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研究成果の概要（和文）：本研究では、毒ヘビ血液由来毒素阻害タンパク質群の標的毒素の認識機構および阻害
機構を明らかにすることを目的としている。主な成果は、以下に示す3つである。
（１）ハブ毒中のイオンチャネルブロッカーの標的イオンチャネルを同定し、毒ヘビ血清タンパク質がその毒素
の生理活性を阻害することを明らかにした。（２）ファージディスプレイ法および化学合成法を用いて、阻害タ
ンパク質の毒素結合領域のペプチド合成を行った。（３）数種のヘビ粗毒を用いて、ヘビ血液成分との結合毒素
を同定した。

研究成果の概要（英文）：According to WHO report is estimated 5.4 million people are bitten each 
year. Snakebite is a serious problem as a neglected public health issue in the world. A crude venom 
contains various proteins induced various effects in their prey or their human victim.
 On the other hand, venomous snakes have endogenous proteins to neutralize the toxicity of their 
venom components. We identified new class of endogenous inhibitors from Protobothrops flavoviridis 
serum.
In this study, we investigated of potential utility of SSPs in therapeutic drug for snakebites as 
follows; (1) we have identified target ion channels of ion channel blockers of Japanese Viper and 
revealed that venom snake serum protein inhibits the toxin's physiological activity. (2) Peptides 
synthesis of the toxin binding domains of the inhibitory proteins were carried out using a phage 
display method and chemical synthesis method. (3) We identified binding proteins from several snake 
crude venoms using by snake blood components.

研究分野： 生化学

キーワード： ヘビ毒タンパク質　ヘビ血清タンパク質　毒素阻害剤　イオンチャネルブロッカー
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１．研究開始当初の背景 

2017 年の世界保健機構の報告によると世

界では、年間 5.4 百万人のヒトがヘビ咬傷被

害に遭っている。特に貧困地域では死者が多

い。そのため世界的に効果的な治療薬の開発

などが求められている。 

我々はこれまで毒ヘビの血清中に含まれ

る数種類の阻害タンパク質を見出し、それら

が特異的にヘビ毒を阻害することを明らか

にしてきた。これまでの成果より、毒ヘビは

自己の毒に対する自己防御システムを血液

中に備えていることを提唱している。 

本研究では、当研究室で見出した毒ヘビ血

液中のヘビ毒素を中和する阻害タンパク質

群(SSP-1～SSP-5)に着目して、その利用を目

的としている。我々は世界で初めてイオンチ

ャネルブロッカー毒素(triflin)とその阻害タン

パク質(SSP-2)の複合体の立体構造解析を明

らかにした。ヘビが持つ自己の毒を中和する

タンパク質が、『どのようにしてヘビ毒中の

標的分子を見つけ、どの部位で特異的に阻害

しているのか？』を構造学的知見より洞察で

きる。この成果は、より効率的で効果的な阻

害剤の設計を可能としている。しかしながら、

阻害剤の設計には、毒素の生理機能とその生

理活性部位の情報も必要不可欠となる。ヘビ

毒イオンチャネルブロッカーが、その標的イ

オンチャネルとどこで相互作用しているか

未だ明らかではない。また、その他 SSP は、

標的毒素が異なり、どの領域が SSP 群の特異

性を示すのかは明らかではない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、毒ヘビ血液由来毒素阻害タン

パク質群(SSPs)の標的毒素分子認識機構お

よび阻害機構を明らかにすること、さらに

SSP 群の応用を目的としている。毒素と阻

害タンパク質複合体の立体構造解析の情

報をもとに、本研究の具体的な目的と計画

は以下の 3 つである。 

（１）毒素標的イオンチャネルの同定と 

阻害剤の阻害評価の確立：Triflin の標

的チャネルはまだ同定されていない。

動物実験ではなく、細胞を用いてチャ

ネルブロッカー活性およびその抑制

評価を行うため比較的簡便なアッセ

イ系を構築することを目的とする。 

（２）金属プロテアーゼ毒素を阻害する SSP

のペプチドライブラリ作成および阻

害機能を保持した阻害タンパク質

(SSP)の低分子化：阻害能を保持したペ

プチドの生合成と化学合成を検討す

る。具体的にはファージディスプレイ

法を用いてペプチドライブラリを作

製し、より特異的で強い毒素阻害

活性をもつペプチドを単離する。

また、推測できる阻害領域のペプ

チドを合成し、その阻害能を評価

する。  

（３）SSP の他の毒ヘビ毒素阻害への応用：

日本に生息する毒ヘビに限らず、世界

でもヘビ咬傷被害を引き起こす毒ヘ

ビに対しても阻害活性を持つかどう

かを調査する。 

 

３．研究の方法 

（１）毒素標的イオンチャネルの同定と 

阻害剤の阻害評価の確立：パッチクラ

ンプ法、Ca2+イメージング法による生

理学実験より、毒素(triflin)単独と阻害

タンパク質(SSP-2)存在下でイオンチ

ャネルの電位依存性チャネル活性を

モニタリングした。使用した細胞は、

平滑筋細胞 A7r5 および推測されてい

る triflin の標的チャネル(Ca2+ チャネ

ル)を発現させた HEK293 細胞である。 

（２）金属プロテアーゼ毒素を阻害する SSP

のペプチドライブラリ作成および阻

害機能を保持した阻害タンパク質

(SSP)の低分子化： M13 ファージまた



は T7 ファージを用いて、結合関与す

ると推測した領域をランダマイズし

たペプチドライブラリの構築とおこ

なった。SSP の中でも N 末端ドメイン

からのみなる SSP-3 を鋳型として用い

ている。ファージ上に提示されている

かの確認はウエスタンブロッティン

グで行った。標的毒素としてハブ毒金

属 プ ロ テ ア ー ゼ HR1A, HR1B, 

flavorase を用いてバイオパンニング操

作を行い、特異的に結合するファージ

の単離を行った。引き続き、単離され

たファージの塩基配列決定を行った。

また、ペプチド合成機を用いて、SSP

の N 末端側の可変領域のペプチドを

合成し、その阻害評価を行った。 

（３）SSP の他の毒ヘビ毒素阻害への応用：

シンガポール国立大学 KINI 教授研究

グループとの共同研究により、コブラ

科やクサリヘビ科毒サンプルの入手

が可能となった。我々が日本毒ヘビ

（ハブ、マムシ）の血液中から見出し

たSSPが他の毒ヘビの毒素と相互作用

するのかをSSPを固定化したアフィニ

ティクロマトを作成し、そのカラムに、

各種ヘビ粗毒をアプライした。 

 

４．研究成果 

本研究対象のハブ毒素および内在性阻

害剤 (SSP)の調整は、奄美ハブの粗毒また

は血液中からいくつかのクロマトグラフィ

ーを組み合わせて既に確立している方法で

精製した。また、大腸菌発現系を用いて組

み換え体 SSP と triflin を調製した。ジスル

フィド結合に富む triflin および SSP は不溶

性分画として得られため、両者ともに希釈

法を用いたリフォールディングを行い、そ

の結果、巻き戻し効率約 20%程度で調製に

成功している。現在、NMR 測定に可能な量

を調整するため、合成条件を検討している。 

（１）毒素標的イオンチャネルの同定と 

阻害剤の阻害評価の確立：ハブ毒 triflin は、

ラット尾の平滑筋収縮を阻害するという報

告があるが、標的イオンチャネルは同定さ

れていない[Yamazaki, J.B., 269, p2708-15, 

2002]。本研究では、L 型 Ca2+チャネルの発

現量が多い平滑筋細胞 A7r5、および、ラッ

ト L 型 Ca2+ チャネルを高発現させた

HEK293 細胞を用いて、電位依存性チャネ

ルに対する triflin の電流阻害活性を測定し

た。デジタル Ca2+イメージング法を用いて

イオンチャネル活性を Ca2+の流入でモニタ

リングした結果、triflin を加えることによっ

て、Ca2+の流入が抑えられ、チャンバー内

を washout 後もその流入が見られなかった

ことから triflin はチャネルに強く結合する

ことがわかった(図 1A)。一方、SSP-2 はそ

の triflin のチャネル結合を阻害したいと思

います(図 1B)。また、パッチクランプ法に

よる生理学実験から平滑筋細胞 A7r5 の活

動電位はコントロールに比べ優位に triflin

はそれを阻害した。また、その I-V カーブ

の曲線パターンは L 型 Ca2+チャネルを示し

ている(図 2A)。また、HEK293 細胞を用い

て triflin が L 型 Ca2+チャネルの電位依存性

チャネル活性を阻害し、一方、SSP-2 を加え

ると、trfilin によるイオンチャネル阻害を抑

制した(図 2B)。この実験系は蛍光基質を使

用するため比較的簡便に定量化が可能であ

り、SSP-2 の triflin 阻害活性評価系にも有効

である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１A：triflin の L 型 Ca2+チャネル阻害活性
（Ca2+イメージング法、HEK293 cell） 
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（２）金属プロテアーゼ毒素を阻害する SSP

のペプチドライブラリ作成および阻害機能

を保持した阻害タンパク質(SSP)の低分子

化：ファージディスプレイ法によって作成し

た N 末端をランダマイズした T7-SSP-3Nr が

ファージ上で提示されているかファージ抗

体を用いて確認した。続いて、flavorase や

HR1A、HR1B でバイオパンニング行い、その

結合評価を ELISA 法で行った。その結果、結

合するファージの単離に成功した(図 3)。引き

続き、毒素との結合親和性とその阻害能評価

を行う予定である。塩基配列の結果、疎水性

に富むアミノ酸配列であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平衡してM13ファージ上にSSP-3の提示を

試みた。ファージ表面にペプチドが提示でき

ているかウエスタンブロッティングで確認

した。M13SSP-3 はバンドが確認され、提示

していることを確認した。つづいて、作製し

た M13 ファージペプチドと毒素の結合解析

を行っった結果、天然 SSP-3 とは異なり、

M13SSP-3 は flavorase に結合しなかった。し

たがって、提示した目的ペプチドのデザイン

を再検討する必要がある。 

ヘビ毒金属プロテアーゼ(SVMV)と結合す

る SSPs (SSP-1、-3、-4)と毒素の結合に関与し

ていると考えられる領域をペプチド合成機

を用いて合成した。逆相 HPLC で精製後、合

成した阻害ペプチドの毒素に対するを阻害

を評価した。その結果、それぞれ 2 種類の阻

害ペプチド（S-SSP-1、L-SSP-1）はアポトー

シス誘導型 SVMP (HV1)に対して阻害を示さ

なかった(図 4A)。一方、S-SSP-4 は HV1 に対

して阻害を示さなかったが、L-SSP-4 は HV1

に対して残存活性が 60％であったことから

弱い阻害を示している事が分かった(図 4B)。

また、S-SSP-3、L-SSP-3 は flavorase に対して

阻害を示さなかった。いずれにしても弱いた

め、デザインを再検討する必要がある。 
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図 2：triflin チャネル阻害活性に対する SSP-2 の影響 
(パッチクランプ法、A）A7r5 cell  B)まとめたグラフ) 
)） 

 
図 3：バイオパンニングの各ラウンドの 

ファージと flavorase との結合解析 
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図 4：合成ペプチドのヘビ毒金属プロテアーに対する 
阻害効果(A)Hv1 (B)Hv1(C)flavorase 

 

図１B：triflin チャネル阻害活性に対する SSP-2
の影響（Ca2+イメージング法、HEK293 cell） 



（３）SSP の他の毒ヘビ毒素阻害への応用： 

SSP-2 を固定化したアフィニティクロマトを

作成し、Naja naja、Naja naja Kouthia、Bothrops 

jararaca 、Oxyuraums sculelladus、  Notechis 

Scutatus、  Bothrops medusa、Gloydius halys 

brevicaudus、計 7 種類の粗毒をアプライした。

結合分画のタンパク質同定を電気泳動およ

び LC-MSMS を用いて行った。その結果、コ

ブラ科においては粗毒から特異的に triflin と

ホモログのイオンチャネルブロッカー毒素

が結合し、単離できることを証明した。興味

深いことに、CRISP タンパク質がかなり少な

いヘビにおいては、金属プロテアーゼを結合

分画に得ることができた。 
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