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研究成果の概要（和文）：1) 研究協力者より調達したTTX類縁体に対するNav1.1-1.7の感受性を調べ、チリキト
キシン(CHTX)が立体反発によりNav1.7に対して低結合性を示すこと、2)既報に反して4,9-anhydroTTXがNav1.6に
対して低結合性であること、3)デオキシ体はいずれのNavサブタイプに対しても低結合性であることを明らかに
した。
2) 別の研究協力者よりお預かりした各種TTX、STX誘導体のNav阻害活性を調べ、通常は低結合性を示すNav1.5に
対して高親和性を示す誘導体を見出した。
3) クロイソカイメン抽出物よりNav阻害物質としてアラキドン酸を見出し、その機構詳細を調査した。

研究成果の概要（英文）：We examined the sensitivity of Nav1.1-1.7 to TTX analogues provided by a 
collaborator and found that 1) chiriquitoxin (CHTX) exhibits low affinity to Nav1.7 due to steric 
repulsion against isoleucine residues in the TTX binding site, 2) contrary to previous reports, 4,
9-anhydroTTX exhibits low affinity to Nav1.6, 3) the deoxy analogues exhibit low affinity to any Nav
 subtype.
We investigated the Nav inhibitory activity of various natural and non-natural TTX and STX 
derivatives provided by other collaborators and found that the one of the derivatives showed high 
affinity for Nav1.5, which is normally insensitive to TTX or STX.
We found arachidonic acid as an inhibitor of Nav expressed in mouse neuroblastoma Neuro 2A from the 
marine sponge Halichondria okadai, and investigated the details of the inhibition mechanism.

研究分野：天然物化学

キーワード： 電位依存性ナトリウムチャネル　電気生理実験　テトロドトキシン　サキシトキシンン　クロイソカイ
メン　サブタイプ選択性　スクリーニング　医薬資源

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
９つある電位依存性ナトリウムチャネル(Nav)は「不整脈」や「癲癇」「慢性疼痛」の源である。こうした疾患
治療の原石と言えるNav阻害剤を探索した本研究の意義は重要である。簡便かつ安価に判別できるハイスループ
ットスクリーニング系の構築は困難であったが、代替法として多検体処理には不向きであった電気生理的手法を
用いてクロイソカイメンからアラキドン酸をスクリーニングした成果を特記したい。さらに同手法を用いて特定
のサブタイプに親和性または阻害性を示したテトロドトキシンおよびサキシトキシン の誘導体は医薬資源の原
石であり、今後、さらに発展させていく所存である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

[目的]「慢性疼痛」は「不整脈」や「癲癇」とともに、興奮性細胞に発現する電

位依存性ナトリウムチャネル(Nav)に一部の原因が見出されている。9 つのサブ 

タイプからなる Nav1 型であるが、臓器毎に特定のサブタイプが単独で発現する

わけではない。Nav1 型は重要な創薬標的であるが、各種疾患に処方される治療

薬は サブタイプ選択性に乏しく、必然的に副作用を伴う。 

「慢性疼痛」の治療を見据えた創薬研究においてハイスループットスクリーニ

ング（High-throughput Screening: HTS）系の構築は重要である。既存の HTS 系

は高額装置を必要とするが、唯一、細胞毒性を指標とする判別法は簡便に行える

手法である。この方法では、Nav 活性化剤であるベラトリジン（VER）と Na+,K+-

ATPase 阻害剤であるウワバインの添加により致死に近い状態になるマウス神経

芽細胞腫 Neuro 2A（N2A）を同時に共存させるテトロドトキシン（TTX）誘導体

が同細胞の生存率を上げる仕組みに基づいているが、N2A は複数の Nav サブタイ

プが共存しており、また、ベラトリジンとウワバインの添加による偽陽性反応も

観測される。 

 

２．研究の目的 

2015 年ノーベル生理学賞の受賞された大村智先生が発見されたアバメクチン、

上村大輔先生が発見されたハリコンドリン B、ラスカー賞受賞の遠藤章先生が発

見されたメバスタチンが後年、種々疾病の治療薬となったように、天然毒は創薬

の格好のリードとなりうる。本研究では、研究協力者より入手する TTX 類縁体、

軟体動物のクロイソカイメンより純化した 48 種類の共生細菌抽出物より、慢性

痛や不整脈の軽減に繋がるサブタイプ選択的な Nav阻害剤を見出すことを目的

とする。 

 

３．研究の方法 

（１）HTS スクリーニング系の構築 



既報を改変し、Nav1.2 を一過性発現させた 293T 細胞を用意し、VER の細胞毒性

を TTX が抑制するかどうか調べた。 

（２）ホールセル記録法により、一方、研究協力者が化学合成または単離・精製

した TTX 類縁体、STX 誘導体に対する Nav1.1-1.7 の感受性を調べた。 

（３）クロイソカイメンより純化した 48 種類の共存菌より Nav 阻害剤を探索す

る計画を実施する前に、クロイソカイメンより Nav 阻害剤を探索することにし

た。 

（４）物質ベースでの探索が迅速性に欠くことがわかったため、より大きなライ

ブラリーを提供できる DNA ライブラリーを用意し、マウス神経芽細胞腫 Neuro 

2A に発現する Nav に結合性を示す DNA を探索した（Cell Selex）。 

 

４．研究成果 

（１）293T 細胞における Nav1.2 の発現量は少なく、TTX による細胞の蘇生を評

価できなかった。別報に従い、同発現細胞にベラトリジンを添加して生じる細胞

膜の脱分極を膜電位感受性蛍光色素の蛍光強度変化で捉える試みを実施したが、

既報を再現できなかった。予め複数の Navサブタイプが発現するマウス神経芽細

胞腫 Neuro 2A（N2A）に対して、CRISPR/Cas9 と配列特異的なシングルガイド RNA

（sgRNA）を用いるゲノム編集も試みたが、遺伝子欠損株のクローニングは困難

であった。以上の経緯により、当初、目指した HTS 系の構築を断念した。 

 

（２）電気生理学的手法の一つであるホールセル記録法により、チリキトキシン

(CHTX)が Nav1.7 に対して低結合性を示したこと、2)4,9-anhydroTTX が既報に反

し Nav1.6 に対する高選択性を示さなかったこと、3)いずれのデオキシ TTX もい

ずれの Nav サブタイプに対して低結合性を示したことを明らかにした。CHTX は

TTX の C-11 位にグリシンが結合した誘導体とみなせるが、C-11 側鎖のアミノ基

がドメイン 3 上の TTX 結合部位に配列するイソロイシン残基と反発することが

共同研究者によるドッキング実験により明らかとなった。また、我々は既報にて

4,9-anhydroTTX を保存するために用いていたジメチルスルオキシド（DMSO）を

疑い、4,9-anhydroTTX を DMSO 含有溶液に保存し、一定期間後、Nav1.6 に対する



選択性の有無が生じるかどうか調べたが、保存条件や保存期間に関わらず、293T

細胞に一過性発現させた Nav1.6 に対する 4,9-anhydroTTX の高結合性を再現す

るに至らなかった。 

 物質量の確保が困難で、Nav 結合性が調べられていなかった 4-epiTTX、11-

oxoTTX などの TTX 類縁体の Nav阻害活性を調査した。これらの成果を現在、査読

つき原著論文を投稿中である。また、非天然型/合成 STX 誘導体の Nav1.2、Nav1.5、

Nav1.7 に対する結合性を評価した。顕著なサブタイプ選択性を示す化合物は見

出されなかったが、Nav1.5 に対して高結合性を示す化合物が見出された。この

性質は TTX やサキシトキシン（STX）が示さない性質であり、今後も構造活性相

関研究を継続し、医薬資源としての可能性を見出したいと考えている。 

 

（３）クロイソカイメンをアセトンに浸漬して得えられた抽出物より分画操作

後、ヘキサン画分中に N2A に発現する Navを阻害する物質の存在を確認した。順

次、シリカゲルクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーを行い、Nav

阻害物質としてアラキドン酸（AA）を単離した。AA による Nav1.4、Nav1.5 の阻

害は報告済みであったが、N2A が主に Nav1.7 を発現することから各種脂肪酸と

の比較を兼ねて阻害機構の詳細を調べた。その結果、静止状態、活性化状態、不

活性化状態のうち、静止状態、不活性化状態にある Navを阻害することを明らか

にした。 

 

（４）40 残基のランダム配列を含む DNA ライブラリーを基に Cell-SELEX を行

い、N2A に発現する Navに親和性を示す DNA をスクリーニングした。結合した DNA

を溶出させる方法として加熱条件、TTX 添加条件を試みたが、Cell-SELEX を複数

サイクル経た後に濃縮された DNA は Navを阻害しなかった。N2A には Nav以外の

膜タンパク質が多数含まれているため、スクリーニングできなかった可能性を

考え、リコンビンナント Navに高結合性を示す DNA をスクリーニングする予定で

ある。 
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