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　本論文中では、アミノ酸配列は次の一文字または三文字で表記した。なお、

一文字表記はアミノ酸配列を示す場合のみに使用し、その他の場合は

三文字表記とした。
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序論

　刺胞動物のイソギンチャクは、刺胞と呼ぱれる小さな毒器官を触手だけでなく本体にも

無数に持っている。刺胞は小魚などの餌動物の捕獲に用いられるが、ウメボシイソギンチ

ャクなどクローン集団性の一部のイソギンチャクでは異クローン個体との闘争において

も有力な武器となっている。刺胞の大きさおよび形は、種類によりあるいは同種でも部位

により様々であるが、通常5μm－1mmの大きさで、球形、卵形または紡錘形をしている

　（Fig．1）。刺胞には管状の長い刺糸が巻き込まれており、物理的あるいは化学的刺激が加

わると刺糸が発射され動物の体に突き刺さる。それと同時に、刺胞内の毒液が刺糸を伝わ

って注入される仕組みになっている。しかしながら、イソギンチャク自身における刺胞の

本来の役割とは別に、誤ってヒトが刺されて被害を受けることもあり、公衆衛生上しばし

ば問題になっている。特に、アドリア海に生息するハηemoη’a　s〃’oa’aはこれまでに多く

の海水浴客に被害を与えてきたことで有名である。刺されると皮膚に痛み、発赤、浮腫、

壊死などが引き起こされ、発熱、めまい、傾眠、腹痛なども伴うと言われている。日本で

は、サンゴ礁海域に生息するイソギンチャクの中に危険なものが多く、ウンバチイソギン

チャクP力卿od’soσs8emoη’、ハナブサイソギンチャクパo伽odθηdのηaめore〃m、ウデナ

ガウンバチ餌ega’ao8sカe’ηρπo所などによる刺傷事故が時々発生している。

　海洋動物の刺毒は一般に不安定であることから研究が立ち遅れているが、イソギンチャ

ク毒は例外的に安定で取り扱いやすく、またイソギンチャクは固着生活しているため、実

験に必要な試料の採集が比較的容易であるという利点もあり、1970年代以降世界的に研

究が活発に行われてきた。イソギンチャク毒の本体は他の海洋動物の刺毒と同様にタンパ

ク質またはペプチドであり、これまでに20kDaの溶血毒（Kem，1988）、3－5kDaのNa

チャネル毒（Keme’飢，19901No鍾on，1991）および3．5－6．5kDaのKチャネル毒（Anelros

ef　a此，1993；Casta負edaαa此，19951Schweltz　ef　a五，19951Cotton　ef　a乙，1997；Gendeh

ef飢，1997；Diochotθf訊，19981Minagawa　ef飢，1998；Diocわot　e’訊，2003）に大別さ

れている。また、毒成分とは別にKunltz型プロテアーゼインヒビターも広く分布している

（Du負on，1985）。

　現在までに単離されているイソギンチャク毒を胎bleでにまとめた。

　溶血毒は、赤血球の細胞膜成分と結合して膜構造を変化させ、結果として細胞内のヘモ

グロビンを溶出させる毒である。Ferlan　and　Lebez（1974）がウメボシイソギンチャク

Aof伽a　eqσ加aからequinatoxln（現在のequinatoxin・Hに相当する〉を単離したのがはじま

りで、これまでに各種イソギンチャクから溶血毒が得られている（胎ble1）。その多くが

20kDaの塩基性タンパク質で、細胞膜のリン脂質であるスフィンゴミエリンと特異的に結

合して小孔を形成する（Kem，1988）。単離された溶血毒のうち全アミノ酸配列が明らかに

されているものは約10成分あるが、なかでもS龍力odacり4a舶∬aη‘加sのcytolysin　lll

（BlumenthalandKem，1983）とウメボシイソギンチャクのequinatoxinII（Be㎞ontee～飢，

1994）については、作用機構と構造活性相関の解明が精力的に行われている。

　溶血毒には上述の範疇に入らないものもあり、分子量が小さいものとしては、殉a胎

角伽a（E”i磁efa正，1986）やRadlaηε加smacmdao解σs（Zykova　efa孟，1998）から単離

された5－8kDaの溶血毒が挙げられる。一方、分子量が大きいものとしては、ヒダベリイ

一1一



Before discharge 

After discharge 

Fig. 1 . Nematocyst of Phyllodiscus semoni (Unbachiisoginchaku) 

(4 y~~~~~i77~4 Fjvt7. 2001 J~ L)) 

-2-



の
㊤
⊂
O
…ii

Φ
＝
㊦

㊦
o
の

に

ω
⊆

ヌ
o
ツo
』
コ
Φ
⊆

で
⊆
σ

の
⊆

の
》
石
…≡

Φ

‘
←o
⊆
o

■；＝

5
ρ
●ζ

シ。望

Ω

で
o
ρo
ト

の　コO』O

O O

N50』O

O

ザ

， O O O O O
O』O

仁タO

⊆メ⊆⊃ oO O

』o

‘ O 0 O O
一〇

⊆

OΦ　←

O O

NΦ　←

O O O

｝
0　← O O O O O OO O O

瘍≧oEΦエ

O O O O O O OO 0 O O O O O O o o

o．…≡

Φ
…ii

のΦP
のミ

．望
の

’ζ

ρコ 」 ρコ L 比 L 」 巳 L 」

の の

一3一



ソギンチャクMe師d1〃m　seη”eから単離された80kDaのmetridiolysin（Bemheimer　and

Avigad，狛78）と、最近、ウンバチイソギンチャクPわγ〃od’scαssemoη1（Nagaief飢，2002）

やフサウンバチイソギンチヤク渦c加e〃a　v〃ノosa（Oshiro　efa乙，2004）から相次いで単離さ

れた60kDaの溶血毒が挙げられる。Metrldiolysinはスフィンゴミエリンではなくコレス

テロールと結合して細胞膜に小孔を形成する点で、またウンバチイソギンチャクやフサウ

ンバチイソギンチャクの毒は外敵を攻撃するための毒として一次構造中にMACPF

（membrane－attack　complexlperforin）領域を初めて含んでいた点で注目される。

　イソギンチャク毒の中で最も詳しく研究されているのはNaチャネル毒である。その歴

史は、B6ress　e’aA（1975）によりAηeπりoη1a　sα’αcafaから3成分が単離されたことには

じまる。現在までに、多くのイソギンチャクから約30成分が単離されている。Naチャネ

ルの神経毒に対するレセプターサイトは少なくとも5つあるとされているが、イソギンチ

ャクのNaチャネル毒はレセプターサイト3と結合し、Naチャネルの不活性化ゲートが閉

状態になるのを抑制する。その結果、Naイオンの細胞内への流入を増大させ、活動電位

が持続して異常興奮を引き起こす。Naチャネルのレセプターサイト3に結合してこのよ

うな作用を示す毒は、イソギンチャク毒以外ではサソリ類のα一トキシンしか知られていな

いので、イソギンチャクのNaチャネル毒のうちAηemoη’asσ’cafaのArXllやハη加oρ，eσ姶

xaηf力og‘amm’oaのAp－A、Ap－Cなどは、すでに貴重なNaチャネル試薬として市販され、

薬理学などの分野で汎用されている。

　Naチャネル毒はそのアミノ酸配列の相同性から、Norton（1991）により3つのタイプ

に分けられている（Flg．2）。タイプ1と2の毒はいずれも46－49残基より成っている。タ

イプ1と2の毒の間では高い相同性（60％以上）があり、6個の半Cysを含めた11個の

アミノ酸残基は共通しているが、その他のアミノ酸残基の違いにより識別されている。ま

た両タイプの毒は、免疫学的交差性がないという点でも区別される（Kem，1988；Norton，

1991；Kem　e’飢，1996）。タイプ3の毒は今のところPaTX（Nishida　ef飢，1985）とArX

”1（Maほinez　ef　a乙，1977）の2成分しか知られておらず、27－31残基の短鎖ペプチドであ

ることが特徴である。しかしながら、N硫onの報告以後に単離されたウメボシイソギンチ

ャクのAel（Linef記，1996）、フロリダアネモネCoηd》ao’1sρass’∬o’aのCpl、ll（Shioml

ef飢，1995）、シライトイソギンチャクRadlaηf加so〃sρσsのRcl（Shiomief飢，伯96）

はいずれもタイプ1の毒であるが、Nortonが指摘している共通残基にいくつかの変異が認

められる。また、分類上で下等な内腔亜目のカワリギンチャク’fa’oσ〃assp．からタイプ1

と2の両方の特徴を備えたペプチド毒halcurinが単離され、タイプ1とタイプ2の毒は共

通の祖先遺伝子から進化したと推定されている（lshida　e’飢，1997〉。さらに、例は少ない

もののタイプ1－3とはまったく異なるNaチャネル毒も単離されている。Ca〃ac‘’s

ρa姶sπ’oaのcalitoxin（Carlelloefa此，1989）、βo’oceAa加edlaeのBTTXll（Halstead，1988）、

ミナミウメボシイソギンチャクAηemoηZaθり肋‘aeaのAETX“、”1（Shiomief飢，1997）

がそうである。

　一方、Kチャネル毒は、Anelros　ef飢（1993）によりBαηodosoma　g‘aη〃’晦raから初め

てBgKが単離されて以来、これまでに11成分が知られている。Kチャネル毒は、アミノ

酸残基数、アミノ酸配列ならびに作用を受けるKチャネルの型の違いによって、大きく3

つのグループに分けられる（Fig、3）。グループ1の毒は35－37残基の短鎖ペプチドで、電
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位依存性Kチャネルのいくつかの型のうちS舶κer型チャネル（Kv1チャネル）に作用す

る。これまでに5種イソギンチャクから単離されているが（Aneirosefa乙，19931Casta轟eda

ef飢，1995；Schweitz　e’飢，1995；Gendeh　e’訊，1997；Mlnagawa　e’訊，1998）、他生物

種由来のKチャネル毒とはアミノ酸配列がまったく異なる新規成分である。グループ2の

毒としてはA．sσ’oafaから3成分のAsKC（kallcludine）が得られている（Schweitz　e’飢，

1995）。いずれも58－59残基の長鎖ペプチドで、タイプ1の毒と同様にKv1チヤンネルに

作用するが、毒性はかなり弱い。アミノ酸配列の点ではOeηdπ）asρ’s属のヘビ由来のデン

ドロトキシンの範疇に入り、さらにウシ膵臓のトリプシンインヒビターで代表される

Kunltz型プロテアーゼインヒビターとも類似している。実際、AsKCはプロテァーゼ阻害

活性を示すことが明らかにされている。Kunitz型インヒビターは、自分自身または餌動物

のプロテアーゼから毒成分を保護するために存在すると考えられてきたが、AsKCのよう

にKチャネル毒性を持つものが単離されたことから、Kunitz型インヒビターは捕食にも深

く関与していることがうかがわれる。グループ3の毒としては、Aηemoη1a　sσ’oafaのBDS－1、

BDS一“が知られている（Diochot　e’訊，1998）。両成分とも43残基で構成され、お互いの

アミノ酸配列の相同性は非常に高く、7残基目と11残基日の2箇所に変異が見られるだけ

である。タイプ1およぴ2の毒とは異なり、S舶w型のKチャネル（Kv3チャネル）に作

用する。また、BDS－1とBDS一”は、タイプ1のNaチャネル毒とも25％程度の相同性が

あり、弱いながらもNaチャネル毒性も認められている。さらに最近になって、BDS－1、ll

と高い相同性をもったAPETx1がハηオわoρ’eμrae’egaη飴s‘maから単離された（Diochotef

aA，2003）。APETx1はS舶κer型やS始w型と同じ電位依存性Kチャネルであるhuman

ether－a－g◎一go　related　gene（HERG）チャネルを特異的に阻害する。BDS－1、llとアミノ酸

配列が非常に類似しているにも関わらず、特異的に作用するチャネルの種類が異なること

は興味深い。イソギンチャクのKチャネル毒のうちS漉々odao酬aカe〃aηf力〃sのShKや

，4ηemoη’a　s〃’oafaのBDS－1、BDS－llなども、最近の精力的な作用機構と構造活性相関の解

明が実を結び、Naチャネル毒と同様に、研究用試薬として市販されている。

　1990年代初めには、イソギンチャク毒は20kDaの溶血毒と3－5kDaのNaチャネル毒

であるという一応の結論に達し、新規ペプチド毒の源としてのイソギンチャクの役割は終

わろうとしていた。ところが1993年以降、数種イソギンチャクからKチャネルに作用す

る4kDaの新規ペプチド毒が見出されてきたし、Kunltz型プロテアーゼインヒビターの一

部はKチャンネル毒性を示すという興味深い事実も報告された。さらに、calltoxin、BTTX

匪1、AETX”およびAETX　lllのように従来のイソギンチャク毒の分類には当てはまらない

新規ペプチド毒もいくつか登場してきた。イソギンチャク類は世界で約800種いるとされ

ている（白井、絶84）が、これまでのところ約30種について毒成分が調べられているに

すぎない。過去の検索例（皆川、1997）からも、イソギンチャクにはペプチド毒がほぽ普

遍的に存在すると考えられ、研究対象として取り上げられていないイソギンチャクから新

規ペプチド毒が発見されることが期待される。

　また、これまでのイソギンチャク毒の一次構造解明にあたっては、タンパク質性の溶血

毒を除いて、cDNAクローニング法ではなくペプチドマッピング法が主に用いられてきた。

そのため、イソギンチャクのペプチド毒の前駆体構造に関する知見は、他の動物由来のペ

プチド毒と比較して少ない。前駆体構造の情報からは、毒の合成機構や分子進化に関する
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推測が可能である。さらにそのcDNAをもとに、構造活性相関の解明を目的とした大腸菌

での発現も行える。新規ペプチド毒はもちろん、これまでに単離されてきたペプチド毒に

ついても、できるだけ多くの前駆体構造の解明が望まれる。

　以上の背景のもとに、本研究はイソギンチャクの新規ペプチド毒の単離と、前駆体構造

の解明を目的としてcDNAクローニングを行った。まず第1章では、20種イソギンチャ

クにおける各種生理活性物質を検索した。第2’》5章では、ハタゴイソギンチャク科のハ

タゴイソギンチャクS翻cカodao‘γ1a　g勺aηぎea、イボハタゴイソギンチャクS龍わodao解a

舶ddoη’、ジュズダマイソギンチャクHefe〆ao飴aσκ）〆a、タマイタダキイソギンチャク

働オaomaea　Aa’ηsayノおよびウメボシイソギンチャク科のスナイソギンチャクD赫e’η冶

a〆ma‘aから、サワガニに対する毒性を指標にしてペプチド毒の単離を行い、さらにcDNA

クローニングを行った。その結果、ハタゴイソギンチャクから単離された3成分（gigantoxin

I－Ill）のペプチド毒のうち、アミノ酸配列からgigantoxin　llはタイプ1のNaチャネル毒、

gigantoxin置llはタイプ2のNaチャネル毒であることが判明した。一方、gigantoxin　lは哺

乳類由来のEGF（epidermal　growth　factor、上皮増殖因子）と高い相同性を示す新規ペプ

チド毒で、サワガニに対する強い麻痺活性の他に弱いながらもEGF活性も示した。一方

で、その前駆体構造は哺乳類由来のEGFのものと比べて極めて単純な構造をしていた。

イボハタゴイソギンチャクからは4成分（SHTXHV）のペプチド毒を単離した。SHTXIV

はタイプ2のNaチャネル毒に属すると判断されたが、SHTX　lllはKチャネル毒性をあわ

せもつKunltz型プロテアーゼインヒビターであった。さらに、SHTX　lとllは既知のペプ

チド毒とは相同性のない新規Kチャネル毒であった。ジュズダマイソギンチャクからは4

成分（Ha　l－IV）のペプチド毒を単離した。Ha　lはサワガニに対して非常に強い致死活性を

示す新規ペプチド毒で、Ha　IVはタイプ1のNaチャネル毒であった。また、Ha　llとlll

もお互いに高い相同性をもつ新規ペプチド毒で、その前駆体構造には、それぞれの一次構

造をコードする配列がHa　llで4回、Ha　lllで2回も繰り返して存在していた。スナイソギ

ンチャクからは2成分（Dal－ll）、タマイタダキイソギンチャクからは1成分（Erl）のペ

プチド毒を単離した。いずれもタイプ3のNaチャネル毒で、サンゴイソギンチヤクの

PaTXと高い相同性が認められた。

　次に、第6章ではすでにミナミウメボシイソギンチャクハρe〃70η冶eり肋’aeaから単離

されている新規ペプチド毒AETX　llと量”について、今後の構造活性相関の解明に向けた大

腸菌での発現実験に資することを目的としてcDNAクローニングを行った。

　最後に第7章と第8章では、これまでの章とは性質が異なる試料を研究対象として実験

を行った。すなわち、第7章ではイソギンチャクとは分類上の位置が異なるハナギンチャ

ク目のムラサキハナギンチャクCe〃aη‘加s醐’b〃η冶から、サワガニに対する毒性を指標に

して、増殖因子granulinと高い相同性を持つ新規ペプチド毒を単離した。第8章ではウメ

ボシイソギンチャクAo伽泊eσθ加aの特殊な攻撃器官であるアクロラジからすでに単離さ

れている新規ペプチド毒acrorhagin　lと“（皆川、1997）について、そのC末端部のアミ

ノ酸配列の解明を目的としてcDNAクローニングを行った。

　本論文はこれらの結果を取りまとめたものであり、総括として第9章では、イソギンチ

ャクのペプチド毒の前駆体構造を分類するとともに、イソギンチャクのペプチド毒に関す

る今後の研究を展望した。なお、本論文の内容の一部についてはすでに以下のように学会
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でのロ頭発表（発表予定を含む）およぴ学術論文（投稿準備中を含む）として公表済みで

あり、残りの部分についてもできるだけ早い時期に学術論文としてまとめる予定である。

口頭発表

1）O本間智寛・長島裕二・塩見一雄：ムラサキハナギンチャクのgranuiin様ペプチド毒

　の単離、平成13年度日本水産学会春季大会（神奈川）．

2）○本問智寛・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄1スナイソギンチャクのタイプ3Naチヤ

　　ンネル毒の単離およぴアミノ酸配列．平成14年度日本水産学会大会（奈良）、

3）o本間智寛・磯豪・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄＝タマイタダキイソギンチャクの

　ペプチド毒の単離およびアミノ酸配列．平成15年度日本水産学会大会（東京）．

4）o本間智寛・永井宏史・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄1ハタゴイソギンチャク毒の

　cDNAクローニング．平成15年度日本水産学会大会（東京）．

5）o本間智寛・永井宏史・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄：ウメボシイソギンチャクの特

　殊な攻撃器官アクロラジに含まれる新規ペプチド毒のcDNAクローニング．平成16

　年度日本水産学会大会（鹿児島）．

6）o本間智寛・石田真巳・永井宏史・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄＝イボハタゴイソギ

　ンチャク毒のcDNAクロー二・ングとKチャネル毒性．平成17年度日本水産学会大会

　　（発表予定）．

7）o本間智寛・石田真巳・永井宏史・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄：ジュズダマイソギ

　ンチャクのペプチド毒の単離とcDNAクローニング．平成17年度日本水産学会大会

　　（発表予定〉．

8）o本間智寛・石田真巳・永井宏史・嶋倉邦嘉・長島裕二・塩見一雄＝ムラサキハナギン

　チャクのgranulin様ペプチド毒のcDNAクローニング．第8回マリンバイオテクノロ

　ジー学会大会（発表予定）．

学術論文

1）K　Shbmi，工H◎nma，M．lde，Y　Nagashima，M．lshida　and　M．Chino：An　epidermal

　growth　factor－like　toxin　and　two　s◎dium　channel　toxins　from　the　sea　anemone

　Sがo／70daσケ1a　g頭gaη’ea．　Tbxicon，41，229－236，（2003）、

2）T　Honma，丁置so，M．lshida，Y　Nagashima　and　K．Shioml＝Occurrence　of　type3

　sodium　channel　peptide　toxins　in　two　species　of　sea　anemones（Oo汀e加治a〃ηa’a　and

　εηfacη7aea個msay1）．　Tbxicon，41，637－639，（2003）．

3）τHonma，H．Nagai，Y　Nagashima　and　K　Shbmi：Molecular　cbning　of　an　epidermal

　growth　factor－like　toxin　and　two　sodium　channel　toxlns　from　the　sea　anemone

　Sがo力odaσ解a　gりaη’ea．　Blochimica　et　Biophysi（沿Acta，1652，103－106，（2003）、

4）工Honma，S、Kawahata，M．lshida，H．Nagai，Y　Nagashima　and　K．Shiomi：lso匿ation

　and　molecular　cloning　of　novel　potassium　channel　toxins　and　a　type2sodium　channel

　toxin　from　the　sea　anemone　S翻Gわodao‘γ’a始ddoηえ（投稿準備中）

5）T　Honma，S．Minagawa，M．lshida，H．Nagai，Y　Nagashima　and　K・Shiomi：Novel

　peptidetoxinsfrom　the　acrorhagi　ofthe　sea　anemoneAo加拍eσσ’ηa（投稿準備中）
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参考論文

1〉本間智寛：HERGチャネルを阻害するイソギンチャクAη‘わoρ’eμ〆ae／ega酒ss’〃7aの新

　　規K＋チャネル毒APETx1．化学と工業，57，5懇，（2004）．

2〉T　Honma，Y　Hasegawa，M．量shida，H．Nagai，Y　Nagashima　and　K、Shiomi：lsolation

　　and　molecular　clonlng　of　novel　peptide　toxins　from　the　sea　anemone、4η酌eoρs’s

　　η7aαノ’afa，　Tbxicon，45，33－41，（2005〉．
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第1章　　20種イソギンチャクにおける各種生理活性物質の検索

　イソギンチャクの毒はタンパク毒である20kDaの溶血毒、ペプチド性の3－5kDaのNa

チャネル毒および3。5－6．5kDaのKチャネル毒に大別される。また、イソギンチャクには

毒成分とは別にプロテアーゼインヒビターが広く分布することも知られている。筆者の所

属する研究室では、すでにイソギンチャクにおける各種生理活性物質の検索を行い、数種

のイソギンチャクから、溶血毒、Naチャネル毒、Kチャネル毒、トリプシンインヒビタ

ーの単離・構造解析を行ってきた。そこで本章では、新たに入手できた20種のイソギン

チャクについて、各種生理活性物質の検索を行った。

実験方法

鑓
　試料として用いたイソギンチャクは、ハナギンチャク目ハナギンチャク科のムラサキハ

ナギンチャクCe〃aη加σs醐’bm7’s、ヒメハナギンチャクρac妙ce〃aηf加s　magησs、イマ

イソギンチャク亜目ウメボシイソギンチャク科のスナイソギンチャクDo龍弼a　a㎜afa、

ロングテンタクルアネモネMaσのdac加a　do偲eηs’s、スズナリイソギンチャクA4esao伽冶

gaηeηs’S、オヨギイソギンチャク科のオヨギイソギンチャク80’ooeπ⊃’desmo所〃〃勧i、ク

ピカザリイソギンチャク科のべニヒモイソギンチャクCa〃’ao総ρo加pαs、マミレイソギン

チャク科のイワホりイソギンチャク殆’mafac飴c’ava！a、ニチリンイソギンチャク科のヒ

メニチリンイソギンチャクP加maη伽s’o⑳o、ハタゴイソギンチャク科のキッカイソギン

チャクAη酌eoρs’skose融ηs’s、シマキッカイソギンチャクハη老わeoρs’smaoθ’afa、タマイ

タダキイソギンチャク勘‘acmaea‘amsay1、ジュズダマイソギンチャクHefeAa面saσのAa、

ハタゴイソギンチャクS総力odaolyla　g勺aη’ea、イボハタゴイソギンチャクSf’肋odao酬a

舶ddoη1、アラビアハタゴイソギンチャクS龍力odac酬ameぜeηs〃、グビジンイソギンチャ

クSがcわodao‘γ1a’aρe’〃m、ツマリシライトイソギンチャクRad累a寵加sge’am、センジュイ

ソギンチャク尺ad’aηf加s甜e〃、ケイトウイソギンチャク科のミノイソギンチャク

Hefemdac解a力emρ龍溜の合計20種である（狛ble1－1）。このうちロングテンタクルア

ネモネ以外はすべて日本に生息している種類である。なお、ロングテンタクルアネモネの

和名は、正式和名ではなく海水魚店や愛好家の間での通称であるが、本論文中では便宜上

ロングテンタクルアネモネと呼ぶことにする。

　各イソギンチャクの採集（または入手）場所および採集（または入手）年月は狛ble1－1

にまとめた。ハタゴイソギンチャクは沖縄県の黒島で、ヒメハナギンチャクは熊本県の恋

路島で、オヨギイソギンチャクとシマキッカイソギンチャクは鹿児島県の獅子島で採集し、

現地で凍結した。ベニヒモイソギンチャクは沖縄県の石垣島で、イワホリイソギンチヤク

は千葉県の沖ノ島で採集し、生きている状態で研究室に持ち帰り、使用するまで一20。Cで

凍結保存した。またその他の14種イソギンチャクはすべて、生きている状態で海水魚店

から購入し、使用するまで一20。Cまたは一80℃で凍結保存した。

粗抽出液の調製方法

一11一



＞、

℃
コ
｝の
の

‘
胴
＝

uΦ
ω
コ

ω
o
＝
o
∈
Φ
⊆
①

①
Φ

の

u誰

｝
⑪

P
①
←

Φ
の
o
．⊆

o
』
コ

　o
co
署o
①

oo
レ◎
⑪
ゲoo

Φ
ω
〇

二
〇
』
コ

　o
⊆
0
胃o
Φ

oo
レo
Φ
o
画
儀

ω
Φ

o
Φ

の

oo88
さ8
雪≧
お』著

£

08
§a苫
　』o≧・ΦN
①Ω＝＝

コE』お聖皇
Φo
」Z

　　5
o　 』　 o　 oN　 （P　e樋　c団
　　。Ω

言萎套季
　　2

　　　o　　　　c、』の
　　Ooσ》　　ooo

　　£80　280

ooo
“
』
Φ
ρE
Φ
＞
o
Z

謹

2R
o＝5
謹ぢ
色£
o．9
①a．
着2
コo
．凶E
二Φの、∈

仁＝5
①との

コ①
8．ξ
」…｛器

呈…言

製ど

　　Φ　　　ΦΦコ　　　り
＝550ぢぢ£
££2ΦΦ仁L
　ロ　　

α．α｛o
璽璽詰
oo．≡
ココ」く
．製．製O
』＝‘　 ト

ののO一　脾＞唇
仁：＝σ｝
o①■一
のωコ畢一』一ω
＝5＝膨一のωζo

ooJばココ皇
』＝‘暮8．塁

製製Σ

Φ
』
コ
ゲo
Φ
トΦ
　
匹
o
∈
三
の
o
oσ
ど

6
E

：＝㍉

‘
の

：こ

の

o
』
コ
ポo
Φ

わΦ
　
α
邸
タ
o
⊆

10
㎡

E
i∋

x
¢

q
‘
の

Φ
』
コ
リo
Φ
トΦ
　
α
q
ρ
三
〇

d
E
三
ω
o
⊆

1
0

Φ
』．

コ
リo
Φ
｝Φ
　
巳
o
シ
o
‘

10
0
＞o
コ
ω

oxo
とo
．≧
＝……

Φ
』
コ
ザO
Φ
いΦ
　

0．

①　　　　　　　Φ
　　　　　　　　塗　　　　　 コ

9　　　 ぢ2
①　9　 9 £2色岳9三　三建8三ど三…O　ΦO　αいO．o£　旨£ ⑩2£
δ£2ぢ9 タα理

Φ
』5
ぢ
謹

2
江
①
ヱo
コ
N

’三

の．

岳
．望

コ
ω
o
コ

‘o
コ
N

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ　　　　　　　（　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 コ

　　　　　　　Φ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヱ　 （　　　（　　　 ⊂　　　　　　　　　　　（（　　　 ⑩　 コ

　　　コ　　o　　　　　 （　 ココ　3｛3　ヱ

雛齪灘8睾権艦8垂権権韻苗工翻のの暇r
』　　　　 コ

O　　　の

一12一



　凍結試料をホモジナイズし、得られたホモジネートから5gを秤り取り、イオン交換水

25mlを加えて再びホモジナイズした。その後、冷却遠心分離（18800×g、0。C、15min）

し、得られた上清を粗抽出液とした。

致死活性の測定方法

　致死活性の測定には、実験動物として三協ラボサービスより購入したddY系4週齢の雄

マウス（体重約20g）と東京都中央卸売市場で購入したサワガニPofamoηdeカaaη’（体重

約5g）を用いた。マウスについては、粗毒またはその段階的2倍希釈液を1群2匹のマ

ウスに静脈投与し、最大24hrの観察を行った。投与液量は、マウスの体重1gあたり10μ1

に設定した。致死活性は、各群2匹のマウスが両方とも死亡した時を陽性とし、陽性と判

断された最高希釈倍率（titer）で表示した。サワガニについては、粗毒またはその段階的2

倍希釈液を1群3匹のサワガニの第4歩脚基部から体腔内投与し、最大2hrの観察を行っ

た。投与液量は、サワガニの体重1gあたり10μ1に設定した。致死活性は、各群2匹以上

のサワガニが死亡した時を陽性とし、陽性と判断された最高希釈倍率（titer）で表示した。

麻痺活性は、各群2匹以上のサワガニが反転させても起き上がれない時を陽性とし、陽性

と判断された最高希釈倍率（titer）で表示した。

溶血活性の測定方法

　4種動物（ウシ、ウマ、ヒツジ、ウサギ）の赤血球に対する溶血活性の測定はShiomi　ef

a“4985）の方法に従って調べた。日本生物材料センターより購入した4種動物の保存血

液（等量のAlsever氏液を添加してある）に約20倍量の0。15M　NaClを含む0．01Mリン

酸緩衝液（pH7．0、以下PBSと略す）を加えて遠心分離（2500×g、0。C、5min）し、沈

殿した赤血球を集めた。赤血球をさらにPBSで2回洗浄し、最後にPBSで2％赤血球浮

遊液を調製した。まず、小試験管に粗毒あるいはPBSで希釈したものを1ml入れ、PBS2ml

を加えて全量を3mlとした。溶血を起こさないブランクとしてはPBS3mlを、完全溶血

を起こさせるためにはPBSの代わりにイオン交換水3mlを用いた。各試験管に2％赤血球

浮遊液1mlを加えて軽く撹絆した後、37。Cで30minインキュベートした。インキュベー

ト後遠心分離（2500×g、0。C《5min）し、得られた上清の542nmにおける吸光度をブラ

ンクに対して測定することにより、溶血によって遊離したヘモグロビン量を求めた。溶血

活性は溶血単位（hemolytlc　unit、HU）で表示し、赤血球の50％を溶血させるのに必要な

溶血因子の量を1HUと定義した。50％溶血は、イオン交換水によって完全溶血を引き起

こした時の吸光度の半分の値で計算した。

プロテアーゼ活性の測定方法

　プロテアーゼ活性はカゼインを基質として以下のように測定した。カゼインを0．1Mリ

ン酸緩衝液（pH7．5）に溶解して1％カゼイン溶液とした。まず、試験管に粗毒0．5mlを

入れ、｛％カゼイン溶液1m匿を加えて全量を1。5mlとした。また、ブランクとして粗毒0．5ml

に、0．1Mリン酸緩衝液（pH7．5）1mlを加えたもの、および同緩衝液0，5mlに1％カゼイ

ン溶液1mlを加えたものを用いた。各試験管を撹拝し、37。Cで30minインキュベートし

た。インキュベート後、10％過塩素酸を2ml加え、生じた沈殿を除去するために遠心分離
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（900×g、0。C、10min）した。得られた上清をろ過し、ろ液0．5mlに20％炭酸ナトリウ

ム水溶液2mlとフエノール試薬0．5mlを加えた。反応液を室温で30minインキュベート後、

750nmにおける吸光度を測定した。プロテアーゼ活性を表示するために、カゼイン分解生

成物の吸光度を30minで0．05増加させる活性を1unit（∪）と定義した。

トリプシンインヒビター活性の測定方法

　トリプシンインヒビター活性は、合成基質benzoyl－D，L－4－arginlne一ρ一nitroanllide

（BAPNA〉に対するトリプシン活性の阻害を測定した。まず、マイクロタイタープレート

（FALCON、USA）の各ウェルに0．01M　CaCl2を含む0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH7．5）

50μ1、トリプシン溶液（5unit／ml）30μ監および粗毒50μ1を加えた。370Cで10minプレイン

キュベートした後、2mM　BAPNA溶液50μ1を加え、1min間静置した。プレートリーダー

（BlO　RAD　Model550、USA）で405nmにおける吸光度を測定し、さらに37。Cで30min

インキュベート後、同様に405nmにおける吸光度を測定した。対照実験は、粗毒のかわ

りに0．01mM　CaCl2を含む0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH7．0）50μ1を用いて行った。トリ

プシンの活性仙nitを阻害する活性を1inhibitory　unit（IU）と定義し、粗毒の活性の強さ

はIUlmlで表示した。

PLA活性の測定方法
　PLA2活性は、卵黄懸濁液の吸光度の減少を指標とするMarinetti（1965）の方法により、

次のように測定した。まず、市販の鶏卵から卵黄のみを集め、卵黄1mgあたり0．5mlの

0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）を加えて均一に混合し、卵黄懸濁液とした。卵黄懸濁

液1．5mlに粗毒0．1mlを加えてよく混合し、900nmにおける吸光度を4分間測定し、1min

あたり0．01減少させる活性を仙nit（U〉と定義した。

結果および考察

　20種イソギンチャクにおける生理活性物質の検索結果を、溶血活性、致死活性およぴ麻

痺活性については胎ble1－2に、プロテアーゼ活性、トリプシンインヒビター活性および

PLA2活性については柏ble1－3にまとめた。

　まず溶血活性であるが、調べた14種中9種に検出された。中でもセンジュイソギンチ

ャクとミノイソギンチャクの活性が著しく強かった。筆者の所属する研究室で過去に検索

した中では、サンゴイソギンチャク勘facmaea　ao加os’o’o’desが最も強い溶血活性を示

したイソギンチャクで、本研究とまったく同じ方法で調製した抽出液の活性は170（ウマ）

一167000HU／ml（ヒツジ）であった（Shiomie’aA，1998）。しかし、センジュイソギンチ

ャクとミノイソギンチャクの活性はそれをはるかに上回っていた。溶血活性をもう少し詳

しくながめてみると、いずれのイソギンチャクでも動物種による血球特異性が認められた。

例えばミノイソギンチャクでは、ヒツジ赤血球に対して156860HUlmlと最大の活性を示

し、ウマ赤血球に対してはその1％以下のわずか1300HUlmlであった。センジュイソギ

ンチャクではウサギ赤血球に対する活性が最も高いとか、タマイタダキイソギンチャクで

はウシ赤血球に対する活性が最も高いといった例外はあるものの、ミノイソギンチャク同

一14一



eo 
G, 

c o 
E 
(D 
cco 

co 

o (o 

~-o 
u' 

o 
'(5 

o 'l 
tD 

o c¥l 

E 
o ~ ~-
co 
~~ o co 
,HL 

>( 

o 
o 
1-
:~ 

5 
o ~: 
~ ~-o 
u) 
o 
:~ 
> :~ 
o c5 

2 
:': 

~~ 
(o 

~ (!5 

'~ 
1, 
c co 

cl' 

i: 
~ o 
O :,5 

~ O 
E 
(D 
::: 

C~I 

1-
O 
:) 

H 

r¥ ,-
O ~J ~= 
~l 
:t:: 

> ~= 
o c5 

o :,= 

cU 

~ 
L~ 

*f~ 
L O dJ 
~d ~l 

> 
~ o 
,U 

(o 

c ~ o J 

~ ~E 

~5 

I ~ 
,1~ 
.2: 

~-o 
cD 

o 
~. 

~ 

~ 

J:: 

~ 
o 

!)cD 

6 

~ 
:5 

o 
:~ 

s ~ co 
a( 

O (D 
J: 
(1) 

(D 
u) 
L O 
I 

:~ 

o O 

o 
c:o 

E 
o 
a: 

(o 

o co 

C¥lCIO1-

(oV 

- = VV 

oc ~- 1-

VV 

oo = = VV 

oo 1- 1-

VV 

oo 1- T-

VV 

(O C¥iLOC¥l 
eOcNa) 

co 
(ocNco 
T* ~~ 1-

= -VV 

oo =c~( 
c¥l 

oo o~Go 

oo cov-

oo oo~r 
Lr) 

(O oo coQaCOCO COGO C¥1 C~tQd ~r 1- LO C¥t C~!-CNC¥1 C¥lC~ ~r (f) ,r(v)cr) CD C¥a ~- LO r' 7- 1- T-

Co 
c¥, ~ (~ 

o o o - Ir = V V V 

o o o - r = V V V 

o o o = Y- -V V V 

o o o 
V V V 

~r 
c~ 
o 1-

~t(O(Oc~I~rc~~rQ(~r~r (D--c')coGo(OGo(OcQ 

V(o (o lrc¥l (D (O ~t 
(O r- 1-

oo oo o o -co Goco o) cv) V(O tocl) Lo = = ~r c¥1 

-

oo oo o o -1~ LOLO 'Y) c¥1 co a)co cr) ~t colt) j~ -

oo oo o o -(O l~(O ~r ~t V co (o C~J 

oo oo o o coo o~ co N o oco Lo ~i 

[!) ~oco O c~ 
~ 

o T-
co 
O 

o co 
co 
co 
Lo 
v' 

O O Gr) 

1-

O GO 
C~l 

CO 
~ 

~ :s ~ ~ ~ (D 
(a 

~ ~ ~ -c o =0 ~(u :'D ~:5 ~ E_ - !~ ~e ~~ .c - J: ~ = -CU(T: -co (1':: ~ ~~ CD ~i~J:~!~co)~:o coJ::o 

(O - - J: _~ (~lcoc~i~0__o*.^. 5 ::cl:o ~-*~ c5 c :s :: 
o ~~co ~( '-J: 'a' 5~ (5 o ooJ:o ::o) 5~ o o o~･c o)o o)c: u)~( cS ' 5) co '-o) J:o l: - co .- . ~ '- '~ c co ,,, = 8?.~ -cl: o)~ CU (Oa: o o s-o) o 8:~Jl( o)(o ~cD O'-:: c c') co . ._ ._ coi:O .- Jc (o 'D* o ~_(Du) ._ :~) a) o)o '~ 92~(cooo(D(o' E Z '~; co~iO~o)-(o:5~ E ~o)c~ ~ ~ cu~'co CUC (0~ co 8 

o)~ _･ ~ 'o~c Ec!iE-' ~ 9 .~ -
~e s: E ~ ~ ~~~ ~ ･S o cT:L~;: o_ .A l~ J: J: co:~ ~ ~~~~ N ~~)~_ t-- ~ ~ 'e (O 'co_ ~. o ~: =G)~:~~:3H(D =co- i: ~ - I O) _ ^._ o ~ _~c' ~C;~iO~Oc50t~q) ~:;~e3 s':,Q t;; (OCD -~'~~~~~;'(D~$0~;~::~:'-O::)_~~'*':30c0~~~.:~_S5~._,!)c0~ *~ _ CD 9) (o CO ~ ~ 0~~ cU~goISO ~~ ~1: ~~_(oo:~-coO ~~:o ~ ~5~: ~ co co co lo O)'t':-

~~: (D O (5 (o CU o '~_~ ,:_11L;~->.O'~coq)t:~(oo(D.cocD:~~coc')cOc0>~~~~>~,oco ~ ~ 
::5'o .~ ~ ･~ co ~S '(o o iO. E ~!: - E ~:_ ~ '55 55 q) co I~ ~S IS IS :~ ~ Q) = :s ~ ~ * "o_ Q o '- a5cDcoc0~_~:_ ~: )~~ ~o'a:~c:~: ~coO:~c:o~ ~1_ >~:~QOQ0~~S~:I~D~~:c:c: O - o _q5 c (!: '-

;QoOOOcocO (D")(5CL~CO~~~~･:(:.~~:~: 'T:J~ <--co:DoJL!~-~ L >-~ o co >0 ~~ >~ >~ - - - - o.-.o .o;~ :~ 
EOQ!1:E~~:cD~:cbEcD~Eco8Eco~Ec:fO~~'Ec0~~LJJc::tC'D(/)C')C/)O(O(~::: O G)E5L ~ ~ ~ ~ 

~CD oc9 LL LL LL LL ~LL LL 1)LL 

O CO 
-1 5-



の
⑩
⊆
O
∈
Φ
⊆
o
①
Φ
ω

トo
ω
Φ

O
Φ
α
ω

oN
∈

2
｝
ω
ぢ
匹
曳
①

Φ

で
コ
　o
Φ

‘
一
トo
¢
Φ
挿
＞
障oo
≧

9
五
三
．⊆

Φ
ω
①
Φ
ゲo
』
α
で
‘
σ

Φ

器
£
9
α

φ1
｝
Φ

ρ
σ
←

＞
溜
＞
－一　（
ツ　　
8ξ
㎝⊃
く）
一
ユ

＞
浬
＞

罰o
①

≧

O（ゲ　　五E
ロ　　ヌ

』⊃
⊆一ロ　レ
①
の
o
Φ
ポO
　
ユ

＞
寓
＞

挿
8含
Φ夏
認∋
£

2
匹

Φ
⊆
o
E
Φ
⊆
⑩

①
Φ

の

ぽ》ゆ

㊤o

で
o
〉

ド
φくρ

VOD

　ハ　コパ＝lr￥

』∠o
o5‘
』o
o．≡
ζσ》
’δ》q

o口⊆
仁⑩
Φ』＝

二（D5z．奪

霧…
匹の
コo

oηqe唱σ⊃N

で
dの．VF

ゼ6qq
V寸OD

　　　Φ
　⊆
　O
　E
　Φ3　⊂：x
　σΦ
　Φ』＝
　一〇　〇⊆：
（邸・一
コーσ》
x【＝oo£．璽
‘　　、＿

盆2誌
・一 ⊆

9己壽
ω　　コ
茄憩の

　　　　　　　　　ワ　　　　　マ　　　　てロ　　　　　ワ
OD　N　匙Ω　1Ω　りdりq6中dq碗d　OD
oう寸寸wuvoりOvo〉wo〉壁

ザ
oV

で

08馬V　N
卜

　　do　　㊤下

　　　　　　　　で　　 マロ　　　　 ゼ　　　　　　 ド

N　の　OD　O　dqddα：～d寸wqd　dσ》　○“　｝　卜・　〉のvu▼「V‘つuの〉　σ｝

ハコ
x
①

＝o
⊆

oo
．望

5》

O
＞O
と

β

パコ
メo
‘o
⊆
ζ”

o
．辺

o
∈
三

雛8蟻8ミ撃誕8鐸権ミミ最蹴おのヒ撃
o　　　の

パコ
とo
‘o
⊆
σ》

o
．望

9＝

0
二
¢

ハコ
x①
‘o
ζ

①o
ω

c
’＝

二
〇

⊆
Φ

E

　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　図　　　　　　　　　　（（　　　 o　 ＝5

　量量　38x ハ⊃
xo
‘o
⊆

O
の

O
．≡

Σ
と
ミ

一16一



r様にヒッジ赤血球に対する活性が強く、ウマ赤血球に対する活性は弱いという傾向が全体

に認められた。これまでの研究により、イソギンチャクの溶血毒は20kDaの塩基性タンパ

ク質で、細胞膜のリン脂質のスフィンゴミエリンと結合して小孔を形成することが明らか

にされている。しかしながら、ヒダベリイソギンチャクから単離されたmetridlolysinのよ

うに、分子量が80kDaと大きいだけでなく、スフィンゴミエリンではなくコレステロール

と結合して小孔を形成するといった例外もある。イソギンチヤクの溶血毒は細胞膜の構造

解析試薬としての応用が期待されるので、著しく強い溶血活性が検出されたセンジュイソ

ギンチャクとミノイソギンチャクについては、今後溶血毒を単離し、一次構造および細胞

膜レセプターを解析することが望まれる。

　サワガニに対する毒性は20種イソギンチャクのすべてに認められ、致死活性では特に

ミノイソギンチャクがtiter512ときわめて高く、次いでロングテンタクルアネモネとヒメ

ニチリンイソギンチャクがtiter128と続いた。過去の検索例では、すべてのイソギンチャ

クにサワガニ致死活性が検出されていたが、ヒメハナギンチャクでは原液においても認め

られなかった。20種の中で、ハナギンチャク目のムラサキハナギンチャクに活性が検出さ

れたことは重要である。イソギンチャク毒に関するこれまでの研究では、すべてイソギン

チャク目に属する種類だけが対象とされてきたが、ハナギンチャク目でも類似の毒成分が

存在することが考えられた（第7章で、この毒成分がタンパク質性であることが示される）。

一般的にイソギンチャクのNaチャネル毒は甲殻類に対して強い毒性を示すことが知られ

ているので、サワガニに対する致死活性はNaチャネル毒の存在を示唆している。実際、

筆者の所属する研究室では、サワガニに対する致死活性を指標としてこれまでにウメボシ

イソギンチャク（Linef飢、1996）、フロリダアネモネ（Shiomief飢、1995）、シライト

イソギンチャク（Shiomief飢、1996）、カワリギンチャク（lshidaef飢、1997）および

ミナミウメボシイソギンチャク（Shioml　ef　a正、1997）から6成分以上のNaチャネル毒

が単離されている。本研究においても、新たにサワガニ致死活性が検出された19種のう

ち5種（ハタゴイソギンチャク、イボハタゴイソギンチャク、ジュズダマイソギンチャク、

スナイソギンチャク、タマイタダキイソギンチャク）のペプチド毒を単離し、いずれにも

Naチャネル毒が存在することが判明した（詳細は第2～5章で述べる）。サワガニ致死活

性と関連して、サワガニに対する麻痺活性の結果は興味深い。ヒメハナギンチャクを除く

19種イソギンチャクのいずれにおいても、致死量以上の粗毒を投与されたサワガニはまず

麻痺症状を示し、その後死亡する。致死成分そのものが麻痺活性を持つ場合には、致死量

よりやや少ない投与量ではサワガニに麻痺が観察されるが、致死量よりかなり少ない投与

量ではもはや麻痺もみられないと考えられる。したがって、麻痺活性のtiterは致死活性の

titerと同じか2倍程度として測定されることになるが、このことは16種イソギンチャク

では当てはまる。例外はハタゴイソギンチャク、イボハタゴイソギンチャク、ジュズダマ

イソギンチャクで、ハタゴイソギンチャクでは麻痺活性は致死活性の8倍、イボハタゴイ

ソギンチャクでは4倍、ジュズダマイソギンチャクでも4倍に達している。これらイソギ

ンチャクでは、致死成分とは別に麻痺のみを起こす毒成分を含み、しかも毒成分の麻痺活

性が非常に強い、あるいは活性は弱くても含量が高いことを強く示唆している（この示唆

が正しいことは、第2～4章で証明される）。

　マウスに対する致死活性は調べた14種中6種に認められ、センジュイソギンチャクが
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titer64と特に強かった。マウス致死活性はサワガニ致死活性より極端に弱いものが多かっ

たが、タマイタダキイソギンチヤクおよぴセンジュイソギンチャクでは同じで、両活性に

はあまり相関はみられなかった。一方、マウス致死活性は溶血活性とかなりの相関があり、

溶血活性の強いものではマウス致死活性も強い。一般的にイソギンチャクのNaチャネル

毒の致死作用は甲殻類に対しては強いが哺乳類に対しては弱いこと、溶血毒は哺乳類に対

して強い致死活性を示すことが知られているので、本研究で検出されたマウス致死活性に

は、Naチャネル毒よりは溶血毒の関与が大きいと思われる。

　プロテアーゼ活性は20種中14種に認められたが、いずれも1．8－23Ulmlと弱いもの

であった。当研究室の過去の検索結果（皆川、1997）でもイソギンチャクのプロテアーゼ

活性は弱く、妥当な結果であろう。

　トリプシンインヒビター活性は9種中5種に検出された。中でも、ハタゴイソギンチャ

ク（2001U／ml）およびセンジュイソギンチャク（1971Ulml）に著しく強い活性がみられ、

イボハタゴイソギンチャク（271U／ml）とミノイソギンチャク（621U1ml）も比較的強い

活性を示した。プロテアーゼインヒビターはこれまでに、ウメボシイソギンチャク（Shiomi

αa乙，1989；Lenar6i6e’a瓦，1997）、Aηe’ηoη1asα10afa（Fritzαa乙，1972；Wunderere’a必，

1981；「「もchesche　ef　a孔，1987）、メ1ηが70ρ’e〃ハa　af「xaη加og旧m価ca（Minagawa　e’a丈，1997；

MinagawaαaA，1998）、Rad’aη話加sκose舶ηs’S（Mebs　ef　a乙，1983）、R，maα℃daα）4〃s

（ZykovaαaA，1985）くR力odao猷sノカodosオoma（Mebsαa五，1983）、Sflo々odaoり4a　sp．

（Mebs　and　Gebauer，1980）およびS冶e〃aηε加s（Antuch　efa乙，1993）の計8種から単

離され、沌ηemoη’asσ10aホaのKazal型のエラスターゼインヒビター1成分（偽chescheef飢，

1987）とウメボシイソギンチャクのシステインプロテアーゼインヒビターequistatln

（しenar6i6ef飢，1997）を除けば、いずれもKunitz型のプロテアーゼインヒビターに属す

ることが明らかにされているので、本研究で新たに検出されたトリプシンインヒピターも

Kunitz型であると予想される。しかし、廟emoη’a　sα’oafaから単離された4成分のKチ

ャネル毒のうち、3成分はKunitz型インヒビターであるという興味深い事実も報告されて

いる（Schweitzθ∫飢，1995）。イソギンチャクのトリプシンインヒビターは、Kチャネル

毒性を示すKunitz型インヒビターのいいモデル化合物であると思われるので、本研究で強

い活性が認められたイソギンチャクからトリプシンインヒビターを単離し、そのKチャネ

ル毒性を明らかにすることが望まれる（実際に、第3章で述べるイボハタゴイソギンチャ

クのSHTX“1は、Kチャネル毒性を示すKunitz型インヒビターであった）。

　PLA2活性は16種に認められ、特にスナイソギンチャク（23∪！ml）とベニヒモイソギ

ンチャク（42U／ml）は強い活性を示した。最近、Aμas／aρa〃ノdaからPLA2が単離された

が、毒性との関連は不明である（Grotendorst　and　Hessinge2000）。ヘビではPLA2は主

要な毒成分であり、ハチ類やオニヒトデでもPLA2は毒成分として機能していることが判

明している（Shiomi　efa乙，1998；Nevalainen　e’aゑ，2004）。その意味からも、本研究で見

出されたPLA2を単離し、その生物活性を明らかにすることは今後の興味ある課題であろ

う。
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第2章　　ハタゴイソギンチャクのペプチド毒の単離とcDNAクローニング

　ハタゴイソギンチャクS龍力odac酬a　g勺aη’ea（Fig．2－1）はイマイソギンチャク亜目

（Nynantheae）ハタゴイソギンチャク科（Stichodactylidae）に属し、沖縄から広くイン

ド洋～西太平洋のサンゴ礁の浅海に生息する直径40－50cmの大型種で、カクレクマノミ、

アカホシカニ．ダマシが共生する。長さ1cmほどの小さな触手がロ盤を覆い尽くし、口盤周

辺部が著しくひだ状になるのが特徴である。また、触手の色には変異があり、黄色やピン

ク色のものもある。

　第1章において、ハタゴイソギンチャクはサワガニに対して強い致死活性を示したのみ

ならず、致死活性が認められる濃度の1／8の濃度でも麻痺活性が検出され、致死成分とは

別に麻痺のみを引き起こす成分の存在が示唆された。そこで本章では、ハタゴイソギンチ

ャクから致死活性および麻痺活性を示すペプチド毒を単離し、その生物活性の解明と

cDNAクローニングを試みた。

実験方法

塑
　ペプチド毒の単離には、1989年10月に沖縄県黒島で採集したハタゴイソギンチャク5

個体（287g）を試料とした。試料は現地で凍結した後、研究室に持ち帰り、実験に使用す

るまで一20。Cで冷凍保存した。RNAの抽出には、2002年6月に観賞魚店（東京都）から購

入したハタゴイソギンチャクを試料とした。生きたまま賓の目状に切り取り、液体窒素で

凍結後、実験に使用するまで一80。Cで冷凍保存した。

粗抽出液の調製方法

　凍結試料をホモジナイズし、得られたホモジネートから5gを秤り取り、イオン交換水

25mlを加えて再びホモジナイズした。その後、冷却遠心分離（18800xg、4。C、15mln）

し、得られた上清を粗抽出液とした。

ペプチド毒の単離方法

　粗抽出液を、0．15M　NaClを含む0．01Mリン酸緩衝液（pH7．0）で平衡化したSephadex

G－50カラム（2、5×90cm；Amersham　Biosclence、Piscataway、NJ、USA）に供した。

同緩衝液を用いて流速24ml／hrで溶出し、溶出液はフラクションコレクターで8mlずつ分

取した。各フラクションについて280nmでの吸光度を測定するとともに、サワガニに対

する致死活性を調べた。サワガニ致死活性の認められたフラクションを集め、孔径0．45μm

のメンブレーンフィルター（DlSMIC－25cs；東洋濾紙、東京）でろ過後、TSKgel　ODS－120T

カラム（0．46x25cm；東ソー、東京）を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に

供した。カラムは0．1％トリフルオロ酢酸（TFA）溶液中のアセトニトリルの直線的濃度勾

配（最初の5minは0－17．5％、その後60minは17．5－42％）により流速1ml／minで毒成分を

溶出した。ペプチドはUV検出器を用いて220nmの吸光度で検出した。3成分のペプチド

毒（gigantoxins　l一“1）に対応する溶出液を集めて凍結乾燥し、必要な溶媒に溶解してその
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Fig. 2-1 . l ¥ ~7 :t4 y 4: :1~ ~ i7 Stichodactyla gigantea 

(i77/ ~~r4 F)vi7. 2001 d: L)) 
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後の実験に用いた。

毒性の測定方法

　マウスおよびサワガニに対する毒性（致死活性または麻痺活性）は第1章で述べたよう

に測定した。単離したペプチド毒のサワガニに対するLD50（致死活性）またはED50（麻

痺活性）については、種々の濃度の溶液を1群5匹のサワガニに投与して致死率または麻

痺率を求め、Litcわfield　andWilcoxon（1949）の方法に従って算出した。キンギョCa〆ass’θs

a〃〆afσs（観賞魚店で購入）に対する致死活性は、体重1gあたり試料10μ1を筋肉注射し、

最大2hrの観察により調べた。なお対照として、ヒトEGF（Sigma、St．Louis、MO、USA〉

のマウス致死活性、サワガニ毒性、キンギョ致死活性も調べた。

EGF活性の測定方法
　EGF（epldermal　grow恥factor、上皮増殖因子）活性は、A431細胞（ヒト頭頚部がん上

皮様細胞）の形態変化（EGFは、Ca2＋フリーの培地中でA431細胞の形態を多角形から球

状に変化させることが知られている）およびA431細胞のEGFレセプター（EGFR）のリ

ン酸化（EGFRは細胞膜を貫通しており、細胞内はチロシンキナーゼである。EGFがEGFR

に結合すると、チロシンキナーゼ自身のチロシン残基がリン酸化されることが知られてい

る）によって測定した。A431細胞は、仔牛血清（10％）、カナマイシン（0．06mg／ml）、ス

トレプトマイシン（0．1mglml）およびペニシリン“Ounits／ml）を含むDulbecco’s　modifled

Eagle’s　medium（DMEM）中で、5％CO2ガス存在下で培養した。

　形態変化の観察のために、6ウェル（φ35mm）のプレートにDMEM　lmlあたり1×105

の細胞数のA431細胞をまき、接着させるために37。Cで18－20hrインキュベートした。次

いで、A431細胞をPBS（137mM　NaCl、2，7mM　KCl、8mM　Na2HPO4およぴ1．5mM　KH2PO4

を含む）1mlで2回洗浄し、gigantoxln　IまたはヒトEGFとともにPBS　lml中で37。C、

30minインキュベートした。A431細胞の形態変化は顕微鏡によって観察した。

　EGFRのチロシン残基リン酸化を調べるために、A431細胞（1x106〉を10cmのペト

リ皿上のDMEM　lml中で370C、18－20hrインキュベートした。さらにgigantoxin　lまたは

ヒトEGFと37。Cで30minインキュベートした後、冷PBS（0．9mM　CaCl2および0．5mM

MgCl2を含む）1mlで2回洗浄した。ペトリ皿に接着したA431細胞をかきとって、1ml

の冷PBS中に懸濁し、遠心分離（1000xg、4。C、4min）した。細胞は一80。Cで18－20hr

保存した後、RIPA緩衝液（1．5％Triton－X100、0、1％SDS、500mM　NaCl、絢OmM　Na3V4、

50mMNaF、5mMEDTA、1mMフッ化スルフォニルフェニルメタン、0．01％ロイペプチ

ンおよび1％デオキシコール酸ナトリウムを含む25mM　HEPES緩衝液、pH7．8）1mlと

ともにホモジナイズ（4。C、30min）し、さらに遠心分離（15000×g、4。C、15min）した。

得られた上清は50％Protein　G　Sepharose4B（Amersham　Bioscience）を含むRIPA緩衝

液25μ1と混合し、4。Cで1hr撹絆した。遠心分離（2000×g、4。C、4min）後、上清に2μg

のマウス抗EGFR抗体（Santa　Cruze　Blotechnobgy、Santa　Cruze、USA）および50％

Protein　G　Sepharose4Bを含むRIPA緩衝液25μ1を加えた。混合物を4。Cで3hr撹梓し、

遠心分離（2000×g、4。C、4min）した。得られた沈殿をRIPA緩衝液1m1で4回洗浄し、

25μ1の電気泳動用緩衝液（2．15％SDS、5％2一メルカプトエタノール、7％グリセロールお
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よび0，0025％ブロモフェノールブルーを含むα52MTris－HCl緩衝液、pH6．81東洋紡、大

阪）に懸濁し、95。Cで3min加熱後、短時間の遠心分離を行った。Laemmli（1970）の方

法に従い、20μ1の上清を5％ポリアクリルアミドゲルを用いるSDS－PAGEに供した。

SDS－PAGEで分離したタンパク質を100V、1hrでニトロセルロース膜に転写し、膜は10％

スキムミルクを含むBS一刊》een（0．1％軸eea20を含む10mM胴s－HCl緩衝液、pH7．5）

でブロッキング（室温、喋hr）後、TBS－1㎞eenで洗浄した。転写タンパク質は、マウス抗

ホスフオチロシン抗体4G10（1：5000希釈；生化学工業、東京）と室温で2hr、次いで西

洋わさぴペルオキシダーゼを結合した抗マウスlgG抗体RPN｛001（1：1000希釈l

Amersham　Blosclence）と室温で1ねr反応させた。TBSで洗浄後、ラベルされたタンパク

質はECL検出器（Amersham　Bioscience）を用いて検出した。

タンパク質の定量方法

　タンパク質の定量はLowryθ’翫（1951）の方法に従って行った。標準タンパク質とし

ては牛血清アルブミンを用いた。

分子量の測定方法

　単離したペプチド毒の分子量は、レーザーイオン化一飛行時間型質量分析法

（MALDl1TOFMS法〉により測定した。装置としてはSHIMADZU／Kompact　MALDHを用

いた。試料1μ1をサンプルスライド上で風乾後、その上にマトリックス溶液（10mg／miの

シナピン酸溶液）1μ1をのせ、結晶化後に分析を行った。

還元およびピリジルエチル化

　試験管中で凍結乾燥した各gigaatoxin（200－300μg）を、7Mグアニジン塩酸塩および

10mM　EDTAを含む0．5Mトリスー塩酸緩衝液（pH8．5）300μ1に溶解し、容器内の空気を

窒素で置換した。ジチオスレイトール（Dτ丁）を1mg加えて再び窒素で置換した。室温で

2hr還元後、4一ピニルピリジン2μ1を加え、室温暗所でさらに90mln反応させた。ピリジ

ルエチル（PE）化した試料は、TSKgel　ODS－120Tカラムを用いた逆相HPLCで精製した。

溶出は0．｛％TFA中のアセトニトりルの直線的濃度勾配（0－70％、40min）により、流速

1ml／minで行った。なお、PE化した各gigan重oxinはUV検出器を用いて220nmの吸光度

で検出した。

キモトリプシンによる酵素分解

　キモトリプシン（EC3．421．1）は特に、Tyr、Phe、Trp残基のカルボキシル側のペプチ

ド結合を切断する酵素である。また弱いながら、Leu、Met、Ala、Asp、Glu残基のカルボ

キシル側のペプチド結合も切断する。PE－gigantoxin　ll（70μg）を凍結乾燥後、0．01M　CaCl2

を含む0．1Mトリスー塩酸緩衝液（pH7．8）500μ1に溶解し、5μgのキモトリプシン（Roche

Diagnostjcs、Mannheim、Germany）を加えて250Cで18hr分解した。生成したペプチド

断片は、TSKgel　ODS－120Tを用いる逆相HPLCにより単離した（0．1％TFA中のアセトニ

トリルの濃度勾配はFig．2－7を参照）。
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V8プロテアーゼによる酵素分解

　V8プロテアーゼ（EC3．4，21．19）はアンモニア系緩衝液中ではGlu残基の、リン酸緩衝

液中ではGiu残基とAsp残基のカルボキシル側のペプチド結合を特異的に切断する酵素で

ある。PE－gigantoxin量ll（50μg）を2mM　EDTAを含む0，1M炭酸水素アンモニウム溶液250μ1

に溶解し、10四のV8プロテアーゼ（S’aρねソoooσoαsa〃〆e〃sV8；ICN　Bbmedicals、lrvlne、

CA、USA）を加えて37。Cで18hr分解した。生成したペプチド断片は、TSKgel　ODS－120T

カラムを用いた逆相HPLCにより単離した（0．1％TFA中のアセトニトリルの濃度勾配は

Fig．2－10を参照）。

アミノ酸配列分析

　単離したペプチド毒のN末端アミノ酸配列およびキモトリプシンまたはV8プロテアー

ゼ分解で得られた各ペプチド断片のアミノ酸配列は、エドマン分解法に基づいた気相式シ

ークエンサー（LF－3400D　TriCa殴w馳hlgh　sensitMty　chemlstry　l　Beckman　Coulter、

Fullerton、CA、USA）を用いて分析した。本装置ではエドマン分解反応はすべて自動的に

順次進行し、各サイクルで生成するPTH一アミノ酸はオンラインで逆相HPLCに送られ自

動分離される。こうして得られた逆相HPしCのクロマトグラムをみて、試料のアミノ酸配

列をN末端から決定した。

　GigantoxinlのC末端部分のアミノ酸配列は、カルボキシペプチダーゼW（EC3．4．16．↑1

生化学工業、東京）分解により生成するペプチドの分子量測定およぴ遊離するアミノ酸の

組成分析から決定した。凍結乾燥したPE－gigantoxin　l（100μg〉を0．2M酢酸緩衝液（pH4．0）

100Flに溶解し、α05M酢酸緩衝液（pH4、0）に溶解したカルボキシペプチダーゼW溶液

（2μg1μ1）を20μ1加えて30。Cでインキュベートした。経時的に反応液25μ1を取り出し、

沸騰水中で加熱して酵素を失活させ、一部をMALDl／TOF－MSに供して生成ペプチドの分

子量を測定した。残りは凍結乾燥後、0、2Mクエン酸緩衝液（pH2．2）600μ1に溶解し、孔

径0．45μmのメンブレーンフィルター（DISMIC－13cp；東洋濾紙、東京）でろ過後、アミ

ノ酸自動分析計（アトーMLC－703型）に供した。

RNAの抽出方法
　触手、ロ盤、体壁を含む凍結試料約1gからTRlzol試薬（lnvltrogen、Cadsbad、CA、

USA）を用いてtoねlRNAを抽出した。

3’RACE法
　3’RACE（3雲一rapidamp哺cationofcDNAends）は以下のように行った。1ststrandcDNA

は5μgのtotaRNAをもとに、3’RACESystemforRapidAmp哺cationofcDNAEndsキッ

ト（lnvltrogen）とオリゴdT一アダプタープライマーを用いて合成した。1st　strand　cDNA

に対して、gigan走oxln　l－1“のアミノ酸配列をもとに設計したdegenerateプライマー（5’一ACI

GGI　CAR　TAY　GCl　WSI　WSl　TTY　TG－3’はgigantoxin　lの7TGQYへSSFC15、5’一GAY　WSl

GAYGGICCICAYGT’IMGIG－3’はgigantoxinllの7DSDGPHVRG15、5’一GCITGYAAR

TGY　GAY　GAY　GAY　GG－33はgigantoxin　lllの2ACKCDDDG9にそれぞれ対応）とAUAP

（Abridged　UniversalAmp置i恥ation　Primer）とで1回目の3’RACEを行った。得られたPCR
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産物はMicroSpip　S－400HR　Columns（Amersham　Bioscience）でプライマーを取り除い

た後、さらにdegenerateプライマー（5！一TYT　GYY　TIAAYG　GIG　GIA　CITGYM　G－3’は

gigantoxinlの14FCLNGGTCR22、5’一CAYGTIMGIGGIAAYACIYTIACIGG－3’は
gigantoxin　llの12HVRGNTLTG20、5’一GAY　ATH　MGl　WSl　GCl　ACl　YTl　ACl　GG－3’は

glgantoxin　l”の1bRSATむTGlgにそれぞれ対応ラとAUAPとでnested　PCRを行った。

PCR増幅はEx殆qポリメラーゼ（殆kara、大津、滋賀）を用いて、条件は94。C5min；

94。C30sec、55。C30sec、72。Clminを35サイクル；72。C5minとした。

55RACE法
　5’RACE（5’一rapid　ampIification　ofcDNA　ends）は以下のように行った。1ststrand　cDNA

は5μgのtotaIRNAをもとに、5’RACESystemforRapidAmplificationofcDNAEnds
（lnvitrogen）キットとgene－speclficプライマー（glgantoxlaHま5’一GGT1脇GACTGAC

ATT　TGC　TC－3’、gantoxin　Ilは5’一ACT　ACC　CTT　TTG　GCA　Tr「GTG。3’、gigantoxia　I”は

5’一AAG　GAτTGT　GTAAAAAGATGC　G－3’）を用いて合成した。1st　strand　cDNAに対し

て、gene－speci罰cプライマー（gigantoxln　lは5’一AATCACCCG　GACAAATGCAG－3’、

gigantoxin“は5’一GCC　AAC　CAG　ATG　GGC　AGC－3’、gigantoxin　l匪1は5’一ACT　TT’『CCC

AτCCCTCGTTG－3’）とAAP（AbridgedAnchorPrimer）とで1回目の5’RACEを行っ

た。得られたPCR産物はMicroSpin　S－400HR　Columnsでプライマーを取り除いた後、

さらにgene－speci而cプライマー（glgantoxin　Hよ5’一GτA　TCT　GCA　CGT　CCC　CCC－37、

gigantoxin　llは5’一GGC　AGC　CGA　ACA　CCC　AGA－3’、gigantoxin　llI　lま5’一CTA　AAT　CAA

CAG　TGC　CCG　TC－3’）とAUAPとでnested　PCRに供した。PCR増幅は3’RACEの場合

と同じ条件で行った。

サブクローニング法

　nested　PCR産物はMicroSpln　S－400HR　Columnsでプライマーを取り除いた後、

pT7Blue　Vector（Novagen、Nottingham、UK）にLigation　hlgh（東洋紡）を用いて160C

で4hrライゲーションした。次に、ライゲーションしたpT7BlueVec粟orを大腸菌のコンピ

テントセルCompetent　high　DH5α（東洋紡）に形質転換した。あらかじめX－gal50μ1

（20mg／ml）を塗布したアンピシリン（50μg／ml）を含むLBプレート培地に、形質転換し

た大腸菌を播いて、37。Cで一晩インキュベートした。翌日、ブルーホワイトセレクション

を行い、pT7Blue　Vectorに特異的なM侶Primer　M4と丁7promotor　primerを用いて、コ

ロニーPCRでインサートチェックを行った。

　塩基配列分析はジデオキシ法に基づき、コロニーPCR産物をCy5ThermoSequenase

Dye、brminator　Klt（Amersham　Bioscience）に従って反応させ、Long－Read　Tbwer　DNA

シークエンサー（Amersわam　Blosclence）により解析した。最後に、3’RACEと5’RACE

で決定した塩基配列をもとに設計した5’末端側と37末端側プライマー（glgantoxin　lでは

5’一TGT　GAG　AAG　CAA　Aτrr　GAC　CAG－3’と5’一GCC嘲rrr　rrAT　TrG　AAA　TCC　A’rG　TT－3’、

glgantoxin　llでは5’一GGT　CAT　TCA　ACA　TCA　AGC　GG－3’と5’一CCA　GTT　TAAτGC　TCA
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TCAGTTT－3’、gigantoxin”1では5’・ATCACTτrGAGTCCTGAGTAG－3’と5’一丁τGTrr

罹rTCAGCACTTTAAGG－3’）でRT－PCRを行い、全塩基配列を確認した。

刺胞からのペプチド毒の単離

　刺胞の精製はHessinger　and　Lenho仔（1973）の方法を改良して行った。凍結試料から

触手約10gを切り取り、1Mクエン酸ナトリウム水溶液300ml中でほぐすように浮遊させ、

沈殿後、上清を捨ててヌメリ成分を除去した。同様の洗浄を5回繰り返してぬめりを十分

に除去後、30mlの1Mクエン酸ナトリウム水溶液を加え、4。Cで5日間自己消化させた。

自己消化中に数回上清を入れ替え、その都度タッチミキサーで激しく撹搾して、組織から

の刺胞の分離を促した。自己消化後、目の細かいふるい（程5μm）でろ過し、刺胞がはず

れた後の組織などを除去した。ろ液を遠心分離（100×g、4。C、10min）し、上清を捨て、

組織片や共生藻を取り除いた。得られた沈殿を50mlの1Mクエン酸ナトリウム水溶液で

3回洗浄し、刺胞を精製した。得られた刺胞は乳鉢でよくすり潰した後、10倍量のイ才ン

交換水を加えて遠心分離し（18800×g、4。C、15min）、粗抽出液とした。ペプチド毒の単

離は先に述べた方法と同様に行った。

結果

ペプチド毒の単離および毒性

　粗抽出液をSephadex　G－50に供したところ、280nmで吸光度を示すピークは2つ認め

られ、サワガニ致死活性はこの2つのピークの聞（Fr32－46）に検出された（Fig．2－2）。

致死活性の認められた画分を集め、逆相HPLCに供したときの溶出パターンをFlg．2－3に

示す。得られたピークのうち、保持時間35minのピークに麻痺活性が、保持時間44、56min

の2つのピークに致死活性が検出された。保持時閥が早い順にそれぞれのピークに対応す

る毒成分をgigantoxln　l、”、1”と命名した。典型的な実験では試料5gからの収量は

gigantoxl酬が5960μg、gigantoxin“が150μg、gigantoxinlllが250Fgであった。各ペプ

チド毒の致死活性およぴ麻痺活性は柏ble2－1に示した。いずれの毒成分もマウス、キン

ギョに対しては1000μg／kgの投与量でも特別な症状を引き起こさなかった。サワガニに対

する致死活性はglgantoxln”（LD5070μglkg）とglgantoxin　l”（LD50復0μg／kg）では認め

られたが、gigantoxin　lの場合、1000μglkgの投与量でも、サワガニは5匹中1匹しか死亡

しなかったため、LD50は1000四1kg以上と判断された。しかしgigantoxin　lはサワガニに

対して一過性の強い麻痺を引き起こし、そのED50は215μg／kgと求められた。なお、対照

として用いたヒトEGFは、各種動物に対する致死活性もサワガニに対する麻痺活性も示

さなかった。

Gi　antoxin　lのアミノ　配列と塩基配列

　逆相HPLCで単離したglgantoxln　Iをシークエンサーに供してN末端部分のアミノ酸配

列を調べたところ、46残基目までのアミノ酸配列を次の通り決定することができた。
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Fig. 2-2. Gel filtration on Sephadex G-50 of the crude 

extract from Stichodactyla gigantea . 

The crude extract was applied to a Sephadex G-50 

column (2.5xgOcm) , which was eluted with 0.15M 

NaCl in 0.01M phosphate buffer (pH 7.0) . Fractions 

of 8ml were collected at a fiow rate of 24ml/hr. 
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Fig. 2-3. Isolation of Stichodactyla gigantea toxins by 

reverse-phase HPLC. 

The toxic fraction obtained by gel filtration on 

Sephadex G-50 (Fig. 2-2) was subjected to HPLC 
on a TSKgel ODS-120T column (0.46 X 25cm). 
The column was eluted with a gradient of 
acetonitrile in 0.1 o/o TFA. The flow rate was 

maintained at I ml/min. 
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　　　　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　30
Gigantoxin　l　D　V　G　V　A　C　T　G　Q　Y　A　S　S　F　C　L　N　G　G　T　C　R　Y　l　P　E　L　G　E　Y

　　　　　　YCICPGDYTGHRCEQM
　次いで、C末端部分のアミノ酸配列を明らかにするために、PE－gigantoxin　lのカルボキ

シペプチダーゼW分解を行った。カルボキシペプチダーゼW分解物のMALDl1TOFMS分

析により、C末端からアミノ酸が経時的に遊離することが確認された。分解を開始してか

ら10min後のMALDI／TOFMS分析の結果をFig．2－4に示すが、C末端から8残基目まで

遊離していると判断された。各ペプチドピークの分子量の差から、C末端部分の配列は

HRCX～X2×3SX4（X1はE、QまたはK、X2はQ、M、EまたはK、X3はMまたはH、X4
はV、TまたはP）と推定された。同じ試料をアミノ酸分析に供したところ、殆ble2－2に

示すように7種アミノ酸が検出された。遊離した8種アミノ酸のうち、PE一システインは

スタンダードを用意できなかったため定量できなかった。検出されたアミノ酸の量から、

C末端アミノ酸配列はHRCEQMSVと考えられ、MALD匪1TOFMSの結果とも矛盾しなかっ

た。HRCEQMはN末端配列分析で確定した41H－46Mの配列と完全に一致したので、48

残基から成るgigantoxin　lの全アミノ酸配列をFig．2－5のように決定した。この配列をデ

ータベースで検索したところ、哺乳類由来のEGF（epidermal　growth　factor、上皮増殖因

子）と高い相同性を示すという興味深い事実が判明した。Fig、2－5には、比較のためにヒ

ト（Gregory　and　Preston、1977）、ブタ（Pasca”ef飢、1991）およびマウス（Savage　e～

訊、1972）由来のEGFの配列を並べて示したが、gigantoxin　lはこれらEGFと31－33％

の配列相同性を有し、高次構造にとって重要なCysの数と位置は完全に一致した。

　Gigantoxin　lをコードするcDNAの全塩基配列（398bp）は、3’Race法と5’Race法に

よってFig．2－6のように決定した。開始メチオニンの手前の5｝非翻訳領域には停止コドン

（TAA）が、3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AA工AAA）がそれぞれ確認できた。

Gigantoxin　lの演繹アミノ酸配列（86残基）中には、N末端アミノ酸配列分析とカルボキ

シペプチダーゼW分解物から決定した配列が含まれていた。Gigantoxinlのシグナル配列

をSlgnalPV3．0（CenterforBloioglcal　SequenceAnalysis、Denmark）で解析したところ、

開始メチオニン以降23残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペ

プチドと成熟ペプチドの間には15残基からなるプロパート部が存在していた。

Gi　antoxin“のアミノ酸配列と塩基配列

　Gigantoxin“のN末端アミノ酸配列は、次の通り35残基目まで決定することができた。

　　　　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　30

Gigantoxin“　GVPCRCDSDGPHVRGNTLTGTVWVFGCPSG
　　　　　WH　K　C　Q

　そこでGlgantoxln　llのC末端部分のアミノ酸配列を明らかにするために、PE－gigantoxln

”をキモトリプシン分解に供した。キモトリプシン分解物から逆相HPLC（Fig．2－7）で2

つのペプチド断片（ll－C。1と匹C－2〉を単離した。ペプチド断片の全アミノ酸配列は、シ

ークエンサーにより

　　　　　　　　　　　ll一（〉1　　　　C　KQ

　　　　　　　　　　　lトC－2　　　　HKCQKGSSTC
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Table 2-2. Amino acid analysis of 
gigantoxin I with Carboxypeptidase W 

d igested PE-

Amino acid Quantit ratio 
t 

Asp ( D) 

Thr(T) 

Ser(S) 

Glu(E) 

Gln(Q) 
Gly(G) 
Ala (A) 

Val (V) 

Cys (O 
Met ( M ) 

lle(D 

Leu (L) 

Tyr(Y) 

Phe(F) 
His(H) 
Lys ( K) 

Arg ( R) 

o 

O 

0.85 

0.47 

0.60 

o 

O 
1 . oo 

o 
0.80 

O 

o 

O 

O 
0.09 

o 
o. 1 2 

*Quantity of Val was supposed to be I .OO. 
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A了丁τTGτGAGAAGCAAATτGACCAGCGAGGACGAA7TAAAAAAGAτTCGACGACCAAAτG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嚢　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M

GCTTCτ丁7CAGAACτ丁TGTTTGCTTGτGτGGTTATTCτGTGTTGτGτTCTGTGGAGTTCG

AT【GGCT’CGCTATGGTGAAGACATGGAAGTγGAAACAGAAATGAACAAGCGTGATGTAGGC

　聞ARYGED麟EVETεM麗KRDVG

ATCCCAGAACτGGGTGAATATT　CTGCATTTGτCCGGGTGAT　ACACτGGACATAGATGT

　聾PEしGEYYCICPGDY幽『GHRC
GAGCAAATGTCAGTCτAAC　TAAATAAGTCAAGCCCAτGCTATAAAGAACAτGGAT7「CA
　E　　Q　　M　　S　　V　　倉

AATAAAAGGCττ丁TAAAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

60

　1

120

　21

歪80

41

240

6－

300

8望

360

86

398

Flg．2－6，Nucleotide　sequeRce　of　tわe　cDNA　encoding　gigantoxln　l．覇e　complete　gene

sequence　of　gigantoxin　l　and　lts　trans蓬atl◎口product　are蒔1りstrated。The　deduced　amino　acid

sequence　ls　s舞ow“startlng重rorn　tわe捕rst　ATG　codon　o葦撫e　open　readlpg　frame．丁わe

asterlsks　iハdlcate　ln－frame　st◎ρcodons（TAA〉．Nucleotlde　and　amlη◎acld　nロmbers　are

sbown　at撫e　rlg熱t．The　putatlve　slgnal　sequence　and　polyadenylatlon　signal　are　underlined．

The　propart　ls　do纏bly　underlined．Tわe　prlmers　for3管RACE　are　shaded．The　prlmers　for

5’RACE　are　boxed．
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Fig. 2-7. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by 
digestion of PE-gigantoxin ll with Chymotrypsin. 

Column, TSKgel ODS-120T (0.46 X 25cm); elution, 
gradient of acetonitrile in O. I o/o TFA; flow rate, I ml/min. 

Two peptides (ll-C-1 and ll-C-2) were subjected to 

sequencing. 
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と決定された。1量一C－2断片は31Wのカルボキシル側で切断を受けて生じたペプチドで、32H

から4℃までの断片と判断された。一方、”一C－1断片には重複する配列がなかったが、暫

定的に42Cから嘱QまでのC末端断片と仮定した。こうして44残基から成るgigantoxin　ll

の全アミノ酸配列をFig．2－8のように決定した。アミノ酸配列から算出した分子量

　（4663．3）は、MALDl／TOFMS分析で得られた値（4673．2）とよく一致するので、決定し

た配列は正しいことが支持された。Gigantoxin　llは、既知のイソギンチャク毒と比べてタ

イプ1のNaチャネル毒に属すると判断された。

　Gigantoxin　llをコードするcDNAの全塩基配列（432bp）は、3’Race法と5’Race法に

よってFig、2－9のように決定した。開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドン

　（TAA）が、3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AA■AAA）がそれぞれ確認できた。

Gigantoxin　IIの演繹アミノ酸配列（74残基）中には、N末端アミノ酸配列分析とキモトリ

プシン分解によって得られたC末端部ペプチド断片のアミノ酸配列分析から決定した配

列が含まれていた。Gigantoxin”のシグナル配列をSignalPV3．0で解析したところ、開始

メチオニン以降19残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチ

ドと成熟ペプチドの間には11残基からなるプロパート部が存在していた。

Gi　antoxln　lllのアミノ酸配列と塩基配列

　Glgantoxin　lllのN末端部アミノ酸配列は、次の通り45残基目まで決定することができ

た。

　　　　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　30

Gigantoxinl”AACKCDDDGPDI　RSATLTGTVDLGSCNEGW
　　　　　EKCASFYTILADCCR

　そこでGigantoxin　l”のC末端部分のアミノ酸配列を明らかにするために、PE－gigantoxin

”1をv8プロテアーゼ分解に供した。v8プロテアーゼ分解物から逆相HPLc（Fig．2－10）

で単離した醇V8と命名したペプチド断片の全アミノ酸配列は、シークエンサーにより

　　　　　　lll－V84　　　GWEKCASFYT　l　LADCCRRPR
と決定された。このペプチド断片は32K以降のペプチドに相当し、そのC末端がEではな

くRであることから、gigantoxin　mのC末端ペプチドであると判断された。こうして48

残基から成るgigantoxln”1の全アミノ酸配列をFig．2－11のように決定した。アミノ酸配

列から算出した分子量（5179．8）は、MALDl／TOFMS分析で得られた値（5180．4）とほぼ

一致するので、決定した配列は正しいことが支持された。なおgigantoxin”1は、既知のイ

ソギンチャク毒と比べてタイプ2のNaチャネル毒に属すると判断された。

　Gigantoxin　l”をコードするcDNAの全塩基配列（540bp）は、3’Race法と5’Race法に

よってFig．2－12のように決定した。開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コド

ン（TGA）が、3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AATAAA）がそれぞれ確認できた。

Gigantoxin　lllの演繹アミノ酸配列（84残基）中には、N末端アミノ酸配列分析とV8プロ

テアーゼ分解によって得られたC末端部ペプチド断片のアミノ酸配列分析から決定した

配列が含まれていたが、翻訳領域のc末端にアミノ酸配列中にはなかったGly残基が存在

していた。生理活性ペプチドの前駆体構造の解析から、翻訳後修飾の過程でアミド化され

る残基のc末端側には常にGly残基が存在していることが知られている（水野，松尾、

一35一
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τTGGTCATTCAACATCAAGCGG了GCACACCAATTAATCATCTTCGAAAACCACGAATCTA　　　　60
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嚢

CAGAGACTCTTGAAGAAATCCAACATGAATCGCCTGATCATATTGGTTTTτGCAGCAG’「A　　　120
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　閉NRし暫董LVFAAV　12

τTCCTCACCCτGGCτTCAGCAGAAGTATCAGAAGATGTCAACATGGCAAAGAGGGGτGTC　　　180
32

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　240

TGGGτGTτC　GC下GC　CATCTGGT了G　　ACAAATGCCAAAAGGG’『AG　AGCACTTGτTGC　　　300

AAGCAGTGAAC’「TCTGAACTGACCATTGTAGTCAτATGGCτAGGATτTCAGGTCACτCGA　　　360
　K　　Q　　費　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　74

丁TGτAACGTTAGAA’『ATTGGGTAAACTTAττAAA下AAAAACTGAτGAGCATTAAACTGGA　　　420

AAA　A　AA　A　A　A　AAA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　432

Flg。2－9．Nucleotide　sequence　of　the　cDNA　encodlng　gigantoxl口ll．The　complete　geae

sequence　of　gigantox語聴and　lts重ranslatlon　product　are謝しIstrated．Tわe　deduced　am勧o　acld

seque陰ce　ls　s舞owa　startlng　from漁e5rst　ATG　codon◎f　the　ope自readhg∫rame。The

asterlsks　lndlcate　l飛一frame　stop　codons（τAA　and　TGA）．Nucleotide　and　amino　acld

れumbers　are　s銭own　at　the　rlght。The　putative　slgnal　sequence　and　polyadenylatbn　signal

are　u口derlined．The　propart　ls　doubly　underlined、τめe　prlmers　for3聾RACE　are　sわaded．The

prlmersfor5lR』ACE　are　boxed．
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Fig. 2-1 o. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by 
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ATTATCACTTTGAGTCC’『GAGTAGAACTGAACAAGAACAAAGGAGAA’『AACCAACGCCGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嚢

60

CAτAAτCCAAGTCAGGGAACGC’「CGTTTTCGCAAτGGCATACC了AAAGATTGTTCτCGTT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MAYLK匪VLV

120

　9

GCTτTGATGTTGGTGGTCGCCGTG了CTGCAATGAGGCTTTCTGATCAAGAAGAτCAAGAT 180

29

AτCτCτGτ7GCTAAGCGCG碕議縫i難難簗i萎難i難鱗霧欝i簸鱗TCC嚥i灘嚢繋鱒i難欝 240

49

糞鞭i難選i羅舞璽錘亟亜GAAGCT一魎 300

69

マCTTτ丁TACACAATCCT　GCGGAT’『GC7GCAGGAGGCCGAGGGGCTAAATTCCGAτGCτG 360

84

AAATτAAAGATTCGGATAGGAAAAATGGAACACAAGCTAAGCAATτGAτGTAGτTACAAT 420

AAGCAτTAAACGGGAGτGTTAT下GAACAAGAAAGAτCGGGTAτAAGACTACCTTAAAGτG 480

CτGAATAAAACAATAGATTAATAAATAAACCAAAAτCAATATAAAAAAAAAAAAAAAAAA 540

Fl9．2－12，Nucleotlde　seqロence　of撫e　cDNA　enc◎d蛤9gigantoxln　l縫．The　c◎mple重e　gene

sequence　of　glgan重oxln　l匿l　and　l重s　traハslation　product　are樹ustrated．The　deduced　amlno

acld　seqqence　is　sわown　startlng　from　the　flrst　ATG　codon　of　the　open　reading　frame、The

asterisks　indicate　ia－frame　stop　codons　（TGA　a織d　TAA〉．　Nlucleotlde　and　amlno　acid

numbers　are　shown　at　tわe　rlght　The　putatlve　signal　sequence　and　polyadenylatl◎n　signal

are　under髄口ed、The　propart　is　doubly　underllRed．The　prlmers｛or3IRACE　are　s蝕aded．Tめe

primers　for5’RACE　are　boxed、
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1988）。このことからglgantoxln”1もC末端アミド化酵素によって、C末端がアミド化さ

れている可能性が示唆された。Gigantoxin　Illのシグナル配列をSignalPV3．0で解析したと

ころ、開始メチオニン以降19残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグ

ナルペプチドと成熟ペプチドの間には16残基からなるプロパート部が存在していた。

　Gigantoxin匪のアミノ酸配列は、哺乳類由来のEGFと高い相同性がみられたので、EGF

活性を示すかどうかを検討した。

　A431細胞は通常は多角形であるが（Fig．2－13A）、Ca2＋を含まない培地でEGFとインキ

ュベートすると球形に変化することが知られている。本研究でも、1－10nMのヒトEGFに

より、ほとんどの細胞が球形に変化させることが確認された（データ示さず）。Gigantoxln

lの場合も、ヒトEGFの100－1000倍の濃度（1μM）を必要としたが、ヒトEGF同様にほ

とんどのA431細胞を球形に変化させることが確認された（Fig．2－13B）。

　一方、gigantoxin　Hま、A431細胞のEGFRのチロシン残基のリン酸化を引き起こすこと

が判明した。Glgantoxln　Iとインキュベートした細胞からEGFRを抗EGFR抗体を用いて

精製してウェスタンブロッティングで分析したところ、EGFRに相当する170kDaタンパ

ク質は抗リン酸化チロシン抗体と反応することが認められた（Flg．2－14）。検出されたバ

ンドの発色の程度は、500または1000nMのgigantoxin　lと1nMのヒトEGFではぼぽ等

しく、EGFRのチロシン残基リン酸化を起こす能力はgigantoxin　lはヒトEGFの
111000－11500と見積もられた。

刺胞からのペプチド毒の単離

　イソギンチャクのペプチド毒、溶血毒および刺胞由来のコラーゲンの前駆体には、シグ

ナルペプチドと成熟ペプチドの間に、ズブチリシン様のプロセシング酵素の切断部位とな

る塩基性アミノ酸対（Lys。Arg）を末端にもったプロパート部の存在が知られている。

AnderluhefaA（2000）はMEMEツールを用いて、これらのプロパート部の解析を行い、

成熟ペプチドのN末端側に位置する9残基が共通モチーフを形成していることを明らかに

した。またプロパート部は毒やコラーゲンを刺胞にソーティングするためのシグナルとし

て機能していると推定した。このプロパート部の共通モチーフとgigantoxin　l一”1のプロパ

ート部の比較を行ったところ、いずれも共通モチーフとよく一致し、プロパート部の末端

は塩基性アミノ酸対（Lys－Arg）で終わっていた（Fig．2－15）。

　そこで実際にgigantoxin卜皿1が刺胞に含まれていることを確認するために、刺胞から調

製した粗抽出液と触手から調製した粗抽出液をもとに、ペプチド毒の単離を試みた。逆相

HPLCで単離したglgantoxin　l一”1の同定は、N末端部のアミノ酸配列をシークエンサーで

確認して行った。その結果、得られた逆相HPLCの溶出パターンは刺胞からのものと触手

からのものとで、ほとんど同じ挙動を示した（Fig．2－16）。また、いずれも本質的にFig．2－3

に示した全抽出物からのものとも同じであった。こうしてgigantoxin　I一”1が刺胞中に存在

することが明らかになったが、刺胞から得られたその量は触手から得られた量に比べて明

らかに少なかった。例えば逆相HPLCのピークエリア面積から計算したgigantoxin量の収

量は、触手からは800μglgであるのに対して、刺胞からは250μglgであった。
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Fig. 2-13. Morphological change ofA431 cells by gigantoxin I. 

The cells were incubated at 37~C for 30min in PBS without (A) or with gigantoxin l 

(1 uM) (B). 
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Glgantoxin　l

Gigantoxin匪l

Gigantoxin　I“

Equinatoxln疑

Equinatoxin　IV

Equinatoxin　V

Ca匿i匙oxin　l

Calitoxin回

AeNa

HmK

　RYGEDM
　　　　　EV

MRLSDQE
LPSKK　l　l

LPSKKl　l
LSSKKS　l
　　　RTTL
　　　RTTL

RMELQDVE

EVETEMNKR
SEDVNMAKR
DQDISVAKR
DEDEEDEKR
DEDEKDEKR
NEDEKDEKR
NKRNDIEKR
NKRIDIEKR
DEDVDIAKR
DMENGFQKR
＊＊＊肉喪＊＊＊＊

AB110014

AB“0012
AB110015
U41661

AFO57028

U51900

S69403

S69399

AF130344

AFO20047

Consensus PP 一h－KR

Fig．2－15．Alignment　of　proparts　of　gigantoxins　with　those　of　sea

anemone　toxins．Equinatoxins（hemoIysins）and　AeNa（sodium　channel
塾oxin）are　from’40加1a　eσ〃加a，calitoxins（sodium　channel　toxins）from

Ca〃ノac飴　ρa昭sκ’ca　and　HmK　（potassium　channel　toxin）　from

Hαe伯cオ’s　magη静ca。The　proposed　common　motlf　of9amlno　acld
residues　is　indicated　by　asterisks　below愉e　sequence　of　HmK．ln　the

consensus　line，the　proposed　highly　consen’ed　amino　acid　residues　are

shown　by　p　（polar　resldues），一（negatlvely　charged　residues），h

（hydrophoblcresidues），K（lysine）andR（argirline）。Theconsensus

residues　are　boxed．GenBank　accession　numbers　are　sわown　on　the
right．
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Fig. 2-16. Isolation of gigantoxins from nematocysts (upper) and 

tentacles (Iower) by reverse-phase HPLC. The toxic fraction 

obtained by gel filtration was subjected to reverse-phase HPLC on 
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eluted with a linear gradient of acetonitrile in 0.10/0 trifluoroacetic 

acid at a fiow rate of I ml/min. Gigantoxins 1-lll appeared in labeled 
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考察

　ハタゴイソギンチヤクからサワガニに対する毒性を指標にして、SePhadexG－50および

逆相HPしCにより3成分のペプチド毒（gigantoxin　l－lll）を単離し、アミノ酸配列分析に

よって全一次構造を明らかにすることができた。さらに3’Race法と5Race法による

cDNAクローニングによってその前駆体構造も解明することができた。Glgantoxin”およ

びlllは既知のNaチャネル毒に属するが、glgantoxln　lは哺乳類由来のEGFと31－33％の

配列相同性を有するという点できわめて興味深い。本研究ではglgantoxin　lのジスルフィ

ド結合の様式は検討しなかったが、6残基のCysの位置は哺乳類由来のEGFと完全に一

致しているので、EGF同様に3つのジスルフィド結合は6cys－2℃ys、15cys－32cysおよび

糾Cys－43Cysであると推定される。構造の類似性と対応して、glgantoxin　IはヒトEGFより

はるかに弱いもののEGF活性、すなわちA431細胞の形態変化およびEGFRのチロシン

残基リン酸化を引き起こした。しかしながら、gigantoxin　lはサワガニに対する毒性の点で

EGFとは識別される。Gigantoxin　lはサワガニに対する致死活性は弱い（LD50＞

1000μglkg）ものの、強い麻痺活性（ED50215μg！kg）を示し、一方でヒトEGFは1000μg／kg

の投与量でもサワガニに特別な症状は引き起こさない。Gigantoxin　lは毒性とEGF活性と

をあわせもつペプチドの最初の例である。Gigantoxin　lはサワガニに対して麻痺活性を示

すことから神経毒と予想されるが、その作用機構は今後の大きな課題である。

　Carpenter　and　Cohen（1990）によれば、EGFおよびEGF様分子は、Cys－6（番号は

Flg．2－4に示したgigantoxi酎の配列に基づく）、Cys－15、Gly－18、Cys－21、Cys－32、Cys－34、

Tyr－38、Gly－40、Arg－42、Cys－43およぴLeu－48の11残基で保存されている。Leu－48を

除く10残基はgigantoxinlにおいてもよく保存されている。Leu－48は、EGFの生物活性

にとって必須の残基の歪つであることが以前に報告されている（E口glere’飢、1988；Ray

θ’訊、1988）ので、glgantoxin　lのEGF活性（A431細胞の形態変化およびEGFRのチロ

シン残基リン酸化）がヒトEGFよりはるかに弱いのはLeu－48を欠いていることで説明で

きると思われる。EGFに比べると、gigantoxin　lのC末端領域はLeu－48を欠くのみなら

ず著しい変異を示すことも興味深い。Glgantoxin　lのC末端領域の変異はEGF活性を著し

く低下させるが、ヒトEGFと違ってサワガニに対する毒性を示すためには重要であるの

かも知れない。

　このように一次構造の点では高い相同性を示したgigantoxln　lと哺乳類由来のEGFであ

ったが、その前駆体構造は大きく異なっていた。すなわち、gigantoxin　lの前駆体構造は哺

乳類由来のEGFのそれと比べて、非常に単純な構造をしていた。哺乳類のEGF前駆体は

約1200残基からなり、7－8個のEGF様ドメインの繰り返しを有したまま細胞膜表面に発

現し、C末端側のEGF様ドメインが酵素によって切り出され、分泌型のEGFとなること

が知られている（Scottθf訊，1983；BeIl　ef副，1986；Saggi　efaA，1992；Kim　e’訊，2001）。

一方、本研究で明らかになったglgantoxlnl前駆体は86残基で、EGF様ドメインの繰り

返しはなく、シグナルペプチド、プロパート部、成熟ペプチドから構成されていた。

Gigant◎xln　lの前駆体がプロパート部をもつことは、ハタゴイソギンチャクがgigantoxin　l

を作りだす目的を考える上での大きな手がかりとなる。なぜならば、プロパート部はイソ
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ギンチャク毒や刺胞由来のコラーゲンの前駆体中に存在し、毒やコラーゲンを刺胞にソー

ティングするためのシグナルとして機能していると考えられているからである。またプロ

パート部は、後述する典型的なタイプ1と2のNaチャネル毒であるgigantoxin匿1とlllの

前駆体でも確認された。実際に、刺胞から調製した粗抽出液をもとにgigantoxin　l－1監1を単

離することができ、これらのペプチド毒が刺胞に存在することが証明された。Gigantoxin　I

は致死活性は弱いが、含量が非常に高いことおよびサワガニに対して強い麻痺活性を示す

ことから、捕食の際の餌動物の麻痺にとって強力な武器となっていることが示唆される。

Glgantoxin　lが刺胞に存在していたことからも、ハタゴイソギンチャクにとってgigantoxin

Iは哺乳類のEGFのような調節分子としてではなく、捕食のための毒として機能している

ことが明らかになった。しかしながら、gigantoxin　l－lllの収量は刺胞よりも触手での方が

より多かった。事実、イソギンチャクの毒が実際にどこで作られているのかといった基本

的な問題は、未だ解明されていない。EGF様ペプチド毒（glgantoxin　l）も含めたイソギン

チャクのペプチド毒や溶血毒を作り出している器官の特定が望まれる。

　ハタゴイソギンチャクにEGF様ペプチド毒（gigantoxin　l）が発見されたことは、EGF

の分子進化の観点からも非常に興味深い。これまでにEGFに関する研究は多いが、カイ

メン、サンゴ、イソギンチャクのように動物界の系統樹の根に最も近い動物におけるEGF

については知見が得られていない。本研究ではgigantoxin　lは構造およぴ活性の点でEGF

ファミリーに属することが証明され、その前駆体構造と刺胞内の存在から毒として機能し

ていることが分かった。これらの結果から、動物界におけるEGFの分子進化について二

通りの推測ができる。一つ目は、EGFの祖先分子はgigantoxln　lのように本来は毒として

機能し、分子進化の過程でより複雑な構造の前駆体になりつつ、毒としての機能を失って

いったというものである。二つ目は、EGFの祖先分子は元よりEGFとして機能し、その

前駆体構造も今日の哺乳類のものと同じであったが、gigantoxin　lのように一部は毒として

独自の進化をしていったというものである。この魅力的な推測のどちらが正しいのかを確

認するためには、系統発生学的により多くの生物からのEGF様分子に関する研究が必要

である。

　Gigantoxiηllおよび1”は既知のイソギンチャクのNaチャンネル毒であったが、前者は

タイプ1、後者はタイプ2であることは注目される。Naチャンネル毒のタイプとイソギン

チャクの分類学上の位置とには相関があり、Norton（1991〉によれば、タイプ1の毒はウ

メボシイソギンチャク科のハηオカoρ’eσ個属とAηemoη泊属に、タイプ2の毒はハタゴイソ

ギンチャク科の尺ad’aη酌σs属（＝μefe尼oお属）とS古jo々odac解a属に含まれるとされて

いる。これまでのところシライトイソギンチャク尺ad’aηf加SC庸ρσSから単離されている

Rc　lはタイプ1の毒であるというのが唯一の例外である。その意味からも、S龍ねodac酬a

属のハタゴイソギンチャクにタイプ1と2の両方の毒が見いだされたことは興味深い。Na

チャンネル毒のタイプとイソギンチャクの分類学上の位置との相関に関しては、今後の検

討がさらに必要であろう。

　またglgantoxin　llと1”の前駆体構造では、タイプ」のNaチャネル毒であるgjgantoxin

llの翻訳領域のC末端には、その一次構造にはない余分なアミノ酸残基の付加はなかった

のに対して、タイプ2のNaチャネル毒であるgigantoxin　l［1ではGly残基の付加が認めら

れた。生理活性ペプチドはC末端がアミド化されているものが多く、アミド化の有無は活
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性に大きな影響を及ぽす。これまでの生理活性ペプチドの前駆体構造の解析から、翻訳後

修飾の過程でアミド化される残基のc末端側には常にGly残基が存在することが知られて

いる（水野，松尾、1988）。このことから考えて、gigantoxin　lllはC末端アミド化酵素に

よって、C末端がアミド化されているものと思われる。実際に、第3章で述べるイボハタ

ゴイソギンチャクのタイプ2のNaチャネル毒SHτXIVの前駆体にも同様にC末端にGly

残基の付加が認められたのに対して、第6章で述べるミナミウメボシイソギンチャクのタ

イプ1のNaチャネル毒AETX　lにはGly残基の付加がなかった。これまでにイソギンチ

ャクの毒では、8μηodosoma　g’aη副角AaのKチャネル毒BgKで、その合成ペプチドを用

いたキャピラリー電気泳動とESIMSによる測定でC末端がフリーであることが報告され

ている（Forest　e’飢，1996）。タイプ1とタイプ2のNaチャネル毒は一次構造の点では

非常に高い相同性があるが、C末端のアミド化の点で違いがあるとしたら、とても興味深

い。

　最後に、gigantoxin　lは毒性とEGF活性をあわせ持つEGF様ペプチド毒の最初の例で

あるということを再度強調しておきたい。またgigantoxin　lのようなEGF様ペプチド毒が

ハタゴイソギンチャクのみに存在しているとは考えにくく、他のイソギンチャクにも分布

していると思われる。本研究では、サワガニに対する致死作用だけでなく麻痺作用も注意

深く観察することによってEGF様ペプチド毒を発見することができた。従ってイソギン

チャクにおけるEGF様ペプチド毒の今後の検索仁おいては、gigantoxin畳でみられるよう

に麻痺活性はあるが致死活性はないかも知れないということを念頭において進めていく

必要があろう。
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第3章　　イボハタゴイソギンチャクのペプチド毒の単離とcDNAクローニング

　イボハタゴイソギンチャクS邸c々odacり4a々addoη’（Fig．3一屡）はイマイソギンチャク亜目

（Nynantheae）ハタゴイソギンチャク科（Stichodacty口ldae）に属し、紀伊半島から広く

インド洋～西太平洋の水深5’》10mの岩礁あるいはサンゴ礁に生息する。直径50cmを超

える大型種で、クマノミ、トウアカクマノミが共生する。ロ盤を覆い尽くす触手は約5mm

と短く、先端が多少とも球状に太くなるため、見た目には、ロ盤上面がイボ状の触手で覆

われた感がある。イボハタゴイソギンチャクの触手は非常に粘着力が強く、手で触るとく

っつき、無理にはがすとたくさんφ触手がちぎれて手に付着し、刺されると非常に痛い。

　第2章でハタゴイソギンチャクSび肋odac酬a　gりaηfeaから、サワガニに対する致死・

麻痺活性を指標として3成分のペプチド毒を単離し、そのうちgigantoxin　lはイソギンチ

ャクの毒としては新規成分で、哺乳類由来のEGF（上皮増殖因子）と高い相同性を有する

ことが判明した。EGF様ペプチド毒は他のイソギンチャクにも存在する可能性が十分考え

られる。そこで本章では、ハタゴイソギンチャクの近縁種であるイボハタゴイソギンチャ

クに着目し、ペプチド毒を単離し、その生物活性の解明とcDNAクローニングを試みた。

実験方法

塑
　ペプチド毒の単離には、1999年4月に伊豆中央水産（静岡県）から購入したイボハタ

ゴイソギンチャク（47g、沖縄産）を試料とした。実験に使用するまで一20。Cで冷凍保存し

た。RNAの抽出には、2003年5月に観賞魚店（神奈川県）から購入したイボハタゴイソ

ギンチャク（外国産）を試料とした。生きたまま養の目状に切り取り、液体窒素で凍結後、

実験に使用するまで一80。Cで冷凍保存した。

粗抽出液の調製方法

　凍結試料をホモジナイズし、得られたホモジネートから5gを秤り取り、イオン交換水

25mlを加えて再びホモジナイズした。その後、冷却遠心分離（18800×g、4。C、15min）

し、得られた上清を粗抽出液とした。

ペプチド毒の単離方法

　粗抽出液を、0．15M　NaClを含む0．01Mリン酸緩衝液（pH7．0）で平衡化したSephadex

G－50カラム（2．5×90cmlAmersham　Bioscience）に供した。同緩衝液を用いて流速36ml／hr

で溶出し、溶出液はフラクションコレクターで8mlずつ分取した。各フラクションについ

て280nmでの吸光度を測定するとともに、サワガニに対する致死活性を調べた。サワガ

ニ致死活性の認められたフラクションを集め、孔径0．45排mのメンブレーンフィルター

（DISMIC－25cs　l東洋濾紙）でろ過後、TSKge匹ODS－120丁カラム（0．46x25cm；東ソー）

を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に供した。カラムは0．1％トリフルオロ酢

酸（TFA）溶液中のアセトニトリルの直線的濃度勾配（最初の5minは0－14％、その後80min

は14－42％）により流速1mllminで毒成分を溶出した。ペプチドはUV検出器を用いて
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Fig．3－1． イボハタゴイソギンチャクS‘1c力odacり〃a舶ddoη1

　　　　　　　　　　　　　（日本海岸動物図鑑［1］、1992より）
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220nmの吸光度で検出した。4成分のペプチド毒．（SHTX　l－IV）に対応する溶出液を集め

て凍結乾燥し、必要な溶媒に溶解してその後の実験に用いた。

毒性の測定方法

　サワガニに対する毒性試験およびLD50（致死活性）またはED50（麻痺活性）の算出は

第2章で述べた方法に従って行った。

ペプチド毒の分析方法

　第2章で述べたように、タンパク質の定量はLowry　ef飢（1951）の方法で、分子量の

測定はレーザーイオン化一飛行時間型質量分析法（MALDl／丁OFMS法）で、アミノ酸配列分

析はエドマン分解法に基づいた気相式シークエンサーを用いて行った。

トリプシンによる酵素分解

　トリプシン（Ec3．4．21．4）はArg残基とLys残基のカルボキシル側のペプチド結合を特

異的に切断する酵素である。SHTX　l（40μg〉を凍結乾燥後、50mM炭酸水素アンモニウ

ム溶液300μ1に溶解し、10μgのトリプシン（W硫hington　Biochemical　Corporation、

しakewood、NJ、USA）を加えて37。Cで24hr分解した。生成したペプチド断片は、TSKgel

ODS－120Tを用いる逆相HPしCにより単離した（0．1％TFA中のアセトニトリルの濃度勾

配はFig．3－6を参照）。

cDNAクローニング法

　凍結試料約1gからTRlzd試薬（lnvltrogen）を用いてtotal　RNAを抽出した。3’RACE

は、3’RACESystemforRapidAmplificatlonofcDNAEndsキット（lnvitrogen）を用いて

total　RNA（5μg）から合成した1st　strand　cDNAに対して、SH’rX　l－IVのアミノ酸配列を

もとに設計したdegenerateプライマー（SHTX　lと”では5’一GGl　GCl　CCl　TGY　MGl　MGl

TGY　TAY　C－3’と5’一GIT　GYT　AYC　AYW　SIG　AYG　GIA　ARG　G－3’、SHTX川では5’一ClG

ARG　ARA　TGC　CIG　CIY　T’IT　GYC－3’と5’一GAY　GTl　CCl　AAR　TGY　MGl　GGl　W　TT－3’、

SHTX　IVでは5’一CIG　CIT　GYA　ART　GYG　AYG　AYG　AYG－3’と5’一GGl　CCl　GAY　ArH　MGl

WSl　GCl　ACI　YT－3警）で行った。PCR増幅はEx胎qポリメラーゼ（殆kara）を用いて、

条件は94。C5min；940C30sec、55。C30sec、72。Clminを35サイクル172。C5minとした。

　5’RACEでは、5’RACESystemforRapidAmpllficationofcDNAEnds（lnvltrogen）キッ

トとgene－specificプライマー（SHTXlとllでは5’一丁へCTTCTTGACCGCAGCCG－3’、

SHTXmでは5’一GTTTCCTCCACATCCTCCG－3’、SHTXIVでは5’一TCCCTCGTTGCA
Gτr　CCAG－3’）を用いてtotal　RNA（5μg）から1st　strand　cDNAを合成した。この1ststrand

cDNAに対して、gene－spec爾cプライマー（SHτXlと”では5’一GTCAGGCACACAGCC

ACC－3’と5’一TTTCCCGTCCGAGTGATAAC－3’、SHτXl”では5’一C’rCCGTAGATAA

ACTGCTCAC－3’と5’一G了AAτACCTTGGGAAGlrACCC－3’、SHTXIVでは5’一AGTAGC

ACTGCGAATGTCAG－3’と5’一GTCAτCATCGCACTTACACG－3’）を用いるPCRに供
した。PCRは3’RACEの場合と同じ条件で行った。また塩基配列分析はサブクローニング

後、ジデオキシ法に基づいたCy5The㎜oSequenase　Dye亮rminator　Klt（Amersham
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Bioscience）に従って反応させ、Long－Readτbwer　DNAシークエンサー（Amersham

Bioscience）により解析した。最後に、3’RACEと5’RACEで決定した塩基配列をもとに

設計した5’末端側と3’末端側プライマー（SH’rX　lとllでは5’・GTG　TAG　GGA　GTG　C’rr

TACCA－3’と5’一CAτAGGCTTTTA下rGTTrArCCT－3’、SHTXl”では5｝一CTTCAAAAC

AGA　CTC　CCA　AGA－3’と5’一CA’r　TCC　AτA　ACT　GCT　TTT　ATT　Tκr－3’、SHTX　IVでは

5’一AAC　TTA　TGC　TTG　ATA　AGA　CAG　TG－3’と5’一GTA　GTC　TτA　TAC　CCG　ATC　TTT

C－3’〉でRT－PCRを行い、全塩基配列を確認した。

　ポリスチレンチューブにlodine－125（MPBiomedlcals、lrvlne、CA、USA）を18．5MBq

（3．7GBqlml〉入れ、50μ1の0．25M　PBS（pH7．5）を加えた。次にα一dendrotoxin（RBl、

Natick、MA、USA）0．5μg（20μglm畳）と0．05M　PBSに溶解したクロラミンーT10μ1（0．5mglml）

を加え、30秒間混合した。さらに0．05M　PBSに溶解したシステイン100μ（0．17mg／ml〉

を加え、0．5％BSAを含む0．05M　PBSに溶解したNal（2mg／ml）で全量を1mlにした。そ

の後、0．5％BSAを含む0．25M　PBS（pH7．5）で平衡化したSephadex　G－10カラム（1．2

×2．5cm；Amersham　Biosclence）に供した。同緩衝液で溶出し、溶出液は0．2mIずつ分

取した。各フラクションに含まれるラジオアイソトープ量をガンマカウンター（COBRAll

AUTO－GAMMA　D5002；Packard、Meriden、CT、USA）で測定し、1251で標識された

α一dendrotoxinと未反応のlodine－125を分離精製した。

Kチャネル毒性の測定方法

　試料のKチャネル毒性は、Harvey　e’飢（1989）の方法に準じて、既知のKチャネル毒

がラットシナプトソーム膜に結合するのを競合的に阻害するかどうかを調べることによ

り評価した。本研究では既知のKチャネル毒としてDeηdπ》asρ’s属のヘビ、グリーンマ

ンバ（Deηdのasρ’saηg〃s’1ceρs）由来のα一dendrotoxlnを用い、次のように行った。

　ラットの脳（フナコシ、東京）1個（約2g）に10mlの320mMスクロースを含む2mM

トリスー塩酸緩衝液（pH7．4）を加えてテフロン製ホモジナイザー（LH22型；ヤマト科学、

東京）でホモジナイズし、遠心分離（900Xg、4。C、10min）した。得られた上清をさら

に高速遠心分離（15000×g、40C、12min）し、沈殿に10mlの5mMトリスー塩酸緩衝液（pH

8．1）を加えて4。Cで30分間撹絆した。最後に超遠心分離（48000xg、4。C、20min）によ

り沈殿として得られたシナプトソームを、0、4mgタンパク質ノmlとなるようにシナプトソ

ーマルバッファー（130mM　NaCl、3mM　KCl、2mM　CaCl2、2mM　MgCl2を含む20mMト

リスー塩酸緩衝液、pH7．4）に懸濁した。ラットシナプトソーム懸濁液200μ1と試料40μ1

にNa1251で標織した337pM1251一α一dendrotoxln（66．6TBq！mmole）10μ1を混合し、室温で

30minインキュベートした。遠心分離（900xg、4。C、5mln）で集めた沈殿は、1mg／ml

のBSAを含むシナブトソーマルバッファー1mlで3回洗浄後、沈殿のラジオアイソトープ

量をガンマカウンターで測定した。1251一α一dendrotoxinのシナプトソーム膜への最高結合量

は、試料のかわりにイオン交換水を用いて求めた。また、1251一α一dendrotoxlnのシナプトソ

ーム膜への非特異的結合を知るために、試料のかわりに高濃度（450nM）の標識していな

いα一dendrotoxlnを用いて同様に実験を行い、得られたカウント数を各データから差し引い
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た。本実験では非特異的結合は最高結合量の約7％であった。なお、試料を希釈して種々

の濃度で実験を行い、結合阻害曲線を作成してIC50（50％阻害濃度）を求めた。比較のた

めにα一dendrotoxinとウシ膵臓由来のKunitz型プロテアーゼインヒビターであるBPTl

（Sigma）についてもIC50を算出した。

結果

ペプチド毒の単離および毒性

　粗抽出液をSephadex　G－50に供したところ、280nmで吸光度を示すピークは3つ認め

られ、サワガニ致死活性は最初の2つのピークの間（F［42－58）に検出された（Fig．3－2〉。

致死活性の認められた画分を集め、逆相HPLCに供したときの溶出パターンをFig．3－3に

示す。得られたピークのうち、保持時間67minのピークに致死活性が認められ、保持時間

42、43、54mlnの3つのピークに麻痺活性が認められた。保持時間が早い順にそれぞれの

ピークに対応する毒成分をSHTX　l、ll、1”、IVと命名した。試料5gからの各毒成分の収

量とサワガニに対するしD50およぴED50を測定した結果を殆ble3－1に示した。サワガニ

に対する致死活性はSHτX　IV（LD5093μglkg）のみに認められた。その他の毒成分は

1000μg！kgの投与量でもサワガニは死亡しなかったが、麻痺活性は認められ、ED50はSHTX

lおよびllがともに430μg／kg、SHTXmが183μg／kgであった。

SHTX　lと“の部分アミノ酸配列と塩基配列

　単離したSHTX　lとSHTX　llをプロテインシークエンサーに供してN末端部分のアミノ

酸配列を調べたところ、28残基からなる全アミノ酸配列を決定することができたが、N末

端のアミノ酸残基は修飾されていたため、同定することができなかった（Fig．3－4）。両成

分とも、イソギンチャクはもとより他の生物由来のペプチド毒ともまったく相同性がない

新規ペプチド毒で、両成分の配列の違いは6残基目（SHTX　iはHyp、SHTX　llはPro）の

みであった。そこで修飾されていたN末端のアミノ酸残基を明らかにするためにcDNAク

ローニングを行った。なお、HypはProの翻訳後修飾によって形成されることから、SHTx

lと“は区別せずにcDNAクローニングを行った。

　SHTX　lとSHTX　I匪をコードするcDNAの全塩基配列（496bp）は、3’RACE法と5’RACE

法によってFig．3－5のように決定した。開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コ

ドン（TGA）が、3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AATAAA）とポリA鎖がそれぞ

れ確認できた。SHTX　Iとllの前駆体は70残基からなっていた。SlgnalPV3．0（Centerfor

Bi◎logical　Sequence　Analysis、Denmark）で解析したところ、開始メチオニン以降22残

基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの間

には、13残基からなるプロパート部とそれに続いて4残基（EPKP）からなる配列が認め

られた。また、修飾されたN末端のアミノ酸残基はThrであることが分かった。一方、SHTX

lと“の成熟ペプチドの演繹アミノ酸配列には、プロテインシークエンサーで決定した部

分アミノ酸配列と比べて4残基の変異があった。すなわち、部分アミノ酸配列の21残基

目のArgが演繹アミノ酸配列ではProに、23残基目のTrpが演繹アミノ酸配列ではPhe

に、24残基目のSerが演繹アミノ酸配列ではGlyに、28残基目のGlnが演繹アミノ酸配
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on a TSKgel ODS-120T column (0.46 X 25cm). 
The column was eluted with a gradient of 
acetonitrile in 0.1'/~ TFA. The flow rate was 
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　τTAτTTGTGτAGGGAGTGCTTTACCACTCACTGTτC’『TACT．TCAAAGAAAAτCGCATAC

TTCTGAτCGT’『τAτCAGCCAGGAAATGAGGTCGTTTTG下GTCCTGGTτCTGτTGGTAGCC
　　　　貢　　　　　　 醗艮SFCVLVしLVA
ATTTGTGTGGCTATGCCτGGCAGTGAAGCAGTT露ATGGGCAGGAGAGAGTTτGTτGAAGCA

i糞蚕嚢蕪i蕪藁鍵iii轟iii蛮糞TGGCTGTGτGCCT’GA　T　CGGCTGCGGTCAAGAAGT　CGTAGATAATCC

AGCTGAATGAAGAGCτACτCAτCACGTCCAAGGAAτAτGτTAAATτGACGGCAτAAGτ丁T

T下AAτGATTAAAACマAATTCAAAAACCAAAAGGTTTAAGATGATTAAATGGCAAGATGTA

GTτGATAAYAGTAATTGTAACTAτ丁TGCATAAAGGA’「AAACAATAAAAGCCTATGAATAG

ττAAAAAAAAAAAAAAA

　59

”9

　12

｛79

32

239

52

299

70

359

419

479

496

Fig．3－5．Nucleotide　sequence　of　the　cDNA　encoding　SHTX　I，ll．丁わe　complete　geae

sequeΩce　of　SHTX唇，ll　and　lts　translation　product　are　l麗ustrated。The　deduced　amino　acid

sequence　ls　shown　startlng　from　the轟rst　ATG　codon　of　the　open　readlng　frame．丁姓e

as重erlsks　indlcate　in－frame　stop　codons　（TGA　and　TAA）．Nucleotlde　and　amino　acld

numbers　are　show口at　tれe　rig撮．The　pu乏atlve　signal　sequence　and　pdyadenylatlon　signal

are　underllned．丁負e　propa霞is　doubly　underllned．The　primers　for3RACE　are　s践aded．丁益e

prlmers　for5’RACE　are　boxed．
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列ではGluに変異していた。

SHTX　lのジスルフィド結合の解析

　SHTX　lのジスルフィド結合様式を明らかにするために、SHTX　lをトリプシン分解に供

した。トリプシン分解物から逆相HPLC（Flg．3－6）で2つのペプチド断片（1－Try－1と1一Try－2）

を単離した。両ペプチド断片のシークエンサー分析結果（殆ble3－2）とSHTX　lのN末端

アミノ酸配列（Fig．3・4）から、7cysと19cys、10cysと25cysの間でジスルフィド結合が

形成されていることが分かり、SHTXlのジスルフィド結合様式を次のように決定した。

1 10 20 28

SHTX　l Xl　lGAOCRRCYHSDGKGGCVRDWSCGQQ

SHTX　lllの部分アミノ酸配列と塩基配列

　単離したSHTX　lllのN末端部分のアミノ酸配列は、54残基目まで決定することができ

た（Fig．3－7）。そこでC末端部のアミノ酸配列を明らかにするためにcDNAクローニング

を行った。

　SHTX　l”をコードするcDNAの全塩基配列（503bp）は、3’RACE法と5’RACE法によ

ってFig．3－8のように決定した。3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AATAAA）とポ

リA鎖が確認できたが、開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドンが含まれて

いなかった。SHTX　lllの前駆体は81残基から成っていた。SignalP　V3．0で解析したとこ

ろ、開始メチオニン以降19残基目までがシグナルペプチドであると推定され、20残基目

からは成熟ペプチドが始まっていた。SHTX　lllの前駆体はシグナルペプチドと成熟ペプチ

ドからなり、プロパート部は存在しなかった。またSHTX　mの演繹アミノ酸配列は、プロ

テインシークエンサーで決定した部分アミノ酸配列と完全に一致した。こうして62残基

からなるSHTX　lllの全アミノ酸配列をFig．3－7のように決定した。アミノ酸配列から算出

した分子量（7034．0）は、MALD口／TOFMS分析で得られた値（7035．0）とほぽ一致するの

で、決定した配列は正しいことが支持された。SHTX　lllの配列はKunitz型プロテアーゼイ

ンヒビターと高い相同性を示した（Flg、3－7）。

SHTX　IVの部分アミノ酸配列と塩基配列

　単離したSHTX　IVのN末端部分のアミノ酸配列は、44残基目まで決定することができ

た（Fig．3－9）。そこでC末端部のアミノ酸配列を明らかにするためにcDNAクローニング

を行った。

　SHTX　IVをコードするcDNAの全塩基配列（581bp）は、3’RACE法と5’RACE法によ

ってFig．3－10のように決定した。開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドン

（TGA）が、3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AA工AAA）とポリA鎖がそれぞれ確

認できた。SHTX　IVの前駆体は85残基からなっていた。SignalPV3．0で解析したところ、

開始メチオニン以降19残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペ

プチドと成熟ペプチドの間には16残基からなるプロパート部が存在していた。またSHTX

lVの演繹アミノ酸配列は、プロテインシークエンサーで決定した部分アミノ酸配列と完全
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Fig. 3-6. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by 
digestion of SHTX I with Trypsin. 

Column, TSKgel ODS-120T (0.46 X 25cm); elution, 
gradient of acetonitrile in 0.1 o/o TFA; flow rate, I ml/min. 

Two peptides (1-Try-1 and l-Try-2) were subjected to 

sequencing. 
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Table3－2、Analysis　of　two　tryptic　peptides（1－Try－1and　l一Try－2）from

SHTX　l　by　a　protein　sequencer，

Cycle 1－Try－1 1－Try－2

1

2

3

4

5

6

7

8

X

”e

”e

Gly

AIa

Hyp

Cys

Arg

Gly

Gly

Cys

Val

Arg

Cys

Tyr

His

Ser

Asp

Gly

Lys

Asp

Trp

Ser

Cys

Gly

Gln

Gln
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　ACT薗TCAAAACAGACTCCCAAGAACGAAGCTTTACTTCAAτCCACTCAGTCCG’『GCAAGT

ママAAAATCTAAAATGGCGAAGCτGTATTTCCTTCTCTGTT’『GGCTCYGGTτGCTTGTCτG

　　　　　　　　　　　　　MAKLYFLLCLALVAC乱
ACAATGGCCA灘i難灘雛繋i難藝羅馨i嚢i蕪灘i灘ATCTCCAGCCTi蕪i難灘i灘蓬灘i難織

　τ閣Aτ…三EMPAしCHL．QPDVPKC
i縫iiiiiii螺灘i難i嚢CCCAAGGTAτTATATAACCCGGAAGττGGAAAAG了GAGCAG了丁TATC

T　CGGA　GATGTGGAGGAAA　AAGAACAATTTTGτAτCCTτCGAAGCGτGCCGAGCAACτ

TGCATAATTCCTTTGτGAACACCGGGTTACτCCAACAGAAAAGGマCAGGAτACCTGATCA
　C　　l　　l　　P　　L　　曹

GATGτAAτCTTGCTCGAAATTAGACTAAAAAτGCTGGCTTATAAAAGA’『AACAGTGTAAC

GAAATACTTTCTTτAAAAAAGAマTGτAAAA’『CTTTTAGTτCAAGAAτAAATAAAAGCAGT

TAτGGAATGAAAAAAAAAAAAAAA

　59

”9

　16

179

　36

239

56

299

76

359

8嘩

419

479

503

Fig．3－8、Nucleotlde　sequence　◎f　the　cDNA　encodlng　SHTX　”L　Tbe　complete　ge翁e

sequence　of　SHTX”l　and　its　translation　product　are　i闘纏strated．’「わe　deduced　amino　acid

seq秘ence　ls　shown　star額ag　from　the　flrst　ATG　codon　of　the　open　readlng　frame．Tれe

asterlsk爵dicates　an　ln－frame　stop　codo口（TGA）．Nucleotide　aad　amino　acld資umbers　are

sわown　at　the　rlg轟t．丁新e　putatlve　slgnal　seq鞍ence　and　polyadenylation　slgnal　are　underllned．

Tわe　prlmersfor3’RACE　are　shaded．The　prlmersfor5下玖CE　are　boxed．
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　CAACTTATGCτTGATAAGACAGTGCAACCATTCCτCTττCCAT了ATCACτTτGAG了CCT

GAGTCGAACTGAACAAGAACAACGAAGAATAACCAACGCCGGCATAATCCAAGTCAGGGA
　　　　　　　　　　重

ACGCTCGτ丁丁TCGCAATGGCAτACCTAAAGAτTGTTCTCGTTGCTTTGATGTT’GGτGCTC

　　　　　　　　　　　　　　　　餓AYLK墾VLVALMLVL
GGCGτGTCτGCAATGAGGCTτTCτGATCAAGAAGAτCAAGATGτCτCTGTT’GTTAAGCGC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿鳩灘i………叢撚…購灘繍叢灘灘難…縫i……li縫iGACAGGCACT

GTTGA’『τ　CTGGAACTGCAACGAGGG　τGGGAAAAGTGCACAGCTGTTTACACAGCCG’『C

GCGマCATGCTGCAGGAAGAAGAAGGGCTAAATTCCGATACτGAAAT’「AAAGAT下CGGAτA

GGAAATτGGAACACAAGCTAAGCAA下TGAAATAGTTATAATAAGCATTAAACGAGGGTGT

TATTGAACAAGAAAGATCGGGTATAAGACTACYTTAAAGTGτTGAATAAAACAATAAAτT

AATAAAτAAACCAAAATCAAτATAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

59

質9

179

　15

239

35

299

55

359

75

4唯9

85

479

539

58唯

Fig．3－10、鰻ucleotlde　sequence　of撫e　cDNA　e口codlng　SHTX　IV、Tわe　complete　gene
sequence　of　SHTX　IV　a口d　its　tra口slati◎n　product　are　i舘ustrated．The　deduced　amino　acid

sequence　is　s轟own　s重arting　from　the　first　ATG　codon　oチthe　open　reading　frarPe、τれe

as重erisks　indicate　ln－frame　stop　codons（TGA　and　TAA）．Nucleotide　and　amino　acid

口umbers　are　s舞own　at撫e　right．τhe　p秘ta走lve　sig口al　seque口ce　apd　polyadenylatlon　slg口al

are　uRderlined．丁鉄e　propar重is　doubly緊nderlined』r翁e　pnmers　for3lRACE　are　shaded．丁酸e

prlmers重or5膠RACE　are　boxed．
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に一致した。sHTx　lvのMALDlπoFMs分析で得られた値（5229．5）は、48残基目のLys

までのアミノ酸配列から算出した分子量（5226．8）とよく一致したので、翻訳領域のC末

端のGlyは、第2章のglgantoxin　l”と同様にC末端アミド化酵素による翻訳後修飾で切

断されると推定された。こうして48残基からなるSHTX　IVの全アミノ酸配列をFig．3－9

のように決定した。SHTX　IVはそのアミノ酸配列の特徴から、タイプ2のNaチャネル毒

に属すると判断された。

Kチャネル毒性の測定

　SHTXIllはKunltz型プロテアーゼインヒビターと高い相同性をもち、サワガニに対して

麻痺活性を示したので、Aηemoη’a　sα1cafa由来のAsKC1－3（kalicludines）と同じタイプ

のKチャネル毒であることが強く示唆された。また、新規ペプチド毒のSHTX　lとllもサ

ワガニに麻痺を引き起こすことから、Kチャネル毒性を毛つことが考えられた。そこで、

sHTx　llとlllについてKチャネル毒性の測定を行った（Fig．3－11）。sHTx　Ilとlllはとも

に1251一α一dendrotoxinのシナプトソーム膜への結合を阻害した。Fig．3－11から、

α一dendrotoxinのIC50は5．7nMで、SHTXl匪のIC50は270nM、SHTX“1のIC50は650nM

と求められた。SHTX　llのKチャネル毒性はα一dendtotoxhの約1／50であるのに対して、

SHTX　lllのKチャネル毒性は約1／110であった。比較のために測定したウシ膵臓由来の

Kunitz型プロテアーゼインヒビターBPTlでは、16000nMの高濃度でも、阻害はまったく

認められなかった。

考察

　イボハタゴイソギンチャクからサワガニに対する毒性を指標にして、SephadexG－50お

よび逆相HPLCにより4成分（SHTX　l－IV）のペプチド毒を単離し、アミノ酸配列分析と

3’RACE法と5’RACE法によるcDNAクロー二．ングを行った。

　まず新規ペプチド毒であったSHTX量とllについてであるが、両成分とも1000μglkgの

投与量でもサワガニを死亡させなかったが、麻痺活性は陽性で、ED50はともに430μglkg

であった。ED50が同じであったことから両成分間の唯一の違いである6残基目のアミノ酸

は活性には影響していないと思われる。SHTX　lと”は、サワガニに対して麻痺活性を示

していることから神経毒と予想された。そこで、SHTX”のKチャネル毒性を測定したと

ころ、活性が認められた。1251一α一dendrotoxlnを用いた競合阻害試験で得られたIC50値から、

SHTX　llのKチャネル毒性はα一dendrotoxinの約1／50と見積もられた。ウメボシイソギ

ンチャクから単離されているグループ1のKチャネル毒AeKの毒性は、α一dendrotoxinの

約1／65であることから（Mlnagawa　ef　aA，1998）、SHTX　llとAeKのKチャネル毒性は

同程度だった。本研究では、SHTX　lのKチャネル毒性については調べなかったが、サワ

ガニに対する麻痺活性のケースと同様に、両者のKチャネル毒性には違いがないと思われ

る。

　一方、SHTX　lと“の前駆体構造は、シグナルペプチド、プロパート部、4残基（EPKP）

の配列部分、成熟ペプチドからなっていた。イソギンチャク毒の前駆体に特徴的な塩基性

アミノ酸対（Lys－Arg）を末端にもつプロパート部を含んでいたことから、SHTX　Iとllは
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刺胞由来の毒であると考えられる。また、4残基の（EPKP）の配列部分は、イソギンチ

ャク毒の前駆体として初めて確認された。この配列部分の役割は不明であるが、プロパー

ト部が刺胞にソーティングするためのシグナルとしての役割を終えて切り出された後に、

何かしらの役割を果たしてから、最後に成熟ペプチドから切り出されると推定される（こ

の配列は第4章で述べるジュズダマイソギンチャクの毒の前駆体中にも存在していた）。

　SHTX　lとIIの演繹アミノ酸配列は、プロテインシークエンサーで決定した部分アミノ

酸配列と比較して、4残基の変異が認められた。実際にcDNAクローニングに用いた個体

からSHTX　Hを単離しアミノ酸配列分析に供したところ、29残基まで読むことができたが、

そのアミノ酸配列は演繹アミノ酸配列と完全に一致していた。4残基の変異のうち、特に

21残基目のArg（正電荷）がPro（無電荷）に、28残基目のGln（無電荷）がGlu（負電

荷）に変異していたことは、アミノ酸残基がもつ電荷は、毒がイオンチャネルに結合する

のに重要な役割を果たしていると考えられているので注目される。本実験でcDNAクロー

二．ングに用いた個体は非常に小さく、そのほとんどをRNA抽出に用いてしまったので、

改めてサワガニ毒性試験を行えなかったが、活性には違いがあると思われる。このアミノ

酸残基の変異は、現段階では何によるものかは不明だが、ペプチド毒の単離に用いた個体

は沖縄産で、cDNAクローニングに用いた個体は外国産であったことから、イソギンチャ

クが置かれた生息環境の違いが影響しているとしたら、分子進化の観点から非常に興味深

い。また、N末端アミノ酸配列分析ではN末端アミノ酸を同定できなかったが、cDNAク

ロー二．ングではThrであることが判明した。この結果から、N末端のThrの側鎖（多分

OH部分）は翻訳後何らかの修飾を受けると推定されるが、どういう修飾を受けるかを特

定するには至らなかった。

　SHTX　lとllは、これまでに知られている生物由来のKチャネル毒とはまったく相同性

をもたない新規ペプチド毒であった。今回は、電位依存性Kチャネルに作用する

α一dendrotoxinとの競合阻害試験しか行わなかったが、Ca依存性Kチャネルヘの作用も十

分に考えられることから、このチャネルに作用するサソリのcharybdotoxinなどとも競合

阻害試験を行う必要があるかもしれない。さらに、本研究によりSHTX　lとllの前駆体構

造が明らかになったので、構造活性相関の解明を目的とした大腸菌での発現実験も可能と

なった。とりわけSHTX　lとIIはCysの数が4残基と少なく、ジスルフィド結合の様式も

解明されたので、活性を維持したままの発現が十分に期待できる。いずれにしても、SHTX

lとllを新しい薬理学的試薬として有効利用するには、各種イオンチャネルに対する直接

的な作用を、パッチクランプ法などを用いて詳細に解析することが必須である。

　次にSHTX　l”についてであるが、そのアミノ酸配列からKunitz型プロテアーゼインヒ

ビターであることが判明した。実際に、第1章で述べた方法に従ってSHTX”1のトリプシ

ンインヒビター活性を測定したところ、2031U／mgと算出された。またSHTX　l、”同様に、

1000μg！kgの投与量でもサワガニは死亡しなかったが、麻痺活性は認められ、ED50は

183μg／kgと強かった。Schweitz（1995）らは、ハηe’ηoρ后sσ’cafaから4成分のKチャネ

ル毒を単離し、そのうちAsKC1－3（kalldudines1－3）の3成分はKunitz型プロテアーゼ

インヒビターであるという興味深い事実を報告している。そこで、SHTX　l”についてもK

チャネル毒性の測定を行い、活性を確認した。1251一α一dendrotoxinを用いた競合阻害試験で

得られたIC50値から、SHTXl”のKチャネル毒性はα一dendrotoxinの約1／斜0と見積もら
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れた。一方、比較のために測定したウシ膵臓由来のKunitz型プロテアーゼインヒビター

BPTIのKチャネル毒性は16000nMの高濃度でも、まったく認められなかった。
Kalicludinesはブラックマンバ（Deηdπ）asρ’sρo例eρ冶）由来のdendrotoxin　lと比べると1

／400～1／3500程度の弱いKチャネル毒性であることが知られている（Schweitz　ef訊，

1995）。本研究ではdendrotoxin　Iではなく、グリーンマンバ由来のα・dendrotoxinを用い

たが、そのKチャネル毒性はdendrotoxin　lの約1／8と弱いことが知られている（Meわraban－

ef飢，1985）。この点を考慮すると、SHTX　lllのKチャネル毒性はkalicludinesと同程度と

判断された。筆者の所属する研究室ではウメボシイソギンチャク科の数種イソギンチャク

からKunitz型プロテアーゼインヒビターが単離され（Shiomi　eオ∂A，1989jshida　e’θA，

1997；Minagawa　ef飢，1997；Minagawa　e’飢，1998）、その一部についてはKチャネル

毒性の有無も調べられているが、これまでのところすべて陰性であった（皆川、1997）。

SHTX　lllはKチャネル毒性をあわせもつKunitz型プロテアーゼインヒビターとしてイソ

ギンチャクの毒の中では、kallcludinesの3成分に続いて4例目となる。Kallcludinesはウ

メボシイソギンチャク科のAρemoη’a　sσ’ca∫aから単離されたのに対して、SHTX”1はハ

タゴイソギンチャク科のイボハタゴイソギンチャクから単離された。また、筆者の予備実

験において、同じハタゴイソギンチャク科のセンジュイソギンチャクRad’aηオ加s雌e〃か

ら単離したKunitz型プロテアーゼインヒビターでもKチャネル毒性を確認している。さ

らに、アラビアハタゴイソギンチャクからは、サワガニに対して致死活性を示す2成分の

Kunitz型インヒビターを単離している。このように、ハタゴイソギンチャク科のイソギン

チャクがもつKunitz型インヒビターには、Kチャネル毒性をもつものが多く存在すると考

えられるので、今後のスクリーニングに期待したい。

　一方、SHTXlllの前駆体構造はdendrotoxin　K（Smithθ’飢，1993）やBPτ1（Thomasef

飢，1987）と同じで、シグナルペプチドと成熟ペプチドからなり、プロパート部は存在し

ていなかった。いずれの前駆体にもシグナルペプチドがあることから、同じ分泌タンパク

質であることが分かった。Kallcludlnesも含めて、イソギンチャクのKunltz型プロテアー

ゼインヒビターの前駆体構造については過去に報告がなく、SHTX“1が初めてである。ま

たシグナルペプチドの長さについては、dendrotoxin　Kでは完全長のcDNAが得られてい

ないので不明だが、BPTlでは33残基と長いことが知られている。SHTXl匪1のシグナルペ

プチドは19残基であったので、哺乳類のKunitz型プロテアーゼインヒピターとこの点で

違いが認められた。

　イソギンチャクにおけるKuηitz型プロテアーゼインヒビターの存在意義については、実

験的証拠は得られていないが、イソギンチャク自身がもつプロテアーゼから毒成分を保護

するため、あるいは餌動物がもつプロテアーゼから毒成分を保護するためと推定されてき

た。しかしながら、その一部はSHTX　lllのように、Kチャネル毒としても機能しているこ

とが分かってきた。もし、イソギンチャクがKunitz型プロテアーゼインヒビターを毒とし

て、あるいは毒成分を保護するためのプロテアーゼインヒビターとして、刺胞に蓄えてい

るとしたら、今後の前駆体構造の解明の中で、プロパート部をもつものが見つかるかもし

れない。いずれにしても、イソギンチャクがもつKunitz型プロテアーゼの役割については、

その存在部位を明らかにすることで解明されるだろう。

　最後にSHTX　IVについてであるが、そのアミノ酸配列からタイプ2のNaチャネル毒で
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あることが判明した。SHTXIVの前駆体構造は、第2章で述べたハタゴイソギンチャクの

タイプ2のNaチャネル毒であるgigantoxin　lllと同様に、シグナルペプチド、プロパート

部、成熟ペプチドからなり、また翻訳領域のc末端にはGly残基の付加が認められた。SHTX

lVもC末端がアミド化されていると思われる。また、興味深いことに、SHTX　IVと

gigantoxin”1のシグナルペプチド（19残基）とプロパート部（16残基）のアミノ酸残基

数は一致し、アミノ酸残基の違いはシグナルペプチドで2つ、プロパート部でも2つしか

認められなかった（Fig．2－12とFig．3－9）。

　第2章でハタゴイソギンチャクからEGF様ペプチド毒であるgigantoxin　lを単離できた

が、近縁種であるイボハタゴイソギンチャクには、EGF様ペプチド毒は検出されなかった。

その代わり、サワガニに麻痺活性を示す新規Kチャネル毒SHTX　lおよび“を単離するこ

とができた。また、同様に麻痺活性を示したKunltz型プロテァーゼインヒビターである

SHTX”1もKチャネル毒であった。筆者の所属する研究室ではこれまでに数多くのペプチ

ド毒がイソギンチャクから単離されているが、その際にはサワガニに対する致死活性が指

標として用いられている。本研究では、サワガニアッセイによる毒性の評価基準を、麻痺

活性というレベルにまで下げたことが、新規Kチャネル毒やKチャネル毒性をもつKunitz

型インヒピターの発見につながったと考えられる。今までに調べられてきたイソギンチャ

クの中にも、麻痺活性のみを示す毒成分は存在している可能性が高く、今後は麻痺活性も

視野に入れてペプチド毒の検索を行っていく必要があるだろう。
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第4章　　ジュズダマイソギンチャクのペプチド毒の単離とcDNAクローニング

　ジュズダマイソギンチャクHθfe’aoδs　aαm昭（Fig．4－1）はイマイソギンチャク亜目

（Nynantheae）ハタゴイソギンチャク科（Stichodac重ylidae）に属し、奄美諸島以南のサ

ンゴ礁の浅海に見られ、クマノミが共生する。触手環の直径は20cmで、非常に多くの触

手をもち、各触手は球状の突起が連続し、数珠のような形になる。体壁は灰色で、上方に

は多くの吸着イボがあり、小石などを付ける。口盤は触手の間からかなり見え、そこには

放射状の明暗色帯がある。

　第1章において、ジュズダマイソギンチャクはサワガニに対して致死活性を示したので、

本章ではジュズダマイソギンチャクからペプチド毒を単離し、その生物活性の解明と

cDNAクローニングを試みた。

実験方法

蟄
　ペプチド毒の単離には、2003年12月に観賞魚店（大阪府）から購入したジュズダマイ

ソギンチャク（10g、沖縄産）を試料とした。実験に使用するまで一200Cで冷凍保存した。

RNAの抽出には、2004年2月に観賞魚店（大阪府）から購入したジュズダマイソギンチ

ャク（180g、沖縄産）の一部を試料とした。生きたまま養の目状に切り取り、液体窒素で

凍結後、実験に使用するまで一80。Cで冷凍保存した。

粗抽出液の調製方法

　凍結試料をホモジナイズし、得られたホモジネートから5gを秤り取り、イオン交換水

25mlを加えて再びホモジナイズした。その後、冷却遠心分離（18800×g、4。C、15mln）

し、得られた上清を粗抽出液とした。

ペプチド毒の単離方法

　粗抽出液を、0．15M　NaClを含む0．01Mリン酸緩衝液（pH7．0）で平衡化したSephadex

G－50カラム（2．5×90cm；Amersham　BioscienOe）に供した。同緩衝液を用いて流速42mllhr

で溶出し、溶出液はフラクションコレクターで8翻ずつ分取した。各フラクションについ

て280nmでの吸光度を測定するとともに、サワガニに対する致死活性を調べた。サワガ

ニ致死活性の認められたフラクションを集め、孔径0．45μmのメンブレーンフィルター

（DISMIC－25cs；東洋濾紙）でろ過後、TSKgel　ODS－120Tカラム（0．46×25cm；東ソー）

を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に供した。カラムは0、1％トリフルオロ酢

酸（TFA）溶液中のアセトニトリルの直線的濃度勾配（最初の5minは0－14％、その後60min

は14－42％）により流速1ml／minで毒成分を溶出した。ペプチドはUV検出器を用いて

220nmの吸光度で検出した。なおHalについては、プロテインシークエンサーにより複

数成分の混合物であることが判明したため、さらにMonoQ　HR5／5（0．5×5cm；Amersham

Bbscience）を用いたHPLCに供した。カラムは0．01Mトリスー塩酸緩衝液（pH8．0）溶液中

のNaCIの直線的濃度勾配により流速1ml／minで毒成分を溶出し（濃度勾配はFig．4－4を参
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照）、最後にTSKgel　ODS－120でカラム（0．46x25cm）を用いたHPLCで脱塩した。4成

分のペプチド毒（Ha　HV）に対応する溶出液を集めて凍結乾燥し、必要な溶媒に溶解して

その後の実験に用いた。

毒性の測定方法

　サワガニに対する毒性試験およびLD50（致死活性）またはED50（麻痺活性）の算出は

第2章で述べた方法に従って行った。

ペプチド毒の分析方法

　第2章で述べたように、タンパク質の定量はLowy　e～記（1951）の方法で、分子量の

測定はレーザーイオン化一飛行時間型質量分析法（MALDl／TOFMS法）で、アミノ酸配列分

析はエドマン分解法に基づいた気相式シークエンサーを用いて行った。

cDNAクロー二．ング法

　凍結試料約1gからTR匿zol試薬（lnvitrogen）を用いてtotal　RNAを抽出した。第2章で

述べたように、3’RACEは3’RACE　System　for　Rapid　Amplification　of　cDNA　Endsキット

（lnvitrogen）を用いてt◎tal　RNA（5μg）から合成した1ststrand　cDNAに対して、Ha　l－m

のアミノ酸配列をもとに設計したdegenerateプライマー（Ha　Iでは5’一GYC　CIM　GIT　GYC

AYM　GIM　G量G　AYC－3’と5’一GAY　CAY　Tnr　GGl　AAR　TGY　MGl　AAR　YT－37、Ha　llでは

5｝一AYG　TIG　CIG　TIC　C［C　CIT　GYG　GIG－3’と5’一GYT　AYC　ARC　ARG　TIG　GIA　AYA　CIT

G－3’、Ha　lllでは5’一AYA　THA　THA　AYC　CIC　CiT　GYA　THG　G－3’と5’一CIC　C畳T　GYA　THG

GITGYTAYTAYCA－3’）で行った。PCR増幅はEx胎qポリメラーゼ（殆kara）を用いて、

条件は94。C5min；94。C30sec、55。C30sec、72。Clminを35サイクル172。C5minとした。

　5’RACEでは、5’RACESystemforRapidAmpilficationofcDNAEnds（lnvitrogen）キッ

トとgene－specificプライマー（Ha　iでは15y－GGAAAG　C孤GACTGTτn－TGG－3’、Hall

では5’一GGC　TCG　GGC　TCT　CTC　TττC－3’、Ha”1では5’一CCA　CAT　TTA　AAT　TTA　TCA

TAG　A－3’）を用いてtotaI　RNA（5μg）から1st　strand　cDNAを合成した。この1st　strand

cDNAに対して、gene－specl恥プライマー（Halでは5’一CCTArrATTTGTTAGGACAAG

G－3’と5’一GTTTCCTGCArrTCCCAAAATG－3’、Hallでは5’一GGGCTGGACAGAGAC
TrG　G－3’と5書一CAC　GGA　CAC　ACG　r広r　TGC　C－3奮、Ha　l”では5’一GA’r　GAT　Gτr　GGG

CTTGGGC－3’と5’一ACACバrTCGTTGCCGACTTG－3’）を用いるPCRに供した。PCR

は3’RACEの場合と同じ条件で行った。また塩基配列分析はサブクローニング後、ジデオ

キシ法に基づいたCy5ThermoSequenase　Dye穐rminatorKit（Amersham　Bioscience）に

従って反応させ、Long－ReadTbwerDNAシークエンサー（AmershamBioscience）によ

り解析した。最後に、3’RACEと5’RACEで決定した塩基配列をもとに設計した5’末端側

と35末端側プライマー（Ha　lでは5’一GCTCAA鼎CAC　GAGバrAAGC－3’と5’一AGTTGT

CTGAGTCTGGCTAG－3’、Ha”では5’一GACAGCAGTGTTCAAGGAGT－3’と5’一CTr
TGA　AGC　AGTτ『A　TTT　GCG　A－3’、Ha　l”では5’一GCC　AAC　T「C　AAC　AAG　CAG　ATT－3’

と5’一ACAバrATTACAATGAATCTTTTTAG－3’）でRT－PCRを行い、全塩基配列を確認
した。
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結果

ペプチド毒の単離および毒性

　粗抽出液をSephadex　G－50に供したところ、280nmで吸光度を示すピークは4っ認め

られ、サワガニ致死活性は1つ目と2つ目のピークの間（F【44－52）に検出された（Fig．4－2）。

致死活性の認められた画分を集め、逆相HPしCに供したときの溶出パターンをFl9．4－3に

示す。得られたピークのうち、保持時間36minと53minのピークに致死活性が認められ、

保持時間39minと47minのピークに麻痺活性が認められた。溶出時間が早い順にそれぞ

れの毒成分をHa　l、II、lll、IVと命名した。純度に問題があったHa　lについては、さらに

MonoQ　HR5／5を用いたHPLCに供して精製した（Flg．4－4〉。試料5gからの各毒成分の収

量とサワガニに対するLD50およびED50を測定した結果を殆ble4－1に示した。なおHal

については収量が低かったことから、チャートのエリア面積からタンパク量を計算した。

サワガニに対する致死活性はHa　lとHa　IVで認められ、LD50はHa　lが14μg！kg、Ha　IVが

53μglkgであった。一方、Ha”とlllはサワガニに致死は引き起こさなかったが、麻痺活

性は認められ、ED50はHa　llが2350μglkg、Ha　l”が1400μglkgであった。

Ha　lの部分アミノ酸配列と塩基配列

　単離したHa　lをプロテインシークエンサーに供してN末端部分のアミノ酸配列を調べ

たところ、28残基まで決定することができた（Fig．4－5）。Ha　lは、イソギンチャクはもと

より他の生物由来のペプチド毒ともまったく相同性がない新規ペプチド毒であった。そこ

でC末端部のアミノ酸配列を明らかにするためにcDNAクローニングを行った。

　Ha　lをコードするcDNAの全塩基配列（471bp）は、3’RACE法と5’RACE法によって

Fig．4－6のように決定した。3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AAτAAA）とポリA

鎖が確認できたが、開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドンが含まれていな

かった。Ha　lの前駆体は62残基からなり、SlgnalPV3．0（CenterforBiological　Sequenoe

Analysis、Denmark）で解析したところ、開始メチオニン以降21残基目までがシグナルペ

プチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの間には、10残基からなる

プロパート部が存在していた。またHa　lの演繹アミノ酸配列は、プロテインシークエンサ

ーで決定した部分アミノ酸配列と完全に一致した。Ha　lのMALDl1TOFMS分析で得られた

値（3490．0）は、30残基目のAspまでのアミノ酸配列から算出した分子量（3483．0）と

よく一致したので、翻訳領域のc末端のLysは、翻訳後のプロセシングで切断されると推

定された。こうして30残基からなるHalの全アミノ酸配列をFig．4－5のように決定した。

Ha匿1とlllの部分アミノ酸配列と塩基配列

　単離したHa　llのN末端部分のアミノ酸配列は24残基目まで決定することができ、Ha　l”

については25残基目まで決定することができた（Fig．4－7）。両成分は互いに配列相同性

があり、シマキッカイソギンチャクA励eρρs’s’ηacθ’afaのAm　i（Honma　e’aA，2005）

および第3章で述べたイボハタゴイソギンチャクのSHTX　l、Ilとも高い相同性を示した。

これらはいずれもCysの数と位置が完全に一致していた。そこでc末端部のアミノ酸配
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Fig. 4-2 . Gel filtration on Sephadex G-50 of the crude 

extract from Heteractis aurora . 

The crude extract was applied to a Sephadex G-50 

column (2.5xgOcm) , which was eluted with O.15M 
NaCl in 0.01M phosphate buffer (pH 7.0) . Fractions 

of 8ml were collected at a flow rate of 42ml/hr. 
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Fig. 4-3. Isolation of Heteractis aurora toxins by 

reverse-phase HPLC. 

The toxic fraction obtained by gel filtration on 

Sephadex G-50 (Fig. 4-2) was subjected to HPLC 
on a TSKgel ODS-120T column (0.46 X 25cm). 
The column was eluted with a gradient of 
acetonitrile in 0.1 o/o TFA. The flow rate was 

maintained at I ml/min. 
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Fig. 4~. Anion-exchange HPLC of Ha I purified by 

reverse-phase HPLC. 

Toxin I obtained by reverse-phase HPLC on a TSKgel 
ODS-120T column (Fig. 4-3) was subjected to HPLC on 
a Mono Q HR 5/5 column (0.5 X 5cm). 
The column was eluted with a gTadient of NaCI in 0.01 M 

Tris-HCI buffer (pH 8.0). The Wow rate was maintained 
at I ml/min. 
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　　AAGCTCAAATACACGAGATAAGCAACAACACAAGCτGAAGAτAAGGAAGTCTGCAAG了

CCACCACτGACCAAGAAAGAAAAGATGAAGCCGGCTATATτTCτGAτGCTG下丁TGTCGCA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　闇KgA雍FLMLFVA

AτGτTCCτCAτCTCCGAAGGCGAAGGATTCAAGCCCAAAGATGCGCCGCAAGAGAGGAGC

i醗醗鍾難麟liii妻CGACCTTGτCCTGACAAATAATAGATACCAAAAACAGτCTAGC”T

　CRKLDPCPDK嚢
璽ATAATAGTAATTACCACGATAAAAWAAAGGTGτGGAAGACCATτCATGτCTAAAGC

TTTG7τTAATCA’『TτGATAAAAGCGA了GAAAGCAATAATAAAAGACTGCGTTGGTマAACA

GTGAAA了丁τAT’GGTττCAGTCYAGCCAGACATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

58

“8

　12

178

32

238

52

298

62

358

4↑8

471

Fig．4－6．Nucleotlde　sequence　of　the　cDNA　encodlηg　Ha　l．丁わe　complete　gene　seque跨ce　of

Ha　l　and　its　tra自slatlon　product　are彊ustrated．丁員e　deduced　annino　acld　sequence　ls　shown

startlRg　from　tわe　first　ATG　codon　of　t跣e　ope農readlng郵rame．The　asterlsk　lndicates　an　ln－

frame　st◎p　codon（TAA）。Nucleotlde　and　arnino　acld　numbers　are　shown　at　the酉g撤．Tbe

P轄tative　sigPal　sequence　and　polyadenyla重bn　slgr茎al　are　ur、derlined．The　propart　is　doubly

ur”erllned、The　prlmers　for3RACE　are　shaded．丁わe　primers　for5’RACE　are　boxed．
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列を明らかにするためにHa　IlとlllのcDNAクローニングを行った。

　Ha“をコードするcDNAの全塩基配列（714bp）は、3’RACE法と5’RACE法によっ

てFig．4－8のように決定した。3’非翻訳領域にはポりA付加シグナル（AAτAAA）とポリA

鎖が確認できたが、開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドンが含まれていな

かった。SignalP　V3．0で解析したところ、開始メチオニン以降18残基目までがシグナル

ペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの間には、11残基からな

るプロパート部が認められた。非常に驚いたことに、Ha　llの前駆体には、30残基目のGlu

から63残基目のArgまでの34残基から成る全く同じ配列が4回も繰り返していた（39

残基目のProは翻訳後修飾によってHypになると推定される）。Ha　llの成熟ペプチドは、

プロテインシークエンサーで決定した部分アミノ酸配列とMALDl／TOFMS分析の結果か

ら判断して、34残基目のAsnから60残基目のAlaまでと決定した。アミノ酸配列から算

出した分子量（2803．2）は、MALDlπOFMS分析で得られた値（2802．7）とほぼ一致する

ので、決定した配列は正しいことが支持された。こうして27残基からなるHa”の全アミ

ノ酸配列をFig．4－7のように決定した。

　一方、Ha“1をコードするcDNAの全塩基配列（463bp）は、3’RACE法と5’RACE法

によってFig．4－9のように決定した。3’非翻訳領域にはポりA付加シグナル（AA工AAA）

とポリA鎖が確認できたが、開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドンが含ま

れていなかった。SignalP　V3．0で解析したところ、開始メチオニン以降18残基目までが

シグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの間には、11残

基からなるプロパート部が認められた。またHa　lllの前駆体はHa”と同様に、30残基目

のGluから61残基目の漁1までの32残基から成る全く同じ配列（2つ目の繰り返しのC

末端にはRKRの3残基がない）を繰り返していたが、興味深いことに、繰り返しの回数

はHa　llとは異なり2回であった。Ha　lllの成熟ペプチドは、プロテインシークエンサーで

決定した部分アミノ酸配列とMALDl／TOFMS分析の結果から判断して、34残基目のAsn

から61残基目のValまでと決定した。アミノ酸配列から算出した分子量（3107．6）は、

MALDlズrOFMS分析で得られた値（3106．9）とほぼ一致するので、決定した配列は正しい

ことが支持された。こうして28残基からなるHa　l匿1の全アミノ酸配列をFlg．4－7のように

決定した。

Ha　IVの部分アミノ酸配列

　単離したHa　IVのN末端部分のアミノ酸配列は19残基目まで決定することができ、ア

ミノ酸配列の特徴からタイプ1のNaチャネル毒であることが判明した。

　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　19

HalV　FTVSCLCASDGPSVHGNKL

考察

　ジュズダマイソギンチャクからサワガニに対する毒性を指標にして、SephadexG－50お

よび逆相HPLCにより4成分（Ha　l－IV）のペプチド毒を単離し、アミノ酸配列分析と

3’RACE法と5’RACE法によるcDNAクローニングを行った。

一82一



　　TAGTCGAAGGACAGCAGTG’「τCAAGGAGTGCCAACTTCAACAAGCAGAτTCCCAAG了C

TCTCCAGAAτCATTCTACAGGATGAAGCCTATTT’TCATCGτAGCCTTGTτAτTCTCτACT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MKPIFIVALしFST

τGTCTGGTτAATGCCAAACCAAGCATTAAτGATGCTGATATCAAGAGAGAGCCCGAGCCC

磁灘i萎i醗灘欝i蒙i嚢難欝難i難鑛糞動CT鱗懸i嚢欝i雛i織灘iii
▲ D

互TACCAAGτCTCTGTCCAGCCGAAAGAGAGAGCCCGAGCCCAACGTGGCGGTTCCCCCG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　　K　　R　　E　　P　　E　　9

TGTGGGGACTGTTATCAACAAGTAGGCAATACGTGTGTCCGTGTACCAAGτCTCτGTCCA

GCCCGAAAGAGAGAGCCCGAGCCCAACGTGGCGGTTCCCCCGTGTGGGGACTGTTATCAA

回　　　　R　　K　　R　　E　　P　　E　　P

CAAGTAGGCAATACGτGTG了CCGTGTACCAAGTCτCTGTCCAGCCCGAAAGAGAGAGCCC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　　K　　艮　　E　　P

GAGCCCAACGTGGCGGTCCCCCCGTGTGGGGACTGTTAτCAACAAGTAGGCAATACGTGτ
　E　　P

GTCCGTGTACCAAG下CTCTGTCCAGCCCGAAAGAGAGAGCCAGAGAACCAAGATCTTτGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RKREPE踵QDLW

TCCTAAACAATGTGAAGGCCGAAAATGAATAAAGGCAGTTTTGCTAAGCGATTAATTGτA
　S　　重

ACAYTAAGAAA了GTTCGCAAATAAACTGCTTCAAAGATCAAAAAAAAAAAAAAAAA

　58

⊆18

　13

i78

　33

238

　53

298

73

358

93

418

1壌3

478

133

538

153

598

嘩73

658

174

714

Fig．4－8．Nucleotide　sequence　of　the　cDNA　encodlng　Ha縫．Tれe　complete　gene　sequence

of　Ha　ll　and　its霊ranslatめn　product　are　illustrated、The　deduced　amiao　acid　sequence　is

s粒own　starting　from　the　first　ATG　codoれof　the　open　reading　frame．The　asterisk　indicates

an　in－frame　stop　codo口（TAA）．Nucleotide　and　amino　acid　numbers　are　showR　at　the　right

T層he　putative　signal　sequence　and　polyadenylation　signai　are　underlined．The　propart　is

doubly　under薩ned．Four　repeated　sequences　correspondlng　to　Ha“are　s駿own　ln　white　on

a　biack　background．The　primers　for3響RACE　are　shaded．The　primers　for5璽RACE　are

boxed．
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　　’『AGTCGAAGGACAGCAGTGττCAAGGAG’TGCCAACTTCAACAAGCAGATTCCCAAGTC

TCτCCAGAATCATTCTACAGGATGAAGCCTATTττCATCGTAGCCτTGTTGTTCTCTACT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MKPIF醤VALしFST

TGTCTGGYTAATGCCAAACCAAGCATτGACGATGCTGAGAτGAAGAGAGAACCCAAGCCC

　CLV純一AKPSIDDAE鱗KREPKP
●

GATAAATTTAAATGTGGGGCAGTCAGAAAGAGAG　GCCCAAGCCCAACATCAT　AATCCC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　　K　　段　　E　　P　　K　　P

璽GGCAGτCTGAAAGTAAWCGGCAGTTTTCCτAAAAAGAT了CAττGτAATATTGTGAム
　　　　　　　　　　嚢

AτAAACAAτGCAATGT’『CATCTTCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

58

”8

　璽3

肇78

33

238

53

298

73

358

93

418

96

463

Flg．4－9．Nucleo重lde　sequeΩce　oftbe　cDNA　encodlng　Ha肌The　complete　gene　sequence　of

Ha田and　lts　translatlon　product　are　i睡ustrated．Tbe　deduced　amino　acld　seq毬ence　is　shown

startlng　from翫e翫s重ATG　codon　of撫e　oρen　read治g　frame。丁舞e　asterisk　lndlca給s　aa　ln－

frame　stop　codo“（τGA）．Nucleotlde　a癖d　amino　acid　n疑mbers　are　s海owηat重he　rig熱t．Tわe

putative　slgnal　sequence　and　polyader、ylation　signal　are観口derlined．丁わe　propart　is　doubly

uRderlined．Two　repeated　sequences　correspondlng　t◎Ha　IIl　are　sわow雨R　white　o口a　black

background。The　prlmers　for3壁RACE　are　shaded．丁穀e　primers　for5IRACE　are　boxed．
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　最初にHa　lについては、他の生物由来のペプチド毒ともまったく相同性をもたない新規

ペプチド毒で、サワガニに対する致死活性（LD5014μglkg）が相当強いことが注目された。

Ha　lは収量が低かったので、逆相HPLCのチャートのエリア面積からタンパク量を計算し

たが、エリァ面積から求めたタンパク量ば、実際の量より大きく見積もられることが多い。

このことから、Ha　lのサワガニに対する致死活性は、実際にはもっと強いと思われる。一

般にイソギンチャクのNaチャネル毒はサワガニに強い致死活性を示すことから、Ha　lも

Naチャネル毒と予想されるが、その一次構造は従来のイソギンチャクのNaチャネル毒と

はまったく異なっていた。また、立体構造の形成にとって重要といわれるCysの数も、従

来のNaチャネル毒では6つなのに対して、Ha　lでは4つであった。さらにHa　l投与後の

サワガニで見られる症状も、従来のNaチャネル毒とは大き〈異なっていた。従来のNa

チャネル毒をサワガニに投与すると、歩脚に硬直や突っ張りといった顕著な症状が見られ

るが、Ha　lでは歩脚の硬直や突っ張りは見られずに、体全体が弛緩するようにして死に至

った。イソギンチャクのNaチャネル毒はチャネルの開ロ時問を延長させるオープナーで

あるのに対して、フグのテトロドトキシン（τrx〉などはNaチャネルを塞ぐブロッカー

である。実際にTTXをサワガニに投与すると、Ha　lを投与したときと同じような症状を

示す。このことから、Ha　lはTTXのようなNaチャネルのブロッカーである可能性が高い。

その一方で、Ha　lの前駆体構造は、他のイソギンチャク毒の前駆体同様に、シグナルペプ

チド、プロパート部、成熟ペプチドから成っており、Ha　lも刺胞由来の毒成分と考えられ

た。いずれにしても、Ha匿はNaチャネルの新しい薬理学的試薬としてきわめて有望であ

ることから、早急な作用機構の解明が望まれる。

　次にHa“と田についてであるが、いずれもサワガニに致死は引き起こさなかったが、

麻痺を引き起こした。その一次構造はシマキッカイソギンチャクからすでに単離されてい

るAm　lや第3章で述べたイボハタゴイソギンチャクのSHTXlとllと高い相同性を示し、

Cysの数や位置も完全に一致していた。またHa　llとAm［の一次構造の違いに至っては、

C末端の1残基のみで、C末端がAlaのものがHa　llで、SerのものがAm匪であった。し

かしながら、そのサワガニに対する毒性は大きく異なっていた。Am　lはサワガニに致死

（LD50830μg／kg）を引き起こしたのに対して、Haliはサワガニに麻痺（ED502350μg／kg）

のみを引き起こしたのである。このことはC末端の1残基が活性の維持に重要な役割を果

たしていることを示しているが、これほどまでに活性が変わってしまうことは、構造活性

相関の点から非常に興味深い。また一次構造の相同性から判断して、これらのペプチド毒

は、イソギンチャクのペプチド毒のなかに、新しいファミリーを形成しているは明らかで

ある。なお、筆者の予備実験において、アラビアハタゴイソギンチャクSオ1cわodacfγ1a

’ηeκeηs〃からも同様の構造をしたペプチド毒が単離されている。ジュズダマイソギンチャ

ク、イボハタゴイソギンチャク、シマキッカイソギンチャクおよびアラビアハタゴイソギ

ンチャクは、属は異なるもののすべてハタゴイソギンチャク科に分類されていることから、

この新しいファミリーの毒成分はハタゴイソギンチャク科にのみ存在するのかもしれな

い。このファミリーの分布とイソギンチャクの分類との関連は今後の検討課題である。

　さらにHa　IIと”1の前駆体構造は、これまでのイソギンチャクの前駆体とは大きく異な

っていた。すなわち、Ha　llでは成熟ペプチドの4回の繰り返しが、Ha　l“では2回の繰り

返しが認められた。シマキッカイソギンチャクのAm　lの前駆体に毛6回の繰り返しが見
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られた。一方、第3章で述べたSH1つ（1とllの前駆体には繰り返しは見られなかったが、

プロパート部と成熟ペプチドの間に、このファミリーの前駆体に特徴的な4残基の挿入

（EPKP）が認められた。Ha　llとlllの翻訳後修飾の過程はその前駆体構造から、次のよう

に推定される。まず膜透過後にシグナルペプチドが切り出され、刺胞へのソーティング後、

プロパート部が切断される。次にGluとArgに挟まれた繰り返し部分での切断が起こり、

それぞれの繰り返しの回数分だけのペプチドができる。最後に、N末端の4残基（Ha　ll

ではEPEP、Ha　lllではEPKP）とC末端の3残基（RKR）が切断されて、最終的な成熟

ペプチドとなる（Ha”1の2つ目の繰り返しにはC末端の3残基はない）。前駆体でのこ

のような繰り返し構造は、神経ペプチドなどではよく知られていて、海産無脊椎動物でも、

イソギンチャク（LevievandGrimmelikhuijzen，4995）やウミウシ（Sasakie’飢，2002）

などで報告がある。しかしながら、筆者の知る限りにおいて、毒の前駆体としては過去に

報告がない。なぜ一次構造の違いによって繰り返しの最高回数が1回、2回、4回、6回

と異なるのか。現段階ではその理由は分からないが、イソギンチャクがmRNAに多くの

繰り返し構造をもつことによって、一度の翻訳で多量のペプチドを発現しようとしている

ことは明らかである。また、繰り返し回数の違いによって、意図的に毒の発現量を調節し

ているとも考えられる。いずれにしても、これらの疑問を解決するには、今後のDNAレ

ベルでの遺伝子構造の解明が必要である。

　なお、Ha　IIと“1の作用機構については、第3章においてSHTX　llでKチャネル毒性が

認められていることから、Kチャネル毒である可能性が高い。今後の解明が急がれる。

　イソギンチャクのような原始的な生物がもつペプチド毒は、今日の多様な生物がもつ数

多くの生理活性ペプチドの祖先分子である可能性が高い。とりわけHa　llと1“の前駆体構

造は、これまでに報告がない新規なものであった。また、これらの毒成分は、イソギンチ

ャクのペプチド毒に新たなファミリーを形成していることがわかった。このファミリーか

らは今後も、新規な構造をした前駆体が発見される可能性が高く、生理活性ペプチドの分

子進化の研究において重要な新知見を提供することだろう。
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第5章　　スナイソギンチャクおよびタマイタダキイソギンチャクのペプチド毒の単離と

　　　　アミノ酸配列

　スナイソギンチャクDo龍加后a㎜afa（Fl9．5－1）はイマイソギンチャク亜目

（Nynantheae）ウメボシイソギンチャク科（Actiniidae）に属し、本州中部以南の潮間帯

から水深60mの砂底に産する。砂中の小石などに足盤を付け、砂上に大きく触手を張り

巡らしている。触手環の直径は15cm、触手は48本で太く、肉眼で斑点状に見える白っぽ

い点は非常に細長い基棘刺胞の塊である。体壁は白色あるいはその上に暗色の小斑点をも

ち、イボはまったくなく滑らかである。また色彩の変異に富む。触手の刺胞は強く、人を

刺すことで公衆衛生上の問題にもなっている。一方、タマイタダキイソギンチャク

ερfacmaeafa’ηsaγノ（Fig．5－2）はイマイソギンチャク亜目（Nynantheae）ハタゴイソギ

ンチャク科（Stichodactylidae）に属し、沖縄からオーストラリアのサンゴ礁の浅海に産し、

ハマクマノミが共生する。触手環の直径は30cmで、触手の先端がタマのように膨らみ、

この膨らみ部分に白い環帯をもつものが多い。

　第1章において、スナイソギンチャクとタマイタダキイソギンチャクはサワガニに対し

て致死活性を示したので、本章ではスナイソギンチャクとタマイタダキイソギンチャクか

らペプチド毒を単離し、そのアミノ酸配列と生物活性の解明を試みた。またタマイタダキ

イソギンチャクについてはcDNAクローニングも行った。

実験方法

逮
　ペプチド毒の単離には、2000年2月に伊豆中央水産（静岡県）から購入したスナイソ

ギンチャク（48g）とタマイタダキイソギンチャク（40g）を試料とした。実験に使用する

まで一20。Cで冷凍保存した。RNAの抽出には、2003年5月に観賞魚店（神奈川県）から購

入したタマイタダキイソギンチャクを試料とした。生きたまま寮の目状に切り取り、液体

窒素で凍結後、実験に使用するまで一80。Cで冷凍保存した。

粗抽出液の調製方法

　凍結試料をホモジナイズし、得られたホモジネートから5gを秤り取り、イオン交換水

25mlを加えて再びホモジナイズした。その後、冷却遠心分離（18800×g、4。C、15min）

し、得られた上清を粗抽出液とした。

ペプチド毒の単離方法

　粗抽出液を、0．15M　NaClを含む0．01Mリン酸緩衝液（pH7．0）で平衡化したSephadex

G－50カラム（2．5×90cm　l　Amersham　Bioscience）に供した。同緩衝液を用いてスナイソ

ギンチャクは流速36ml／hrで、タマイタダキイソギンチャクは流速24mllhrで溶出し、溶

出液はフラクションコレクターで8mlずつ分取した。各フラクションについて280nmで

の吸光度を測定するとともに、サワガニに対する致死活性を調べた。サワガニ致死活性の

認められたフラクションを集め、孔径0．45μmのメンブレーンフィルター（DISMIC－25cs；
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Fig．5－1． スナイソギンチャクDo〃e’η’aam訂a

　　（イソギンチャクガイドブック、2001より）
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Fig. 5-2. ~7 74~l if~:4 )4:11~i7 Entacmaea ramsayl 

(El~~,~,b~9~lt [U. 1992 J: LJ) 

-89-



東洋濾紙）でろ過後、TSKgel　ODS－120Tカラム（0．46×25cm　l東ソー）を用いた高速液

体クロマトグラフィー（HPLC）に供した。カラムは0．1％トリフルオロ酢酸（TFA）溶液

中のアセトニトリルの直線的濃度勾配（最初の5minは0－14％、その後60minは14－42％）

により流速1ml／minで毒成分を溶出した。ペプチドはUV検出器を用いて220nmの吸光

度で検出した。なおスナイソギンチャクのTbxin　lについては純度に問題があったことから、

さらにMono　Q　HR5／5（0．5×5cm；Amersham　Bioscience）を用いたHPLCに供した。

カラムは0．01Mトリスー塩酸緩衝液（pH8、0）溶液中のNaClの直線的濃度勾配により流速

1ml／minで毒成分を溶出した（濃度勾配はFl9．5－5を参照）。毒成分に対応する溶出液を集

めて凍結乾燥し、必要な溶媒に溶解してその後の実験に用いた。

致死活性の測定方法

　サワガニに対する致死活性の測定は、第2章で述べた方法に従って行った。

ペプチド毒の分析方法

　第2章で述べたように、タンパク質の定量はLowry　eオaA（1951）の方法で、分子量の

測定はレーザーイオン化一飛行時間型質量分析法（MALD畳／TOFMS法）で、アミノ酸配列分

析はエドマン分解法に基づいた気相式シークエンサーを用いて行った。また単離したペプ

チド毒の還元ピリジルエチル化（PE化）、酵素分解ペプチドの逆相HPLC（TSKgel

ODS－120T）による単離も、いずれも第2章で述べた方法に準じて行った。

キモトリプシンによる酵素分解

　PE一、bxin　ll（50μg）およびPE－Erl（50μg）を凍結乾燥後、0．01M　CaCl2を含む0．1Mト

リスー塩酸緩衝液（pH7．8）200μ1に溶解し、2．5μgのキモトリプシン（EC3．4、21．1；Roche

Diagnostics）を加えて25。Cで18hr分解した。生成したペプチド断片は、TSKgel　ODS－120T

を用いる逆相HPしCにより単離した（0．1％TFA中のアセトニトリルの濃度勾配はFlg．5－8

と5－11を参照〉。

cDNAクローこング法

　凍結試料約1gからTRlzol試薬（lnvitrogen）を用いてtotal　RNAを抽出した。第2章で

述べたように、3’RACEは、3’RACE　System　forRapid　Ampliflcation　ofcDNA　Endsキット

（lnvitrogen）を用いてtotal　RNA（5μg）から合成した1st　strand　cDNAに対して、Er　lの

アミノ酸配列をもとに設計したdegenerateプライマー（5’一GCl　GGl　GGl　AAR　WSl　ACl

TGYTGY　C－3’と5’一GTG　YAA　R1隣YAC　IGC　IGG　ITG　YCC－3’）で行った。PCR増幅はEx

粕qポリメラーゼ（狛kara）を用いて、条件は94。C5min　l94。C30sec、55。C30sec、72。C

lminを35サイクル；72。C5minとした。5’RACEでは、5’RACE　System　for　Rapld

AmplificatloaofcDNAEnds（hvltrogen）キットとgene－speciflcプライマー（5’一CτrAτG

A1隣TGC　AGA　CGTAAG　G－3’）を用いてtotal　RNA（5μg）から1st　strand　cDNAを合成

し、gene－specificプライマー（5’一CACTTGAτGCTTT£ATTTCTCAC－3’と5’一GCACAC

TGC　CCC　CAG　GG－3’）を用いるPCRに供した。PCRは3’RACEの場合と同じ条件で行

った。また塩基配列分析はサブクローニング後、ジデオキシ法に基づいたCy5
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ThermoSequenase　Dye化rmlnator　Kit（AmersAam　Biosclence）に従って反応させ、

Long－Read　Tbwer　DNAシークエンサー（Amersham　Biosclence）により解析した。最後

に、3’RACEと5’RACEで決定した塩基配列をもとに設計した5’末端側と3’末端側プライ

マー（53－CAGTTCTCATCCAAAATCCAC－3’と5’一GCTTTTAAATATCT’rTTTATT
CTTAA－3’）でRT。PCRを行い、全塩基配列を確認した。

結果

スナイソギンチャクのペプチド毒の単離および毒性

　スナイソギンチャク粗抽出液をSephadex　G－50に供したところ、280nmで吸光度を示

すピークは3つ認められ、サワガニ致死活性は1つ目と2つ目のピークの間（Fr38－49）

に検出された（Fig．5－3）。致死活性の認められた画分を集め、逆相HPLCに供したときの

溶出パターンをFlg．5－4に示す。得られたピークのうち、保持時間55、69minの2つのピ

ークに致死活性が検出された。溶出時間が早い順にそれぞれの毒成分をTbxin　l、了bxin“

と命名した。1bxin　lについては、さらにMono　Q　HR515を用いたHPLCに供して精製し

た（Fig．5－5）。試料5gからの各毒成分の収量とサワガニに対するLD50を測定した結果を

狛ble5－1に示した。

1bxin　lの部分アミノ酸配列とTbxin”（Da　l、II）の全アミノ酸配列

　単離したTbxln1をプロテインシークエンサーに供してN末端部分のアミノ酸配列を調

べたところ、44残基まで決定することができた（Fig．5－6）。全アミノ酸配列の決定には至

らなかったが、そのアミノ酸配列の特徴からタイプ1のNaチャネル毒に属すると判断さ

れた。また3残基目にHypを含むことが注目された。

　一方、、bxin　llの場合、アミノ酸は30サイクル目まで検出されたが、柏ble5－2に示すよ

うに2、7、26サイクル目を除くと2種類が認められ、2成分の混合物であることが判明

した。しかし、各サイクルとも2種類のアミノ酸のうちの片方が明らかに主要で、しかも

主要アミノ酸は必ず次のサイクルでマイナーアミノ酸として（2、7、26サイクル目では

主要アミノ酸とマイナーアミノ酸が一致している）検出されている。この結果は、N末端

がGlyで始まる主要成分（Da　lと命名）と、主要成分のN末端にさらにAlaが付加された

マイナー成分（Da　llと命名）との混合物であることを意味している。実際、Tbxin”を

MALDlヂrOFMSで分析したところ、分子量3089．7と3｛60．0の2成分の混合物であること

が確認され（Fig．5－7）、しかも両成分の分子量の差（70．3）はAla残基の分子量（71．08）

ともよく一致し、両成分はN末端にAlaがあるかないかの違いだけであると判断された。

こうして、両成分のN末端アミノ酸（Da　lについては29残基目まで、Da　llについては

30残基目まで）を次のように決定した。

　　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　29

Dal　　GGKATCCPCFMCSYTAGCPWGQCAHHCGC
Dall　AGGKATCCPCFMCSYTAGCPWGQCAHHCGC　　　1　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　30

上のアミノ酸配列から算出した分子量は、Da　lは2975．46、Da”は3046．54で、Tbxin　ll
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Fig. 5-3. Gel filtration on Sephadex G-50 of the crude 

extract from Dofleinia armata . 

The crude extract was applied to a Sephadex G-50 

column (2.5xgOcm) , which was eluted with 0.15M 

NaCI in 0.01M phosphate buffer (pH 7.0) . Fractions 

of 8ml were collected at a flow rate of 36ml/hr. 
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Fig. 54. Isolation of Dotteinia armata toxins by 

reverse-phase HPLC. 

The toxic fraction obtained by gel filtration on 

Sephadex G-50 (Fig. 5-3) was subjected to HPLC 
on a TSKgel ODS-120T column (0.46 X 25cm). 
The column was eluted with a gradient of 
acetonitrile in 0.1 "/o TFA. The fiow rate was 

maintained at I ml/min. 
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Fig. 5-5. Anion-exchange HPLC of Toxin i purified by 

reverse-phase HPLC. 

Toxin I obtained by reverse-phase HPLC on a TSKgel 
ODS-120T column (Fig. 5-4) was subjected to HPLC on 
a Mono Q HR 5/5 column (0.5 X 5cm). 
The column was eluted with a gradient of NaCl in 0.01 M 
Tris-HCI buffer (pH 8.0). The Wow rate was maintained 
at I ml/min. 
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Table 5-2. Amino acid residues detected by a protein sequencer. 

C cle 
1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

Amino acid residue 

~ 
~ R C 
~ 
C (i~ 

~) 

C R 
R 
~) 

R C C ~) 

R 
C 
C 
C 
R 
(B) 

~ 
C C ~ 

A 

G 

A 
T 

C 

C 
F 

M 
C 
S 
Y 

A 
G 
C 

W 
G 
Q 
C 
A 

C 
G 
C 

* Of the two amino acid residues detected in cycles 1 

and 27-29, the major residue is circled. 
, 
3-6, 8-25 
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のMALDl／TOF－MSの結果と比べるとC末端にさらに1残基あることは明らかである。そ

こで、C末端アミノ酸を決定するために、1bxin　llを還元およびピリジルエチル化し、キモ

トリプシン分解を行った。キモトリプシン分解物の逆相HPLCにより、bxin　ll－C－1と命名

したペプチド断片が単離され（Fig．5－8）、その全アミノ酸配列はシークエンサーにより、

CGCDと決定された。rbxin　ll－c－1は明らかにc末端ペプチドであり、c末端アミノ酸は

Aspであることが判明した。

タマイタダキイソギンチャクのペプチド毒の単離および毒性

　タマイタダキイソギンチャク粗抽出液をSephadexG－50に供したところ、280nmで吸

光度を示すピークは4つ認められ、サワガニ致死活性は2つ目と3つ目のピークの間

（F［50－58）に検出された（Fig．5－9）。致死活性の認められた画分を集め、逆相HPLCに

供したときの溶出パターンをFig．5－10に示す。得られたピークのうち、1つのピークに致

死活性が検出され、Er　lと命名した。試料5gからのErlの収量は62μgで、サワガニに対

するLD50は100μg／kgと測定された。

Er　lのアミノ酸配列と塩基配列

　単離したEr　lをプロテインシークエンサーに供してN末端部分のアミノ酸配列を調べた

ところ、30残基までを次のように決定した。

　　　　　　憶　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　30

　　Erl　AGGKSTCCPCAMCKYTAGCPWGQCAHHCGC
　上のアミノ酸配列から算出した分子量は3027．5で、MALDlヂrOF－MSで測定したEr　lの

分子量3241，9と比べると、C末端にさらに2残基あることが推定された。そこで、C末

端部分のアミノ酸配列を決定するために、Tbxin”と同様にEr　lについても還元およびピ

リジルエチル化し、キモトリプシン分解を行った。キモトリプシン分解物の逆相HPLCに

よりErl－C－1と命名したペプチド断片が単離され（Flg．5－11〉、その全アミノ酸配列はシー

クエンサーにより、CGCSEと決定された。Er　l－C－1は明らかにC末端ペプチドであり、

N末端アミノ酸配列で決定できなかったC末端部の2残基の配列はSer－Gluであることが

判明した。

　さらにEdについてはcDNAクローニングを行い、全塩基配列（462bp）と演繹アミノ

酸配列（69残基）をFig．5－12のように決定した。3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル

（AATAAA）とポリA鎖が確認できたが、開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止

コドンが含まれていなかった。SignaP　V3．0で解析したところ、開始メチオニン以降19

残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの

間には17残基からなるプロパート部が存在していた。またEr　lの演繹アミノ酸配列中に

は、プロテインシークエンサーで決定したアミノ酸配列が含まれていたが、翻訳領域のC

末端にアミノ酸配列にはなかったLys残基が存在していた。タイプ3のNaチャネル毒の

前駆体構造についてはErlが初めての報告になるが、タイプ1と2のNaチャネル毒と同

様に、シグナルペプチド、プロパート部、成熟ペプチドから成っていた。

考察
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Fig. 5-8. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by 
digestion of PE-Toxin ll with Chymotrypsin. 

Column. TSKgel ODS-120T (0.46 X 25cm); elution, 
gradient of acetonitrile in 0.1 o/o TFA; flow rate, I ml/min. 

One peptide (Toxin ll-C-1 ) was subjected to sequencing. 
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Fig. 5-9. Gel filtration on Sephadex G-50 of the crude 

extract from Entacmaea ramsayi. 

The crude extract was applied to a Sephadex G-50 

column (2.5xgOcm) , which was eluted with 0.15M 

NaCl in 0.01M phosphate buffer (pH 7.0) . Fractions 

of 8ml were collected at a flow rate of 24ml/hr. 
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Fig. 5-10. Isolation of Entacmaea ramsayi toxins by 

reverse-phase HPLC. 

The toxic fraction obtained by gel filtration on 

Sephadex G-50 (Fig. 5-9) was subjected to HPLC 
on a TSKgel ODS-120T column (O.46 X 25cm). 
The column was eluted with a gradient of 
acetonitrile in O. i o/o TFA. The flow rate was 

maintained at I ml/min. 
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Fig. 5-1 1. Reverse-phase HPLC of the peptides produced by 
digestion of PE-Er I with Chymotrypsin. 

Column, TSKgel ODS-120T (0.46 X 25cm); elution, 
gradient of acetonitrile in O. I o/o TFA; flow rate, I ml/min. 

One peptide (Er l-C-1 ) was subjected to sequencing. 
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AτCAGT’『CTCAτCCAAAA了CCACAAG了TGCAG’『CAAAAGAACATTTTACTTTCCAAGT7 59

丁TATCCAGAGTGAAGAτGAATCGTG↑ACTCTTTCτGGτGATCATCGCATCCGTCCτGGTT

　　　　　　　　　　　　　　　　MNRVLFLV璽童ASVLV
斜9

｛5

CTTGCCTCAAGTGCAAAAGT7CCGAAGAATGAGGAACAATTTAAGCGCTTTATGGAGAAA 薯79

35

CτTACGTCTGCATATCATAA　ATAτ丁τAGCAGAGTτTτAAACGGAGTTCAGτTAATAAτA

AGTTAAAC了AGTATτGCTAACTτGTATTAAGAAτGATCTAτGTTCTTGATCAGTTGCTAA

AAAATTAAGAATAAAAAGATAτTτAAAAGCAAAAAAAAAAAAA

239

55

299

69

359

4歪9

462
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　スナイソギンチャクとタマイタダキイソギンチャクからサワガニに対する毒性を指標

にして、Sephadex　G－50および逆相HPLCにより3成分のペプチド毒（Tbxln　lとllおよ

びErl）を単離することができた。スナイソギンチャクのTbxin　lについては、その部分ア

ミノ酸配列からタイプ1のNaチャネル毒であることが判明した。一方、Tbxin”は2成分

　（Da　l、Da　ll）の混合物であったが、2成分の量比に大きな差があることが幸いし、N末

端配列分析、キモトリプシン分解ペプチドの配列分析およびMALDI／TOFMS分析により両

成分の全アミノ酸配列を決定することができた。同様の方法を用いて、タマイタダキイソ

ギンチャクのErlについても全アミノ酸配列を決定することができた。

　Da　l、”およびEr　lのアミノ酸配列は、Fig．5－13にみられるように、サンゴイソギンチ

ャクεη’acmaea　ao加osfo’o’desからすでに単離されているタイプ3のNaチャネル毒

PaTXと高い相同性が認められた。イソギンチャクのNaチャネル毒は、アミノ酸配列の

相同性に基づいてNo綻on（1991）によりタイプ1－3に分けられている。タイプでおよび2

に属するNaチャネル毒はすでに数多く単離されているが、タイプ3に属するNaチャネ

ル毒としてはPaTXとAηemoη’asσ’oafaから単離されているATX　lllの2成分しか知られ

ていない。しかも、PaTXとAτX　I”は、高次構造にとって重要なCysの数も前者では8、

後者では6というように違いがあり、配列相同性もかなりのギャップを挿入してはじめて

高くなる（Fig．5－13）。No面n（1991）も、タイプ嘆、2とは異なる2成分を便宜上タイプ

3とし、今後の検討の余地があると述べている。本研究により、スナイソギンチャクとタ

マイタダキイソギンチャクから相次いでPaTX類似毒が発見され、タイプ3に分類された

毒成分のうち、少なくともPaTX型はサンゴイソギンチャクにのみ存在する特殊な毒では

なく、1つのファミリーを形成することが明らかになった。現段階では、イソギンチャクの

Naチャネル毒はタイプ1、タイプ2、PaTXファミリーの3つに大きく分類するべきで、AτX”1に

ついては別個に考える必要があるだろう。

　PaTXファミリーは本研究で単離した毒成分を含めて、まだ4成分しか知られていないが、今

までに調べられてきたイソギンチャクの多くが、ウメボシイソギンチャク科とハタゴイソギンチャク

科であったことから考えると、まだ調べられていない科にもPaTXファミリーが存在している可能

性が十分に考えられる。PaTXファミリーの分布とイソギンチャクの分類との関連は今後の

検討課題である。また、PaTXファミり一のサワガニに対する毒性は、タイプ↑や2の毒と比べ

て明らかに弱かった（飴ble5－1参照）。本研究ではサワガニに対する毒性しか調べていないが、

イソギンチャクは甲殻類だけではなく、小魚なども餌動物としている。そこで、魚毒性の点では

PaTXファミリーの方が、タイプ1や2の毒よりも強いということがあるかもしれない。PaTXファミ

リーのサワガニ以外の生物に対する毒性試験も行う必要があるだろう。

　一方、Er　lの前駆体構造は興味深いことに、タイプ1や2のNaチャネル毒の前駆体と同じく、

シグナルペプチド、プロパート部、成熟ペプチドから成っていた。このことから、PaTXファミリーも

タイプ1や2の毒と同様に刺胞に存在し、同じ合成機構を辿ると考えられた。Er　l前駆体の翻訳

領域のc末端にはアミノ酸配列にはなかったLys残基が存在していたが、MALDl／ToFMs分析

で測定した分子量から判断して、翻訳後のプロセシングによって切断されるものと推定された。

　イソギンチャクのNaチャネル毒のNaチャネルに対する作用機構、構造活性相関など

といった詳細な研究は、すべてタイプ1あるいは2の毒で行われてきた。その研究成果の
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結果、一部のタイプ1あるいは2のNaチャネル毒は市販され、貴重なNaチャネル試薬

として世界中の研究室で有効利用されている。タイプ3の毒も有効利用の可能性があるが、

例が少ないためか単離後の詳細な研究は行われていない。本研究により、PaTX型の毒は

イソギンチャクのNaチャネル毒として1つのファミリーを形成することが示された。さ

らに、Er　lの前駆体構造が明らかになったことで、構造活性相関の解明を目的とした遺伝子工

学的手法による発現実験にも道が拓けた。イソギンチヤクのPaTXファミリーの有効利用に向

けた研究が今後進展することを期待したい。
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第6章 ミナミウメボシイソギンチヤクのペプチド毒のcDNAクローニング

　ミナミウメボシイソギンチャクハρeπ70η’a　e邸ん’aea（Fig，6－1）はイマイソギンチャク

亜目（Nynantheae）ウメボシイソギンチャク科（Actlnidae）に属し、東海地方から広く

暖海、特にサンゴ礁の浅海に分布している。体壁の直径は2－5cm、色彩は暗赤色のものか

ら褐色のものまである。周ロ筋および足盤筋の発達が悪いため、刺激しても口を完全に閉

じることはなく、また足盤を簡単にはがすことができる。

　筆者の所属する研究室では、ミナミウメボシイソギンチャクの粗抽出液からサワガニに

対する毒性を指標に3成分のペプチド毒AETX　l－1”が単離されている（Shloml　ef飢，1997）。

AETX　l（LD502．2μglkg）はそのアミノ酸配列の特徴から、タイプ1のNaチャネル毒と判

断された。一方、サワガニに非常に強い致死活性を示すAETX　li（LD500．53μg／kg）とAETX

l”（LD500、28μg／kg）はお互いにきわめて高い相同性を示したが、既知のイソギンチャク

のペプチド毒とは構造的にまったく異なる新規ペプチド毒であった。このようにミナミウ

メボシイソギンチャクのペプチド毒は、いずれもサワガニに対する毒性が非常に強いので、

構造活性相関を調べるのに十分な活性を維持したまま、大腸菌で発現できると考えられた。

そこで本章では、今後の構造活性相関の解明に向けた大腸菌での発現実験に資することを

目的としてAETXl一”1のcDNAクローニングを行った。

実験方法

塾
　2003年6月に神奈川県長者ヶ崎で採集したミナミウメボシイソギンチャク数個体を試

料とした。生きたまま賓の目状に切り取り、液体窒素で凍結後、実験に使用するまで一80。C

で冷凍保存した。

cDNAクローニング法

　凍結試料約1gからTR匿zd試薬（lnvitrogen）を用いてtotal　RNAを抽出した。第2章で

述べたように、3’RACEは3’RACE　System　for　Rapid　Ampll価cation　of　cDNA　Endsキット

（lnvitrogen）を用いてtotal　RNA（5μg）から合成した1st　strand　cDNAに対して、AETX

l－lllのアミノ酸配列をもとに設計したdegenerateプライマー（AETX　lでは5’一CIC　CITGYY

TIT　GYG　CIA　AYW　SIG　G－3と5’。GGI　CCl　AAY　ACl　MGl　GGl　AAY　GAY　YT－3’、AETX　llと

lllでは5’一GARTGYTGYCClWSl　GGlAAR　CA－3と5’一GYGARG　GlGGlTTYGTlCAYT

AYT　G－3’）でそれぞれ行った。PCR増幅はEx肱qポリメラーゼ（狛kara）を用いて、条

件は940C5min；94。C30sec、55。C30sec、72。Clminを35サイクル172。C5minとした。

5｝RACEでは、5’RACESystemforRapidAmp哺catlonofcDNAEnds（lnvltrogen）キット

とgene－speci侮cプライマー（AETX　lでは5’一CGACCA私G　CCC　TAC　CATG－3’、AETX　ll

とIllでは5’一GCCTTCCAGCAGTAGCArG－3’）を用いて重otalRNA（5μg）から1ststrand

cDNAを合成し、gene－speci額cプライマー（AETX　lでは5’一GCAGCCAAACAC　CCAGAC

A－3’と5’一ATC　CCA　TTT　AAG　TCA　TτC　CCC－3’、AETX　llとlllでは5’一TCC　CAA　AAC　CGA

GAA川rCCG－3’と5’一CTC痴rGTACCTATCGTTCGG－3’）を用いるPCRに供した。PCR
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は3’RACEと同じ条件で行った。また塩基配列分析はサブクローニング後、ジデオキシ法

に基づいたCy5ThermoSequenase　Dye梅rminatorKit（Amersham　Biosclence）に従って

反応させ、Long－Read　rbwer　DNAシークエンサー（Amersham　Bioscience）により解析

した。最後に、3’RACEと5’RACEで決定した塩基配列をもとに設計した5’末端側と3’末

端側プライマー（AETX　Iでは5’一CAτTCA　ACA　TCA　AGC　AGT　GCA－3’と5’一GCT　GGT

鷲r　CAG　TTT　T了A　TTG　AA－3’、AETX”と1”では5’一CAG　AGT　GTr　TCA　ACT　Gτr　TGC－3’

と5’一GCTnATCC　GGCτrrACTTAAT－3’）でRT－PCRを行い、全塩基配列を確認した。

結果

　N末端アミノ酸配列分析とペプチド毒の酵素分解物のアミノ酸配列分析によって、すで

に決定しているAETX　lの全アミノ酸配列をFig．6－2に示した。AETX　Hま、既知のイソギ

ンチャク毒と比べてタイプ1のNaチャネル毒に属すると判断された。

　AETX　lをコードするcDNAの全塩基配列（402bp）は、3’RACE法と5’RACE法によ

ってFig．6－3のように決定した。3’非翻訳領域にはポりA付加シグナル（AATAAA）とポ

リA鎖が確認できたが、開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドンが含まれて

いなかった。AETX　lの前駆体は74残基から成っていた。SignaIPV3．0（Centerfor　Biological

SequenceAnalysis、Denmark）で解析したところ、開始メチオニン以降19残基目までが

シグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの間には10残

基からなるプロパート部が存在していた。AETX　lの成熟ペプチドの演繹アミノ酸配列は、

既知の全アミノ酸配列と比べて2残基の違いが認められた。すなわち、3残基目のProが

演繹アミノ酸配列ではAlaに、46残基目のGluが演繹アミノ酸配列ではArgに変異してい
た。

AETX　llとHlの塩基配列と前駆体構造

　N末端アミノ酸配列分析とペプチド毒の酵素分解物のアミノ酸配列分析によって、すで

に決定しているAETX　Ilとll1の全アミノ酸配列をFig．6－4に示した。AETX”とi“の配列

をデータベースで検索した結果、ブラジル産のクモ鮪oηeα醇aηり艀eηfθrの神経毒Tx1

（Diniz　ef飢，1990）と最も高い相同性を示したが、それでも相同性は約36％程度でしか

なかった。

　AETX　llをコードするcDNAの全塩基配列（538bp）は、3’RACE法と5’RACE法によ

ってFig．6－5のように決定した。開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コドン

（τAA）が含まれていた。3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AAτAAA）はなかった

が、ポリA鎖を確認できた。AETX　llの前駆体は86残基からなり、既知の全アミノ酸配

列が含まれていた。SignaIP　V3、0で解析したところ、開始メチオニン以降20残基目まで

がシグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成熟ペプチドの間には7残

基からなるプロパート部が存在していた。

　一方、AETX　l”をコードするcDNAの全塩基配列（559bp）は、3’RACE法と5’RACE

法によってFig．6－6のように決定した。AETX”と同様に、開始メチオニンの手前の5’非
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　　AGττGAACATTCAACAτCAAGCAGτGCACAACAAτCGTCTTCτAAAACAACGAAτCTA

CAGAGACTCτCGAAGAAATCCACCATGAA’『CGCCτGAτCATAτTGGτTCτTGCAGCAG了τ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　　　閥　　　R　　　L　　　l　　　量　　　L　　　V　　　し　　　A　　　A　　　V

CTCCTCTCτCTGGCTτCAGCTGAτGAAGAτGCAAGAATCCCGAτGAAAAGGGGτGi難難叢

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TGTCτGG

GTG下丁TGGCTG　CCATCCGGTTGGCATGATTG　CATGGTAGGGCτATGGτC　GCτATTGT

TGCCAGCGAGAC’『AGAAマGτCAATTAAτTATGTTGTAACTTTAGAAτAAτGAGGCAAACC
　C　　Q　　R　　D　　嚢

CAτTCAA了AAAAACTGATAACCAGCTTTAAAAAAAAAAAAAAAA

58

”8

　｛2

178

32

238

52

298

72

358

76

402

Fig．6－3、Nucieotide　sequence　of　the　cDNA　e轟coding　AETX　l、Tわe　complete　gene　seque携ce

of　AETX　l　and　its　translation　produc重are轍ustrated．The　deduced　amlno　acld　sequence　is

s醜ow鍬starthg　from撫e　first　ATG　codoハoデ額e　ope臼reading　frame．The　asteriskめdica掩s

an　ln－frame　stop　c◎don（TAG）．Nucleotide　and　amlno　add　numbers　are　shown　at　the　rlgわt．

了わe　putatlve　slgnal　sequence　arld　polyadenylatlon　signal　are　qnder揃ned，The　propadl　ls

doubly　under距ned。丁戯e　primers　for3聾RACE　are　sわaded．丁熱e　primers　for5聾RACE　are　boxed．
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A’『CAGAGτGTτマCAACTGTτ了GCτTAAAGTGGτACτTGTCAAGCTTAGCAAGTTAτCTAA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嚢

CTτCGTGGτ丁下TCCGAGGAτA了CACτGACAτTGAAAATGGCCAGTAAGATGA’「TGCTGTT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MASKMIAV

TTCGTCATAATGTTGACCCAACAτCTCATATTτGCAGATGATGCCAAGACGAAACGTGGC

GAAATCGAGTGCAGTTCGTC璽灘蒸難i馨i簸i縫i難欝i鱗鰹i雛織CTTAT灘難i難難嚢熊

i嚢鞭i灘購i難灘嚢τTGCCGAACGATAGGTACATGATTCGGAAττCTCGGTTTTGGG

　FV纏YCCPκDRy躍SCG著しGFG
　CAτGCTACτGCτGGAAGG　AGATTAττACGAGτA’「GGTτCAACτCCCACTτGTTGAACC

GTτTCAAGGTTGτAAτCATACCTτCAAATAACGTAT’『AATGTCAAAGCAAAATCTC綱TGGG

GTTTTAATCTCAττAA下GTCATCTGTCTCGTGCATGATGGATT了TTAAAAマATGAAATτT

AAGGGτマAGGAAATTAAGTAAAGCCGGATAAAGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

　60

120

　8

180

28

240

48

300

68

360

86

420

480

538

Fig．6－5．Nucleotlde　sequence　ofthe　cDNA　eac◎ding　AETX　ll．The　compiete　gene　sequenoe

of　AETX　ll　and　lts捻anslatlon　product　are　illustra重ed、7he　deduced　amlno　acid　sequence　ls

s新owR　starting　from　tbe　first　ATG　codon　of　t軌e　ope“reading　frame，The　asterlsks　iadicate

in－frame　stop　codons（TAA　and　TGA）、Nucleotlde　and　amino　acid　nu騰bers　are　shown　at翫e

rigわt．Tわe　putatlve　sig“al　sequence　is秘貧der薩r、ed．了he　propart　is　doubly　underlined．’1’わe

p瞳mers　for3警RACE　are　shaded．丁論e　prlmers　f◎r5響RACE　are　b◎xed．

一114一



AτCAGAGTGτTTCAACTGτ昌『τGCτTAAAGTGGTACTTGTCAAGCTTAGCAAGTT’ATCTAA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嚢

CTTCGTGGτ了丁TCCGAGGATAYCAC了GACATTGAAAATGGCCAG7AAGATGAτ’『GCτGTT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MASK醗濫AV

TTCGTCAτAAτGTTGACCCAACATCTCATAτTTGCAGATGATGCCAAGACGAAACGTGGC

　FV彗醗L7Q臼L藝FADDAKYKRG
GAAATCGAG7GCAGGTCGτC嚥縫i議襲i鱗灘灘灘麟購難嚢騰CTTA穫灘鱗欝灘獺

i難i難幾灘i糞i灘霧i難TTGCCGAACGATAGGτACAτGAT了CGGATTTCTCGGTTTτGGG

　CATGCTACτGCTGGAAGG　AGCTTAτYACGAGTAτGGT’TCAACτCCCACTτGTTGAATC

G了丁TCAAGGτTGTAATCATGCCTτCAAAτGACACGTGGATATATAGAAτAACGTATτAA了

GτCAAAGCAAAATCTCTGGGGττ丁TAATCTCATTAAτGτCATCτGTCマCGTACATGAτGG

ATTT’TTAAAATAT’GAAAマ丁τAAGGGATTAGGAAATTAAGTAAAGCCGGATAAAGCTAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

60

｛20

　8

480

28

240

48

300

68

360

86

420

480

540

559

Flg．6－6．Nucleotlde　sequence　of　tめe　cDNA　e“coding　AETX肌The　comple重e　gene
sequence　of　AETX　m　and　i重s　translatlo口prod纏ct　are　i薩us重ra電ed．The　dedαced　aminQ　acld

sequence　is　s恥own　starとhg　from翫e獅st　ATG　codon　of　the　opeハreadlng　frame。丁わe

asterisks　lndlcate　in－frame　sbp　codons（τAA　and　TGA〉．Nucleotide　and　amino　acid

numbers　are　sh◎wn　at重be貞g縦．丁轟e　putative　slgaal　sequence　is　uηde面Red。丁轟e　propart　ls

doubly　u籍derlhed、Tわe　primers　for3曾FいCE　are　shaded．丁わe　primers　for5撃F孤CE　are　boxed．
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翻訳領域には停止コドン（τAA）が含まれていた。また、3’非翻訳領域にはポリA付加シ

グナル（AA工AAA）はなかったが、ポりA鎖を確認できた。AETX”1の前駆体は86残基

からなり、既知の全アミノ酸配列が含まれていた。SignalPV3．0解析により、開始メチオ

ニン以降20残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペプチドと成

熟ペプチドの間には7残基からなるプロパート部が存在していた。

AETX“とlllの全塩基配列を比較すると、5’非翻訳領域、シグナルペプチドとプロパー

ト部領域では完全に一致し、成熟ペプチド領域でも、コードするアミノ酸が異なる箇所を

除いて完全に一致していた。しかしながら、3’非翻訳領域では若干の違いが認められ、AETX

田の方が30bpほど長かった。

考察

　ミナミウメボシイソギンチャクからサワガニに対する毒性を指標にして、すでに単離さ

れている3成分のペプチド毒AETX　HllのcDNAクローニングを行った。

　3’RACE法と5’RACE法によるcDNAクローニングによってAETX　l一”1の前駆体構造を

解明することができた。AETX　lの前駆体構造は、第2章で述べたハタゴイソギンチャク

のタイプ1のNaチャネル毒であるglgant◎xin”と同様に、シグナルペプチド、プロパー

ト部、成熟ペプチドからなり、また翻訳領域のc末端にはGly残基の付加がなかった。AETX

lの演繹アミノ酸配列は、既知のアミノ酸配列と比べて3残基目のProがA［aに、46残基

目のGluがArgに変異していた。第3章で述べたイボハタゴイソギンチャクのSHTXlと

llにおいても演繹アミノ酸配列に変異が認められた。イボハタゴイソギンチャクの場合、

ペプチド毒の単離に用いた個体は沖縄産で、cDNAクローニングに用いた個体は外国産で

あったことから生息環境の違いによるアミノ酸の変異が考えられた。同様の可能性は

AETXlについても当てはまると考えられる。すなわち、以前にペプチド毒の単離に用いた

ミナミウメボシイソギンチャクは千葉県沖ノ島産であるのに対して、本研究のcDNAクロ

ーニングに用いた個体は神奈川県長者ヶ崎産であった。同じ東京湾内の沖ノ島と長者ヶ崎

といった非常に狭い範囲で、アミノ酸残基に変異がみられたことは興味深い。また、ミナ

ミウメボシイソギンチャクがもつ3成分のペプチド毒の組成は産地によって多少異なるこ

とが判明している（銭、1995）。イソギンチャクの毒に関して、アミノ酸残基の変異や毒

の組成の違いが何に起因するかは、これまでに全く検討されていない。ミナミウメボシイ

ソギンチャクはこの点を研究するのに、格好のターゲットとなり得るだろう。

　次にAETX　IIとlllについても、その前駆体構造はシグナルペプチド、プロパート部、成

熟ペプチドからなり、プロパート部の末端は塩基性アミノ酸対（Lys－Arg）で終わっていた。

このことから、第2章のハタゴイソギンチャクのglgantoxin　l－lllと同様に、AETX　llとm

も刺胞由来の毒であると考えられる。またAETX”と”1の塩基配列は、5量非翻訳領域、シ

グナルペプチド、プロパート部はお互いに完全に一致し、成熟ペプチド領域で毛、コード

するアミノ酸が異なる箇所を除いて一致していたが、3’非翻訳領域では若干の違いが認め

られ、AETX　mの方が30bpほど長かった。サワガニに対する致死活性の点から判断すれ

ば、AETX　lll（LD500．28μg／kg）の方がAETX　Il・（LD500．53μglkg）と比べてわずかに強い

ので、AETX　llが分子進化してAETX　lllになったと考えられる。3’非翻訳領域の違いが、
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この分子進化の痕跡を残しているのかもしれない。一方、AETX”と1”の一次構造と相同

性を示したブラジル産のクモPわoηe〃孟舶⑳艀eη’θrの神経毒Tx1の全塩基配列は676bp

（ポリA鎖を除く）で、その前駆体は112残基からなっていた（Dinizef飢，1993）。前駆

体の構造はAETX　llとHl同様、シグナルペプチド（18残基）、プロパート部（15残基）、

成熟ペプチド（77残基）からなり、プロパート部はGluを多く含み（5残基）、翻訳領域

のC末端には2残基のGlyの付加がある。このようにAETXll、1”とTx1の前駆体構造は

よく一致していることから、それらの翻訳後修飾の過程も同じと推定される。分類学上、

また生息環境や生活様式の上からも、まったく異なるイソギンチャクとクモが、構造的に

類似した毒を作り出し、その前駆体構造も似ていたことは非常に興味深い。これまでにイ

ソギンチャクの毒に関しては、他の生物由来の毒との間で網羅的な比較は行われていない。

この結果を踏まえて、海洋動物と陸上動物の違いに関係なく一度検討する必要があるだろ

う。
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第7章　　ムラサキハナギンチャクのペプチド毒の単離とcDNAクローニング

　ムラサキハナギンチャクCe〃aρオ加s珊b㎜’S（Fig．7－1）はハナギンチャク目

（Ceriantharia）ハナギンチャク科（Cerianthidae）に属する日本の特産種で、本州中部か

ら九州に分布している。非常に多くの細長い触手をもつ大型種で、内湾性の泥底から砂泥

底に見られ、潮問帯から水深30m位のところに生息している。色彩変異に富むが、基本

色は紫色である。また体壁から多量の粘液を分泌し、砂泥を粘着させて棲管をっくり、そ

の中にすむ。その棲管にはしばしばホウキムシが共生している。

　第1章において、ムラサキハナギンチャクはサワガニに対して致死活性を示した。ムラ

サキハナギンチャクは、これまでの章で述べてきたイソギンチャク目イマイソギンチャク

亜目のイソギンチャクとは分類上、目のレベルで大きく異なっている。またハナギンチヤ

ク類がもつ毒成分については、世界的にみても調べられていない。このような背景から、

ムラサキハナギンチャクには従来のイソギンチャク毒とは異なる毒成分の存在が予想さ

れた。そこで、本章ではムラサキハナギンチャクからペプチド毒を単離し、そのアミノ酸

配列と生物活性の解明を試みた。

実験方法

塑
　ペプチド毒の単離には、2000年2月に伊豆中央水産（静岡県）から購入したムラサキ

ハナギンチャク（62g）を試料とした。実験に使用するまで一20。Cで凍結保存した。RNA

の抽出には、2004年12月にブルーコーナージャパン（静岡県）から購入したムラサキハ

ナギンチャク（505g、静岡県大瀬崎産）の一部を試料とした。生きたまま養の目状に切り

取り、液体窒素で凍結後、実験に使用するまで一80。Cで冷凍保存した。

粗抽出液の調製方法

　凍結試料をホモジナイズし、得られたホモジネートから5gを秤り取り、イオン交換水

25m置を加えて再びホモジナイズした。その後、冷却遠心分離（18800×g、4。C、15min）

し、得られた上清を粗抽出液とした。

ペプチド毒の単離方法

　粗抽出液を、0．循M　NaClを含む0，01Mリン酸緩衝液（pH7．0）で平衡化したSephadex

G－50カラム（2．5×90cm；Amersham　Bbscience）に供した。同緩衝液を用いて流速28ml／hr

で溶出し、溶出液はフラクションコレクターで8酬ずつ分取した。各フラクションについ

て280nmでの吸光度を測定するとともに、サワガニに対する致死活性を調べた。サワガ

ニ致死活性の認められたフラクションを集め、孔径0．45μmのメンブレーンフィルター

（DISMIC－25cs；東洋濾紙）でろ過後、TSKgel　ODS－120Tカラム（0．46×25cm；東ソー）

を用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）に供した。カラムは0．1％トリフルオロ酢

酸（TFA）溶液中のアセトニトリルの直線的濃度勾配（最初の5mlnは0一｛4％、その後60min

は14－42％）により流速1ml／minで毒成分を溶出した。ペプチドはUV検出器を用いて
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Fig．7－1． ムラサキハナギンチャクCe舶ηf加s醐’bm7’s

　　　　（週刊朝日百科動物たちの地球62、1992より）
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220nmの吸光度で検出した。毒成分に対応する溶出液を集めて凍結乾燥し、必要な溶媒に

溶解してその後の実験に用いた。

毒性の測定方法

　サワガニに対する毒性試験は、第2章で述べた方法に従って行った。

ペプチド毒の分析方法

　第2章で述べたように、タンパク質の定量はLowry　ef　aA（1951）の方法で、分子量の

測定はレーザーイオン化一飛行時間型質量分析法（MALDlπOFMS法）で、アミノ酸配列分

析はエドマン分解法に基づいた気相式シークエンサーを用いて行った。

cDNAクローニング法

　凍結試料約1gからTRlzol試薬（lnvitrogen〉を用いてtotal　RNAを抽出した。第2章で

述べたように、3’RACEは3’RACE　System　for　Rapid　Ampliflcation　of　cDNA　Endsキット

（lnvitrogen）を用いてtotal　RNA（5μg）から合成した1ststrand　cDNAに対して、Cflの

アミノ酸配列をもとに設計したdegenerateプライマー（5｝一GTl　ACl　TGY　CCl　GAY　GGl

WSl　CART－3’と5’一CAR　TGY　CCl　GAYWSl　WSl　ACl　TGYT－3’）で行った。PCR増幅は

Ex殆qポリメラーゼ（狛kara）を用いて、条件は94。C5min；94。C30sec、55。C30sec、

72。Clminを35サイクル；72。C5minとした。また塩基配列分析はサブクローニング後、

ジデオキシ法に基づいたCy5ThermoSequenase　Dye穂rminator　Kit（Amersham

Bbscience）に従って反応させ、Long－Read　Tbwer　DNAシークエンサー（Amersham

Bbscience）により解析した。

結果

ペプチド毒の単離およぴ毒性

　粗抽出液をSephadex　G－50に供したところ、280nmで吸光度を示すピークは4つ認め

られ、サワガニ致死活性はvoidボリューム付近の1つ目のピークから2つ目のピークの

間（Fr22－42）に検出された（Flg．7－2）。致死活性の認められた画分を集め、逆相HPLC

に供したときの溶出パターンをFig．7－3に示す。得られたピークのうち、保持時間30min

のピークに麻痺活性が認められ、この毒成分をCf　lと命名したが、致死活性を示すピーク

は認められなかった。試料5gからのCfIの収量は109μgで、サワガニに対する麻痺活性

のED50は1380μg！kgであった。

Cf　lの部分アミノ酸配列と部分塩基配列

　単離したペプチド毒のアミノ酸配列分析により、Cf　lのN末端アミノ酸配列を37残基

目まで決定することができた（Fig，7－4）。この部分アミノ酸配列をデータベースで検索し

た結果、驚いたことに、増殖因子の1つであるgranulinファミリーと高い相同性を示した。

Fig．7－4には、比較のために各種生物由来のgranulinファミリーのアミノ酸配列を並べて

示したが、Cf　lの部分アミノ酸配列に含まれるCysの数と位置は、granulinファミリーと

一120一



2 

E 
~ 
CO 
C¥l 

~ (U 

Ool 
~ 
~~* 

O ~~ 

< 

o 

Toxins 

o 20 40 60 

Fraction number 

80 

Fig. 7-2. Gel filtration on Sephadex G-50 of the crude 

extract from Cerianthus filiformis . 

The crude extract was applied to a Sephadex G-50 

column (2.5xgOcm) , which was eluted with 0.15M 

NaCl in 0.01M phosphate buffer (pH 7.0) . Fractions 

of 8ml were collected at a flow rate of 28ml/hr. 

-121-



E 
C O C¥l 
C¥l 

~ CO 

O O 
CU 
~* 

O 
~~ 

< 

/ 

/ 

/ 
f , 

, , ¥' 
' 

/ / 
/ / 

Cf l 

/ 

/ 

/ 

/ 

/ / 
/ / 

/ i 
/ 

/ / 
/ / 

/ / 

/ 

60 

40 ~ )~~o 

~ o 
:;~ 

c o ~ o o 20 < 

O 20 40 60 
o 

Retention time (min) 

Fig. 7-3. Isolation of a Cerianthus fili･formis toxin by 

reverse-phase HPLC. 

The toxic fraction obtained by gel filtration on 

Sephadex G-50 (Fig. 7-2) was subjected to HPLC 
on a TSKgel ODS-120T column (0.46 X 25cm). 
The column was eluted with a gradient of 
acetonitrile in O. I o/o TFA. The flow rate was 

maintained at I ml/min. 

-1 22-



お

8

零

　菱離並鰭≡5壬E2：
　　　　　　　　　　　　　回o
　　　　　　　　　　　　　【と　

馨

　　　　　　　　　　　　　く　
a

　　　　　　　　　　　　　O　
I

　≦9ご置ご楠訪律3：

　　　　　　　　　　　　　　　：
　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　　蓬　卜■．畠臼■辱，▼

　　　　　　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　　　　　　　　o』』r　　　　　　　　　　　　　r辱

　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　糎
　　　　　　　　　　　　　　　竃

×O　く図く図＞＞＞セ￥，．．茎．．ト

奪鱒

σαzαααユ低o‘LO

ii羅i

ii鍵i

學

｝の

　ハ　o　二
　¢　o
（o聖く
・醤Z面ΩZo）　 ）
い　 や
O・Q

1

塵

匿

o
o

蓬

蓋

膠

o
Q
←

【

　　　　　　　　　　　蓬　　　　　　　　　　　？

　　　　　　　　　　　Q

6……”…　 ＞＞＞＞　　く　1
　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　cくOO　　　　 ．…≡　　雪

≦憂｝へ“q。う翼貯忌話
＝5　コ　　　　 ζ　こ　⊆1　　　　一　』
ζ⊆ζ⊆躍醤轟煙‘L50

工＝ににOOOOの一σ　O
｝123一

　　《　　o　　も　　Φ
　　七　　コ　　o　　♀　　Φ　　口o
　　）．　　　GL
＞』　　』“一　　　 ①

昌…　o
邸　　

’

い　　　 （

　　qω　　 σ）

⊆：　　　σ》
＝＝　　　　▼一
Φ　　　一
‘　　　、‘劇　　 応べ
魯一 　　 r㌧oΩ・　　Φσ》
㊤　　　σ》
、　　　 仁で一
．…　　oロ、
3　 ∈望

⊆　　シ』
0　9歯』　　　氏）窃
←　　　oの0　　σ》ミ
　　σ》oの　　 ▼一軌

ω　　 ．迎

o　　、；Φ
．二　　 鳴

一　　繭o　　Φ．二　　　　 ’唇
胴　　　　 （－・一 　 ρσ》⊆：

塗　 雲σ》コ

＿　　o①9矩．　　 。⊆▼一

〇　｛2ぐ着
｝　　　　 Oo
o　 誌駕』
①　α：o着
o　　　’⊆而仁　　（oヱ5Φ　　 Nコ＝：5　　σ》）①
　　σ》　‘σ’　　｝‘一
Φ　　　 oこ
ω　　 一ξΦo

で　02Φ一一　　　　r一　 寓

o　　 q》ぞ‘

邸　 1守シ◎　　邸o¢。∈　28釜
ε　塁ぐぎ
①　　 盤応‘
　　　　　　 ヤの．亜　 dΦ①
ゼ　8匹誌匿　貰薯8
　　　レ　　、こ　

＝5

Φ　　①Q．℃
‘　　駒o’あご　 Φ罵2
0　　 仁〇
一　 σの鍵

奉　蚕藷
ε　　oσ》＞・
　　o霊σ》o‘
σ》　　）w「σ
＝＝　　　⊆：“⊆：

く　 田這田
　　∈隔層　　コΦΦ亨　工①冨
卜　E話｛5
0　9器①江　ち…墜
　　¢　

の

　　＝＝‘（P　　Φωコ　　ニ碇て，
　　§部
　　≧o茄　　3ズ．9
　　仁の芒　　麗豊



完全に一致していた。Cf　IをMALDl／TOFMSで分析したところ、分子量は57」9．6であっ

たことから、まだ読みきれていないアミノ酸が十数残基あることが分かった。そこでC末

端部のアミノ酸配列を明らかにするためにcDNAクローニングを行った。

　cflをコードするcDNAの部分塩基配列（1866bp）は、3’RAcE法によってFig．7－5の

ように決定した。C臼の演繹アミノ酸配列には、プロテインシークエンサーで決定した部

分アミノ酸配列と比べて2残基の変異があった（Fig．7－4）。すなわち、部分アミノ酸配列

の13残基目と14残基目のSerが演繹アミノ酸配列ではArgに変異していた。またgranulin

ファミリーのコンセンサスを有する7個のgranulin様ドメインが確認された。

考察

　ムラサキハナギンチャクからサワガニに対する毒性を指標にして、SephadexG－50およ

び逆相HPLCによりgranullnファミリーに属するペプチド毒Cflを単離した。

　Granulinはepithelinとも称され、比較的最近になって登場してきた増殖因子で、granulin

モチーフと呼ばれる12個のCysから成る特徴的なアミノ酸配列を有する（Bateman　efaあ，

1998）。GranulinはEGF（上皮増殖因子）やTGF一α（トランスフォーミング増殖因子）と

似た作用を示すが、EGFレセプターには結合しない点で区別される。これまでに哺乳類、

魚類、軟体動物、昆虫など多様な生物から単離されており、種を越えて重要な働きを担っ

ていると考えられている。Granulinは増殖因子としての機能以外にも、極めて多彩な生理

活性を有する。例えば、ヒルから単離されたgranulin様ペプチドはトロンビン阻害活性を

示し（Hong　e’a孟，1999）、ウマから単離されたgranulln　Eは抗菌活性を示す（Couto　efa正，

1992）。また、腫瘍細胞に対する増殖抑制効果も報告されている（Shoyab　ef飢，1990；

Culouscou　e’a乙，1993）。

　これまでに知られているgranulinファミリーの中で、刺胞動物から単離されたCfIが最

も原始的な生物由来のgranulinである（Fig．7－4）。また、第2章で述べたハタゴイソギン

チャクのEGF様ペプチド毒gigantoxin　lに続いて、ハナギンチャク類からgranulin様ペプ

チド毒が単離されたことは非常に興味深い。約600残基から成るヒトやラットのgranulin

前駆体はEGF前駆体と同様に、7個の構造の異なるgranulin様ドメインの繰り返しを有し、

翻訳後のプロセシングによって個々の分泌型granuiinとなる（Bhandari　ef飢，1992；

Pbwman　ef飢，1992；Bhandari　ef飢，1993）。一方、Cf　lの部分塩基配列には、Cf　lを含

めてすでに8個の構造の異なるgranulin様ドメインの繰り返しが確認されたことから、哺

乳類由来のgranulln前駆体と比べて大きな構造をしていると予想される。未解明の5’側の

塩基配列で、プロテインシークエンサーで決定したC口の部分アミノ酸配列をコードして

いる可能性も十分に考えられる。いずれにしても、Cf　l前駆体構造の解明は、granu量lnフ

ァミリーの分子進化の考察にきわめて重要な知見を提供することから、早急な解明が望ま

れる。

　また現時点で、Cf　lがサワガニに麻痺を引き起こす作用機構は不明であるが、これまで

に報告があるgranulinファミり一の多彩な生理活性から考えると、ムラサキハナギンチャ

クがCflを増殖因子としてではなく、ハタゴイソギンチャクのgigantoxin　lの例と同様に、

餌動物を麻痺させるための毒として発現していることも考えられる。Cf　lの増殖因子とし
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　CPDGTYCQDSAマCCLLLYGRYGCCPVSSAV
TGCTGCT’CAGACAGAAT『『CACT（…TTGCCCTTATGGAτACATATGTGACATTCAACACAACAAAτGTAATCCAGGCTCAACAAAAAGTGTC

　CCSDR畳擁CCPYGY陰CDIQHNKCNPGSTKSV
CGGYTACAAAATGTTCTAACTAACAAAATTTGCCC’『GATGAGAAAACACACTGCτTAGACAA下AATACTTGCτGCCCTATTマCAGAAAAC
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AAAロ『ATGGT’『GCTGマCC’『TA了GAAGAYGCCGAATG’「τGCTCTGACAACATTCATTGTTG了CCTAAAGGCTATACGTGCGACAC了CAAGCC

　KYGCCPYEDAECCSD睡IHCCPKGY下CDTQA
AAGAAみTGTCTCGCTGGATCCCみGTCTTTTCCTATGGCA為CCAAAGT「「ACGTCT了丁丁了CTG「『CA為TA（∋AGTGTTCTGTCC了GゑTG為ATC了

　KKCLAGSQSFPMA7KVτSFSV歴RVFCPDES
TCAACCTGCCCTGATGGAACAACATGTTGTAAATTGCAATCTGGAA’『ATACGGGTGTTGTCCGCτACC了AATGCAGTTτGCτGTGAAGAC

　STCPDGTTCCKLQSGIYGCCPLPNAVCCED
CA了A了TCACTGCTGCCCAACAGGA下ATAAATGTAGCYCTAGTGAAGGAAAGTGYACAAAAGGAGATTTG（ヨCTGτ’『CCAT’「AGCAAGAAAA

　H聾HCCPTGYKCSSSEGKCTKGDしAVPLARIK
ACTCCAGCτCAGCTGTTACACAGAGGATCTGTAGττGTATGCCCAGATAAACAAτCATT’「TGτ下τTGATGGTGAGACATGTτGTCCAAγA

　q『PAQLL擁RGSVVVCPDKQSFCFDGETCCP輩
GCCYCTGGTGGATATGGATGTYGTCCAC’『TCCAAAYGCTGTC’『GCTGマTCCGACAAAATCCAC■GTYGTCCAAGTGGGACAACCT（…CAAT

　ASGGYGCCPLP磯AVCCSDKI憾CCPSGTTC髄
’『TAAGTTCTGGTACTTGマGATGATτCACTGGGGACAGCAGTGTCAτTGA’『GGTGCハTr「AAGAAAGTCTCAττCAAAGCAACAGCATTCT

　LSSGτCDDSLG’『・AVSしMVHLRKSHSKQQHS
CCママTACAAYGCAAGGACGACAAA下YGTG’『CCCAAAGGAAGτACTτGCTGTAACγYCAAτGGGTACAτTAGTTGマ了GTGAAGGAG下TAAT

　PしQCKDDKLCPKGS7CCNF閥GYISCCEGVN
AAτGTGYGCTGτGAGAAτGG下TATTGCTGTCC了AATGGττAτGA《T（…τACAAGTCAAGGTGAC’『GCCAAA下GCGTGACCTTGTTτTATCA

　麗VCCE舞GYCCP歴GVECマSQGDCQMROLVLS
丁了GYマ了GGACG下AAACAAGGTATCCCCACAATACGAGCTGACAATCCAGCACACAAGGGAGGAGAC

　LFGRKQGIPマ藝RADNPAHKGGD

　　go

　　30

　歪80

　　60

　270
　　go

脚
　鎗0

　450
　150

　540
　180

　630
　2璽0

　ア20

　240

　810

　270

　900
　300

　ggo

　330

1080

　360

”70

　390

葉26Q
420

｛350

　450

1440

480

墨530
510

1620

脚

重7肇0

570

1800

600

壌866
622

Fig．7－5．Nudeotide　sequence　of　t轟e　cD卜‘A　encodi織g　Cf　l．丁熱e　pa面al　gene　sequence　of　Cf　l　and　its霊ra“sla重ion

product　are醸ustrated．Nucleotide　and　amino　acid　numbers　are　sh◎wn　at　the“g卜t、The　deduced　amino　acld

sequence　correspondlng　to　Cf　l　is　boxed．The　deduced　amino　acid　sequences　con重ai自ing　consensus　amino　acid

residues◎ξgranu擁nlepl象heli蹴s　fam難y　are　underllned。The　primers弔or3酵RACE　are　s熱aded，
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ての活性測定や、刺胞に含まれているかの確認は今後の課題である。

　一方、ムラサキハナギンチャクのサワガニ致死成分は、これまでに述べてきたイソギン

チャクのペプチド毒とは異なり、逆相HPLCで失活してしまった。Granulinファミリーは

犯個のCysをもつことから、強固な立体構造をとり、酸や熱に対しても非常に安定と思

われる。このことから、Cflが逆相HPLCによる精製過程で、本来もっていた致死活性を

失って、麻痺活性しか示さなかったとは考えられない。実際に、SephadexG－50（分画分

子量1500－30000）で認められたサワガニ致死画分（F［22－42）の前半部分はVoidボりユ

ーム付近に位置していることから、サワガニ致死成分の本体はタンパク毒であったと思わ

れる。本研究ではタンパク毒の精製は試みなかったが、粗抽出液は溶血活性もマウス致死

活性も示さなかったことから、このタンパク毒は従来のイソギンチヤクの溶血毒とは考え

られない。ムラサキハナギンチヤクの毒成分の本体はあくまでタンパク毒で、Cf　lではな

かったが、これまでに一度も顧みられてこなかったハナギンチャク類に、新規タンパク毒

が存在することを示せたことの意義は大きい。今後のタンパク毒の精製と作用機構の解明

が期待される。
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第8章 ウメボシイソギンチャクのアクロラジ由来ペプチド毒のcDNAクローニング

　ウメボシイソギンチャク科Actiniidaeの中には触手の基部にアクロラジという攻撃器官

を持ち、これを使って同種や異種のイソギンチャクと住み場所をめぐって争うことが知ら

れている（日高、1992）。攻撃するときは、アクロラジを大きく膨らませて相手の体に押

し付け、多数の刺胞を発射する（Fig．8－1）。同時にアクロラジの上皮が剥がれて相手の体

に残り、その下の組織を壊死させる。またアクロラジは刺胞密度が非常に高く、他の組織

にはみられない攻撃用の特殊な刺胞（刺糸に棘をもつ）を多く含むことから、これまでに

各種イソギンチャクの本体から得られてきた生理活性物質とは異なる成分が見つかる可

能性が高い。実際、筆者の所属する研究室では、ウメボシイソギンチャクハoオ伽a　eσ伽a

のアクロラジ粗抽出液からサワガニに対する毒性を指標に2成分のペプチド毒acrorhagin

l（LD50520μg／kg）とacrorhagin　ll（LD5080μg／kg）が単離され、N末端アミノ酸配列が明

らかにされている（皆川、1997）。両成分はお互いに相同性がなく、従来のイソギンチャ

ク毒ともまったく異なる一次構造をもつ新規ペプチド毒である。しかしながら、いずれの

ペプチド毒もアクロラジのみに局在するため、収量が極端に低く、ペプチドマッピングを

行うのに十分な量を得ることは困難であった。そこで本章では、cDNAクローニング法に

よって全一次構造を決定することにした。

実験方法

囲
　2003年6月に千葉県勝浦で採集したウメボシイソギンチャク数個体を試料とした。試

料は生きたまま研究室に持ち帰り、アクロラジを含むように周ロ筋部を切り取り、実験に

使用するまで一80。Cで凍結保存した。

cDNAクローニング法

　凍結試料約1gからTRlzd試薬（lnvitrogen）を用いてtotal　RNAを抽出した。第2章で

述べたように、3’RACEは3’RACE　System　for　Rapid　Amplification　of　cDNA　Endsキット

（lnvitrogen）を用いてt◎tal　RNA（5μg）から合成した1st　strand　cDNAに対して、acr◎由agin

lおよび”のアミノ酸配列をもとに設計したdegenerateプライマー（acrorhagin　lでは

5’一CIC　C匿G　AYG　G匪A　CIT　GGG　TIA　ART　G－3’と5’一GGG　TIA　ART　GYM　GIC　AYG　AYT

GYT－3’、acrorhagin　llでは5’一GAYTGYMGlTTYGTl　GG暫GClAARTG－3’と5’一GGl　GCl

AARTGYAcl　AARGcl　AAYAA－3’〉でそれぞれ行った。PcR増幅はEx胎qポリメラー

ゼ（伯kara）を用いて、条件は940C5min；94。C30sec、55。C30sec、72。Clmlnを35サイ

クル；72。C5minとした。5’RACEでは、5’RACESystemforRapidAmp断cation◎fcDNA

Ends（lnvitrogen）キットとgene－specificプライマー（acrorhaginlでは55－GTCTGTATG

CTTAACGTGGC－3’、acrorhaginilでは5’一CTAACCTGGGArAAAAGTGAG－3’）を用

いてtotaRNA（5μg）から合成した1ststrandcDNAに対して、gene－speci恥プライマー

（acrorhaginlでは5’一GGCACGATTGTTCGTCGTG－3’と5’一CGTCGTGGCAGGAGT
CTG－3！、acrorhagin　llでは5’一AAA　GTG　AGT　TTC　AτA　ATA　CAG　TG－3’と5’一TCG　TCT　ACA
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Fig、8－1． ウメボシイソギンチャクAcf弼aeqσ加aのアクロラジ

　　　　　　　　（週刊朝日百科動物たちの地球62、1992より）
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GGG　CAG　TAA　AG－3’）を用いるPCRに供した。PCRは、3’RACEの場合と同じ条件で

行った。また塩基配列分析はサブクローニング後、ジデオキシ法に基づいたCy5

ThermoSequenase　Dye穂rminator　Kit（Amersham　Bloscience）に従って反応させ、

しong－Read和wer　DNAシークエンサー（Amersham　Bioscience〉により解析した。最後

に、3’RACEと5’RACEで決定した塩基配列をもとに設計した5’末端側と3’末端側プライ

マー（acro由aginlでは55－CGTTTAGTGCAAAATGACGGA－3’と5’一TGGTTTTCGATT

GGTAAGCAG－3’、acrorhaginllでは5’一CACAAACTGArCACACTACTG－3’と5’一CTC
TAC　CAG　TτACAτTAAAAC　TT－3’）でRT－PCRを行い、全塩基配列を確認した。

結果

Acrorha　in　lの塩基配列と前駆体構造

　Acrorhagin　lをコードするcDNAの全塩基配列（501bp）は、3’RACE法と5｝RACE法

によってFig．8－2のように決定した。開始メチオニンの手前の5’非翻訳領域には停止コド

ン（TGA〉が、37非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AATAAA）とポリA鎖がそれぞれ

確認できた。Acrorhagln　lの前駆体は70残基からなり、SignalPV3、0（CenterforBiologlcaI

SequenceAnalysls、Denmark）で解析したところ、開始メチオニン以降20残基目までが

シグナルペプチドであると推定された。21残基目からは成熟ペプチドが始まっており、プ

ロパート部は存在しなかった。またacrorhagln　Iの演繹アミノ酸配列には、プロテインシ

ークエンサーで決定した部分アミノ酸配列が含まれていた。こうして50残基からなる

acrorhagin　lの全アミノ酸配列をFig．8－3のように決定した。アミノ酸配列から算出した分

子量（5654．2）は、MALDl／TOFMS分析で得られた値（5649．0）とほぽ一致するので、決

定した配列は正しいことが支持された。Acrorhagin　lの配列をデータベースで検索した結

果、イソギンチャクの毒も含めて、相同性を示す生物由来のペプチド毒は見出されなかっ

た。また全塩基配列の確認のために行ったRT－PCRで、acrorhagin　lの他に、acrOrhagin　l

の類縁ペプチドも検出された（Fig．8－4）。本ペプチドは52残基から成り、acrorhagin　lと

のアミノ酸配列の相同性は65．4％であった（Fig．8－5）。

Acrorha　ln　Ilの塩基配列と前駆体　造

　Acrorhagln　llをコードするcDNAの全塩基配列（464bp）は・3’RACE法と5’RACE法

によってFig．8－6のように決定した。開始メチオニンの手前の5ン非翻訳領域には停止コド

ン（TGA）が、3’非翻訳領域にはポリA付加シグナル（AA工AAA）とポリA鎖がそれぞれ

確認できた。Acrorhagln”の前駆体は83残基からなり、SignalPV3．0で解析したところ、

開始メチオニン以降20残基目までがシグナルペプチドであると推定された。シグナルペ

プチドと成熟ペプチドの間には18残基からなるプロパート部が存在していた。また

acrorhagin　llの演繹アミノ酸配列には、プロテインシークエンサーで決定した部分アミノ

酸配列が含まれていた。Acrorhagin”のMALDl1TOFMS分析で得られた値（4873．0）は、

44残基目のProまでのアミノ酸配列から算出した分子量（4876，7）とよく一致したので、

翻訳領域のc末端のGlyは、これまでに述べてきた前駆体同様に、c末端アミド化酵素に

よる翻訳後修飾で切断されると推定された（Fig．8－7）。Acrorhagln”の配列をデータベー
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　　CAGTGCTTGGAAAACGTτTAGτGCAAAATGACGGAACTTTTTTGCGAGAAGT’『GGATT

TCCCATCGAAATCTTCATTTGAτCCCAAACTCATAAATCGAATGAAAAAATAATCTGGCA

ACAGGATAτGAACCτGCTTTCTGAATτCAτAATAATACGACτATτTATCATTTTCTTCTA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　晦

CAGATGAAτCAAGTAATGACτATATTCCτGGTTCττGGAGTGATTGTCτACAGCGTCGAA

　　　　闇糾QV躍TIFLVLGVIVYSVE

AAGτCTτGTCAAATG　CAGACτCCTG　CACGAC　AACAAτCGTGC　ATCAG　GCCACGττ

AAGCATACAGA　TGCGTAAA了AC下GGCTGCCCCTGAACCCGTCTACGACTATGATGTTCA

　K錘TDCV越’『GCP嚢
AAGGACGCTGCTTACCAATCGAAAACCAAτTTTTGTτTGAAAτAAATGTGCGAA’『TAτTC

τATCGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

　58

”8

178

238

｛9

298

39

358

59

418

70

478

501

Fig．8－2．Nucleotide　sequence　of　tbe　cDNA　encoding　acro由agin　l．距e　complete　ge“e

sequence　of　acrorhagin　l　and　lts　translatlon　product　are　i鷲ustrated．The　ded疑ced　amlno　acid

sequeace　ls　shown　starting　from甑e　first　ATG　codon　of　the　open　readiag　frame．The

asterlsks　lndicate　in－frame　stoβcodoRs（TGA）．Nucleotlde　and　amino　acld　aumbers　are

shown　at　the　rlgわt　The　pu重ative　slgnal　sequence　and　polyadenylatbn　signal　are　underll“ed．

丁轟e　prlmers　for3RACE　are　s柄aded、Tぬe　primers　f◎r5璽RACE　are　boxed．

一130一



　　σ》
　　⊆
　　⊆
　　0　　58几く
　OZ　（po
　　o　←
　Z
　＞
　o
　o
　←
　工
写ど
　＞
　工
　O
　σ
　工
　O
　の
　σ
　山80
　工
　o
　の

　oΦ　の．≧
　　ツ　Σ①
　σZ
　O
　の
aど
　＞
　ど
　←
　L
　o
　o
　＝
　匡
　0
9と1
　＞
　タ
　←
　o
　o
　色
　←
　ω
wの

⊆

o心5

‘
　o
δ
く

　　Φ　　£　　一　　←　　O　　o　　⊆
　　o　　⊆　　Φ　　コ　　び　　Φ　　ω　　＞　　ρ
　　で　　Φ。　　　【＝

⊂　 …≡・

　　』oσ｝　£．≡
面　　Φ⊆
‘　　 でo　
o　　ωで1』　　　Φ
o　　o＜｛5　　ζZ馬一　　Φo
o　　コo　　びΦ　　 Φ＞・

o　　のρ

§垂琶
匿　…唇
の　£お
で　乏ち
o　　

＿「σ

O　　Φω

o　言8．≡…　　6⊂
ε　z雪
σ　　面σ
Φ　　「σq》
一　　 ⊆ω
Φ　　Φu石L　二〇
ε　ぢo
o　　ρ◎〇　　 一⊆：

Φ　①唇
ξ　雲①
　　9Bo　お3し

OD　　」＝「σ
　　．溜0σ》　タ℃
L　　ωd　　Φ⊆　　【＝。一　　＝＝⊆
　　中」O　　・⊆石
　　窃　　罵く　　』Z　　り　　ωo　　Φo　　』＝’＾　　一ω　　　o　　雪夏
　　o己　　JQ《D　　①Q．
　　望Φ　　⑪＞　　ρ’笥昌
　　而①　　＿1⊆：

一131一



CGTTτAGTGCAAAATGACGG　ACTATTTTGCGAGAAGTTGAAτTTCCCATCGAAATCTY’ 59

CATTTGATCCCAAACTCATAAATCGAATGAAAACATAATCTGGCAACAGGATATGAACCT ｛19

TCTTTCTGAATTCAτAATAATACGGAACTAACTATTTATCAYTTTCTTCTACAGATGAAT
　　　　　　　貢　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　　N

179

　2

CAAGTAATGACTATATTCCTGGTTCTTGGAGTGAT’『GTCTACAGCGTCGAATCGTCGTTG 239

22

ACTCCAτCTTCAGACATTCCCTGGGAGAAGTGCCGACATGATTGTTTTGCTAAGTATATG 299

42

TCTTGTCAAATGTCAGACTCCTGCCACAACAAACCATCGTGTCGTCAGTGCCAAGTTACG 359

62

τATGCAATCTGCGTAAGTACτGGCTGCCCC’『GAACCCGTCTACGACTATGA’『GTTCAAAG

　YAICVSTGCP嚢
419

72

GAC　CTGCTTACCAATCGAAAACC 輯

Flg．8－4Nucleotide　sequeace　of　the　cDNA　encoding　acrorhagin　l　analog、The　complete

gene　sequence　o至　acrorわagin　l　anaIog　and　lts　translation　product　are　i麗ustrated、The

deduced　amino　acid　sequence　is　shown　starting　from　the　first　ATG　codon　of　the　open

reading　frame．The　asterlsks　indicate　in－frame　stop　codons（TGA）．Nucleotide　and　amino

acld　numbers　are　shown　at　the　right．The　putative　signal　sequence　is　underlined．The

primers　for　RT－PCR　are　are　boxed．
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　　AAτCACAAACTGA’『CACACTACTGAAG了CAACAGGTCACTCATTCTCAAGACACAATG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　糞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　照

AτCTACAAAGCCGTτTτCGTGTGTTTGGTGCTTGτTCTCTτAGGCGAτGTCTτTTGTTCτ

CCACGAAACTCTGGTGGCGGGACCCTCAATGACAATCCGTTCGAGAAGAGAACGi難難蕪

GG”『了ATCA　CTTTACτGCCCτGCAGACG　CGA　CACTGTATTATGAA　CTCACTτ　TATC

　GYQLYCPADDD縫C盤鱗KL’『Fl
CCAGGτTA　ACAAGGCGTTCAACCAAACCCCAAAAATAACCGGGAAτTAAACTCCATTAC
　P　　G　　喚

AτAGCTCTGTATAATTAAT’『CAGTGAマGAACGAAAAGTTTTAATGTAACTGGτAGAGAττ

AATTτGGAAGGτATTAAAACATTAGAGAAACAAAAAAAAAAAAAAA

58

　1

”8

2｛

178

4肇

238

6囑

298

8肇

358

83

418

464

Flg，8－6．Nucleo乏ide　sequence　of　tわe　cDNA　enc◎ding　acro由agln　IL　The　complete　ge纏e

sequence　of　acrorhagln　ll　and　lts　translatio貸product　are　lllustrated．The　deduced　amho　acld

sequence　is　sぬown　startlng　fro醗the燕rst　ATG　codo貧oξ翫e　open　reading　frame．T’わe

asterlsks　indlcate　ln－ffame　stop　codons（TGA　and　TAG），N鱗cleotide　and　amino　acld

n秘mbers　are　sbown　at　the　right．Tわe　putatlve　slgnal　seque湾ce　ls口nderlいed．The　propar穏s

doubly　underllned．Tめe　primers　for3響F執CE　are　sわaded．丁わe　primers　for5書RACE　are　b◎xed．
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スで検索した結果、中国産のクモSe／eηoσos加1a舶加aηaのNaチヤネル毒Halnantoxin－1

（Ll　efaA，2003）、イモ貝Co側smag〃sのCaチャネル毒ω一Conotoxin　MVl旧（Olivera　eオa乙，

1985）、ブラジル産のクモ鮪oηeσオ舶η起ガveηferのCaチャネル毒Tx3－2（Cordeiroθfa乙，

1993）と相同性を示したが、Cysの数や位置は大きく異なっていた。また全塩基配列の確

認のために行ったRT－PCRで、261番目の1塩基のみがCからTに変異したクローンが

検出された。この変異により、N末端から数えて訓残基目のAlaが粕Hこ置き換わったア

イソフォームの存在が明らかになった。

考察

　ウメボシイソギンチャクのアクロラジ由来の新規ペプチド毒acrorhagin　lとllの全一次

構造と前駆体構造をcDNAクローニング法で明らかにした。

　Acrorhagin　lの前駆体構造は、第3章で述べたイボハタゴイソギンチャクのKチャネル

毒性をもったKunitz型インヒピターSHTX　Illの前駆体と同様に、シグナルペプチドと成熟

ペプチドからなり、プロパート部を欠いていた。これまでに報告があるイソギンチャク毒

の前駆体のうち、その構造中にプロパート部をもたないものは、Aηfカoρ’θσ‘asp、から最近

単離されたタイプ1のNaチャネル毒しか知られていない（Liu　ef飢，2003）。また驚いた

ことに、この前駆体にはシグナルペプチドも存在しない。このことについてUuらは、同

様にシグナルペプチドをもたないオニダルマオコゼSyηaηo句a力o加daのSNTX

（Ghadessy　ef訊，1996）やgalectin－3（Menon　and　Hughes，1999）の例を挙げて、イソ

ギンチャク毒には、小胞体からゴルジ体といった従来の分泌経路とは異なる新規の分泌経

路が存在するのではないかと考察している。Acrorhagin　iはシグナルペプチドをもっては

いたが、イソギンチャク毒の前駆体には、少なくともシグナルペプチドやプロパート部を

欠くものが、いくつか存在していることが明らかになった。このことはイソギンチャクが

毒に応じて、分泌経路を使い分けていることを強く示唆している。特にacrorhagin　lはア

クロラジという特殊な攻撃器官から単離された毒なので、その前駆体構造が従来のイソギ

ンチャク毒の構造と異なっていた点は注目される。Acrorhagin　lは刺胞には蓄えられずに、

アクロラジから直接分泌されてるのかもしれない。いずれにしても、イソギンチャク毒の

分泌経路の解明にあたっては、まず前駆体構造の違いと毒の存在部位の相関を明らかにす

ることが必要である。

　また、acrorhagin　lの塩基配列の確認のために行ったRT－PCRでは、acrorhagin　lと65．4％

の配列相同性を示す類縁ペプチドも検出されたが、本ペプチドも毒性を示すと予想される

（Fig．8－5）。本ペプチドは精製では見過ごされてしまうほどの極微量な成分であると思わ

れるが、PCRにより増幅することができたものと思われる。Acrorhaginlのアイソフォー

ムについては今後、得られたcDNAをもとに遺伝子工学的手法で発現し、毒性を確認する

必要があるだろう。

　次にAcrorhaglnllの前駆体構造は、これまでのイソギンチャク毒の前駆体と同様に、シ

グナルペプチド、プロパート部、成熟ペプチドから成っていた。Acrorhagln　llと相同性を

示したペプチド毒のうち、前駆体構造が明らかにされているものは、ブラジル産のクモ

P力oηe〃加aη’g〃yeηferのTx3－2で、その前駆体構造もシグナルペプチド、プロパート部、
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成熟ペプチドから成っていた（Kalapothakis　et　al．，1998）。このブラジル産のクモから単

離されている神経毒Tx1は、非常に興味深いことに、第6章で述べたミナミウメボシイ

ソギンチャクの新規ペプチド毒AETXllとlllとも相同性を示している。クモとイソギンチ

ャクの毒の分子進化を考察するには、今後、DNAレベルの遺伝子構造の解明が必要だろう。

Acrorhagin　llはサワガニに対して強い致死作用を示していることから、おそらくNaチヤ

ネルに作用する毒と考えられるが、Caチヤネル毒であるイモ貝のMVIIBとクモのTx3－2

とも相同性を示していることから、Caチャネル毒性も念頭に置く必要がある。今後の早

急な作用機構の解明が望まれる。また31残基目のAlaがvalに変異しているアィソフォー

ムも拾うことができ、アクロラジにはacr◎rhagi口n様のペプチド毒が少なくとも2成分以

上存在することが分かった。イソギンチャクを含めた有毒生物はよく複数の毒のアイソフ

ォームをもっているが、その理由はまだよく分かっていない。複数のアイソフォームによ

って、毒の相乗効果があるのかも知れない。

　いずれにしても、acrorhagin　lと“は新規の一次構造から、イオンチャネル研究のため

の新しい薬理学的試薬としての可能性を秘めていたが、その収量が極端に低いため、作用

機構や構造活性相関の解明に十分な量を得ることはできなかった。本研究でacrorhagin　l

とllのcDNAを得ることができたので、今後は遺伝子工学的手法で発現したリコンビナン

トを用いて実験を行うことが可能になった。

　イソギンチャクの特殊な攻撃器官としては、ウメボシイソギンチャク科のアクロラジ以

外にも、タテジマイソギンチャクやヒダベリイソギンチャクのキャッチ触手なども知られ

ている（日高、1992）。アクロラジからは従来のイソギンチャク毒とはまったく異なる新

規ペプチド毒が単離されたことから、キャッチ触手にも未知のペプチド毒が存在している

可能性があり、今後の研究ターゲットになると思われる。
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第9章　　総括

　イソギンチャクは代表的な海洋刺毒動物で、これまでの研究により、そのペプチド毒は

3－5kDaのNaチャネル毒およぴ3、5－6．5kDaのKチャネル毒に大別されている。Naチャネ

ル毒とKチャネル毒はその特異な作用機構から、一部はすでにイオンチャネル研究のため

の貴重な薬理学的試薬として有効利用されている。一方、最近になって、既知のイソギン

チャク毒とはまったく異なる構造をもった新規ペプチド毒もいくっか報告されている。本

研究はこのような背景から、これまでに調べられていないイソギンチャクからペプチド毒

の単離を行い、その一次構造と前駆体構造の解明を試みたものである。本論文の最後にあ

たり、本研究で得られた新知見をまとめ、新知見に基づいてイソギンチャクの前駆体構造

の分類を行うとともに、イソギンチャクのペプチド毒に関する今後の研究を展望したい。

本研究で得られた新知見

　本研究で得られた新知見は次の通りである。

（1）　ハタゴイソギンチャクから3成分のペプチド毒（gigantoxins　l－1”）を単離し、cDNA

クローニングを行った。Gigantoxin　llおよび1”はそのアミノ酸配列の特徴から、それぞ

れイソギンチャクのNaチャネル毒のタイプ1と2であることが判明した。一方、gigantoxin

lは哺乳類由来の上皮増殖因子（EGF）と高い配列相同性（31－33％）を有する新規ペプチ

ド毒で、哺乳類のEGFと比べて弱いもののEGF活性も確認された。また、いずれの前駆

体構造も、他の多くのイソギンチャク毒の前駆体構造と同様に、シグナルペプチド、プロ

パート部、成熟ペプチドから成っていた。なかでも、EGFと類似しているgigantoxin　lの

前駆体はアミノ酸86残基で構成され、約1200残基から成り7－8個のEGF様ドメインの

繰り返しを有する哺乳類EGF前駆体とは大きく異なることを見いだした。これらの知見

から、EGFの分子進化について、2通りの推測を行った。1つ目は、EGFの祖先分子は

gigantoxln　lのように本来は毒として機能し、分子進化の過程でより複雑な構造の前駆体に

なりつつ、毒としての機能を失っていったというものである。2つ目は、EGFの祖先分子

は元々EGFとして機能し、その前駆体構造も今日の哺乳類のものと同じであったが、

gigantoxin　lのように一部は毒として独自の進化をしていったというものである。この推測

のどちらが正しいかは、系統発生学的により多くの生物からのEGF様分子に関する今後

の研究を待つ必要がある。

（2）　イボハタゴイソギンチャクから4成分のペプチド毒（SHTX　l－IV）を単離し、cDNA

クローニングを行った。このうち、SHTX川はKunitz型のプロテアーゼインヒビター、

SHTX　IVはタイプ2のNaチャネル毒であったが、SHTX　lおよびllはお互いに類似した

新規ペプチド毒であった。一方、SHTX　l、llおよびIVの前駆体は、シグナルペプチド、

プロパート部、成熟ペプチドから成っていたが、SH’rXl“はシグナルペプチドと成熟ペプ

チドから成り、プロパート部を欠いていた。また、新規ペプチド毒のSHTX　l、”およぴ

Kunitz型プロテアーゼインヒビターのSHTX　lllはKチャネル毒性を示した。

（3）　ジュズダマイソギンチャクから4成分のペプチド毒（Ha［一IV）を単離し、cDNAク

ローニングを行った。このうち、Halはイソギンチャク毒も含めて、既知の生物由来のペ

プチド毒とはまったく相同性を示さない新規ペプチド毒で、Ha　IVはタイプ1のNaチャ
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ネル毒であった。一方、Ha　IlとIIlは、上述のイボハタゴイソギンチャクのSHTX　lおよび

1匿に類似した新規ペプチド毒で、イソギンチャクのペプチド毒の新しいファミリーを発見

した。また、いずれの前駆体も、シグナルペプチド、成熟ペプチド、プロパート部から成

っていたが、非常に興味深いことに、Ha“の前駆体には成熟ペプチドの4回の繰り返しが、

Hal“では2回の繰り返しが認められた。

（4）　スナイソギンチャクから3成分（rbxin　l、Da匪，ll）、タマイタダキイソギンチャク

から1成分（Er醒）のペプチド毒を単離した。1bxin　lはタイプ1のNaチャネル毒であっ

たが、DaI、liおよぴErlは、サンゴイソギンチャクから以前に単離されたタイプ3のNa

チャネル毒PaTXと高い相同性を示した。このように相次いでPaTX類似毒が単離された

ことから、イソギンチャクのNaチャネル毒はタイプ1と2、およびPaTXファミリーの3

つに大きく分類すべきであることを提唱した。

（5）　ミナミウメボシイソギンチャクからすでに単離されていたタイプ1のNaチャネル

毒AETXlと新規ペプチド毒AETX　llおよびIllについてcDNAクローニングを行い、いず

れの前駆体もシグナルペプチド、プロパート部、成熟ペプチドから成ることを明らかにし

た。

（6）　ハナギンチャク目ムラサキハナギンチャクから増殖因子granullnと高い相同性を

有する新規ペプチド毒Cf　lを単離した。

（7）　ウメボシイソギンチャクの特殊な攻撃器官であるアクロラジからすでに単離され

ていた新規ペプチド毒acrorhagin　lとIlについて、cDNAクローニングにより全アミノ酸

配列および前駆体構造を明らかにした。Acrorhagin　lの前駆体はシグナルペプチドと成熟

ペプチドから成り、プロパート部を欠いていたが、acrorhagin　llの前駆体はシグナルペプ

チド、プロパート部、成熟ペプチドから成っていた。

イソギンチャクのペプチド毒の前駆体構造の分類

　本研究では新規ペプチド毒を含む15成分の前駆体構造（gigantoxins　l－lll、SHTX　HV、

Ha　l－lll、Er　l、AETX　l－lll、acrorhagins　l－ll）をcDNAクローニングにより明らかにした。

そこで既報のペプチド毒8成分の前駆体構造［Calitoxins1，2（Spagnuolo　ef飢，1994）、

HmK（Gendehαa義，1997）、AeNa（Andeduh　efa正，2000）、Hk2a（Liu　e’a乳，2003）Am

l－lll（Honma　efa流，2005〉］と合わせて合計23成分について比較検討した結果、イソギン

チャクのペプチド毒の前駆体構造は大きく5つのグループに分類できることが判明した

（Fig．9－1）。この結果は、イソギンチャクは、想像以上に複雑なペプチド毒の分泌経路と

プロセシング機構をもつことを示している。

　最初に、イソギンチャクのペプチド毒の分泌経路については、グループ5のHk2aが注

目される。この毒はタイプ1のNaチャネル毒でありながら、シグナルペプチドをもたな

い。このことは、Hk2aは小胞体からゴルジ体といった一般的な分泌経路を取らないこと

を示しており、新規の分泌経路の存在が示唆された（Llu　ef飢，2003）。また、このHk2a

とグループ3のSHTX　l”およびacrorhagln”は、毒を刺胞にソーティングするためのシグ

ナルと考えられているプロパート部をもたないことから、刺胞ではない別の何らかの毒器

官がイソギンチャクには存在するのかもしれない。イソギンチャク毒の分泌経路を解明す

るには、毒を作り出している器官や細胞の特定が不可欠だが、このことは意外にもまった
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Group　l　Signal　peptide十Propart十Mature　peptide

　　　　　　NH2

　　　　　　　　　Gigantoxlns　l，ll、SHTX　l，ll、AETX　l，li，1疑、Calltoxins1，2、HmK、AeNa

Group2Signal　peptide十Proparと十Mature　peptide十Additional　amino　acid　residues

　　　　　　NH2

　　　　　　　　　Glgantoxln　l量1、SHTX　IV、Ha　I、Er　I、Acror舶gin”、Am　Il，”l

Group3Signal　peptlde十Mature　peptide

　　　　　　NH2

　　　　　　　　　SHTX　lll，Acrorhagin　l

Group4Repeated　mature　peptides

　　　　　　　　　Ha　l匪，lll、Am　l

Group5Mature　peptide

COOH

COOH

COOH

COOH

NH2 COOH

　　　　　　　　　　Hk2a

　　　　　Fig．9－1．The　structural　organization　of　sea　anemone　peptide　toxin　precursors．

　　　　　　　　　　　　　Signalpeptide睡懸IPr。pa殴　［二二］Maturepeptlde

　　　　　　　盟Add詮i。nalamln。acidresidues團lnse吐amln・acidresldues

Calitoxins　l　and2are　from　Ca魚ac翻sρa’ヨε’がoa（Spagnuoloαa孔，1994〉；HmK　from　Heホefacがs’ηagη静σa（Gendeh　ef　a孟，

1997）；AeNa　from’4c肋’a　eσσ加a（Andeduh　ef　a正，2000）lAm　l一田from，4η論eoρs’s　maoα’a給（Honma　e’aム，2005）；Hk2a面rom

Aη加oρ’e【’個sp．（Liu　ef　a五，2003）．The　other　t◎xins　were　isola萱ed　in　this　study．
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く調べられていない。今後は、本研究で明らかにしたペプチド毒の塩基配列をプローブと

した加s加ハイブリダイゼーションによる毒産生部位の解明が望まれる。

　次に、イソギンチャクのペプチド毒のプロセシングについても、巧妙な機構が認められ

た。まず、グループ4の成熟ペプチドの繰り返し構造を有するものについては、このよう

な構造は神経ペプチドなどでは過去に報告があるが、毒の前駆体としては初めてである。

グループ4のペプチド毒は、いずれも高い配列相同性をもち、イソギンチャクのペプチド

毒の新規ファミリーを形成していると考えられたが、その成熟ペプチドの繰り返し回数は、

Ha　llで4回、Ha　Illで2回（第4章参照）、Am　lで6回（Honma　ef飢，2005）と異なっ

ている。繰り返し回数の違いによって、意図的に毒の発現量を調節しているとも考えられ

ることから、このファミリーのペプチド毒についてはさらに多くの前駆体構造の解明が望

まれる。

　また、翻訳領域C末端部のアミノ酸残基の付加については、グループ2のgigantoxin　l”、

SHTX　IV、acro由agin　ll、Am　ll、“1はGly残基の付加であることから、C末端アミド化酵

素により修飾を受けると推定された。一方、グループ2のHa　lとEr　lにはLys1残基、グ

ループ4のHa　llにはアミノ酸12残基、Am1にはアミノ酸3残基の付加が認められた。

これらの残基は、カルボキシペプチダーゼによって除去され、このプロセシングを受けて

初めて活性型の毒になると考えられる。つまり、イソギンチャクのペプチド毒には、C末

端部にアミノ酸残基の付加がなくそのまま活性型になるもの、Gly残基の付加がありc末

端がアミド化されてから活性型になるもの、アミノ酸残基の付加がありプロセシングで除

去されてから活性型になるものに分類でき、ペプチド毒の発現には巧妙なプロセシング機

構があることが示された。ペプチド毒やタンパク毒を作る動物の中で、イソギンチャクは

系統樹の根に最も近い動物である。捕食や防御のために毒を作る動物にとって、毒を必要

な時に、必要な量だけ、いかに効率よく合成できるかは、生死に関わる重要な問題である。

そのため、原始的なイソギンチャクにも、このような巧妙な機構が備わっているのだろう。

イソギンチャク毒のプロセシング機構は、高等動物がもつより複雑な機構の原型とも考え

られることから、この機構の解明は、今後の新しい研究テーマとして非常に魅力的だと思

われる。

イソギンチャクのペプチド毒に関する今後の研究展望

　これまでの研究成果と本研究の成果を踏まえて、イソギンチャクのペプチド毒に関する

今後の研究を展望してみたい。

　イソギンチャクのペプチド毒に関する研究は、1975年に86ressらが君ηe’ηoη始sα’o∂’θ

から3成分のNaチャネル毒を単離して以来、世界的に活発な研究が行われてきた。さら

に1990年代に入ってからは、新しいペプチド毒として、Kチャネル毒も登場してきた。

これまでの精力的な作用機構と構造活性相関の解明が実を結ぴ、イソギンチヤクのNaチ

ャネル毒とKチャネル毒の一部は、イオンチャネル研究のための貴重な薬理学的試薬とし

て市販され、NaチャネルやKチャネルの構造や機能の解明に有効利用されている。

　一方、構造的に、これらの分類には当てはまらない新規ペプチド毒もいくつか単離され

てきた。Ca1胎o総ρa‘as’龍aのcalitoxin（Carie”oefa乙，1989）、’3010ceAafσed／aeのBTτX

ll（Halstead，1988）、ミナミウメボシイソギンチャクのAETX”、lll（shiomlθ’飢，1997）、
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ウメボシイソギンチャクの特殊な攻撃器官アクロラジ由来のacrorbagins　l、”、シマキッ

カイソギンチャクのAm　l（Honmae～飢，2005）の7成分がそれにあたる。さらに本研究

でも、新規ペプチド毒としてハタゴイソギンチャクのEGF様ペプチド毒gigantoxin　l、イ

ボハタゴイソギンチャクのSHTX　lおよびll、ジュズダマイソギンチャクのHa　l－lll、ムラ

サキハナギンチャクのgranulin様ペプチド毒Cflの7成分が単離された。そこで、本研究

での知見と合わせて、これまでに単離されたイソギンチャクのペプチド毒をタイプ別に集

計してみると、Naチャネル毒は約40成分、Kチャネル毒は11成分、新規ペプチド毒は

14成分ということになり、ペプチド毒全体に占める新規ペプチド毒の割合は、約2割にも

達する。

　しかしながら、最近φイソギンチヤクのペプチド毒に関する研究は、既知のNaチャネ

ル毒やKチャネル毒の作用や構造活性相関の解明に向けられ、新規ペプチド毒の探索はほ

とんど行われていない。この背景には、イソギンチャクのペプチド毒の探索を行ってきた

研究者の多くが薬理学者で、イオンチャネル研究のためのプローブとしてのペプチド毒が

得られた後は、本来の研究目的であるイオンチャネルの解明へと目が向けられていったこ

とがあるのだろう。それに対して、本研究は、これまでの状況を踏まえて、まだ調べられ

ていない種類のイソギンチャクには新規ペプチド毒が存在するという想定のもと、積極的

にペプチド毒の単離を試みたことが、数多くの新規ペプチド毒の発見につながったと考え

られる。

　また、この新規ペプチド毒の発見には、サワガニ毒性試験がきわめて有効であったこと

は強調しておきたい。一般にイソギンチャクのNaチャネル毒は、甲殻類に対して強い致

死作用を示すことから、ザリガニなどのエビ類に対する毒性を指標にしてペプチド毒の探

索が行われているが、力二類を指標としている例は少ない。当研究室でのサワガニの麻痺

活性は、サワガニを反転させても起き上がれなくなる状態を定義しているが、エビ類では

その体の構造から考えて、このような方法で麻痺活性を判定することは難しい。つまり、

エビ類を用いたアッセイでは、致死を引き起こさないが、麻痺のみを引き起こす毒成分は

見逃されてきたと考えられる。本研究で単離した7成分の新規ペプチド毒のうち、実に6

成分もがサワガニに麻痺のみを引き起す毒成分である。また、これまで、Kチャネル毒は

甲殻類に顕著な症状を示さないと言われてきたが、本研究でKチャネル毒性が認められた

イボハタゴイソギンチャクの新規ペプチド毒SHTX匪、llおよびKunitz型のプロテアーゼ

インヒビターSHTX”iはいずれも、サワガニに強い麻痺活性を示している。筆者のこれま

での経験からも、Kチャネル毒は、Naチャネル毒のようにサワガニに強い致死活性は示

さないが、麻痺活性などの症状は示すのではないかと考えている。このように、イソギン

チャクの新規ペプチド毒の探索においては、サワガニ毒性試験がきわめて有効であること

が本研究によって実証された。

　いずれにしても、本研究で単離されたこれまでにないような新規ペプチド毒は、薬理学

者の新たな関心を引き、海洋生化学資源としてのイソギンチャクの重要性を認識するのに

十分な根拠を提供したと考える。世界にはイソギンチャク類が約800種類いると言われて

いるが、これまでに調べられてきたイソギンチャクの種類はわずか30種にも過ぎないこ

とから、イソギンチャクはまさに新規ペプチド毒の宝庫といえるだろう。最近では、アフ

リカツメガエルの卵母細胞にイオンチャネルを発現させ、目的とするイオンチャネルに作
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用する毒成分をパッチクランプ法で測定し、探索する方法がよ〈行われている。イソギン

チャクについても、このように数多くの新規ペプチド毒が単離されている状況から考えて、

NaチャネルやKチャネル以外のイオンチャネル（例えばCaチャネルやClチャネル）に

作用する毒の存在も大いに予想されるので、この手法による探索が積極的に行われていく

ことを期待したい。

　また、最近になって、イソギンチャクのペプチド毒を医薬品として利用しようとする動

きもみられる。イソギンチャクSが肋odac酬aカe〃aη酌σsから単離されたKチャネル毒ShK

は、電位依存性KチャネルのうちS舶κer型チャネル（Kv1チャネル）に作用し、なかで

もKv1．3を選択的に阻害する（Ka㎞an　efa乙，1998）。Kv1．3は丁細胞、B細胞、血小板な

どの血液細胞に選択的に発現しており、Kv1．3を阻害するとリンパ球の増殖や遅延型アレ

ルギー反応が抑制される（Beeton　efa流，2001〉。実際に、ShKは丁細胞の活性化に伴う自

己免疫疾患と考えられている多発性硬化症の動物モデルにおいて、治療効果を示した。現

在、ShKをり一ド化合物とした免疫抑制剤の開発が進められている（Norton　ef飢，2004）。

　最後に、イソギンチャクのペプチド毒に関する研究を生物学的視点から眺めてみたい。

日本産のイソギンチャクの分類学的研究は非常に混乱していて、未同定の種類も数多く存

在する。イソギンチャクのペプチド毒は種に特異的であるので、ペプチド毒を指標にした

種の同定が十分に可能である。また、これまでに単離されてきた数多くのペプチド毒や溶

血毒をもとに、分子進化学的にイソギンチャクの系統樹を作ることも十分に可能だが、イ

ソギンチャク毒の研究者のイソギンチャクに対する生物学的興味が薄いためか、これまで

に一度も試みられていない。イソギンチャク毒の研究成果は、イソギンチャクの系統分類

学への貢献も期待され、今後の検討が望まれる。

　イソギンチャクのペプチド毒に関する今後の研究展望をいくつか述べてきたが、研究の

一端に従事してきた筆者としては、まだまだやり残したことがたくさんあることを実感し

ている。その最たるものは、本研究で単離された新規ペプチド毒について、作用機構の解

明を行えなかったことである。いずれもサワガニに対する症状から神経毒と予想され、新

しい薬理学的試薬としてきわめて有望である。イソギンチャクのペプチド毒の魅力は、そ

の切れ味のよい活性がわずか数十残基で表現されていることにある。今後は、本研究で単

離された新規ペプチド毒の作用機構や構造活性相関の解明が進み、薬理学的試薬として有

効利用され、ひいてはイオンチャネル研究に一石を投じるような発見に貢献することを願

って本論文を終わりにしたい。
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〔課程博士〕

博士論文内容の要旨

（2000字程度）

報告番号 課博第　　　　号 氏　名 本間　智寛

（要　旨）

「イソギンチャクのペプチド毒およびその前駆体の構造解析」

　刺胞動物イソギンチャクは代表的な海洋刺毒動物で、刺胞と呼ばれる特殊な毒器官を触

手や本体に無数に持ち、その中に含まれる毒成分を利用して餌動物である魚やカニなどを

麻痺させ捕食している。イソギンチャク毒は20kDaの溶血毒、3－5kDaのNaチャネル毒

およぴ3．5－6．5kDaのKチャネル毒に大別されるが、Naチャネル毒とKチャネル毒はそ

の特異な作用機構から、一部はすでにイオンチャネル研究のための貴重な薬理学的試薬と

して有効利用されている。一方、最近になって、既知のイソギンチャク毒とはまったく異

なる新規ペプチド毒もいくつか報告されており、イソギンチャクには新規ペプチド毒が広

く分布すると考えられる。こうした背景のもとに本研究では、イソギンチャクを海洋生化

学資源としてさらに有効利用することを目的に、各種イソギンチャクからサワガニに対す

る致死活性および麻痺活性を指標にしてペプチド毒を単離するとともに、ペプチド毒およ

びその前駆体の構造解析を行った。

　第1章では、20種イソギンチャクについて、各種生理活性物質を検索した。なかでも、

サワガニに対する麻痺活性の結果は興味深く、致死活性を4－8倍も上回る強い麻痺活性が

3種イソギンチャク（ハタゴイソギンチャク、イボハタゴイソギンチャク、ジュズダマイ

ソギンチャク）に検出され、致死成分とは異なる麻痺成分の存在が示唆された。

　第2章では、ハタゴイソギンチャクから3成分のペプチド毒（gigantoxins　l－1”）を単離

し、cDNAクローニングを行った。Gigantoxin　llおよび1”はそれぞれ既知のNaチャネル

毒のタイプ1、2であったが、gigantoxin　lは哺乳類由来の上皮増殖因子（EGF）と高い配

列相同性（31－33％）を持つ新規ペプチド毒で、EGF活性（A431細胞の形態変化および

EGFレセプターのチロシン残基のリン酸化）も示した。またglgantoxin　lの前駆体はアミ

ノ酸86残基で構成され、約1200残基から成り7－8個のEGF様ドメインの繰り返しを有

する哺乳類EGF前駆体とは大きく異なることを見いだした。これらの知見から、EGF祖

先分子はgigantoxin　lのように毒として機能し、進化の過程で毒性を失ったと推定した。
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　第3章では、イボハタゴイソギンチャクから4成分のペプチド毒（SHTX　l－IV）を単離

し、cDNAクローニングを行った。このうち、SHTX　lllはKunitz型のプロテアーゼインヒ

ビター、SHTX　IVはタイプ2のNaチャネル毒であったが、SHTX　lおよび旧まお互いに

類似した新規ペプチド毒であった。また、新規ペプチド毒のSHTX　l、”およびSHTX　lll

はKチャネル毒性を示すことを明らかにした。

　第4章では、ジュズダマイソギンチャクから4成分のペプチド毒（Ha　I－IV）を単離し、

cDNAクローニングを行った。このうち、Ha　lは既知の生物由来のペプチド毒とまったく

相同性を示さない新規ペプチド毒で、Ha　IVはタイプ1のNaチャネル毒であった。一方、

Ha　llとlllは、イボハタゴイソギンチャクのSHTX　lおよびllに類似した新規ペプチド毒で

あった。また興味深いことに、Ha　llの前駆体には成熟ペプチドの4回の繰り返しが、Ha　llI

では2回の繰り返しが認められた。

　第5章では、スナイソギンチャクから3成分（1bxin　l、Da　l，ll）、タマイタダキイソギン

チャクから1成分（Er　l）のペプチド毒を単離した。Tbxin　lはタイプ1のNaチャネル毒

であったが、Dal，llおよびErlは、サンゴイソギンチャクのタイプ3のNaチャネル毒PaTX

と高い相同性を示し、イソギンチャク毒としてPaTXファミリーを提唱した。

　第6章では、ミナミウメボシイソギンチャクからすでに単離されていたタイプ1のNa

チャネル毒AETXlと新規ペプチド毒AETXllおよびlllについてcDNAクローニングを行

い、前駆体構造を解明した。

　最後に第7章と第8章では、これまでの章とは性質が異なる試料を研究対象として実験

を行った。第7章ではイソギンチャクとは分類上の位置が異なるハナギンチャク目ムラサ

キハナギンチャクから、増殖因子granulinと高い相同性を持つ新規ペプチド毒を単離した。

第8章ではウメボシイソギンチャクの特殊な攻撃器官であるアクロラジからすでに単離さ

れていた新規ペプチド毒acrorhagin　lと”について、cDNAクローニングによりアミノ酸

配列および前駆体構造を明らかにした。

　以上のように本研究では、6種イソギンチャクから7成分の新規ペプチド毒、8成分の

Naチャネル毒、1成分のKunltz型プロテアーゼインヒビターを単離したが、新規ペプチ

ド毒の探索にはサワガニに対する毒性を指標にした方法がきわめて有効であることを実証

した。また新規ペプチド毒を含む15成分の前駆体構造をcDNAクローニングにより明ら

かにし、既報のイソギンチャク毒の前駆体構造とあわせて比較検討した結果、イソギンチ

．ヤクのペプチド毒の前駆体構造は大きく5つのグループに分類できることを明らかにした。
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Abstract

　　　　　　Primary　and　precursor　structure　of　peptide　toxins　in　sea　anemones

　　　　Sea　anemones，members　of　cnidarians，are　representative　of　marlne

venomous　anlmals、They　possess　numerous　stinging　ce縦s　（known　as

nematocystes）in　their　tentac耳es　and　even　in　their　bodles　and　use　toxin　contained

in　the　ce“s　to　paralyze　their　prey　animals，Sea　anemone　toxins　are　classified　into

three　classes　of　protelnous　or　peptidic　toxins，20kDa　hemolysins，3－5kDa　sodium

channel　toxins　and3．5－6．5kDa　potassium　channel　toxins．Above　a厨，sodium　and

potassium　channel　toxins　have　unique　biological　ef薪ects　and　henoe　some　of　them

have　been　utilized　as　valuable　pharmacological　reagents．Reoently，peptide　toxins

that　are　structura”y　and　functlona藤y　remote　from　the　known　toxins　have　been

isolated　from　several　species　of　sea　anemones，strongly　suggesting　that　novel

peptide　toxins　exist　in　sea　anemones　more　widely　than　expected．ln　the　present

study，peptide　toxlns　with　lethal　or　paralytic　actMty　against　crabs　were　isolated

from　various　species　of　sea　anemones　and　elucidated　for　thelr　precursor　proteins，

in　order　to　facilitate　further　utilization　of　sea　anemones　as　marlne　blochemical

『eSOU『ces．

　　　ln　chapter1，20species　of　sea　anemones　were　screened　for　bioactive

substances．The　most　interesting　resu旧s　the罰nding　of4－8fold　hlgher　para量ytic

actMty　against　crab　than　Iethal　actMty　in　three　species　of　sea　anemones

（Sガoわodacり4a　g’gaηホea，S煮’cわodacケ’aカaddoη’，月eオe姶cガs　a〃’り姶）．This　suggests

the　exlstenoe　of　paralytic　peptide　toxins　in　these　sea　anemones、

　　　ln　chapter2，three　peptide　toxins（gigantoxins　l－1”）were　isolated　from　the　sea

anemone　Sかoカodac酬a　g’gaηホea　and　cloned　for　their　cDNAs．Gigantoxins”and　l旺

are　anabgous　to　the　known　type　l　and2sea　anemone　sodium　channel　toxins，

respectively．On　the　other　hand，gigantoxin　l　has　high　homobgies（31－33％）with

mammalian　epidermal　growth　factors（EGFs）and　exhlbits　EGF　activities（rounding
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of A431 cells and tyrosine phosphorylation of the EGF receptors in A431 cells). 

Furthermore, the gigantoxin I precursor protein composed of 86 amino acid 

residues is much simpler in structure than those of mammalian EGFs, which are 

composed of about 1200 amino acid residues and have seven or eight EGF-like 

domain repeats. It is thus assumed that the anoestors of EGFS originally had 

functioned as toxins as in the case of gigantoxin I and that they had lost toxic 

properties during the evolution process in the animal kingdom. 

In chapter 3, four peptide toxins (SHTX 1-lV) were isolated from the sea 

an~mone Stichodactyla haddoni and their amino acid sequenoes were determined 

by CDNA cloning. Although SHTX Ill is analogous to Kunitz-type protease 

inhibitors and SHTX IV to the known type 2 sodium channel toxins. SHTX I and ll 

having high homology with each other are structurally novel peptide toxins. In 

addition. SHTX 1-lll exhibit potassium channel toxicity. 

In chapter 4, four peptide toxins (Ha 1-IV) were isolated from the sea anemone 

Heteractis aurora and their amino acid sequences were determined by CDNA 

cloning. Ha I has no sequence homologies with any toxins from other sources. On 

the other hand, both Ha 11 and 111 are analogous to SHTX I and 11 from 

Stichodactyla haddoni. Very interestingly, the Ha ll and lll precursor proteins 

contain as many as four and two copies of mature peptides, respectively. 

In chapter 5, three peptide toxins (Toxin l, Da I and II) were isolated from the 

sea anemone Dotteinia armata and one peptide toxin (Er I) from the sea anemone 

Entacmaea ramsayi. Although Toxin I is a member of known type I sodium 

channel toxin, Da l, Da ll and Er I are highly homologous to PaTX from the sea 

amemone Entacmaea actinostoloides, a type 3 sea anemone sodium channel 

toxin. This suggests that there is a family of PaTX-like toxins in sea anemones. 

In chapter 6, a type I sodium channel toxin (AETX l) and two novel peptide 

toxins (AETX Il and lll), previously isolated from the sea anemone Anemonia 

evythraea, were elucidated for their precursor proteins by CDNA cloning. 

- 



　　　Fina雛y，in　chapters7and8，peculiar　species　and　organs　were　used　in

experiments，respectively．ln　chapter7，a　growth　factor　like　toxin（Cf　I）was

isolated　from　Cθ〃8aη酌σs茄た）ハm∫s（order　Ceriantharia）that　is　taxonomica”y　distinct

from　sea　anemones　（Actiniaria）．ln　chapter8，two　novel　peptide　toxins

（acrorhagins　l　and　ll），previously　isolated　from　the　specialized　aggressive　organs

（acrorhagi）of，40伽’aθqσ加a，were　elucidated　for　their　complete　amino　acid

sequences　and　precursor　proteins　by　cDNA　cbning，

　　　㎞this　study，seven　novel　peptide　toxins，seven　sodium　channeHoxins　and

one　Kunitz－type　protease　inhibitorwere　isolated　from　six　species　of　sea　anemones．

The　crab　assay　adopted　in　this　study　seems　to　be　a　useful　tool　to　discover　novel

peptide　toxins　in　sea　anemones。Furthermore，based　on　the　elucidated　structures

of　the　fifteen　precursor　proteins　as　we盟as　those　of　the　known　sea　anemone

peptide　toxln　precursors，it　is　concluded　that　sea　anemone　peptide　toxin

precursors　can　be　classi行ed　into梅ve　groups．
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