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研究成果の概要（和文）：LaIT1はヤエヤマサソリ毒液から単離された昆虫選択的ペプチド毒素である。本研究
においては、光親和性標識されたLaIT1類縁体を合成し、これを用いてカイコ幼虫の中枢神経においてLaIT1と特
異的に結合するタンパク質の探索を行った。その結果、候補として得られたタンパク質はこれまでにサソリ毒の
作用標的として報告されていないことから、LaIT1は新しい作用機構を持つ殺虫性ペプチドであることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：LaIT1 is an insect-selective peptide toxin isolated from the Liocheles 
australasiae scorpion venom. In this study, a photoaffinity-labeled LaIT1 analog was synthesized to 
identify proteins that specifically bind LaIT1 in the central nervous system of the silkworm larvae.
 The candidate proteins have not been reported as an action target of scorpion toxins, suggesting 
that LaIT1 has an unknown action mechanism.

研究分野： ペプチド化学

キーワード： ペプチド　生物毒　神経毒　光親和性標識

  １版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
LaIT1 は日本に生息するヤエヤマサソリの
毒液から単離されたペプチド毒素である（図
1）。LaIT1は昆虫に対して高い毒性を示すが、
哺乳動物に対してはほとんど毒性を示さな
い。このような昆虫特異的毒性をもつ LaIT1
は、それ自体が生物農薬として重要であるだ
けでなく、その作用機構が明らかとなれば、
それをターゲットとした農薬の開発にとっ
て有用な情報を与える。しかしながら、LaIT1
と類似した配列を持つペプチドは少なく、そ
の立体構造も他のサソリ毒には見られない
特徴を有していることもあって、LaIT1の作
用機構についての知見はほとんど得られて
いない。 
 

 
図１	 LaIT1の構造 
 
２．研究の目的 
LaIT1 の昆虫特異的な作用は、その症状の
現れる速さから、分解や代謝などが原因では
なく、作用標的における活性の違いが影響し
ていると考えられる。また、LaIT1は昆虫に
対して短時間のうちに麻痺症状を引き起こ
すことから、神経系に作用していることが推
察されている。そこで本研究では LaIT1の作
用標的となるタンパク質の特定を目的とし
て、光親和性標識を導入した種々の LaIT1類
縁体を合成し、LaIT1と特異的に結合するタ
ンパク質の検出を行った。 
 
３．研究の方法 
〔光親和性標識 LaIT1 類縁体の合成〕 
光親和性標識を導入すると、その構造が活
性に影響する可能性がある。そこで本研究で
は、この影響を最小限にとどめるため、光親
和性基としては最も小さな構造であるフェ
ニルアジド基を用いることとした。LaIT1 の
場合、配列中に含まれるフェニルアラニン残
基を 4-アジドフェニルアラニン（AzF、図２）
に置換することで標識体の合成が可能であ
る。本研究では、Fmoc 固相法による LaIT1
の合成過程で Fmoc-フェニルアラニンの代わ
りに、市販されている Fmoc-4-アジドフェニ
ルアラニンを用いて導入した。 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図２	 4-アジドフェニルアラニンの構造	 
	 
〔光親和性標識類縁体への 125I の導入〕 
光親和性標識化合物は、UV照射によりタン
パク質と共有結合を形成するが、これだけで

はどのタンパク質に結合したかは分からな
い。したがって、光親和性標識以外に、検出
あるいは濃縮のための標識が必要となる。検
出用の標識としては放射性同位体が感度の
面で優れており、特にペプチドに対する標識
としては、放射性ヨウ素（125I）が最も導入が
容易であり、かつ検出感度が高い。通常、125I
はチロシン残基側鎖に導入されるが、LaIT1
の場合、その配列中に 1残基だけ含まれてい
る。そこで、まず iodogen 法を用いたヨウ素
の導入条件の検討を行った。得られた最適条
件を用いて、125Iの導入実験を行った。 
また、検出用標識として蛍光標識体も用い
たが、この場合は carboxyfluoresceinを N末端
アミノ基に導入した。 
 
〔光親和性標識類縁体へのビオチン導入〕 
光親和性標識化合物にさらに濃縮用のタグ
を導入すれば、特異的に結合したタンパク質
を単離・濃縮するが可能となる。これを電気
泳動分析すれば、通常の染色方法を用いてそ
のタンパク質バンドを検出・同定することが
可能である。本研究では、ビオチン-アビジン
の高い親和性を利用した単離・濃縮を行うこ
ととした。この場合、LaIT1 にビオチン構造
を導入する必要があるが、側鎖構造にあらか
じめビオチンが導入された非天然型アミノ
酸（図３）が購入可能であり、これを用いて
ビオチン標識体の合成を行った。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３	 ビオチンを含むアミノ酸の構造 
 
〔光親和性標識類縁体の活性評価〕 
合成した標識類縁体の活性評価は、コオロ
ギあるいはカイコ幼虫を用いた注射法によ
って行った。 
 
〔光親和性標識類縁体による標的分子の探索〕 

125I を導入した光親和性標識 LaIT1 類縁体
（125I-[AzF]LaIT1）を用いた結合タンパク質
の探索実験は、カイコ中枢神経から得た膜画
分タンパク質を用いて行った。一定量のタン
パク質と類縁体をインキュベートした後、UV
照射した。このサンプルを SDS-PAGEによる
分析に供し、そのバンド位置を確認した。ま
た、ビオチンを導入した光親和性標識 LaIT1
類縁体（Bio-[AzF]LaIT1）については、膜画
分タンパク質とインキュベート後に UV照射
し、これをストレプトアビジン固定化ビーズ
に処理することで、Bio-[AzF]LaIT1が結合し
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たタンパク質を単離した。得られたサンプル
は SDS-PAGEによる分析に供し、染色後にバ
ンド位置を確認した。 
 
４．研究成果 
〔光親和性標識 LaIT1 類縁体の合成と活性〕 

LaIT1 は 36 残基のペプチドであり、2 組のジス
ルフィド結合を含んでいる。本研究では光親和
性基としてフェニルアジド基を用いることと
し、配列中のフェニルアラニンを 4-アジドフ
ェニルアラニン（AzF）に置換した類縁体を
合成した。この類縁体（[AzF]LaIT1）の殺虫
活性を測定したところ、天然型 LaIT1 の約
75%の活性を示し、光親和性標識による構造改
変がほとんど活性に影響を与えないことが
分かった。 
 
〔光親和性標識類縁体への 125I 導入〕 
まず、非放射性のヨウ素を用いて LaIT1 に
対する導入実験を行った。ヨウ素の量に対し
てペプチドが少ないと、チロシン側鎖へヨウ
素が 2原子導入されてしまう場合があり、結
果として収率が低下することがこれまでに
分かっている。そこでまず、ペプチド（LaIT1）:
ヨウ素のモル比を 10:1 あるいは 25:1 となる
ように設定して、反応させた。その結果、い
ずれの場合もヨウ素が 2つ導入されたペプチ
ドは見られず、その量からは投入したほぼす
べてのヨウ素がペプチドへ導入されている
ことが確認できた。さらに、光親和性標識を
含む[AzF]LaIT1 を用いて反応を行ったとこ
ろ同様の結果が得られた。この結果に基づき、
放射性同位体である 125I を用いた実験を行っ
た。その結果、125I-[AzF]LaIT1 が高純度で得
られ、投入された 125Iを基準にすると、約 36%
の収率で得られていることが分かった（図
４）。 
 

 
図４	 125I-[AzF]LaIT1の合成結果 
 
検出用標識として carboxyfluoresceinを N末
端アミノ基に導入した類縁体も合成したが、
これは殺虫活性を示さなかった。このことか
ら、LaIT1の N末端を化学修飾すると活性発
現に大きな影響を与え、標識部位としては不
適切であることが判明した。 
 
〔光親和性標識類縁体へのビオチン導入〕 
光親和性標識類縁体に、さらに濃縮用タグ

分子としてビオチンを導入した類縁体の合
成を行った。LaIT1 の配列において活性発現
に影響を与えないことが分かっているアミ
ノ酸残基を、側鎖構造にビオチンを含むアミ
ノ酸（図３）と置換した。得られた類縁体
（Bio-[AzF]LaIT1）の活性を測定したところ、
野生型 LaIT1の 20%程度ではあるが、結合タ
ンパク質の探索実験に十分な殺虫活性をも
つことが分かった。 
	 
〔125I-[AzF]LaIT1 を用いた特異的結合タンパク
質の探索〕 

LaIT1 と特異的に結合するタンパク質の存
在を確認するため、125I-[AzF]LaIT1 によるカ
イコ中枢神経由来の膜画分タンパク質の光
親和性標識を行った。その結果、LaIT1 と結
合を示すタンパク質のバンドが 1つ検出され
た。このバンドは、野生型 LaIT1の共存下で
はその標識率が減少し、不活性型 LaIT1類縁
体の共存下では変化が見られなかった。この
ことから、このタンパク質が LaIT1の作用標
的であることが示唆された。 
 
〔Bio-[AzF]LaIT1 を用いた特異的結合タンパク
質の濃縮〕 

Bio-[AzF]LaIT1を用いて、上と同様の方法に
よる光親和性標識を行った。その結果、
125I-[AzF]LaIT1 によって標識されたタンパク
質と同じ質量と考えられるバンドが検出さ
れた。また、上の実験と同様に、活性型ある
いは不活性型の類縁体を共存させることで、
この結合が特異的であることを確認した。こ
れらの実験から、このタンパク質が LaIT1の
作用に関与している可能性が高いことが分
かった。 
このタンパク質バンドを電気泳動ゲルから
切り出し、酵素消化後に質量分析計を用いて
分析した。その結果、いくつかのタンパク質
が候補分子として同定され、結合タンパク質
がこの中に含まれることが分かった。候補と
して得られたタンパク質は、いずれもこれま
でにサソリ毒の作用標的として報告されて
いないことから、LaIT1 は未知の作用機構を
持つ殺虫性ペプチドであることが示唆され
た。 
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