  T y∫O’∂Ceum

  ん〃CrO∫ρ0rum Caη∫∫

  ル1．8γρ5eum

  ερ’derm0ρわ以0η

   〃0CC05uη1

10to〉80

  〉80

  5，40

  〉80

40、＞80
   40

 20，40

0．31to2．5

62．00

160．00

22．50

160．00

100．00

40．00

30，00

  1．15

V．Dematiaceous fungi

  ’＝0η∫eCae∂ρedr050∫

  εX0ρわ∫a∫a

   derm∂舳d’5

  舳a10ρわ0ra

   yerruC05a

  C∫ado∫ρor’uη1

   fr∫CわO∫de∫

2      5       5．00

2       2．5        2，50

2     5，10      7．50

2      5       5，OO

VL Dimorphicfungi

  ’〕ara（一0CC∫d∫0’de∫

   1）r∂5〃eη515

  ∫ρ0r0出｛∫CわeηCk〃

2     0．63，1，25      0．94

3     2．5to10       5，83

’舳わm・比m・肌〉80μ抑Lw∂∫・・！ω！∂f・d∂∫160μ抑L

ア86



旺SuLTS

舳伽㎎a’5ρθc舳m
E価。ctive concentrations of LF－B against a variety of

pathogenic yeasts and刑amcntous fungi were deter－

mined（Tab1e1）。A wide range ofMIC va1ues was ob－

served for pathogenic ycasts and dermatophytes and

susceptibi1ity to inhibition varied depending on the in－

di・idu・工・p・・i… nd・t・・in・、Cm〃α舳枇αll∫，

∫αcc々αromツ。ε∫cぴeηゴ∫ゴαe，Grック。ococα4∫ηeψrmαη∫，and

助伽moヵ切ω〃。cco∫〃m exhibitcd re1ative1y1ow MIC

values（0・31to2・5μ9／mL）・Moststrains ofnonpigmented

hyphomycetes and zygomycetes were resistant to LF－B

（MIC：＞804mL）・Dematiaceous fungi and dimorphic

fu㎎i were susceptib1e to more intermediate concentra－

dons ofthis peptide（MIC：O．63to10μg／mL）．

05mofた鉗ab〃κ／of ce〃5

The mode of kming of C．α肋。αη∫by LF－B was investi－

gated using osmotica11y stabi1ized or osmotica11y shocked

cells（Fig，1）．Viab1e counts of contro1cu1tures increased

about10－foId during the six hours of incubation．In con一

山ast，ce11counts in cu1tures treated with LF－B decreased

in a manner dependent on the concentration of the

peptide．The LF－B dose response curves for decreasing

ce11 numbers in osmotica11y stabi1ized and osmotica11y

shockedcu1tureswerea1mostthesame，Theseresu1tssug－
gest曲at LF－B does not induce osmotically缶agile ce11s、

Cわ・㎎・・帥H・f・θ〃…ρ㎝・戸・η・

pH changes induced by LF－B in C．αZ加。ms ce11suspen－

sions were measured（Fig．2）．The pH of ce11suspen一

7

言二r

ら4r
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晦・7： Comρ∂｛oηo〆。（川ηf5（〃．し心わ！eビe〃∫～η〃（’・〕fed’）γ

∫・8町ψη上川・舳／1・・d（川・・m（・〃・、1〃γ・わ（〕・如・1α〃f・…（・〆

C舳d∂洲・、・η・1η沽・ρ・ε・・η…）山一8．1）汕〃θm・〃Mプ
”〕…∫∂mρ1・∫・∫0、アわ・工1・f・舳・。沁・・（・沽・わ∂・・1ηd1市・η・）

s桓η”c∂ηce C戸〉0．05、∫ωdeηf㌻f－fe5ηo〆沽e C戸じ‘プ〃たrθη（Ie∫

b舳・η∫f∂舳。εd，1ηd。。m・〃・、1〃ハわ・・如dω〃1〃・・．

Aηf∫～η8∂ノ∂Cf＾／〃γ0プノ∂Cf0たrr∫ηρeρf〃e

sions was approximate1y5．3before the addition ofthe

drug．Soon afterthe addition ofLトB，thepH increased

in a concen血ation dependent mamer．The pH rose to

about6．0within5minutes af［er曲e addition of10μg／

mL（3．2μM）ofLF－B．A simi1ar e茄ectwas seen a丘er曲e

addition of40μg／mL（83，5μM）ofmiconazo1e nitrate．

★

  LF－B二

（μ9／ml）

O．63

★       2．5

10

miCOnaZOlenitrate二

           （μ9／ml）

★       2，5

★

★

5min、

10

40

1・・・・…

π8・2：ρH cわ〃1geル1（★’（でd by上戸一8dnd mに。η∂zo∫eη〃r∂feル1

C．。〕lbic工1ns（’θ〃“ρeη∫！oη．

1ηdl（・。咋dl）γ沽eユ1肌ハ・γバη

dた’。〕fθ∫洲1η（’r∈・洲！ηρ〃．

τわe drug W・i∫∂dded∂f沽eρO’nf

ρ舳r“e〃eα1（・η0ブfわeCu・Veln一
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Re’ea5e Ofκ・介0m f＾e Cε〃5

LF－B at10μg／mLcaused there1ease ofa1mostthe tota1

intrace11ular K＋content within2．5minutes．（Fig．3）、

The amount of re1eased K＋was dependent on the

concenmation ofLF－B added．Nearly the same e伍ect as

obtained㎞曲10μg／mLofLF－Bwasobserveda丘ertreat－
ment ofce11s㎞th miconazole nitrate at a concentration

of40μg／mL．As was曲e case for LF－B，K＋re1ease de－

pended on the miconazole concentration．

DlSCuSS10N

We have investigated the antifmga1spectrum ofLF－B

against a broad range of pathogenic flユngal strains and

examined its fmgicida1mechanism ofaction．Previous

reports demonstrating the anti～nga1activity of LF－B

against C．α〃。舳∫10and some other strains of～ngi11

used abrothdi1utionmethodfordeterminationofMIC．
In this study，we emp1oyed an agar di1ution method for

detemination of MIC．The MIC va1ues observed for

C．α〃。ms，ん以g〃〃∫∫mm伽舳，Aη伽らR〃20〃∫
orツme，〃たん。ρ伽二〇m mmωξroク伽枷，and r用ろ用m were

nearly in agreement with previous1y reported va1ues

obtainedusingPYGmedium（Bactopeptone1．O％，yeast
extract0．05％，g1ucose1．0％）．However，MIC va1ues
for〃ゴ。加∫ρoron cm伽emm strains were lower than those

ofthe previous report．These discrepancies may be due

to di価erences between tested strains．

  In tests of C．oZ肋。αns，the loss of ce11viabi1ity induced

by LF－B was not ihhibited in the presence ofan osmotic

stabilizer．It seems1ike1y，therefore，that the㎞11ing eト

fect ofLF－B is not due to the induction ofosmotica11y

fragi1e ce11s through damage to ce11wan structure or in－

hibition of ce11wa11synthesis．

  LF－B induced the re1ease ofK＋丘。m C．α〃。m∫ce11s

and caused an increase in the pH of ce11suspensions．

This increase in pH may resu1t from a now of

extrace11ularH＋into the ce11s coupledto the re1ease of

K＋from the ce11s．Simi1are価ectshavebeen reportedfor

imidazo1es such as miconazole，15which show not on1y

inte誠erence with ergostero1synthesis of fungi but a1so

cell membrane disruption at higher doses．A㏄ording1y，

LF－Bwas comparedwithmiconazo1enitrate inourstud－

ies．LF－B exhibited activity corresponding to that of

about a4times（about26times on a mo1ar basis，be－

cause LF－B has a6．5times higher molecular weight of

miconazo1e nitrate）higher concentration ofmiconazo1e

nitrate－These丘ndings suggest that LF－B has a potent

disruptive effect on ce11 membranes ofC．α伽。舳∫．

  Extrace11ular to intrace11ular now ofH＋may1ead in－

hibition of the ce11’s proton－motive－force（PMF）and

c㎝sequentinhibitionofcritica1PMF－dependentproc－
esses such as glucose transport，as shown in a previous

report forτ用わr〃〃．11Binding ofLF－B to fungaI cellslo

may thus be an initia1step1eading to disruption ofce11

membrane functions．These reports also indicate that
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∂re mean∫o戸出ree5∂mρ’e5±∫0．

LF－B causes a substantial change in u1trastructural fea－

tures of fungi，including a dense aggregation of cyto－

plasmic materia1s，which1ooks1ike auto1ysis．lo・11

Intrace11u1ar now ofH＋generates acidic conditions in

曲e cytoplasm．This may activate proteases and nuc1eases

and cause auto1ysis as seen in prevbus u1tras1］＝uctura1stud－

ies．l0Jl Usua11y auto1ysis of血nga1ce11s do not resu1t in

ce11wan lysis．It is in agreement with our丘ndings that

osmotic丘agi1ity ofce11wa11s is not induced by LF－B．

  In this study we have investigated the antifungal ac－

tivities ofLF－B against a wide range ofpathogenic fungi

andshown曲atdematiaceous血ngi，dimo叩hic血ngi，and
some s血ains ofpathogenic yeasts and dermatophWes are

susceptib1e to this peptide．In our next study we wou1d

like to evaluate the ef日ectiveness of the peptide for pre一
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vention of～nga1infections知り加。．We have血rther e1uci＿

dateddata曲atsuggestafungicida1mechanismoftheLF－
B peptide against G・α倣。m∫，a mechanism that apPears

to involve disruption ofthe ce11membrane．It has been

a1ready determined that RRwQwR－NH2，a6－mer
amide peptide in the sequence of LF－B，has antibacte一

・i・1・・ti・ity・16It・h・・ld曲…f…b・p…ib1・t・d・・ign

newmembrane－disruptiveantimicrobia1agentsbasedon
the structure and activities of LF－B．
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〃∫舳α：The om㏄ts onacto他rrim（LF），an amtimi㎝obiaI prot6in s㏄耐ed i11body仙ids，amd its peptides

im combination wit11azole anti仙11ga1ag6mts were imestigated by伽e micm．bmt11．diIutiom method im a st11dy

ofC伽〃加〃肋α〃∫．In the case ofLF，its pepsi1111ydmlysate（LF11yd）or舳e LF．deriwd antimicmbia1pep・

・ide LactofeITiciI1血B（LF・B），t11e coI1cemtmtioIls mq凹ired to i血止ibi“11e gmwt110f Cα”〃〃decreased im伽e

pmsem㏄of re1ative1y1ow com㏄耐mtioms ofclotrimazo1e（CTZ）．The mimim皿m inhibitory com㏄mt醐tio11

（MIC）oM1舳。1e㎜“f㎜gal ag㎝ts tested was red㏄ed by1／4－1／16im此e pres㎝㏄ofa s此一MIC leve1of

eac110fthese LF－re1ated subs胞m㏄s．PoIyem and血阯。ropyrimidim am耐umga1agemts did mt show suc11a

combimd em㏄t w舳thes6LF・m1ated s㎜bstaI1㏄s．T11e aIlti．Cma〃αactivity ofLF or LF－B im combi皿atioI1

wit11CTZ was shown－o be sy11crgistic by c11eckerboard analysis．T11ese ms㎜1ts imdicate that LF－mlated s㎜b－

stamces舳nction coopcmtively wit11azo1e amtir㎜mga－age11ts agaimt Cα肋比αn∫．

κeツwo〃∫：LactofelTin，Lactofemicin岨，AzoIe antifuIlgal agents，Cα〃〃αα伽。伽∫

  Azo1e an山unga1agents are widely used in the

chemothcrapy of mycoses whcre they act in a fungistat－

ic fashion，however，there is reccntly a trend of caution

due to the rising incidence of fai1ures in the treatment of

mycoses in the case of severely immunosuppressed

paticnts on azole therapy．Latcly，thc isolation of azole－

rcsistantC舳a〃。specicshasbe㎝reported（11，15）
and azole antifungal chemotherapy may become insuf－

fidem in the near future．This clinica1situation pOints tO

the necd for the devc1opment of ncw therapeutic agents

which augmcnt the antifunga1actMty of azoles．

  Lactofcrrin（LF）is an iron－binding glycoprotein found

…ηmany exocrine sccretions of mammals and in thc

secondary granules of neutrophils．LF is known to dis－

play antimicrobia1activity against fungi such as C舳”一

ao as we11as bacteria（5，12）、and is considcred to play an

important ro1c in the host defense against infections on

mucosaI surfaces．It has been recently reported that

Lactoferricin岨，an antimicrobial pep“de derived from

the N－termina1region of the LF mo1ccu1e（2），exhibits

pOtent disruptive effects on cell membrane and has

f・・gi・id・1・・ti・ity・g・i・・lC〃m“伽・伽∫（16）・

  It seems1ike1y that some antifungal agents may act

＊”伽∬cα’’．eΨo’一価〃。eωHiroyuki Wa㎞bayashi Nutri－

tiOna，Sci㎝cc Laboratory，Morinaga MilkIndustryCo．↓1d．、5－

1－83Higashihara，Zama．Kanagawa228・Japan・

cooperatively with host defer■se factors to inhibit fungal

growth in the body，and we have attempted to ascer－

tain whether such natura1factors contribute to the ther－

apeutic efficacy of antifunga1agents．Here，we have

studied the inhibitory effects of LF and its peptides in

combination with severa1antifunga1agents by testing

their cooperative activity against C．oZわた。η．∫5η1ノ〃’Io．

Materia1s and M舳。ds

  ムFイe～〃ea∫〃∫f舳。e∫．Bovine LF was produced by

Morinaga Mi1k Industry Co．（Tokyo）．Pepsin hydro1yzate

of bovine LF（LFhyd）and the antimicrobial peptide

“Lactoferridn⑫B”（LF－B），which is derived from bovir■e

LF，were produced by methods previous1y reported（2）．

The fraction of LFhyd without LF－B（LF（一））was

obtained by repeated removal of LF－B from LFhyd by

 〃〕わ’‘州〃’o〃∫：AMPH，amphotericin B；C．o伽。m∫，Cma肋

”〃）’（・‘〃一s；CTZ，c1olrimazole；DMSO，dimethylsulfoxide；5－FC，

flucytosine；FIC index，fractionaI inhibitory concentration index；

FLCZ，Huconazole：IC80，80％growth ir1hibitory concentratjon；

一TCZ，itraconazo1c；KCZ，ketoconazole；LF，lactoferrin；LF－B，an

antimicrobia1peptide derived from bovine lactoferrin，Lacto－

fビrricin舳B二LFhyd，pepsin hydrolyzate ofbovine lactoferrin：

LF（一），a frac－ion of LFhyd without LF－B；MIC，minimum

inhibitory co11centration；NYS，nystatin；SDB，Sabouraud dextrose

broth．
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the above method（2）．A11LF－re1ated substances were

dissolved in steri1e disti11ed water．

  λ〃ψ刀8〃。8e舳．Amphotericin B（AMPH）and

c1otrimazo1e（CTZ）were purchased from Sigma Chem－

ica1Co．（St．Louis，Mo。，U．S．A．）．Nystatin（NYS）and

舳。ytosine（5－FC）were purchased from NacaIai Tesque

Co．（Kyoto，Japan）．Ketoconazole（KCZ），itraconazo1e

（ITCZ）and伺uconazo1e（FLCZ）were prepared from

Nizora1⑪Cream（Kyowa Hakko Co．，Tokyo），ItrizoIe⑱

Capsu1es50（Kyowa Hakko）and Di伺ucan⑯Capsu1es

（P汽zer Pham1aceutical Japan，Tokyo），respective1y．5－FC，

ITCZ and FLCZ were disso1ved in steri1e distmed water，

dimcthy1su1f（〕xidc（DMSO）containing0，1N HC1and

phosphate buffered sa1ine，respectively．Other antifunga1

ag㎝ts were disso1ved in DMSO．

  C．a1bicans s〃’〃〃．C．o伽。〃一s TIMM1768，a c1ini－

cally isolated serotype A strain obtained from the

Rescarch C㎝ter for Medica1Myco1ogy，Teikyo Uni－

versity（Tokyo），was used。

  λ∬oy oグ〃〃一Candida oαル〃ツ．The anti－C〃〃〃α

activities of antifungaI agents and LF－re1ated substances

were assayed by the micro－broth－di1ution method（14）．

Yeasトform ce11s of C．oめたm∫were coIlected from

stock cultures on Sabouraud dextrose agar（ユ％Bac－

topeplone pifco Laboratories Co．，Detroit，Mich．，

U．s．A，1，2％glucose，1．5％agar）s1ants，washed in saline

and suspcnded in Sabouraud dextrose broth（SDB；1％

Bactopeptone，2％gIucose，pH6．5）at105ce11s／m1．20μ1

of Cα〃a〃αsuspension，10μ1of stock so1ution of LF－

re1atedsubstances，2－ofstocksoluti㎝oftheantifun－

gal agent and168μ1of SDB were mixed and incubated

at37C for17hr．We used SDB as a medium since C．

○伽。伽∫T1MM17689rew aImost comp1ete1y in yeast
form in this medium but partially in mycelial form in

othermedium such as RPM11640．The addition ofLF－

relateds・b・tancesattestedc㎝centratio・scausedslight

decreases in the pH（△O．ト0．2）of the SDB medium．

The medium containing so1vents（1％）used for the dis－

soiuti（〕n of antifunga1agents were con行rmed not to

a舖ect the growth of C舳a〃。．The absorbance at630nm

of triplicate samp1es was measured spectrophotometri－

ca11yatthest舳andendofincubation，andthedifference
in absorbance was taken to indicate the extent ofCo〃．

〃‘加．The percent growth inhibition of C，o伽。舳∫was

calcu1ated as fo11ows：〔1－absorbance（C．o伽。舳∫with

drug）／absorbance（C o〃）ゴ。ω一∫aIone）l X1OO（％）．The

80％growth inhibitory concentration（IC80）was taken to

repres㎝t the minimum inhibitory conc㎝tration（MIC）．

  α肥。々α’わ。伽aω一α4｝・sな．For the assessment ofantimi－

crobial combinations，the checkerboard method was

employed and results were evaluated according to stan－

dard criteria（4）．Concentrations ofeach ofthe dmg com－

binations showing IC80against C．oめた舳∫as deter一

mined in tripIicate tests were p1otted on arithmetic sca1es．

The fractiona1inhibitory concentration index（FIC index）

was calcu1ated as fo11ows：（1owest inhibitory concentra－

tion ofdrug A in combination／MIC ofdrug A a1one＋

1owest inhibitory concentration ofdrug B in combination／

MIC ofdrug B a1one）．FIC index values ofく0．5，1．O

and＞4．0represent synergism，additivity and antago－

nism，respective1y．

Res山1ts

ん〃一Candidaλαゴ1ノ〃e∫gフムF－ReZ〃ea∫μb∫吻ηce∫Com一

わ加ea w～肋CrZ

  The growth inhibitory activities of LF，LFhyd，LF－B

and LF（一）combined with CTZ against C，o伽。m∫

TIMM1768were tested（Fig．1a－d）．CTZby itse1fcaused

margina1inhibition of C〃肋ao at12．5ng／mI and80％

growth inhibition at50ng／m1．LF a1one at200μ以m1

comp1ete1y inhibited the growth of Cma〃。．In the

presence of CTZ at3，1or12．5ng／m1，LF caused com－

p1ete growth inhibition at100and50叫g／m1，respec－

tive1y（Fig，1a）．LFhyd at400μg／m1and LF－B at12．5

μg／ml caused80％growth inhibition，and the IC80of

both agents decreased to1／2orユノ4when combined

with3．1－12．5ng／m1of CTZ（Fig－1，b and c）。In contrast，

LF（一）enhanced the growth of C舳a〃。 dose－depen－

dent1y，and this tendency was obsewed even in the pres－

ence of3，1－50ng／m1of CTZ（Fig．1d）．These resu1ts

indicate that a combination of LF，LFhyd，or LF－B with

CTZ inhibits the growth of Cm〃加more effective1y

thananyoneoftheseag㎝tsa1one，andcooperative
effects were evident from the decrease in MIC va1ue

（lC80）．

Comわ加〃1o〃∫oμ〃物〃8〃λ8e〃M〃〃
  The effects of LF，LFhyd and LF－B on the anti－Co〃一

a〃。 activities of various antifunga1agents were inves－

tigated．In the presence of100μg／m1of LF，which

scarce1y inhibits the growth of C〃肋加by itse1f，the anti－

C舳6〃。 activity of two po1yenes，one Huoropyrimi－

dine，two imidazo1es containing CTZ，and two triazo1es

were tested（Table1）．The MIC va1ues（IC80）ofAMPH，

NYS，po1yene antifunga1agents and5－FC，a nuoropy－

rimidine antifunga1agent，did not change fo11owing the

addition of LF．The MIC of KCZ，an azo1e antifunga1

agent，decreased by1／16in the presence of LF．The

MICs of the other three azo1es were a1so reduced by

1／4in the presence of LF．

C・・伽〃わ・∫・μ〃1伽8州8・〃∫伽〃物a
  In the presence of LFhyd at concentrations of50or

200μg／m1，which just weakly inhibit the growth of

Cm”伽the MIC va1ues（IC80）ofvarious antifunga1
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Fig．1．Grow－h inhibi－ory effects of LF（PaneI a），LFhyd（Panel b），LトB（Pane1c）and LF（一）（Pane1d）with and without CTZ．The

growth ofC．o伽。舳∫TIMM1768was estimated by measuring OD舳。Data are means ofthree samp1es±SD．CTZ concentrations were

0（■），3．1（口），12．5（▲），and50（△）nσmI。

Table1．E耐ect of LF on the anti－C〃〃〃。 activity of various anti－

fungalag㎝tS

Tablc2．Effect of LFhyd on the anti－Coηa〃。 activity of various

antifunga1agents

MlC（ng／m1） MIC（ng／m1）

Antifunga1agent Alone        ＋LF

  62，5            62．5

1．000           1．000

4．000           4．000

  50            12．5（1／4）

  50             3．1（1／16）

4．000           1，000  （1／4）

  50             12．5（1／4）

AntifungaI agent  A1one  ＋LFhyd50  ＋LFhyd200

AMPH
NYS
5－FC

CTZ
KCZ
FLCZ
ITCZ

AMPH
NYS
5－FC

CTZ
KCZ
FLCZ
ITCZ

   62．5

1．000

4．000

   50

   50

16．000

   50

  62．5

1．000

4．000

  50

  50

4，000（1／4）

  50

  62．5

1．000

1，000  （1／4）

   3．1（1／16）

   3，1（1／16）

1，000  （1／16）

   3．1（1／16）

 The MIC value was de6ned as the IC80of each antifungal

agent．LFwas added at a sub－MIC level（IOOμg／ml）．The ratio of

the MIC va1ue in the presence ofLFto that in the absence ofLF

isindicatedinpa・㎝the・es、

 The MIC value was denned as the IC80of each antifungal

ag㎝L LFhyd was added at a sub－MIC1evel（50or200μσm1）、

The ratio ofthe MIC va1ue in the presence ofLFhyd to that in the

absence of LFhyd is indicated in parentheses．

agentswereexamined（Tab1e2）．The MICs ofAMPH
and NYS did not change fo11owing the addition of

LFhyd．Combined with200μ以ml ofLFhyd，MICs of5－
FCand four azole antifunga1agents were decreased by

1／4and l／16as compared with the MIC of each anti－

funga1agent a1one．Furthermore，the MIC of FLCZ

decreased by1／4in the presence of on1y50μg／m1of

LFhyd．

Co〃舳〃1o〃∫ψんψln8〃λ8e〃∫舳〃F－3

  In the presence of LF－B at a concentration of3．1

ト．9／ml，which scarcely affected the growth of Cm〃ao，
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Tab1e3．Effect of LF－B on the anti＿Cona〃。 activity of various

antif㎜galag㎝ts

MIC（ng／m1）

Antifungal agent A1one         ＋LF－B

AMPH
NYS
5－FC

CTZ
KCZ
FLCZ
ITCZ

   62，5            62．5

 1．000           1．000

4．000           4．000

   50     12．5（1／4）

   50     コ2．5（1／4）

16．000    4，000（1／4）

   50     12．5（1／4）

 The MIC value was defined as the IC80of each antifunga1

ag㎝t．LF－B was added at a sub－MIC1eve1（3．1μg／m1）。The

ratio of the MIC va1ue in the presence of LF－B to that in the

absence of LF－B is indicated in parentheses．

ルψ∫1∫・グC・m舳・a取・1∫わツ筋・α・・々・・わ・〃d

Me肋。a
  The combined effects of LF－related substances and

CTZ were characterized by the checkerboard method．

The a叫i－C伽a〃αactivity of combinations of LF and

CTZ at various concentrations was examined，and points

representing each concentration giving80％growth

inhibition of Cma〃。 were p1otted．The p1otted curve

suggests the existence of a“synergistic”combination

effect as shown in Fig．2a．The FIC index of this com－

bination was0，187，and this va1ue indicates synergy

（＝≦；O．5）．In the case of varied concentrations of LF－B and

CTZ as weu，the p1otted points create a synergistic cume

（Fig，2b）．The FIC index ofthis combination was O，190，

indicating synergy．
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g30
N520
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50

  40

ξ

g30
N520

0    50   100  150  200

       LF（ug／ml）

Disc㎜ssiom

10

            0

             0    3．1   6．3   914  12．5

                     LF－B（ug／ml）

Fig．2．Anti－C〃肋伽activity ofthe combinations of LF（Panel a）

and LF・B（Pane1b）with CTZwere analyzed by the checkerboard

method．For cach combination，the IC80ofCTZ and LF－re1ated

substance againsl C〃わ～cms TIMM1768was determined in
triplicate tests and plotted in closed circ1es on arithn1etic scales．

Aputativeadditiveeffec－isrepresentedbythedashed1ine．The

FIC index caIcu1ated for combinations of the two dmgs is indi－

cated㎝eachpaneL

the anti－C伽6〃。 activity of various antifungaI agents was

tested（Tab1e3）。No change in the MICs ofAMPH，NYS

or5－FC was observed foHowing the addition of LF－B．

On the otherhand，in the presence ofLF－B，the MICsof

four azo1e antifunga1agents were decreased byユノ4as

comparedwiththe MiCofeach azole alone．

  LF and LF－B，at relatively high doses，are known to

inhibit the growth of C．oめた伽∫（3，12，16）、Here，we

found that LF－re1ated substances at sub－MIC1eve1s

function cooperative1y with azo1e antifunga1agents

against C．o伽。m∫．The MIC ofeach azo1e antifungal

agent tested decreased by about1／4in the presence of

LF－re1ated substances．The effects ofLF or LF－B com－

bined with CTZ on the inhibition of Cm〃加were char－

acterizedassynergisticbycheckerboardana1ysis・
A1though LF，LFhyd and LF－B showed no cooperative

effect with non－azo1e types of antifungal agents such

as AMPH or5－FC，a11of the azoIes tested showed sig－

nificant combined effects．The azo1es tested differ from

eacb other in physicaI features（e，g．，FLCZ is hydrophi1ic

and ITCZ is hydrophobic）but a11azo1e antifunga1agents

are known to inhibit funga1growth by interference with

cytop1asmic membrane synthesis through the inhibition

of ergostero1synthesis．Therefore，we specu1ate that

such interference with membrane synthesis may have a

ro1einthecooperativeinhibitoryeffectsobservedhere．

  The active component of each of the LF－related sub－

stances contributing to the cooperative inhibitory effect

with azo1es against C．o伽。m∫is assumed to be1acto－

ferricin（LF－B），since LF，LFhyd and LF－B each contain

the LF－B domain or the LF－B peptide，LF（一），which

was removed from LF－B，did not inhibit but rather

enhanced the growth of Cm〃6o even in the presence of

CTZ．The mechanism of action of the LF－re1ated sub－

stances against C oZわたm∫has not been fully e1ucidated．

Advanced glycosy1ation end products which bind to the

1actoferricin domain are reported to b1ock the antibac－

ter五a1activity of LF againstル〃。rococc〃∫Z〃e〃∫（6）．

This行nding tends to support our assumption that the anti－

C〃”〃。 activity of LF depends on the1actoferricin

regi㎝．We have shown that LF－B directly binds to
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C伽”…ll・（3）・・di・highly・ff・・ti・・t・di…ptth・

ce11membrane of C舳a〃。（16）．Therefore，the combi－

nationofLF－rc1atedsubstances and azoles maycooper－

ativcly inhibit the growth of C舳d〃。 by causing the

dysfunction of fungal membranes．

  Since our experiments were performed using SDB

medium known to be rclativeIy acidic，it is possib1e that

the cooperative effects of LF－related substances and

azoles may bc influcnccd by the biochcmical character－

istics of SDB．Howcvcr，we bclieve that the combined

anti－C舳〃aαactivities were not dependent on the pH

changc of the mcdium because non－effective LF（一）

causcd a slight dccrcasc in thc pH（△0．1＿O．2）of the

medium，simi1ar to that of other effcctive LF－re1ated

substances，

  LF and someβ一1actam antibiotics are reported to

havecoopcrative antimicrobial cffects againstKZeわ∫’eZ一

’oρ〃ωmo〃。e and∫oZmo〃e〃m（8，10）、More r㏄ent1y，

azoles and1ysozymc werc shown to havc synergistic

anti－Co〃a〃αactivity（13）．Thesc findings also suggest

that agents having different modes of action，each caus－

ing damage to microbial ce11s，can exhibit synergistic

antimicrobial effects．

  The lcvels of LF in exocrine secretions have been

reported as：0．5－1．O mg／ml in cewica1mucus（7），0．4．1．2

mσml in tcars（1）and；≧2mg／ml in milk（9）．Thesc1cv－

els of LF arc highenhan lOOμg／m1，which is the con一

㏄ntration required t（〕cxhibit a synergistic effect in com－

bination with az（〕1es as demonstrated in our assays．

Thcrefore，it is conccivablc that LF in exocrine secre－

tions，such as vaginal mucus，may contribute to the ther－

apeutic cfficacy of azo1e an－ifungal agents against Co〃一

a〃。 infcαi〔）n．Moreovcr，we hope that combination

therapics using azolc antifungal agents and LF－related

substances，especia11y the low molecular weight pep一

一idc LF－B，prove to bc thcrapeutica11y cffective in clini－

cal trials．In our futurc studics，we intcnd t（〕invcstigate

the comb1ncd effectivcness of LF－B and azolcs against

patho9㎝icfungiotherthanCo伽α川∫，not（〕n1ジ〃
1伽・obu〔also〃ハ、か。 in animal models．
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”ωn“trai皿s，LF・記1a蛇d compo㎜1d8combi11軸w舳triazoles c811i汕ibit伽e gm榊吐。f11〃止a8，a㎜impoれa皿t

的r㎜0r伽S0㎎伽i5miリ州0g㎝eSiS．

 COn力aααめた0”3is an OppOrtunistic pathogen that causes

systemic and mucosa1infectious diseas郎in huma皿s，Among
mucosal Cα〃6j4o infections，oropharyngea1ca皿didiasis has be－

come a serious cIhica工problem in immunocompromised hosts

測。h as AiDS patie－1ts（18）．The hypha1form of C．θ伽ω舳is

more capab1e of adheri口g to mucosal ce11s than the yeast form

㎜d，thus，is more 1ike1y to invade host tissues and initiate

c㎞・aldisease（16）．Therapeuticst胞tegiesshou1din・Me
ageI1ts that target hypha］deve工。p皿1ent．

 The triazo1e antifungal age11ts刮uconazo1e and itracoIlazole

㈹wideiy used to treat infections caused by C舳励吻sξp．
b㏄ause oftheir demonstrated e揃。acy and low1evels ofto対。岬

（8）・Azo1e㎜tifu㎎副ag舳s are㎞own to a脆。t the deve1op－

meIlt of C．〃〃ω㎜hyphae at doses that resu1t in on1y a re1a－

tive1y sma11degree of㎞hibition of the growth rate（17）．How－

ever，in severely immumcompromised patie11ts，such as those

with late－stage AIDS or chronic mucocutaneous candidiasis，

鴫peated treatments w冊1肋。onazo1e have1ed to the appear一

如。e of C伽〃加iso1ates resistant to these agents（21）．AI一

曲・・gh・…m1・・ti血㎎・1・g・皿t・h…b・㎝・・R・れ・dt・h…

e固。acy aga㎞st azo1e－resist帥t C．oゐ比例∫，sωd1es with those

ogents have dealt ma㎞1y with ceus growing in the yeast fom

112・22）・Studies f㏄usi㎎㎝ce11s growi㎎in the hy中a1fom

㈹esse耐iaI considering the importance ofthis£om mpatho－

geneS－S．

 Lacto胎rdn（LF）is an antimicrobi副protein found in various

啄㏄rine secretions ofm㎝ma1s and in the secondaワgranules

｛Coπespondi㎎舳hor．Maili㎎address：Nutritiona1Sci㎝㏄Lab一
晩tolツ，Mo曲aga M此Indus町Co・，Ltd”5－1・83Higas舳ara，Zama，
K鋤agawa228－8583，Japan．Pho口e：81－462－52－3045．F挑：81－462－52－
3049．

of鵬utrophi1s．M釦y investigators have reported on the anti－

C舳〃幽activities ofLF（15，19，23）一Tbe antimicrobial peptide

Iactoferricin is derived丘。m the N－teminal regio血。f the LF

mo1ecu1e（2），and thisIactoferricin region is responsib玉e forthe

antimicrobia1activity of LF（11）．Lactoferricin B（LFcin B），

derived from bovi鵬LF，e池ibit8pote山dismptive e伍ects on

the fungal ce11membra種e and has fungicida正activi町aga泣st

C．”肋舳（25）．

  From studies wi曲yeast foms，we have reported that LF or

LFcin B combined witb azole antifunga1agellts has synergistic

antifungal actM蚊against C．αめたα棚（24）。To assess the va1ue

ofcombination therapy，we have s加died the susceptibi1ities of

hypha1fomsofazo1e－resistantC o伽。舳toLForLFc㎞B
alo鵬。r in combination with triazo1e antifmgal agents．

               MATE㎜A1－S AND M週THODS

 M舳r刷5．Bovi爬LF was pmdu㏄d by Morinaga Milk lndus町Co。（To々。，
Japan）。The antimicmbia1peptide LFcin B was prod口。ed by the method r6・

ported previous1y（2）．Amphoterid口B was p山。hased from Sigma Ch6mjca』Co、

（St．Louis，Mo．）．Pl㏄on秘。le如d itraoonazole were e対racte“rom Di舳。an

capsules（Pnzer Pharmaceuticals Inc。、To吋。，Japan）a加d Itrizo1e capsu1es（Ja11s－

sen Kyowa Co．，To吋。，Jap柵），respeωve1y．

 C．”必jω㎜str3ims．The fo1iowing azole－susc6ptible C、”他た醐3軌間i05were

u舵d：ATCC gO028，recommendcd by Na－iona1Commi岨ee forαinica1Labom－

toリS伽dards do㎝m舳M27－T（14），a口d mMM1768，a cHnically isolated
scmtype A strain（Teikyo Univers1ty Institute of Medica1Mycology，Toゆ。，

抑剛．Thcazo1eイesis伽t鮒ainswe肥asfo皿。ws：modem的azo1村esis伽t
s町ain TrMM3164was油。latcd肘。m aIl AIDS pa－iem with orop11則mg6al ca－o－

didiasis．and highly肥。lc－resis伽t s舳ins TIMM3315㎜d．丁1MM3317w胴
sequentia11y isolated from a patie血t w舳a hcmato1ogi鯛I di舵砥e．Stock cu－tures

we㈹ユr舳sferr6d onto Sabo同胞甘d g1ucose agar and were incuba肥d a1280C
before use，The suscoP－ibilides of the s－rains lo and～oga1agents were con丘1．med

bゾhe s伽dard㎜舳。d describcd in do㎝me耐M27－T（14）。

 M085II誠m8武。川卯hal gmw血・・RPM11640medium舳1，Plemen－ed with2．5％

h舳一i㎜ctiv舳ed胞ta！ca山鮒um，20mMH1三PES，2mM止唱1utami鵬。and16市M
sodiユ1m hydrogcn carbonate（PH7・O）was口sed as thc hypha－9rowtb－Promotin9

1587
量
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TABLE I．M－Cs ofa皿tifungal ag㎝ts，LF，and LFcin B detemined
                by the C】／sta㎞ing assay

MIC（μσmi）
C．α肋。〃岨

 strain      Ampho一   同uco・   Itracon－    LF   LFci皿B

            tericinB  nazde   azo畑

Azolesus㏄ptible
 ATCC 90028    0，I3     025   0．0063 ＞6．400   400

 TIMM1768   0，13    0，25  0．0063  6．400  400

Azole1・esistant

 TIMM3164“   0．13    1   0．05
 TIMM3315   0．25   128  〉51
 TIMM3317    0，13  〉256  〉51

1．600    400

200   50
1．600    200

 ＾Thc M－C for舳s st蝸in舳s dctemined by mcasuri口g the increase三n thc

opticald㎝silyat630nmoftbe㎝h山。・

medium（RP medium）for C．〃わた舳s．Y㈱st－form ceHs of C o伽。σ棚were

collcctcd『rom c山山es on Sabour舳d glucose ag肌washed with saline，and
s口spondcd in RP medium at lΩ5ce11s佃1．E日。h wcll of a96－we11肋t－bottom

microp1atc肥。εived a mixtu爬。f20μ1of C〃〃〃”㎜speηsion、ユOμl of a stock

soiuOon of LF or LFdn B，2■of a stock501utior■of antifungal agent，帥dユ68

■of RP mcdium，and汕micropI且屹s we爬inc凹bated at3アC in a5％C02
atmΩsp110ro foT15h，To detcrminεthe extent of growth of C o必た〃雌hyphae，

出e cけ肘al violot（CV）stainil〕g蝸舳y w鵡performed齪s descTibed previo口s－y（1．

19）．BlIie日y，t11e modium in thc wdls was discardcd測d the adhesive C醐ψ地

mycolia were s1町i1ized by trcatmcnt with70％eth罰mi．The mycdia were stained

with O．02％CV舳dw蝸hed with water，A丘erthe㎜icrop1ateswere dried，150μ
orisopropanol c011t割ining O．04N HCl and50■ofO．25％sodium dodecyI sulfate

wcre added to thewclls and mixcd．The absorb測。es at550t0630nm oftrip－

licate samples were mcasured書pectropbotomet㎡ca㎜y．For日uconazo1e and LF一

爬1ated compounds，the MICwas de汽ned as the lowest drugcon㏄ntτation that

肥d口。ed growth by80砺。omp帥ed wi山the growth in the drug－f肥e we11．For

itmconazolc，the gO％inhibitoリ。oncentra口。n was chose11because this drug
c副uscd pa1‘ti…1I in11ibitiΩn of a201¢＿r芭sistant C．α心た概π∫．

 Tho fmctional iηhibit｛〕叩。onocmtmti011（FIC）ind跳was ca－cula－cd舶fo11ows

（6）：一（1）ノMICパH（8）／MlC〃1：FICind餅，where MICλand MIC旧arc the MlCs

ordmgs舳ndβ、伽pcctivcly，d舳㎜ined舵pa・乱吻，md（ノ）and（8）arethe
MIαof drugs！and8，醐p㏄livdy，whcn thc M－C of the combination was
d“cm1inod，Thc c脆。ts of thc drugs wcre interpreted tc be iηdicatjve of synergy

Ωr indi舳rcncc when thc FIC i皿dex w欄くl or l to4，respectively．

RESULTS

  lmh舳io皿。f軸ha1gm剛bby㎜一if㎜ga1ag㎝ts，LF，or
LFci皿B，Thc c任ects of antif山nga1agents，LF，and LFcin B on
the growth ofthe hyphae ofthe test strains in RP mediumwere

quanti6ed by the CV staining method except in the case of

TIMM3164，forwhichtheMICwasdeteminedbym㎝itoring
the increase in the optica－density at630nm of the cu1ture

because of the defective grdwth of the strain’s hyphae（Tab1e

l）．High levels ofresistance ofTIMM3315and TIMM3317to
舳。omzole and itraconazole were observed in this assay，and

a moderate level of resistance of TIMM3164to these agents

was obsewed．The MIC of LF for the azo1e－resista皿t strains

TIMM3164，TIMM3315，and TIMM3317was lower than that
for the azo1e－susceptib1e strains ATCC90028andTIMM1768．
The MIC of LFcin B for TIMM3315and TlMM3317was a1so

1ower th舳that for the azole－susceptib1e straim．

  E脆。toftri跳。lea皿tm㎜ga1ag㎝tsco㎜舳edw舳LF・m・
1副ωcompo㎜1ds agai皿st C、α伽ω”8TIMM3317．Inhibition of

the growth of the hyphae ofazoIe－resistant strain TIMM3317

by Huconazole or itracoηazoユe was obse耐ed in tbe presence

or absence of LF or LFcin B（Fig．1）．At higher concentrations

of Huconazo1e and itraconazole，the iso1ate showed trai1ing

growth，as indicated by disappearance of the endpoint．The
addition of LF or LFcin B decreased the extent of traiIing

growth㎞the presence of fluconazoIe or itraconazo1e．In par－

ticu1ar，LFcin B at100μg／m1with舳。onazole or itraconazole

comp－etely㎞hibited hyphal growth，a1though the peptide aloue

ANTIMIcR◎B．AcEN1∫CHEM0丁肥R．

had a㎞ost皿。 e伍ect．To examine the e丘ect ofthe combination

of LF or LFcin B with舳。onazo1e，the growth of TIMM3317

treated with these agents was monitored microscopica11y（Fig－

2）一Afterユ5h of i皿。ubation，the stra㎞grown in drug－free

medium showed substantiaI devθ1opment of hyphae and yeast

cel工s were not evident．In the presence of iuconazo1e at l｛g／

m1，some hyphae andyeast ce11s were obse耐ed．In thepresence

of LF at200レg／m1，fewer hyphae were seen，W“en exposed to

the combination of坦uooI1azo工e and LF，the strain deve1oped

signi五。ant1y fewer lhyphae than were obse〃ed in the presence

of each dmg，a1thou出some yeast ce11s were evident．When

iucomzo1e and LFcin B togetherwere added to the cu1ture，a

few yeast ce11s but a1most m hyphae were obsewed，a1though

LFcin B a1one had litt1e efect on the development of byphae．

These microscopic obse耐ations corresponded we11to the re－

su1ts of the q1ユantification of the hypbae obtained by the CV

staining method（Fig．1）．

  Com脾ris0110f価e e価㏄ts of combi㎜atioI1s agaimst azo1e・

s鵬。印tible amd－msis胞㎜t stI’ai㎜s．The e丑ects of the combina－

tions on the deve1opment of hyphae by azole－susceptib1e and

－resist2mt strains were compared with respect to reduction of

theMIC㎝dthe FICindex（Tab1e2）．The MICsoffluconazo1e
for the azoIe利sceptible strains ATCC90028and TIMM1768
did not decrease upon the addition of LF or LFcin B at con－

centrat1ons of1ess than one－fourth the MIC，whereas for the

azo1e－resistant strains TIMM3315and TIMM3317，decreases
in the MICs were evidellt（Tab1es1and2）．From examination
of the FIC indices for both strains，it was interpreted that the

combination o閉uconazo1e and LF，asweu as the combinadoI1

of週uc㎝azo1e and LFcin B，was synergistic（Tab1e2）．With

strainTIMM31649rowi㎎intheyeastfom，areductionofthe
MICof舳。onazo1ewasnotevident afterthe additionofLFor
LFcin B．In tests with itraconazo1e，a decrease in the MIC and

a synergistic e丘ect were obsewed when itracomzo1e was com一

留
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O   O，13  0，5   2    8
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      0    3，1   12．5   50   200       0    3，1   12．5   50   200
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  FIG．1，Inhibition of gmwth of C．o’版。〃s TIMM3317hyphae by tri躯01e

・・山・㎎al・g㎝t・inth・p…e・・e・fLFo了LF・i・Ba伽r15hofi・・ubatio口・
日uconazo1e（A）and it胞。onazo1e（C）were tested in the absence（■）0r p爬冨encε

（口．200μ砂ml：▲，800μg／ml）of LF．Flu◎on秘。1e（B）and itmconazo1e（D）we「ε

tested in th6abscnce（口）or p肥sence（口，25枠9／mI；▲，lOO粋妙ml）of LFcin B・

The values鮒e the means± st邊ndard dcviatio口s for three determjnati0－1s，

OD55“刈n、ΩphcaI densれy at550t0630nm、
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bincd with LF t）r LFcin B in thc casc（〕f stmins TIMM3164，

TlMM3315，and TIMM3317．

               DISCUSSION

 By examining hyphai growth，wc havc found that（i）azolc－

rcsist．ntst．ainsofC．α伽。舳∫a・cm（・re・…cptib1ctoi・hibi－

ti・・byLF・・dLF・i・Bthll・…1・一・・…ptib1・・t・・i・…d（ii）

sOmc azOlc．resistant strains arc inhibitcd by Huconazolc or

it…㎝…1・t・・g…t・…t・1・ti・th・p・・…㏄・f・・1・ti・・iy

］0w concentrati（〕ns of LF or LFcin B．Thcsc hndings indicatc

that LF or LFcin B may play a valuablc mle in thc inhibition

of thc myce1ial form（）f azo－e－resist三mt C．‘”’フ’（一α〃∫、

 The丘nding that azolc－resistant strains showcd highcr sus一

。cptibi1itics to LF or LFcin B than the azo1c－susceptiblc strains

i・mt…p・i・i・g．Fl・・・・…1・一…i・t・・tCα・a〃αg肋・舳・t・・i・・

lacking cytochromc P－450，an enzyme invoIvcd in ergosteroI

bi・・y・th・・i・lmdth・t・・g・t・f…1…ti㎝・…highly・・…p－

tiblc t（〕kming by H二0二and hum三m ncutrophils（9）、Thc ab－

scncc of cytochromc P－450activity and thc resultant mcm－
bmne stcroi altcrations mav bc associated with mcmbranc

pcrturbatk〕ns in thcsc azolc－rcsistant strains－LF interacts with

thccc11surfacccausingcxtr・ccllularlcak・gcofprotcinsand
thc fornlation of surfacc blcbs in Co〃‘〃aαspP。（I5）、and LFcin

B has bccn found to disrupt ccH membranc functions in C〃一

わ’α〃州（25）．Thus．somc az〔）lc－rcsistant Cα’π〃αspp．which

havc三11tcmti〔ms in thcir ccll mcmbrancs appcar to be morc

…㏄p㈹・th…th…t・lli・・t・・…p・・iH・h（〕・td・f・…f・・一
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TABLE2． M1C and HC index of舳。onazole or itracomzole in combination with LF－re1ated compomds
                asdeteminedbytheCVs1aini㎎assay

Fl口。onmole with t－1e foHowing： Itraconazole wilh the fo11owing

C． 口’わfσα〃＾l

                       LF
 strain

LFcin B LF                   LFcin B

M－C（μヅn1i）”  HCinde〆   MIC（μg／1111） FrC index MIC（μg／ml）   HC inde■  MIC（いg／ml）  FIC indcx

Azo1c susceptib1e

 A↑CC gO028    0．5（800）    2．06（I）

 TIMM1768    0．25（800）   1」3（1）

Azolc rcs丘stmt

  TIMM31砂．   1（200）    1．13（I）

  TIMM3315    0．12（25）   O．13（S）

  T1MM3317    0．25（400）   O，25（S）

O．25（25）

O．25（25）

2（25）

O，25（6．3）

O．25（25）

1．06（I）

1．06（I）

2．06（I）

O．13（S）

O．13（S）

O・0063（800） 1・06（I） O，0031（25） O．56（S）

O・0063（800） 1・13（I） O．0063（25） L06（I）

O．025（200） O．63（S） O．025（25） O．56（S）
≦〇一0016（25） O．13（S） O．025（6．3） O，13（S）

O・0031（400） O．25（S） O．0063（25） O．13（S）

“しFor LFcin Bw削s addcd at a con㏄ntration ofless th目n its one－fourth its MIC・and thcconcentration（in micmgrams permi】i仙er）is indicatedin parentheses、

＾Thc FIC indcx was calcu一釧。d as described in thc text，and its interpretation is indicated im pa爬nthesesl S，synergy（〈1）；I，indi脆ren㏄（l to4）．

’ThcMICforthiss－minwasdcle岬incdbymcasuring－heincrcascintheopticaldensityat630nmoftheculture。

tors such as active oxygen and LF－related compounds that

targct the ceH membrane．

  Azole resistance in C．α伽。m∫is correlated main1y with

enhanccd azoIe e欄ux mediated by mu1tidr1』g e固ux transport－

ers such as Cdr1energized by ATP and Ben『energized by the

pmton motivc force（4，20）」t has been demonstrated that

LFcin B dissipates the proton gradient acmss the ce11mem－

br・neofC・”伽。舳（25）andinhibitsuptakeofg1ucoseby
η北ん。ρ妙Com〃わ〃m（3），suggesting that it may reduce the

lcve1s of ATP production in fungi．Although these e伍ects of
LFcin B and those of LF may inhibit the activity of multidrug

cfI＝Iux transporters and thereby reduce the extent of azoIe re－

sistmce in the resistant strains，further studies wi11 be neces－

sary to dariウthis possibi1ity，

  An e脆。t of〔he combination of triazoIes and LF－related

compounds was not observed against the moderate1y azole－

resistant strain TIMM3164，which is defective in theformation

of hyphae－It is u11known whether the1ow1eve1of susceptibility

ofTIMM3164tothese agentscomparedtothoseoftheother
strains cxamined is indicative ofa d岨erence iIl the mechanism

of azo1e resistmce or whether it resu1ts from a defect in the

formation of hyphae，Upon testing of the azo1e－susceptib1e

stminsATCC gO028andTIMM1768，no e缶ectoftriazo1es and
LF－related compounds combined was evident，although an eト

fectofsuch acombinationwasdemonstratedforTIMM1768in
our prcvious study（24）。This discrepancy may have been due

to the di任erent cuIturc conditions and d岨erences in the growth

fom of the（〕rganisms testcd．In fact，the MIC of日ucomzole

forTIMM1768was0．25｝g／mlwhen the MICwasdetemined
by quanti行。ation of hypha1growth in RP medium，whereas it

was4to16μg／ml when the MICwas detemined by measuring
growth in Sabouraud g1ucose broth，in which yeast－form cells

are dominant．LF－re1atcd compoundsmayenhance the suscep－
tibility of Co〃〃ao to azo1e agents under growth conditions that

㎜keth・（）・g・・i・m・一・・・・・…ptib1・t・th…dm§・・

  Plasma LF is derivcd from neutrophi－s，aI1d durmg microbial

i・f・・ti…th・1…1・・fLFi・pl・・m・m㌣yi・・・・…1OO－f・ld（・p

t0200μg／m1）（7）．LF is also present m mucus secretions at

…i・bl・㌣・・…t・・ti…m・gi・gf・・m5叫砂mli…li・・（1O）t・

工，000μ叡m1in cewical mucus（13）．Thc prescnce of LF pro一

〔eo1ysis pmducts in bronchoalveolar－avage samples from pa－

tients wlth in協ammatory iung diseases has been reportcd（5）．

LF dcrived from neutrophils or mucosal surfaces such as the

cewix utcri and active fragments of LF may have the potential

to augment the e冊。acy of az（〕一。 antifunga1chcmothempy and

th…byi・hibit・・1・・i・・ti…舳・h・・tby…1・一…i・t・・tC．。〃一

わたm∫．The LF concentration in ora1mucus is Iow，and the ora1

cavity is the primaリsite of infection in the case of azo1e－

resistant C，o必jω〃∫（21）．The therapeutic e価ects of LF－related

compounds against experimenta1murine candidiasis due to

azole－resistant C oめた。n∫are now being assessed．

                 ACKNOWLEDGMENTS－

  We thankKatsuhjsa Uchidaforprovidingazo1e－resistantC．o伽。α〃s

and Kazmori Maebashi and Michinari Kudoh for useful discussions．

                     REF皿R1≡：NC厄S

一。Abo，S．，T．S趾。ll，Y．To㎞曲，S．TaI1sIlo，3回dH．Yamag■Ic11i．1994．Arapid

  colorimetric assay for determination of1eukocyte－mcdiated inhib三tion of

  my㏄lial gmwth of Cα〃d肋α’わ’ω棚．Microbiol．Immuno1．38：385＿388．

2－Re113my，W．，M．T3㎞se，K．Yam犯舳，H．Wa㎞b8yashi，K．K3waso，a㎜d M．

  Tomi胞．1992．Iden冊。ation of the bactericida－domai11of lactofemin．Bio－

  chim．Biophys．Acta1121：130＿136，

3，B611a岬，W、，K．Yam㎜舳，H．Wa㎏b町as阯，M．Ta㎞50，N．Ta㎞㎞m，S．
  Shimam山r8，a耐M．Tomi屹．1994，Antifu㎎al propenies of1actofcπicin B，

  a peptide derived from tbe N－teminal region of bovine lactofcrrin．Lctt－

  Appl．Micmbiol．18：23ト233．

4．B㎝．伯ac07，R．，S．Km116r，G．A．C31dwe11，J．M．E㏄ker，㎜d Y．Kol．ir．

  1994．Cm凶ぬσ伽。舳s gcnc cncoding resistance to benomyl and methotrex－

  ate is a mu1tidmg resis－ance gene．A皿timicrob．Agents Chemother．38＝648－

  652．

5・附tig8o，B・E・，M・臥舳y眺B．N．D㏄肋e1i㎎，田ωR．B．Fi眺Jr．1993．
  T…sfer・i…dla・tofe・・i・㎜de・gop・oteolyti・・lea・・g・i・th・ρ・・吻㎜・・ω

  ”e〃8伽。so－infected1ungs ofpatients with qslic fibrosis．Inf㏄t．Immun．61；

  5049＿5055．

6．E1i叩㎝Ios，G．M．，㎜d R．C．Moe11erimg．1991．Antimicrobia1combimtions，

  p・432－192・〃V・Lorian（cd・）、Antibiotics in laboratoリmedicine，3rd cd，

  The Williams＆Wilkins Co．，Balt㎞orc，Md．
7・G山t曲erg，T・J一，態■H3日eb6rg，o皿d T．Jorge皿se■1．一984．T11c latcncy of serum

  acu－e proteins in meningococcal septicaemia，wi－h special cmphasis on lac一

  一〇fcπin．Clin．Chim．Acta136：17ト178．

8．H町，R・J．1990．Ove耐iew of studies of肋。onazole in oroph目リngeal candi－

  di・・i・・Re・。1・f・ct，Di・」2（S・pPl．3）：33仁337．

9・K3n・V・L・・A・G6beI，3m’J・11：・B6nn6山・1996・Enhanced oxidative ki11ing of

  秘0－e・resistan－C舳〃肋g’肋〃吻s－rain5withε沢G〃dc－etion．Antimicrob．

  Agems Chemother．40：1717＿1719．

1〇一㎞mamd6ト山mi㎞ri，M．，am“．Joha皿sson．1995．1三価ect of saliva composi一

  一i（〕nongro州hofC伽d’伽”伽。〃一∫andγon〃。ρ∫’∫8伽わm伽．0ral Micmbi（〕1．

  1mmunol．10：233＿240．

l l・Li・Y・M・・A・X・T8n・a耐H・V1a5s3m・1995・ん1tibacterial ac－ivity oflysozyme

  and－actoferrin is inhibited by bindi11g of advanced glycati011－modi日。d pro－

  t6ins to a conscwed mot冊，Nat山e Med．1：1057＿m61．

12・M州i11ez・S皿are2，J．V。，aod J．L．Rodrig㎜6z・丁阯eI3．1996．In vitro activitics

  of semisyntheこic pneumocandin L－733，560agains川uconazole－resis－ant and

  －susceptible Cα〃〃α”’わ’c‘〃沁isolates．Antimicrob．Ag閉ts Chcmothcr．401

  1277＿1279．

13，Mas50n，P．L．，J．F．H㎝emam，3md C．H．Diw．1966，An iron－bindingpmtci11

  common tO mmy extema1sccrctions．C1in．Chim．Acta14＝735＿739，
14．N割ti011aI Comm舳ee6①r CIinic31Labomtory S他11dard5．1995．Rcferencc
  me－hod for broth dilution anti～ngal suscep－ibili－y－csting of yeasts．Ten一…1一



V0L．42．1998 EFFECT OF LACTOFERRIN ON AZOLE－RESISTANT C． ノーL3∫（二＝4M∫   1591

   tive s亡andard M27－T，National Committ㏄for C1inicalしbomtoリStan－
   da了ds，ViHanova，Pa．

15－M㎞w3，H．，L．P．Sam8mm町批e，J．T㎝owo，K．M．P3皿g，amd T．Ha㎜a曲．
   1993．Thc fungicidal c旺。ct of human lactoferrin on C”〃〃”α伽。伽s and

   C舳a〃αた刷s〃．Arch．0m1Biol．38：1057＿1063．

16．Oωs，F．C．1988．Candida and candidosis：a review and bibHography，2nd ed．

   Ba11ierc Tindall，レ〕ndon，Uni〔cd Kingdom，

17．Odd5，K C．，A．Cockaym，J．H町ward，aI1d A．B．Abbo．t．1985．E脆。ts of

   imidazolc－and triazo1c－dcriwtivc antifunga1compo㎜1ds on the growth and

   morphological dcvclopmcnt ofC〃〃’〃α伽。舳J hyphae．J．Gcn．Microbio1，

   131：2581＿2589．

18．Oω5，F．C。，J．Schmid，and D．R．Soll．1990．Epidemio－ogy of C〃一〃地
   infections in AIDS，p．67＿74。ルーH．Vanden Bossche et al．（ed、），Mycoses in

   AlDS paticnts．Plenum Prcss，New York，N，Y．

1910㎞ωmi，T．，S．舳e，S．T㎜sho，H．Wa㎞ba岬阯，K．K舳ase，㎜d H．
   Yama即。lli－997．Augmenled inhibition of growth of C舳6〃σα伽。伽s by

   ncutmphils in thc presen㏄of lactofcrrin。冊MS Immun（〕1．Med．MicrobioL

   18：105＿112．

20．Pms舳，R．，P．de Wer醐。s56，A．Go脆叫㎜’E．腕1zi．1995－Molecular
   cloning and cha1－actc一．ization of a novcl gcnc of C”〃d〃αα佑た側〃s，CDRJ，

   confeπing muMplc resis－ance to d11』gs and an－ifunga1s．Culτ．Genet．27：320－

   329．

21．Re4J．H．，M．G．㎜m舳i，a回d M．んHaller．1995．Resistance of C伽d‘aα

   species to舳。onazo1e，Antimicrob．Agen1s Chemothcr．39：1＿8．

22．R㎜hmko，M．，A．Schmidt．We舳ams㎝，㎜d M．Trau・m㎜m．1997－n vitro
   activities of voricomzo1e（UK－l09，496）against flucomzole－susceptible and

   －rcsistant Cm4〃。”伽。舳s isolates from oral cavities of patients with human

   immunodenciency vims infection．An－imicrob．Agents Chemother．41：575－

   577．

23，VaIe“i，P．，P．Visoa，G．AI1量。ni11i，aIld N．Omi．1986．Interaction be－ween

   lactofemin and ovotmnsfeπin and C舳d肋。ells．FEMS Microbiol．Lett．33：

   271＿275．

24．Wo㎞b町ashi，H．，S．A㎞，T．Ok㎜・omi，S．Tansho，K．Kowas6，amd H．
   胞m3911chi．1996．Cooperative anti－C伽d〃αe旺ects of lactoferrin or its pep－

   tides in combination with azole an－ifungal agents．Micmbiol．Immunol，40：

   821＿825．

25．Wa㎞baya5阯，H．，T．Hir池mi，K．U曲ida，3md H，Yam田g㎜chi．1996．Anti－

   fungal spectrum and fmgicidai mechanism of an N－ter血inal pcptide of

   bovine lactofemin．J．Infect．Chemother．1：185＿189．



ANTlMlcR0BlAL AGEws AND CH匡M0丁肥RAPY，May1999，p．1267＿1269
0066＿4804／99／＄04，OO＋O

Copyright◎1999，Amcrican Society for Micmbio1ogy・A11Rights Resewed．

Vol．43，No．5

N－Acy1ated and D Enantiomer Derivatives of a Nonamer
            Core Peptide of Lactoferricin B Showing

                  Improved Antimicrobia1Activity
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  N・acy1地d or D㎝㎜Oom6リ叩舳6derivatiws basω㎝the se叩㎝㏄RRWQWRMKK im lactofe㎜icim正
d6mo11stmted amtimicmbial actMties grea他r仙a□1伽。se onactoferricim F agaims舳acteria amd血mgi．The most

pot㎝t p印判e，c㎝j凹gatωw舳㎜11－ca曲㎝・chaim acyl gr㎝p，showed肺。 to eight times lower MIC tha皿
1aCtOfen寸Cin B．

  Lactofen．icin B（LFcin B）is a25－mer antimicrobia1peptide

generated by pepsin d－igestion of bovine Iactoferrin（LF）and is

more potent than Iactoferricin H（LFcin H），a47－mer peptide

similar1y derived from human LF（3）．LFcin B shows activity

against a wide range ofmicroorganisms induding bacteria and

fungi（2，15），and its mode of action is microbicida1via mem－

brane perturbation（4，15）。The peptide shows synergistic ac－

tions with other antimicmbial agents such as azoIe anti～ngal

agents（13，14）．Nudear magnctic resonance studies have re－

vealed that the three－dimensionaI stmcture of LFcin B is an

arItipa1‘a11e1 β一sheet and that hyd一一〇philic and positive1y

charged residues surround thc hyd一．ophobic su㎡ace，sugge・sting

intemctions of this peptide with the bioloξical membrane（9）．

Aithough several LFcin ana1ogs with ammo acid sequences

shorterthanLFcinBorLFcinHhavebeenreported，their
antimicmbial potency seems to be similar to or weaker than

that of the orlginaI LFcin（5，7，1O，l1）、Therefore，this study

was performcd to produce more potent LFcin amlogs and

demonstrate improved antimicrobial activitics displayed by N－

acylated or D enantiomcr ana1ogs of nommer peptides based

on a core sequence of LFcin B・

  Pr叩aI．8ti0110f peptMes．The structures of the LFcin－related

peptidesa・drcf・・enceantimic・obialpeptid・・us・di・this
∫tudy are shown in Tabk L LFcin B was purified fmm a pepsin

脚郷、ll、鮒、冒こ（状蝋、、鰍：1もi6誌

Chemica1Co．（St，Louis，Mo．）．Othcrpcptideswere chemica11y
synthesized on a 4一（2’，4’一dimethoxyphenyl－9－nuorenylme－

thoxycarbony1・aminomethyl）phemxyacetamido－cthyl resin or
P・・1・・d・d4一（hyd・o・ym・thy1）Ph・no・ymethy1一・・p・1y（・ty・㎝・一1％

diviny1b㎝zene）（HMP）肥sin（Perkin－E1mer Japan Co．Ap－
plied Biosystems Division，Chiba，Japan）by a9－fluorenylme－

thoxycarbony1strategy and so1id－phase mcthodology by means

ofan automated synthesizer（mode1433A；Perldn E1mcr）・For
N－acy1ation of the peptides，the resi11 was treated with the

desired fatty acid activated in situ as m HOBt／HBTU ester．

After removal of the resin md thc sidc－chain－protecting

groups，the cmde peptides wcre p山愉ed by reverse－Phase high一

 ＃α〕rrcspond1ng author．Mailing addrcss：Nu舳iom1Scicncc Lab－

0ratoリ，Morinaga Milk Industry Co．，Ltd。，5－1－83Higashihara，Zama．

Kanagawa228－8583，Japan．Phonc：8一一462－52－3045・Fax：81462－52－

3049，E－man：HiroyukしWa＠msn．co肌

pe茄。m…mce1iquid chromatography．The stmctuエes of the自na1

compounds were co前rmed by mass－spectral ana1ysis（LCQ，

Finnigan Mat）．刈1peptides inc1udi㎎N－acylated ones were
so1ub1e in water．

  Micm㎝g㎜isms tested．ふ。加叱肋ω2川D861，戸∫e〃。m一

〃ωm㎜伊’㎜sαIF03445，and∫仰伽’oco㏄〃Mm〃∫JCM2151
（ATCC6538P）were maintained on plate count agar（Eiken
Chemicals Co．，To吋。，Japan）slants．The stock cultures were

ha岬ested in I％Bacto Peptone（Difco Laboratories Co．，De－

troit，Mich．）and incubated for7h at37℃to obtain imcu1a－

Cmm“伽ω舳TIMM0144and”η‘cんψ似。〃肌e〃吻馴。帥γ胞∫

TIMM1189weregrownonSabouraudglucoseagar（1％Bacto
Peptone，2％glucose，1．5％agar）slants at27oC before use．

  Amtimicmbia1sm㏄ptibi1i榊6sti皿g．MICswere detemined
by the microdilution method using Hat－bottom96－we11micro－

plates．As cu1ture media，1％Bacto Peptone or Mue11er－Hin－

ton broth（Difco）was used forbacteria and Sabouraud g1ucose

broth（1％Bacto Pモptone，2％glucose）was used for fungi．

Bactenal ce11s were moculated into microp1ates at a舳a1ce11

densiψof l06ceus／ml and incubated for17h at37℃．C
α伽。伽∫ce11s were ha耐ested from a s1ant，suspended in the

culture medium，inocu1ated into microp1ates at l05ce11s／m1，

and incubated for17h at37．C．Microconidia ofτ．me吻馴。一
ρ砂Ce3were ha〃ested from a s1ant in saline solution containing

O．85％NaC1and O．05％Tween80，suspended㎞the cu1ture
medium，inoculated into microp1ates at104celIs／m1，and incu－

bated for4days at27．C．The MIC for trip1icate sampleswas

determined．
  The MICs of LFcin－re1ated peptides for the而ve microor－

ganisms in peptone－based broth are shown in Table2．LFdn

H（25mer）、which has an amino acid sequence homo1ogous to

that of LFcin B，was substantia11y1ess active than LFcin B

against au microorganisms tested．We synthesized several pep－

tidc derivatives based on the cationic－amino－acid－rich region

RRWQWRMKK（comsponding to positions R4t肚。ugh
K12）ofLFcinBandassayedtheantimicτobialactivi吋。feach．
N－acyl derivative peptides having a carbon chain Iength of six

to e1even carbons showed simi1ar or higher activities compared

with LFcin B－The most active p叩tide had an11－carbon acy1

chain and exhibited帥。－to four－tmes－bwer MIC than LFcin

B．D一（4－12）一NH2，a D enantiomer derivative of（4－12）一NH2，was

a1so highly active and showed MIC similar to that of Acyl－11一

（4－12）一NH｝N－acylation，however，did not further augment the

activiΨof the D emntiomeric peptide．Ac－RRWWCR－NH2

1267
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TABLE1．Structurcs of thc pcptidc derivativcs uscd in this study

Peplidcname       Stn』cture

LFcin B．．．．、．．．．．．               FKCRRWgWRMKKLGAPS工TCVRRAF

しFcin H（25mer）＿＿＿，         TKCFQWQ則WRKvRGPPVSC工KRDS

（4－12）一NH1．＿．               RRWQ㎜WKK－NH2

A町1－6一（4－12）一NH2・・    CHパC～〕4CO－RRWQW剛KK－NHコ

Acy1－lO一（4－12）一NHコ＿．   CHパCH21宮CO－RRwQWR皿KK・NH，

Acyl－ll一（4・12）一NHユ・一・・  CH■CH呈〕gCO－RRWQWRMKK一㎜｛2

Acyl－14一（4・12）・NHコ…。   CHコ｛CH2〕ユ2CO－RRWgWRMKK－NH2

Acyl－16一（4－12）一NHコ＿＿＿ CHパCH2）MC0－RRWQWRMKK－NH2

Acy1－18一（4－12）一NH2＿＿   CHヨlCH2j」6CO－RRWQWRMKK－NH2

一）イ4－12）一NHユ．＿．．、           o－lRRWQwRMKK）一NH2－

Acyl－10－I）一（4■2）一NH二．＿。。CH…｛CH2）目CO－D－l RRWQWRMKK〕一NH2

Ac－RRWWCR－NH2“＿＿     CH亘CO－RR㎜CR－NH2
（A1a－Jヨ・用）・magainin

  II－NHコ’’．．．．．．．、         GIGKFLHA阯LFAK服VAE工㎜一S－NH2

“Sec refcrence8．

＾Sco roference6．

‘These a肥the D cmIltiumer dcrivatives of the peptides．

was previously ident価ed as the most potent hexameric antimi－

crobial peptide in synthetic peptide combinatoria11ibraries（8）

and showed scquence similarity to the RRWQWR region in

LFcin B．This peptide showed s1ight1y Iower activity than LFcin

B・1Al・舳’18）一m・g・i・i・l1－NH・i・・p・ptid・・…i・ti・g・f23

ammo acid residues reported to disp1ay antimicrobia1activi収

up to lwo orders of magnitude stronger than that of the orig－

ina1magainin II（6）。The activity of this ana1og was simi1ar to

that of Acyl－11一（4－12）一NH2．In tests using Mue11er－Hinton

broth，in which the activity of LFcin B，especia1Iy against gram－

negativc bacteria，was decreased，improvement of antimicro－

bialactivitiesandcarb㎝chain1㎝gth－dependentactivitiesfor
N－acy1atcd～malogs were c1car1y indicated（Tab1e3）．Acy1－10一

（4－12）一NH2md Acy1－11一（4－12）一NH2showed four－to eight－

times－lower MIC than LFcin B．

  N－acyIation resuIted in an increase in the interaction of

LFcin B ana1ogs with microbial membranes and may have

c・…d・・h・…d・・timi…bi・1・・ti・i帆ApP・・p・i・t・・mi・・

acid substitution is kmwn to increasc the activ岬。f antimicro－

biaI pcptidcs（6，1O）．Thc N－acy工derivatization approach using

a re1ativcly short peptide，however，can simp1i卯the peptide

え鴫猟、蝋詰、t1指1i鴛繍£e嚇

TABLE2．In vitro antimicrobiaI activity of LFcin－derived

          pcptidcs in pcptonc＿based broth

MIC（μ9／ml）

Agcn一  κ ＾ ．㌻ C  τ
            α’” ”～η俗ルI0∫“ α’〃“廿 ”めゴC‘〃一、サ 〃！e〃08m〆ψ‘ω

しFcin B

LFcin H（25mer）
（4－12）一NHコ

Acyl－6一（4－12）一NH2

Acyl－1O一（4－12）一NH二

Acy1－11一（4－12）一NH，

Acy1一一4一（4－I2）一NH，

AcyI－16一（4－12）一NH：

Acy1－18一（4－12）一NH，

D一（4－12）一NHユ

Acy1－lO－1）一（4－12）一NH2

Ac－RR“べVCR－NH，
（A1aHJ3J詔）一magaini｛

  II－NH、
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25
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 3

 3

 3

 6

 6

 6

3
 3

12

3

12

50
25
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TABLE3．In vitro antimicrobia1activity of LFcin－derived

         pcptides in Mueller－Hint㎝broth

Agent
MIC（μ。9／m1）

ε。ωκ  Rαm8加0S0  ∫．舳肥“S

LFcin B

LFcin H（25mer）
Acy1－6一（4－12）一NH2

Acy1－10一（4－12）一NH2

Acy1－11一（4－12）一NH2

Acy1－14一（4－12）一NH2

Acy1－16一（4－12）一NH2

Acy1－18一（4－12）一NH2

D一（4－12）一NH2

Acyl－10－D一（4－12）一NH2

Ac－RRWWCR－NH2

  50        ＞200           25

〉200        〉200         〉200

 100        〉200           IO0

   6       50        6

  12       50        3

  12       50       12

  25       50       12

  50      100       25
  50        〉200            12

  12      100       6
 100        〉200           25

the activity of LFcin B（2），these ions were not likely invo1ved

in the increased MIC ofthe peptide in Mue11er－Hi耐。n broth，

because the concentrations of Ca2＋and Mg2＋in Muener－

Hinton broth were Iow（0．15and021mM，resp㏄tive1y）and
simiIar to those in1％Bacto Peptone．0ther constituents may

be responsible for the diminished activity ofLFcin B in Mue1－

ler－Hinton broth，and N－acy1ated derivatives may overcome

such b1ocking e丘ects of medium ingredients．D enantiomer
peptides can survive digestion by proteases s㏄reted by micro－

organisms，This and previous studies（1，5，12）indicate advan－

tages ofD enantiomer derivatives in antimicrobia1app1ications．

  The hemo1ysis activity of the11－mer LFcin B ana1og is re－

ported to be veリ1ow（1O），and D一（4－12）一NH2did not exert a

to対。 e丘ect against anima1ceus at concentrations active for the

inhibition of microorganisms in our pre1iminary eva工uation．
0ra1app1ication is a possible route for the therapeutic uses of

the der1ved compounds，because ora1administration of the
N－acy1ated and D enantiomer derivatives in mice resu1ted in no

lethaI toxici収at doses as high as100mg／kg of body weight

（unpub1ished data）．
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 ㎜o▼im lactof6mim（LF）amd1adofomicim E（LFci皿B），am or H202，and H202and L00H（1ipid hydroperoxide）
ao“micro阯al p叩tido derived fmm bo▼i11e LF，i1111肋i佗d are converted to H0・and LO・，respective1y（b）（c）．13・14）

仙iobarbitlIric acM・reac“w s1Ibs胞me（TBARS）form如iom                                                 （a） Ascorbic acid＋Fe3＋

inair㎝／aSCOrbate－i㎜山㏄d1ipOSOma1ψ0Sψ01ipid附0X・
i肋“om sys佗m．Th6i11阯舳i0110f T8ARS formati0110c・             →Dehydroascorbic acid＋Fe2＋

c山rmd w舳N－acy1舳。d9－m6叩叩伽6s w舳a com s6叩em㏄   （b） H202＋Fe2＋→HO・十0HL＋Fe3＋

of LFci11㎜8md，com岬md－o LFcim B，uleir aI1こioxi曲11量
                                                 （c） L00H＋Fe2＋→LO・十〇H一十Fe3＋

e冊㏄t was c1e8rly obs6rwd加a com㏄□1tr加ion almost100

tim6s10w肌                          These products eventua11y yie1d cytotoxic1ipid a1de－
                                               hydes， detected as thiobarbituric acid reactive sub－

K町words：lactoferrin； 1actoferricin； antioxidant； stances（TBARS）or ma1onedia1dehyde（MDA）．Matsue
          TBARS；acyIation                eCαZ．reported that LF hydro1ysates treated with pro－

                                               teasessuchaspepsin，aswe11asLF，inhibit MDAforma－

  Lactoferrin（LF），an iron－binding protein be1onging tion in a solution containing DNA，bleomycin，and Fe2＋

to the transferrin（TF）fami1y，is present in many exo－ or ascorbic acid．15）

crine secretions ofmamma1s and in the secondarygran－  We studied the e価ects of LFcin B㎝TBARS forma－

u1es of neutrophi1s．It has a variety of bio1ogica1activi－ tion in the iron／ascorbate－induced liposoma1phos－

ties～〃v伽。 and～ηy～o inc1uding antimicrobia1activity， Pho1ipid peroxidation system，because LFcin is1ike1y to

immunomodu1atory e肝ects，and antioxidant activit－ be a mu1ti－functiona1peptide，but it does not have the

ies．1・2〕Antimicrobia1peptides much more e価ective than iron－binding motif of LF．In addition，9－mer peptides

LF were found to be generated upon digestion of this from LFcin B were chemica11y acy1ated to confer

protein with gastric pepsin or other aspartic pro－ hydrophobicity and were tested for antioxidant activity

teinases．3〕The active peptides ofhuman LF（1actoferricin in an e旺。rt to deve1op more potent peptide derivatives．

H）and bovine LF（1actoferricin B，LFcin B）were iso1at－  Bovine LF was produced by Morinaga Mi1k Industry

ed，sequenced，and found to be derived from the Co．（Tokyo，Japan）and its iron－saturation was a1most
homo1ogous N－termina1regions of the mo1ecu1es．4） 14％．LFcin B was prepared from bovine LF pepsin

Later，it was reported that both LFcin B and LF e価ec－ hydro1ysate as described previous1y．4〕Using a 9－

tively inhibit tumor metastasis5〕as weIl as the LPS－in一 趾。reny1methoxycarbony1（Fmoc）strategy and so1id－

duced IL－6response in monocytes，6）and stimu1ate IL－8 phase methodology，Peptides were synthesized on a

re1ease from neutrophils．刀Other studies have shown 4一（2’，4’一dimethoxypheny1－Fmoc－amimmethy1）Phenox－

that an N－teminal region of the LF mo1ecu1e overlap－ yacetamido－ethy1resin or pre1oaded HMP resin

ping the LFcin sequence is responsib1e for the an一 （Perkin－E1mer Japan Co．ApPlied Biosystems Division，

timicrobial activity of LF8）and the binding of LF to Chiba，Japan）using an automated synthesizer（433A，

severa1biologica1substances and ce11s．9・lo〕LFcin may be Perkin－E1mer）．For N－acy1ation of the peptides，the re－

a peptide or a region with the integrated functions of sin was treated with the desired fatty acid activated加

LF．                           ∫伽as a HOBt／HBTU ester．Crude peptides were
  Previous studies have shown that LF inhibits1ipid purified by reverse－Phase HPLC．The synthesized pep－

peroxidation－L12）with an assay system ofIiposoma1phos－ tides are shown in Tab1e1・Assay of TBARS formation

pho1ipid peroxidation induced by Fe3＋ion and ascorbic was done by the method of Gutteridge16）with some

acid．The mechanism of lipid peroxidation in this sys－ modi分。ations．Liposomes were prepared by vigorous

tem cou1d be assumed as fo1Iows．Fe三十is redu㏄d to agitation of a mixture consisting of5mg／m1egg yolk

Fe2＋by ascorbic acid（a），where LF che1ates Fe3＋in a 1ecithin in1O mM HEPES and0・15M NaC1（PH7・4）for

noncata1ytic form，and thereby blocks this and the fo1－ 5min at3㍗C mder oxygen－free nitrogen and the mix－

1owingreactions．Wh㎝Fe2＋ispresent，02Produces〇三 turewasthen1eft at4℃for1h・Thesupematant inO・5一

 †To whom correspond㎝ce should be addressed．Hiroyuki W八MB〈YAs用，Fax：十81－462－52－3049；E－mai1：Hiroyuki－Wa＠msn．com
舳グ。洲。。。：LF，1。。1．f。。・i・；LF・i・，1・・t・f…i・i・；TBARS，thi・b・・bit・・i…id一・…ti・…b・t・・…；MDA・m・1…di・1d・hyd・；SOD・

superoxide dismutase
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m1portions was dispensed into a number of tubes． Tab161。

Then，50μ1of112μM FeNH4（S04）2，50μ1of532μM as－

corbic acid，and100μ1of test compound so1ution were

added to the tubes fouowed by vigorous mixing for5s，

The samples were incubated at37oC for1or2h．Three

m1of2．9M HC1containing1．0％sodium arsenite was
added to each tube．The tubes were mixed and cen－

trifuged at2，5009 for15min，3m1of the c1ear super－

natant was carefu11y removed and added to1m1of1％

thiobarbituric acid in0．05M NaOH，and each samp1e

was heated for I5min in a boiIing water bath．After

coo1ing，the turbidity was removed by fiItration，and

TBARS formed in each samp1e was measured pho－
tometrica1Iy at532nm．Statistica1ana1ysis was done us－

ing the unpaired two－tai1ed C test to compare two

groups・
  E肝ects of LF－re1ated compounds on TBARS forma－

tion were assayed in the system of1iposoma1phos－

pho1ipidperoxidationduring2hofincubation（Fig．1）．
Fe3＋ion and ascorbic acid added to this system caused

considerab1e TBARS formation．In the presence ofFe3＋

and ascorbic acid，LF and a positive contro1，DL一α一

tocophero1，had an inhibitory e価ect on the reaction as

shown in previous studies．11J2）LFcin B a1so decreased

the1eve－s of TBARS formation with a1esser e伍ective－

ness compared with that of LF．

  To examine the e価ects of LFcin－derived peptides on

oxidation reactions，the synthesized peptides shown in

Table1were tested．Table2shows the e価ects of these

peptides and reference compounds on TBARS forma一

125

Structures of the Peptide Derivatives Used in This Study

Peptide name Structure

LFcjn B

LFcin B（14＿25）

Acy16一（4＿12）一NH2

AcyH0一（4＿12）一NH2

Acy114一（4＿12）一NH2

Acy116一（4＿12）一NH2

Acy118一（4＿12）一NH2

D（4＿12）一NH2

Acy110－D（4＿12）一NH2

Ac－RRWWCR－NH2b

FKCRRWQWRMKKLG〃SITCVRRAF
               GAPSITCVRRAF

  CH〕（CH2）4C0－RRWQWRMKK－NH2
  CH］（CH2）8C0－RRWOWRMKK－NH2
  CH3（CH2）12CO－RRWQWRMKK－NH2
  CH3（CH2）I4CO－RRWQWRMKK－NH2
  CH3（CH2）16CO－RRWQWRMKK－NH2
          D一（RRWQWRMKK）一NH2a

cH］（cH2）8C0－D・（RRWQwRMKK）一NH2a

          CH3CO－RRWWCR－NH2

nO．1mg／m1

国1mg／ml

 Peptides were chemically synthesized except for LFcin B which was purified

『rom a pepsin hydrolysate of bovine LF．

 田1〕indicates D enantiomer derivative from the peptide．

 b Reference fromエ171．

丁沁1e2． E舐ects of LFcin－derived Peptides and Reference Com－

pounds on TBARS Formation
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LFcin B

LFcin B（14＿25）

Acy16一（4＿12）一NH2

Acy11O一（4＿12）一NH2

Acy114一（4＿12）一NH2

Acy116一（4＿12）一NH2

Acy118一（4＿12）一NH2

D（4＿12）一NH2

Acy1I0－D（4＿12）一NH2

Ac－RRWWCR－NH2
DL一α一Tocopbero1

o－PhenanthroIine

Quin2
SOD

ND刮

ND
102，5

96，0

92，0

91，0

83．8

ND
89．3

ND
49，5

27，7

47，6

99．O

ND
ND
88，1

40，8

40，8

37，3

24．3

ND
49．5

ND
16，7

31．6

 7．3

109．4

93，1

129，9

45．l

13，3

 9．8

－0，4

11，3

85，5

13，9

64，6

 6，4

16，9

 6．7

119．5

25．2

159，9

12．7

 8，1

12，1

】2、一

14，6

83．3

 7，7

10．2

 4，2

11．5

 6．1

115，2

          ◎
          ω          〈       LF    LFcin B   Toco一

          ま              Pherol
          Φ
          L
           ・         十Fe3＋、十Asc

Fig．1． E肝ects of LF alld LFcin B on TBARS Formation from

 LiposomaI Phospho1ipids．

   Test compounds were incubated with Fe3＋ions and ascorbic acid

 （Asc）in a liposomal system for2h．The TBARS formed was meas．

 ured photometrically at532nm and the results are presented as

 mea口±SD of5tests in percent reIative to the control conta㎞ing

・・lyF・j＋i・・…d・・…bi…id．Th・d・t・w・…t・ti．ti。。11y。。。一

 1yzed comparing contro1va1ues and values obtained in the presence

 of the indicated concentrations of each test age趾．‡pくO．05，

 帥Pく0，005、

 Test compounds were incubated with Fe3＋ions and ascorbic acid in a

liposomal system for l h，The resu1ting TBARS fomed was measured pho－

tometrica11y at532nm and the results are presented as a percent re1ative to the

control containing on1y Fe］十ions and ascorbic acid．

 田ND：not determined．

tion during1h of incubation．DL一α一tocophero1and two

meta1－che1ating agents，o－PhenanthroIine and Quin2，

had signiicant inhibitory e伍ects，whi1e an Oテscaveng－

ing agent，SOD，had a promotive e価ect in this system．

Among the peptides synthesized，LFcin B（14－25），a pep－

tide corresponding to the C－temina1ha1f of LFcin B

with few cationic amino acids，increased TBARS forma－

tion．On the other hand，N－termina1acy1ated ana1ogs of

the9－mer core region ofLFcin B e価ective1y inhibited the

reaction and their activity was evident at a concentration

aImost100times1ower than that shown by LFcin B．The

inhibitory e伍ectiveness of these peptides apPeared to be

dependent on the carbon chain1ength of the acy1group，

with those with1onger carbon chains showing higher

e亙ectiveness．An acy1ated D enantiomer derivative of

LFcin B（4－12）一NH2inhibited the reaction with the same

e価ectiveness as the corresponding L isomer peptide．

Another cationic antimicrobia1peptide tested as a
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refer㎝ce compound，Ac－RRWWCR－NH2，17，a1so in－  K．，and Azuma，I．，Bovine1actoferrin and1actoferricin，apep－
hibited TBARS formation．                 tide de「ived f「0m bOvine1actOfe「「in・inhibit tum0「metastasis in

  In this study，LFcin B and LF had simi1ar antioxidant

e価ects，consistent with those shown in other bio1ogica1

activities．5■7）This supports the hypothesis that the LFcin

region is a mu1ti－functiona1domain of LF．0ne mo1ec－

u1e of LF binds two Fe3＋ions at binding sites di価erent

from the LFcin region．However，it has been reported
that LF e冊ective1y solubilizes excess Fe2＋ions in test so－

Iutions，suggesting binding of higher numbers of Fe2＋

ions to LF18工and that LF pepsin hydro1ysate inhibits

Fe2＋一induced MDA formation inaDNAandb1eomycin
system．15〕These indings imp1y that LFcin B interacts

with Fe2＋ions not in a strict che1ating manner and in－

hibits lipid peroxidation．Matsueeτ〃．proposed that LF

a1so binds ascorbic acid and this is one of the antiox－

idant mechanisms of LF in the iron／ascorbate－induced

oxidation system．一5〕To c1arify the antioxidant mechan－

ism of LFcin B，investigations involving interactions of

the peptide with iron ions or ascorbic acid are necessary．

As a reference peptide，a cationic antimicrobia1peptide

Ac－RRWWCR－NH2was tested and inhibited TBARS
formation．This peptide has been identi丘ed as the most

potent6－mer antimicrobia1peptide in synthetic peptide

combinatoria11ibraries17）and shares sequence simi1arity

with RRwQwR in LFcin B．we adapted hydrophobic
motifs to a high1y cationic sequence，RRwQwRMKK，
of LFcin B and examined the activity．The N－acy1ated

peptides examined significant1yinhibited TBARS forma－

tion．Acy1ation of the peptide may resu1t in a higher

a冊nity for1iposoma1phospho1ipids．A mmber ofphys－
io1ogicauy important peptides and proteins are known

to have a cova1ent1y1inked fatty acid which is often es－

sentia1for their bio1ogica1activity and for stab1e associa－

tions with ce11u1ar membranes．19’20〕It has been reported

that introducing an acy1group into a non－acy1ated pep－

tide1ed to strong interaction with a phospho1ipid mem－

brane．21）Our observations revea1ed a nove1bio1ogica1

ro1e for acy1ated peptides．
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