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インドコブラ神経毒の構造ならびに

重症筋無力症の病態解明への応用

に関する研究

太　　田　光　煕
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序 請

地球上の毒ヘビは200種余りであるが,これらの毒へどの頃傷による致死作用には

ヘビの種類により大きな差異がある｡マムシ科やクサリへど科に属するヘビ毒の最も

著 しい毒作用は血液循環障害と出血作用で,喫傷個所に激しい出血や壊死,浮陸など

がみられ,また全身的には血圧降下などを起こすことが特徴である｡一万,コブラや

ウミヘビによる唆傷の際にはこうした病変はほとんどみられないが,これらの毒へど

の毒液は致死活性が強く,クラーレ様の神経毒作用を示す神経毒タンパク質を含んで

いる｡これらの毒液を貯蔵する毒腺は発生学的には顎下腺,あるいは耳下腺の分化し

たものであり,毒液中 には有毒,無毒のものを含め,数十種類のタンパク質,ペプチド

が存在する｡このほかに少量の糖類や金属が含まれ,Na'や正のほか,とくにZまあ
含量が高い｡1
致死活性の強い神経毒タンパク質の分離精製は,コブラ科やウミヘビ科に属する毒

へどの毒液を用いて盛んに行なわれているが,著者は2種のコブラ毒からSephadex

によるゲル漉過法とイオン交換クロマトグラフィーを組み合わせる方法により,容易

にそれらの粗毒中の神経毒を均一なタンパク質として分離精製することに成功した23
著者がそのアミノ酸配列を明らかにしたへど神経毒のほか,現在までに種々のヘビ

毒から多くの神経毒が分離されており,アミノ酸残基数から2群に大別されている｡

すなわち,アミノ酸残基数が 60-62個からなり,6,700-7,000の分子量を有する

一群と,アミノ酸残基数が70-74個からなり,7,800-8,000の分子量を有する一群

の神経毒である02前者は I型神経毒 (またはShorttoxin),後者はⅡ型神経毒 (ま

たは long toxin)と呼ばれる｡台湾コブラを除き,一般にコブラ科の毒へどの毒液

中にはⅠ型およびE型神経毒が複数個ずつ含まれている｡また,同種のヘビを用いて

ち,ヘビの年令,性別,毒液採集の時期,回数などの違いによって得られる神経毒の

構成成分にかなりの変動がみられる02

著者は,インドコブラ(Najanaja)および台湾コブラ(Najanajaatra海 中よ

り,急性致死をひき起す数種の神経毒タンパク質を分離精製し,その全アミノ酸配列3

ならびにこれらの中のToxin別 こついてはS-S架橋の位置を決定するとともに,4円

偏光二色性,ラマンスペクトルを測定し,5高次構造についても検討した｡また,化学

修飾を行ない,致死活性と構造との相関性や免疫学的抗原性との関連を明らかにLT=6.･7
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十方,ヘビ神経毒は運動神経終板のシナプス後膜上に局在するアセチルコリン受零

体(A(〕hR･)に不可逆的な特異結合性を有し,アセチルコリンによる刺激伝達を阻

害する特徴的な生理作用を保持している｡著者はこれらの神経毒の選択毒性に注目し

て,抗AChR抗休の検出法を確立した.8この方法を用いて重症筋無力症 (Myasthenia

Gravis,MG)や,MGと類似したいくつかの自己免疫疾患の血清中の抗AC血R抗体を

測定した｡その結果,抗AChR抗体はMG患者血清中のみに高頻度に検出されること

を兄い出したogまた,同一患者血清中の抗ACjhR抗体を長期にわたり測定した結果,

抗AOhR抗体の力価と臨床像との間には一定の相関性が見られたことより,MGの病

態にこの抗体が重要な役割をもつことを明らかにした.10-14
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節 - 章 神経毒の分離精製とその構造

有毒動物の毒液成分の研究は古くから行われているが,いまなおその本体不明のも

のや,化学的性状,薬理的作用の判明しないものが少なくない｡これらのうち,特に

コブラ科のヘビ毒はそのクラーレ様の神経毒の本体がどのようなものであるかに興味

がもたれてきた｡a15すでに中井 ら亀インドコブラ毒より｢種の神経毒タンパク質

"ToxinA-1を分離しその一次構造を決定している｡しかし,インドコブラ毒中には

ToxinA 以外に教程の神経毒タンパク質が含まれている｡著者はこれらの神経毒タ

ンパク質の構造を明らかにするとともに,構造と致死活性との相関性を知る目的で以

下の実験を行ない,次の諸点を明らかにした｡

(1)インドコブラ毒を分画して得た主要な神経毒タンパク質のうち,Ⅱ型神経毒に属
3 17 18

するToxina,ToxinC,ToxinD の一次構造を明らかにした｡その結果,ToxinA

とともにこれらの神経毒タンパク質の一次構造の間には高い相同性がみられた｡

(2)インドコブラ毒中には上記 韮塾神経毒以外に･王型神経毒タンパク質 (Toxin i,
2

ToxinEと命名 )も含まれていることが明らかとなった｡ これらの神経毒タンパク

質のN末端近辺の構造は,台湾コブラ毒液中の(わbrotoxinと類似性の高いまのであ

った｡

(3)台湾コブラ毒液中には数種の Ⅰ型神経毒タンパク質が含まれていた｡しかし,Ⅱ塾

神経毒タンパク質は存在しないことがわかっT=2.

第 一 節 コブラ科ヘ ビ毒か らの神経毒 タンパク質の精製

毒ヘビから採集される毒液の凍結乾燥標品中には,アミノ酸酸化酵素,核酸分解酵

莱,ホスホリパーゼや種々のタンパク質分解酵素など,多くの酵素のほかに,クラー

レ様作用を示す神経毒 タンパク質 (Neurotoxin),睡癌細胞や一部の動物の赤血球に

対して細胞毒活性を示すタンパク質 (q L｡t.i91'n2',加 ect lyLicfact｡r22)など,

多くの生理活性物質が含まれている｡

著者は神経毒タンパク質の精製の第一段階として粗毒をSephadex0-50により大

まかに分画し,ついで陽イオン交換樹脂を用いるクロマトグラフィーによりポリアク

リルアミドディスクゲル電気泳動的亭こ均一なタンパク質標品を得た0

1)sephadeⅩ 0-50 を用いるインドコブラ(Najanaja)粗毒のゲル漉過 :

_3_



インドコブラ粗毒（凍結乾燥粉末）29を1％酢酸（10磁）に溶かし，不溶物を遠心

（2500×9，10分）により除去したのち，1％酢酸で平衡化したScphadcx．G－50

（3．8×190αののカラムでゲル濾過を行なった。Fig．1に溶出パターンを示した。

●
電
0
1
●
“
　
●
●
　
　
●
0
6
●
4
」
●
●
4
《

15

Lo

O．5

一
6

　　　　←e騨1　　　　腸一・ウ←一噂扁・一G一蹴一一一一一→←一〇，1》→

　　　　　　　　Ioo　　　　　　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　7u8ε9●o．
F19・1・　Gel　fi］・tration　of　the　crude　Naja　naja　venom　on　Sephadex　G－50。　A

801utio既　of　2　g　of　crude　venom　ua8　Placed　on　a　co1㎜（3．8x190　cm）equi－
11brated　鷺i肛h　l　Z　acetic　acld　and　eluted　uith　the　8ame　elutlon　medium　at

aflou　rate　of　42ロユ1hr．　Fraction80f　10皿ユuere　collected　and　the　eluate
りa8　monit：oτed　at　280　nmq　Fraction　de8ignated　a8　G一皿　wa8　pooled　and　lyo－

phili2ed．

分離したそれぞれの画分を凍結乾燥した後，マウスを用いて各画分の致死活禮を測定

した。その結果，分子量がほぼ5，000～10，000に相当するタンパク質が溶出される

G一巫の画分に致死活性の90％以上が回収された。

　2）CM一セルロースによるG一肛の陽イオン交換クロマトグラフィー：　次に

G一皿を0，005M酢酸ナトリウム緩衝液（画5．8）で平衡化したCM一セルロース

カラム（34×101伽）上にのせ，0．005M酢酸ナトリウム緩衝液QH　5．8）と0．5

M酢酸ナトリウム緩衝液（pH6．5）を用いてgradient　elutioR法によりクロマトグ

ラフィーを行なった。Fig．2にその溶出パターンの1例を示したが，原毒の製造番号

により，溶出される各画分に多少の量的相違が認められた。このクロマトグラフィー

でToxin　A近辺に溶出される致死活性の強い神経毒タンパク質をそれぞれ，恥xin

B，C，　Dと命名した。また，これらの神経毒タンパク質のほか，さらに高い塩濃度

で溶出され，そのア零・酸繊がC・b・…xi翫織した2種の神編タンパク質も

分離iされた。これらをTOxin　I，丑と命名した。2
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あった。ToxinDは上記神経毒と比較して致死活性は低く，そのLD50は0，21μ9

であった。

　3）台湾コブラ（：N司anajaaいa）神経毒タンパク質の精製：台湾コブラ粗面

からの神経毒タンパク質の精製は，インドコブラ神経毒タンパク質の精製法に準じて，

Seph認ex　G－50（3．8×190伽）およびCM一セルロースを用いて行なった。

ε
O
O
O
N
　
一
〇
　
■
O
‘
0
0
」
O
■
O
q

し

＿r一，「 @　　　　Cor610量。翼io5

Conduc寧鵬u8セy

　　　し
翼剛。窓＿

ゆ00

500

　　　　　　　　　　　　　　　潮【　　　　　▼巳　　　　　　　脳
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7　　　　　　　　　　0　0　　　ゆQ　　　　　　　　200　　　　　　　　300　　　　　　　弓OQ

　　　　　　　　　　　　　　了ゆ●　”0、

Fig。4．　Chromatography　of　G－1口二〇f　Naja　naja　atra　venom　on　C　M－cellulose．

A　solution　of　3　g　of　the　lyophilized　fraction　G－111　was　apPlied　to　a　column
（2．8x140　cm）of　C　M－cellulose　equilibrated　with　O。005　M　sodium　acetate
buffer，pH　5．8．　Elution　was　conducted　wit：h　a　linear　gradient　of　increasing
salt　concentration（P一一）and　pH　fro皿　0．005　M　sodium　acetate，pH　5．8　to　O．5M

sodium　acetate，pH　6．5．　Fracしions　of　15　ml　were　collected　at　a　flow　rate　of
140In1！hr　aロd　the　eluate　was　monitored　at　280　nm．

CM一セルロースカラムクロマトグラフィーの溶出パターンをFig．4に示した。

各画分を溶出順にCM－1からCM一皿と命名した。　CM一医以降の画分はすでに報

告されている心臓毒作用を示す（｝しrdioboxinである。　CM－1以外の画分はディス

ク電気泳動により均一なタンパク質であることがわかった。これらの致死活性を

：Fig・5に示した。各画分の収率は第3節猟ble　8に示したが，主要な神経毒タンパ

ク質はCM珊（C。も。6、。xi。）で，すでに一騰造はぬ㎎翫より決定されている。

Fig．5より，台湾コブラ毒中には，　cobrotoxin以外にこれに匹敵する強い致死活

性をもつ2種の画分（CM一皿，VI）や，アミノ酸組成（後述）は（hbrotoxinに類

似していたが，致死活性の弱い4種の画分（CM一皿，　W，　V，咀）が存在すること

が明らかとなった。またこれらの油分はCM一皿を除き，1型神経毒タンパク質の特

徴の1つであるアラニン，メチオニンやフェニルアラニン残基を欠いており，1型神

経毒タンパク質と考えられた。
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Table 1. Amino acid composition of Naja naja neurotoxins

Amino acid Toxin A Toxin B Toxin C Toxin D Toxin I Toxin ll Cobrotoxin

Aspartic actd
Threonine
Sertne
Glutamic acid
Proline
Glycine
Alanine
Half･-cystine
Valine
Methtonine
Isoleueine
Leucine
Tyrosine
Phenylalan!ne
Tryptophan
Lys±ne
Histidine '
ttgtnine

8.89
8.18
2.80
1.30
6.06
4.85
2.10
9.13
3.37

4.31
1.00
1.12
2.84
1.03
3.53
O.80
5.70

(9)
(9)
(3)
(1)
(6)
(5)
(2)
(10)
(4)
(o)
(5)
(1)
(1)
(3)
(1)
(4)
(1)
(6)

8.61
8.30
3.60
1.13
5.38
4.60
1.8S
8.40
3.40

3.60
1.00
1.01
2.96
1.01
3.64･
O.82
5.60

9.20
8.74
3.05
1.30
5.78
4.2S
2.90
8.24
3.75

4.30
1.00
1.36
2.70
1.10
4.36
O.79
4.62

9.01
7.78
2.S3
2.16
6.00
4.90
2.20
9.60
3.50

4.46
1.00
1.35
2.96
1.05
3..84

O.88
5.00

8.01
5.72
3.78
6.S9
4.92
6.71

7.18
3.11

1.79
3.11
1.00

N.D.
5.84
1.71
4.05

7.33
5.64
4.01
5.80
3.88
5.90

6.54'

2.12

1.78
2.20
1.00

N.D.
4.56
2.36
3.45

7.89
7.79
3.84
7.43
2.28
6.59

7.08
1.09

2.01
1.00
2.06

N.D.
2.69
1.58
6.08

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

8

8

4

7

2

7

o
8

l

o

2

1

2

o
1

3

2

6

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

The value of amino acid underlined was taken as 1.00.
}/Tryptophan was determined by spectroseopy in alkaline solution･

The numbers ±n parentheses represent the nearest integers.
N.D. ; not determined
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　T・xinA，B，C，Dのアミノ酸組成は表のごとく相互に酷似し，1型神経毒には含

　まれていないアラニンやフェニルアラニン残基を含むことやアミノ酸残基数などから

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　
　すべてH型神経毒タンパク質と考えられた。著者はこれらの中，すでに中井らにより

　その一次構造が明らかにされているToxin　A以外のToxinお，　C，　Dの全アミノ酸配

　列を決定した。また，Tox五n　I，且に関してはN末端近傍のアミノ酸配列を決定した。

ユ．Toxin　Bのアミノ酸配列：一　Table　1よりToxin　BはToxin　Aと比較してセ

　　　リンとイソロイシンの残基数に差が見られ，これらのアミノ酸残基の置換が予想

　　　された。そこで，Toxin　A，　Bのフィンガープリントを作り，比較検討すること

　　　を考えた。まず，Toxin　A，　Bをそれぞれ還元し，生じるシステイン残基のSH基

　　　をカルボキシメチル（RCM）化したのち，トリフ．シンで消化し，消化物をpH

　　　3．6の溶媒系で高圧濾紙電気泳動（40▽απ，2時間）を行なつ≠ら次にこれと直

　　　角方向に溶媒皿（実験の蔀参照）を用いた下降法ペーパークロマトグラフィーを

　　　行ない，両者のフィンガープリントを作製し，各々のトリプシン消化ペプチドを

　　　比較した。その結果，Ehrli面反応陽性を示すペプチドのスポットにのみ相違が

　　　認められた。また，これらのペプチドはRCM化しないTOxin　A，　Bのトリプシ

　　　ン消化によっても生成することがわかった。このことを利用して，T・xin　A，B

　　　のトリプシン消化物を1％酢酸で平衡化したSc仲a飴xG－25（L1×146侃）

　　　によりゲル濾過して得たペプチドをアミノ酸分析した結果，Tbx並Aからのべプ

　　　チドとはセリンとイソロイシンの値にのみ相違がみられた1種のペプチド以外は

　　　すべて同じペプチドが分離された。

　　（DToxin：BのN末端およびC末端配列

　　　　丁・xinBのN末端付近のアミノ酸配列は，　RCM化（実験の部参照）して得た

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ふ
　　　RCM・Toxin　B（20π9）を用いてエドマン分解直接法により，N末端より33

　　　位までのアミノ酸配列を下記の如く決定した。H：・lle－Arg－qγs－Phe－lle－

　　　Thr－Pr　orAsp－Ile－Thr－SerrLys－Asp《汐s－Pr　o－Asn－Gly－Hi　s一平a　l－Cys－

　　　Tγr－Th　r－iLys－Thr－Trpゆs一：Asp－rGl）7－1「he一（汐s－Ser－Ser－Arg一……・

　　　一方，C末端付近のアミノ酸残基は，市販のカルボキシペプチダーゼAおよび8

　　　を用いる方法により検討した。しかし，アミノ酸の遊離iは認められず，Toxin：B

　　　のC末端アミノ酸残基はプロリン残基か，遊離のカルボキシル基をもたないこと

　　　などが予想された。そこで，プロリン残基をC末端にもつペプチドに作用してC
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　末端残基を遊離させる：Penicnlium　janLh量丑ell㎜の培養液より分離される酸

　性カルボキシペプチダーゼを用い，ToxinBの。末端アミノ酸配列を検討した。

　経時的に遊離されるアミノ酸を調べたところ，Toxin　BのC末端より4残基の遊

　離がみられ，その配列は一ArgrLヅSr曲g－Pro－OHと決定できた。さらに，ヒ

　　　　　　　　
　ドラジン分解法によってもC末端アミノ酸残基としてプロリンを確認した。

（IDRCM・Toxin　Bのキモトリプシン消化

　　Toxin　BのN末端より33位以降のアミノ酸配列を決定するため，　RCM一

　、』雫oxin　Bのキモトリプシンおよびトリプシン消化によって得られるペプチドを分

　画したのち，それぞれのペプチドの構造を検討した。RCM・Toxin　B（8π9）を

　キモトリプシン（基質＝酵素50：1，w／w）により3時間消化した後，消化液を塩

　酸酸性にして反応を停止し，0．2％酢酸で平衡化したSephadex　G－15（1．8×

　184翻）のカラムでゲル濾過し，溶出液を波長226nm，および280nmでモニタ

　一した。溶出パターンをFig．6に示した。溶出順に各画分を。－1～c－Vと命名

　した。

4審

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　轟
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　猟
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　愚

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　興

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　属

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゐ　．　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　ロロのコ　ゆ　　　　　　　ヘへぬ　ロロ　の　ロ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　トお端．　・。。　　　　，5。
Fig・6。　Gel　filtration　of　t二he　chymotryptic　digest　of　reduced　and　S－carboxy一

鵬thylated　toxln　B　on　a　Sephadex　G－15（1．8x180　cm）‘column　in　O．2％　acetic
acid　801ution・　　Fractioロ8　0f　2・フml　were　cgllected　at　a　flow　rate　of　15　ml

lhr　and　the　eluate　was　monitored　at　226　nm（一）and　280ロm（一一一）．

図申，C－IVを除くC－1よりC－Vまでの4つの三分は，　IH　3，6の溶媒系を用

いた高圧濾紙電気泳動（』50V伽，2時間）により，すべて均一なペプチドである
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ことを確認した。C－IVは2種のペプチドの混合物であったことから，上記の条

件で高圧濾紙電気泳動を行ない，ペプチドC－W－1，C－IV－2を得た。得られ

た6種のキモ
　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．Amino　acid　compositions　ofchymotryptic　peptides　derived　ffom　RcM・toxin　B

トリプシンペ

プチドのアミ

ノ酸組成およ

び収率を

Table　2に示

した。・カ．ヅコ

内の数値は分

析値に最も近

い整数を示し，

トリプトファ

ン残基は分光

Amino　acid C－i C－n C－m C－1V－1 C・IV－2 C－V

CM・Cyste孟ne　　5．90（6｝

Asparti6　acid　　　4．90（5）

Threonine　　　　4．92（5）

Serine　　　　　　　　254（3）

Glutam責。　acid　　　l，12（1）

P廿oli皿e　　　　　　　2．80（3｝

Glyc血e　　　　　　　2，68（3）

A且anine　　　　　　　l96（2）

Va1㎞e　　　　　　2，66（3）

Isoleucine　　　　－　L13（1）

Leucine　　　　　　　O．96（1）

Ty＝osine

Pheny里alanine　　　LOO（1｝

Ly＄i皿e　　　　　　O．85（1）

Histidine

Arginj皿e　　　　　2．69（3）

Tfyptophan

2．06（2）

2．90（3）

2．Ol（2）

1．00ω

L85（2）

1．00〔1）

1．07（1）

1．64（2）

0．77（1）

0．90ω
0．74（D

1．14（D

1．00ω

2．04（2）

豊．02（1）

094ω

1．00（1）

0．99ω

1．02α）

LO8ω

0．90（D

1．oo（i）

L93（2）

1．00（1｝

＋　（1）

Yield（％）

PosiUo駐9

69

30－67

67

5－21

フ5

68－71

88

1－4

89

26－29

85

22－25

The　va且ues　of　the　amino　acids　undellined　were　taken　as　1．0．　The　numbers孟n　parentheses

repπesent　the　neafest　integers．　Tryptophan　was　determined　spectrophotometricaUy．

学的方法あるいはエールリッヒ反応によりその有無を判定した。

C－1

C。π

C一皿

C－IV－1

C－IV－2

C－V

Cys－Ser－Ser－Arg－Gly」Lys－Arg－Va1－Asp－Leu－Gly－Cys－Ala－Ala曽
り　　　り　　　ら　　　　へ　　　　　　　り　　　づ　　　ら　　　　　　　づ　　　　　　　つ　　　づ　　　づ

Thr－Cys－Pro－Thr－Va1－Arg－Thr－Gly－Va1－Asp－11e－Gln－Cys－Cys一
　　　　へ　　　　　ヨ　　つ　　　や　　　の　　　ゆ　　　　　　づ　　　の　　　つ　　づ　　り

Ser－Thr，（Asp，Asp，　Cys，Asp，Pro，　Phe，　Pro）一Thr
　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

11e－Thr－Pro－Asp－11e－Thr－Ser－Lys－Asp－Cys－Pro－Asn－Gly－His一
へ　　　ゆ　　　　　　リ　　　リ　　つ　　　り　　　り　　の　　り　　つ　　づ　　り　　　

Va1－Cys－Tyr
　　　ら　　　の
Arg－Lys－Arg－Pro
ロや　　　　ウ　　　コ　か　　　

11e－Arg－Cys－Phe
　　　づ　　　の　　　
Cy8－Asp－Gly－Phe
　　　づ　　の　　　
Thr－Lys－Thr－Trp
一■一●　　■一■｝　　■■一ウL　■一一〇

Fig．7．　Amino　acid　sequences　of　chy皿otryptic　peptides　from　RCM－toxin　B．
Right－　and　left－handed　arrows　8howed　that；　the　sequence　was　elucidat；ed，

respgctively，　by　Edman　degradatlon　or　by　the　hydrazinolysis・

ペプチドC－1を除く5種のペプチドのアミノ酸配列はN末端より．順次エドマン

分解直接法を行ない，それぞれFig．．．7に示す配列であること脅明らかにした。
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Table　3．　Amino　acid　composition　of　tryptic　peptide8　derived　fro購C窟1

Amino　acid C一工一T－1 C－1－T－2 C－1－T－3 C－1－T－4

CM－Cyst＝eine

Aspartic　acid
Threonine
Serine

Glutamic　acid
Proline
Glycine
Alanine
Valine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
正ysine
Histidine
Arginine

Yie］．d　（％）

Position

1．01（1）

1．80（2）

）
）
）

2
1
2

（
（
（

「
一
－
∩
V

1
3
0

2
1
n
∠

）
）
）
）

1
1
2
2

（
（
（
（

5
0
ム
τ
0

9
0
F
）
9

0
1
1
1

）1（570

）1（690

　　　　　1．00（1）

1．00（1＞　　1．03（1）　　1．00（1）

　25
30－33

47

34－36
　18
37－49

）
）
）
）
）
）
）

3
ム
「
3
1
1
2
1

（
（
（
（
（
（
（

4
1
2
0
2
2
0

0
4
2
1
3
2
3

3
ム
7
3
1
1
2
1

）
）－

1

（
（

00
．

1

09
・

0

0．80（1）

　30
50－67

　　　The　va工ue　　of　the　amino　acid　　underlined　was　taken　as　1．0．

　　　The　numbers　in　parentheses　represent　the　nearest　integers．

C－1のC末端残基はヒドラジン分解法によりトレオニンであることを決定した。

表中右向き矢印はエドマン分解直接法により，左向き矢印はヒドラジン分解法に

より決定されたアミノ酸残基を示した。C－1はC末端側7残基のアミノ酸配列

が決定できなかったため・C－1をトリプシンで消化し・消化物を　pH3．6の高

圧濾紙電気泳動（40v／αη，2時間）・および溶媒1（実験の部参照）を用いた下

降法ペーパークロマトグラフィーにより精製した。得られた4種のトリプシンペ

プチドをC－1－T－1～C－1－T－4と命名し，これらのアミノ酸組成を

Table　3に示した。各ペプチドについて上述の方法によりアミノ酸配列を検討

した結果をFig、8に示した。　c一トT－1，c－1－T－2，　c－1－T－3

巨）ペプチドの構造は，トリ．プシン消化のC一．1を用いるエドマン分解法によりす

でにその構造が決定された部分ペプチドであった。C－1－T－4はアミノ酸配

列未決定の7残基を含むペプチドであっが，Fig．8に示したよう「に。－1－T

－4のアミノ酸配列はC未端より2残基以外はエドマン分解法により決定できた。

また・未決定の2残基の中，C－1のC未端がすでにトレオニンであることが決

まうていたため・C端から2番目のアミノ酸基はプロリンと決定できた。
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C－1－T－1

C－1－T－2

C－1－T－3

C一工一T－4

Cys－Ser－Ser－Arg
　　　　づ　　ロヨ　　つ
Gly－Lys－Arg
　　　　コ　　　　　　

Va1－Asp－Leu－Gly－Cys－Ala一（Ala－Thr－Cys－Pro－Thr－Va1－Arg）
　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
Thr－Gly－Va1－Asp－11e－Gln－Cys－Cys－Ser－Thr－Asp－Asp－Cys一
　　　　　　　つ　　　つ　　　　　　づ　　ヒつ　　　づ　　　つ　　　づ　　　づ　　　つ　　　づ

Asp－Pro－Phe，（Pro，Thr）
一　　　，　　　一　　一

Fig・8・　Amino　acid　sequences　of　tryptic　peptides　from　C－1。　Right－

handed　arrows　showed　t：hat　the　sequence　was　elucidated　by　Edman
degradation．　The　sequences　in　parentheses　were　determined　from
the　amino　acid　composition　of　the　peptides　and　from　data　of　the
sequence　analysis　of　RCM一亡oxin　B　and　chymotrypt：ic　peptide　C一工．

　　㊥恥x並Bのアミノ酸配列

　　　　Tbxin　BのN末端より33位までのアミノ酸配列の結果や，キモトリプシンペ

　　　プチド，およびトリプシンペプチドのアミノ酸配列などの結果から，Tbxin　B

　　　の全アミノ酸配列はFig．9により矛盾なく説明できた。二三，　C，　Tの記号を付

　　　した個所は，キモトリプシン，トリプシンにより加水分解された部位を表わして

　　　いる。以上の結果，Toxin　BはN末端にイソロイシン，　C末端にプロリン残基を

　　　もつ71個のアミノ酸残基で構成され，分子量7812，分子中に5組のS－S架

　　橋をもつ丑型神経毒タンパク質であることが明らかとなった。また，その等電点

　　　　　　　　る　
　　は電気泳動法によりp．1＝9．5，分子吸光係数はE＝8200と決定された。
　　　　　　　　　　　　　　　2，17
2．Toxin　Cのアミノ酸配列：　ToxinA，　Bと．1まぼ同程度の致死活性を示す

　　　1bxin　Cの粗毒中の含量は，粗造の製造番号により変動がみられた（Fig・2）。

　　収率は三二から1％と低く，このため全アミノ酸配列は，T・xin　Bの場合に得ら

　　れた結果を参照して決定した。Tbxin　Cのアミノ酸組成は血ble　1に示した通り，

　　Toxin　A，：Bと同型（粥経毒タンパク質であり，分析値からToxin　A．と比較して，ア

　　ラニン，グリシン・リジン，アルギニンのアミノ酸残基数が異なっていた。
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・一蛻鼬pqP曇衝曇藪聾壁警軽遍垂・軽一
　←一｝繭一一C，IV－1一一→；←一一一一C－II一一一
　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　9←一一一C－II－T－1一一一一・一一一一一一一一一→1←一

垂亟曇垂・1姦垂子門下肇四脚垂雪垂

　一■簡一一一一一一一一一一一一一一一一一》1←一一C－V一一→；←一C－IV－2脚一一一ナ1匂「

　　　　C－II－T－2一→l　　　　l　　　　i←一
　　　　　　　　　　　　　　　　　と　　　　　　40C　　　　　　　C

　の　　ウ　の駿一i導一鯛一贈一圏一蝋一里一三一些琴一里琴一Cs一甥騨虫一聖一讐一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一1

＝宅。蒜1嵩続．訪．薦↑一・一T－3
　　　　　　　　　　　　　　　コ
　　　　　　　T　　　　　　　　T
　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60

Pro－Thr－Va1－A＝　一Thr－G1　－Va1羅Asp齢］［1e－Gln－Cy8－Cys－Ser－Thr－Asp申

一→　←一一一C－1－T輌4　　　　　　　　　　2
　　　　　　　　　　T
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　フ0
緬P－Cy・一P・。一Phe－P・。一Th・四一窮一病一協・・

　　　　　　　　　　　　　←一ワ1繭一→　　　　　　　　　　　　　　　　　　　づの　ウ
：＝＝一1←一一■一C－III一一一■一♪

一一一一一→l　　　　　　　　　　　　　　　C

Fig，9．　AminQ　acid　sequence　of　Toxin　B　from　τndian　cobra

venom（Naja　naja）．　Horizontal　arrows　below　amino　acid

residues　denote　the　sequences　of　chymotryptic　and　tryptic
pepしides．　Right－　and　lefヒーhanded　arrows　show　that　the

sequence　was　elucidaしed，　respectively，　by　εdman　degrada－

tion，by　the　action　of　acid　carboxypepしidase　or　by　the
hydrazinolysls。　C　and　T　repres艦≧nt　the　peptide　b〔、nds　which

were　hydrolyzgd　by　しhe　ac仁ion　‘〕f　chym（》trypsin　‘｝r　ヒrypsin，

respectively・

G）Toxin　CのN末端および。末端配列

　　　RCM－Toxin　C（16㎎）を用い，　N末端近傍のアミノ酸配列はエドマン分解

　　直接法により・．1位から32位までを次の如く決定した。H・Ile－A・g℃ys－Ph・

　　一薫le－Thrよ：Pro－Asp－Ile－Thr－Ser－Lys－Asp一〇ys－Pro－Asn－Glアー丑三s一

　　ぬ1一（汐・一Ty・一Th・一翼・一三・一丁・p《加一A・p－Al・一二e一｛汐・一S・・一ll・”○’．。

　　一方，C末端残基はヒドラジン分解法．によりプロリン残基であることを明らかに

　　した。　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　．．

（iDR　CM・Toxin　Cのトリプシンおよびキモトリプシン消化

　　　　RCM・Toxin　C（1碑のおよびRCMrToxin　B（1伊のをそれぞれトリプ

　　シンにより酵素．消化した。生成したペプチドは戸H3．6の高圧濾紙電気泳動

　　（35v／伽．2．5時間），ならびに溶媒1，Hを用いた下降法ペーパークロマトグ

　　ラフ．イrにより均一なペプチドとして分離した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F
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トリプシン消化ペプチドにはTを付して表示し，それらのペプチドのアミノ酸組

成を丁曲1e　4に示した。表申のCにはRCM4bxin　Cからの，　BはRCM一

恥x蝕8からのトリプシンペプチドの分析値を示した。両者を比較した結果，

RCM－TbxinBからのペプチドとはT－4およびT－6の組成に相違がみられ，

T－4ではセリン，イソロイシン，グリシン．アラニンが，T－6ではリジンと

アルギニンの残基数が異なっていた。つぎに冠CM－Toxin　Cをキモトリプシン

で消化して得られたペプチドを．トリプシン消化ペプチドの分画条件と同様の方

法で精製した。得られたペプチドにC一を付し，そのアミノ酸組成をTable　5

に示した。各ペプチドの名称はrhble　2で示されたTbxin　Bの結果と対応させ

るため，相当するペプチドには同一の番号を付した。
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Table　5．　Amino　acid　composition　of　chymotryptic　peptides　derived　from　RC廻一toxin　C

Amino　acid C一工 C一∬ C一皿 C－IV－1 C－IV－2 C－V

　　　　　　の㎝一cysteユne
Aspartic　acid

Threon■ne
Serine
Glutamic　acid
Proline
Glycine
Alanine
Valine
　　　　　コ1501eUC■ne
Leuc■ne
　　　　コTyros■ne
Pheny！alanine
Tryptophan
　　ほLys■ne
Histidine
　　コ　　　　　　　

Arg■n■ne

Yield　（％）

5．72（6）
4．79（5）
4．41（5）
2．28（2）
1，00（1）
3．32（3）
2．83（3）
1。95．（2）

2．26（3）
1．76（2）
0。93（1）

0．90（1）

2．00（2）

1。87（2）

　　23

2．00（2）
3．07（3）
2．01（2）
1．03（1）

2。20（2）
1．00（1）

0．87　（．1）

1．67（2）

0．75（1）

0．93（1）
0．92（1）

　　20

1．30（1）

1．00（1）

2。30（2）

　　14

1．00（1）

0．99（1）

1．00（1）

0．89（1）

　　18

1．00（1）
0，93（1）

0．97（1）

0．93（1）

27

1．72（2）

＋　（1）

1．00（1）

18

The　value　of　amino　acid　underlined　was　taken　as　！・00・

The　numbers　in　parentheses　represent　しhe　nearest　integers．
Tryptophan　was　de亡ermined　spectrophot：ometrically．

　　その結果，キモ．トリプシン消化ペプチドのうち，・アミノ酸組成を異にするものは，

　　C－1とC－1V－2であった。　C－1のセリン（Toxin：B）とイソロイシン

　　（Toxin　C）の置換は，　RCM－Tbxin　CについてのN末端配列の結果で明ちか

　　にされており，またアルギニン（Toxin　B）とリジン（Toxin　C）の置換は上記

　　のトリプシン消化ペプチドT－6の結果と，トリプシンの特異性から推定できた・

　　残るC－W－2についてはそのアミノ酸配列の検討の結果・（矛s－Asp－Al　a－Phe

　　となり，Toxin　Bの（汐s－Asp一⇔ly一：Pheと異なっていた。

（mToxin　Cのアミノ酸配列

　　　以上の結果よりToxin　cのアミ．ノ酸配列は：Fig．loとなり，Toxin　Aの28

　　位のグリシンがアラニンに，．49位のアルギニンがリジンに置換した構造をもつ

　　ことが決定できた。このT・xinCのアミノ酸配列は，　K訂lss・nらにより決定

　　されたNaja　naja　sia皿ensis（タイコブラ〉の主要な神経毒siamensis3の

　　一次構造の63位のアスパラギン酸がアスパラギンと置換している以外は同｝で

　　あることがわかった。
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　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
H・11e・Arg・Cys・Phe。11e・Thr・Pro・Asp。11e・Thr・Ser・Lys・Asp・Cys・Pro・Asn・Gly・His・

嚢εi霧喧喧↑三三三蔓三三三三盛葺三
　　　　　T　　　　　C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T

　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
　Va1。Cys・Tyr。Thr・Lys。Thr・Trp・Cys・Asp。Ala・Phe。Cys・Ser・工1e。Aτg・Gly。Lys。Arg・

三紐桑二三／衷盛謹露／三三鯉
　　　　　　　C　　　　T　　　　C　　　　　　　　　C　　　　　　　．　　T　　　　　　　T

　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
　Va1．Asp・Leu・Gly・Cys・Ala・Ala。Thr・Cys・Pro・Thr・Va1・1．ys。Thr・Gly。Val・Asp・11e・

く＿＿＿＿．∴．．＿＿＿……．＿．（T．6）……．＿．．．＿＿……．＿一・……♪1・…・…・・……………・………一・

　一〈C－1＞一一一一一一｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T
　　　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　70
かGln。Cys・Cys。Ser・Thr・Asp・A8p。Cys・Asp。Pro・Phe・Pro。Thr・Arg・1．ys・Arg。Pro・OH

…一…一一・…一 ?c…一……・一…一…………一 P亀≦訟
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　c　士

Fig。10．　A血ino　acid　3equence　of　Toxin　C　from　Indian　cobra（篤aja　naj　a）・

Horizontal　arrows　below　amino　acid　residues　denote　the　sequences　of　tryptic
and　chymotryptic　peptides．　Righし一　and　le£t－handed　arrows　show　that　the　se－

quence　was　elucidated，　re8pectively，　by　Edman　degradation，　or　by　the　hydra－
2inolysi8．　T　and　C　represent　the　pep仁ide　bonds　which　were　hydrolyzed　by　the

actioロ　of　t：rypsin　or　chymotτypsin，　respectively・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18
3。τ◎x．i盛　Dの．アミノ酸配列：　インドコブラ毒より得られる％xinDは・粗

　毒より2％の収率で得られ恥xin　A，　Bについで粗毒中に多く含まれている神経毒タ

　　ンパク質で，環bxin　A，　B，　Cのアミノ酸組成と酷似した組成を示した（犯al）le　1）。

　　Toxin　Dのマウスに対する致死活性は，　ToxiR　A，　B，　Cのそれに比べると約50％

　で，神経毒タンパク質問の構造と致死活性との相関性を明らかにするための好材料と

　考えられたため，その一次構造を検討した。

（DToxiRDのN末端およびC末端配列

　N末端近傍のアミノ酸配列は，：RCM化した後，エドマン分解直接法により，N末端

　より31番目までの配列を以下の如く決定した。H・Il合一Arg－Cys－Phe－I　l　e－Thr－

　Pro－Asp－Ile－Thr－Ser≒Lヴs－Asp－C）7s－Pro－Asn一一Gly－His－Val一ゆs－T）zr－

　　1hr一篇s一rhr一野pゆs－Asp一斗ly一：Phe一＠s一』疑g一・・。　C末端残基は酸性カルボ

　キシペプチダ「ゼおよびヒドラジン金解法により，プロリン残基と決定した。

（【1）RCM・Toxin　Dのキモトリプシン消化

　　T。xinBの構造決定に用いた方法に準じて，：RCM－T・xin　Dをキモトリプシンで
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       c--m

peptides derived

     C-IV-1

1.02 (1)

from RCM-toxin D

CM-Cysteine
Aspartte actd
Threonine
Sertne
Glutamic acid
Proline
Glycine
Alanine
Valine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Pheny!alanine
Lysine
Histidine
Arginine
Tryptophan

Yield ( Z )

The value of
Tryptophan was
The numbers in

6

4

4

1

1

3

2

2

2

1

o

1

1

3

.

.

.

.

.

.

.

.

.
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.
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'

amino
  determined
  parentheses

28 (6) 2.20 (2)
97 (5) 3.03 (3)
78 (5) 1.93 (2)
16 (1) LOI (1)
60 (2)
25 (3) 1.89 (2) 1.18 (l)
97 (3) 1.18 (1)
24 (2)
85 (3) 1.10 (1)
91 (2) 1.65 (2)
62 (1)
         O.75 (1)
OO (l)
02 (1) 1.00 (1) 1.00 (1)
         O.69 (1)

15 (3) 2.26 (2)
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RCM－Tbxin　DのN末端近傍のアミノ酸配列から，C－IV－1はN末端（Ile）から

4位（Phe）までの，　C一皿は5位（lle）から21位（Tアr）までの，　C－Vは22位

（Thr）から25位（Tr　p）までの，　C－IV－2は26位（qアs）から29位（H・e）まで

のアミノ酸配列と一致した。C一皿はC末端がプロリンであることより，C末由来の

ペプチドと考えられた。TOxin　Bと異なるペプチド。－1については，さらにトリプ

シンで消化し，生成したペプチドをpH　3．6の高圧濾紙電気泳動（40v／αη，2時間）．

と溶媒五を用いた下降法ぺ∠パークロマトグラフィーを組み合わせて分離した。

　　　　Table　7・　A皿ino　acid　co皿position　of　tryptic　peptides　derived　fro皿

　　　　chymotryptic　peptide　C－1

　　　・　Amino　acid　　　　　C＿1＿l　　　　　C一工一2　　　　　C－1－3　　　　　C一工一4　　　　　C－1－5

CM－cysteine
Aspartic　acid
Threonine
Serine

Glutamic　acid
Proline
Glycine
Alanine
Valine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
Lysiロe
Histidine
Arginine

Yield　（％）

0．84（1）

0．74（1）

0．98（1）

0．94（1）

1．00　（1）　1．00　（1）　1．00　（1）

　22　　　　　　45　　　　　　59

1．80（2）
1．12（1）
！．88（2）

1．17（1）

LOO（1）
1．98（2）
1．89（2）

0．79（1）

1．00（1）

57

2．60（3）
4．00（4）

2．70（3）
0．92（1）
0．96（1）

1．81（2）
1．16（1）

1．06（1＞
0．98（1）

LΩq（1）

40

The　value　of　amino　acid　underlined　was　taken　as　l．00．

The　numbers　in　parentheses　represent　the　nearest　integers．

　得られたペプチドをC－1－1～C－1－5と命名した。これらのアミノ酸組成値を

　願ble　7に示した。これらのうち，ペプチ・ドC－1－1およびC－1－2はトリプシ

　ンの特異性から，qアs－Arg，　I　I　e－Argと推定された。ペプチドC－1－3および

　C－1－4の全アミノ酸配列はエドマン分解直接法によってGly一｛｝lu－Argおよび

　Val－AsP｛eu－Gly－Cys－A・larAla－Thr－qアs一：Pro－Thr－Val一】取sと決定でき．た。

　C－1－5はC末端2残基を残して，脇r一｛｝ly－Val－Asp」Ile－Gln－qアs－qアs－Ser

　一抽・rA・p－A・p－Cy　s－A・p一：P・・一：Ph・（P・・，皿・r）と決定した。未決定の2残基は・

　ToxiR　Bのキモトリプシン消化の場合に研位一68位のThr－Arg間のペプチド結合が

　100％切断されたことから判断して，ペプチドC－1－5のC末端はトレオニン残基

　と推定された。

（liD　ToxinDの全アミノ酸配列
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以上の結果を合わせ考えて・ToxinDの全アミノ酸配列をFig・12に示すように決定

決定した。

　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2審
H」N1邑e・ArgCys・Phe・I　le・Thr・Pro・Asp・1巳e．了hr・Ser’しys蜘CygPro●Asnくうly十l　isVal℃y5’τyr’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　　ぜ　　ロ　ゐ　　　　
　←｛C－IV－1H←一一一一一一一一一一一一（C哺ll｝一一一一一一
　一．一一一雪　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑
　22　　　　　C　　　　2g　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C
　τhr・LyS・Thr・Trp・CygAsρG巳yPhr

　一　一　一　　一　一　一　一　一
　レー｛C－V＞一一一一崇一くC－IV－2｝一一4

　一一一‘一・一雪一L一己一→
　　　　　C　　　　　　C　　　　　　　　　　　　　　　　　　49　8　　5㌔《rg　l　lo・ArgG量yG量u《rgVa巳・Asρ・L●uく｝量y｛：ys・A1a㌔《la・了hr・CysPro・ThrVa1・Ly5・

　一　一
　」一一」一一一一一一一一一一一一一｛C－1》一

　卜一一一一C・卜5》一一一　一一一一幽一一一一一一一」一4一嶋一一一一‘一一一一一一一一　　　↑
　68　　　　71　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C
　胸｛y5ArgPrσOH
　トイ。・踊9ト→

　一　一　一　一
　　　　　一
Fig・12・Amlno　acid　8equence　of　Toxln　D　from　lndian　cobra　veno皿（Naja　naja）．

Hoτ120血tal　arro㌍8　below　amino　acld　re81due8　denote　the　8equence8　0f　chymo－
tryptlc　and　tlryptic　peptide8畳　　Right－　and　left－handed　arro甘8　8ho曾　that　the

8equence　”a8　eluc」Ldated，　re8pectively，　by　Ed颯an　degradatlo且　by　the　action

of　acid　carboxypeptida8e　or　by　the　hydra21noly8i8．　　C　and　T　repre8ent　the
peptide　bond8　uhich　weτe　hydroly2ed　by　the　actlon　of　chymotryp8in　or　trypsin，

＝e8pectively．

Tqxin　DはN末端にイソロイシン，　C末端にプロリン残基をもつ分子量吼880（わ

且型神経毒タンパク質であり，Toxin　Bの31位のセリンがアルギニンに，33位

のセ．リ．ンがイソロインンに・35位のリジンがグルタミン酸に置換した以外は同一

の構造であるこ．とが明らかとなった。

・インドコブラ毒中の1型神経毒タンパク質の部分構造：インドコ．ブラ毒の

CM一セルロースクロマトグラフィーで主要な皿型神経毒群の溶出位置からさらにお

くれて溶出され，皿型神経毒と同程度の致死活性をもつ2つの画分が得られた。これ

らの画分をT・xin　I，　Hと命名した（：Fig．助また，これらのアミノ酸組成（Table

1）は，台湾コブラ毒中の主要な1型神経毒Cobrotoxinと類似していた。両神経毒

タ．ンパク質の粗毒中の含量は，ToxinBの場合と同様に，製造番号により若干の変動

が見られたが，両者とも粗毒中の含量はほぼ0。5から1％であった。これらの神経毒

のN末端近傍のア．ξノ酸配列をエドマン分解直接法によりFig．13のように決定した
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が，これらのアミノ酸配列はFig．13に示すごとくCobr・toxinの構造と高い相同性

をもっていた。

Cobr．otoxin

Toxin　I

Toxin皿

Fig．13。　N－and　C－t・・mina1・eq・…e・・f　N・」・・aja

　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　．
　H．Leu．Glu．Cys．｝lis．Asn．Gln。Gln．Ser．Ser．Gln．Th士。Pro．Thr．Thr。Thr．Gly。

　H●Leu．Glu．dys。His．Asn．Gln。Gln．Ser。Gln．Gln．Pτo．Pro．Thr．Thr．Thr。Gly．

　H．Leu．Glu．Cys．His．Asn．Gln。Gln．Ser　rGln．Gln．Pro．Pro。Thr．Thr。Lys．Gly。

　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
Cys．Seτ．Gly．Gly．Glu．Thr．Asn．Cys。Tyr．1．ys．Lys．Arg．Trp．Arg．Asp。His．Arg．

Cys・Ser・Gly・

Cy8．Ser。Gly．Gly．Glu．Asn．Asn。Cys．TyLLys．Lys．Arg．

　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
Gly。Tyr．Arg．Thr．Glu．Arg．Gly．Cys．Gly．Cys．Pro，Ser，Va1．Lys．Asn。Gly．11e．

　　　　　　　　　　　　　　　　60
Glu。11e。Asn．Cys．Cys．Thτ．Thr．Asn。Arg。Cys．Asロ．A3n．OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Asn．OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム　け　むヨ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　typ61neur・t・xin・

また，カルボキシペプチダ一二Aを用いたC末端残基の分析から，両神経毒ともにC

末アミノ酸もG）brO．t・xinと同じくアスパラギンであった。

第3節　台湾コブラ（翫ja　naja乱ra）毒中の神経毒タンパク質の精製

台湾コブラ毒をインドコブラ毒の場合と同様にCM一セルロースで精製した溶出パ

ターンをFig．4に示した。これらのうち，　CM－1以外はディスクゲル電気泳動法

により均一なバンドを示した。これらのアミノ酸分析値および粗野からの収率を

馳ble　8に示した。すでに一次構造が決定されているC・br・t・xinは・致死活性およ

びアミノ酸組成からCM一粗に相当した。

CM一豆は，アルギニンが1残基少ない以外（Cgbrot6xin）と同じアミノ酸組成をも

つ神経毒タンパク質であった。CM－1』を除くCM一「L　IV，　V，　VIおよ猷皿のア

ミノ酸組成は（hbroLoxinのそれと類似していた。しかし，これらの致死活性（Fig．5）

には著しい差があり，CM一豆およびCM－VIはC・brotoxinと同程度の致死活性を示

し，CM－IV，　Vおよび盟は．ｻれぞれCobro也oxiRのそれの約15％50％および1（％

であった。
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Table　8．　Amlno　acid　c。mpo8ition　of　Naja　naja　atra㎝一fracti・ns・

Amino　8cid
A8partic　acid
Threonine
Serine
Gluta皿ic　acid
Proline
Glycine
Alanine

Half－cy8tine
valine
Methlonine
I801euci口e
Leucine
Tyro8ine
Pheaylalanlne
Ly8ine
Hi8tidine
Ar8inine
Tryptophan

Yield

CM－1㎝』㎝一皿㎝一W㎝一V　CM覗㎝一皿CM一皿Cobrotoxin
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6
2
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5
4
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The　value　of　a皿ino’acid　underlined　騨a8　taken　a8　1．0。

第4節考察ならびに総括

　毒ヘビに含まれる毒の本体を解明することは，それ自体が目的ということもあるが，

これらの動物による咬傷に対する治療方法の確立という面からも有意義と考えられる。

また，粗毒中の特異性の強い生理活性物質は・その選択毒性を活用し複雑な生理現象の

解明に活用できる可能性がある。著者がここで扱った神経毒タンパク質は，その特異

的な生理作用を利用して，神経筋接合部の電気生理学的研究に活用され，また，生化学

的には種々の組織中のアセチルコリン受容体（AChR）の分離精製に広く応用され
　　3委，96
ている。　これらの神経毒タンパク質の精製法には定まった方法はなく，各研究者に

より別々の方法が用いられてい蔑35

　著者が確立したSephadox　G－50およびCM一セルロースを組み合わせる方法は，

まず，分子ふるい法により，ヘビ毒に含まれる多くのタンパク質を分子量の大きさに従

って分画したのち，致死活性の強い画分をイオン交換クロマトグラフィーにより，さ

らに分離精製する方法である。この精製法の特徴は，致死タンパク質をまず致死活性

をもたない他の高分子量画分（主として酵素類）と分離したことである。致死活性を

有する分子量：5，000－10，000の画分留には主として神経毒タンパク質群（Neu　r・t（》一

xins）と細胞毒タンパク再嫁（（拠otoxins）が含まれていた。
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この両群はともに塩基性タンパク質であったが，それらの等電点には著しい差異（神

経毒群のpIは9－10，細胞毒群のpIは11以上）があったため，CM一セルロース

を用いて塩濃度を順次高めるgradient　elu巨on法によってそれぞれを比較的容易に

分画精製することに成功した。また，均一に分離した神経毒のアミノ酸組成を検討す

ることにより，著者は，コブラ科に属するヘビのうち，インドコブラの毒液中には，

1型および円型神経毒タンパク質が複数個含まれることを明らかにした・しかし・台

湾コブラ毒中には，1型神経毒タンパク質のCobroもoxin以外は，　Cbbrotoxinのア

ミノ酸組成と類似した3種の神経毒が分離されたのみで，皿型神経毒は分離されなか

。た．これら嚇果や，1 E、ヘビ灘r型神経毒のみ給み，・ブラ科に多量に含ま

れるCyむoL・xinを含まない事実と考え合わせて，神経毒タンパク質の進化を論じる

上で興味ある事実と考えられる。タンパク分子が単純な形から，より複雑なタンパク

　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨら
質へと進化していくとの考えから，Tuらは2種の型の神経毒タンパク質とCytoも（　

xinの3者は，生物活性という面からは非常に異っているものの，発生学的な面から

Fig、14に示す相関があるものと推定している。

・（審・　〈藷膿讐σ．噺

　　　　　　　　　　（cytotoxin，　cardiotGxin）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II型神経毒
　　　　　Fig．14。1型神経毒から璽型神経毒への進化仮想図16＞

すなわち，彼は半シスチン残基間に含まれるアミノ酸残基数を基準にして・構造的に

も相同性の高いウミヘビおよびコブラ科1型神経毒を最も原始的なタンパク車群と考

え，この分子のFig・．14のloop　5にアミノ酸残基が数個導入された結果，塩基性タ

ンパク群が出現したと考えている。さらに，このタンパク車群のloop　4の中に2個

の半シスチン残基を含む4残基が導入されるとともに，C末部分のloop　8が延長さ

れた結果，皿型神経毒が出現したという進化仮説である。ウミヘビは1型神経毒のみ
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を含み，塩基性タンパク質群を含んでいないことから，毒タンパク質の構成からは最

も原始的なものと考えられる。また，台湾コブラの毒液中には，1型神経毒と塩基性

タンパク質が含まれているが，皿型神経毒は含まれていない。一方，インドコブラの

ように大陸に棲息するコブラは1型神経毒，塩基性タンパク質に加えてπ．型神経毒を

含み，毒タンパク質の構成や構造面でより複雑化しており，後者の方が前者より進化

した種属であると考えられる。

　これまでにいくつかのタンパク質について，アミノ酸配列の面から樹霜間の相同性

が研究されている。すでに明らかにされた1型，豆型神経毒タンパク質のアミノ酸配

列をみると，共通アミノ酸残基は60－74個のうち，16個にすぎず，しかもそのう

ちの半数は半シスチン残基であり，共通アミノ酸残基の数は，チト．クロムCやヒスト

ン：F2a　1と比較して極端に少なく，種属差の最も大きいタンパク質の一つと考えられ

る。しかし，これらの神経毒では半シスチン残基の含量が多く，さらにそれらが共通

の位置に存在し，半シスチン残基相互で形成されるS－S架橋の様式も同じであるこ

とが明らかにされている。一方，半シスチン残基以外の共通アミノ酸残基は，神経毒

性発現に必須なものと推定される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
Toxin　A　H・11e・Arg・Cys・Phe・11e・Thr・Pro。Asp。11e・Thr・Ser・Ly8・Asp・Cys・Pro●Asn’
Toxin　B　H・工1e．・Arg・Cys・Phe・11e・Thr・Pro・A8p。11e・Thr・Ser・Lys・A5p。Cy8・Pro・Asロ・

Toxin　C　　H・Ile・Arg・Cys・Phe・11e・Thr・Pro・Asp・11e・Th【．・Ser・Lys・A8p。Cy6・Pご。・Asn・

Toxin　D　　H・11e・Arg・Cys・Phe・11e・Thr。Pro。Asp・11e・Thr。Ser・Lys・Asp・Cys。Pro。Asn。

　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
Gly・His・Va1・Cys・Tyr・Thr・Lys・Thr・Trp・Cys・Asp・Gly。Phe・Cys・Ser・11e・Arg・Gly。Lys・

Gly。His・Va1・Cys・Tyr。Thr・Lys・Thr・Trp・Cys・Asp・Gly・Phe・Cys・Ser・Ser・Arg・Gly。Lys。

Gly・Hi8。Va1・Cys・Tyτ・Thr。Lys・Thr。Trp・Cys・Asp。Ala・Phe・Cys。Ser・11e・Arg・Gly・Lys。

Gly・His’Va1・Cy・・Ty・・Thr●Lys・Thr’TrP．Cys●Asp●璽●Ph・’Cys●趣’旦9’A・g曾Gly乳甦緊」

　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
Arg・Va1・Asp・Leu・Gly・Cys・Ala・Ala・Thr。Cys・Pro・Thr・Va1。Arg・Thr・Gly・Va1・Asp・工1e・

Arg。Va‡・Asp・Leu・Cly・Cys・Ala・Ala・Thr・Cys・Pro・Thr・Va1・Arg・Thr。Gly・Va1・Asp・11e。

Arg・Va1・Asp・1．eu・Gly・Cys・Ala・Ala・Thr・Cys・Pro・Thr・Vd1・Lys。Thr。Gly・Va1・Asp・1↓e・
Arg・Va1・Asp・Le｛1・Gly。Cys・Ala・Ala・Thr。Cys・Pro・Thr・Va1・聖皇。Thr・Gly・Va1・Asp・11e．●

　　　　　　　　　　60．　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　70
Gln・Cys・Cys・Ser。Thr・Asp・Asp・Cys・Asp・Pro・Phe。Pro。Thr・Arg・Lys。Arg・Pro・OH

GIn・Cys・Cys・Ser・Thr・Asp・Asp・Cys・Asp・Pro・Phe・Pro・Thr・Arg。Lys・Arg・Pro。OH

Gln・Cys・Cys。Ser・Thr・Asp・Asp・Cys。Asp・Pro・Phe・Pro・Thr・Arg・Lys・Arg・Pro・OH

Gln・Cys。Cys・Ser・Thr・Asp・Asp・Cys・Asp・Pro・Phe・Prq・Thr・Arg・Lys。Arg・Pro・OH

Fig．i5．　Amino　acid　sequence　of　Naja　naja　type　I工neurotoxi雄s・
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泌

Fig．15にToxinAおよび著者が明らかにしたT・xin：B，c，　Dの一次構造を示した。

著者が明らかにしたToxin　Dは共通残基の一部が他の残基に置換していた。すなわち，

ToxinDの一次構造をToxinA，　B，　Cをはじめ，他のコブラ科皿型神経毒タンパク

　　　　　　　　　　　　　　質のアミノ酸配列を比較すると，35位のアミノ酸残基はいずれも共通して塩基性ア

ミノ酸のリジン残基であるのに対し，Toxin　Dの35位は酸性アミノ酸のグルタミン

酸残基であった。このリジン残基からグルタミン酸残基という電荷の相反するアミノ

酸残基の置換が，その神経毒性の発現に大きく寄与していると考えられた。

　同じコブラ科のヘビ毒申に含まれる神経毒タンパク質のうち，同型神経毒間のアミ

ノ酸残基の相違は，遺伝子レベルでの一塩基変換で説明できる場合が多い。著者が明

らかにしたインドコブラ毒中の∬型神経毒タンパク質（：Fig．15）について考えると，

Toxin　A，　B，　C，　D間でみられる，イソロイシン→セリン，アルギニン→リジン，

リジン→グルタミン酸，アラニン→グリシンの置換は，例えば，AUU→AGU，

AAA→GAA，　GCU→GGU，　AGAナAAAですべて説明できることから，多くの同

型神経毒タンパク質は，神経毒タンパク質の産生にあずかる1つの遺伝子が何らかの

原因によりpoinしmutationをおこした結果生じた可能性が考えられる・

　神経毒タンパク質は分子内にメチオニン残基をもたないことから・アミノ酸配列の

決定には，タンパク分解酵素のトリプシンやキモトリプシンで消化し・生成したペプ

チドを高圧濾紙電気泳動法や下降法ペーパークロマトグラフィーを組み合せて精製し

て得られるペプチドの構造を調べる方法が用いられてきた。しかし，この方法では得

られるペプチドの回収率，特に分子量の大きいものの収率が極めて悪い欠点があった。

また，タンパク分解酵素により長時間消化すると，それぞれの酵素のもつ特異性とは異

なったペプチド結合の切断がおこることが多いことなどから，著者はこのような欠点

を改良するため，酵素による消化時間を短かくし，生成ペプチドの分画にSephadex

を用いるゲル濾過法を採用し，ペプチドの回収率を大幅に上昇させることに成功した。

その結果，構造研究に用いる神経毒タンパク質の量を大幅に少量化できた。
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実 験 の 部

実験材料：インドコブラ（Na　ja　naja）粗毒は・インドのHaffkine　InstibbLe，

　およびアメリカのSerpentarium　Laboratoriesから，台湾コブラ（Naja　naja

　舗ra）粗暴はSig　ma社から購入した。

　　　　　　　　ヨ
致死活性の測定：マウス　（dd系，雄性，体重16～189）5匹を1群とし，試料の

　倍数希釈液を1匹当り0．2初ずつ皮下注射し，24時間以内にその半数が死亡する試

　料の量をU）50とした。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　
還元カルホーキシメチル（RCM）粥：CresLfieldの方法を一部変えて実施した。．

　試料を5M塩酸グアニジンを含む0．1Mトリス塩酸緩衝液（西8．6）に，1％（両／v）

　タンパク質溶液となるように溶解した。つぎに，この溶液の1初当り100μZのβ一

　メルカプトエタノールを加え，反応容器中の空気を窒素ガスで十分に置換した後，密

封して，370C，4時間以上放置した。この溶液にモノヨード酢酸をタンパク質1麗2

　当り5鷹9の割合で加え，反応液のpHを1M　NaQH：で画8．6に調節しながら反応を

行なった。反応を完了させるため，さらに30分淫心拝をつづけ，1％酢酸で平衡化

　したSephadex　G－25（2．5×50αののカラムでゲル濾過して脱塩し，280nmに吸

　収を示す内分を凍結乾燥した。反応が完結しているかどうかは試料の一部を加水分解

後，アミノ酸分析してシスチンの有無を検討する方法に従った。

　　　　　　　
アミノ酸分析：試料を1mMフェノールを含む6MHCI（0．5磁）にとかし，減圧

　下に封管後，105。C，24時間加水分解した。水解後塩酸を減圧下に除去し，残渣を

　pH　2．2の緩衝液に溶かし，アミノ酸分析計（日立，　K：1．　A－3B型）により分析した。

トリプトファンの分析：試料を日立自記式分光光度計124型を用いて波長200nm

　から320皿mのスペクトルを測定し，トリプトファン特有のスペクトルを示すか否かヒ

　により定性的に有無を確認した。さらに，エールリッヒ試薬〔ジメチルアミノベンズ

　ア』ルデヒド（19）をアセトン（90溜），濃塩酸（10初）に溶解〕を試料溶液の一部

　を塗布した濾紙に噴霧し，発色の有無により確認した。

トリプシンおよホキモトリプシン消化「＝Wbrthington社製のTPck処理トリプシ

　ンおよびキモ「トリプシン（3回再結晶製品）を使用した。試料を012「M重炭酸アシモ

子ウム（・H8・・）畷終灘1％（w／・）になるように噛し・酵素嘩騒動痢

　1／50量加え，37。C，13時聞消化した。消化物をただちに0．2％酢酸で平衡化した

　SephadexG－15またはScphadex　G－25に通し，波長226nm・280nmに吸
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　収を示す各画分を凍結乾燥した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ポリアクリルアミドディスクゲル電気泳動：Wi　l　l　iamsらの方法に従った。　pH23

　およびpH4．0用ゲルを用い，ゲル濃度15％，カラム1本当り3mA，30分泳動後，試

　料が分離用ゲルに入ってから5mAに変えて2時間泳動した。試料は20～50μ9を使

　用した。アミドブラック10Bでタンパク染色を行ない，10％酢酸により脱色した。

高圧濾紙電気泳動：Toア。　No　51濾紙を使用した。溶媒としてピリジン：酢酸：水＝

　　　　　　　　　　　あ
　1：10：289（v／v／v），pH　3．6，を用い，30－50v伽の電圧下，1時間から

2．5時間泳動した。繭からのペプチドの調製は2本のガイド片（巾5㎜）により，

　ニンヒドリン試薬（2％ニンヒドリンーアセトン溶液）を噴霧し，ペプチドの位置を

　確認し，これを目安に濾紙よりペプチドの存在する部分を切り取り，5％ピリジンあ

　るいは1％酢酸で溶出後，ロータリーエバポレーターにより減圧乾燥した。

下降法ペーパークロマト，グラフィー：Toyo　No．51濾紙を用いて下記の溶媒1，L

　皿で，室温で14時間から40時間展開した。ペプチドの位置はニンヒドリン試薬によ

　り確認した。

　　溶媒f1一ブタ・一ル・酢酸，ピリジン、水一15・3・1・・12（・／・／・／・）

　　溶媒皿　　1一ブタノール：酢酸＝水＝4：1：5（v／v／v）

　　溶媒皿　　1一ブタノール：酢酸：水＝3：1：1（v／v／v）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　
N末端分析（エドマン分解直接法）：：RCM化した試料（0．5～2解のを用いて・

　囲manの原報に基づく改良法により，また，　P　T　H一アミノ酸の定量は269nmの紫

　外部吸収を測定する方法に従った。：PTH一アミノ酸の同定には・M∋rck社のKies－

　eIgel　F254プレートを用い，　Jeppssonらの溶媒IVおよび溶媒Vで展開した。さら

　に必要に応じて，Carle　IPIace社ポリアクリルアミドsheetにより，トルエン：n

　一ペンタン：酢酸＝60：30：35（v／v／v）の溶液1君当りに25解9の〔2一（4’一ブチ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゐ
　ル・フェニル）一1，3，4一オキシジアゾール〕を加えた溶媒を用いて展開し，暗所

　で短波長紫外線ランプによっても検討した。水層より回収されるPTH一アルギニン

　は乾燥後，残渣を70％エタノール（0．1πのにとかし，その一部を濾紙につけ，Sa　ka一

　　　　　　　　　れ
　guchi反応の改良法によって同定した。　PTH一ロイシンおよびPTH一イソロイシ

　ンの区別は，最終的には：RCM－Toxinの酵素消化によって得られるペプチドのアミ

　ノ酸分析の結果によった。各段階におけるPTH一アミノ酸の回収率は、エドマ冴分解

　に用いたペプチドのモル数に対する各段階のPTH一アミノ酸のモル数の百分率で測
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定したが・この値が15％前後になると薄層クロマトグラム上では同定が困難になり以

下のアミノ酸配列は決定できなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨユ
○末端分析：　ヒドラジン分解法はGoebzlらの方法に従った。また，カルボキシペプ

　チダーゼAおよびB（D：FP処理）を用いる方法も併用した。すなわち，0．2M重炭

酸アンモニウム（pH8．0）（0．2励）中に試料（0．1～0．5μm・le）を溶解させ，カルボキ

　シペプチダーゼA・Bをそれぞれ基質重量の1／50量を加え，37。Cで消化した。消化

開始後，0，0．5，1，3，6，12，24時間後に消化液の一部を取り，遊離アミノ酸を

　アミノ酸分析計により同定した。

唆性カルボキシペプチダ一画（Penicillium　janthinellumの培養濾液より精褻）は

東京農大の一島英治博士より供与されたものを用し～た。RCM・T・xin：B（解のを0．2

M酢酸ナトリウム緩衝液（pH5．0）に溶解し，酸性カルボキシペプチダーゼを基質重量

のほぼ1／50量加え，37。Cで消化した。消化液の一部を経時的に採取し，アミノ酸分

析計により遊離アミノ酸を同定した。

フィンガー・プリント法：Ingramの方法により・まず酵素消化物（1耀のをToyO

：M51（50×60翻）の濾紙の1点につけ，　P且3．6の溶媒系で高圧濾紙電気泳動（35

　ウ伽，2時間）を行ない，ついで，電気泳動と直交する方向に溶媒1を用いて下降法

で40時間展開した。濾紙上のペプチドの位置の同定はニンヒドリン試薬によった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あ
享電点電気泳動：免sterbergらの方法に従った。　Carrier　amph・lyte（正KB社）

pH：3－10を濃度1％で使用した。　Carrier　ampholyteを全量の3／4含む50％シヨ

糖濃度の濃溶液と，y4量含む淡溶液を適当量まぜ合わせて，カラム（12×50伽）内

に24層つくり，陽極と接触する部分にリン酸，陰極と接触する部分にエチレンジアミ

ンをそれぞれ0．05溜添加した。2。C，400V（2mA）で2時間泳動後，750V（15

mA）に上げ，さらに12時間泳動させた。
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第2章　Toxln　Bの高次構造

　前章で明らかにしたごとく，ヘビ毒から得られる神経毒タンパク質は，単純タンパ

ク質で，1分子当り1型神経毒タンパク質で8残基，1型で10残基の半シスチン残

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　基を含み・すべて分子内でS－S架橋を形成している。また，（hbrotoxin，α一B皿一

　　　　　　garotoxin，　ToxiR：Bは，それらのCD一スペクトルから，分子内にβ一構造が存

在することが示唆されていた。

著者は，ヘビ神経毒タンパク質の分子内のS－S架橋と高次構造・さらにS－S架橋

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と致死活性との相関を知る目的で，T・xin　B分子中の5組のS－S架橋の位置，およ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らぴレーザーラマン分析法により高次構造を検索した。また，ToxinB中のチロジンや

トリプトファン残基など特定のアミノ酸残基の存在状態を分光学的に測定し，次章に

述べる化学修飾法の結果と比較検討し，以下の諸点を明らかにした。

（1）Toxin：B分子中の5組のS－S架橋は，それぞれ3－20，14－41，26－30，

45－56，57－62番目の半シスチン残基によって形成されている。

（2）恥xinB分子の高次構造はランダムコイルと逆平行β構造からなっている。

（3）分子内S－S伸縮振動から・5組のS－S架橋のうち・3組がGauche－Gauche

形，残り2組がGau　che－Trans形をとっている。

（4）Toxin　B中のチロジン残基の水酸基は，分子内の他の残基と弱く水素結合した状

態で存在している。

（5）Toxi且B中のトリプトファン残基は水溶液中では露：出した状態で存在pていると

考えられる。

第1節　Toxin：BのS－S架橋位置
1型下編タンパク質が4組の・一・架橋をも雰に対し』型のT・x・・Bは5組

のS－S架橋をもち，架橋を還元して開裂させると全く致死活性，抗原性が消失する

（第3章）ことから，毒性の発現にはS－S架橋の必要性が考えられた。そこでまず

S－S架橋の位置を検討した。

　一般にS－S架橋の位置を決定するには，S－S交換反応の起こらない条件下で

S－S架橋を含むペプチドを分離することが必要である。そこで，架橋位置の決定に
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必要なシスチン残基を含有するペプチドを分離するため，S－S交換反応を阻害する

N一エチルマレイミド（1mM）の存在下にToxin　Bをトリプシン，キモトリプシン，

ペプシンなどのタンパク質分解酵素を用いて消化したが，全S－S架橋の位置の決定

に必要なシスチン残基含有ペプチドは得られなかった。そこで，S－S交換反応の起

こりにくい酸性条件下でも活性を保持し，特異性の広いAspergilIus　nigerの培養

濾液より精製された酸性プロテアーゼAを用いて検討した。

●
9
‘
◎
4
」
O
●
畠
《

1．o

05
　　　　　　　ll

＿へ／
　　　　　　　．l　　　P。　P●IV　P－V
　　O　　　　　　　　50　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　 150

　　　　　　　　　　　　了“り●　9己0．

F19．16．　Sephadex　co】Lu国n　chτo皿8to8τ8phy　of　acid　pτoヒe88e　▲　dlge8t　of

τo翼1n　6．　The　dlge80　0f　Toxi罰　3騨88　8pplied　on　ε　Sephadex　G－25　colum
（2．2罵240c皿）　a駄d　eluted　with　Oの1麗　fo1巨回ic　ac」」d・　7racgion8　0f　5●0皿1

甘ere　collecoed　a“d　國。“itored　at　226　n巴（一）　and　280“■（一一一》．

　酵素消化後，消化物を0．1Mギ酸で平衡化したSephadex　G－25（2．2×240απ）

でゲル濾過し，生成した各ペプチドを波長226nm，280皿mでモニターし・画分

P－1～vを得た（Fig．16あ画分P－1は末消化物であった。　P－1以外の画分は，

さらに高圧濾紙電気泳動（50v加，2．5時間，　pH3，6）によって分離，精製を行ない，

　　　　　　　　　
ニトロプルシド試薬に対して陽性を示す7種のシスチン含有ペプチドを得た。急ble9

にそれらのアミノ酸組成を示した。表中の4種のペプチドP一墨一2，P－IV－1，P－

V－1，P－V－2は分子中に1個のシスチン残基を含むことから，これらを過ギ酸上
る　

化して高圧濾紙電気泳動（40v加，2時間，　pH　3．6）を行ない，それぞれのペプチド

鎖をシステイン酸含有ペプチドとして分離した。
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Table.9. Amtno aeid composttion ef disulflde pepttdes and their oxtdized･ components {A) from Toxin B

A!ntno actd P-I-1 P-I-2       P-M-2P-I-3    Total A-1
     P-IV-1
A-2 Total A-1

    P-V-1*
A-2 Total A-lt Totel

P-V-2
 A-1 A-2

Cysteie acid
Aspartte ae±d
Threentne
Sertne
Clutamtc actd
Proline
Clycine
Alanine
Half-cystine
Vaiine
Methtontme
Iseleucine
Leuc±ne
TyTosine
Phenylalanine
Lysine.
Htsttdine

Argin±ne

2.82 3.60
2.77 3.6S
1.00 1.00
O.80 O.94
O.97 2.00
O.82 1.01
    L56
3.01 3.17
L51 1.40

O.75 O.76

3.78
3.40
!.20
1.00
2.02
1.09
!.56
4.30
1,80

   1.00
1.20 L12

1.oo 1.e7
1.90 1.10
1.B3
1.9S

O.70

        O.72

           O.70 O,70
O.66 O･.62 1.03

   O.93
L31 1.00
2.18 1.S7
   1.74

LOO 1.oo LOO
   1.00 O.88

      1.10

O.B8 O.79

   1.00
   L77
   L77

1.09 1.04
1.S6

   L66

O.77
O.77
1.02
O.B2

1.24

2.00
1.13
1.87
1.92

1.21

O.80
O.95
1,OO

O,87

1.00

1,77
O.98

1.00

O.87
1.13

1,OO
1,10

1.00 1.00

l.OO

O.95

O.9S

1,30

O.96

O,85

O.68

The value of the
- TTyptephan was

amino acid
detected by

underlined was taken as 1.0.
Ehrieh reaction.

Table 10.

Fraction
Amino
P-lr

Acid Composition of Theruolytic
and Oxidized Components (A) from

Peptides of
 P-I!-T-3

Amino acid P-!r-T-1 P-II-T-2 P-II--T-3
Total A--1 A-2

 yste c actd
Aspartic acid
Threonine
Serine
Glutamic acid
Proline
Glyctne
Alanine
Half-cysttne
Valine
Methionine
!soleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
Lysine
Histidine
Arginine

1

1.

.oo

 21

1.00
2.70
1.19
O.95

1.08

1.87

1.00

1.85
1.01
1.00

2.20

O.81

1.00
il:1fi.

le88

O.78

1.31
1.22

O.91

The value of the amino aeid underlined was taken as 1.0.
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得られたペプチドのアミノ酸組成はTable　9中のそれぞれのペプチドのA－1，

A－2のカラムに示した。これらのアミノ酸組成とToxin　Bのアミノ酸配列を考え合

わせ，3組のS－S架橋はN末端より3－20，14－41，26－30位にある半シスチ

ン残基相互の間で形成されていることが明らかとなった（Fig、17）。

P－II－1

45　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　56

Cys・Pro・Thr・Va1・Arg・Thτ・Gly・Va1・A8p・11e・Gln・Cy6・

　　　57　　　　　　　　　　　62
　　　Cys・Ser・Thr・Asp・Asp・Cy8・
　　　　一＿＿＿．＿＿＿＿＿＿＿＿＿」
　　　　　　　　45
P－II－2　　　Ala’Ala・Thr・C　s。Pro・Thr・Va1・Arg。Thr・Gly・Va1・Asp・

　　　　　　56　57　　　　　　　　　　　62
　　　11e・Gln・Cys・Cy8・Ser・Thr・Asp・Asp。Cys・Asp・Pro・

　　　　　　　　45
P－II－3　　　Ala・Ala・Thr・Cy8・Pro。Thr・Val。Arg。Thr。Gly・Va1・Asp・

P－III－2

P－IV－1

P－V－1

P－V－2

　　　56　57　　　　　　　　　　　62
11e・Gln・Cy8・Cy8・Ser・Thr・Asp・Asp・Cy8・A8p・Pro・Phe6

　　　ユら
㎞．晦．：1：：瀦1：蜘’

　　　釜
　（Asp）・Cy8・Pro・（Asn）・

　　　i
Leu・Gly・Cys。Ala・Ala・

　　　41　　　　　　　26　　　　　　　　　30
Tyr・Thr・Lys。Thr・Trp・Cy8・Asp・G1～1。Phe・Cyo。Ser・Ser・Arg

　　　　　　　－　　　　3　（11e）●Aτg・Cy8・Phe・（11e）・

　　　　26
　　　　　1Gly’His・Va1・Cys・Tyr・

Fig。17．　Structures　of　the　peptides　obtained　from　acid
protease　digest　Qf　Toxln　B，

2組のS－S架橋をもつペプチドP－H－1，：P一皿一2および：P－H－3は，酸性プロテ

アーゼAによる消化で56位と57位の間のペプチド結合の切断が起こらず決定でき

なかった。そこで，ペプチドP一且一1，：P－n－2を1mMのN一エチルマレイミドの

存在下にサーモライシンで消化し，消化物を高圧濾紙電気泳動（40v伽，2時聞，

pH　3．6）にかけた結果，56位と57位の間のペプチド結合が加水分解されたと考え

られる3種のシスチン含有ペプチド（：P－H－T－1，P－H－T－2，：P一皿一T－3）が分

離された。その結果，P一且一T－1，　P－H－T－2からはそれぞれ1種のペプチドの

みが，：P－H－T－3からは2種のペプチドが分離された（Table　10中のA－L　A－2）。

得られたペプチドのアミ、ノ酸組成から，残る未決定の2組の架橋は，Fig．18に示す

ごとく，45位と56位，57位と62位の半シスチン残基により形成されていること

が明らかとなった。
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以上の結果から,ToxinB

のS-S架橋様式はFig･19の

ように決定できた｡この架橋

様式は,すでに明らかにされ

ているⅠ型神経毒タンパク質
37

の(こねbrotoxinやErabutol
38

Ⅹinの様式と比較すると,

p-ll-T-I
57 6 2

P-1工-Tl2 Cys･Ser･Thr'Asp･Asp'Cys1
57 62

p_ⅠⅠ_T.3 .(Thr)胡 S.pro .(Thr)･

3

56

工1e●Gln

Fig.18.Structuresofthethermolyticpeptldesof
frationp-Ⅱ.

Toxin13では26130位間で

形成された1組のS-S架橋

が余計に存在 している以外,他の4組は同じ様式であることがわかった｡

第 2節 ToxinBのラマンスペク トル

レーザーラマン分光分析法はタンパク質の高次構造を推定する有力な手段の一つで

ある｡すでに Ⅰ型神経毒タンパク質のエラブウミヘビ(Laticaudasemifasciata)
50

からのErabuLoxinやトゲウミヘビ(i.ap田lishardwickii)の神経毒の高次構造が
51

ラマンスペクトルにより測定されている｡しかし,Ⅱ型神経毒タンパク質についての

報告はみられなかった｡そこで,Ⅰ塾神経毒タンパク質 と比較するため,水溶液中で
5

のToxinBのラマンスペクト}1,を測定 し,高次構造を推定するとともに,ジスルフィ､ド

-3 2-



結合およびチロジン，トリプトファン残基の存在状態についても考察した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　
10解9、勿の濃度のToxin　B水溶液のラマンスペクトルを恥レーザーの6471Aの

発振線（出力300㎡W）とSpex　1401分光器を用いて測定した（スペクトルの分解

倉旨1ま7αη一1）o

Fig．20にToxin　Bのラマンスペクトルを示した。

Alnide　Iおよび㎜［のバ

ンドが1670と1241

痂「1に観察された。このこ

とは，分子中にランダム

コイルと逆平行β構造が

多く存在しており，α一

ヘリック構造はほとんど

存在していないことを示

唆している。一方，S－S

の伸縮振動が510と523

翻「1に観察され，この強度

の比がほぼ10：8である

ため，5組のS－S結合

T。xinBH26s。い

號1

＾噛1巳”

…　c：62

　リユフ

＼1’艶

s葛。

52~

如
㎝

　5ゆ

523

　　　1500　　　　　　　　　　　　　　制X｝0　　　　　　　　　　　　　　500　　　　CM？幽

Fig．20．　Raman　spectrum・f　T・xin　B　in　water・

のうち，3組がGauche－Gauche形（G－G形），2組がGauche－Trans形

（G－丁形）をとっていると解釈された。シスチン残基のC－S伸縮振動につい

ては，すべてシスチン残基のHCα一一e一βSについて，T形の散乱が662（玩一1に

強く，G形の領域の705面「1に弱く観察された。一方，分子内に1個存在する

21位のチロジン残基については827と850翻一1の強度比が8：10であるため，

フェノール性水酸基は弱い水素結合状態で存在していると解釈された。また，一

般に埋もれた状態で存在するトリプトファン残基は・1361伽一1に鋭いピークを示

すが，Toxi皿：Bではこのピークが見られなかったたや，25位に存在するトりプ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　
トファン残基は水溶液中で露出レているものと推定された。これらの結果は次章

で述べるToxin　Bの化学修飾の実験結果を支持するものであった。
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第3節考察ならびに総括

　著者は，Toxin　Bのアミノ酸配列を前章のように決定したが，半シスチン残基が他

のヘビ神経毒や塩基性タンパク晶群（Cytoもoxin，Cardiotoxin類）などと同じよう

に，分子内にqアs－Cy　sのアミノ酸配列が存在しており，S－S架橋の位置の決定に

はこのペプチド結合の加水分解が最大の難点と考えられた。そこで，種々のタンパク

質分解酵素（トリプシン，キモトリプシン，ペプシン，ナガーゼ，パパイン，プロナ

ーゼ）を用いてこの結合の切断を試みたが，期待した結果は得られなかった。一方，

サーモライシンがqアs一一（汐sのアミノ酸配列をもつCyLoωxin　IのS－S架橋の位置

の決定に有効であったことかげ1サーモライシンでToxin　Bを消化し，　S－S架橋を

決定するために必要なペプチドの分離を試みた。しかし，目的とするペプチドは得ら

れなかった。つぎに，Toxin　Bを酸性プロテアーゼAで消化して得たペプチドP一皿

一1とP一皿一2をさらにサーモライシン消化した結果，Cys一く⊃ys結合が加水分解され

ることがわかった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　Toxin　BのS－S架橋の位置はH型神経毒のNaja　niveaからのT・xinαのそれ

と同一であった。また，1型神経毒とは26位と30位の半シスチン残基間のS｝S

架橋が1個余計に存在していることが明らかとなったが・この架橋の近傍に1型神経

毒では活性発現に必須なアミノ酸残基のチロジンやトリプトファン残基が位置してい

る。このため，これらの残基の存在状態への上記の26－30位間のS－S架橋の影響

を，Toxin　Bのラマンスペクトルを測定する方法により検討した。その結果・特に

チロジン残基由来のダブレヅトピークの強度比が1型神経毒のそれと比較して，著し

く相違していた。すなわち，1型神経毒の場合，フェノール性水酸基はプロトンアク

セプター（COO陣NH2）と強く水素結合を形成していることが推定されたのに対し，

船oxin　Bでは弱く水素結合を形成していることが推定された。これらの事実から，26

－30位間のS－S架橋の形成によって，その近傍のアミノ酸残基は，1型神経毒と

は異なる存在状態を形成しているものと推定される。

　これらの結果は，構造と致死活性の関連を知るために行なった次章の化学修飾の実

験で1型神経毒と豆型神経毒で異なっていた事実とも一致していた。さらに，ラマン

スペクトルの測定結果から，Toxin　B分子申のランダムコイルと逆平行β構造の含量

が1型神経毒に比較して多いことが推定された。また・S－S結合に関して・1型神

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぼロ
経毒の（hbrotoxinではGauche－Trans形が1組であるのに対し，　Toxin　Bでは2
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組存在するなど，1型と丑型の神経毒タンパク質の高次構造はかなり相異しているこ

とが明らかにされた。
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実 験 の 部

酸性 プロテアーゼによる消化 :AspergillusnigervarmaGrOSpOruSより精製

された離 プロテアーゼA(明治製菓 )を用いた.Toxinl324曙 をlM二ギ酸 :㌔

1M酢酸- 2.'1(V/V)(pE2.0)3mzCに溶解させ,本酵素 (基質 :酵素-

20:1, W/W)を加えて,40oC,24=時間消化した.消化物を0.1Mギ酸で

平衡化したSephadexG-25(2×240cm)で分画した｡

サーモライシンによる消化 :ペプチドp-Ⅰ-1,p-Ⅰ-2を0,2M NE4H(〕OS

(pH7.8)にN-ethylmaleimide(lmM)を加えた溶液 (0.5mB)にとかし･サー

モライシン.(基質 :酵素-20･･1(W/W),WorLhington社 )を加え,370(〕で48
YJ

時間消化した｡消化物を溶媒 Ⅰを用いて下降法ペーパークロマトグラフィーにより

30時間展開し,ニ トロプルシド試薬によりシスチン含有ペプチドを検索し,常法に

従って漉紙より抽出した｡

シスチン含有ペプチ ドの検出 :シスチン含有ペプチ ドの検出にはシアニ ドニトロプ

ルシド試薬を用いた｡下記の試薬 aをペーパークロマトグラムに噴霧 し,風乾後,読

薬bを噴霧した｡赤褐色に発色したものをシスチン含有ペプチドとした｡

試薬 a) ニトロプルシドナ トリウム(1.55)を2M硫酸 (5mA)にとかし,これ

にメタノール (95mA)と,28%アンモニア水 (10mA)を加えた後,滅過

して調製した｡

試薬b) NaCN(25)を水 (5耽C)にとかし,メタノールを加えて 100mBとした｡
49

過ギ酸酸化 :Muellerらの方法 に従 った0 30%過酸化水素 ･'ギ酸-1･'9(V/V)

の溶液数滴をシスチン含有ペプチドに加え密封し,30分間,室温で放置したのち,水

を加えて減圧下に濃縮乾固した｡生成 したペプチドは,pII3.6の高圧漉紙電気泳動法

により分離した｡
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第3章 Toxin　Bの構造と致死活性との相関性

　生物活性をもつタンパク質の構造と機能との相関性を知るための有効な手段として，

種々の修飾試薬を用いて特定のアミノ酸残基を修飾し，活性に及ぼす影響を測定する

方法が一般に用いられている。

　著者は・Toxin　B中のトリプトファン残基，チロジン残基，遊離アミノ基および

カルボキシル基などの官能基を化学修飾し，分子内におけるそれらの残基の存在状態

や・致死活性・ならびに抗原性に及ぼす影響について調べ，それらの結果を1型神経毒

と比較した。また：，ToxinB分子中のすべてのS－S結合を還元したのち，再酸化す

る方法によって，S－S結合と致死活性との関連についても検討した。さらに，

T・xin　BのC末端構造と致死活性との関係を知るため，　penicillium　janthine－

llumの産生するカルボキシペプチダーゼを用いて，　C末端4残基を消化除去した修

飾Toxinを調製し，その活性発現との関係について検討した。つぎに，　T・xin　Bが

トリプシンによる限定分解ですみやかに致死活性を消失することが見出されたため，

トリプシンによる加水分解部位と致死活性との相関についても検討し，以下の諸点を

明らかにした。

（1）Toxin　B分子申に存在する1個のトリプトファン残基を3種の異なる方法で化学

　　　　　　
修飾したが，修飾Toxin　Bはすべてもとの致死活性の50％以上を示したことから，

トリプトファン残基は致死活性発現に必須のアミノ酸残基ではないと考えられる。

また，抗原性の変化も見られなかった。

（2）Toxin　B分子中のチロジン残基のフェノール性水酸基のpKaは11．0で正常より

やや高い値を示したが，テトラニトロメタンにより容易に修飾されたことから，露出

した状態にあると考えられた。また・ニトロ化T・xin　Bの致死活性，抗原性と，もと

のTox五n　Bのそれらとの間には変化は見られなかった1

（3）Toxin　B分子中のすべての遊離カルボキシル基は，．グリシンメチルエステルによ

り容易に修飾され・致死活性は消失した。一方，遊離アミノ基は段階的修飾により，

2翻に繍されるアミ・基が致死活醗現に必須であることがわかっそ19

（4）Toxin　BのC末端4残基を酵素的に除去したT・xinB（1－67）の致死活性は，も

とのToxh　Bのそれの70％を示した1

（5）トリプシンによる叩oxin　Bの致死活性の消失は，34－35位（一Arg－Gly）間のぺ
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プチド結合の切断によるものと決定した。

！晒…BのS－S架橋を面し出血・S－S結合の離とともに激死醐ま

壱とのToxin　Bの76％にまで回復した琶

（7〕ToxinIBと等モル量のジチオエリスリトール（DTE）により，Toxin　B分子中

の26－30位間のS－S架橋が選択的に還元され，致死活性はもとのToxin　Bの15彩

まで低下した。一方，CobmtoxinのS－S架橋は，5。5倍量（モル比）のDTEに

よっても還元されなかった。

第1節｝トリプトファン残基の修飾

　　トリプトファン残基は，1型，皿型神経毒タンパク質の共通アミノ酸残基の一つで

ある。著者はToxin：B申のトリプトファン残基を3種の方法で修飾し，致死活性およ

び抗原性に及ぼす影響を調べ，1型神経毒タンパク質の結果と比較検討した9

1）トリプトファン残基の修飾法

　A．オゾン酸イ隈この方法は好ゾンによりトリプトファン残基のインドール核をNL

ホルミルキヌレニン残基に変換する修飾法である。Toxin　Bの四脚溶液に80Cでオゾ

ンガスを通じ，反応開始後1分毎に反応液の一部を取り出し，反応成績体のアミノ酸

分析と致死活性の測定を行なった。
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Table 11. Amino acid composition of Toxin B derivatives

Residueslmole of protein

Amino acid Native
toxin B

Ozonized
toxin B*

NCPS chloride-
treated toxin B

HNB broTnide-
treated toxin B

Nitrated
toxin B

Cyste±c acid
Aspart±c acid
Threonine
Serine

Glutam±c actd
Proltne
Glycine
Alantne
Half-cystine
Valtne
Meth±onine
Isoleucine
Leueine
Tyros±ne
Phenylalantne
Lys±ne
Histtdtne
Argintne
Tryptophan

Kynuren±ne
NCPS-tryptophan
HNB-tryptophan
Nttrated tyrosine

9

9

4

1

6

s

2

10
4

o
4

1

1

3

4

1

6

1

O.43
8.9S
8.83
4.06
1.14
6.05
4.78
2.IS
8.83
3.31
 o
3.40
1.00
    *t1.04
2.78
3.84
O.86
5.36

O.93

8.71
8.32
3.46
1.20
S.54
5.13
1.90
8.35
3.36

 o
3.81
1.00
O.86
2.76
3.52
O.91
5.21

1.01*se*

 -

8.80
8.16
3.66
l.08
5.91
5.08
2.23
8.95
3.48

 o
3.91
1.00
O.96
2.86
3.80
O.78
5.10

O.95***

8.60
8.36
3.90
1.21
6.13
4.52
2.17
8.S5
3.32

 o
3.69
1.00
trace
2.82
3.74
O.80
5.90

 +

O.90

 * Sample was treated with ozone for 8min.
*k All values were expressed as molar ratios w±th a value ef 1.0 for leucine as
    standard.
*kk Determined spectrophotometrieally.
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反応を開始して8分後のToxiR　Bの致死活性はもとの80％であった。得られた修飾

Toxin：Bのアミノ酸分析値をTable　11に示したが，　Toxin　B　1モルに対し，キヌレ

ニン0．93モルの生成が見られたことから，トリプトファンのキヌレニンへの変換は

8分間でほぼ完了したと考えられた。

　B∵2一ニトロー4一カルボキシフェニルスルフェニルクロリド（NGPS　1’Cl）によ

　　　　　　　　　　　　　
る修飾：Hb画onらの方法に従い，トリプトファン残基のインドール核の5位に2一

ニトロー4一カルボキシフェニル基を付加する反応である。ToxiH：Bを30％酢酸に

溶かし，NGPS・ClをToxin　Bに対して10倍（モル比）過剰に加え，室温で10分間

反応させた。修飾された％xin　Bの致死活性はもとのToxin　Bの46％を示した。

そのアミノ酸分析の結果をTable　11に示した。修飾Toxin　B中のNC：PS一トリプ

トファンは波長365nmの吸光度に基づき定量した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　δ2，63
　C．2一ヒドロキシー5「ニトロベンジル・プロミド（H蟹：B・Br）による修飾：

　Barmanらの方法に従った。　Toxin：Bを10M尿素溶液中に4時間放置したのち，

HNB・Brをモル比で2倍，10倍，50倍過剰量加え，室温で，1時間反応させた。

反応の進行を410皿mの吸収の増加により観察した結果，50倍過剰量の試薬と反応

させた場合に，Toxin　B　1モルに対しHNB一トリプトファン0．95モルの生成が見ら

れた（実験ρ）部参照）・得られた修飾Toxin　Bの致死活性はもとのToxin　Bの50％

を示した。また，アミノ酸分析値（Table　11）から，他のアミノ酸組成には変化がみ

．られなかった。

2）トリプトファン残基を修飾したToxinBの諸性質

　　3種の異なる方法によりトリプトファン残基を修飾したToxin　Bのアミノ酸分析値

を肱ble　11に示した。　Toxin　B　1モルからそれぞれキヌレニン，NC：PS一トリプト

ファン，HNB一トリプトファンがほぼ1モル得られたことから，これらの方法で

船oxin：B中のトリプトファン残基はほぼ修飾されたと考えられた。オゾン酸化法で得

られたToxin　Bの致死活性は，もとのTbxin　Bよりやや低下していたが，その一因

として，田oxin　B中の5残基のシスチンの一部がオゾン酸化をうけ，0．43残基のシ

ステイン酸が生成したためと考えられた。また，NCPS・C1や：HNB・Brによりトリ

プトファンをアルキル化して得られたToxin　Bの致死活性はもとのTbxin　Bのそれ

ぞれ46％，50％にまで低下したが，その原因は明らかにできなかった。一方，これ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　64　　　　　　　　　　　　65
ら3種の修飾Toxin　Bの抗原性をオクタロニー法および定量沈降反応によって検討

一40一



V ic. ?n6 cDreSR lie Fig. 23, 24

SI, 6 11･j jr fo>. tt .

iCzJK t,kDS , ft Toxin B btl?I( e c[)nt{!IlecE(k (g

Q5

 04
E
c
o
o
ou

 Q3
6

:
g

A
ts a2

s
q

ql

 :
,
Ff

lt

iit

:

:

f"'"N ･･,.

y'
o txlllli

    1
NS

-s

"ke
   t

--
-

×

-"-:- Native toxin

-･o--.-- Ozonized teKin

IO 20 30 40       Antigen C/,g)

Comparison of the precipitin
 derivatives with anti--Toxin

O.5

o-

s

o
:

i

:
E

e Q2
a
2

O5

1

e.1

   -ll

  iC"

  s'

  :
  '  '
  :
  :
 ::
 : :J

f

li-

j

,

;
1

,e, ,i.IO"<I]':'-･･..

ai :ttr -'xt XSO

--lr1 -- -L- Xi

        t"ttt--

"

t"×
-..-

-x-`- Notive toxin

-- :e--o--ma'Bromrde
    treat"d toxin

--
.--.--NCPS-Chlorlde

    trtated toxin

Fig.23.
modified

         IO 20 30 40
              Antigen CHg)

curves of Toxin B and chemically
B antibody,

F
S

i
1

Ftg.24. Immunodiffusion ln agar gel.
Central well : Anti-Toxin B antibody.
Surrounding well : (1) Tbxin B, (2)
Ozonized Toxin B, (3) HNB-Toxin B,
(4) NCPS-Toxin B.

-4 1-



恥

第2節　　チロジン残基の修飾

　　Toxin　B分子中には21位にチロジン残基があり，トリプトファン残基と同様，神

経毒タンパク質の数少ない共通アミノ酸残基である。そこで，この残基の存在状態お

よび致死活性や抗原性発現との関係を調べるため，まずチロジン残基のフェノール性

水酸基の正Kaを測定した。また，テトラニトロメタン（TNM）によるチロジン残基

のニトロ化を行なった1

1）フェノール性水酸基のpKaの測定：

　Toxin　B申のチロジン残基の水酸基のpKaは，　Toxin　B溶液のpHを7．5から13ま

で順次変え，波長245，295nmにおける吸光度の変化で測定した。

滴定曲線をFig。25に示した。

その結果，pKaは約11．0

で，通常のチロジン残基．

　の　　値よりやや高値を

示した。強固な水素結合

　を形成し分子内に埋没さ

れた状態で存在するチロ

　ジン残基の水酸基の曲

は一般に11．5以上の値

　を示すことから，埋没型

　として存在しているとは

考えられなかった。

2）テトラニトロメタン
　　　　　
　（TNM）による修飾：

　0．1Mリン酸緩衝液（pH

　8．0）中でToxin　Bを
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Fig．25．　Spectrophotometric　titration　of
the　single　tyrosine　group　in　Toxin　B

過剰のTNMと反応させ，チロジン残基を3一ニトローチロジン残基に修飾した。得

られたニトロ化Toxi皿Bのアミノ酸分析値をTab　le　11・に示した。この修飾により1

モルのチロジンはほぼ1モルの3一ニトローチロジンに変換され，また，他のアミノ

酸組成には変化が見られなかった。このニトロ化TOxin　Bの致死活性は，もとの

Toxin　Bのそれの約80％を示した。また，オクタロニー法および定量沈降反応によ
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って抗原性を検討した（Fig．26，27）が変化はみられなかった。

／

Fig．26．1㎜unodiffusion　in　agar　gel．
Central　we11＝Anti－Toxin　B　antibody．
Surrounding　we11：（1）Toxin　B，　（2）

Tyr－21　nitrated　Toxin　B．
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Fig．2フ．　quantitat：ive　precipitin　reactions

of　Toxln　B　and　．1t8　nitrated　derivative

with　anti－Toxin　B　antibody

以上のごとく，ToxhBの致死活性，抗原性はTN．Mによるニトロ化によって影響を

受けないことがわかったが，これらの結果から，共通残基のチロジンはToxin：Bでは

致死活性および抗原性発現に必須のア．ミノ酸残基でないと考えられた。．
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聴

第3’ ﾟ　　その他のアミノ酸残基の修飾

　前節で明らかにしたトリプトファン残基，チロジン残基のほか，Tgxin　B中の遊離

　　ど
のアミノ基やカルボキシル基を種々の試薬を用いて修飾した。また，S－S架橋をβ

一メルカプトエタノールで還元した後，中性条件下で再酸化させ，S－S架橋の再生

と致死活性との関係について調べた。一方，1型，π型神経毒タンパク質相互の一次

構造上の著しい相違の一つがC末端近辺の残基数にある．ことから，Toxin　BのC末端

数残基を酸性カノセボキシペプチダーゼで消化除去し，致死活性に及ぼす影響について

検討した。さらに，Toxin　Bがトリプシンによる限定分解ですみやかに致死活性を消

失したことから，致死活性発現に必須な部位を知るため，トリプシン消化後における

Toxin　B分子の構造変化について検討したζ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
1）カルボキシル基：Toxin　B分子中の遊離カルボキシル基をKoshlandの方法に

従い，5Mグアニジン塩酸の非存在下および存在下で，0．2M　1一エチルー3・（3・

ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド・：塩酸塩溶液中でグリシンメチルエステル

を反応させた。修飾Toxin　Bのアミノ酸組成を調べた結果（Table　12），両条件下で

ともにグリシンは修飾丁・xin　1モルに対し約12モルとなり，もとのT・xin　B分子中

に存在する5残基に比べ，．7残基の増量が認められた。

Table　12．　A皿ino　acid　compositio皿　of　carboxy．　and　amino　groups一㎜dified　Toxin　B

Carboxy　group－modified　Toxin　B　　　　Amino　group一皿odified　Toxin　B
Amlno　acid Toxin　B

一5HGuanidine・HC1　　十5MGuanidine・HCI　　　　TKBS　x　1．2　　　　THBS　x　2．2

飴partic　acid
Threonine
Serine

Glutamic　acid
Proline
Glycine
Alanine

Half－cystine
Valine
Methionine．
Isoleucine
Leucine
Tyrosine・
Phenylalanine
Lysine
Histidine
Arginine

8．95（9）
8。74（9）
3．75（4）
1．30（1）
5．78（6）
4．70（5）
1．90（2）
8．24　（10）

3．．70（4）

一　（0）

4．20（4）
1。00（1）
1．16（1）
2．70（3）
4．30（4）
0．79（1）
5．62（6）

8．45

8．20

3．14

1．15

5．67

11．71

1．85

7．97

3．38

3．85

1．00

0．93

2．66

3．83

0．79

5．26

8．95

8．42

3。70

1．30

5．95

11．80
2．10

8．75

3．68

4．20

1．00

0．93

2．96

3．46

0．85
5．68．

8．56
8．32

3．05

1。05

5．13

4．72

2。18

8．74

3．41

3．68

1．00

0．81

2．83

2．92

0．78

4．94

8．48
8．23

3．21

1．23

5．61

4．84
・2．31

8．89

3．33

3．78

1。00

0．71

2．79

1．83

0．80

4．81

The　value　of　leucine　underlined　was　taken　as　1。0．

The　numbers　in　parentheses　represent　the　nearest　integers．
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Toxin　Bには遊離カルボキシル基が7個存在しているが，この修飾法により，変性剤

の存在の有無にかかわらず，すべての遊離カルボキシル基が修飾されたものと考えら

れた。これらの修飾Tox沁Bはともに致死活性を消失していたが，抗原性はもとの

Toxin　Bと比べ変化は見られなかった。

2）アミノ基：Toxin　B分子中に存在する遊離アミノ基はフルオレヅセンイソチオ

シァナート（：FITC）で修飾した。すなわち，遊離アミノ基に対し4倍（モル比）

　　　　　　　　　　
過剰量のFITCを加え，室温で2時間反応を行ない，遊離アミノ基を修飾したFTC

－Toxin　Bを調製した。得られた修飾Toxi皿Bは，致死活性を示さなかったが，抗原

性には変化が見られなかった。つぎに，遊離のアミノ基を段階的に修飾するため，2，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
4，6一トリニトロベンゼンスルフォン酸（TNBS）を用いて修飾を行なった。

o．1Mホウ酸ナトリウム（pH8。6）中，　TNBsをT・xin　Bに対しモル比でそれぞれ

　1．2，2。2倍過剰量加え反応させ，生成物をDEAE一セルロースにより分画した。

：Fig．28にTNBSを1。2倍モ

ル用いて反応させた時の生成物

　　　　　　　　　　　　　　　　　　むつロ
のクロマトグラフィ「の溶出パ　　　　280剛

ターンを示した。最初に溶出さ

れる丁丁は分子当り1モルのア

ミノ基が修飾されたToxinBで・

次に溶出される画分は2モルの

アミノ基が修飾されたToxin　B

であった。それぞれの条件下で

得られた修飾ToxiR：Bのアミノ

酸組成を臨ble　12に示した。

1．2倍量（モル比）のTNBS

を反応させて得た修飾Tbxin：B

のリジンの残基数は，もとの

ToxinBが4残基であるのに対

して約1残基減少した値を示し．

た。また，2．2倍モル量の丁田S

を用いた場合に得られた修飾

Q5

ー

ー

し

2
t

0　　　　　　　20　　　　　　40　　　　　　60　　　　　　80

　　　　　　　　Tubo　No。

Fig．28．　Chromatography　of　amino　group一
恥odified　Toxin　B　on　DEAE－cellulose．　TNBS

（1．2molar　excess）treated　Toxin　B　was
apPlied　to　a　colu㎜　（1。6x22　cm）　of　DEAE－

cellulose　equilibrated　with　O・005珂sodium
borate　buffeτ，　pH　8．6．　The　column　was　elut－

ed　stepwise　with　O・05　M　sodium　borate　buff－

er，　P班6．6　containing　O・5M　NaC1・　Fractions
of　4　ml　were　collected　at：　a　flow　rate　of

50mllhτ　and　the　eluate　was　monitored　at

280nm．
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　Toxin　Bのリジン残基数は18モルで，ほぼ2残基の減少が見られた。

　　修飾船oxinBの致死活性は，1残基が修飾された場合にはもとのToxiR　Bの約80％，

　2残基が修飾されたものでは10％以下に低下していた。．これらの結果から，TNBS

　により最初に修飾を受けるリジン残基は致死活性の発現に関係ないが，さらに1モル

　のTNBSにより2番目に修飾されるリジン残基が活性発現に必須と考えられた。

3）Toxin　Bの還元再酸化：5Mグアニジン・塩酸中でToxin　Bを変性させた後・

反応容器申の空気を窒素ガスで置換し，β一三ルカプトエタノールを加え，室温で4

時間反応させ，完全にToxin　Bを還元した。つぎに，1％酢酸（pH2．3）で平衡化し

　たSe沖adex　G－25（2．5×50侃）でゲル濾過して還元Toxin：B溶液を得た。この溶

液に1Mトリス溶液を加えpHを7．09に調整し，ビーカー中に静置した状態で再酸化

　を開始した。経時的に溶液の一部をとり，Toxin：B抗体との反応性および致死活性を

　測定した。また，タンパク質中のシステイン残基の量は，モノヨード酢酸によりSH

基をカルボキシメチル（CM）化してCM一システイン残基とした後，加水分解し

　アミノ酸分析計により定量した。反応経過中におけるタンパク質中のS且基の減少と

致死活性の復元の関係をF量g．29に示した。
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　　　　　　　24　　　　　　　　　　　　48　　　　　　　　　　　　ア2

　　　　　　　　　　TlMElhr51

Fig・29。　Restration　of　the　lethal　toxicity　and

disapPearance　of　free－SH　groups　on　oxidation
of　reduced　Toxin　B
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還元Toxin　Bは致死活性を全く示さなかった。再酸化開始後8時間までにほぼ2組，

48時間後に4組，72時間後には残る1組の架橋が形成されSH基は消失した。一方，

致死活性は24時間後で50％，48時聞後には75％まで回復したが，100彫までは
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回復しなかった。三酸化開始直前および開始後1時間，．24時間三酸化した品品の抗

Toxin：B抗体との定量沈降反応曲線を：Fig．30に示した。

還元Toxin　Bは抗体とは全く沈

降物を形成しなかったが，1時

間後のものではわずかに抗体と

の反応性が見られ，24時間再

酸化して得られた標品はもとの

　Toxin　Bのほぼ70％にまで反

応性を回復することがわかった。

4）C末端残基の除去：

　ToxinBのC末端はプロリンで，

市販のカルボキシペプチダーゼ

AやBでは消去されないことか

　ら，C末端にプロリンをもつペ

　プチドやタンパク質に作用する

　Penicillium　janthinellum
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Fig．30．　Quantit・tiv・precipiti・1．6。。ti。n。

of　reoxidized　Tox手n　B　with　anti－Toxin　B
antibody・　x一ス　；　Natlve　toxin・B，　o一甲・・一〇　；

Reduced　七〇xin　B，●一一一・一●；　l　hr－Reoxidized

toxin　B，」・・一一噸　；　24　hr－Reoxidi2ed　ロ）xin　B．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨロ
の培養濾液より調製した酸性カルボキシペプチダーゼを用いてToxin　Bの消化を試

　みた。反応液の一部を用いて経時的に遊離するアミノ酸を測定した結果，2時間後

　に，ToxinB1モルに対し，0．9モルのプロリン，1．0モルのリジン，2，1モルの

　アルギニンの遊離がみられ，以後消化を継続しても他のアミノ酸の遊離は見られな

かった。すなわち，この酵素による消化で。末4残基が消去されたToxin　B（1－

　67）が得られた。ToxinB（1－67）の致死活性はもとのToxin　Bの70％を示し

たことから，C末端近傍は致死活性発現に必須のアミノ酸残基ではないと考えられ

　た。また，Toxin　B抗体との反応性についても調べたが，抗原性の変化も観察され

　なかった。　　　　・

5）トリプシンによる限定分解：叩・xin　Bに対し1／1000（》／w）量のトリプシンを

加え消化した。経時的に消化物の一部を用いて致死活性を測定した。Fig‘31に示

　すように，消化開始直後から30分までに致死活性は急激に低下し，3時間でほぼ

消失した。そこで，トリ』プシンにより，Toxin　B分子中のどのペプチド結合が加水

分解されたかを調べるため，45分間限定分解した消化液にトリプシンの2倍量（蜘）
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のトリプシンインヒビターを加えて反応を停止し，消化物を0．2％酢酸で平衡化した

Se凶a“ex　G－25でゲル濾過した。

その結果，void　volume付近に　　T。．id曾y

主要な画分が溶出した以外に，カ　ゆ。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⊂％1

ラム容量近辺に，モル比がLO＝　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亀

L1：1．0を示すトリペプチドが得　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　竃

られた。このトリペプチドの構造　　5。1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

は7bxin　Bの構造からLys－Arg　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

一Proと考えられた。また，　void　　、．

Volumeに溶出された等分はアミ

ノ酸組成（馳ble　13）からToxin

BのN末のlleから68位のArg

までのアミノ酸残基からなるペプ

チドと推定された。一方，前述の

ごとく，

のTbxin　Bのほぼ70％であったが，

Tbx．in　B（1一

㌔」、

　　、、覧
　　　　、●・曽＿＿＿＿

O　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　12
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time　｛h「｝

　Fig。31．　pecreased　lethal　toxicity　of　limited
　proteolysis　of　↑oxin　B　with　trypsin・　Toxin　B

uas　dissolved　in　l　ml　of　O．2M　NH4HCO3，pH　7・8

　at　a　concentration　of　10　mg／ml　and　digested
with　tτypsin　（　substrate　：　enzyme　2　1000　：　1

　（w！w））　at　37。C．　Aliquot　was　assayed　for　le一

　しhal　toxicity・

％xiR　BのC末端4残基が除去されたTbxin　B（1－67）の致死活性はもと

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トリプシンによる限定分解によって得られた

　　　　　68）のアミノ酸組成をもつ生成物はほとん．ど致死活性を示さなかった。

Table 13．㎞in・acid・・mp・siti。豆・f． @peptides　T－1　and　T－2．

Amino　acid Toxin　B（1－68） T－1 T－2

C哲一cysteine

Aspartic　acid
Th．reonine
Se士ine

Glutamic　acid
Prolipe
Glycine
Alanine

Half－cystine
Valine
I601eucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
工ysine
Histidine
Arginine

9．20

8．71

3．82

1．31

4．78

4．25

1．90

8。24

3．75

4．20

1．00

1．27

2．70

2．68

0．79

4．63

4．78

4．91

4．73

1．05

1。20

3．13

3。03

2．02

2．81

1．06

1．00

1．03

1．10

2．79

4．16

4．70

3．56

2．63

0．20

1．43

1．82

0．21

0．76

2。96

0．11

1．00

1．52

1．41

0．60

1．70

Toxin　B（1－68）　was．obtain¢d　by　gelfiltration　of　trypsin
digest　of　Toxin　3・
The　value　of　amino　acid　uhderlined　was　taken　as　1．00．
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これらの結果から，トリプシンによる限定分解で得られた成績体は分子内のペプチド

結合の一部が加水分解されていることが予想された。そこで・生成物を還元カルボキ

シメチル化した後，0．2％酢酸で平衡化したSephadex　G－50（1．6×136倣）により

ゲル濾過した。その結果，Fig．32に示すように2つの二分（T－L　T－2と命名）が得

られた。それらのアミノ酸

轡濫、認蹴　　｝
造から考え，34位から68位　　　　　　　1

までの部分ペプチ糊当　1凹

し・丁一2はN末端より33

讐ご鰻媒重工ξl　lω犀　　ll

トリプシンによるT。x、。B　Ii　　澱
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／幽・甲　　　　　　　　㌔r一噛一，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一．一“’．　　　レー一一●レ一一dの限定分解でその致死活性

が著しく低下するのは，33

－34位（Arg－Gly）問のペ

プチド結合が切断されるた

めであることが明らかとな

った。

　　　　　　　　　T－l　T－2
　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　50
　　　　　　　　　　Tube　No．
Fig．32．Chromatography　of　limited　hydrolysate
of　Toxin　B　with　trypsin　on　a　column　of　Sephadex

G－50．　The　hydrolysate　with　trypsin　for　45min

treatment　was　reduced　and　carboxymethylated，
then　apPlied　to　a　column（1．6x136　cm）equili－
brated　with　O．2％　acetic　acid．　Fractioロs　of　2．8

ml　were　collected　at　a　flow　rate　of　301nl／hr

and　th白　eluate　was　monit：ored　at　280　n皿．

第4節　ジチオエリスリトールによるS－S架橋の部分還元

　一般にタンパク質分子内のS－S架橋は，タンパク質の高次構造の維持や生物活性

の発現に重要な役割を演じている。また・同一分子内のS－S架橋でもその存在状態

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マヨ
が異なり，還元剤に対する反応性を異にする例も知られている。　例えばパパインの

場合には，8M尿素の存在下で1組のS－S架橋のみが還元され・6M塩酸グアニジ

ンの存在下ですべてのS二』S架橋が還元される6これらの相違は分子内のS－S架橋

の存在状態のちがいによると報告されている；3まπ・用いる還元剤の種類により異な

った結果が得られる場合もある。メルカプトエタノールやチオグリコール酸，メルカ
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プトエタノールアミンのようなメルカプタン誘導体では，通常大過剰量が還元に必要

とされているのに対し，ジチオスレイトール（DTT）やその異性体ジチオエリスリト

ール（DTE）は還元力が強く，これらの還元剤によりタンパク質分子内のS－S架橋
　　　　　　　　　　　　74　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　75
は比較的容易に還元される。例えば，生長ホルモンの2組のS－S架橋や・ウシトリ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
プシンインヒビターの1組のみのS－S架橋などは，タンパク質変性剤の非存在下で

も容易に還元される。

　著者は，一般のタンパク質に比較して，分子内にS－S架橋の含量が高く・さらにそ

れらの架橋位置も明らかな短xin　BおよびCobrotoxinを用いて，　SτS架橋のDT

Eによる還元と致死活性の相関について，両神経毒タンパク二間に差がみられるか否

かを検討した。

　Toxin：BおよびCoわrotoxinを0，2Mトリス緩衝液（pH8．6）に溶解した後，神経毒

1モルに対し，それぞれDTEを1，1，2，2，3．3，4。4，5．5モルになるように加え，S－

S架橋を還元し，生成するSH基の定量は，モノヨード酢酸と反応させ・カルボキシ

メチルシステインとしてアミノ酸分析する方法により測定した。

結果をTable　14に示した。

変性剤の非存在下で，C（沁r・一

興xinは全く還元されなかっ

たのに対し，歌）xin　Bは1，1

モルのDTEによってS－S

架橋の20％，すなわち，分

子内に存在する5組のS∠S

架橋のうちの1組が還元され

たと考えられた。さらに，

4．4モルのDTEによって

38％，すなわち，ほぼ2組の

Table　14．　Reduction　of　Toxin　B　and　Cobrotoxin

with　dithioerythritol　（DTE）

DTE Toxin　B Cobrotoxin

Ll肉
2．2

3。3

4．4

5。5

20％触

33％

34％

38Z

95Z

0

0

0
0 eCart

魯　The　molar　ratio　of　DTE　to　neurotoxins．

★六　τhe　value　of　SHgroup　was　determined　by　the

　amount　of　carboxymethy1－cysteine　in　modifi－
　ed　neurotoxins．

S－S架橋が還元され，5．5モルによってほぼすべてのS－S架橋が還元された。

DTEを1．1および5．5倍量加えて得られた還元Toxin　Bの致死活性は，それぞれも

とのToxin　Bの15％および2．5％であった。また，1組のS－S架橋が還元された

と考えられるT・xin　Bは，抗TOxin　B抗体との反応性で変化は見られなかったが，

全部のSr』S架橋が還元されたTOxin　Bは抗体との反応性を消失していた。一方，

G・br・t・xinは5．5モルのDTEで処理しても，　S－S架橋は全く還元されず，また，
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致死活性にも変化はみられなかった。

　つぎに・1・1モルのDTEにより選択的に還元されるToxinB分子中の1組のS－

S架橋の位置を明らかにするため・T・xinBを1．1倍モル量のDTEで還元して得ら
　　　　　　　　　　ユ　
れる生成物のSH基をC標識モノヨード酢酸を用いてカルボキシメチル化した。得ら
　　ユる
れた。標識Toxin　B申の残りのs－s架橋を常法に従い5M塩酸グアニジン存在下に

β一能ルカプトエタノールにより還元後，カルボキシメチル化した。得られた成績体

をトリプシン消化したのち，消化物を0．2％酢酸で平衡化したSephadex　G－25（1．5

×165㎝）で分画した。rその結果，カラム容量よりもおくれて溶出される画分に1㌔

の放射活性のほぼ90％が溶出された。この半分のアミノ酸組成は，CM－Cγs　1．92，

Asp　L15，　Thr　1の0，　Ser　1．74，　Gly　1．15，　Arg　1．00であり，また，エールリッヒ

反応が陽性であったことから，T・xin　Bの24－33位の部分ペプチドであることがわ

かった。これらの結果から，1モルのDTEで選択的に還元されるToxin　B分子中の

1組のS－S架橋は26－30位間で形成されたものであることが明らかとなった。

このs－s架橋の還元により致死活性がもとのToxin　Bの15％まで低下した事から，

このS－S架橋は活性発現に重要な役割を演じていると考えられた。

第5節　考察ならびに総括

　第1節から第4節までで述べた皿型神経毒の「Toxin　Bの化学修飾の実験から得られ

た結果と，・すでに報告されている1型神経毒のCobroLφxinに関する結果の比較から，

致死活性に関与するアミノ酸残基には著しい相違（Table　15）があることが明らかと

　　78，79
なった。

Methods Toxin　B Cobrotox加（T　e　I）Aロino　Acld

@　　Resldues Leヒhalit 凡nti　enicity etaity A就igenicity
TyrOSlne

@　　residue
TNM（Tetranltromethane
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋5M　6岨nidine・HC1

80Z ＋（Tyr－21） 100竃

「yptop　an

@　resldue
　zone
gNB陰Br（2－Hydroxy｝5噛nltτoben2ylbτomide）

≠bPS・C1（2層Nltro－4－carboxyphenylsulfenyl
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　chloride

0。

T0Z
S6寛

＋（Trp－25）

¥
十

OZ
nZ

Free－carboxy1
@　　　9「oups

EDC＋Methy191ycinate・HC1
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋5H　Guanidlne・HC1

OZ 十 100竃 　　　　　　　　　　　∂
¥　　　　　　一

ree－a皿　no

@　　9「0叩S

　　　　Fuore8ce　n　50t　ocyanaしe
s餌BS（2，4，6－Triロitrobenzene　8ulfonate＞
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1；1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1＝2

OZ

W0竃

P0％

　十

¥
N
．
D
。

　　0竃

P00Z

@O竃

一＋（Lアs－27）一　L8－27　L　5－47

e　UCヒ　on　o

r－SUnkage8
暫ercaptoet　ano

qeo麗id飢ion
cTE（Dithioerythritol）　　　　　　　　1：1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L6

75累

P5器

QZ

　■

E
‡
・
、
鰯
9
・
　
一

　　3z

X0Z
P00Z
P00Z

一
十
十
十

nzy■肥

@　dige8tion Trypsln（1：1000，E＝S）

`cld　carboxypeptida8e

o寛

V0冤

一（一蓋妻・手ε皇・一〉

{（一鯉．L　　　　　　　　　，一A．一5｝。｝

100竃

P00Z
十
十

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＆噛。D．国ot　a巨tect

7able　15．　Re8ult80f　chemic81　modific8tion8　in　Toxin　B　and　Cobrotoxin．
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第 1節で述べたごとく,Toxi工IBは分子内の トリプトファン残基をオゾン酸化して

も致死活性に大きな変化を示さなかった｡また,Naps･ClやHNB･Brによりト

リプトファン残基をアルキル化した修飾ではinBはもとのToxinBのほぼ 50%の致

死活性を保持していた｡この毒性低下の一因としては,NCPS･ClやHNB･Brに

よる修飾の場合には,トリプトファン残基のインドール核に大きな疎水基が導入される

ため,もとのTbxinIうでは分子の表面に露出して存在していると考えられるトリプト

ファン残基が分子内に埋もれた状態に変化するためと推定された｡十万,Cobro-
8o-83

toxinやーゥミヘビ神経毒などの Ⅰ型神経毒は,オゾン酸化やENB･Brによるトリプ

トファン残基の化学修飾で,致死活性はもとの神経毒め数%にまで低下することから,

活性発現に不可欠な残基と考えられており,ToxinBの結果 とは著しく異なっている｡

第 2節のチロジン残基に関する化学修飾の結果もトリプトファンの場合と同様に,

I型神経毒とは異なっていたoCobroLoxinはN末より25位と35位に2個のチロジ

ン残基をもち,TNMにより修飾すると,35位のチロジン残基のみがニトロ化 される

が,致死活性,抗原性ともに変化 しない｡しかし,すべての神経毒タンパク質に共通

な位置に存在する25位のチロジン残基は,6M尿素の存在下でもニトロ化を受けず,

5M塩酸グアニジンの存在下ではじめてニ トロ化され,致死活性,抗原性もともに消
84

失する｡この25位のチロジン残基のフェノール性水酸基は異常に高いbKa値を示す

ことから,分子の内部に埋蔵された状態か,または分子内のカルボキシル基やアミノ
84

基などと強く水素結合 している事が推定されている｡これに対し,ToxinB中の21

位にある共通残基のチロジンのフェノール性水酸基は,正常よりやや高いiぬ 値を示

したものの,変性剤の非存在下で容易にニトロ化された｡また,ニトロ化ToxinBは

致死活性,抗原性ともに,もとのToxinBのそれらと変わらなかったことから,チロ

ジン残基は致死活性および抗原性発現に必須でないと結論 した｡また,チロジン残基

の水酸基が弱く水素結合していることはラマンスペクトルによっても推定された(第

2章第2節 )｡

以上のように,ToxinBとCobrotoxinの トリプトファンやチロジン残基の化学修

飾で見られた両神経毒間での著しい相異は,Ⅰ型神経毒のToxinBでは,これらの残

基が位置する近傍に,Ⅰ型神経毒のOobrotoxinに存在しない1組のS-S架橋 (26

-30位間 )が存在しているためと推定された｡

また,ToxinBの遊離のカルボキシル基をすべて修飾すると致死活性が消失したこ
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とから，Cobro畠oxinと同様に，　Tox沁B中のカルボキシル基ぽ致死活性の発現に必

須であることが明らかとなった。しかし，カルボキシル基の存在状態には両者の問に

差がみられた。Cobrotoxi丑は変性剤の非存在下でKbshlandの試薬によっτ．7櫃r

のうち6個の遊離カルボキシル基が修飾されるが，残る1個は変性剤の存在下ではじ

めて修飾され激死活性も消失す雪二86このよう1・，C・b・。・。x・・は．難剤の存在下

でのみ修飾される1個の埋蔵型カルボキシル基が存在し，この残基が活性発現に関与

していることが知られている。しかし，．Toxin　BにはCobrotoxinで見られる埋蔵

型カルボキシル基が存在しないことが明らかとなった。

　一方，Toxin　8の遊離アミノ基の化学修飾では，　Cobro』oxinと類似した結果が得

られた響すなわち，Toxin　B　1モルを1，2モルのTNBSで処理すると．リジン1モル

が修飾されるが，致死活性，抗原性はほとんど変化しなかった。しかし，2．2モルの

TNBSで処理すると，リジン2モルが修飾され，致死活性は10％まで低下した。

cobroし・xinの場合も，．1モルのTNBsで共通残基の27位のリジンのε一アミノ基が

修飾されるが，致死活性は変化しない。しかし，2モルのTNBSにより，2τ位のリ

ジンに加え47位のリジン残基が特異的に修飾され，致死活性，抗原性はともに消失

する。以上のごとく，カルボキシル基やアミノ基のような電荷を有するアミノ酸残基

が致死活性発現に重要な役割を演じていることが明らかとなった。

　生理活性をもつタンパク質の中にはその機能や高次構造の維持にC末端付近のアミ

ノ酸残基が重要な役割・を演Oているものが多臨擁濫ば．ウシ膵臓RNase　Aでは，

C末端アミノ酸2残基の除去によりその酵素活性が天然の5．σ形，ざらに2残基を除

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
乱すると0．5％にまで低下し，C末端数残基の重要性が報告されている。皿型神経毒

のToxin　Bは1型神経毒にくらべC末端が数残基長い。そこで，　Toxin　BのC末端

数残基の致死活性発現への役割を調べるため，penicilli㎜lanthinellumの産生

する酸性カルボキシペプチダーゼを用いてToxin　Bを消化した。その結果，　C末端

4残基のみが順次遊離され，他のアミノ酸の遊離は見られなかった。得られたToxin

：B（1－67）の致死活性はTbxi皿：Bの70％を示しア抗原性にも変化は見ら．れなかっ

た。これらの結果から，Toxin　BのC末端4残基は活性発現に必須でないと考えられ

る．血d。。。諾2もMユ。坤肱皿・…、毒から得榊擁タンパクで同様の実験

結果を報告している。

　一般にタンパク質のS－S架橋は還元剤の種類や分子中での存在状態により還元の
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され方が異なっている。著者は1型神経毒のC・br・toxinと皿型神経毒のToxin　Bの

S－S架橋の還元をDTEを用いて行なったが，．両者の・間で著しく異なった結果が得

られた。すなわち，Toxi皿Bを等モルのDTEで還元すると，26－30位のシステイ

ン残基間のS－S架橋が最初に還元されたが，このような結果はおそらくこのS－S

架橋が神経毒タンパク質の分子の表面に露出しており・還元を受けやすい状態で存在し

ているためと考えられた。さらにDTEをToxinBの5．5倍まで増すことにより分子

中のすべてのs－s架橋は完全に還元された。一方，cobroLoxinは過剰のDTEに

よっても還元されなかった。以上の結果は，1型と皿型神経毒ではそれらの高次構造

が異なっていることを示唆している。

　また，両神経毒の高次構造のちがいは，トリプシンに対する感受性，すなわち，

Toxin　B分子は1／1000量（w／w）のキモトリプシンにより限定消化しても致死活性に

変化は見られなかったカ『，ドリプシン消化では30分以内に致死活性が著しく低下し

た。一方，Cobrotoxinではキモトリプシン，トリプシン消化によって致死活性の低

下は見られなかった。
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実験の部
トリプトファン残基の化学修飾

　　　　　　　　
1．）オゾン酸化：T・即B（2・5・m・1・）撫子ギ酸（2繊硲解し・吊℃でオゾン

難難からのオゾンガス（薩・2・97岬。’e加’n）鱒型て反応輌なし、1分

毎に反応液の一一部（0，1勿のをとり，水（翫のを加えた後，240㎜から360・mまでの吸

収スペクトル（：Fig．21）を測定する方法で反応の進行状況を追跡した。さらに1分毎の

反応液を用いて，致死活性，抗原性，アミノ酸組成を調べた。オゾン酸化によりトリプ

　　　　　　　　　　　　　ノ
トファン残基から生成する餌一ホルミルキヌレニンはキヌレニンとしてアミノ酸分析計

で定量した。

lD．2一宴g　4一カルボキシフ・ニルスル7・ニルクロrイド（NrpS’C’）

による修飾：Tox’n　B（2岬。’e）劉％酢酸（2％）に解し・，．rれ1‘嗣量の

NCPS’C’（20・mρ’e！鱒酸（1吻燃鰍た締嫡加し・室掌19鯛麟
させた・反応終了律・ただちに・・1騨酢酸で平閉したS・・h晦G二25（・・5・3・碗）

を用いて脱塩後，凍結乾燥した。NCPS－Trpの定量は365nmにおける分子暖光係数

4，000を用いて算押した。

m）・一・ド・キシ漸ニト戸ベンジルブ・マ堺典・畔野戦

T・・i・B（2μm・1・）を塩酸でP且2．7に調整した10M尿奏溶液（1吻に溶解し、，37．

Cで｝｣置後・アセト≧！0・2彫）に溶解したHNB・B壇T・xi・Bに対し2・10・50

倍量（モ砒）を逸しなカ1締下し反応を行・＃請下鴬野・、即を引潮鋒た

め，さらに室温で1時間撹拝をつづけた後，1％酢酸で平衡化したSephadex　G－25

（2・0×50伽）で脱塩した。旦NBrTrpは0・1　M酢酸ナトリウム（pH：12・7）に溶解し・

410一における分子吸光係鶏900を用いて趨した・．2・，・ ﾏ…倍量（モル比）

のHNB・Brを用いて修飾セて得られたToxin　B中のトリプト7ア≧残基の旦NB化ト

リプトファン残基の生成量は・それぞれToxi丑：B　1モル当り・04110・68・0・95モルと

算出された。

チロジン残基の化学修飾

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　お
　Dテトラニトロメタン（T：NM）による修飾：Toxin：B（1．5μmole）を3循の0．l

Mリン酸ナトリウム（pH8・0）に溶解し・10倍攣（モル比）のTNMを加えて20。C・

4時間反応させた。生成した修飾Toxin　Bは・反応終了後・1％酢酸で平衡化した

Sephadex　G－25（2．0×50αη）で脱塩後，凍結乾燥標品とした。3一ニト白一チロジン
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はアミノ酸分析計により定量した｡

ii)チロジン残基中の水酸基の滴定 :ToxinBを0.1MNaClを含む0.01Mリン酸

緩衝液 (pE7.2)に溶解し(0.18喝伽 ),20℃ で日立 124型分光光度計で測定したO

対照セルに0.01Mリン酸緩衝夜を入れ,試料用セルには上記の試料溶液を入れ,NaOE

溶液を加え,噸次pEを18まで変化させ,240nmから320nmまでの吸収スペクト

ルを測定したopEを横軸にとり244および295nmの吸光度を縦軸にとり,滴定曲

線を作成した(Fig･25)O

ヵルポキシル基の修飾67

ToxinB.(1.5FlmOle)を2mEBのlMグリシンメチルエステJL塩酸塩水溶液に潜解

し,1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸 (EDC･

王妃1)(167喝)を加え,反応液のpHを0.1M EClで4.75に保ちながら,室温で3時

間放置するo反応終了後･ 生成物は 1%酢酸で平衡化 したSepbadex0-25(2･0×50

C7W)で脱塩後,凍結乾煉した｡変性条件下での修飾はToxinB(1.5FlmOIe)をlmzC

の2Mグ リシンメチルエステ九億至酸塩水溶液にとかし,これに5姓になるように塩酸

グアニジン(1g)を加えた後,さらにEI)C･HCl(172mg)を加えて反応を行ったQ

EI)(コ･HClはI)二E,払shlad博士 (アメリカ)から供与をうけた.

アミノ基の化学修飾
68

i)フルオレプセンイソチオシアナート(FITC)による昏飾 =ToxiDa(1.5FE

mo-le-)二を駄1姓 帆 を含む駄噸 野チトリ~ウム,pE9･0(lne)に潜解し･ 与れ

に10倍量 (モル比 )のFIT()のアセトン溶液をゆっくり加え,4oC,4時間擾拝し

ながら反応を行った.FITC-ToxinBは反応液をBiogelP-2で脱塩した後,凍

結乾燥粉末として分離した｡
69

ii) トリニトロベンゼンスルホン酸 (T宜BS)による惨鉢 LT-払 捗日-･空転取伊もe)

を3mzGの0.2Mホウ酸ナトリウム(pE8.6)にとかし,これにモル比で1.2倍量の

TNBSを加え,25℃ ,2時間反応させ,反応生成物はI)EAE-セルロ･-ス(1.6×

22m)カラムを用いて精製した(Fig.28)0TNP化の程度は分離精製したTNp-

ToxinBを常法に従いアミノ酸分析し,リジン量の低下により測定 した｡

また,To玉iRRを21倍モルのTNBSで修鉢する反応も上記と同様の方法で行なったO

抗ToxinB抗体の調製

ToxiIIB溶液と等容量の完全フロインドアジュバント(FCA)を混合して,オスの
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ウサギの下肢および背部に皮下注射した。抗原が強力な致死活性をもつため・抗原量

は10μ9ノ晦から始め，一週毎に倍量に増量し，7週目以降は500μ9／陶を約3ケ月

続けて注射した。最終免疫より10日目に血清を採取した。定量沈降反応・オクタロ

ニ一法に使用した抗T・xinB抗体は・50％飽和硫安沈殿法により亜分画したグロブ

　リン画分を用いた。

オクタロニー芒長：64

　　1％Agar　noble（Difco）生食液に0・01％窒化ナトリウムを加え・煮沸溶解した

のち，シャーレに注入し厚さ2㎜の寒天ゲルを調製した。直径3㎜の穴に抗体

　10μ1，抗原10μ1（10μ9ノ初）を注入し・37。Cの湿心中・一晩拡散させたのち・沈

降線を観察した。

　　　　　　65
竜量沈降反応

　抗Toxin　B抗体はPBSで3倍に希釈した液（50μZ）を用いた。抗原は各修飾タン

パク質のそれぞれ12．5，25，50，100，125，160，240，300μ物を含む溶液

　100％を用いた。40Cで，一晩反応させた後，生じた沈殿を3，000rpm　10分間遠

心して採取し，この沈殿をPBS（2勿ので2回洗浄した。タンパク量は沈殿を1％炭

酸ナトリウム（1勿のに溶解し，280nmの吸光度を測定する方法に従った。　Toxin　B

　との定量沈降反応や上清試験により・用いた抗体量での当量域は抗原量10－12・5μ9

の範囲であることがわかった。

酸性カルボキシペプチダーゼによる消化

　　Toxin　B（1μmole）を0．8留の0．05M酢酸ナトリウム（pH6．3）にとかし，これ

　にPenicillium　janthinellu皿培養濾液より得た酸性飾ase懸濁液（10μZ）を加

　え，37。C，3時間消化した。消化物を0．2％酢酸で平衡化したSephadex　G－50

　（1．0×142αη）のカラムに通し，カラム容量近辺の溶出液を濃縮してアミノ酸分析

　した。その結果，遊離アミノ酸としてプロリン，リジン，アルギニンが1．0：1．05：

　2。13のモル比で検出された。用いた酵素は東京農大，一島英治博士より供与を受け

　た。

還元再酸化

　　ToxinBlToxin　B（2μmole）を5M塩酸グアニジン（2初）に溶解させ，β一

　メルカプトエタノール（50μZ）を加え．1MNaOHでpHを8ユ1ζ調製したのち，窒

素ガスで容器の空気を置換し，室温で4時間還元した。この溶液を1％酢酸で平衡
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　化したSephadex　G－25（2．0×50侃）で脱塩し，280nmに吸収を示す三分を還元

　Toxin　Bとして集めた。この溶液（400μg溜）をビーカーに移し，1Mトリス溶液を

　加えてpHを71に調整して空気酸化した。酸化開始後，それぞれ1，3，6，24，48，

　60，72時間後に反応液の一部を採取し，致死活性とSH基の定量を行った。　SH基

　の測定は反応液にモノヨード酢酸（10㎎）を加え，SH基をカルボキシメチル化し，

　生成物中のカルボキシメチルシステイン残基数をアミノ酸分析により算出する方法に

　従った。

lPoxin　BおよびCobrotoxinのジチオエリスリトール（DTE）による部分還元：

　　Toxin　B（0．5μmole）およびCbbrotox沁（1μmole）をそれぞれEDTA解診初）

　を含む1刎　の0．2Mトリス緩衝液（pH8，6）に溶解した後，　DTEをそれぞれ1．1，2．2，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　3．3，4．4，5．5μmole加え，　OoC，90分間反応させた。つぎに，すべてのSH基の

　10％過剰量のモノヨ7ド酢酸を加えて・室温，暗所で1時間カルボキシメチル化した。

　反応液を1％酢酸で平衡化したSephadex　G－25（2，0×50翻）で脱塩し，凍結乾燥後

　アミノ酸分析した。

恥xin　8の1。1倍過剰のDTEで還元されるs－s架橋の開裂位置を決定するのに必要な

ペプチドの分離：

　　Toxin　Bを1．1倍モルのDTEで処理した反応液に］μCiのモノヨード酢酸（1一
　　ユ　

　　C）（比活性52mCi加M，　New　EnglandNuclear）を含むモノヨード酢酸を加え

　てアルキル化した。反応液を脱塩後，それぞれ600雇の0．05M酢酸ナトリウム緩衝

　液（pH　6．0）と0．25M酢酸ナトリウム緩衝液QH　6．5）を用いてCM一セルロースカラ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユる
　ム（1．7×25醐）により濃度勾配溶出法により精製した。得られた部分　C標識カルボ

　キシメチル一丁・xin　Bをさらに常法に従ってRCM化した後，トリプシン（基質：酵

　素＝50：1（w／w）で消化した。ついで生成したペプチドは0．2％酢酸で平衡化した

　Se♪hadex　G－15（1．5×165翻）のカラムにかけ．，226，280nmの吸光度と放射活性

　　　　　　　　　　　　　　　
　を測定することによって　C標識ペプチドを分画した。

放射活性の測定

　　試料の一部（50μZ）をMadsonの方法によりシンチレーション混合液（トルエン：

　トリトンX－100＝2＝1の溶液に2。5一ジフェニルオキサゾール（DPO）を0，4％

　帥／V）に加えて調製）に溶かし，Bec㎞an社製液体シンチレーションカウンター

　M）del　LS－100で測定した。
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第4章　コブラ科ヘビ神経毒を用いる重症筋無力症患者血中

　　　　　　　の抗アセチルコリンレセプター抗体の検出

　コブラ毒中の1型，皿型神経毒は終板の神経筋接合部の後シナプス膜上のアセチル

コリンレセプター（AChR）にほとんど不可逆的に結合することより神経筋接合部

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら
での刺激伝達作用を遮断することが明らかにされている。最近，この性質を利用した

ヘビ神経毒のアフィニティークロマトグラフィーによってシビレエイ（Torpedo　Cali－

fornica）や電気ウナギ（Elecけophorus）の発電器官をはじめとしそ種々の組織か

らAChRを分離精製する研究が盛んに行なわれている。一方，1973年，
　　　
らは，電気ウナギから精製したAChRで家兎を免疫することによりヒトの重症筋無力

症（晦asthenia　gravis，MG）と類似した実験的自己免疫性重症筋無力症（Expe－

rimental緬t・i㎜une　MG，　EAMG）の動物モデルが作製できることを見魅し

た。これらの知見はMGの病因を解明する糸口となりつつある。

　MGは臨床的には反復運動に際し急速な筋力低下，易疲労ないし脱力状態をきたす

疾患で，発症時に眼瞼下垂や複視が出現することが多い。本症は電気生理学的に肋間

筋における微小終板電位（mepp）の振幅が大幅に減少していることや，生化学的に生

検筋中のAChR量が正常筋に比して著明に減少していることなどが明らかにされてい
　　　　　　　　　　　　　　ユ　　　ロ　
る。さらに，1974年，AppelらはAChRと神経毒との特異的な結合がMG患者の

血清によって阻害されることを報告した。これらの知見から，MG患者血申に抗

AChR抗体の存在が考えられるようになるとともに，抗AChR抗体のもつ臨床的意

義が注目されるようになった。

　一方，MG患者の80％以上に胸腺異常（胸腺過形成，胸腺腫）が合併して見られ

ることや，胸腺の摘出により臨床症状が改善することなどから胸腺異常と本症との関

連も注目されている。

　現在，MGの診断法として優れた方法は見出されていない。そこで，著者はMG患

者血清中の抗AChR抗体の検索がMGの診断や病態の解明にも役立つものと考え，

抗AChR抗体の定量法を検討し，二種の測定法を確立した§これらの潰掟法を用い

て得た結果と，MGの臨床像との相関から，抗ACh：R抗体のもつ病因論的意義を胸腺

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9，12－14，　1〔B－107
異常を含めて考察し，以下の諸点を明らかにした。

　（1）抗ACh：R抗体の定量を目的として，2種の測定法（コ』ンカナバリンAセファロ
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一ス法（C・nA法），抗ヒトlg　G法）を確立した。これらの測定法により，MG患者

血申に70％以上の頻度で抗AChR抗体が存在することが明らかとなった・

　（2噺生児MG患者血清を抗ヒトIg　G法により測定した結果・抗体価と臨床像との

問には相関性が認められた。

　（3）胸腺摘出術を行らたMG患者血中の抗体価を経時的に測定した結果，抗体価と臨

床像との間に高い相関性が見られた。

　（4）子ウシ胸腺中に，MG患者血中の抗AChR抗体と免疫学的に交叉反応性を示す

ニコチン作動性AChR様タンパク質が存在することがわかった。

　（5）MG患者から摘出した胸腺組織の抽出物中に・血清の抗AChR抗体量と比較し

て高濃度の抗体が存在することが明らかとなった。

第1節　重症筋無力症患者船子の抗アセチルコリンレセプター抗体の測定法

1974年調m。n堀MG瀦の蜻中にラ。ト導爆櫛から調製したこ・チン
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　
作動性AChRとアマガサへ繭編の・一翫・g・・…xi・（α一BuTx）の結合を阻

害する因子が存在することを報告した。その後，この阻害因子がアーグロブリン画分

に含まれることや，分離精製したAChRを抗原としてウサギを免疫すると．・MG様の

症状を呈することから，MG患者の血清中の阻害因子は抗AChR抗体であることが

明らかとなるとともに，α一BuTXを活用したこの抗体の測定法もいくつか報告さ

れている。しかし，その検出率は33％（15例中5例）と低く，用いる血清も1初と

多量であることから，よりすぐれた測定法の開発が望まれていた。

　そこで，前記の方法で分離し，構造を明らかにしたインドコブラ神経毒TOxin　Bが

構造的にも薬理的にもα一：BuTXと酷似していたため亀5　Toxin　Bを用いて，抗

　　　　　　　　　　　　　　8，9，12－14
AChR抗体の定量法を検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　12
1〕Toxin　BとACh：Rとの複合体の性質
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　　
　複合体の形成に及ぼす温度と時間の影響：　1－ToxinB（0・2pmole）とAChR

　（70μgタンパク量）との結合反応を種々の条件下で行ない，生成する複合体の量を

測定し・Fig．33に示す結果を得た。370C・1時間の反応で複合体の生成は直線的に

増加の傾向を示し，約4時間で飽和に達した。以後15時間まで結合量はほぼ一定で

あ。た．そ。で，鎗5 P－T。x・。　BとAC・Rの反麟間は37・C・塒間とした・
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　Toxi皿BとAChRの特異性：
125

　1－Toxin　B（0．2　pmole）と

AChRとの結合反応を．AChの拮

抗剤のd：一ツボクラリン（lmM）

を含む血清の存在下で37。C，5時．

間行ない，複合体の生成量を後述

のCbn　A法で定量した。結果を

：Figβ4に示す。

11例の正常血清（100μZ）．の存在

下で形成される複合体の生成量を平

均して100％とすると，lmMの盛

一ツボクラリンの存在下では8．3％

　　　　　　125
に，また，　1－Toxin　Bの300

倍量の非標識Toxin　Bの存在

下では8．4％に低下した。この

　　　　　　　　　125
ことは，AChRと　1一

Toxin　Bとの結合が特異的で

あることを示している。一方，

．．18例のMG患者血清（100μの

の存在下では複合体の平均生成

量は正常血清の場合の78．2％

に低下した。これらの結果は

　　　　　　100
Almonの報告のように，　MG

　　　　　　　　鵬
患者血清中には　1－Toxin　B

とAChRの結合を阻害する因

子が存在することを示している6

　　　　　　　　　　　　　　　　112
i〕抗AChR抗体の測定法の原理
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Fig．33．　Time　c・・rse・f　1251－T・xi・Bbindi・g

to　the　acetylcholine　receptors　from　denerva亡ed
rat　skeletal　muscle・　Acetylcholine　receptors
（15f皿01es）　were　incubated　with　1251－Toxin　B

（200fmoles）　for　various　times。　The　incubation
mixture　was　apPlied　to　a　column　of　Concanavalin
ASepharose　and　the　radioactivity　re皿aining　in
the　column　was　measured　by　a　gam皿a　counter．
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Fig．34．　Th・・pecifi・bi・di・g・f　1251－T・xi・Bt・

acetylchgline　receptors・　Acetylcholine　recepto「s
were　preincubated　with　control　serum　（100　u1），
d－tubocurarine　（1　mM），　300－fold　¢xcess　of　cold
Toxin　B　or　patient　seru皿　（100　u1）　for　16　hr　at
40C．　At　the　end　of　this　period，　1251－Toxin　B　was

added　to　the　mixture　and　incubated　for　5　hr　at

370C．　The　radioactivity　re皿aining　on　the　Con－
canavalin　A　Sepharose　colu皿n　was　counted・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125
　Con　A法：AChRと血清を4。Cで一夜放置したのちに，反応液に1－Toxi皿Bを

加え，さらに37。Cで．4時間放置する。ついで，この反応液をCon　A－Sepharo　se

のカラムに通す・疎鯖を用い塒働ラムに賭する放射灘を1・・％とする・
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　AChRは糖タンパク質であり，MG患者血清中にAChR分子を認識した抗体が存在
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら
　すると，この抗体とAChRとの結合によりCon　Aへの　1－Toxin　B・AChR複合

　体の結合は阻害されることが考えられるが，その阻害はCon　Aカラム中の放射活性の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　ら
　低下となってあらわれる。すなわち，ConAカラムへのAChR・　1－ToxinB複

　合体の結合能の減少の程度から血清中の抗AChR抗体量を測定する方法である。

　　抗・ト・gG法・抗・ト・gG法は・AC・Rを鯖と4．Cで一晩筏置したのちに・

　　1面一Toxin　Bと37。C，4時間反応させる。血清中のAChRと　1－Toxin　Bとの

結合反応を翻しない抗AC・R抗体は，　r－T・x・・B・AC・R・抗AC・R抗体

　複合体を形成する。この複合物をヒトIgGに対するウサギ血清を加えて沈殿させ，沈

　　殿物中の放射活性から，抗AChR抗体を定量する方法である。抗AChR抗体量は，

髄的贈位AC、R量臨合し瀕一T・x・・Bのモル数として算出した・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　　　　　　　ユロリユの
　3〕上記二か年よるMG患者血清中の抗AGh抗代の潰淀結果

、　　Con　A法：成人型MG　70例についてのCon　A法による結果をFig．35に示した。

　　正常対照30例の平均値を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　110　　100％とすると，平均値±
　　　　　　　　　　　　　　　　　　100

2SD（標準偏差は3．0％）

は100±6％（図中破線内

が正常域を示す）となった。

そこで，94％以下の結合率

を示した時の血清を陽性と判

定した。その結果，MG　70

例中52例が平均値一2SD、

以下の結合を示し，それらの

平均結合率は84．2％であっ
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Fig。35．　Ant1－acetylcholine　recepter　factors
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MGの病型と平均結合率を比較すると最も軽症とされていζ眼筋型の1型（6例）が

876％，全身型の皿A（42例）86．1％，nB（17例）737％，皿（5例）81．2％

となり，最も軽症群の1型の平均結合率が全身型よりやや高く・正常値に最も近かっ

た。HA群は著明な結合率の減少を示す例から正常値を示す例までかなり広範囲に分

布する傾向を示し，陽性率は42輪中26例（62彫）ど全身型MGの中で最も低かった。
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一方，耳B・皿型の陽性率はそれぞれ94％・100％と極めて高い陽性率を示した。次

にMG群を胸腺腫群（15例）と非胸腺腫群（胸腺過形成）（55例）に分類して比較

したが，平均結合率および陽性率に有意な差は認められなかった。

　　　　　　10，1〔π
　抗ヒトIgG法

　MG　132例をOsserman分類に従って分類した時の結果を：Fig．36に示した。

正常対照70例の血中抗
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pmoles／ml
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　100200
AChR抗体の平均力価＋

2SDが0．48±0．32pmole

／初であったため，0．8pmole

／溜を正常上限値とした

（図引破線）。また，MG群

のうち完全寛解例，新生児

MG，小児型（若年発症型）　　Flg．36．　R。1。ti。n。hip　b。tween　tit。．8。f，e．。m

　　　　　　　　　　　　　　　anti－acetylcholine　receptor　antibody　detemln－
MGは別に分類した（Fig．　　　ed　by。。ti－hu鵬。　IgG。88ay。㎡088em。n・s　cla。，

　　　　　　　　　　　　　　　3ification　in　皿ya8しhenia　grav18
36）。

完全寛解8例のうち1例を除

き，抗AChR抗体は正常値に近い値を示した。小児型MG（18例）の平均値は0・70

pmole溜となり，4例（陽性率22彩）のみが陽性を示した。　OssermaR分類で眼

筋のみの障害が見られる1型（11例）の平均値は0．98pmole・彬で，うち4例（36％）

が陽性を示したものの，正常上限値をややこえる程度であった。全身型MGの丑A

（47例），皿B（37例），匪（10例）の平均値はそれぞれ5．82，7．93，10．09

pmo　le・癩と臨床的障害度がますにつれて高値を示す傾向が見られるとともに，陽性率

も高く，それぞれ87％，92％，90％であった。つぎに・MGを非胸腺腫群・胸腺睡

群に分別して比較したが，その平均値に有意な差は認められなかった。しかし，胸腺

平群（28例）全例が陽性を示した。

　MG患者の臨床豫はかなり変動することから，著者はMGの病型の新しい分類を試

みた。すなわち，採血時点での臨床症状を追跡できたMG群124例を胸腺腫群と非胸

腺腫群に分け，さらにそれぞれをmild（眼症状に軽度の四肢症状を伴なうもの），

mode凱e（軽度の球症状に眼症状あるいは四肢症状を伴なうもの），severe（球

症状，眼症状，四肢症状を呈するもの）群に細分類した。患者血清中の抗AChR抗
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体量を抗ヒトlgG法で測定した結果をFig．37に示した。各群の平均力価は非胸腺腫

群でmild（30例）2．5pmole

癩lmoderaむe（24例）14．3

pmole／留，3evere（4例）

22．9pmole／．磁となり，陽性

率はそれぞれ73．3％，95．8％

100％を示し，前述したOsser．

ma皿分類の成績（Fig．36）

より一層臨床像との相関性が

観察された。一方，胸腺腫群

については，mi　ld（12例）
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Fig．37．　Relationship　between　titers　of　serum
anti－acetylcholine　receptor　antibody　determin一
・dby　anti－h・皿・・lgG・・say　and　P・t．ten’s　clas－

sification　in　myasthenia　gravis

　　（10例）39pmole癩，　severe（2例）9．1pmole溜となり，全例陽性を示したが，
冷

　非胸腺腫群でみられたような臨床豫と抗体価との相関性は認められなかった。

　　つぎに，MGの血清

　中に高頻度に検出され

る抗AChR抗体が

MGに特異的であるか

否かを知るため，MG

以外の自己免疫疾患に

ついて，抗ヒトIgG法

により測定した。その

結果をFig二38にまと

めた。甲状腺機能充進

症（2例），全身性エ

リテマトーデス（52例）
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Fig。38．　Titer3　0f　8eru皿　anti－acetylcholine　receptor
antibody　in　other　autoi皿皿uue　di8ea8e8．　SLE；8y8teuic

lupu8　eryth際maro8u8・　PSS3progre88ive　8y8te皿ic　8cle幽
ro8i8．　　　願

強皮症（5例），シェニグレン症候群（10例），皮膚筋炎（2例）のうち，全身性エ

リテマトーデスの2例で正常上限をわずかにこえる値が認められた以外はすべて正常

値を示した。これらの結果は，抗AChR抗体がMGに極めて高い疾患特異性をもつ

ものであることを示している。
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第2節　重症筋無力症の臨床像と抗アセチルコリンレセプター抗体価

　従来よりMG患者から分娩される新生児の約12％に一過性の新生児重症筋無力症

　（NeonaLalMG）が見られることが報告されており，母体からの液性伝達因子の存在

　　　　　　　　ロ　
が示唆されてきた。しかし，この新生児にMG症状をおこす本体の解明は今までなさ

れていなかった。著者はMGの母親から分娩された新生児MGの1症例について・母
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユヨロる
　と子の血清中の抗AChR抗体を前述の2種の方法を用いて経時的に測定した。

　現在，MGの治療法としては，ステロイド剤，抗コリンエステラーゼ剤，免疫抑制

剤などの薬物療法や胸腺に対する放射線療法，ならびに胸腺摘出術などの外科的療法

が行なわれている。しかし，その治療効果と抗AChR抗体との相関性についての研

究はほとんど行なわれていない。そこで，これらの療法のうち，胸腺摘出術とステロ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10，107
イド療法を受けたMG患者の臨床像と抗AChR抗体の相関性について検討した。

1）新生児重症筋無力症と抗体価

　新生児MGの血清は騎帯血および生後12日目，21日目，107日目に採取したも

のを用いた。結果をTable　16に示した。抗ヒトlg　G法により生後21日目の新生

児MGの血清中からは，抗AChR抗体は検出されなかったが・母の血清中の抗体価

は，妊娠初期から産褥期まで一貫して高値を示した。一方・C・nA法では分娩後18

　日目の母の血清申には抗体が検出されたが，膀帯血申には検出されなかった。この

新生児MGの臨床症状は，生後約3週間で消失したが，抗ヒトlgG法で検出され

た血中抗体価と臨床嫁との間には一致した変動が認められた。これらの結果から，

新生児のMGの成因に関与している抗体は抗ヒトIgG法で検出される抗体である

　と考えられる。

2）胸腺摘出術と血中抗AChR抗体量との関連

　　胸腺摘出術を受けたMG　69例について，胸腺（または胸腺腫）摘出前後の臨床

経過と抗A．chR抗体価との関係をFig‘39に示した。　MGの臨床症状を㎡ild，

　m。deraもe，severρに分類した。上段に非胸腺腫群（47例），下段に胸腺腫

　（22例）を示したが，両三の間でほぼ同じ傾向が見られた。

　　これらの結果から，つぎの諸点が明らかとなった。すなわち，①胸腺摘出直後の抗

体価は一時的に増加したのち減少する傾向を示す症例，急速に減少する症例，余り変

動がみられない症例など，症例ごとのばらつきが観察されたが，全体としては年数の

経過とともに減少する傾向が見られた。

一65一



Table 16. Anti-acetylcholihe receptor factors in neonatal myasthenia gravis

Mother Neonate

Date Anti-human
IgG assay
(pmoles/ml)t

Concanavalin A
Sepharose assay
     (z)tt

Anti-human
IgG assay
(pmoles/ml)

Concanavalln A
Sepharose assay
     (z)

Apr. 12, 1976
Oct. 19, 1976 ( birth
Oct. 30, 1976 ( 12th
Nov. 5, 1976 ( 18th
Nov. 8,1976( 21st
Feb. 2, 1977 ( 107th

day )
day )
day )
day )
day )

6.40

6.00

5.63

72.5

2.90***
1.48

O.50
O.24

100. 2 ***

 t
kt

kM

Control
Control
Sample

 serum ; nean + 2 SD, O.48 ± O.32 pmole/nl
 serum ; mean i 2 SD, 100 ± 6.0Z (n = 30 )
serum was obtatned from tnabilieal-cord

(n=70)

blood.
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　　②手術後完全寛解をきたした9例は術後2年以降に多く見られ，1例を除き抗体価

　はほぼ正常値を示した・③手術後5年以上経過したMG群は・最近4年以内に手術を

　うけた群と比較して抗体価のバラツキ例が多く・術後の臨床症状も比較的重症例が多

　くみられた。その一因として両群問の胸腺摘出の方法の差違が考えられる。すなわち，

最近4年間の術式が周辺脂肪組織まで切除する徹底した完全摘出方式であるのに対し，

それ以前の術式は胸腺組織のみを摘出する方法であり，一部の取り残しの可能性が十

分考えられる。・

3）ステロイド療法と抗体価

　　ステロイド療法中にクリーゼ（急性増悪）を起こした症例Aの結果をFig．40

　に示した。ステロイド剤投与により抗体価はやや減少の傾向にあったが，症状の

　の悪化に伴って上する兆候を

　示し，クリーゼ時に顕著な抗

　体価の増加が認められた。そ

　の後，症状の改善とともに

　もとのレベルに低下した。こ　　．　A。1、R・
　　　　　　　　　　　　　　　　　いmじleδ／m目
　のように，クリーゼと抗体価

　との間には密接な相関が示さ

　れた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NOY．　　　Jan．
　：Fig．41にステロイド療法

により症状の改善が見られた

症例Bの抗体価の変動を示し

た。ステロイド剤投与後，臨

床症状の改善とともに抗体価

は著しく減少し，ステロイド

剤減量後も比較的低値を維持

している。以上2例から，ス

テロイド剤は何らかの機序に

より抗体産生をおさえると考

えらμた。
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　第3節　重症筋無力症と胸腺異常

　　重症筋無力症は高率に胸腺異常を合併することや，胸腺の摘出術が治療に有効であ

ることなどが知られてい撰’ぞのことはMGの発症麗麗が何らかの醸殿割礁

　じていることを示唆しているとともに，抗AChR抗体の産生機序の解明との関連で

も注目されている．すでに曲，。n。Vぎ1ま，子ウシ胸幅・蔽ウナギの発電舘か

　ら精製したAChRと免疫学的に交叉反応性を示す因子が存在していることを報告し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　ら
　ていたが，この胸腺成分の本体は不明であった。そこで著者は子ウシ胸腺中の　1一

踊。。と特異的、，結合する成分につ・・て検討し漫’饗た，摘出さ就MG賭胸腺

　　　　　　　　　　　　　ユ　ら
　中の抗AGhR抗体を測定した。

1）子ウシ胸腺中のAChR様タンパク質

　　子ウシ胸腺中に存在し，船。xinBと特異的に結合するタンパク質について，　Cdn　A－

　SepharOSeを用いて検討した。その結果，子ウシ胸腺より，ラット骨格筋からの

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　ら
、AChRの調製方法と同様の方法を用いて調製した画分中に，　1－Toxin　Bと特異

　的に結合する成分が存在することが認められた。（：Fig．42）

　125
　　1－Toxin　Bとの複合体の

　　　　　1ゐ
生成量は　1－Toxin　Bの

500倍過剰量の船oxin　Bの

存在下で10％以下に，1mM

のd一ッボクラリンの存在下

では20％以下となった。
　　　　　　　　　エ　ら
これらの結果から，　i－

Toxin　Bとの結合は特異的と

考えられた。また，AChR

の拮抗剤のd一ツボクラリン

でToxin　Bの結合が阻害され

一
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　　　　　　a」陀
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Fig．42．　Specifi・bi・di・g。f　l251－T・xi・Bt。

acetylcholine　receptoτ一1ike　protein　fro皿　calf
thy皿us　by　a　Concanavalin　A　Sepharose　as8ay．

たことから，この成分はニコチン作動性AChR様タンパク質と考えられた。この成

分の胸腺中での含量を湿重量当りでラヅト正常下腿筋申のAChR含量と比較すると

約4％であった。また，Sepharose　6　Bによるゲル濾過法でこの成分の分子量は約

25－30万と推定されたが，この分子量はシビレエイ（Narkejapon三ca）より得られ

るAChRとほぼ同程度であった。
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つぎに，この成分とMG患者血清中の抗ACh：R抗体との反応性を検討した。結果

を丁翫ble　17に示した。

Table　17．　Cross－reaction　between　acetylcho！ine　receptor－1ike　protein

in　calf　thymus　and　myasthenic　sera．

Case　（Age，　Sex）　　Histology
Titer　of　Ant1－AChR　Antてbody　　　　　　　Blnding　A（＝tivity

omoles／m1　（《nt1－Human　IgG　Assay）　　　％　（Con　A　Assay）

MG　　l　（51，F）

｝lG　　2　（31，M）

MG　　3　（32，F）

MG　　4　（33，F）

Control　Serum

　　n＝11

Thymoma
Thymoma
Hyperplasia
Hyperplasia

！．593

0，432

1．729
0．141

　　　　キ0。045　（mean　－　2SD）

56．9

65．1

70．6

99，5

100士ll

正常の血清11例を子ウシ胸腺中のAChR様タンパク質を用いて抗ヒトIgG法で測

定したときの正常上限値は0．045pmole励，（：bn　A法では．100％±11％を示した。

つぎに4例のMG患者血清中の抗AChR抗体をAChR様タンパク質を用いて測定し

た。その結果，抗ヒトlgG法では全例が，　Con　A法では3例が陽性を示したことか

ら，この成分はヒトの抗AChR抗体と交叉反応性をもつことが明らかとなった。

2）摘出したMG患者胸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　03
　　　　　　　　　　　　　　　　40腺申の抗AChR抗体

　8例μ）MG患者および1

例の先天性心臓疾患患者

より摘出した胸腺組織ま

たは胸腺腫組織を生理食

塩水で抽出後，抽出液を

Sepharose　6　Bカラム

（1，4×31㎝！）を用いて

ゲル濾過した。その結果，

抗AChR天体は全例

7SIgGが溶出する位置

に見られた。さら．に，抗

AChR抗体は抗ヒトIgA
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Fig．43．　Location　of　anti－acetylcholine　recept＝or　IgG　in　the

fraction8　0f　thymu8　ext＝ract　from　a　patient　with皿yasthenia
gravis　on　a　colum　（1・4x31　cm）　of　Sepharose　6B　in　O●02　H

tτis－HCI　buffer，　pH　7。0，　containing　O．3M餌aC1・　Fraction8　0f

O．7皿1were　collected　at　a　flow　rate　of　20皿11hr　and　t：he

eluate　wa8　monitored　at　280　n皿．

血清を加えても吸収されず，抗ヒト1gG血清により吸収されたことから，抗AChR
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抗体はlgAではなくlgGクラスに属するものと考えられた。溶出パターンの1例

（Table　18中のCase　3）を：Fig．43に示した。また，胸腺摘出時の血清についても

上記の胸腺組織と同様の検討を行ない，これらの試料申の抗AChR抗体量とlgG

量を測定し，lgG　1昭当りの抗ACh：R抗体量をTable．18に示した。

馳

Table　18・Comparison　of　the　concentration　of　anti－acetylcholine　receptor
IgG　between　sera　and　thy皿us　extracts　from　patients　with　myasthenia　gravis。

伽晦・se・・1臨，＿gy　Amo懸調鍵・RlgG　－
　　　　　　　　　　　　　　Thym。s　serum　　（thymus／・eru・）

1．K．M．（56．H）　　　hyperplasia

2．　T．Y．（44．F）　　　hyperplasia

3．　E．K．（46，M）　　　hyperplasia★

　　　　　　thymoma
4。　M．N．（26，F）　　　hyperplasia

5．　K量M．（50，F）　　　hyperplasia

6．R．M．（27，F）　　．thymoma

7．　T．F．（33，ト1）　　　thymoma

8．　T．N。（32，F）　　　　thymoma

g，U．K．（12，M）六★　norma1

0．12

1．51

4．03

1．68

1．96

1．86

4．05

0．79

1．84

0

0

0．71

0．59

0．59

0．09

0．17

0．30

0．29

0．50

0

2．1

6．8

2．9

21．8

10．9

13．5

2．7

3．7

六　A　residual　hyperplastic　thy皿us

★★Apatient　with　congenital　heart　disease

その結果，正常胸腺（（》Se　9）は抗AChR抗体を全く含まなかったのに対し，他の7

例（Cbse　2から8）は胸腺と血清中の単位IgG当りの抗ACh：R抗体量の比が約2～

22となり，胸腺組織中には血清に比べ高濃度に抗AChR抗体が存在していることが

明らかとなった。なお，α瓢Se　1の血清中には抗AChR抗体が存在しなかったが，胸

腺申にはわずかながら検出された。

第4節　考察ならびに総括

　近年，ニコチン作動性ACLRの分離精製やMG患者血清中の抗AChR抗体の測定

に，AC　h：Rに特異的に結合するアマガサヘビ毒からのα一Ihngaroもoxinが繁用され

ている。しかし，アマガサヘビ二二にはシナプス小胞に作用してAChの遊離を阻害す

　　　　　　　　　　　
るβ一Bungarotoxinが存在し，不十分な精製では混在する可能性があった。本研究

に用いたインドコブラ神経毒Toxin　Bは，前章で明らかにしたごとく，71個のアミ

ノ酸残基よりな．る分子量約7，800のポリペプチドで，その一次構造ならびに薬理作用
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118
はα-Bungarotoxinのそれと酷似 した特徴をもつ神経毒である｡また,インドコブ

ラ粗毒中にはシナプス小胞に作用する成分は含まれず,比較的容易に純品が得られる

などの長所があったことなどから,著者はα-BungarotoxinのかわりにToxinB

を活用することを考えた｡
1DD

1974年,Almonらは,MG患者の血清中の抗A(〕hR抗体の検出にSephadexG

-200を用いるゲル漉過法を用いて,MG患者 15例中 5例 (33%)に抗A(〕hR抗

体を検出したと報告した｡しかし,この方法は血清およびAChRが多量に必要なこ

とや,カラムクロマトグラフィーに長時間を要し,さらに検出率が低いことなどの短

所があった｡そこで,著者は少量の血清 (50/蛇)とA(〕hRおよびインドコブラ神経

毒を用いる改良ConA法により,MG患者 70例中52例 (74%)の血清中に抗
10,107 111

A(コhR抗体が存在することを明らかにした｡MiLtagらも同様の方法により,MG患

者の67%に抗AChR抗体が検出されたことを報告している｡これらの結果はCbnA

法がゲル痛過法よりもすぐれていることを示している｡
119-121

一万,すでにLindsLromらは,1976年,ヒトの骨格筋AChRを利用した抗 ヒト

IgG法と呼ばれる高感度の抗AChR抗体の測定法を報告している｡著者は,彼 ら

の方法を改良した抗 ヒトlgG法を考案 し,この方法を用いてMG患者血中に

高頻度に抗AChR抗体が存在 することを明らかにした｡すなわち,Lindstrom
128

らが用いているヒト骨格筋は,ラットの除神経筋に比べてその含量が極めて少なく,ま

た常時入手することが困難である｡そこで,著者は常時得られやすくA(〕hRの含量の

高いラットの除神経筋をACllR源としたが,MO患者血清中の抗ACIIR抗休との

交叉反応性 もヒトのAChRにはおよばなかったが,測定法には充分活用し得るもの

であることがわかった｡さらに･著者の抗ヒトlgG法ではAC血R ･神経毒複合体を精

製する操作が省かれているが,抗AChR抗体の検出率にはほとんど影響がみられな

かった｡この抗 ヒトIgG法により,MG患者の血清 132例中99例 (75%)に高力

価の抗A()bR抗体が検出できたが,これらの結果は本法がMGの診断に有効に利用
1〔汀

できることを示している｡

CbnA法,抗 ヒトIgG法の2種の方法で得られた結果をMGの病型と対応させて

観察すると,I型 (眼筋型 )の陽性率は全身型のⅡA,ⅡB,皿に比べ商法でともに

極めて低く一致した結果が得 られた｡全身型の結果についても両法の闇に差は見 られ

なかった｡しかし,臨床像と抗休価との関係では,ConA法より抗ヒトlgO法の結果
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がより強い相関を示した｡特に新生児MGでは臨床像の消失が抗 ヒトIgG法での抗

体の消失と一致したが,このことは新生児MOの発症に関与している血清因子は母体

から持続的に移入されるIgGのうち,抗ヒトIgG法で検出される抗体と考えられ

た｡また,ステロイド療法中にクリーゼを起こした症例ではその時期に一致して抗 ヒ

トIgG法で検出される抗体の｢過性の上昇が観察されるなど,これらの結果は抗ヒ

トIgG法で検出される抗体がMGの臨床像の決定に重要な役割を演じていることを

うかがわせるものである｡

つぎに,MGを胸腺腫群と非胸腺障群に分類すると,抗ヒトIgG法で胸瞭睦群全

例が陽性を示したが,臨床像と抗体価との間には非胸腺腫群で見られたほどの相関は

見られなかった｡このことは･胸腺腫群の血清中には,抗 ヒトIgG 法により検出さ

れる抗体の中に,臨床像の決定に直接関与しない抗体が存在 している可能性を示唆し

ている｡
123

現在,MGの治療法の一つとして胸腺摘出術が有効と考えられている｡しかし,抗
124

A(〕hft抗体価の面から多数の症例を長期にわたって検索した例は sGaddingらの報

告のみである｡著者は淑G69例の胸腺摘出患者の抗体価の変動と臨床症状を長期に

わたり検討した｡その結果,摘出術後に抗体価の急激な減少は見られないものの,良

年にわたり徐々に低下する傾向を示したが,この傾向は臨床経過とよく一致していた｡

現在,胸腺摘出術と抗AChR抗体の産生機序の相関は明らかでないが,胸腺の摘出が

抗休価の低下をもたらすことが明らかとなり,MGの治療法として有効であることが

確かめられた｡
122

MGの病因を探る重要な手掛 りとして,MGに高頻度に合併する胸腺異常がある｡

著者は,子ウシ胸腺中にニコチン作動性ACIIR様タンパク質が存在することや,こ

のタンパク質がMO患者血清中の抗AChR抗体と免疫学的反応性を示すことを明ら
116

かにした｡すでにAharonOVらも電気ウナギからのAChRと子ウシ胸腺抽出物との

闇で,体液杜,細胞性の両面で免疫学的交叉反応性を証明しているが,おそらく著者

と同一のものと考えられる｡現在,これらは胸腺内に存在する骨格筋様細胞 "myoid-

Oelト､由来のものと考えられている｡

さらに,著者はMG患者からの摘出胸腺中に主として7SIgGタイプの抗A(〕hR

抗体が存在し,しかも胸腺に含まれる全 IgO量に対する抗A(コhR抗体の割合が,血

清レベ)i/に比べ著しく高いことを明らかにした｡MGにおける抗A(⊃hR抗体の抗原が
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骨格筋由来のAChRであるのか，あるいは胸腺内に存在するAChR様タンパク質

なのかはいまだ明らかではない。現在，まだヒト．胸腺内からニコチン作動性AChR様

　　　　　　　　　　　　　ユ　
タンパク質は見出されていない。しかし，胸腺内に血清レベルより高濃度の抗ACh：R

抗体が含まれる事実は，胸腺に抗原となるべきAChR様タンパク質が存在し・何ら

かの刺激侵襲により，これを標的とした免疫反応が惹起され，胸腺異常をひき起すの

かも知れない。いずれにしても，本症に特異的に見られる胸腺異常の原因を追究する

上で，また，胸腺摘出術が抗AChR抗体の減少をもたらし，治療面での有効性と相

関した知見が得られたことは興味深い。

　MGの発症機序に関しては未解決の点が多い。しかし，一つの手掛りを動物モデル

（EAMG）に求めることができる。　E　AMGの発症過程は，シビレエイの発電器官

から精製されたAChRが，ラット骨格筋AChRと免疫学的交叉反応性をもつことか

ら，これを抗原として動物を免疫することにより抗シビレエイ抗体が生成し，これが

神経筋接合部のシナプス後膜上のAChR分子に作用する結果，急性期EAMG像が
　　　　　　　　　　　　　　120，121
つくられるものと考えられている。さらに電顕的観察からもその発症過程において骨

格筋終板上での抗原抗体複合物がシナプス後勘上に観察でき・時間経過とともにマク

ロファージを主体とした炎症性細胞や補体反応により二次的にシナプス後傾のクレフ

トが破壊され，それとともに，AChRの数が減少していくことが明らかにされてい

国画のM醗病欄にも骨格縢板でこのよう観劇がおこ。ているものと想像

される。したがって，血清申の抗AChR抗体はMGの発症の引き金として働くこと

が考えられ，臨床症状は，むしろ終板上でのシナプス後駆の破壊の度合と相関してい

るかも知れない。Con　A法や抗ヒトIgG法で得られた抗体価が必ずしも臨床症状と

相関しない症例が多かったことも，この考え方を支持している。
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　　　　実　　験　　の　　部
・ゐP－T。xi。　Bの調製，ク。ラミンT出職欄製した。　T。xi。　B（4。9）を・．5

　Mリン酸緩衝液（pH　75）（100μ1）に溶解し，これに0。1MN　aOH（10μ1）に溶解し

　　たNr2511mC・（N。w　E。，1。n、　N。，lea，製）を加え，麟後・さら・・ク・ラ・ンT

　　（10μL1昭／〃泌）を加え，1分閥反応を行なった。反応後，メタ重亜硫酸ナトリウム

　　（20μ1溜溜）を加えて反応を終了させ，ただちに0．5彩BSAを含む0．5Mリン酸

　　緩衝液侮H7．0）で平衡化したSephadex　G－50（0．9×20αη）でゲル濾過し・無機ヨ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユゐ
　　一ドと高分子量の変性タンパク質を除去した。得られた　1－Toxi丑Bの比活性は，

　　　　　　ら
　　4～5×10Ci／短oleであった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　
ラット除神経筋か．らのAChRの調製：A㎞・nらの方法に従った。　Wistar系ラヅ

　　ト（オス，200－2509）の両側大腿部を切開して坐骨神経を1απ以上の長さで切除

　　し，10日後に除神経下麗筋を採取した。得られた下腿筋湿重量の4倍量の0．1M

、NaCl　lmM：PMS：F，0．1％NaN3を含む0．05M　Tris・HCIQH74）を加え，筋肉

　　を細かく切断し，最終濃度が。．1％になるようにTriむ。丑）←100を加えて磨砕し，4。

　　Cで一晩撹拝した後，1ZOOO×930分遠沈を行なって得た上清をAChR三分とし
　　　　　　　　　　　　　　125　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－9
　　て用いた。得られた画工の　1－ToxinBの結合能は4～5×10Mであった。子ウシ

　　胸腺からのAChR様タンパクの抽出法は，上述のラット除神経筋からのAChRの調

　　製方法に準じた。

抗AChR抗体の測定法

　　　1）C。n。。m。・linAS・ph・r・・e法ゆ・A法）・カラム（1・1×9翻）に（加・ar

　　avalin　A　Sel血aroseを約0．4顧充填したのち，0．2％Triton　X－100，0．1MNaCl

　　を含む0．05MTris・HCI　QH7．4）で平衡化した。前記の方法で調製したACh：R溶

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あ
　　液の50倍希釈液（250μZ）に患者血清（50μZ）を加え・40Cで一晩放置した後・1－

　　Toxin　B（02pmole）を加え，さらに37。Cで4時間放置しCon　Aカラムに通した。

　　つぎに，このカラムを前記緩衝液（2初）で2回洗浄し，カラムに吸着した放射活性をガ

　　ンマ＿カウンター（パヅカード社5220型）で計測した。正常対照血清30例を用い

　　た時の平均値±2SDは160±6％であった。

　　　2）抗ヒトlgG法：AChR画分（100μZ）と100倍希釈したMG患者血清20〆

　　50μZ，100μZを加え，これに総IgG量を合わせるため，100倍希釈した正常血清

　　を180μZ，1504および100μZ加えて，4。Cで一晩放置し，　AChR量に対して2
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　　　　ユ　ら
倍量の　1－Toxin　B（50　Z）を加え，さらに37℃・4時間放置した。つぎに反応

液中のIgGを十分に沈殿させるにたる抗ヒトIg　G家兎血清を加え・4。Cで一晩反

　応させた。2，500×910分遠沈して得た沈殿を生食（2紹）で洗浄後・沈殿物中の
　125　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125

　　1放射活性を測定し，抗AChR抗体の量を　1－ToxinBの比活性から初当りの

　pm・le量として表示した。正常の対照血清70例の平均値±2SDは0・48±0・32P

　mole溜であった。なお，　AChRを含まない系での測定値をブランクとして差し引

　いた。

MG患者から摘出した胸腺中の抗AChR抗体：　　　　　　　　　　　　　㌔

　摘出胸腺組織約1～29を磨罰したのち，生理食塩水（5留）で抽出した。
　　　　　　　　　　レ
　この一部を0．3MNaCIを含む0．02M　Tris・HCIQH8．0）で平衡化したSepharose

　CL－6B（L4×31伽）のカラムに通して分画し，各試験管内の抗AChR抗体量を抗

　ヒトIg　G法で，また，　Ig　G量はBehring社・LCパルチゲンGで定量した。同様

　の操作を同一患者の血清についても行ない・胸腺と血清中での抗AChR抗体量を1那夢

　中の値として算出した。

抗AChR抗体の測定を行なった対象MG患者

　　1）臨床症状，テンシロンテスト，：HarveアーM誌landテストなどによりMGと診

　断された132例，および正常対照70例を対象とした。・

　　2）新生児MG：昭和49年に発症した母親（皿B）から分娩された女児で・生後

　数時間後，筋緊張低下，暗泣微弱，筋無力性顔貌を呈し，2日目には哺乳力低下，四

　肢運動低下も観察された。3日目より抗コリンエステラーゼ剤の投与で上記症状は軽

　快し，生後3週間でMG症状の消失が観察された症例である。

　　3）症例A：33才の女性で非胸腺腫・Osserman分類で且Bに属し，昭和46年

　に胸腺摘出術を受けたが，その後も頻回にクリーゼを繰り返し，昭和49年よりステ

　ロイド療法が行なわれている。その後，若干の症状の改善がみられているものの，53

　年12月に再びクリーゼに陥った症例である。

　　症例B：42才の女性で非胸腺腫，皿Bに属し，昭和52年胸腺摘出を受けているが

　著明な病状の変化は認められていない。53年7月よりステロイド療法が行なわれ・臨

　床症状が徐々に改善している症例である。
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結 語

　著者は主としてインドコブラ神経毒タンパク質の構造とその諸性質について，生化

学的研究を行なうとともに，神経毒タンパク質の重症筋無力症の病態解明への応用に

ついても検討し，以下の諸点を明らかにした。

　1）インドコブラ（：Nhja　naja），台湾コブラ（Naja　naja　aけa）粗毒から，　Sep－

hadex　G－50とCM一セルロースを組み合わせることにより，容易に神経毒タンパク

質を精製できる方法を考案した。その結果，インドコブラ毒からは1型神経毒群と亜

型神経毒群の両三が分離されたのに対し，台湾コブラ毒からは1型神経毒群のみが分

離された。精製された神経毒のうち，山型神経毒のToxin　Bをはじめ，主要なインド

コブラ神経毒の一次構造を明らかにした。その結果，U型神経毒間には極めて高い構

造上の相同性がみられた。

　2）Tbxin　B分子内のS－S架橋の位置を決定することに成功したが，　E型の

Toxin　8には5組のS－S架橋が存在しており，1型神経毒に比べ1組多く存在し

ていた。5組の中の4組の架橋位置は1型と同様であった。しかし，ラマンスペクト

ルの測定結果から，Toxin　B中のチロジンやトリプトファン残基などの存在状態は1

型のそれらの残基とは異なっていることが明らかとなった。

　3）種々の化学修飾法を用いてToxin　Bの構造と致死活性との関係を調べた結果・

チロジンやトリプトファン残基などの化学修飾と致死活性の相関や・トリプシンに対す

る感受性，ならびに還元剤に対するS－S架橋の感受性に大きな差があることがわか

った。このことは2）で明らかにした丑型神経毒のToxin　Bでは1型神経毒に比べ，1

組余計に存在するS－S架橋が大きな役割を演じているものと考えられる。

　4）Toxin　Bが骨格筋中のシナプス後膜に存在するアセチルコリンレセプターにほ

とんど不可逆的に結合する薬理活性を活用して，2種の抗アセチルコリンレセプター

抗体の測定法を確立した。これらの方法を用いて，多くの自己免疫疾患患者血中の抗

アセチルコリンレセプター抗体を測定した結果，重症筋無力症患者血中に高頻度にそ

の抗体が検出された。さらに，この抗体のもつ病因論的意義を各治療法との関係で調

べた結果，重症筋無力症の臨床像の決定に大きな役割を演じていることが推定できた。

　5）重症筋無力症は高率に胸腺異常を合併することから，胸腺との関連を検討した。

その結果，子ウシ胸腺内に神経毒と特異的に結合するアセチルコリンレセプター様
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タンパク質が存在することが明らかとなった。また重症筋無力症患者の摘出胸腺中に

血清中より高いレベルの抗アセチルコリンレセプター抗体が検出されたが・このこと

は，重症筋無力症に合併する胸腺異常と何らかの関連を有しているものと考えられる。
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