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両生類由来抗菌ペプチドに含まれる Dアミノ酸残基の役割 

川村  出 

横浜国立大学 大学院工学研究院 機能の創生部門 

 

１.はじめに 

 生体分子のわずかな構造の違いによってその

機能が増強される場合がある。両生類、特にカ

エルの皮膚分泌物に含まれるペプチドには、オ

ピオイドペプチドを代表とするペプチドホルモ

ンや抗菌活性を持つカチオン性のペプチドがあ

る。D 体のアミノ酸を含むペプチドの産生メカ

ニズムは依然として不明な点が多い。現在まで

のところ、まず始めに前駆体タンパク質には D

体は含まれず、プロセシングによって前駆体タ

ンパク質からペプチドが切り出される 1,2)。その

後、イソメラーゼによる翻訳後修飾を受けて特

定のアミノ酸残基に対して立体転移反応が発生

し、D 体のアミノ酸残基を含むペプチドが生ま

れると考えられている（図 1）3-6)。このような

D 体のアミノ酸を残基として持つペプチドは、

高い活性を持つことが報告されている。例えば、

南アフリカを中心に生息するフタイロネコメガ

エル(和名) (学名:Phyllomedusa bicolor)の皮膚分

泌物から発見され、強力な鎮痛作用を示すデル

モルフィンもその一つである 7)。デルモルフィ

ンの 1 次構造は Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-

NH2 であり、2 残基目に D 体のアラニンを有し、

μ 受容体に対して高い親和性を持つことは有名

である。 

本稿では D 体アミノ酸残基を含む抗菌性のペプ

チドについて触れたい。両生類の抗菌ペプチド

としてはアフリカツメガル由来のペプチドであ

るマガイニンが有名である 8)。マガイニンをは

じめとして多くの両生類由来の抗菌ペプチドは

塩基性のアミノ酸残基を保有し、細胞膜結合時

に両親媒性のヘリックス構造を形成することに

よって、ヘリックスの一方の面に正電荷を局在

させる。このことによって、負電荷に富む細菌

の細胞膜に対して強い選択性を持つとされてい

る 9)。一方で、両親媒性の抗菌ペプチドが細胞

膜の水-膜界面を経て、脂質二分子膜内の疎水的

な環境で働くことを考えれば、ペプチド中の特

定のアミノ酸残基が D 体に置き換わることで、

その残基の周囲との相互作用が劇的に変化し、

ペプチドと細胞膜との相互作用に変化をもたら

すことが推測できるが、それがどのように活性

の増強に繋がるかは細胞膜中でのペプチドの挙

動を理解する必要がある。本稿では 2 残基目に

D 体のアロ-イソロイシン残基を持つボンビニン

H4の活性と構造の関係について我々の研究成果

を含めて説明したい。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 両生類のイソメラーゼによる翻訳後修飾（L/D 転移反応） 
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2. ボンビニン H4 の細菌膜との相
互作用 

ボンビニン H4 はヨーロッパに生息するキバ

ラスズガエル(和名) (学名:Bombina variegate)の

皮膚分泌物に含まれる抗菌ペプチドとして発見

され 10)、その活性や物理的な特徴についてイタ

リアのマリア マンゴーニらによってよく研究さ

れている 11,12)。また、ボンビニン H4 の産生メ

カニズムについてはアレキサンダー ジレックら

によって次のように報告されている。全て L 体

のアミノ酸で構成されるボンビニン H2 はペプ

チジル L/D イソメラーゼによって、その 2 残基

目の L 体イソロイシンの α 炭素からプロトンが

引き抜かれ、逆側からプロトンが付加される立

体転移反応によって D 体の allo-イソロイシンへ

と変化する 13-15)。このような翻訳後修飾によっ

て生まれたペプチドがボンビニン H4 である。

イソメラーゼの立体構造がわかっていないた

め、なぜ 2 残基目に翻訳後修飾が起きるかの分

子レベルでの理解は進んでいないが、おそらく

N 端から 3 残基目にかけて強く相互作用する様

式が存在している。一次構造を以下に示す。ボ

ンビニンはグリシンが豊富な 20 アミノ酸残基

で構成されるペプチドで C 末端はプロセッシン

グ後にアミド化されている。  

ボンビニン H2 : 

Ile-(L-Ile)-Gly-Pro-Val-Leu-Gly-Leu-Val-Gly-Ser-

Ala-Leu-Gly-Gly-Leu-Leu-Lys-Lys-Ile-NH2  

ボンビニン H4: 

Ile-(D-allo-Ile)-Gly-Pro-Val-Leu-Gly-Leu-Val-

Gly-Ser-Ala-Leu-Gly-Gly-Leu-Leu-Lys-Lys-Ile-

NH2  

これら二つのペプチドについて、大腸菌など

に対する抗菌試験やリーシュマニア原虫に対す

る半数致死濃度の調査などが行われ、多くの場

合、ボンビニン H4 の活性が高い。また、蛍光

試薬を内包したリポソームからの蛍光漏出実験

などにおいても、漏出割合は H2 よりも H4 の方

が高い 16-18)。これらの結果は D アミノ酸残基を

持つことによるペプチドのプロテアーゼ耐性が

高まることだけでなく、ペプチドが細胞膜に相

互作用する際の様式に違いがあると考えられて

きた。特に、ボンビニン H4 は深刻な感染症で

あるリーシュマニア症の原因となるリーシュマ

ニア原虫に対してより強い抗菌活性を示す 16)。

一方で、なぜ D 体アロイソロイシン残基が存在

することでそのような差をもたらすのかは現在

のところわかっていない。我々はこのような性

質を示すボンビニン H2 と H4 に注目し、特にリ

ーシュマニア原虫の細胞膜構成成分を参考にし

た模倣膜を作成し研究を行ってきた 19)。2 つの

ペプチドは固相ペプチド合成法により合成し、

C18 ODSカラムを装着した逆相 HPLC で精製し、

MALDI-TOF MS で質量を確認した。ちなみに、

この精製試料はダイセルのキラルパック IF カラ

ム(ダイセル)を用いても良好なジアステレオ分

離を確認した。次に、リーシュマニア原虫の細

胞膜構成脂質成分を参考にし、その水和リポソ

ームを作成し、
31

P 固体核磁気共鳴(固体 NMR)

測定によって膜成分の変化を追跡した。ペプチ

ド濃度が高い場合(ペプチド :脂質のモル比が

1:200 以上)に、サイズが小さい膜断片に由来す

る NMR 信号を観測した。これはペプチドが作

用することで多重膜リポソームが欠損を受けて

いることを示し、このことからボンビニン H2

と H4 が膜分断活性を示すことを明らかにした。

これは抗菌ペプチドの挙動でしばしば見られる

現象で、膜中である濃度に達したペプチド同士

が会合し、細胞膜に欠損を与えることを示唆し

ている。興味深いことに、同濃度で黄色ブドウ

球菌模倣膜やフォスファチジルコリンのみの膜

に作用させた場合には、このような現象は起き

なかった 19, 20)。したがって、ボンビニンはリー

シュマニア原虫の細胞膜に対して強い選択性を

持っていることが示唆された。一方で H2 と H4

の明確な差はこの NMR 測定では計測できなか

った。 

続いて、分子の絶対立体配置を決定することが
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できる手法の一つである振動円偏光二色性

(VCD)分光法を用いて、ボンビニンの N 端のコ

ンフォメーションを調査した。赤外領域の振動

を検知するこの方法によってペプチドの構造に

由来する多くの情報を得ることができる。すで

にこのペプチドの研究を想定して、アミノ酸レ

ベルでイソロイシンの VCDパターンを詳細に解

明していた 21)。これを参考にするとともに、H2

と H4 の VCD スペクトルにおいて、いくつかの

信号の正負が異なることを観測し、立体構造が

異なることが判明した。さらに第一原理計算の

結果から 1 残基目の側鎖と 2 残基目の側鎖の関

係が H2 ではトランス型、H4 ではシス型のコン

フォメーションを取ることで安定し, この構造

が実験で得られたスペクトルをよく説明した。

当然の結果かもしれないが、2 つのペプチドの

N 端のコンフォメーションに違いがあることを

実験的に示した。さらに分子動力学シミュレー

ションの解析によって、H2 と H4 それぞれにつ

いてリーシュマニア模倣細胞膜との相互作用を

評価した。水中から細胞膜表面にペプチドが吸

着する際に H4 の方がより早く相互作用を始め、

その際に、N 端から 1 残基目のイソロイシンと

2 残基目の D-アロ-イソロイシン残基の側鎖のコ

ンフォメーションが VCDで示したようなシス型

をとることがわかった(図 2)。この 2 つの側鎖が

疎水性のアンカーとして働き、脂質二分子膜の

疎水環境に同時に挿入される。この相互作用に

よって、ペプチドの膜貫通状態への移行がより

進行しやすくなることが示唆された。これは同

じく D 体を含み、H4 と類似の配列を持つ H3(2

残基目 Ile)や H7(2 残基目 Leu) 18, 22)などにも見

られる現象であると予想される。しかし、抗菌

ペプチドの性質に立ち戻ると、実際には細胞膜

中でのペプチド同士の動的な会合状態が活性に

影響すると考えられる。そのため、現在は、細

胞膜に対する欠損により生じる電流パターンを

解析することで、どのような性質の孔が形成さ

れているかを明らかにできる電気生理学的な計

測によって H2 と H4 の差を調べている 23)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ボンビニンとリーシュマニア模倣膜が相互作用した時

のスナップショット：ボンビニン H4 の 1 残基目イソロイシ

ンと 2 残基目 D-アロ-イソロイシンの側鎖が細胞膜に挿入さ

れている様子(参考文献 19 から許可を得て転載)。 

 

両生類に含まれるペプチドは 2 残基目に D 体を

持つ。なぜ 2 残基目に D 体を持つかという疑問

に対して、イソメラーゼがペプチドの N 端に対

して選択性を持つことで 2 残基目選択的に翻訳

後修飾を行い、そのペプチドの立体構造が受容

体や細胞膜との特異的な相互作用に生かされて

いると考えることができる。 

 

3. おわりに 

ペプチド中のアミノ酸 1 残基の立体転移によっ

て、その活性にどのように影響するかは構造-機

能相関の観点から興味深く、D アミノ酸残基を

含むペプチドの立体構造解析の研究は重要であ

る。ボンビニン以外にも新しい D アミノ酸含有

抗菌ペプチドの発見、もしくは特定の部位を D

アミノ酸に化学的に置換することで活性をエン
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ハンスした報告例もある 24,25)。実際、2 残基目

に D 体のフェニルアラニンをもつフェニルセプ

チンと呼ばれる抗菌ペプチドが発見されており、

やや高い活性を示すことが報告されている 26)。

今後も様々な手法を取り入れて、ペプチド中に

含まれる D アミノ酸の生理的な役割を構造情報

から理解していきたい。 
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