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氏 名 松原 美恵子 提 出年月 日 平成29年2月20日

主論文名 コブラサイ トトキシンの構造 と機能 に関す る研究

(学 位 論 文 中の要 旨 と同 じ内容 で 可)

コブラ毒素に含まれ るたんぱく質の50%以 上を 占めるサイ トトキシン(CTX)は 、生理

的には、収縮心停止、劇症組織壊死、溶血、その他の症状 を引き起 こし、in vitroで は様々

な細胞 に対 して毒性 を示す。CTXの 多 くは60ア ミノ酸残基か らな り、3つ のループに より

つながれた5つ の βス トラン ドが、4組 のジスル フィ ド結合 によ り架橋 された構造を して

いる。 また、お互いによく似 た立体構造 をした多 くのアイソフォー ムが存在す る。CTXの

種類 によっては、細胞膜成分 中の異な る標的分子が見つけ られてお り、結合後 に異なる細

胞小器官 に移動す るとい う報告 もある。 しか しなが ら、毒性発現のメカニズムについては

未だ明 らかになっていない。一方、アイソフォームの種類 に関係な く、すべてのCTXが 赤

血球に対 して溶血活性 を示す事か ら、CTXは 様々な細胞の細胞膜に共通する成分 に結合 し、

毒性 を発揮す ると考え られ る。溶血の多 くは非酵素的、かつ物理的 な変化な変化である事

が多 く、分析が難 しい。毒性 の作用機序 を解明す るためには、CTXを 構成する各ア ミノ酸

残基の細胞障害活性 における役割を明 らかにする事が有用である。CTXに は多 くのアイソ

フォームが存在す るため、ア ミノ酸や塩基配列 の比較 か ら機能 ドメイ ンを推定す る事 がで

きる。そ こで、本研究では、イン ドコブラ(Naja naja)ベ ノムか らCTXの アイ ソフォー

ムを精製 し、その一次構造 と機能の相 関、な らびに、分子進化について考察 した。

イ ン ドコブラのベノムか ら、2次 元 クロマ トグラフィー法によ り毒素 タンパク質を網羅的

に分離 ・精製 した。精製 したタンパ ク質 のア ミノ末端部分一次構造 を決定 し、6フ ァミリ

ーに属する23成 分(Cytotoxin : 10種
、Phospholipase A2 : 7種 、Cysteine-rich Secretory

Protein : 2種 、Muscarinic Toxin-like Protein : 2種 、Nerve Growth Factor : 1種 、

Thrombin-like Serine Protease : 1種)を 同定 した。次に、精製 したCTXの うち、主要な

5種CTX(CTX2、CTX7～CTX10)に ついて全 アミノ酸配列を決定 し、細胞毒性、溶血活

性、 リン脂質に対する親和性 との相関について解析 した。

CTX9以 外の4種CTXの ア ミノ酸配列 は新規配列であった。CTXは 一次構造 と毒性か ら

2つ の型(S型:28S弱 毒性 、P型:31P強 毒性)に 分け られるが、イン ドコブラCTX2は

弱毒性S型 、CTX9とCTX10は 強毒性P型 であった。興味深いことに、CTX7とCTX8

はS型 であるにも関わ らず 強毒性であった。また、CTX7とCTX8は29番 目のアミノ酸残

基、CTX9とCTX10は19番 目のア ミノ酸残基がAsnとAspの 違いはあるが、それぞれ

(システム自然科学研 究科)
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ほぼ同様 な性質 を示 したため、これ らのア ミノ酸残基の違いは活性 に影響 しない事が明 ら

かになった。そこで、CTX2(弱 毒性S型)、CTX7(強 毒性S型)、CTX9(強 毒性P型)

の3種CTXに ついて、細胞膜を構成す る6種 の主要 リン脂質に対す る親和性 を測定 し、溶

血活性 との相関を比較 した。 これ らのCTXは 毒性の強弱 に関係な く酸性 リン脂質、特に、

ボスファチジルセ リンに対 して強い親和性 を示 した。 リン脂質への結合能 と特異性 が似て

いるにも関わ らず、CTX2とCTX7で は溶血活性が大き く異 なることか ら、CTXの 毒性発

現 は、膜への結合 と膜障害 を引き起 こす過程 に分け られ ると推測 された。 ホスファチジル

セ リンの結合に関与するア ミノ酸残基がこれ らのCTXで よく保存 されているこ とは、この

考 えを支持 している。S型CTXの ア ミノ酸配列 と細胞毒性 の関係か ら、膜障害活 性はloopII

の塩基性 ア ミノ酸(Lys)と 強 く相関することが明 らか になった。

CTXア イ ソフォームのア ミノ酸配列、CTX遺 伝子 の塩基配列の比較か らもCTXの 機能

に関与す るア ミノ酸残基や領域 を推定することができる。そこで、毒腺か ら作製 したcDNA

ライブラ リーか ら12種 類のCTX cDNAを クローニング し、塩基置換を解析 した。CTXを

コー ドす る遺伝子 には23カ 所で置換 がみ られ 、18カ 所が非同義置換であったことか ら、

CTX遺 伝子は加速進化 をしていると考え られた。さらに、これ らのCTX cDNAを 既知の配

列 とともに分析 した ところ、 コ ドン毎の非 同義置換率は、3つ のループ領域の先端 のア ミ

ノ酸残基 をコー ドす るコ ドンで高く、また、3つ のループをま とめて分析 しても高かった。

これ らの結果は、CTX遺 伝子が3つ のループをコー ドするコ ドン領域で加速進化 してい る、

つま り、3つ のループ領域がCTXの 重要な機能を担 っている事 を示唆 している。これ に対

し、 コア構 造の維持 に重要な8つ のシステイ ン残基、 βス トラン ドを安定化 させ る3つ の

ア ミノ酸残基、 リン脂 質結合 に関与す る9つ のア ミノ酸残基は、いずれ もよく保存 されて

いた。

本研究により、コブラCTXに よる毒性発現 は、膜結合過程 とリン脂質膜障害過程の2段

階に分 け られ ることが明 らかにな った。膜結合には βシー トよりなるコア構 造上のア ミノ

酸残基が関与 し、膜障害過程 には βシー トをつなぐ3つ のループ領域 、特に、loopIIが 重要

であるこ とが示 された。興味深い ことに、 βシー トに対応す るコ ドンは進化的に保存 され

てお り、ループ領域の コ ドンは加 速進化 していた。

これ らの知見は、CTXの 毒性発現機構 を明 らかにす るのに役立つ と期待 される。

(システム 自然科学研究科)
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論文審査の結果の要旨 
 

 本論文は、インドコブラ毒素に含まれているサイトトキシン（CTX）の細胞傷害メカニズム

について、比較生化学的なアプローチにより、リン脂質に結合する領域と膜障害を担う領域が

CTX 分子上の別の部位にある可能性を示したものである。 
 コブラ毒素に含まれる CTX は、毒液の主要構成タンパク質であるにもかかわらず、毒性のメ

カニズムはよくわかっていない。申請者は、CTX の構造と機能の関係を調べる事により、この

メカニズム解明に資する情報を得ようとした。一般的にタンパク質の構造と機能の関係を調べ

るには、一連の変異導入タンパク質を作成する事が有効であるが、CTX が大腸菌に対しても毒

性を示すためそのような方法を用いる事が困難である。そこで、申請者は天然の CTX を精製し

て用いている。インドコブラ毒液から 10 種類の CTX を精製し、含量の多い５種の CTX(CTX2, 
7~10)の全アミノ酸配列を決定している。精製した CTX を用いて種々の細胞に対する毒性を調

べ、細胞の種類によらず毒素は弱毒型と強毒型に分けられる事、また CTX の種類に関わらず、

毒に対して感受性の高い細胞は、どの CTX に対しても敏感である事等を示した。構造と機能の

相関から CTX の結合相手がリン脂質である事を推察した上で、新たにリン脂質に対する親和性

を測定する系を工夫し、開発した事は評価できる。これにより、CTX による溶血過程が、リン

脂質への結合過程と膜に障害をもたらす過程に分けられる事、ならびに細胞毒性はリン脂質結

合力ではなく、主に膜に障害を与える能力の差によるものである可能性を示した。CTX でのこ

の様な研究は本研究が初めてである。また、cDNA のクローニングにより、進化的に保存され

ている領域と正の自然選択を受けている領域が異なった機能を担っているであろう事を示した

点も評価に値する。多くの先行研究にもよく目を通し、実験結果と合わせて考察を深めている

事から、独立した研究者としての素養を備えており、博士の学位を授与するにふさわしい内容

であると判断する。 
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