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研究成果の概要（和文）：麻痺性貝毒（STXs）生産渦鞭毛藻を安定同位体標識硝酸ナトリウム及び代謝阻害剤添
加培地による培養後メタボロミクス解析し、前駆体や中間体輸送を示唆する結果を得た。STX生合成の初発の反
応を司る酵素SxtAとその次の段階の酵素SxtGがともに葉緑体に局在していることを明らかにした。STXsの構造に
よって細胞内局在が異なる上、STXsの局在と酵素SxtAの局在が異なることから、生合成あるいは蓄積の過程での
輸送が強く示唆された。渦鞭毛藻の有毒株と無毒変異株の比較研究から無毒化メカニズムとして初発の反応を触
媒する酵素の遺伝子sxtA-mRNA3'非翻訳領域の変異による不安定化が原因という説を提唱した。

研究成果の概要（英文）：1. Metabolomics of the inhibitor-supplemented system: Toxic dinoflagellates 
were　cultured in medium supplemented with stable isotope-labeled sodium nitrate and metabolic 
inhibitors, and metabolomics analysis suggested 　transport of a precursor and/or biosynthetic 
intermediat(es) of STX analogues (STXs).
2. Localization of biosynthetic enzymes and STX analogues: The different　localization of STXs from 
that of the biosynthetic enzyme SxtA strongly supported that STXs and/or biosynthetic intermediates 
are transported in the process of biosynthesis or accumulation. 
3.Mechanism of loss of toxicity: Based on a comparative study of toxic and non-toxic sub-clones of 
dinoflagellates, we proposed the theory that the mechanism of loss of toxicity in the non-toxic 
sub-clone is due to destabilization of sxtA-mRNA by mutation of its 3' untranslated region.

研究分野： 天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
温暖化などの環境変動に応じた海域の毒性変動予測には渦鞭毛藻細胞内でのSTX生合成制御に関する理解が必須
である。本研究ではSTX生合成の鍵となる初発の反応を触媒する酵素SxtAの発現制御機構は遺伝子のmRNA３′非
翻訳領域（UTR）が関与する転写後調節である可能性を見出した。さらにSTX生合成のデノボ経路と再利用経路あ
るいは蓄積の過程で物質の輸送が関与していることを示す結果が得られた。本研究の成果は毒化海域予測法の基
盤となり、水産業被害低減による食料の安定供給ひいては世界的な食料問題解決に寄与することができる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
渦鞭毛藻によって生産されたサキシトキシン（STX）及び類縁体は二枚貝に蓄積され、喫食し

たヒトに中毒を引き起こすことから麻痺性貝毒と総称される。近年の温暖化や自然災害などに
よる地球環境変化が毒化にどのように影響するかについて予測することは重要な課題である。
しかしながらそれに必要な STX 生合成の詳細が解明されていなかった。研究代表者は以下のよ
うなアプローチで得られた知見を基に貯蔵オルガネラや STX 生合成各ステップの反応場の間を
基質である前駆体や中間体が移動することが渦鞭毛藻の STX 生合成の特徴であり、その詳細を
研究することが生合成機構解明の鍵だと考えた。 
（１）メタボロミクス解析 
渦鞭毛藻培養の際に培地の無機態窒素が取り込まれる過程を解析する LCMS を用いたメタボ

ロミクス解析法を確立し、15N 標識された STX 類縁体及び生合成中間体の isotopomer 分布を統
計学的に解析することで各成分内の 15N 取り込み率の異なる群分けが可能であることを発見し
ていた。この解析により STX 生合成に前駆体及び中間体の輸送が関与すると予想した。また研
究代表者はコルヒチンが渦鞭毛藻の STX 生合成を抑制することも見出しており、Wang らはコ
ルヒチンが STX 生合成抑制作用だけでなく、タンパク質分解系の亢進作用を有することを報告
していた。しかしながらこれらのコルヒチンに関する実験はいずれも従来の測定方法により
STX 類縁体や推定生合成中間体量を定量しており、その作用の詳細は不明であった。 
（２）細胞内局在 
研究代表者は本研究の開始以前に抗体を用いた免疫染色で STX 生合成の初発の反応を触媒す

る生合成酵素の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡にて観察する方法を確立していたが、局在
オルガネラの特定に至っていなかった。一部の STX 類縁体の局在に関しては抗 STX 抗体によ
る免疫染色の報告があったが、追試による再現の報告がないままであった。また STX 類縁体の
うち GTX1/4 は抗 STX 抗体による認識が著しく低いことが報告されていた。 
（３）無毒変異のメカニズム 
 有毒種の無毒変異サブクローンと有毒サブクローンの有機化学的なアプローチによる比較研
究から初発のステップが抑制されて無毒化していることが示唆されていたものの、sxtA 遺伝子
や SxtA たんぱく質レベルでどのような差異が生じているのかが解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は渦鞭毛藻の STX 中間体輸送と生合成の微細機構を解明するため、次の 3 点を主な目

的とした。１．輸送に影響すると予想される代謝阻害剤添加系をメタボロミクス解析することで
輸送の関与を裏付けるデータを得る、２．生合成マシナリー及び STX 類縁体の細胞内局在を解
明する、３．STX 生合成能の異なる渦鞭毛藻サブクローン株の比較研究により、STX 生合成に
関わる変異を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）代謝阻害剤添加系の STX 生合成前駆体、中間体、STX 類縁体のターゲットメタボロミクス
解析 
有毒渦鞭毛藻を安定同位体標識硝酸ナトリウム培地で培養する際に既知のアミノ酸輸送体の

阻害剤（ニゲリシン）または STX 生合成阻害剤（コルヒチン）を添加して経時的にサンプリング
し、カラムスイッチング 高分解能 HILIC-MS 法で isotopomer 分布を分析した。15N 取り込み率の
異なる二項分布の集団が複数存在するという仮定のもとに分布を統計学的に解析し、STX 生合成
前駆体、中間体、類縁体の各成分について各二項分布集団の一細胞あたりの生産速度及び 15N 取
り込み率を算出した。硫酸基を有する STX 類縁体の MSMS でカルバモイル硫酸由来フラグメント
イオンの 15N 取り込みを解析した。 
（２）STX 生合成マシナリー及び STX 類縁体の細胞内局在解析 
生合成酵素SxtA及びSxtGの局在する細胞内オルガネラの同定： Alexandrium catenella （Group 
I）有毒サブクローン培養細胞を固定し、抗 SxtA4 抗体と葉緑体に局在することのわかっている
Rubisco form II（RbcL II）の抗体での多重染色に供し、共焦点レーザー顕微鏡で局在を観察し
た。包埋した切片を抗 SxtA ペプチド抗体による免疫染色に供し、電子顕微鏡観察した。抗 SxtA4
抗体及び抗 SxtG 抗体による多重免疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡観察した。  
STX 類縁体の細胞内局在解析： STX 類縁体 GTX4 を認識するアプタマー（GO18-T-ｄ）に蛍光官能
基 AlexaFluor488 標識を導入し、96穴プレートにパラホルムアルデヒド固定した GTX4 が認識さ
れることを蛍光検出により確認した後、パラホルムアルデヒド固定した渦鞭毛藻細胞を蛍光標
識アプタマーで染色した。蛍光シグナルの局在を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。市販の抗
STX 抗体での免疫染色像と比較した。 
（３）有毒、無毒渦鞭毛藻サブクローンの比較研究 
Alexandrium catenella （Group I）の有毒、無毒サブクローンにおける sxtA4 遺伝子のコピ

ー数、mRNA 発現量、mRNA3’非翻訳領域の塩基配列解析、タンパク質の発現量を比較した。変異
のみられた sxtA の次のステップの酵素 SxtG が無毒サブクローンで活性を有する形で発現して
いるかを調べるため、粗酵素液と化学合成した基質を in vitro 変換反応に供し、LC-MS により



反応生成物を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）阻害剤添加系の STX 生合成前駆体、中間体、STX 類縁体のターゲットメタボロミクス解析 
コルヒチン添加系についてはデノボ経路の硝酸から亜硝酸への還元反応抑制と再利用経路の

亢進が示唆された。コルヒチンにはタンパク質分解系の発現亢進作用が報告されており、デノボ
経路が抑制されたために分解して生じたアミノ酸を再利用する系が亢進してバランスをとって
いることが示唆された。一方アミノ酸輸送体阻害剤ニゲリシンでは再利用経路でのアルギニン
生合成が抑制され、アルギニンの前駆体であるグルタミン酸の蓄積がみられた。すなわちグルタ
ミン酸の輸送が抑制されたことが示唆された。両阻害剤とも STX 生合成はデノボ及び再利用経
路両方が抑制されており、前駆体の濃度低下による間接作用なのか、特定のステップへの直接作
用なのかは不明である。 
 

（２）STX 生合成マシナリー及び STX 類縁体の細胞内局在解析 
生合成酵素 SxtA 及び SxtG の局在する細胞内オルガネラの同定：渦鞭毛藻の有毒サブクローン
の細胞内で RbcLII と SxtA1 及び SxtA4 のシグナルが重なったことから、葉緑体局在が示唆され
た。一部重ならないシグナルがみられたためさらに免疫化学的電子顕微鏡観察に供し、抗 SxtA
抗体による金コロイドシグナルが葉緑体のチラコイドとプレノイドの両方にあることを明らか
にした（図１）。RbCL II は明期にピレノイドに主に局在するため、一部のシグナルが重ならな
かったのではないかと推定した。さらに抗 SxtA 抗体と抗 SxtG 抗体による多重免疫染色により、
両抗体でのシグナルが一致したことから、SxtG も SxtA と同様に葉緑体に局在していることが示
唆された。 

 
図１ 抗 SxtA1 抗体及び抗 RbcL II 抗体による多重染色結果 図２ 免疫電顕結果   

 
STX 類縁体の細胞内局在解析：抗 STX 抗体と蛍光標識 GTX 特異的アプタマーのシグナルの局在が
異なることが明らかになった。さらに両者とも SxtA 及び SxtG の局在とも異なるため、生合成あ
るいは蓄積の過程で輸送が関与しているという予想が裏付けられた 
 
（３）有毒、無毒渦鞭毛藻サブクローンの比較研究 
Alexandrium catenella （Group I）の有毒、無毒サブクローンの sxtA コピー数には有意差が

ないことが明らかとなった。sxtA-mRNA の発現量は無毒サブクローンで著しく低下していた。
SxtA タンパク質発現量も有毒サブクローンより無毒サブクローンの発現量が低いことがわかっ
た（図３）。sxtA4-mRNA の 3'非翻訳領域の塩基配列を解析したところ無毒サブクローンの本領域
に変異が生じていた。mRNA の 3'非翻訳領域は microRNA(miRNA)や RNA-binding protein（RBP）
が結合して、ｍRNA を安定化させることが知られている。それらの結合が妨げられることで、
sxtA-mRNA が不安定化し、さらには SxtA タンパク質の発現量低下を招き、毒生合成が停止して
いるのではないかという仮説を提唱した（図４）。さらに有毒サブクローン及び無毒サブクロー
ンの粗抽出液にアミジノ基転移活性があることが明らかとなった。すなわち無毒サブクローン
では初発の反応以外は有毒サブクローンと同様の活性を有する可能性が示唆された。 

  図３ 有毒・無毒の比較  図４ 無毒化の推定メカニズム 
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