
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年０５月２２日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：１９５８０２３１ 

研究課題名（和文） 二枚貝の麻痺性貝毒変換酵素遺伝子の探索と分子進化解析 

  

研究課題名（英文） Cloning and molecular evolutionary genetics analysis of paralytic 

shellfish toxin transforming enzyme from bivalves  

  

研究代表者 長 由扶子 (CHO YUKO） 

 東北大学・大学院農学研究科・助教 

研究者番号：60323086 

 
 
 
研究成果の概要： 
麻痺性貝毒変換酵素は本研究代表者のグループが世界ではじめて２種の国産二枚貝から単離に
成功した酵素である。本酵素の起源を解明するためサラガイとバカガイの麻痺性貝毒変換酵素
性状を比較したところ、異なる分子種の酵素と推定された。さらに遺伝子のクローニングを試
みサラガイのライブラリーからスルホカルバミラーゼ I の遺伝子の候補と考えられる 121bp の
断片を得た。遺伝子の全長取得にむけて今後の研究が展開できる成果であった。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

2008 年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

 

 

  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：水産学・水産化学 
キーワード：水産学、生理活性、変換酵素、二枚貝、麻痺性貝毒 
 
１．研究開始当初の背景 
貝毒として代表的なものは麻痺性、下痢性、
神経性、記憶喪失性貝毒であり、中でも麻痺
性貝毒は最も古くから知られる貝毒である。
国内では 1948 年に愛知県のアサリにより 12
名の患者が報告されて以降、昨年までに国内
各地で 155 名の患者と 4名の死者が報告され
ている。中毒症状は口唇、顔面から四肢のし
びれ、麻痺であり、重症の場合は頭痛、嘔吐、
運動失調、言語障害、浮遊感、呼吸麻痺の症
状が現れ、死にいたることもある。フグ毒テ
トロドトキシンに匹敵する強さの毒である。
特別な治療法がないので、胃洗浄、利尿薬な

どで毒の速やかな排出をはかるとともに人
口呼吸などの対症療法がおこなわれる。幸い
後遺症はなく予後は良好である。 
麻痺性貝毒とはサキシトキシン（STX と略す）
に代表される 30 種以上の化学物質の総称で
あり、通常は貝体内で官能基や側鎖の構造の
異なる数種の同族体の混合物として存在す
る。毒は貝が生産しているのではなく、えさ
として摂取した渦鞭毛藻と呼ばれるプラン
クトンが生産した毒が貝に移行、蓄積し毒化
する。多くの貝は海域のプランクトンの麻痺
性貝毒成分組成と類似した組成を示すが、ま
れに全く異なる毒成分組成を示す種がある



(2)アミノ酸配列解析によってCarbamoylase 
I からは N 末端及び 5 種の内部配列、
Sulfocarbamoylase I からは内部配列 6 種が
すでに得られていたので、それらの配列を基
に縮重プライマーを設計した。PCR で麻痺性
貝毒変換酵素遺伝子の増幅を試みた。 

ことが知られていた。この違いはプランクト
ンから移行した麻痺性貝毒が貝体内の化学
物質または酵素で構造変換されることによ
る。中でも酵素的変換をうけた毒は場合によ
って 100倍もの毒力を有するようになること
がわかっており、食品衛生上重要な問題とな
っている。）サリバンらは 1983 年にはじめて
アメリカ産のリトルネッククラムの中腸腺
（消化管の中腸の部分に開口する盲嚢状の
器官で肝膵臓とも呼ばれる。）に麻痺性貝毒
変換酵素が存在することを証明した。日本国
内の貝については研究代表者らのグループ
の大島らが食用のおもな貝 18 種（ホタテ、
カキ、アサリ、ハマグリなど）について調べ、
バカガイ（別名アオヤギ、Mactra chinensis）
とサラガイ（別名シロガイ、Peronidia 
venulosa）のみが変換酵素を有することを明
らかにした。他にはアメリカ産二枚貝 1種と
ポルトガル産 2種にも同様な酵素の存在が報
告されている。 

 
４．研究成果 
(1) バカガイとサラガイの麻痺性貝毒変換
酵素の性状比較 
単離されたサラガイの酵素は弱毒性の N-ス
ルホカルバメート毒群を認識し、強毒性のデ
カルバモイル毒群に変換した。（図１） 
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Enzyme

麻痺性貝毒変換酵素は不安定な上、微量であ
るため単離は困難を極め長年不明なままで
あったが、2004 年に研究代表者らのグループ
の Linは国産二枚貝バカガイの中腸腺から麻
痺性貝毒変換酵素の単離に世界ではじめて
成功し、Carbamoylase I と命名した。本酵素
は分子量 190 kDa の糖タンパク質であり、94 
kDa のサブユニット 2 個が S-S 結合を介して
結合したホモダイマーであった。基質として
カルバメート毒群と N-スルホカルバメート
毒群の両方を認識しデカルバモイル毒を生
成する。 

 
バカガイの Carbamoylase I は分子量 94kDa
のサブユニット（うち糖部が少なくとも
14kDa 以上）が S-S 結合によって 2 個結合し
た 190kDa の糖タンパクであったのに対し、
サラガイの Sulfocarbamoylase I は 150kDa
のサブユニットが静電相互作用によって 2 個
結合した 300kDa の酵素であった。（図２） 
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麻痺性貝毒変換酵素を有するもう1種の国産
二枚貝であるサラガイの酵素についてはバ
カガイと同時に研究が進行していたものの
バカガイの酵素よりもさらに分子量が大き
く不安定であったため単離には至っていな
かった。その後研究代表者はサラガイの晶桿
体（中腸腺の中にある半透明の組織で消化酵
素などの蓄積器官）から酵素の単離に成功し、
Sulfocarbamoylase I と命名した。 
 
２．研究の目的 
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既知の同様な分子量のエステラーゼの遺伝
子の情報を基に塩基長は2kbp程度及び4kbp
程度と推定された。ともにセリンプロテアー
ゼ阻害剤によって活性が阻害されたことか
ら、活性中心にセリンを有すると推定された。
（図３） 

本研究では単離したバカガイ及びサラガイ
の麻痺性貝毒変換酵素の性状を詳細に比較
し、それぞれの分子種の特徴を明らかにする
こと、さらにそれぞれの遺伝子をクローニン
グし、リコンビナントタンパク質を作製し、
その特性を他種の二枚貝の配列相同性の高
い酵素と比較することで二枚貝における麻
痺性貝毒変換酵素の分子進化を解明するこ
とを目的とした。 

 
 
 
 

  
３．研究の方法  (1) サ ラ ガ イ の 晶 桿 体 か ら 単 離 し た
Sulfocarbamoylase I の性状の詳細を調べ、
バカガイの Carbamoylase I と比較した。 

 
 
 

図３．各種化合物の活性へ及ぼす影響



サラガイの Sulfocarbamoylase I と 12 種の
麻痺性貝毒標品を用いた基質特異性試験で
は、STX や GTX2/3 のようなカルバメート毒
群は全く認識されず、C1, C2, C3, C4, GTX5
及び GTX6 のようなＮ－スルホカルバメー
ト毒群のみが加水分解され、対応するデカル
バメート毒に変換された。（表１） 

 
サラガイの産地である北海道苫小牧で麻痺
性 貝 毒 生 産 渦 鞭 毛 藻 Alexandrium 
tamarense が出現している時期の水温が、酵
素が活性を示す温度と一致することからサ
ラガイの酵素が天然でも機能していること
が示唆された。(図４) 
 

サラガイとバカガイの酵素を比較すると、両
者とも活性部位にセリンを有するホモダイ
マーの加水分解酵素という点は共通してい
るが、分子量、サブユニットの結合様式、糖
鎖構造、基質特異性、組織分布などに違いが
みられ、異なる分子種の酵素と推定している
（図２）。自然界のカルバミラーゼとしては
細菌の N-カルバミル－Ｄ／Ｌ－アミノ酸ア
ミドヒドラーゼやβ－ウレイドプロピオナ
ーゼが知られている。これらはＮ－カルバミ
ル化合物のアミド結合を加水分解する酵素
である。本研究のバカガイの Carbamoylase I
及びサラガイの Sulfocarbamoylase I はＯ－
カルバミル化合物のエステル結合を加水分
解する酵素であり、特に Sulfocalbamoylase I
はカルバミル基の窒素にスルホン基が結合
したＮ－スルホカルバメート毒群のみを認
識する。このような酵素は筆者らの知る限り
他に例がない。 
 
(2)遺伝子のクローニング 
両者とも比較的大きなタンパクである上、貝
体内の存在量が微量であることからまず
cDNA を断片化して、アダプターを連結する

ことで増幅しやすくなることを期待した。バ
カガイ中腸腺由来のアダプター連結ｃDNA
断片を鋳型としてカルバミラーゼ I の内部配
列から設計した縮重プライマーとアダプタ
ー配列のプライマーで nestedPCR して得ら
れた増幅断片を塩基配列解析したところ、多
くは非特異的に増幅した断片であった。1 種
は設計したプライマーの配列を有したが下
流の配列が元の内部配列のアミノ酸配列と
一致せず、プライマーを設計した部分のアミ
ノ酸配列の読み枠ではストップコドンが多
く入るため目的遺伝子ではないと判断した。 

H
N O

O
R1N

N NH

NH
NH2

H2N OH
OH

H

R2

+
+

R3

11

1

13

STX 0
neoSTX 0

GTX2 0
GTX3 0
C1 dcGTX2 6

*定量用標準品が無いため、数値は示さないが定性的に生成が確認された。

C2 dcGTX3 67

H

H

OH

H OSO3
- (α)

OSO3
- (α)

H
H

H OSO3
- (β)

H OSO3
- (β)

3

基質 生成物 消費率
(%) 

STX 0
neoSTX 0

GTX2 0
GTX3 0
C1 dcGTX2 6
C2 dcGTX3 67

R1 R2 R3

SO3
-

H

H

H OSO3
- (α)

OSO3
- (α)

H

GTX5 dcSTX 1H HGTX5 dcSTX 1H H

H

GTX6 dcneoSTX 7OH HGTX6 dcneoSTX 7H

H

H OSO3
- (β)

H OSO3
- (β)

C3 dcGTX1 *
C4 dcGTX4 *

OSO3
- (α)

OSO - (β)
OH
OH

C3 dcGTX1 *
C4 dcGTX4 *

OSO3
- (α)

OSO - (β)

GTX1 0
GTX4 0

OSO3
- (α)OH

OSO3
- (β)OH

GTX1 0
GTX4 0

OSO3
- (α)

OSO3
- (β)

なしCarbamate

N-Sulfo-
carbamate

毒群名

H
N O

O
R1N

N NH

NH
NH2

H2N OH
OH

H

R2

+
+

R3

H
N O

O
R1N

N NH

NH
NH2

H2N OH
OH

H

R2

+
+

R3

11

1

13

STX 0
neoSTX 0

GTX2 0
GTX3 0
C1 dcGTX2 6

*定量用標準品が無いため、数値は示さないが定性的に生成が確認された。

C2 dcGTX3 67

H

H

OH

H OSO3
- (α)

OSO3
- (α)

H
H

H OSO3
- (β)

H OSO3
- (β)

3

基質 生成物 消費率
(%) 

STX 0
neoSTX 0

GTX2 0
GTX3 0
C1 dcGTX2 6
C2 dcGTX3 67

R1 R2 R3

SO3
-SO3
-

H

H

H OSO3
- (α)

OSO3
- (α)

H

GTX5 dcSTX 1H HGTX5 dcSTX 1H H

H

GTX6 dcneoSTX 7OH HGTX6 dcneoSTX 7H

H

H OSO3
- (β)

H OSO3
- (β)

C3 dcGTX1 *
C4 dcGTX4 *

OSO3
- (α)

OSO - (β)
OH
OH

C3 dcGTX1 *
C4 dcGTX4 *

OSO3
- (α)

OSO - (β)

GTX1 0
GTX4 0

OSO3
- (α)OH

OSO3
- (β)OH

GTX1 0
GTX4 0

OSO3
- (α)

OSO3
- (β)

なしCarbamate

N-Sulfo-
carbamate

毒群名

表１．サラガイのSulfocarbamoylase I の基質特異性

次にバカガイ及びサラガイの中腸腺からｍ
RNA を 抽 出 し 、 CreatorTM  SmartTM 
cDNALibrary Construction Kit により、完
全長ｃDNA のライブラリーを作成した。得
られたプラスミドライブラリーから M13 の
forward と M13reverse プライマーを用いた
PCR によりインサート部分を増幅した。本増
幅産物を鋳型として、ベクター（ｐDNR-LIB）
の 配 列 か ら 設 計 し た プ ラ イ マ ー と
Carbamoylase IまたはSulfocarbamoylase I
の内部配列から設計した縮重プライマーを
用いて nestedPCR し、得られた増幅断片を
塩基配列解析した。バカガイのライブラリー
からは非特異的増幅した断片のみ得られた
が、サラガイのライブラリーからは特異的に
増幅した 121bp の断片が得られた。本配列は
スルホカルバミラーゼ I の内部配列
EVGSFEA に対応するプライマーの配列及
び 1 個のストップコドンに続いて非コード領
域と polyA を有することが分かった。本配列
は NCBI の BLAST による相同性検索で相同
性の高い遺伝子がヒットしない新規な配列
であり、目的遺伝子の候補と考える。麻痺性
貝毒変換酵素は貝体内に極微量しか存在し
ない高分子量のタンパクであり、遺伝子の全
長取得は困難であったが候補遺伝子断片が
ヒットしたことから今後の研究が展開でき
る成果が得られた。 
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図４．Sulfocarbamoylase Iの活性にpH（A）及び温度（B）の及ぼす影響
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