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研究成果の概要（和文）： 
 日本の南西諸島に棲息する毒蛇ハブの毒成分は、意外にも生物の様々な組織にある脂質やタン
パク質を分解する酵素が主成分であり、それらが加速進化して多様性を増すとともに、極めて

高い特異性とユニークな性質を獲得してきたことが明らかとなりました。またハブ毒は、貴重

な創薬シーズ（種）としても注目されています。本研究は、それらの毒成分が、毒を産生する

組織である毒腺で、どのようにつくりだされるのか、その分子機構の解明を目指した研究です。 
 
研究成果の概要（英文）：Protobothrops flavoviridis snakes inhabit the southwestern islands of 
Japan.  P. flavoviridis venom gland is a treasure-house of the biologically active proteins which act on 
the target with high specificity. These proteins are regarded as the valuable seeds for drug invention. 
Here, we have studied to understand the molecular mechanism of transcriptional regulation of gene 
expression for venomous proteins in P. flavoviridis venom gland. 
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１. 研究開始当初の背景 
 蛇毒は、古来より、生理活性成分の宝
庫をして知られており、貴重な創薬シー
ズとして注目される。日本の南西諸島
（奄美大島、徳之島、沖縄）に棲息する
ハブ毒も、ホスホリパーゼ A2 や金属プ
ロテアーゼをはじめとする数多くの生
理活性成分を有していることをこれま

でに明らかとしてきた。一方で、それら
の毒成分が、毒を産生する組織の毒腺
（唾液腺が進化した組織）でどのように
して産生されるのか、その分子機構に関
する知見は、世界的にも、全くといって
いいほど、明らかとされていなかった。 
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２．研究の目的 
 本研究は、毒腺での毒成分産生の分子機構
を明らかとすることを大きな目的としてい
る。毒成分遺伝子が、どのように毒腺組織特
異的に発現するのか、特にその転写調節機構
に注目して、その分子機構を明らかとするこ
ととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 毒腺組織特異的な転写因子の同定：組織
特異的に発現する転写因子の解析には、通常
は定法として培養細胞を用いるが、毒腺の培
養細胞は未だ樹立されていない。そのため、
本研究では異なるアプローチをとった。毒液
搾取後20ｈのハブ毒腺の完全長ｃDNAライブ
ラリーから組織特異的転写因子の候補とな
るクローンを数個取得した（豊田氏(理研）
との共同研究）。 
(2) 転写因子候補クローンの機能解析：上記
（１）で得た候補因子は数種類みつかった。
そのうち、他生物ホモログで、主として唾液
腺に発現する因子群に注目し、遺伝子クロー
ンを大腸菌で発現し、精製後、可溶化体を得
た。 
(3) ゲルシフトアッセイ：上記のクローンが
実際に毒腺遺伝子の転写に関与しているか
どうかを明らかとするため、主要な毒成分遺
伝子であるホスホリパーゼA2(PLA2)遺伝子の
上流の近位プロモーター領域（300bp）に着
目した。その領域配列のうち、候補となる転
写因子の認識配列を含む5種類のオリゴヌク
レオチド（平均長30bp）を合成した。それら
と（２）で作製した発現タンパク質を用いて、
ゲルシフト解析を行った。 
(4) 幼蛇と成蛇毒組成の比較 
 new born(幼蛇)とadult(成蛇)の毒成分を
二次元電気泳動（Bio・Rad）で解析した。各
スポットは、simply blueで染色した。各ス
ポットは、IMAGE ANALYZER(BIO・RAD)を用い
て解析を行った。 
（５）タンパク質の同定（質量分析計）：二
次元電気泳動で得られたスポットは、トリプ
シンでin-gel 消化後、AB Sciexに委託解析
した。 
 
４．研究成果 
（１）毒腺組織特異的転写因子の同定 
 転写因子候補分子は、いずれもETS転写因
子のグループに属し、ハブ毒腺組織からは、
あるサブグループに属する転写因子すべて
(4種類)の完全長cDNAクローンを得ることが
できた。それぞれの全長を大腸菌で発現する
ことは困難と予測されたため、まずは、ETS
ファミリーで保存されているETSドメインの
発現を行った。並行して各クローンの発現も
試みたところ、試行錯誤の末3種類について
は全長の発現体を得ることが出来た。 

  
 

 

図1 ETSドメインのゲルシフトの結果 

a:PLA２の近位プロモーターの転写因子認識配列を含む

領域の転写因子認識配列の位置をＡ〜Ｅで模式図示化

した。 

b: 上記Ａ〜Ｅの部分を中央に含んだオリゴヌクレオチ

ドとETSドメイン発現ペプチドのゲルシフト 

1. オリゴヌクレオチドのみ  

2. オリゴヌクレオチド：ETSドメイン＝1：0.75（モル

比） 

3. オリゴヌクレオチド：ETSドメイン＝1：1（モル比） 

4. オリゴヌクレオチド：ETSドメイン＝1：2（モル比） 

矢印は、オリゴヌクレオチドとEtsドメインが結合した

ものを示す。 

 

 まずはETSドメイン発現構築体が、実際に
毒成分遺伝子のプロモータを認識するかど
うかを調べるために、ゲルシフト解析を行っ
た。図1aにはPLA2プロモーターの転写因子
認識配列の位置を模式的に記した。PLA2、
BPI,BPIIはいずれも大量に発現している遺
伝子産物であり、pgPLA1b/2bは、遺伝子とし
てはトランスクリプトとして検出されてい
なかったため(毒腺トランスクリプトーム解
析1万4千個中)、長年偽遺伝子と思われて
いたものである。ゲルシフトの結果、興味深
いことに、ETSドメイン発現構築体は、PLA2、
BPI,BPII(大量に発現している）のプロモー
ターのこの因子の認識配列を含むオリゴヌ
クレオチドには結合するが（図1ｂ A、
C,D,E）、偽遺伝子の方(図1b B)には結合し
ないことがわかった。全長の遺伝子発現体で
も同様な実験を行っている。よってこの今回
見いだした転写因子群が少なくとも主要な
毒成分遺伝子であるPLA2アイソザイムの転
写調節に関与していることが大いに示唆さ
れた。現在、さらに詳細な解析を行っている。 
 
（２）幼蛇特異的に発現する毒成分について 
 これまでに、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てき
た。幼蛇は、成蛇と食性が異なることから、
幼蛇毒と成蛇毒の毒成分組成を2次元電気泳

a 

b 



動で解析した。その結果、概ね類似したスポ
ットパターンを示したが、顕著に異なるスポ
ットが幼蛇毒に存在した（図2の○で表示）。
そこで、その成分を同定するため、その幼蛇
特異的な発現が見られるスポットを切り出
し、トリプシン消化後、質量分析計(MS/MS)
を行った結果、それは、これまで偽遺伝子と
みなされきたPLA2アイソザイム遺伝子に由
来する遺伝子産物であることがわかった。 
つまり、成蛇毒腺では発現していないが、幼
蛇毒腺では大量に発現している遺伝子産物
であることが明らかとなった。どうして、こ
れが発現しているのか、How and/or Why双方
の観点に基づいて、現在、研究遂行中であり、
新たなテーマへと発展する成果を得ること
ができた。 

 

 図2 幼蛇と成蛇毒の2次元電気泳動 
 
（なお、以上は、未発表データのため、因子
名など明確な表現はさけ、概略のみの表記と
した）。 
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