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研究成果の概要（和文）：サキシトキシン類縁体である麻痺性貝毒の生産生物である渦鞭毛藻Alexandrium 
tamarenseの有毒株と無毒株を比較し、毒生合成調節の機構を追究することで毒性低減のために有用な情報を収
集した。麻痺性貝毒は10以上のステップを経て生合成されるが、そのうちの初期の2段階目までの反応を司る酵
素及び生成する生合成中間体を解析するための手法として免疫染色及びカラムスイッチングHILIC-MS法を開発し
た。無毒化の鍵反応が初発の反応であることを明らかにし、さらに生合成反応の場がステップごとに異なる可能
性を示唆する結果を得た。予想外の知見から新たな生合成調節機構研究へと展開される成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Saxitoxin and its analogues are potent neurotoxins which　are　named　as　
paralytic　shellfish　toxins,　collectively.　The　mechanism　of　their　biosynthesis were 
investigated by the comparison of the toxic and non-toxic subclones of the dinoflagellate, 
Alexandrium tamarense. The analytical methods were developed for the expression analysis (the 
immunohistochemical method for the biosynthetic enzymes and the column switching HILIC-MS method for
 the biosynthetic intermediates). By these methods, the key steps toward the non-toxic mutation was 
suggested to be the first few steps in the complicated STX biosynthetic pathway. Moreover 
unexpectedly, the localization of the enzymes which catalize the first and the second step were 
suggested to be different. It leads us to the new hypothesis that there could be some unknown 
regulation mechanism other than the regulation of the protein expression.  

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
麻痺性貝毒は主に海産渦鞭毛藻が生産し、

プランクトンフィーダーである二枚貝に蓄
積され、それを喫食したヒトに口唇のしびれ
や、運動失調をひきおこし、重篤な場合には
呼吸麻痺により死亡に至らしめる強力な毒
として知られる。世界中で原因渦鞭毛藻の分
布が拡大しつつあり、国際的な問題となって
いる。原因プランクトンを低減するあるいは
毒性を低減することができれば、ダメージを
減らすことができるが方策は未だにみつか
っていない。渦鞭毛藻のサキシトキシン
（STX）生合成関連コア遺伝子のなかでも生
合成初期の反応を触媒する酵素の推定遺伝
子 sxtA4 が渦鞭毛藻の有毒種（Alexandrium 
tamarense , A. catenellaなど）で検出され、
無毒種( A. affine, A. andersorniなど)では
検出されないことが報告された。さらに連携
研究者（山下）は推定生合成中間体を化学的
に合成し、申請者の開発した LC-MS 検出法に
よって、渦鞭毛藻の同一細胞由来の有毒株
Axat-2 に存在する初期中間体が無毒株
UAT-014-009 にはいずれも存在しないことを
明らかにした。生合成初期の変異が無毒化の
原因と予想し、無毒化の機構を追求すること
で原因プランクトンの毒性低減に有用な情
報が得られるものと考えた。 

 
２．研究の目的 
A. tamarense有毒株、無毒株の麻痺性貝毒

初期中間体生合成遺伝子 sxtA の野生型及び
変異型 mRNA 発現量を比較し、タンパク発現
量との相関をみることを目的とした。さらに
配列からの推定による機能を化学的に証明
するために有毒株からsxtAの全長cDNA を取
得し、大腸菌で SxtA 発現タンパクを得、in 
vitro で中間体 A’が生成する反応を触媒す
るかどうかについても検討することとした。
そのために必要な LC-MS 分析法も改良し、よ
り特異性が高く精度のよい方法を開発する。
さらに変異型の mRNA が sxtAの発現量調節に
関わっていることを証明することを当初の
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）A. tamarenseの有毒株と無毒株におけ
るSTX生合成遺伝子とタンパク質発現量比較 
 両株から収穫した mRNA を既報のプライマ
ーを用いてリアルタイム PCR に供し、sxtA4
及び sxtG 遺伝子の発現量を調べた。さらに
データベースから取得した A. fundyense の
sxtA4及びsxtG遺伝子の塩基配列をもとにし
たペプチドを用いて抗SxtA4ペプチド抗体作
製した。抗血清から IgG 画分に精製後さらに
アフィニティ精製した抗体を用いて免疫染
色法とウエスタンブロッティングによって
タンパク質発現量と局在を比較した。 
 
（２）カラムスイッチング HILIC-MS による
一斉分析法の開発 

 生合成中間体とサキシトキシン類縁体は
極性やチャージが異なることから従来の
HILIC-MS 分析法では一斉分析できなかった
ことから、原理の異なる 3種のガードカラム
を連結した濃縮部と ZIC-HILICR を用いる分
析部を組み合わせ、バルブにより流路を切り
替えるカラムスイッチング HILIC-MS による
一斉分析法を開発した。A. tamarense有毒株
と無毒株の差分解析から有毒株にのみ得ら
れた未知ピークを MSMS や合成標品と比較、
同定した。 
 
（３）A. tamarense以外の有毒種、無毒種の
分析 
本研究にて開発した免疫染色とLC-MS分析

法を A. catenella 有毒株、 Gymnodinium 
catenatum 有毒株、無毒種の A. insuetum, 
Prorocentrum triestinumに応用した。 
 
４．研究成果 
（１）A. tamarense有毒株と無毒株の STX 生
合成遺伝子及びタンパク質の発現解析 
 A. tamarense有毒株と無毒株の STX生合成
遺伝子のうち sxtA4と sxtGの mRNA 発現レベ
ルを調べたところ、sxtGの発現量は同等であ
るのに対し、sxtA4 は有毒株で著しく高いこ
とがわかった。さらに渦鞭毛藻の免疫染色法
を確立し、タンパク質としての発現を比較し
た。有毒株細胞において抗 SxtA4 抗体で多く
の強いシグナルが検出されること、そのシグ
ナルは細胞内オルガネラに局在することが
示唆された。生合成経路で SxtA の次の反応
を触媒するアミジノトランスフェラーゼ
（SxtG)に対する抗ペプチド抗体では、有毒、
無毒にかかわらずシグナルが検出され、さら
に SxtG は SxtA4 とは異なる局在を示すこと
を見出した。ウエスタンブロッティングでは
抗 SxtG 抗体で有毒株、無毒株ともに理論長
（43 kDa)と一致するバンドを与え、SxtG は
両株で同様に発現していることが示唆され
た。すなわち無毒株の細胞にも SxtG 酵素が
タンパク質として発現していることを支持
する結果を得た。 
麻痺性貝毒生合成反応は 10以上のステップ

を経る複雑な経路であることがわかってい
たが、それぞれが異なるオルガネラで進行す
る可能性が示唆された。また SxtA の遺伝子
及びタンパク質の発現が毒性と関連し、SxtG
の遺伝子及びタンパク質は有毒、無毒に関わ
らず発現していることが明らかとなった。酵
素の局在の違いは予想外の結果であり、これ
まで見出していた代謝阻害剤による STX生合
成阻害が単なる酵素活性の阻害だけでなく、
トランスポーターなど反応酵素以外のタン
パク質やオルガネラをターゲットにしてい
るのではないかとの仮説へと展開した。 
 
（２）12-deoxy-decarbamoyl STX の同定 
 カラムスイッチング HILIC-MS 分析によっ
て A. tamarense 有毒株にのみ検出されたピ



ークの精密質量、組成式から dcSTX から酸素
1 個分失われた構造であることが推定された。
dcSTX 標品を化学的に還元して得られた
12,-deoxy-decarbamoyl STX と溶出位置及
び MSMS スペクトルを比較し、12 -deoxy 体
であると同定した。本化合物は渦鞭毛藻から
検出された例がなく、生合成あるいは代謝と
の関連が示唆された。 

図 1 渦鞭毛藻から初めて同定された STX 類縁体の構造 

 
（３）有毒種、無毒種への応用 
 A. tamarense有毒株と無毒株を用いて開発
した分析方法を他の渦鞭毛藻に応用した。無
毒種の A. insuetum及び P. triestinumでは
免疫染色で抗sxtA4抗体でのシグナルがみら
れず、有毒種の A. catenella 及び G. 
catenatum では A. tamarense 有毒株と同様、
細胞内オルガネラに局在するシグナルが検
出された。またカラムスイッチング HILIC-MS
によって無毒種でも A. tamarense 無毒株と
同じくアルギニン以外の生合成中間体
（Int-A’以降すべて）が検出されず STX 生
合成系が初期の段階から進行していないこ
とが明らかとなった。すなわち STX 生合成経
路のアルギニンにプロピオニルCoAを縮合さ
せる反応が渦鞭毛藻の毒性に寄与する鍵反
応であることが示唆された。今後は抗体で検
出されているタンパク質が遺伝子配列から
予測されたものであるかどうか de novo シー
クエンスなどで確認したい。またトランスポ
ーターの介在など新たに予想された機構も
考慮してSTX生合成調節メカニズムについて
研究する予定である。 
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