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総説　（Review Article）

Abstract
Multicellular organisms have evolved innate immunity to protect efficiently themselves against infection from 

a wide variety of microorganisms in the habitats.  A large number of antimicrobial peptides characterized so far 
are categorized into a few large groups on the basis of similarities in molecular structure and antimicrobial activity.  
The antimicrobial peptides stabilized by disulfide bridges between cysteine residues, defensins, are found among 
fungi, invertebrates (arthropods, mollusks and nematodes), plants and vertebrates (mammals, birds and fishes).  
The defensins from fungi, invertebrates and plants are characterized by sharing the stabilized conformation called 
CSαβ motif.  The β-,α- and θ-defensins from vertebrates have different conformations, respectively.  More recent 
evidence provides a novel member of the defensin from the fungus, Pseudoplectania nigrella, which exhibits 
significant similarities to the defensins from mollusks and arthropods in amino acid sequence, three-dimensional 
structure and anti-Gram-positive bacterial activity.  This article reviews the characteristics involving structure, 
phylogeny and gene expression of the defensins form arthropods, mollusks and fungi.  For a full understanding, we 
present the analysis results of isoelectric points, molecular weights, multiple alignments and molecular phylogenetic 
trees in their defensins by means of bioinformatics. 
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微生物に対する生体防御分子としてのディフェンシン：
節足動物、軟体動物及び菌類に由来するディフェンシンの特性

山内 英男 1)*、前原 紀敏 2)、高梨 琢磨 1)、中島 忠一 1)

要 旨
　多細胞生物は、生息環境における多様な微生物の感染から効果的に生体を防御するため、自然免
疫を発達させている。今日までに明らかにされた多数の抗菌ペプチドは、分子構造及び抗菌活性の
類似性に基づき数種類の大きなグループに区分されている。特に、分子内のシステイン残基のジス
ルフィド架橋により安定化する抗菌ペプチドはディフェンシンと名付けられ、菌類、無脊椎動物（節
足動物・軟体動物・線形動物）、植物及び脊椎動物（哺乳類・鳥類・魚類）から分離されている。菌類、
無脊椎動物及び植物に由来するディフェンシンは、CSαβ モチーフという安定化した高次構造を
共有することにより特徴づけられる。脊椎動物に由来する β、α 及び θ ディフェンシンはそれぞ
れ異なる構造特性を示す。最近の研究により、新規ディフェンシンが菌類 Pseudoplectania nigrella
から発見された。その菌類ディフェンシンは、アミノ酸配列、高次構造及びグラム陽性細菌に対す
る抗菌活性において、軟体動物及び節足動物に由来するディフェンシンと著しい類似性を示すこと
が明らかにされている。本総説では、節足動物、軟体動物及び菌類に由来するディフェンシンの構
造、分子系統及び遺伝子発現等の特性について概説した。さらに理解を十分に深めるため、これら
一群のディフェンシンの等電点、分子量、マルチプルアライメント及び分子系統に関して、バイオ
インフォマティクスによる解析データを示した。
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はじめに
新しい抗菌ペプチドが、生物製剤の探索を目的と
して北ヨーロッパのマツ林床に生息する腐生性子嚢
菌クロチャワンタケ Pseudoplectania nigrella から単
離され、構造決定された（Mygind et al., 2005）。そ

のペプチドはプレクタシン（Plectasin）と名付けら
れ、院内感染の恐れのあるグラム陽性の肺炎連鎖球菌
Streptococcus pneumoniae に対して強い抗菌活性を示
し、マウス・ヒトの培養細胞並びにマウス個体を用い
た両試験で低毒性であり、麹菌 Aspergillus oryzae を
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利用して工業的な生産も可能であることから、特許が
出願された。プレクタシンは、抗菌ペプチドの主要グ
ループであるディフェンシン、そのサブグループであ
る軟体動物及び節足動物に由来するディフェンシンの
構造と高い類似性を示すことが明らかにされた。今日
までに、多数の抗生物質が菌類から分離されてきたが、
プレクタシンは菌類から遺伝子にコードされた抗菌ペ
プチドが単離された初めての例である。従来の研究は
比較的高等な多細胞生物を対象に行われてきたので、
抗菌ペプチドが系統的に遠く離れた菌類から発見され
た事実は、ディフェンシンの分子進化を再考するうえ
で、また遺伝子資源を探索する応用面でも衝撃をもっ
て受け入れられた。プレクタシンの発見を契機として、
プレクタシンに類似した配列の探索がデータバンクに
収録されている菌類ゲノムに対して行われた（Zhu, 
2008）。
抗菌ペプチドに関する構造及び機能解析等の一連の
研究は、微生物に対する多細胞生物の自然免疫（innate 
immunity）に関するメカニズムの解明を目的として、
或いはペプチド性生物製剤として抗菌ペプチドの応用
を目的として進展してきた。今日まで、内分泌性とし
て体内環境で機能を果たす抗菌ペプチドに対して、ま
た上皮組織で機能を果たす抗菌ペプチドに関して、多
数の研究が行われている（Hoffmann, 2003; Bulet et 
al., 2004）。
筆者らは、未解明な分野である体外環境で機能を果
たす外分泌性抗菌ペプチドに関する研究を進めてい
る。マツ材線虫病において、マツノザイセンチュウ
Bursaphelenchus xylophilus（以下、ザイセンチュウ）
はマツノマダラカミキリ Monochamus alternatus 成虫
（以下、マダラカミキリ）によって健全なマツに運ばれ、
樹体内を移動してマツを衰弱・枯死させる。マダラカ
ミキリ成虫が運ぶザイセンチュウ数はマツの衰弱・枯
死に大きく影響する。青変菌（Ophiostoma 属等）は
衰弱・枯死したマツ樹体内で繁殖可能となり、ザイセ
ンチュウは青変菌を餌として増殖する。青変菌がマダ
ラカミキリ蛹室周辺で繁殖することは、蛹室周辺へ集
まるザイセンチュウ数並びにマダラカミキリ成虫の保
持するザイセンチュウ数に影響を及ぼす一要因となっ
ている（前原 2002; Maehara et al., 2005）。筆者らは、
青変菌が繁殖したマツ材青変部から抽出される抗菌活
性を示す分子の解析を進めており、抗菌活性はマダラ
カミキリ、ザイセンチュウ及び青変菌の 3 種が生態的
に密接な関係を樹立するため、蛹室周辺から競合する
微生物の侵入を排除する役割を担っていると予測して
いる。青変菌は、クロチャワンタケと同じ子嚢菌類に
属している。
本総説では、菌類に由来するディフェンシンに加え、
それと類似性の高い節足動物及び軟体動物に由来する
ディフェンシンに関する研究の現状と分子特性につい

て理解を深めるため、ディフェンシンの構造、分子系
統及び遺伝子発現等の特性に関して概要を紹介する。
そのため、文献、タンパク質及び DNA 等のデータバ
ンクから既知ディフェンシンを調べ、アミノ酸配列一
次構造並びに高次構造に基づき各種の解析を行った。
また多様な分子に共通する特性及び変異を示す特性を
理解するため、抗菌ペプチドの一般的な解説並びに他
生物に由来するディフェンシンの補足的な解説も行っ
た。

抗菌ペプチドの特性
抗菌ペプチドは遺伝子にコードされた転写・翻訳産
物であり、細菌、菌類、原虫及びウイルス等を含む異
物に対する抗菌活性・不活化活性により、生息環境の
微生物感染から生体を守る主要な機能を果たしてい
る。ほとんどの多細胞生物は、種固有の何種類もの抗
菌ペプチドを生合成する能力を備えている。
抗菌ペプチドの遺伝子発現は通常の発育状態におい
て極めて低いレベルにある。多細胞生物が微生物感染
を受けると、体液中に存在する数種の宿主異物認識タ
ンパク質が、微生物の特異的な菌体細胞壁及び外膜の
構成成分、即ちグラム陽性細菌のペプチドグリカン、
グラム陰性細菌のリポ多糖（LPS）及び菌類の β グ
ルカン等の分子構造に結合し、非自己の分子認識が行
われる。その異物認識のシグナルは細胞へ伝達され、
キイロショウジョウバエ Drosophila melanogaster で
明らかにされた Toll/Dif 及び imd/Relish のような細
胞内シグナル伝達経路を介して、抗菌ペプチド遺伝子
の活性化が調節される。ヒトでも類似したシグナル伝
達経路が解析されており、抗菌ペプチド遺伝子発現を
誘導する一連の分子機構は共通の起源をもつと推定
されている（Hoffmann et al., 1999; Hoffmann, 2003; 
Hultmark, 2003）。抗菌ペプチドはシグナルペプチド、
プロペプチド及び成熟ペプチドの各ドメインから構成
された前駆体ペプチドとして、細胞質の粗面小胞体で
生合成される。シグナルペプチド及びプロペプチドの
ドメインはプロテアーゼにより前駆体ペプチドから除
去され、最終的に成熟ペプチドの立体構造が構築され
る。この一連のプロセスを経て、機能的な抗菌ペプチ
ドとして細胞外へ分泌される。抗菌ペプチドは、外界
と接する上皮組織に生じた傷口のような局所的な防御
のために、或いは体液を循環して全身的な防御のため
に機能を果たし、体内へ侵入する微生物を死滅させる
（Hoffmann and Reichhart, 2002）。
今日までに、菌類、無脊椎動物、植物並びに脊椎動
物を含む多様な多細胞生物から、多数の抗菌ペプチド
が分離されており、cDNA のヌクレオチド配列、アミ
ノ酸配列、ペプチドの高次構造、抗菌活性並びに抗菌
作用等が解明されている（Dimarcq et al., 1998; Hetru 
et al., 1998; Tossi et al., 2000）。それらの研究から、
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大多数の抗菌ペプチドは数 kDa の分子量をもつ低分子
であり、大きな分子でも約 30kDa のポリペプチドであ
る。多くの抗菌ペプチドの総電荷（net charge）は水
溶液中でプラスに荷電した陽イオンの特性を示し、一
般的なペプチド・タンパク質のようにマイナスに荷電
した生体分子とは異なる性質を示す。しかし、マイナ
スに荷電した陰イオンの特性を示す抗菌ペプチドも存
在する（Lai et al., 2004; Cytrynska et al., 2007）。抗
菌ペプチドの作用様式として、多くの分子は親水性ア
ミノ酸と疎水性アミノ酸から構成される両親媒性を示
し、疎水領域が微生物生体膜のマイナスに荷電して
いるリン脂質と強く相互作用し、微生物の膜透過性
に影響を及ぼすと推定されている（Tossi et al., 2000; 
Zasloff, 2002; Jenssen et al., 2006）。

抗菌ペプチドの区分
抗菌ペプチドは生物種固有のアミノ酸残基数及び構
成を示すが、分子構造及び抗菌活性の類似性に基づき、
１）システイン残基のジスルフィド架橋により安定化
した高次構造を構築するペプチド、２）αヘリックス
から構成されるペプチド、３）1 或いは 2 種類のアミ
ノ酸残基（プロリン、アルギニン、グリシン或いはト
リプトファン）が分子内に多く含まれるペプチド、こ
れら 3 種類の大きなグループに区分される（Hetru et 
al., 1998; Tossi et al., 2000; Bulet et al., 2004; Bulet 
and Stöcklin, 2005; Jenssen et al., 2006）。
システイン残基のジスルフィド架橋により安定化し
た高次構造を構築するペプチドは、アミノ酸配列一次
構造並びに高次構造の類似性に基づき、ⅰ）ディフ
ェンシン、ⅱ）βストランドから構成される抗菌ペ
プチド、ⅲ）βストランドから構成されたヘアピン
状の抗菌ペプチド等のサブグループに細分されてい
る（Dimarcq et al., 1998; Bulet et al., 2004; Bulet and 
Stöcklin, 2005）。ⅰ）ディフェンシンは次項で詳細に
記載する。ⅱ）βストランドから構成される抗菌ペプ
チドは KNOTTINに属し、プロテアーゼインヒビター、
トキシン、抗菌及び抗ガン等の機能を備えたシステイ
ン残基を保有する分子が KNOTTIN databaseに収録さ
れている（Gracy et al., 2008）。KNOTTIN に含まれ
る分子は、3 個の逆平行βストランド、3 対以上のジ
スルフィド架橋及び knottin fold と呼ばれる構造特性
を示す。ⅲ）βストランドから構成されたヘアピン状
の抗菌ペプチドは、2、4或いは 8個のシステイン残基
を保存し、1、2或いは 4対のジスルフィド架橋を備え、
2 個の逆平行βストランドとループから構成された
βヘアピン状の高次構造を示す（Bulet et al., 2004）。
以上のように、抗菌ペプチドのアミノ酸配列一次構
造に加え、高次構造の特性を十分に把握することが抗
菌ペプチドを理解する鍵となる。

ディフェンシンの主要なグループ並びに
サブグループの特性

ディフェンシンは、菌類、節足動物・軟体動物・線
形動物等の無脊椎動物、植物並びに哺乳類・鳥類・魚
類等の脊椎動物を含む最も広範囲の多細胞生物から発
見されている。アミノ酸配列一次構造解析に基づく特
性として、ディフェンシンはシステイン残基モチーフ
を保存しており、さらにシステイン残基の側鎖である
チオール基の間で酸化的に結合（S-S 結合）して 1 本
ペプチド鎖の高次構造を安定化させるジスルフィド架
橋を形成している。これらのシステイン残基モチーフ
並びにジスルフィド架橋パターンは、ディフェンシン
によって顕著な変異を示す（Fig. 1）。ディフェンシン
は、アミノ酸残基数及び構成において種特異的な変異
を示しており、それぞれの生物種が生息する環境中の
微生物フローラの相違を反映し、抗菌機能との関連で
多様な変異を生じていると推定される。Ｘ線結晶解析
並びに核磁気共鳴装置（NMR）により解析された高
次構造に基づく特性として、ディフェンシンは 1 個の
右らせん構造αヘリックス、2 ～ 3 個の逆平行に配置
する平面構造βストランド及びループから構成され、
αββ、βαββ或いはαβββ構造モチーフを保
存したディフェンシンが各種の生物から構造決定され
ている（Fig. 2）。βββ構造モチーフ及び ββ 環状
構造を保存したディフェンシンも存在するが、これら
はαβββ構造モチーフから構成されるディフェン
シンから派生した分子である。分子の折りたたみによ
るアミノ酸残基の立体的配置は、抗菌機能と密接に関
連する。
菌類、無脊椎動物及び植物に由来するディフェンシ
ンは、CSαβモチーフを共有している。CSα β モチ
ーフは、分子内の 3 或いは 4 対のジスルフィド架橋の
中で、特に分子の N 末端側のαヘリックスと C 末端
側のβストランドが 2 対のジスルフィド架橋によっ
て結合（Fig. 3A）する重要なモチーフとして解析さ
れた（Cornet et al., 1995; Dimarcq et al., 1998 ）。γ
-core モチーフと名付けられた構造は（Table 2）、ディ
フェンシンを含むシステイン残基を保有するペプチド
に広く共有されており、それぞれのペプチドに特異的
な機能と関連する主要な構造と考えられている（Yount 
and Yeaman 2004）。
ディフェンシンは、構造解析データから得られたア
ミノ酸配列並びにシステイン残基モチーフに基づく一
次構造の類似性により区分されるが、αββ、β αβ
β及びαβββの構造モチーフに基づく高次構造を
考慮しないと、誤った解釈を導く恐れがある。本総説
では、高次構造の共通性に焦点を当て、ディフェンシ
ンをαββ、βαββ及びαβββ構造モチーフに
基づいてグループ別に大きく区分する。次に、システ
イン残基モチーフ、ジスルフィド架橋パターン及びア
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 Fig. 1.　ディフェンシンのアミノ酸配列一次構造に基づくシステイン残基モチーフ及びジスルフィド架橋パターンを示す模式図。
A．昆虫ディフェンシン、B．8システイン残基をもつ軟体動物ディフェンシン、C．植物ディフェンシン及びDrosomycin、D．
脊椎動物βディフェンシン、E．哺乳類αディフェンシン、F．哺乳類θディフェンシン。アミノ酸配列はシステイン
残基（C）と他のアミノ酸残基（ｘ）により簡略化して表示され、ジスルフィド架橋するシステイン残基を番号並びに棒
線で結ぶ。アミノ酸残基（ｘ）の数は各分子により変異する。
Schematic representation of amino acid sequence primary structures of defensins, showing the motifs of cysteine residues 
and the spacing patterns of disulfide bridges. A. Insect defensins, B. Mollusk defensins with 8 cysteine residues, C. Plant 
defensins and drosomycin, D. Vertebrate β-defensins, E. Mammalian α-defensins, F. Mammalianθ-defensins.  The 
amino acid sequences are simply illustrated with cysteine residues (C) and other amino acid residues (x), showing disulfide 
bridges between cysteine residues by numbers and lines.  The amino acid residues (x) are variable in respective defensins.

  A                      B                     C                      D 

 

  E                      F 

 

 Fig. 2.　ディフェンシンの高次構造に基づく模式図。ディフェンシンの 1本鎖を構成するαヘリックス（　  ）、逆平行βストランド
（　　）、ループ（　　）、ジスルフィド架橋（  　）、N末端（　　）及び C末端（　　 ）を示す。  A．昆虫ディフェンシン、B．
8システイン残基を有する軟体動物ディフェンシン、C．植物ディフェンシン及びDrosomycin、D．脊椎動物βディフェンシン、
E．哺乳類αディフェンシン、F．哺乳類θディフェンシン
Schematic representation of three-dimensional structures of defensins.  Defensins are a single peptide chains that are composed 
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ミノ酸配列等の特性を考慮して、さらに類似性の高い
ディフェンシンをサブグループとして区分し、各サブ
グループのディフェンシンに関する特徴的な構造並び
に抗菌活性等の特性を以下に解説する。

1. αββ構造モチーフから構成されるディフェンシン
1.1. 昆虫ディフェンシン (Insect defensins)
昆虫ディフェンシンは不完全変態の半翅目（カメム
シ目）、完全変態の双翅目（ハエ目）、甲虫目（コウチ
ュウ目）及び膜翅目（ハチ目）等の昆虫から主として
構造決定されおり、34 ～ 51 アミノ酸残基から構成さ
れ、ATC、VTC、LTC 及び FTC 等のような特徴的な
N末端アミノ酸配列を構成する（Dimarcq et al., 1998; 
Hetru et al., 1998）。昆虫ディフェンシンは、分子内
の 6 システイン残基モチーフ並びに 3 対のジスルフィ
ド架橋パターン（C1-C4, C2-C5, C3-C6）を共有して
おり（Fig. 1A）、αヘリックス、2 個の逆平行 β ス
トランド及びループから構成され、αββ構造モチー
フ及び CSαβモチーフを保存している（Hanzawa  et 
al., 1990; Bonmatin et al., 1992; Cornet et al., 1995）。
遺伝子重複によると推定される複数のディフェンシン
遺伝子の転写・翻訳産物は、アミノ酸残基の構成に変
異のある数種類のアイソフォーム（isoform）として
報告されている。その一例として、ドウガネブイブイ
Anomala cuprea のディフェンシンは 2 種類のアイソ
フォームが存在し、43 残基の 2 残基においてアミノ
酸置換しており、アイソフォームの間で異なる抗菌活
性を示す（Yamauchi, 2001）。昆虫ディフェンシンは、
主としてグラム陽性細菌に対して強い抗菌活性を示
す。
不完全変態の等翅目（シロアリ目）に属すキノコシ
ロアリ Pseudacanthotermes spiniger から termicin が
分離されている。termicin は AC 及び DC のような
特徴的な N 末端アミノ酸配列を構成し、αヘリック
ス、2 個の逆平行βストランド及びループから構成
され、昆虫ディフェンシンと類似するαββ構造モ
チーフ及び CS αβモチーフを保存しているが、グラ
ム陽性細菌に対して弱い活性を示し、菌類に対して強
い抗菌活性を示す点で上記の昆虫ディフェンシンと異
なる（Lamberty et al., 2001b; Da Silva et al., 2003）。
Nasutitermes 及び Drepanotermes 属のシロアリから
単離された 20 種類の termicin は、非同義置換と同義
置換（dn/ds）及び分子の総電荷との関連に基づき、
positive selection（ポジティブ選択）を受けている可
能性が推定されている（Bulmer and Crozier, 2004）。

1.2. 節足動物・軟体動物ディフェンシン
 (Arthropod and Mollusk defensins)
節足動物・軟体動物ディフェンシンは、トンボ、サ
ソリ、クモ及びダニ等の節足動物、ムール貝及びカキ

等の軟体動物から発見されており、35 ～ 60 のアミノ
酸残基から構成されるディフェンシンが構造決定さ
れている。昆虫ディフェンシンと比較して、アミノ
酸配列 N 末端にグリシン残基 (G) が付加されており、
GFGC、GYGC、GWSC 及び GGYYC のような特徴
的な N 末端アミノ酸配列を構成する。本グループのデ
ィフェンシンは 6 システイン残基を共有しているが、
チレニアイガイ Mytilus galloprovincialis 及びマガキ
Crassostrea gigas では 8 システイン残基を保存してい
る（Mitta et al., 1999b, 2000a; Gueguen et al., 2006）。
ジスルフィド架橋パターンは昆虫ディフェンシンと基
本的に類似し（Fig. 1B）、αヘリックス並びに 2 個の
逆平行βストランドから構成されたαββ構造モチ
ーフ及び CS αβモチーフが保存されている（Yang et 
al., 2000; Gueguen et al., 2006）。主として、グラム陽
性細菌に対して抗菌活性を示す。
ダニ、サソリ及びムール貝等に由来する分子は、上
記ディフェンシンと類似するシステイン残基モチー
フを示すが、N 末端側のアミノ酸配列は FDNPFGC、
YENPYGC、TAHVDLVC、ASGC、SIVPIR、SC、
SHAC及び PHVC等から構成され、著しい変異を示す
（Lai et al., 2004; Zhou et al., 2007; Ceraul et al., 2007; 
Ehret-Sabatier et al., 1996; Rodriguez de la Vega et al., 
2004; Mitta et al., 1999a）。これらの分子はシステイン
残基モチーフに基づきディフェンシンと考えられてい
るが、高次構造の解析は行われていない。
チレニアイガイ等から、グラム陽性及び陰性細菌
に対して抗菌活性を示す 5 種類の mytilin が分離され
ている。mytilin は 8 システイン残基を共有している
が、軟体動物ディフェンシンのシステイン残基モチー
フ（Fig. 1B）とは相違を示す（Mitta et al., 2000b）。
しかし、mytilin の高次構造解析の結果は（PDB ID: 
2EEM）、αヘリックスとβストランドの間に 3 対の
ジスルフィド架橋が形成される点を除いて、ジスルフ
ィド架橋パターン (C1-5, C2-6, C3-7, C4-8) 並びに α
ββ構造モチーフにおいて、8 システイン残基を保存
した軟体動物ディフェンシン（Fig. 2B, Fig.3B）と高
い類似性を示す（Roch et al., 2008）。

1.3. 線形動物ディフェンシン (Nematoda defensins)
ブタカイチュウ Ascaris suumから ASABF（Ascaris 

suum antibacterial factor） と 名 付 け ら れ た 6 種 類
のディフェンシンが、またモデル生物としての
Caenorhabditis elegans から abf（antibacterial factor）
と名付けられた 6 種類のディフェンシンが、それぞ
れ発見されている（Kato and Komatsu, 1996; Kato et 
al., 2002; Andersson et al., 2003; Pillai et al., 2003; 
Zhang and Kato, 2003）。これらの分子は、8システイ
ン残基を共有しており、その N 末端及び C 末端のア
ミノ酸残基数及び構成は各分子の間で著しい変異を示
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す。ASABF- αは、１個のαヘリックス並びに 2 個
の逆平行βストランドから構成されたαββ構造モ
チーフ、ジスルフィド架橋パターン及び CS αβモチ
ーフを保存している（PDB ID: 2D56）。ASABF-α は
グラム陽性細菌に対して強い抗菌活性を、グラム陰性
細菌と酵母菌に対して弱い抗菌活性を示す（Zhang et 
al., 2000）。

2. βαββ構造モチーフから構成されるディフェンシン
2.1. 植物ディフェンシン (plant defensins)
植物ディフェンシンは 45 ～ 54 アミノ酸残基から
構成され、8 システイン残基を共有し、特徴的なシス
テイン残基モチーフ並びにジスルフィド架橋パター

ン（C1-C8, C2-C5, C3-C6, C4-C7）を示す（Fig. 1C, 
2C）。αヘリックス及び 3 個の逆平行βストランド
から構成されたβαββ構造モチーフ及び CS α β モ
チーフが保存されている（Thomma et al., 2002）。シ
ロイヌナズナ Arabidopsis thaliana では、植物ディフ
ェンシンに類似する配列がゲノムから探索され、300
を超える遺伝子が検索され、それらの遺伝子から推定
されるアミノ酸配列は 6、8 或いは 10 システイン残基
を含むアミノ酸から構成され、配列の約 80% に CSα
βモチーフ或いはγ -core モチーフが保存されている
（Silverstein et al., 2005）。植物ディフェンシンは、主
として菌類に対して抗菌活性を示す。

A 

 

 

B   1FJN           2B68                      1ZFU 

              

 

Fig. 3.　A. 軟体動物及び菌類に由来するディフェンシンのアミノ酸配列。チレニアイガイMytilus galloprovincialis (P80571)、マ
ガキ Crassostrea gigas (Q4GWV4)及びクロチャワンタケ Pseudoplectania nigrella (Q53I06)のアミノ酸配列におけるα
ヘリックス（ボックス）、2個のβストランド（下線）及びシステイン残基（C）の位置関係を示す。3或いは 4対ジス
ルフィド架橋の中で、特にαヘリックスとβストランドを結合する 2対のジスルフィド架橋（棒線）は CSαβモチー
フとして特徴づけられる。他のジスルフィド架橋は点線で示した。　B.　軟体動物及び菌類に由来するディフェンシンの
立体構造。チレニアイガイ (1FJN)、マガキ (2B68)及びクロチャワンタケ (1ZFU)のディフェンシン骨格は右らせん構造
のαヘリックス、逆平行の平面構造βストランド及びループから構成され（上段）、骨格にアミノ酸側鎖を加えて図示
した（下段）。1FJN、2B68及び 1ZFUは立体構造データバンクのアクセッション PDB ID番号。
A. Alignment of amino acid sequences of the defensins from mollusk and fungus.  Positions of α-helix (boxes), two β
-strands (underline) and the motif of cysteine residues (C) are represented in the amino acid sequences of the defensins 
from Mytilus galloprovincialis (P80571), Crassostrea gigas (Q4GWV4) and Pseudoplectania nigrella (Q53I06).  In 3 or 
4 pairs of disulfide bridges between cysteine residues, two pairs of the disulfide bridges (lines) linked between the α-helix 
and the β -strand are characterized as a CSαβ-motif. The other disulfide bridges are shown with dotted lines.  B. Three-
dimensional structures of the defensins from mollusk and fungus.  The scaffold of the defensins from M. galloprovincialis 
(1FJN), C. gigas (2B68) and P. nigrella (1ZFU) consists of an α-helix with a right-handed coiled conformation, two 
antiparallel β -strands and loops (upper figures) and are also shown with branched chains of amino acids (lower figures). 
The numbers (1FJN, 2B68 and 1ZFU) are accession PDB ID.
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2.2. 他生物から由来するβαββ構造モチーフを保存
したディフェンシン
キイロショウジョウバエの drosomycin（Landon et 

al, 1997）は 8 システイン残基から構成され、植物デ
ィフェンシンに類似するシステイン残基モチーフ並び
にジスルフィド架橋パターン（C1-C8, C2-C5, C3-C6, 
C4-C7）を示し（Fig. 1C）、βαβ β 構造モチーフ及
び CS αβモチーフを保存しており（Fig. 2C）、菌類
に対する抗菌活性を示す。しかも、drosomycin と類
似する 6 種類の遺伝子が同じ染色体上に重複遺伝子群
を形成しており、それらのアイソフォームは異なる抗
菌類活性を示す（Yang et al., 2006; Tian et al., 2008）。
最近、ヒトから drosomycin に類似するディフェンシ
ン（drosomycin-like defensin: DLD）が単離された。
DLD は 6 システイン残基モチーフを保存し、皮膚で
発現しており、菌類に対する抗菌活性を示す。DLDは
βαββ構造モチーフを共有するディフェンシンとの
分子系統解析に基づき、植物ディフェンシン及び下記
に記載する鱗翅目（チョウ目）昆虫に由来するディフ
ェンシンと比較して、drosomycin とより密接な分子系
統の類縁関係が示唆されている（Simon et al., 2008）。
鱗翅目昆虫から 6 システイン残基を保存する

heliomicin（Lamberty et al., 1999, 2001a）、ARD1
（Landon et al., 2004a）、galiomicin（Lee et al., 2004) 
及 び Gm defensin-like peptide（ Cytrynska et al., 
2007）が知られている。これらの分子は、アミノ酸配
列一次構造に基づき比較すれば昆虫ディフェンシンと
類似するシステイン残基モチーフを示す。しかし、高
次構造に基づき比較すればαββ構造モチーフから
構成される昆虫ディフェンシンと明確な相違を示し、
分子の N 末端側アミノ酸配列はβストランドを構成
し（PDB ID: 1I2U, 1OZZ）、植物ディフェンシン及び
drosomycin に類似するβαββ構造モチーフを保存
している（Lamberty et al., 1999, 2001a; Landon et al., 
2004）。しかも、これらの分子はグラム陽性細菌に対
して抗菌活性を示す昆虫ディフェンシンと異なり、植
物ディフェンシン及び drosomycin と類似して菌類に
対して抗菌活性を示す。

3. αβββ構造モチーフから構成されるディフェンシ
ン及び派生分子
脊椎動物から、構造の異なるβ、α及びθの三種
類のディフェンシンが明らかにされている（Selsted & 
Ouellette, 2005; Semple et al., 2006）。β、α 及び θ
ディフェンシンは 6システイン残基を共有しているが、
ジスルフィド架橋パターン（Fig. 1D, 1E, 1F）並びに
高次構造の相違に基づいて区分されている（Fig. 2D, 
2E, 2F）。
β、α及びθディフェンシンはグラム陰性細菌、
グラム陽性細菌、菌類、原虫及びウイルス等に対す

る抗菌活性・不活化活性を示すことが知られてい
る。脊椎動物は自然免疫に加え獲得免疫（adaptive 
immunity）を備えており、哺乳類のディフェンシンは
獲得免疫を誘導する機能も担っている（Chertov et al., 
2000）。

3.1. βディフェンシン（β -defensins）
βディフェンシンは、ジスルフィド架橋パターン

（C1-C5, C2-C4, C3-C6）を共有し（Fig. 1D）、α ヘ
リックス、3 個の逆平行βストランド及びループか
ら構成されるαβββ構造モチーフを保存してい
る（Bauer et al., 2001; Hoover et al., 2001; Landon 
et al., 2004b; Zou et al., 2007）。β ディフェンシンは
positive selection を受けており、特にループ及び α
ヘリックスのアミノ酸構成において多様な変異を生じ
る原因と推察されている（Semple et al., 2006）。β デ
ィフェンシンは哺乳類（Semple et al., 2005, 2006）、
鳥類（Lynn et al., 2007; van Dijk et al., 2008）及び魚
類（Zou et al., 2007）から発見されており、β ディフ
ェンシン遺伝子群は染色体上に局在した遺伝子座を示
す。このように、βディフェンシンは魚類、鳥類及び
哺乳類へと派生する脊椎動物の系統進化において広く
保存されている分子である。

3.2. βディフェンシンから派生した分子： α ディフ
ェンシン（α -defensins）
αディフェンシンはβディフェンシンと異なるジス
ルフィド架橋パターン（C1-C6,C2-C4,C3-C5）を示し
（Fig. 1E）、αヘリックスを欠き、逆平行 β ストラ
ンド及びループから構成されるβββ構造モチーフ
を共有している（Fig. 2E）。αディフェンシンは、ヒ
ト、マウス、アカゲザル、ラビット、モルモット及び
ラット等の哺乳類からのみ発見されている（Xie et al., 
2005）。αディフェンシン遺伝子はβディフェンシン
遺伝子と染色体上に隣接した遺伝子座を示し、βディ
フェンシンの遺伝子重複と多様化により派生した分子
と推定されている（Selsted & Ouellette, 2005; Semple 
et al., 2006）。βディフェンシンと α ディフェンシン
の遺伝子数は、ヒトでは 39 と 10、マウスでは 52 と
6, フクロネズミでは 32 と 1、ニワトリでは 13 と 0 で
ある（Belov et al., 2007）。

3.3. αディフェンシンから派生した分子： θ ディフ
ェンシン（θ -defensins）
θディフェンシンは旧世界ザル及びオラウータンか
ら発見されており、2 個の逆平行βストランドから
構成されるββ構造モチーフを保存し、3 対のジス
ルフィド架橋パターン（C1-C6, C2-C5, C3-C4）を有
する特異的な環状構造を示す（Fig. 1F, 2F）。2 種類の
αディフェンシン前駆体はスプライシングにより 2 種
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類の配列を生じ、それらはライゲーションにより環状
構造が構築される（Tang et al., 1999; Leonova et al., 
2001; Trabi et al., 2001）。

ディフェンシンの構造特性に基づく起源の推定
ディフェンシンは多細胞生物に広く保存され、1 個
のαヘリックス、2 ～ 3 個の逆平行βストランドか
ら形成されたβシート及びループから構築され、分
子内にシステイン残基を保有し、システイン残基間の
ジスルフィド架橋により高次構造を安定化させる基本
構造を保存している。①αββ構造モチーフから構
成されるディフェンシンは、節足動物、軟体動物及び
線形動物の無脊椎動物に主として保存されている。②
βαββ構造モチーフから構成されるディフェンシン
は、植物、昆虫及びヒトに保存されている。③α ββ
β構造モチーフから構成されるディフェンシンは、魚
類、鳥類及び哺乳類の脊椎動物に主として保存されて
いる。しかも、④αββ及びβαββ構造モチーフ
を保存したディフェンシンは、菌類からも発見されて
いる（Mygind et al, 2005; Zhu 2008）。すでに記載した、
昆虫、節足動物、軟体動物、線形動物及び植物に由来
するディフェンシン名は、各生物に主として保存され
ているため簡便的に命名されている。しかし、ディフ
ェンシンは分子進化により発達した分子であり、分子
データの類似性から得られる分子系統と従来の表現形
質に基づく生物系統との関連は必ずしも一致しない。
特に、βαββ構造モチーフから構成されるディフェ
ンシンは、生物の系統進化から判断すれば植物、昆虫、
ヒト及び菌類のように著しく遠縁の種に保存されてい
る。
これらのディフェンシンが共通の祖先から分子進化
してきたかどうか、その起源を推定する研究も行われ
ている。分子系統解析はアミノ酸配列或いはヌクレオ
チド配列の一次構造に基づき、分子系統の類縁関係の
推定に広く用いられている。同時に高次構造の類似性
に着目することによって、より根拠の高い類縁関係の
推定が可能となる。ディフェンシンの構造特性に基づ
いて、無脊椎動物及び植物に由来する各ディフェンシ
ンは構造モチーフ（αββ、βαββ）及びジスルフ
ィド架橋パターンにおいて異なるが、次項で記述する
菌類に由来するディフェンシンを含めて、CS α β モ
チーフ（Fig. 2A, 2B, 2C, Fig. 3A）を共通に保存して
いる。この共通性に着目して、菌類、無脊椎動物及び
植物に由来するディフェンシンは CS αβモチーフを
保存したより大きなグループとして考えられている。
脊椎動物のβディフェンシンはαβββ構造モチー
フを備え（Fig. 2D）、αヘリックスとβストランド
のジスルフィド架橋パターンにおいて CS αβモチー
フと差異を示す。しかし、βディフェンシンはαデ
ィフェンシンと比較して昆虫ディフェンシンとより高

い一次構造の類似性を示すこと、また CS αβディフ
ェンシンとβディフェンシンは全体的な高次構造の類
似性を示すこと等に基づいて、共通の祖先を有する可
能性が考察されている（Hughes, 1999; Thomma et al., 
2002; Aerts et al., 2008）。βββ 構造モチーフを保存
するαディフェンシンはαβββ構造モチーフを保
存するβディフェンシンから、ββ構造モチーフを
保存する環状構造のθディフェンシンはαディフェ
ンシンから哺乳類進化の途上で派生してきた分子であ
る。ディフェンシンの分子進化を考えるうえで、αβ
β、βαββ及びαβββ構造モチーフを保存した
ディフェンシンを比較対象としなければならない。次
に述べる菌類に由来するディフェンシンが新規に構造
決定されたことで、より根拠の高い推定がディフェン
シンの分子進化に対して可能となった。

子嚢菌類から分離された菌類ディフェンシン
（Fungus defensins）

子嚢菌クロチャワンタケから分離されたプレクタシ
ンの研究（Mygind et al, 2005）により、次のことが
明らかにされた。前駆体プレクタシンは、分泌のため
に必須の 23 アミノ酸残基のシグナルペプチド及び 32
アミノ酸残基のプロペプチドを含み、成熟プレクタシ
ンは 40 アミノ酸残基から構成される。このプレクタ
シンのアミノ酸配列は 6 種類の節足動物及び軟体動物
ディフェンシンと比較され、アミノ酸配列の類似性が
確認された。NMR を用いた高次構造解析から、プレ
クタシンはαヘリックス並びに 2 個の逆平行βスト
ランドから構成されること、6 システイン残基の間で
3 対のジスルフィド架橋が存在すること、αββ及び
CS αβモチーフが保存されていること等が明らかに
された。その高次構造は 8 システイン残基の間でジス
ルフィド架橋を有する軟体動物のチレニアイガイディ
フェンシン (P80571) と高い類似性を示した。上記の
データに基づき、節足動物、軟体動物及び菌類に由来
するディフェンシンは分子進化において共通の祖先を
有する可能性が示唆された。
本総説では、NMR 解析により高次構造が明らかと
なっている軟体動物及び菌類に由来する 3 種類のディ
フェンシンについて、αへリックスと 2 個のβスト
ランドを構成するアミノ酸残基及びシステイン残基の
ジスルフィド架橋について位置関係をアミノ酸配列一
次構造で示し、特に CS αβモチーフの特徴として N
末端側のαへリックスと C 末端側のβストランド
を結合する 2 対のジスルフィド架橋を図示した（Fig. 
3A）。これらのディフェンシンが、高次構造の高い類
似性を保存していることを理解するため、タンパク質
PDBデータバンクに収録されているデータを立体構造
解析ソフト MOLMOLにより処理し、各分子の高次構
造を表示した（Fig. 3B）。
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バイオインフォマティクスによるデータ解析
本総説では、節足動物、軟体動物及び菌類に由来す
るディフェンシンについてより理解を深めるため、文
献、タンパク質及び DNA の各データバンクからディ
フェンシンを検索し、節足動物 13 種 20 分子、軟体動
物 4 種 9 分子及び菌類 3 種 4 分子のアミノ酸配列をバ
イオインフォマティクスによる解析対象とした。菌類
の Aspergillus clavatus と Aspergillus terreus に由来す
る 3 種類のディフェンシンは、ゲノムデータバンクか
ら探索されたプレクタシンと類似性の高い配列である
（Zhu 2008)。昆虫、節足動物、軟体動物及び線形動物
等に由来する多数のディフェンシンは、6 ～ 8 システ
イン残基、ジスルフィド架橋パターン及び CS α β モ
チーフを共有する無脊椎動物ディフェンシンの大きな
グループに含まれると考えられるが、アミノ酸残基数
及び構成において著しい変異を示す。特に、cDNA の
構造解析から導かれたアミノ酸配列は、一次構造のシ
ステイン残基モチーフを根拠としてディフェンシンに
区分されている。しかし、必ずしも高次構造並びに抗
菌活性について解析されていない。生物界からシステ
イン残基を保存した機能の異なる多様な分子が広く発
見されているので、ディフェンシンの N 末端配列、分
子量及び等電点等を考慮して、本総説では類似性の高
いディフェンシンに限定して解析を行った。
節足動物、軟体動物及び菌類に由来するディフェン
シンの化学的性質を知るため、各分子の等電点（pI）
並びに平均分子量（MW）の理論値について解析ツ
ールを用いて計算した。次にマルチプルアライメン
ト（多重配列整列）解析のため、Clustal W の Protein 
Weight Matrix として Gonnetの設定により解析を行っ
た。これらの結果を Table 2 にまとめた。
全分子の等電点は pI 7.71 から 9.69 の範囲にあ
り、各生物種の中性及び弱酸性の体液中ではプラス
に荷電する抗菌ペプチドの特性を示した。平均分子
量は 4kDa であり、チレニアイガイ由来の 3 種類の
ディフェンシンは C 末端に伸長鎖をもつため 6.9kDa
である。2 システイン残基のチオール基の間でジス
ルフィド結合すると、水素 2 元素が失われる（R-SH 
+ HS-R = R-S-S-R + 2H）。計算された平均分子量に
は、3 或いは 4 対のジスルフィド結合による水素（質
量 1.007825）の 6或いは 8元素を失うことが反映され
ていない。そのため、平均分子量から 6.04695 或いは
8.0626 を減算すれば、TOF-MS 及び ESI-MS 等の質
量分析計で得られる実測値 [M + H]+ と近似の値を示
す。Mytilus edulisに由来するディフェンシン（P81610, 
P81611）は解析できなかった不明のアミノ酸残基（X）
を含むため、それらの実測値（4392.4 及び 4314.3）
と Table 2 に表記した平均分子量から 6.04695 を減算
しても近似しない。プレクタシンでは、計算されるモ
ノアイソトピック質量（4404.82）から 6.04695 を減

算すれば実測値（4398.80）と近似する。
マルチプルアライメント解析の結果から、6 システ
イン残基が解析した 33 の全分子において共通にアラ
イメントされた。8 システイン残基を有するチレニア
イガイ及びマガキのディフェンシンは、模式的に示
したジスルフィド架橋パターン (Fig. 1B) と矛盾なく
アライメントされた。6 システイン残基モチーフ、γ
-core モチーフ及び N 末端からギャップを含めて 2 番
目のグリシン残基（G）は 33 の全分子で共通に保存さ
れていた。N 末端から 4 番目のグリシン残基は acasin
及び Ixodes ricinusのディフェンシン以外の 29分子で、
8 番目のプロリン（P）は acasin 以外の 32 分子で保存
されていた。抗菌ペプチドの特徴であるリジン（K）、
アルギニン（R）及びヒスチジン（H）の等電点の高
い塩基性アミノ酸が分子内に多く、特に N末端から 2、
3 及び 4 番目のシステイン残基の領域に高い密度で配
列する傾向を示し、N 末端から 19 番目のヒスチジン
（H）は 2 種類の atesin を除いた 31 分子で保存されて
いた。アミノ酸配列は、近縁の生物種で同じアミノ酸
残基が保存される傾向を示したが、分子間で著しい変
異も示した。
ディフェンシンはシグナルペプチド、プロペプチド
及び成熟ディフェンシンの各ドメインから構成された
前駆体ペプチドとして m-RNA から翻訳される。シグ
ナルペプチド及びプロペプチドから構成されるプレ
プロ領域はプロテアーゼにより切断され、成熟ディフ
ェンシンが抗菌ペプチドとして機能を果たす。節足動
物、軟体動物及び菌類に由来するディフェンシンにつ
いて、プレプロ領域を Table 1 に示し、ディフェンシ
ン領域を Table 2 に示した。最初に、Table 2 に示し
たディフェンシン領域を対象として分子系統解析を行
った。MEGA ver. 4（Kumar et al., 2008）を用いて、
33 分子のマルチプルアライメント解析結果に基づいて
近隣接合法により分子系統解析を行い、同時にブート
ストラップ解析も併用し、Substitution Model として
p-distance により分子系統樹の推定を試みた（Fig. 4）。
分子系統樹から、4 種類の菌類ディフェンシン及びム
ール貝 Mytilus 属に由来する 5 種類のディフェンシン
はそれぞれ分岐グループを構成し、高い分子系統の類
縁関係を示した。一方、カキ Crassostrea viruginica 
と C. gigas に由来する 4 種類のディフェンシンは異な
る分岐を示した（Fig. 4）。このことは Table 2 から明
らかなように、種間でアミノ酸構成が著しく相違する
ためと推察される。菌類ディフェンシンは、トンボ、
サソリ、クモ及びダニに由来する節足動物ディフェン
シンと比較して、二枚貝に由来する軟体動物ディフェ
ンシンとより高い分子系統関係が示唆された。
次に、プレプロ領域を含むディフェンシンの翻訳領
域（ORF）を対象として分子系統解析を行った。トン
ボ、サソリ、二枚貝及び菌類の一部はプレプロ領域に
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ついて未解明なので、それらの分子を除外し、クモ、
ダニ、二枚貝及び菌類に由来する 23 分子を解析対象
とした。プレプロ領域において、菌類に由来するプレ
クタシンは長いアミノ酸配列を示し、二枚貝とダニで
は大きなギャップを生じ、菌類の顕著な特性を示した
（Table 1）。プロペプチド領域の C 末端はプロテアー
ゼ切断部位であり、そのアミノ酸残基はダニではアル
ギニン・アルギニン（RR）、クモ及び二枚貝ではアラ
ニン（A）、菌類ではリジン・アルギニン（KR）であり、
由来する生物種のディフェンシンの間で明確な相違を
示した（Table 1）。ORF から推定される分子系統樹は

（Fig. 5）、ディフェンシン領域を解析対象として推定
された分子系統樹（Fig. 4）と全体的に類似しており、
菌類の ORF はクモ及びダニと比較して、軟体動物と
より密接な分子系統関係を示した。ブートストラップ
値は全体的に高く、これはプレプロ領域にアミノ酸置
換が少なく、アミノ酸配列が分子系統において保存さ
れていることを示唆している。一方、微生物との攻防
に機能を果たすディフェンシン領域では、システイン
残基モチーフを除いて、アミノ酸配列に変異が蓄積し
ていることを示唆している。
子嚢菌は菌界に属し、動物界である軟体動物及び節
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Fig. 4.　節足動物、軟体動物及び菌類に由来するディフェンシン領域を解析対象とした分子系統樹。MEGA (ver. 4）
を用いて p-distance及び 1000回のブートストラップにより近隣接合法により推定された。
Phylogenetic tree of the defensins from arthropods, mollusks and fungi, which are constructed by the 
neighbor-joining method with p-distance and 1000 bootstrap replicates by using the MEGA software package 
(ver. 4).
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Table 1.　節足動物、軟体動物及び菌類に由来するディフェンシンのプレプロ領域アミノ酸配列
Amino acid sequences of prepro-regions of the defensins from arthropods, mollusks and fungus

生　物      学  名   AN1) プレプロ領域のアミノ酸配列
Organisms   Scientific names Amino acid sequences of prepro-regions
ク　モ Argiope spp AAWO1792 M----CVTFIMALSYP-----------------------------------PLVDA

ダ　ニ Boophilus microplus Q86LE4 M-RGIYICLXFVLXCGLVSGLADVPAES-------------------EMAHLRVRR

Ixodes scapularis Q5Q979 M-RVIAVTLIALLVAGALMTSSAQEEEN-------------------QVAHVRVRR

Ixodes ricinus Q7YXK5 M-KVLAVSLAFLLIAGLISTSLAQNEEGG------------------EKELVRVRR

Ixodes ricinus A0T093 M-KVLAVSLAFLLIAGLISTSLAQNEEGG------------------EKELVRVRR

Ixodes ricinus Q2HYY9 M-KVLAVSLAFLLIAGLISTSLAENDEGG------------------EKELVRVRR

Amblyomma americanum A0F088 M-KVLAVAFIFVLVAGLVSTADE-EDKS-------------------QVPLVRVRR

Haemaphysalis longicornis A4GUC3 M-KVFSALFLVGLLLAFLAFAAGDEEDS-------------------SKPLVRVRR

Haemaphysalis longicornis Q58A47 M-KVLAVALIFVLVAGLFCTAAAQDDES-------------------DVPHVRVRR

Dermacentor variabilis Q86QI5 M-RGLCICLVFLLVCGLVSATAAAPAES-------------------EVAHLRVRR

Dermacentor andersoni A0SXP6 M-RGLCICLVFLLVCGLVSATAAAPAES-------------------EVAHLRVRR

Ornithodoros moubata Q9BLJ3 MNKLFIVALVVALAVATMAQEVHNDVEE--------------------QSVPRVRR

Ornithodoros moubata Q9BLJ4 MNKLFIVALVVALAVATMAQEVHDDVEE--------------------QSVPRVRR

Ornithodoros moubata Q8MY08 MNKLFIVALVLALAVATMAHEVYDDVEE--------------------PSVPRVRR

Ornithodoros moubata Q8MY07 MNKLFIVALVLALAVATMAHEVHDDIEE--------------------PSVPRVRR

Argas monolakensis Q09JE6 MNKSLVIVLVLAIAVAATTAQSVDEPE---------------------RSHGRVRR

Argas monolakensis Q09JJ7 M-KYLAV-LVFLLISSTVQVSAQDDDGDD------------------DAALTRVRR

二枚貝 Mytilus galloprovincialis Q9U6U0 M-KAVFVLLVVGLCIMMM---------------------------------DVATA

Mytilus galloprovincialis Q9Y0A9 M-KAAFVLLVVGLCIMT----------------------------------DVATA

Crassostrea gigas Q4GWV4 M-KVFVLLTLAVLLMVSA---------------------------------DMAFA

Crassostrea gigas Q20A06 ------LLTLAVLLMVSA---------------------------------DMAFA

Crassostrea gigas Q20A05 ------LFTLVVLLMVSA---------------------------------DMAFA

子嚢菌 Pseudoplectania nigrella Q53I06 M-QFTTILSIGITVFGLLNTGAFAAPQPVPEAYAVSDPEAHPDDFAGMDANQLQKR
1) タンパク質データバンクのアクセッション番号　1) Accession number of protein data banks.

Table 2.　節足動物、軟体動物及び菌類に由来するディフェンシン
　Defensins from arthropods, mollusks and fungi

生物     学  名  AN1) ディフェンシン領域のア ミ ノ 酸 配 列 等電点 2) 分子量 3) 文献
Organisms Scientific names Amino acid sequences of defensins pI MW References
トンボ Aeschna cyanea P80154 -GFGC--PLDQMQ--CHRHCQTITGRSGGYCSG-PLKLTCTCYR----- 8.68 4179.83    1)
サソリ Leiurus quinquestriatus P41965 -GFGC--PLNQGA--CHRHCRSIR-RRGGYCAG-FFKQTCTCYRN---- 9.69 4325.97    2)

Androctonus australis P56686 -GFGC--PFNQGA--CHRHCRSIR-RRGGYCAG-LFKQTCTCYR----- 9.69 4211.87    3)
ク　モ Argiope spp AAWO1792 -GFGC--PFCQGE--CNLHCKHVVKARGGFCTG-AFKQTCKCNR----- 9.03 4136.85    -
ダ　ニ Boophilus microplus Q86LE4 -GFGC--PFNQGA--CHRHCRSIR-RRGGYCAG-LIKQTCTCYRN---- 9.69 4291.96    4)

Ixodes scapularis Q5Q979 -GFGC--PFDQGA--CHRHCQSI-GRRGGYCAG-FIKQTCTCYHN---- 8.68 4237.77    5)
Ixodes ricinus Q7YXK5 GGYYC--PFFQDK--CHRHCRSF-GRKAGYCGG-FLKKTCICVMK---- 9.42 4497.35    6)
Ixodes ricinus A0T093 GGYYC--PFFQDK--CHRHCRSF-GRKAGYCGG-FLKKTCICV------ 9.27 4237.98    6)
Ixodes ricinus Q2HYY9 GGYYC--PFRQDK--CHRHCRSF-GRKAGYCGG-FLKKTCICV------ 9.46 4247.00    -
Amblyomma americanum A0F088 -GFGC--PFNQYQ--CHSHCLSI-GRRGGYCGG-SFKTTCTCYN----- 8.66 4054.55    7)
Haemaphysalis longicornis A4GUC3 -GFGC--PFDERA--CHAHCQSV-GRRGGYC-G-NFRMTCYCYKN---- 8.66 4195.75    8)
Haemaphysalis longicornis Q58A47 -GFGC--PLNQGA--CHNHCRSI-GRRGGYCAG-IIKQTCTCYRK---- 9.38 4130.79    9)
Dermacentor variabilis Q86QI5 -GFGC--PLNQGA--CHNHCRSIR-RRGGYCSG-IIKQTCTCYRN---- 9.43 4231.85   10)
Dermacentor variabilis A0SXP6 -GFGC--PLNQGA--CHNHCRSIR-RRGGYCSG-IIKQTCTCYRN---- 9.43 4231.85    -
Ornithodoros moubata Q9BLJ3 -GYGC--PFNQYQ--CHSHCSGIRGYKGGYCKG-TFKQTCKCY------ 9.04 4174.75   11)
Ornithodoros moubata Q9BLJ4 -GYGC--PFNQYQ--CHSHCRGIRGYKGGYCTG-RFKQTCKCY------ 9.24 4271.87   11)
Ornithodoros moubata Q8MY08 -GYGC--PFNQYQ--CHSHCSGIRGYKGGYCKG-LFKQTCNCY------ 8.86 4172.73   12)
Ornithodoros moubata Q8MY07 -GFGC--PFNQYE--CHAHCSGVPGYKGGYCKG-LFKQTCNCY------ 8.30 4068.62   12)
Argas monolakensis Q09JE6 -GYGC--PFNQYE--CHNHCKGVPGYKGGYCDG-FLKMTCRCY------ 8.30 4200.80    -
Argas monolakensis Q09JJ7 -GFGC--PFNQGA--CHRHCQSI-GRKGGYCSG-LFKQTCTCYRH---- 9.15 4209.80    -

二枚貝 Mytilus edulis P81610 -GFGC--P-NDYP--CHRHCKSIPGRXGGYCGG-XHRLRCTCYR----- 9.15 4151.16   13)
Mytilus edulis P81611 -GFGC--P-NDYP--CHRHCKSIPGRYGGYCGG-XHRLRCTC------- 8.92 3883.64   13)
Mytilus galloprovincialis P80571 -GFGC--P-NNYQ--CHRHCKSIPGRCGGYCGG-WHRLRCTCYRCGGRR 7.73 6919.71   14), 15)
Mytilus galloprovincialis Q9U6U0 -GFGC--P-NNYA--CHQHCKSIRGYCGGYCAS-WFRLRCTCYRCGGRR 7.71 6968.82   16)
Mytilus galloprovincialis Q9Y0A9 -GFGC--P-NNYA--CHQHCKSIRGYCGGYCAG-WFRLRCTCYRCGGRR 7.71 6938.80    -
Crassostrea virginica P85008 -GFGC--PWNRYQ--CHSHCRSI-GRLGGYCAG-SLRLTCTCYRS---- 9.18 4270.89   17)
Crassostrea gigas Q4GWV4 -GFGC--PGNQLK--CNNHCKSIS-CRAGYCDAATLWLRCTCTDCNGKK 8.73 4642.35   18)
Crassostrea gigas Q20A06 -GFGC--PRDQYK--CNSHCQSI-GCRAGYCDAVTLWLRCTCTDCNGKK 8.50 4763.44   19)
Crassostrea gigas Q20A05 -GFGC--PGDQYE--CNRHCRSI-GCRAGYCDAVTLWLRCTCTGCSGKK 8.51 4677.35   19)

子嚢菌 Pseudoplectania nigrella Q53I06 -GFGCNGPWDEDDMQCHNHCKSIKGYKGGYC-A-KGGFVCKCY------ 7.77 4407.99   20)
Aspergillus clavatus Acasin -GWSC-GFFGGNDEPCHQHCKSIRGYRGGYC-K-FGG-ICKCY------ 8.64 4222.80   21)
Aspergillus terreus Atesin-1 -GYGC--PNDYS---CSNYCSSI-GRNGGYCGG-FLWQTCKCNEKK--- 8.30 4164.62   21)
Aspergillus terreus Atesin-2 -GYGC--PNDYA---CSSYCSSI-GRNGGYCGG-FLWQTCKCNEKK--- 8.30 4121.59   21)

システイン残基モチーフ     C          C   C          C        C C

γ -core モチーフ                             G C        C
1) タンパク質データバンクのアクセッション番号。アミノ酸構成から計算される 2)等電点（pI）及び 3)分子量（Da）の理論値。M. galloprovincialis の 3種類ディフェンシンにつ
いて C末端伸長鎖のアミノ酸配列は省略、データバンクを参照。
1) Accession number of protein data banks.  2) Isoelectric point (pI) and 3) molecular weight (Da) calculated from amino acid sequences.  C-terminal amino acid sequences of M. 
galloprovincialis are omitted from this table.  Please refer to protein data banks for additional sequences.
文献（References）: 1) Bulet et al., (1992), 2) Cociancich et al., (1993), 3) Ehret-Sabatier et al., (1996), 4) Fogaca et al., (2004), 5) Hynes et al., (2005), 6) Rudenko et al., (2005), 7) 
Todd et al., (2007), 8) Zhou et al., (2007), 9) Tsuji et al., 2007, 10) Ceraul et al., (2003), 11) Nakajima et al., (2001), 12) Nakajima et al., (2002), 13) Charlet et al., (1996), 14) Mitta et 
al., (1999b), 15) Yang et al., (2006), 16) Mitta et al., (2000a), 17) Seo et al., (2005), 18) Gueguen et al., (2006), 19) Gonzalez et al., 2007, 20) Mygind et al., (2005), 21) Zhu, S. (2008)
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足動物から系統進化において遠く離れた生物である。
菌類ディフェンシンが軟体動物及び節足動物に由来す
るディフェンシンと高い分子系統関係を示すことか
ら、菌類と動物の分岐する以前に共通の祖先をもつ遺
伝子から分子進化してきたことが推察される。軟体動
物及び節足動物へ系統的に派生する他の生物門の種に
おいて、ディフェンシンは現在のところ構造決定され
ていない。これらの生物からディフェンシンが新規に
構造決定されたならば、それらの分子を加え、より総
合的な分子系統解析が期待できる。

Zhu（2008）は、プレクタシンに類似する 25分子の
配列を菌類ゲノムから探索し、ⅰ）プレクタシンと類
似するファミリーⅠの分子は節足動物・軟体動物ディ
フェンシンと、ⅱ）ファミリーⅡの分子は昆虫ディフ
ェンシンと、ⅲ）ファミリーⅤの分子は植物ディフェ
ンシン及び drosomycin と、それぞれ高い類似性を示

すことを一次構造から推定した。また Zhu（2008）は、
CS αβモチーフを保存したディフェンシンのルーツ
を生物の系統進化との関連において、コンピュータモ
デリングにより解析した高次構造に基づいて推定して
いる。この仮説に従えば、菌類は、１）αββ構造モ
チーフを保存した節足動物・軟体動物ディフェンシン、
２）進化した昆虫から発見されているαββ構造モ
チーフを保存した昆虫ディフェンシン、３）植物、昆
虫及びヒトから発見されているβαββ構造モチー
フを保存したディフェンシンを保有していることにな
る。更に Zhu（2007）は、プレクタシンに類似する配
列を細菌ゲノムから探索し、4 システイン残基を保存
した配列に基づきコンピュータモデリングによる高次
構造をプレクタシンと比較し、粘液細菌の配列が菌類、
無脊椎動物及び植物の CS αβモチーフを保存したデ
ィフェンシンの共通祖先と推定している。これら Zhu

 

Fig. 5.　節足動物、軟体動物及び菌類に由来するプレプロ領域を含むディフェンシン翻訳領域（ORF）を解析対象と
した分子系統樹。MEGA (ver. 4) を用て p-distance及び 1000回のブートストラップにより近隣接合法によ
り推定された。
Phylogenetic tree of open reading frames (ORFs) of the defensins from arthropods, mollusks and fungi, 
which are constructed by the neighbor-joining method with p-distance and 1000 bootstrap replicates by using 
the MEGA software package (ver. 4).



Defensins as host defense molecules against microbes: the characteristics of the defensins from arthropods, mollusks and fungi

Bulletin of FFPRI, Vol.9, No.1, 2010

13

の一連の研究は、ゲノムデータバンクからコンピュー
タにより探索された配列なので、実験的に cDNA を単
離してリコンビナントペプチドを生合成し、高次構造
解析並びに抗菌活性の結果に基づき、抗菌ペプチドと
して実証することが望まれる。

節足動物、軟体動物及び菌類に由来する
ディフェンシンの遺伝子発現

抗菌ペプチド遺伝子は、異物に応答して遺伝子発現
の活性化が誘導されると広く認識されている。しかし
ながら、下記のように抗菌ペプチド遺伝子は異物・刺
激の種類と寄生体の感染等により特異的な発現を示
し、また常時発現している例もあり、必ずしも一様な
発現様式を示さない。
トンボ Aeschna cyanea では、コントロール個体の体
液から抗菌活性は検出されず、細菌注射によりディフ
ェンシン遺伝子の発現が誘導され、グラム陽性細菌に
対する抗菌活性が検出された（Bulet et al., 1992）。一
方、サソリ Leiurus quinquestriatus 及び Androctonus 
australis では、コントロール個体の体液から細菌に対
する抗菌活性が検出され、ディフェンシンを含む抗菌
ペプチド遺伝子は常時発現していた（Cociancich, et 
al., 1993; Ehret-Sabatier, et al., 1996）。
マダニ科において、フタトゲチマダニ Haemaphysalis 

longicornis では、LPS（リポ多糖）の注射により、中
腸及び唾液腺のディフェンシン遺伝子発現が活性化さ
れた（Zhou et al., 2007）。アメリカイヌカクマダニ
Dermacentor variabilis では、血球は体液ディフェン
シンの主要な発現組織であり、RNA 干渉によりその
発現は著しく減少した（Hynes et al., 2008）。中腸及
び脂肪体におけるディフェンシン（Q86QI5）は常時
弱い発現を示しており、細菌注射により 24 時間以降
に高い発現が誘導された（Ceraul et al., 2007）。アナ
プラズマ病の病原体 Anaplasma marginale に感染した
アメリカイヌカクマダニでは、RNA 干渉により血球、
中腸及び唾液腺のディフェンシン遺伝子発現は抑制さ
れ、このディフェンシン遺伝子の発現抑制により病原
体は増加せず、むしろ著しく減少した（Kocan et al., 
2008）。ライム病の病原体 Borrelia burgdorferi に感
染した Ixodes ricinus では、中腸においてディフェン
シン遺伝子の発現が高く誘導された（Rudenko et al., 
2005）。
ヒメダニ科において、Ornithodoros moubata では、

4 種類のディフェンシンアイソフォーム A、B，C 及
び D が存在する。コントロールにおいて、4 種類のア
イソフォーム遺伝子発現は中腸で、アイソフォーム D
の遺伝子発現は脂肪体で検出された。吸血或いは細菌
注射により、遺伝子発現は中腸及び血球（granulocyte）
に お い て 高 く 誘 導 さ れ た（Nakajima et al., 2001, 
2002, 2003）。

チレニアイガイでは、血球細胞においてディフェン
シン遺伝子は常時発現しており、物理的ストレス及び
ヒートショックにより遺伝子発現は活性化されたが、
細菌注射により遺伝子発現はむしろ低下した（Mitta 
et al., 1999b, 2000a）。
マガキでは、ディフェンシン（Q4GWV4）は外
套（mantle）の縁に抗菌活性が検出され、細菌を注射
しても遺伝子発現がより高く誘導されないことから、
常時発現している遺伝子と推定された（Gueguen et 
al., 2006）。一方、マガキの他種類のディフェンシン
（Q20A05）は血球で常時発現しており、細菌投与後
に遺伝子発現は血球において著しく減少し、鰓（gill）
及び外套ではむしろ増加した（Gonzalez et al., 2007）。
以上のように、節足動物及び軟体動物に由来するデ
ィフェンシン遺伝子は、細菌注射、吸血、病原体感染、
刺激或いは RNA 干渉等により遺伝子発現が誘導され
る場合、抑制される場合、或いは常時発現している場
合など種特異的な特性を示し、遺伝子発現は生物種の
組織、生物体の構造並びに生活様式との関連で相違す
る可能性が推察される。
クロチャワンタケにおいては、プレクタシンの遺伝
子発現に関する研究は行われていない。菌体構造並び
に分泌に必須のシグナルペプチドをもつ前駆体構造か
ら考察すると、プレクタシンは菌糸の細胞外へ外分泌
性されると推定される。プレクタシンは、ⅰ）常時発
現している遺伝子であるのか、ⅱ）菌糸及び子実体へ
感染する微生物に対して防御機能を担うのか、ⅲ）菌
糸の伸長に伴い競合する微生物を排除するのか、それ
ともⅳ）菌類は別種の微生物を分子認識できるメカニ
ズムを備えているのか、という疑問が生じる。プレク
タシンは、グラム陽性細菌に対して抗菌活性を示すこ
とから判断して、クロチャワンタケの生息環境では細
菌からの防御に機能を果たすと推定される。体腔及び
開放血管系を備えた軟体動物及び節足動物に対して、
菌糸及び子実体の菌体構造を考慮すると、菌類の抗菌
ペプチド遺伝子は常時発現しており、生合成された抗
菌ペプチドは外界へ分泌されて菌糸表面並びにその近
傍に防御バリアーを常時構築していると推定される。
また、動物と同じように菌類でも細菌に対して分子認
識を行い、細菌感染に連動した遺伝子発現の活性化が
誘導されるのか、大いに興味を抱かせる。即ち、異物
を認識し、抗菌ペプチドの活性化した遺伝子発現を誘
導する一連のメカニズムが、組織、体腔及び血管系の
分化に伴う生物体構造の発達と共に進化してきたかど
うか、このような問題が浮上する。菌類における抗菌
ペプチドに関する研究は、生物進化との関連において、
多細胞生物が備えている自然免疫における抗菌ペプチ
ド、異物認識タンパク質及び遺伝子発現の調節等につ
いて祖先型を明らかにする可能性を秘めている。
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おわりに
筆者らは、マツ材青変部から抽出される抗細菌活性
は青変菌の外分泌に由来すると推定している。広く概
観すると、抗菌ペプチド以外にも抗生物質、性フェロ
モン及び植物精油等のように抗菌活性を示す物質が知
られている。どの多細胞生物においても、生存を脅か
す生息環境の微生物フローラとの間で攻防の進化史を
必然的に歩んできたことを反映し、生物から産生され
る多様な分子が抗菌機能を備えている可能性も予測さ
れる。筆者らは、青変菌由来と推定される抗菌活性は、
遺伝子にコードされた抗菌ペプチドであるのか、或い
は遺伝子に直接コードされない物質であるのか、また
両方の分子による防御バリアーを構築しているものな
のか、それらの可能性を想定して研究を進めている。
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