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研究成果の概要（和文）：ハブ毒ホスホリパーゼA2(PLA2) アイソザイムのうち、幼蛇の毒特異的に顕著に発現
するPLA2 (pgPLA1b/2b)に着目し、構造・機能及び遺伝子発現制御機構に関する研究を行った。前者について
は、酵母による発現系を構築し、生理機能との関連を調べている。後者については、ハブ毒PLA2アイソザイムの
うち、pgPLA1b/2bのみ、0歳、1歳と年齢と共に発現量が低下し、2歳でほぼ発現しないことをみいだした。その
遺伝子発現制御機構は興味深く、DNAメチル化との関連等解析中である。毒動物として初の毒腺組織特異的な転
写因子に関する成果は論文及び国際学会で発表し、パイオニア的研究と評価された。

研究成果の概要（英文）：  We have studied the structure, function and gene expression of venomous 
phospholipase A2 (PLA2) isozymes in habu snake (Protobothrops flavoviridis), especially focusing on 
specifically expressed PLA2 isozyme, so-called pgPLA1b/2b, in juvenile snake. For this purpose, 
pgPLA1b/2b protein was expressed in yeast and purified on column chromatographies. The gene 
regulation study with RT-PCR for venom glands of various ages demonstrated that expression of 
pgPLA1b/2b decreased as the age of the snake increased from 0 to 1 year old and it was no longer 
detected in 2-year-old-snakes. On the other hand, four other PLA2 isozyme genes were steadily 
expressed regardless of age. This work presents new perspectives as to why pgPLA1b/2b exists only in
 juvenile snake and how it can be regulated in gene expression with age.

研究分野：分子生物学

キーワード： 蛇毒　ホスホリパーゼA2　遺伝子発現
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１．研究開始当初の背景	

	 南西諸島に棲息する毒蛇ハブ毒の主要な

成分として、ホスホリパーゼ A2(PLA2)（リン

脂質分解酵素）が存在しているが、これはア

イソザイムを構成し、各々が固有の生理機能

（浮腫、溶血、筋壊死等）を呈する。我々は、

これまでに、各アイソザイムについて、タン

パク質・遺伝子の構造と機能、分子進化など

の研究を行ってきた。ハブは、棲息地毎に、

毒成分遺伝子の発現が異なることを見いだ

したが、それは、おそらく食性によるものと

考えた。幼蛇（3 歳未満）と成蛇の食性が異

なることから、幼蛇毒と成蛇毒の毒成分組成

を比較したところ、幼蛇毒にのみ特異的に、

しかも顕著に発現する成分を見つけた。この

成分の一次構造を解析したところ、興味深い

ことに、これまで、ハブ毒で発現が確認され

ていないため偽遺伝子とみなされてきた

PLA2アイソザイム（pgPLA1b/2b）(PNAS	1993)

の遺伝子産物であることを明らかとした

(22580109 基盤研究(C)	科研費成果)。	

	

２．研究の目的	

	主にハブ毒 PLA2アイソザイム（pgPLA1b/2b）

について、次の 2 点に着目した。	

(1)	pgPLA1b/2b の生理機能の解明	

	 どうして、pgPLA1b/2b が幼蛇毒にのみ特異

的に発現するのかを明らかとするため、

pgPLA1b/2b タンパク質の発現系を構築し、タ

生理機能を調べ、遺伝子工学的手法を用いて、

構造・機能の関連を考察する。	

(2)	pgPLA1b/2b の遺伝子発現機構の解明	

	 どのように pgPLA1b/2b 遺伝子が遺伝子発

現制御されているのか、その分子機構を明ら

かとするため、遺伝子発現に関する知見を取

得し、考察する。	

	

３．研究の方法	

	(1)pgPLA1b/2b の大腸菌及び酵母による発

現系の構築及びタンパク質の精製	

	 pgPLA1b/2b 遺伝子の合成オリゴヌクレオ

チドを用いて PCR を行った。大腸菌（BL21）

発現では、ベクターとして pET21C を、酵母

（Pichia）による発現では、pPICZa ベクター

を用いた。発現タンパク質は、SP-	or	DEAE-

トヨパール、Blue	 Sepharose	 あるいは、

AKTA	purifier による RESOURCE	Q、Cosmosil	

5	Diol など、様々なイオン交換、ゲル濾過、

親和性カラム等を用いて、条件検討しながら

精製を行った。	

	

	

(2)ハブの成長過程と毒腺中の PLA2 アイソザ

イムの発現との関連づけ（RT-PCR）	

	 年齢（体長から推定）の異なる複数個体の

ハブの毒腺から、Total	RNA を調製し、各 PLA2

アイソザイムに特有のオリゴヌクレオチドを

注意深く選出し、それらを用いて RT-PCR を行

った。PCR は、PLA2アイソザイムについては 20

サイクル、βアクチンについては 23 サイクル

で行った。		

	

(3)DNA のメチル化解析	

	 成蛇と幼蛇の毒腺からゲノム DNA を抽出し、

pgPLA1b/2b のほか、比較のため、PLA2(年令、

生息地に関係なく恒常的に発現しているハブ

毒 PLA2 アイソザイム)および PfPLA1psi(PLA2

偽遺伝子)各遺伝子の転写開始点から約 300	

bpについてバイサルファイトシークエンスを

行った。	

	

４．研究成果	

	(1)	 pgPLA1b/2b の大腸菌及び酵母による発

現系の構築及びタンパク質の精製	

	 大腸菌と酵母の両方で発現系の構築を試み

た。大腸菌の系では、実験条件を検討した結

果、終濃度 0.1ｍM あるいは 0.4ｍM	 の IPTG

で誘導し、20℃、O/N で発現誘導されることが

わかったが、巻き戻し（PLA2 はジスルフィド

結合 7 カ所）効率などを考慮し、酵母での発

現を優先することとした。30℃、	BMGY/	BMMY

培地で発現誘導を確認した。精製の過程では、

上記のような種々のカラムを用いて、様々な

条件検討を行ったが、単一標品までの精製は

難航した。試行錯誤の末、N 末端から 10 残基

めの Lys で切断されたものが混入しているこ

とが判明したため、Ala に置換した変異体

(K10A)を作製した。その後、精製の効率化を

考慮し N 末端と C 末端にタグを付した全長タ

ンパク質を構築することで生理機能を探索で

きることとなった。分子構造解析ソフト(MOE)

による分子モデリングでは、pgPLA1b/2b は、

他の PLA2アイソザイムと比較して、分子表面

に疎水性アミノ酸を有する特徴的な構造をも

つことが示唆され、これが固有の構造、機能

に関与しているかもしれないと考えている。	

	

(2)pgPLA1b/2b	の遺伝子発現制御	

	 pgPLA1b/2b の転写は、0 歳、1 歳とハブの年

齢とともに発現量が減少するのに対し、他の

PLA2 アイソザイムは年齢に無関係に発現する

ことをみいだした（図）。	



	

図	 ハブの幼蛇及び成蛇由来の毒腺中の PLA2 アイソザ

イムの RT-PCR	

	

	 PLA2アイソザイムの発現制御機構解明の

ために、エピジェネティックな制御機構、

特に DNA のメチル化に注目した。成蛇と幼

蛇の毒腺組織からゲノム DNA を抽出し、

pgPLA1b/2b 遺伝子の転写開始点から上流

330	bp	(CG 配列は 12 カ所)のメチル化の程

度を比較したところ、幼蛇の毒腺細胞では

当該領域に含まれる CG のメチル化は 42％、

成蛇のそれは 58％で、幼蛇でややメチル化

が低下している傾向がみられた。一方、

PLA2 のメチル化の程度は、幼蛇	60％、成蛇

52％、PfPLA1(psi)では、幼蛇	90％、成蛇

76％であり、これらの遺伝子では、成蛇の

方がややメチル化が低い結果が得られた。

今後は、メチル化解析に用いる個体年令を

精査し再度解析を行うと共に、個体数を増

やして個体差も調べる。さらに、miRNA の関

与の可能性など他の遺伝子制御機構も考慮

しながら研究を進める。	

	 毒蛇のみならず、毒動物の毒腺には多くの

生理活性タンパク質が発現しているが、毒成

分の遺伝子発現に関する分子生物学的研究

は、ほとんど行われていない。我々が先に見

い だ し た 毒 腺 組 織 特 異 的 な 転 写 因 子

(22580109 基盤研究(C)	 科研費成果)に関す

る報告（Toxicon	2014）は、国際毒素学会の

世界会議（ The 18th world congress of the 
International Society on Toxinology , Oxford, UK）

にて口頭発表に採択され、パイオニア的研究

と高く評価された。	
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