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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳類の代表的な抗菌ペプチドの一つであるディフェンシンファミリーに属す
る分子（Crp-4）に着目した。レプリカ交換分子動力学シミュレーションにより、進化的に保存されている３つのジス
ルフィド結合の有無が、負に帯電した膜近傍の環境における立体構造分布に及ぼす影響を明らかにした。ジスルフィド
結合の数を減らすとともに、ペプチド分子に含まれる正電荷部位と疎水的部位の空間的分布が変化することを示した。
特に、Cys11とCys28の間のジスルフィド結合の有無がもたらす影響が、抗菌活性と相関している可能性がある。さらに
、脂質二重層と結合している状態における立体構造や相互作用を解析した。

研究成果の概要（英文）：Here we performed simulation studies on conformations of a defensin-family 
peptide, Crp-4, and its interaction with membrane. Our replica-exchange molecular dynamics simulations 
have revealed effects of the evolutionally conserved disulfide bridges of Crp-4 on its conformations in 
an environment near negatively charged membrane. The spatial distribution of positively charged groups in 
the peptide has been shown to correlate with the number of disulfide bridges formed. The disulfide bridge 
between Cys11 and Cys28 seems to affect the hydrophobic cluster formation within the peptide molecule.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 抗菌ペプチド　分子シミュレーション

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 抗菌ペプチドは自然免疫の構成成分の一
つであり、多くの生物の生体防御に関わって
いる。その作用は様々であるが、典型的には
微生物の細胞表面の膜を攻撃し、細胞の内容
物を漏出させる活性（以下、抗菌活性と呼ぶ）
を持つ。 
 本研究で着目したのはマウスの小腸で発
現するα-ディフェンシンの一つである、 
cryptdin-4 (Crp-4)である。α-ディフェンシ
ンは抗菌ペプチドの代表的なファミリーの
一つであるディフェンシンのサブファミリ
ーで、哺乳類に分布している。ストランド３
本からなるベータシートを含む立体構造が、
進化的に保存された３本のジスルフィド結
合により安定化されている。Crp-4 はマウス
のα-ディフェンシンの中で比較的高い抗菌
活性を持つことで知られ、活性メカニズムに
関連する（実験的な）研究の報告が多い。コ
ントロールされた組成の脂質二重層を用い
た in vitro の実験も複数報告されており、シ
ミュレーションとの比較が行いやすい。 
 ディフェンシンの抗菌活性のメカニズム
は様々であると考えられるが、近年、いくつ
かのディフェンシンにおいて多量体化が重
要な役割を果たすことが知られるようにな
った。Crp-4 の場合、水溶液中では単量体と
して存在すると考えられているが、膜に結合
した後に２量体形成することを示唆する実
験結果も報告されている。Crp-4 の２量体構
造は未解明だが、他のα-ディフェンシンでは
ベータシート同士が水素結合を介して特異
的に接する２量体構造が知られている。
Crp-4 による同様の２量体形成が活性にとっ
て必要であるとすると、進化的に保存された
天然立体構造が活性機構において重要な役
割を果たしていることになる。 
 一方、Crp-4 のシステイン残基をアラニン
で置換しジスルフィド結合を全て取り除い
た変異体（以下、ジスルフィド結合全欠損変
異体と呼ぶ）は野生型と同程度の抗菌活性を
示すことが知られている。この変異体は構造
が不安定であり野生型と同様の「天然構造」
へはフォールドしない。よって、大きく構造
が揺らいでいる分子が、おそらく野生型のそ
れとは異なる機構により抗菌活性を発揮し
ていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 我々は、変異型 Crp-4 が抗菌活性を発揮す
るために、この分子は完全なランダムコイル
構造をとるのではなく、環境に依存する何ら
かの構造的な秩序を持つ必要があるのでは
ないかと考えた。そこで、ジスルフィド結合
の欠失がCrp-4の立体構造に及ぼす影響を明
らかにし、それが負に帯電した脂質二重層と
の相互作用に与える影響を調べることを本
研究の目的とした。 
 そのために、野生型とジスルフィド結合欠
損型Crp-4が膜近傍の環境で取る立体構造を

分子シミュレーションにより探索した。 
 その際、計算量低減のために陰溶媒近似を
活用し、また、大きく揺らいでいる鎖状分子
の立体構造探索を効率よく行うために、拡張
アンサンブル法を使用することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) 負に帯電した膜近傍の水相における
Crp-4 とジスルフィド結合欠損変異体の立体
構造探索 
 まず、負に帯電した膜の近傍の水相を模し
た条件で、Crp-4 の野生型とジスルフィド結
合全欠損変異体、また、３つのジスルフィド
結合のうち１つまたは２つを欠く６種類の
変異体の立体構造空間を探索した。ここでは、
charmm c36 力場を使用し、計算コスト低減
のために陰溶媒を使用した。さらに、構造探
索を効率的に行うために、レプリカ交換分子
動力学法(REMD)を使用した。この計算を 2013
年度に一度実行し、パラメータの一部を修正
した上で 2015 年度に再度実行した。その結
果についてここでは記述する。細菌の細胞膜
は真核生物のそれよりも大きな負電荷を帯
びているが、その影響を近似的に取り入れる
ために、-z 方向に一様な電場をかけた。281 K
から 650 K までの温度を 16 個のレプリカ
に割り当ててREMDを行い、（レプリカあたり）
239 ns (一様電場無しの条件)または 919 ns 
(同ありの条件)の REMD のデータを分析の対
象とした。データ分析として(a)クラスター
解析による立体構造の分類, (b)ペプチド分
子に含まれる正電荷を持つ官能基の空間的
分布の算出, (c)同疎水側鎖の空間的分布の
算出 等を行った。 
 
(2) 負に帯電した脂質二重層と接触してい
るCrp-4およびその変異体の立体構造および
相互作用の解析 
 膜に接触している時にペプチドが取りや
すい立体構造を探索するために、implicit 
membrane の使用を試みた（charmm ソフトウ
ェアを使用。力場は charmm c22）。負電荷を
持つ脂質を 100% または 30% 含む膜に相当
する電荷密度を implicit membraneに設定し、
２種類のジスルフィド結合部分欠損変異体
の MD を行った。 
 また、(1)のシミュレーションで得られた
ジスルフィド結合全欠損変異体の立体構造
のクラスタリングで得られた構造グループ
のうち、頻度の高かった上位３つから代表構
造を取り出した。全疎水的側鎖の重心から正
電荷を持つ官能基全ての重心までを結ぶベ
クトルが膜側を向くように分子を回転させ、
陽に表現した 128 分子の POPG からなる膜の
表面近傍の水相に配置し、MD を行った（力場
は charmm c36 ）。 
 膜へ接触した後のペプチド分子について、
正電荷と疎水的側鎖の空間分布，ペプチドと
脂質の間に形成される水素結合の数などを
評価した。 



(3) 粗視化モデルを用いたCrp-4存在下の脂
質二重層再構成シミュレーション 
 リン脂質, 水, Crp-4 を一辺が 150 Åの立
方体の箱の中にランダムに配置した状態を
高温 MD 計算（T = 2000 K）により生成し、
その後温度を室温に戻すことによって脂質
二重層を構成させるシミュレーションを行
った。Crp-4 分子の個数が 4, 8, 12, 16 の場
合について、各３回ずつ同様の MD を実行し
た。計算コストの低減のため、ここでは、ポ
リペプチドおよび脂質の粗視化モデルとし
て広く使われているMartiniモデルを使用し
た。また、Crp-4 分子にはエラスティックネ
ットワークによる拘束を行った。なお、この
シミュレーションではさらなる条件検討が
必要であると考えており、今回提示するのは
予備的な結果である。 
 
４．研究成果 
(1) 負に帯電した膜近傍の水相における
Crp-4 とジスルフィド結合欠損変異体の立体
構造探索 
 陰溶媒中のCrp-4野生型と７種類のジスル
フィド結合欠損変異体の立体構造を REMD で
探索し、300 K における立体構造を解析した
結果、以下のことが明らかになった。 
 
① Cys → Ala 変異によりジスルフィド結合
の数を減らすと分子の構造多様性が増える
が、Cys11-Cys28 のジスルフィド結合を持つ
変異体では野生型に類似の構造が他と比べ
て出現しやすかった。これは変異体の構造に
関する実験事実と部分的に一致すると考え
られる。 
 
② 負に帯電した膜の近傍の環境を模するた
めに一様電場を導入すると、立体構造分布が 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

変化し天然類似構造の出現確率が下がった。
また電場の影響により、ペプチド分子の正電
荷の空間分布に偏りが生じた（図１）。ただ
し、その度合いは変異体ごとに異なり、ジス
ルフィド結合を２つ持つ変異体（２カ所の
Cys残基をAlaに置換した変異体）において、
膜近傍への正電荷の局在が顕著であった。分
子の柔軟性が増したために、より多くの正電
荷が膜の方へ移動できたと考えられる。他方、
ジスルフィド結合全欠損変異体では正電荷
が狭い領域に局在することは観察されなか
った。立体構造に対するジスルフィド結合に
よる束縛が無くなり、正電荷間の斥力により
分布が広がるためであると考えられる。 
 
③ 一様電場の下では、疎水側鎖が（正電荷
とは）逆側へ局在する様子が観察された（図
２）。ただし、疎水側鎖の空間分布は変異体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
によって異なっており、ジスルフィド結合全
欠損変異体において、膜に近い領域における
疎水的側鎖の密度がもっとも小さかった。野
生型を含めた８種類のペプチドの結果を比
較すると、Cys11-Cys28 のジスルフィド結合
の有無が疎水的側鎖の空間分布に大きな影
響を及ぼすことが示された。 
 
 以上のように、分子全体の柔軟性だけでな
くCys11-Cys28のジスルフィド結合の有無が
負に帯電した膜の近傍の環境における Crp-4
の振る舞いに大きな影響を及ぼすことが明
らかになった。このジスルフィド結合を持つ
変異体（C6/21A）がジスルフィド全欠損変異
体や野生型と比べて低い抗菌活性を持つこ

図 1. 野生型((a),(c))とジスルフィド結
合全欠損変異体((b),(d))の正電荷部位の
空間分布。一様電場なし((a),(b))の場合
と一様電場ありの場合（(c),(d)）． 

図 2. C6/21A 変異体((a),(c))とジスルフィ
ド結合全欠損変異体((b),(d))の疎水側鎖
の空間分布。一様電場なし((a),(b))の場合
と一様電場ありの場合（(c),(d)）．分子が
自由に回転するため分布が球状になる。 



とが知られているが、ここで解明された立体
構造分布の特徴との関連が注目される。 
 
(2) 負に帯電した脂質二重層と接触してい
るCrp-4およびその変異体の立体構造および
相互作用の解析 
 
①２種類の変異体をそれぞれ implicit 
membrane の表面、内部の疎水的な領域、お
よび両者の境界領域に配置して MD を実行し
たところ、全ての試行においてペプチド分子
は速やかに implicit membrane の外側へ押
し出され、implicit membrane の表面に吸着
した。Crp-4（野生型）は膜表面に結合しや
すく、膜の内部への侵入はレアイベントであ
ることが過去の実験により示唆されており、
定性的にはこれと合致している可能性があ
る。 
 
② 水と脂質二重層を陽に含むモデルを用い、
膜表面近傍の水相にCrp-4の野生型とジスル
フィド結合全欠損変異体の分子をそれぞれ
配置した状態から MD を実行した。得られた
100-150 nsのトラジェクトリに基づいてペプ
チドの正電荷と疎水的な側鎖の空間分布を
求めた。 
ペプチド分子の正電荷部位と疎水的側鎖の
空間分布を解析したところ、疎水的な側鎖が
正電荷部位よりも（膜の）外側に位置する状
態に留まった。ジスルフィド結合全欠損変異
体では野生型と比べて疎水的部位と正電荷
部位の空間的な分離が大きい傾向が見られ
た。また、ジスルフィド結合全欠損変異体の
異なる初期構造を用いた MD 同士を比較する
と、結果が初期構造に依存しており、３回行
った MD のうち１つでは、疎水側鎖の分布が
膜表面側へシフトする様子が観察された。 
 
(3) 粗視化モデルを用いたCrp-4存在下の脂
質二重層再構成シミュレーション 
 高温 MD で生成した乱雑な状態を初期状態
として室温 MD を実施した。野生型 Crp-4 の
個数を 4,8,12, 16 の４通りとして室温で MD
をおこなったところ，ほとんどの MD におい
て脂質二重層が再び形成された。また、終状
態ではほとんどのCrp-4分子は脂質二重層内
部には留まっておらず、膜の表面に位置して
いた。脂質二重層の膜が再び形成されるまで
に要した時間とCrp-4分子の個数の間に緩や
かな相関が見られた。 
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