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研究成果の概要（和文）：毒動物は、毒を効率的に注入する毒牙など毒器官をもつ。本研究では、毒牙バイオミネラリ
ゼーション機構解明のため、ハブ毒牙形成に関わるマトリックスタンパク質の構造と特性を明らかにすることを目的と
した。ハブ毒牙を５０％蟻酸により脱灰し、８M尿素により抽出した。プロテオーム解析から等電点４～５、分子量２
５～５５kDaの２０種以上のタンパク質スポットを同定した。このうち主要成分としてI型コラーゲン様タンパク質の構
造を明らかにした。さらにトランスクリプトーム解析から硬組織化関連タンパク質として，osteomodulin, IMPG2, den
tin matrix protein 1などが見いだされた。

研究成果の概要（英文）：Venomous animals have not only the venom-producing gland but also venome-injecting
 organs such as venom-loaded fangs and nematocyst for the efficient venome-injection to prey species.  Alt
hough it is considered that the venom fang have evolved functionally from teeth, their biomineralization m
echanisms are still unknown. 
In this study, to clarify the structure and properties of the matrix proteins from Protobothrops flavoviri
dis (habu) snake venom fangs were analysed by combined proteomic and transcriptomics analyses. 
Venom-loaded fangs were calcified with 50% formic acid, and their proteins were extracted by 8M urea.  2D-
PAGE showed the more than 20 protein spots with the isoelectric point ranging 4 to 5 and molecular weight 
of 25-55kDa  including type I collagen as a major component.  Furthermore, the biomineralization related p
roteins such as osteomodulin, IMPG2, dentin matrix protein 1 etc. were identified from transcription produ
cts by RNA-seq analysis of fang-forming tissues.
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１．研究開始当初の背景 
 毒動物は、毒を生産する毒腺、毒嚢の他
に毒を相手側に効率的に注入する毒牙や毒
針、刺胞など毒器官が存在する。これら毒
器官は、歯や産卵管、上皮細胞が機能的に
進化してきたと考えられるが、毒牙形成の
バイオミネラリゼーション機構など分子レ
ベルでは明らかになっていない。 
 ハブ毒牙は、ほ乳類の歯と構造あるいは
消化液でもある毒に対する抵抗性など機能
特性にも違いが見られる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、毒蛇ハブの毒牙形成に関わる
マトリックスタンパク質およびその遺伝子
の構造と発現様式、さらに牙の力学的特性
と生化学的特性との相関を明らかにし、ど
のように機能進化したのかを明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 奄美大島産および徳之島産のハブ個体か
らハブ毒牙（一匹当たり６〜７本のスペア
を含む２対（計１２〜１４本）からなる）
（図１）を解剖により取り出した。次に毒
牙を効率よく脱灰するための条件を 10%塩
酸および50%蟻酸などの酸とEDTAを用いて、
さらに 60℃，45℃，30℃，および室温（20℃）
の温度で検討した。また、脱灰後の毒牙サ
ンプルを８M 尿素溶液に溶解し，マトリッ
クスタンパク質を抽出した。アセトン-トリ
フロロ酢酸による沈殿（脱塩）の後，
SDS-PAGEおよび2次元電気泳動により分離
した。また，抽出したマトリックスタンパ
ク質をトリプシンによって酵素消化し，
MALDI Tof MS/MS 質量分析計により解析し
た。 
 一方，ハブ毒牙形成に関わる組織から
RNA を抽出し，polyA RNA に精製後，
Scriptseq v2 RNA-seq キット（Epicentre
社）を用いて，イルミナ次世代シーケンサ
RNA-seq 解析用のライブラリを作成した。
さらにイルミナ MiSeq により，配列解析を
行い国立遺伝学研究所の DDBJ パイプライ
ン上の Trinity による de novo RNA-seq ア
センブルと BLAST, SOAP によるマッピング
を行った。 
 

図１ ハブ毒腺組織（右上）とハブ毒牙 
 
 

４．研究成果 
(１）毒牙脱灰条件の探索 
 ハブ毒牙を 10%塩酸，50%蟻酸および EDTA
を用いて、60℃，45℃，30℃，および室温
（20℃）でそれぞれ脱灰を試みた。その結
果、EDTA ではほとんど脱灰されずに室温で
72 時間（3日）以上かかった。10%塩酸およ
び 50%蟻酸では、いずれも室温以上で脱灰
がすすんだが、10%塩酸では毒牙全体が溶け
マトリックスタンパク質の分解もみられた。 
一方、50％蟻酸では 60℃でも分解せずに脱
灰された。効率的な温和な条件として 50％
蟻酸45℃で24時間の反応を見いだした（図
２）。 
 次に 50％蟻酸により脱灰した毒牙サン
プルを 8M 尿素溶液に溶解し抽出した。アセ
トン-トリクロロ酢酸によるタンパク質沈
殿を行い，塩を除いたのち，SDS-ポリアク
リルアミドゲル電気泳動（PAGE）および 2
次元電気泳動（2D-PAGE）を行った。図３に
毒牙マトリックスタンパク質の SDS-PAGE
の結果を示した。塩酸処理による脱灰操作
では、マトリックスタンパク質が分解，低
分子化することが判明した。一方，50％蟻
酸処理（室温，30℃, 24 時間）では分解は
起こっていなかった。50％蟻酸，30℃での
脱灰条件が最適であることが判明した。 
 

図２ ハブ毒牙の 50％蟻酸による脱灰 
     4〜72 時間での違い 
 

図３ 10%塩酸および 50%蟻酸での脱灰操
作後のハブ毒牙マトリックスタンパク質の
SDS-PAGE による比較 MW:分子量マーカー 
 



(２）ハブ毒牙マトリックスタンパク質のプ
ロテオーム解析 
 ハブ毒牙マトリックスタンパク質を二次
元電気泳動（pI 3〜11NL 等電点，12.5%）
により分離した（図４）。プロテオーム解析
の結果から等電点４～５を中心に、分子量
25kDa, 30kDa, 35kDa, 40kDa および 55kDa
の２０種類以上のタンパク質スポットを同
定した。このうち，30kDa, 35kDa および
55kDa は，連続したスポットで存在し，リ
ン酸化状態が異なることが示唆された。こ
れらのうち，いくつかのスポットに関して
ゲル内でのトリプシン消化および V8 プロ
テアーゼ消化を行った。また、直接マトリ
ックスタンパク質をトリプシン消化後に
nanoLC で分離し，MALDI-Tof MS/MS 解析を
行った（図５）。その結果、配列カバー率 
 

図４ ハブ毒牙マトリックスタンパク質の
2D-PAGE 解析 

図５ ハブ毒牙マトリックスタンパク質ト
リプシン消化物の nan-LC 分離（上）と
MALDI_Tof_MS/MS 解析の一部 
 
図６（右⇒）コラーゲン様配列の同定 
 配列カバー率 32％ 



32％でハブ毒牙由来 I型コラーゲン様タン
パク質の部分構造を明らかにした（図６）。 
 
(３）ハブ毒牙形成組織のトランスクリプト
ーム解析 
 ハブ毒牙形成組織から RNA を抽出し、
polyA RNA としたのち，RNA-seq 用ライブラ
リーを作成した。1.3nM トランスクリプト
ーム（RNA-seq）解析から、約１２００の転
写産物が見いだした。このうち硬組織化関
連タンパク質として，osteomodul in, 
interleukin-1 family, interphoto- 
receptor matrix proteoglycan2 (IMPG2), 
dentin matrix protein 1, ADAMTS-like 
protein 3, collagen alpha-1(I), 
fibrillin 1 (FBN1), beta-actin, vimentin 
などが見いだされた。 
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