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研究成果の概要（和文）： 
キタウロコアリ(Strumigenys kumadori)由来の生理活性ペプチド SKTX の誘導体ライブラリー

を、T7 ファージ表面に提示させるように分子生物学的手法で構築した。このライブラリーから

ナトリウムチャネル E3 領域を持つビーズを用いて、特定のナトリウムチャネルのサブタイプ

に結合する５種類の SKTX の誘導体を選択した。BIAcore を用いて、５種類のうち２種類の組

換え体ペプチド（A タイプと B タイプ）のナトリウムチャネル E3 領域に対する結合活性を測

定したところ、マイクロモルオーダーのナトリウムチャネル E3 領域への結合能が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously identified ant bioactive peptides from a species of the Japanese ant Strumigenys 

kumadori, and termed these peptides SKTX1, 2, and 3. In this study, we constructed a cDNA library 

encoding various SKTX peptide derivatives on T7 phage. From the library, we screened the SKTX 

derivatives which specifically bind to rNav 1.3 channel using the binding ability to E3 domain of the 

channel. We selected 5 derivatives and the derivatives were recombinantly expressed by E.coli. We 

confirmed the binding ability of these derivatives by BIA core and the estimated binding ability of the 

derivatives were micro molar levels.  
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１．研究開始当初の背景 

アメリカは 2001 年から 2010 年を“The 
Decade of Pain Control and Research”とし、痛

みの研究を充実させてきた。このような流れ



の中でイモ貝由来のペプチド系鎮痛剤ジコ

ノチドが開発され、2007 年には 1230 万ドル

の営業収益をあげるにいたっている。鎮痛剤

のターゲット分子としていくつかのイオン

チャネルが候補として挙げられている。中で

も神経伝達において中心的な機能を担って

いるナトリウムチャネルは有力なターゲッ

ト分子の１つであり、商品化されたいくつか

の鎮痛剤はナトリウムチャネルを阻害する

活性を持っている。 
我々が日本産のキタウロコアリ（Strumigenys 

kumadori）から同定した、ペプチド系神経毒
SKTX1, 2, 3 も、電気生理学的な解析により、

昆虫及び哺乳類のナトリウムチャネルを阻
害する活性を有する。しかしながら、SKTX
はカリウムチャネルに対する阻害活性はも
たないものの、Nav 1.2 および Nav 1.3 の活性
を阻害することから、９種類の哺乳類ナトリ
ウムチャネルのサブタイプに対する選択的
阻害活性は低い。 
イオンチャネルを特異的に認識する抗体を
用いて、選択性の高いイオンチャネル阻害剤
を開発しようとするアプローチがある。ナト
リウムチャネルを含む電位依存性イオンチ
ャネルの多くは、６ヶ所の膜貫通部位
（S1-S6）からなる構造体を共通の基本単位
として持つ (図１)。この中でも３番目の細胞
外領域（E3 領域）を特異的に認識する抗体
は、イオンチャネル TRPC5 および Nav 1.5
の活性を選択的に阻害すると報告されてい
る（Nat. Biotechnol 23: 1289-1293 (2005)）。 
本研究では、アリ由来のペプチド系神経毒

SKTXの基本骨格を残した誘導体のファージ
ライブラリーを作製し、この中から Nav 1.3
を特異的に認識するペプチドを選択し、鎮痛
剤のリード分子の開発を目指した。 
 
２．研究の目的 
「ナトリウムチャネルの E3 領域をターゲッ
トにしたペプチド系鎮痛剤の開発」は、ナト
リウムチャネル阻害ペプチド SKTX の誘導
体ライブラリーを、哺乳類ナトリウムチャネ

ル 1.3（Nav1.3）の３番目の細胞外領域（E3
領域）への結合を指標としてスクリーニング
し、Nav1.3の活性を特異的に阻害するSKTX
ペプチド誘導体を開発することを目的とす
るものである。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、①ナトリウムチャネル E3 領域
の発現及び精製②SKTXの誘導体ライブラリ
ーの作製③Nav 1.2 及び Nav 1.3 を発現する
HEK293 細胞の樹立④誘導体ライブラリー
からのナトリウムチャネル結合ペプチドの
選択⑤選択された SKTX の誘導体の電気生
理学的な方法による活性の検討、⑥実験動物
を使用した生理活性の検討、以上の６段階に
分けて行う予定だった。 
 
４．研究成果 
(1) SKTX 誘導体ライブラリーの構築と探索 

全長アミノ酸配列の約半分にランダムな
アミノ酸残基が挿入されるような SKTXの誘
導体ライブラリーを作製したところ、クロー
ンの多くにストップコドンが挿入された。そ
こで、ペプチドの C 末端側に 6xHis が提示さ
れるようにライブラリーを新たに作製し、
6xHis が翻訳される（ストップコドンを持た
ない）クローンのみを選択し、これからナト
リウムチャネル E3 領域を結合させたビーズ
を用いて、結合能をもつペプチドを選択した
（図２）。次に選択の結果得られた５種類の
クローンがコードするペプチドを組換え体
として発現させた。さらに組換えペプチドの
ナトリウムチャネル E3 領域への結合活性を
測定した。 

(2) 組換え誘導体ペプチドの発現・精製 
５種類のペプチドを６×His と GST との融
合ペプチドとして、可溶化した状態で大腸菌
体内に発現させた。しかしながら、組換え体
は大腸菌体内で可溶化した状態では分解し
たため、インクルージョン・ボディとして発
現させ、リフォールディング操作を行った。
インクルージョンボディーの可溶化及びリ
フォールディングには、アルカリ性緩衝液を
用いる方法と 6M 尿素を用いる方法を用い



た。後者の方法はペプチドがリフォールディ
ングせず、凝集したため、前者の方法を用い
て組換え体ペプチドをリフォールディング
させ、精製した。 
 
(3) 結合活性の測定 

ナトリウムチャネル E3 領域を用いたプル
ダウンアッセイの予備的な実験結果より、５
種類のペプチドの中でも、我々が A タイプ、
B タイプと名付けたものが、探索操作中で出
現頻度が高かったことと、プルダウン法で解
析した結果から（図３）、結合活性が強いと
考えられた。そこで、この２種類のペプチド
に絞り込んで BIAcore による解析を行った。 
 BIAcore を用いて組換え体ペプチドのナト
リウムチャネル E3 領域に対する結合活性を
測定したところ、マイクロモルオーダーのペ
プチドを加えた場合に、センサーグラムの乱
れはあるものの、Aタイプと Bタイプともに、
ナトリウムチャネル E3 領域へ結合すること
が示された。 
(4) 今後の予定 

マイクロモルオーダーの結合定数は、それ
ほど相互作用として強いものではない。
BIAcore の測定条件等に問題点がある可能性
もあり、最適な測定条件を検討したい。また、
東日本大震災の影響で所属研究機関の研究
施設が被害を受けたため研究が遅れ、当初は
行う予定だった誘導体ペプチドのイオンチ
ャネルに対する活性を、電気生理学的方法で
計測することができなかった。今後、誘導体
ペプチドのイオンチャネルに対する活性を
測定し、研究をまとめたい。 
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