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研究成果の概要（和文）：我々は熱帯・亜熱帯地域に生息する毒ヘビ毒中のプロ凝固活性、抗凝

固活性、血小板アゴニスト/アンタゴニスト活性を有する多彩な興味あるタンパク質を検索した。

さらに我々は新規のＣ型レクチン様タンパク質、システイン・リッチ分泌タンパク質（ＣＲＩ

ＳＰ）を単離し、その性質を解析した。我々は最終的に１０種以上の構造的かつ機能的に新規

な抗凝固タンパク質、抗血小板タンパク質、ＶＥＧＦ様タンパク質を単離後、その性質を明ら

かにした。これらの分子は極めて活性が強くユニークな機能を有していた。 
 
研究成果の概要（英文）：We have performed to study a diverse range of interesting proteins 
such as procoagulants, anticoagulants, platelet agonists, and platelet antagonists in the 
venoms of venomous snakes in the both tropical and sub-tropical region. In addition, we 
have comprehensively studied on the search, isolation, characterization of new C-type 
lectin-like proteins, cysteine-rich secretory proteins (CRISPs). We finally isolated and 
characterized more than ten structurally and functionally novel proteins with 
anticoagulant, antiplatelet or VEGF-activities. These molecules are known to exhibit 
potent and unique biological activities.  
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１．研究開始当初の背景 
(１) マムシやハブなどのクサリヘビ科のヘ
ビ毒中には、神経毒は含まれないと考えられ
ていた。最近、我々はクサリヘビ科ヘビ毒中
に従来より高分子量で性質の全く異なる新
型神経毒が含まれていることを見出した。こ
れらはコブラ科ヘビ毒由来の低分子量神経
毒タンパク質（アセチルコリン受容体ブロッ

カー、分子量 6,000 以下）と異なり、新型の
高分子量Ｌ型カルシウムチャネルブロッカ
ー（分子量 2.5 万）であった。これらの新型
神経毒タンパク質に対する抗体を作製し、前
述の毒ヘビを入手し最終目標として 40 種の
ヘビ毒を検索する。 
(２) 最近、オーストラリア大陸に生息するキ
ングブラウンヘビ毒から高分子量神経毒を



単離し、cGMP 依存性の視覚・嗅覚チャネル
の強力なブロッカーであることを見出した。
この先駆的な研究は、特に国外で注目される
研究になりつつある。 
(３) 一方、数年前からヘビ毒の強力な血圧降
下作用に注目し、その原因成分の単離を試み
た。その結果、新型 VEGF（VEGF-F と命名）
を単離し、ヒト VEGF より活性が 2 倍強いこ
とを明らかにした。現在、新型 VEGF 類似タ
ンパクが各種ヘビ毒に含まれており、意外に
もその生理活性がお互いに異なることが明
らかにしつつあるので、熱帯・亜熱帯地域（特
にアジア・アフリカの各国）から可能な限り
多数の毒腺とヘビ毒を入手し、この新型
VEGF ファミリーの全体像を明らかにしたい。 
以上の研究を遂行するために熱帯・亜熱帯地
域に生息する毒ヘビの毒腺と粗毒を可能な
限り、入手し、それらの材料を用いて上記の
課題のターゲットタンパク質を網羅的に探
索する。 
 
２．研究の目的 
（１）熱帯・亜熱帯地域に生息する毒ヘビの
毒腺と蛇毒を現地で採取するため現地を訪
問し、研究材料を確保する。 
 
（２）「加速進化」によるヘビ毒タンパク質
の構造と機能の多様化を網羅的に解析する
ために、出来る限り多種類のヘビ毒を入手す
る。その材料を用いて申請者がこの十数年行
なってきた「血栓毒」と「抗血栓毒」をはじ
め、新規の「血小板毒タンパク質」、さらに
「新型の神経毒タンパク質」と「新型の
VEGF」を網羅的に探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）研究材料の確保 
この数年、海外の業者からヘビ毒及び生きた
毒ヘビを入手する事が、事実上不可能になっ
てきた。今回、熱帯・亜熱帯地域に生息する
毒ヘビの毒腺と粗毒を現地で採取するため
一部は現地を訪問し、研究材料を確保した。 
主にアジア・アフリカ域に生息するクサリヘ
ビ科（クサリヘビ亜科およびマムシ亜科）と
コブラ科（ウミヘビ亜科およびコブラ亜科）
の毒ヘビ及びその毒腺を３０種以上を入手
した。 
下記に本研究により入手した主な毒ヘビ毒
（一部は毒腺）の具体的な種名を示した。 
 
① アジアに生息する毒ヘビの種名（分布） 
Agkistrodon brevicaudes（韓国）、Agkistrodon 
saxatilis（中国、ロシア）、Calloselasma 
rhodostoma,マレー・マムシ(マレー半島）、
Deinagkistrodon acutus, 百歩蛇（中国、台湾）、
Echis carinatus（インド）、Echis multisquamatus
（アフガニスタン）、Echis sochureki（インド）、

Naja kaouthia（タイ）、Naja naja atra（ベトナ
ム、中国）、Ophiophagus hannah, キングコブ
ラ（東南アジア）、Trimeresurus mucrosquamatus
（台湾）、Vipera ammodytes（トルコ）、
Trimeresurus stejnegeri（中国）Daboia russelli 
siamensis（東南アジア）、Daboia russelli russelli
（インド）、                                           
②アフリカに生息する毒ヘビの種名と分布 
Bitis arietans （南アフリカ）、 Dendroaspis 
polylepis（エチオピア）、Echis leucogaster（ア
フリカ北西部）、Echis ocellatus（アフリカ西
部）、Echis pyramidum（エジプト）、Eristocophis 
macmahoni（イラン、パキスタン）、Hemachatus 
haemachatus（南アフリカ）、Naja haje annulifera
（エジプト）、Naja mocambigue mocambigue
（南アフリカ）、 
③アメリカに生息する毒ヘビの種名と分布 
Agkistrodon contortrix, アメリカマムシ（米国
南部）、 Agkistrodon piscivorus, ヌママムシ
（米国南部）、 Crotalus atrox, ガラガラヘビ
（米国砂漠地帯）、Crotalus durissus terrificus
（南アメリカ） 
④オーストラリアに生息する毒ヘビの種名
と分布 
Notechis scutatus（オーストラリア南部）、 
Pseudechis australis（オーストラリア北東部）、
Pseudechis colletti（オーストラリア,クイーン
ランド） Pseudechis guttatus（オーストラリア
東南部）、Pseudechis porphyriacus（オーストラ
リア東南部） 
 
（2）タンパク質の諸性質の解析 
これらの粗毒を出発材料として新規の「神経
毒タンパク質」、「血栓毒タンパク質」及び「新
型 VEGF」を網羅的に探索し、単離したタン
パク質のタンパク化学的性質を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 組織型および毒型 VEGF の比較生化学的
解析 
種々のヘビ毒タンパク質はしばしば、生物活
性に重要な領域を選択的に変化させること
で多様な機能を獲得することが知られてい
る。そこで我々は、VEGF-F (毒型 VEGF) の
分子多様性を明らかにするため、毒ヘビに発
現する種々の組織型VEGF (ヘビVEGF-A) お
よび毒型 VEGF (VEGF-F) の配列を決定した。
それらを比較した結果、組織型 VEGF の構造
は互いに高く保存されていたのに対し
(>94%)、毒型 VEGF は多様性に富んでおり、
特に受容体結合ループ 1 とループ 3 および C
末端の補助因子と結合すると予測される領
域が最も多様化していた。毒ヘビ由来の組織
型および毒型VEGFを機能的および系統発生
的に分類すると、毒型 VEGF は組織型とは独
立した進化を遂げたと予測された。また、毒
型 VEGF は少なくとも 3 群に分けることがで



きることが分かった。以上の結果から、ヘビ
毒腺に発現する毒型 VEGF (VEGF-F) は機能
的に特に重要な領域の構造を変化させるこ
とで、その機能を多様化していると推定した。 
 
（２）毒ヘビ由来のＣ型レクチン様タンパク
質の単離とその諸性質の解析 
我々は、この 20 年間、ヘビ毒から新規の生
理活性タンパク質を多数見出し、その生化学
的性質を明らかにした。特に重要なのは、Ｃ
型レクチン様タンパク質であり、ビタミンＫ
依存性の血液凝固因子の重要なドメインの
立体構造決定に多大の貢献をした。本研究で
はＣ型レクチン様タンパク質の多様化機序
を明らかにし且つ、Ｃ型レクチン様タンパク
質の立体構造に対する重要な情報を与える
ことに成功した。主なものはハブ毒と百歩蛇
毒由来の血液凝固Ⅸ因子／Ⅹ因子結合タン
パク質、アフリカ西部に生息する Echis 
c.leucogaster の毒およびアフガニスタンに生
息する Echis multisquamatus 毒から、それぞれ
新規のプロトロンビンアクチベーター
（carinactivase と multactivase と命名）を単離
し、血漿プロトロンビンの定量法を確立した。
マレーマムシ毒から血小板研究に極めて有
用な rhodocytin（新規に命名）を単離した。
rhodocytin は、山梨医大（現山梨大学医学
部）・尾崎研究室との共同研究で新規の血小
板膜受容体 CLEC-2 のアゴニストであること
を見い出した。EMS16 はコラーゲン受容体の
GPIa/IIa に結合する唯一の C 型レクチン様タ
ンパク質であるので、その立体構造を明らか
にすることは重要であった。そこで、実験材
料はアフガニスタン北部の砂漠地帯に生息
する毒ヘビであったので、今回、極少量(0.1mg
以下)の EMS16 しか単離できなかったが、そ
のＸ線結晶構造解析に成功した。その結果、
糖鎖結合部位と予測されていたBサブユニッ
トのAsn21に糖が結合していることを明らか
にした。また、EMS16 は、他のヘテロ二量体
Ｃ型レクチン様タンパク質でリガンド結合
部位とされている二つのドメイン間の窪み
に、特徴的な陽性荷電を持ち、GPIa/IIa のＩ
ドメインとの結合に寄与しているものと思
われた。以上の結果はＣ型レクチン様タンパ
ク質の新しい領域を切り開いたといえる。 
 
（３）新規の Kunitz 型血液凝固 Xa 因子イン
ヒビターの単離とその機能 
 今まで TFPI 以外では、Kunitz 型凝固 Xa 因
子インヒビターは見出されていなかった。今
回、Bitis arietans 毒より強い Xa 因子インヒビ
ター活性を検出・単離し、その性質や機能を
解析した。 ①29 種のヘビ毒中の Xa 因子イン
ヒビター活性： Xa 因子合成基質水解活性の
阻害を指標にして検索した結果、B. arietans
毒のみに強い Xa 因子阻害活性を見出した。

②精製：B.arietans 毒より Superdex 200pg、
Q-Sepharose Hp 及び 5C18AR300 を用いて Xa
因子インヒビターを単離し、bitoran と命名し
た。③アミノ酸配列：bitoran は 62 アミノ酸
からなる Kunitz 型 Xa 因子インヒビターであ
った。Kunitz 型セリンプロテアーゼインヒビ
ターとしては珍しく、Asn27 に N 型糖鎖が付
加されていた。④インヒビター機能解析：Xa
因子阻害活性の IC50 は 1.1×10-10M であっ
た。Biacore3000 による Xa 因子と bitoran 間の
Kd 値は、2.2×10-10M であった。⑤糖鎖解析：
bitoran のアミノ酸配列による糖鎖を含まな
いマス値は 8,404 で, MALDI-TOF-MS 解析に
よる糖鎖を含む bitoran のマス値は 10,633 な
ので, Asn27 に付加している糖鎖の分子量は
2,229 と推定した。現在、糖鎖構造を決定中
であるが、fucose の付加したユニークな構造
をもっていた。⑥bitoran の発現：南アフリカ
産の B.arietans 毒腺から単離した bitoran の
cDNA を用い、E.coli の発現系(糖鎖を含まな
い bitoran)とバキュロウイルス（SF9）発現系 
(糖鎖を含む bitoran)より bitoran 発現体を単離
し、その機能の比較解析を行なった。 
 
（４）毒ヘビ由来のＣＲＩＳＰの発見・単
離・諸性質の解明 
 CRISP(cystein-rich secretory proteins)ファミ
リータンパク質はヒト精子の成熟や免疫機
構に関与すると考えられている。我々はいく
つかのヘビ毒中に CRISP ファミリータンパ
ク質を世界ではじめて見出し、各種毒ヘビを
検索し、それらから１０種類以上の CRISP タ
ンパク質を単離し、一次構造とその性質を明
らかにした。抗体の交差性を利用して種々の
ヘビ毒中における CRISP ファミリータンパ
ク質の分布について検討した。16 種のうち
14 種に交差性がみられ、そのうち 3 種のヘビ
毒から CRISP ファミリータンパク質を単離
し、全一次構造を決定した。以上の結果から、
CRISPファミリータンパク質は多くのヘビ毒
に共通する新しい毒素コンポーネントであ
ると結論した。 
 
（５）環状環状ヌクレオチドゲート（CNG）
チャネル・インヒビターの単離・性質の解析 
環状ヌクレオチドゲート（CNG）チャネルは
ヒトの嗅覚および視覚の感覚伝達において
中心的な働きをしている。ヘビ毒中に含まれ
る pseudechetoxin（PsTx）および pseudecin
（Pdc）を単離し、その性質を解析したとこ
ろ、CNG チャネルの唯一のブロッカータンパ
ク質で、cysteine-rich secretory protein（CRISP）
と呼ばれるタンパク質ファミリーに分類さ
れることが判明した。CRISP は N 末端の PR-1
ドメインと C 末端の cysteine-rich ドメインか
ら構成される。今回その構造機能相関を明ら
かにする目的で PsTx と Pdc の X 線結晶構造



を決定した。その結果、Zn2+イオンの結合の
有無によって PR-1 ドメインに対する
cysteine-rich ドメインの配向性が変化するこ
とがわかった。 
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