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Abstract 

   

 Two kinds of scorpions are living in Yeyama islands, Japan. One of them is Yaeyama scorpion (Liocheles 

Australasiae). Interestingly, the venom of Liocheles Australasiae displays the toxicity for insects but almost not for 

mammals. LaIT1, 36 residues peptide, is the most major toxic peptide in the venom from Liocheles Australasiae. And 

detail of the structure and function of LaIT1 had been reported. Unlike LaIT1, little is known about the second major 

component, a 59 residues peptide termed LaIT2, forming three intramolecular disulfide bridges. The biological study had 

shown that the N- and C-domains of LaIT2 possess antimicrobial and insecticidal activities, respectively. Although LaIT2 

had been predicted to take the -KTx fold (a helix plus an -- motif), the three-dimensional structure is still unknown.  

Despite the intriguing biological activities of LaIT2, lacking the three-dimensional structure prevents to uncover the feature 

of functional mechanism at the molecular level. To clear this issue, in this thesis, I solved the NMR structure and analyzed 

the molecular dynamics of LaIT2. Moreover, activity measurements of LaIT2 and the mutants were performed to find the 

key residues for the functions. 

Firstly, the sample preparation method was established. To induce the formation of intramolecular disulfide bonds and 

to enhance the solubility of the target peptide, LaIT2, the pET32a vector and E. coli named Rosetta-gami B (DE3) pLysS 

were employed. Combination of Ni2+-affinity column, enzymatic digestion, and HPLC enabled to obtain the recombinant 

LaIT2 (rLaIT2) at sufficient level of purity. Mass spectrometric analyses of the rLaIT2 fragments yielded by Lys-C, Asp-

N, and/or proteinase K digestions showed that the rLaIT2 formed intramolecular disulfide bonds identical to those of 

natural LaIT2; Cys31-Cys51, Cys38-Cys56, and Cys42-Cys58. In addition, insecticidal and antimicrobial activity test showed 

that the activity of rLaIT2 is almost identical to that of natural LaIT2.  

Next, the solution structure and molecular dynamics of LaIT2 were investigated using NMR spectroscopy. A series of 

homo- and hetero-nuclear two- and three-dimensional NMR experiments were performed. All NMR spectra were recorded 

at 298K on a Bruker AVANCE III NMR spectrometer equipped with a triple-resonance TCI-cryogenic probe at the 1H 

resonance frequency of 800.13 MHz. After the resonance assignments, distance and angle constraints were collected. To 

satisfy these structural constraints, the three-dimensional structure of LaIT2 was calculated using CYANA2.1. The final 

set of 20 structures showed that LaIT2 has a -KTx-like structure; the N-terminal domain is in random coil conformation 

and the C-terminal domain forms the cysteine-stabilized  (CS) fold. Moreover, NMR and CD data of LaIT2 in the 

presence of Trifluoroethanol (TFE) and liposomes showed that the unstructured N-domain has an ability to form an α-helix. 

The results strongly suggested that LaIT2 can form the canonical -KTx fold in certain condition. The conformational 

plasticity of the N-domain would contribute to the target recognition mechanism. Furthermore, the results of T1, T2, and 

15N{1H}-NOE experiments suggested that A24 and Q28 in the N-domain have large thermal and conformational flexibility, 

respectively. The flexibility of these two residues is thought to prefer to adopt an appropriate angle between the two domains 

for the target recognition.  

Finally, important amino acid residues for the biological activities were deduced based on the structural comparison 

of LaIT2 with four homologous peptide toxins suggested by BLAST search. The comparison showed that K15 and K21 in 

the N-domain and L53 and L54 in the C-domain were well conserved. Therefore, three mutants, K15A, K21A, and 

L53A/L54A were prepared to examine their insecticidal and antimicrobial activities. The activity measurements suggested 

that K21 in the N-domain is necessary for both activities. Moreover, in the results, K15 in the N-domain was found to be 

responsible for the antimicrobial activities, whereas L53 and L54 in the C-domain were key residues for the insecticidal 

activity. The findings in this thesis will provide a new insight to understand the structure-function relationships of LaIT2 

and -KTx family members. 
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論文内容の要旨 

 

日本の八重山諸島には２種類のサソリが生息しており、そのうちの１種類が

ヤエヤマサソリである（もう 1 種はマダラサソリ）。このサソリが分泌する毒素

に含まれるペプチドは哺乳類に対して殆ど毒性を示さず、昆虫だけに強い活性

を示すことが知られている。本研究を開始した当時、ヤエヤマサソリの毒素から

2 種類のペプチド、LaIT1 と LaIT2 が既に単離・同定されていた。毒性ペプチド

の中で最も含有量の多い LaIT1 は構造と機能の相関解析が行われていたが、2 番

目に含有量の多い LaIT2 は殺虫及び抗菌活性評価しか行われていなかった。そ

のため、ヤエヤマサソリの毒素が持つ昆虫特異的な活性の機能発現機構を深く

理解し、解明するためには情報量が不十分であった。 

そこで本研究では、LaIT2 の立体構造を解明し、機能相関解析をすることで機

能発現機構に関する分子レベルの知見を得ることを目的とした。そうして得ら

れた新しい知見は、ヤエヤマサソリの毒素の作用機序の解明だけに留まらず、将

来的にヤエヤマサソリ由来のペプチドを用いた農薬開発につながると期待して

いる。 

本研究の最初の段階として、NMR 構造解析に向けて大腸菌を用いた大量発現

系を構築した。LaIT2 は分子内に 3 つのジスルフィド結合を有することが知られ

ていたため、タグとしてジスルフィド結合含有タンパク質の発現と立体構造形

成に有利なチオレドキシンタグ (Trx-tag)を採用した。さらに、精製を容易にす

るために His x 6 タグを Trx-tag とタンデムなるように付加した系を構築した。

その結果、Trx-tag 融合タンパク質として試料を可溶性タンパク質として得るこ

とに成功し、LaIT2 を単離精製する手順を確立することができた。 

次に、確立した発現系を用いて 13C, 15N,および 13C/15N 安定同位体で標識した

LaIT2 を調製した。標識した LaIT2 を用いて一連の NMR 測定を行い、得られた

スペクトルを解析した。その解析で得た情報を用いて構造計算を行い LaIT2 の

立体構造を決定した。その結果、LaIT2 は N 末端領域にランダムコイル構造、C



 

 

末端領域に α‐β‐β 構造を有し、さらに分子全体としてのフォールドは β-KTx フ

ァミリーに類似していることが明らかになった。また、CD と NMR の実験から

N 末端領域にはヘリックスを形成する能力があることも強く示唆された。 

ホモロジー検索を行った結果、LaIT2 と相同性の高い 4 種類のペプチド毒が見

つかった。これら 4種類のペプチド毒の立体構造はいずれも未解明だったため、

全ての立体構造をモデリングで構築した。実験で得られた LaIT2立体構造と 4種

のペプチド毒のモデル構造を比較した結果、分子内のジスルフィド結合を形成

しているシステイン残基の他に、N 末端領域のリジン残基や C 末端領域のロイ

シン残基の保存性が高いことが明らかになった。これを基に、保存性の高いリジ

ン、ロイシン残基をアラニンに変異させた 3 種類のペプチド（K15A, K21A, 

L53A/L54A）を作製し抗菌及び殺虫活性を評価した。その結果、抗菌活性にはＮ

末端領域の K15 と K21、殺虫活性にはＮ末端領域の K21 とＣ末端領域の 2 本の

-ストランドを結ぶターン部位に位置する L53, L54 が重要であることが明らか

になった。先行研究では、殺虫活性は主に N 末端領域、抗菌活性は主に C 末端

領域が担っていると報告されていた。本研究の結果は、個々の機能にどのアミノ

酸残基が関与しているかという更に詳細な情報を与えるものである。しかも、Ｎ

末端領域の K21 が殺虫及び抗菌活性の両方に重要であることは、本研究で初め

て示された。 

本研究の結果は、LaIT2 の構造機能相関の全容解明に向けた新しい知見を与え

るだけでなく、β-KTx ファミリーの機能発現における構造基盤を構築する上で

も重要な知見となる。さらには、将来的な農薬の開発に向けた分子の設計指針を

与える情報として大いに期待できる成果であると考えられる。 
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1.1 序文 

 タンパク質には様々な立体構造があり、それぞれの構造には機能発現に適し

た必然性がある。その中でも構造と機能の関係を理解しやすい代表的な例は、酵

素と基質に見られる「鍵と鍵穴」のように相補的な立体構造を有する分子同士が

結合して機能を発現する機構である[1]。一方、タンパク質受容体とリガンドでは

この関係はより複雑で、ターゲット分子の形に合わせた構造に変化することで

相手に結合して機能を発現する「コンフォメーション選択」のような機構が知ら

れている[2]。これらのタンパク質機能の発現や構造変化機構の解明を目指して、

今日までに多くのタンパク質の立体構造が解析されてきた。2021 年に設立 50 周

年を迎えた Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)には、実に 190,000 個以上の

生体分子の立体構造の原子座標が登録されている（2022 年 5 月 6 日現在）。 

近年、立体構造解析の手法として X 線結晶構造解析やクライオ電子顕微鏡が

広く用いられている。しかし、これらの手法は固体状態のサンプルを測定するた

め、複合体などの巨大分子の解析には適している一方で、分子量の小さいペプチ

ドやタンパク質、運動性の高い領域を含む分子など結晶化しにくい性質を有す

る試料を計測対象とすることは不得手である。また、pH や塩などの周囲の環境

変化にどう反応するか、さらに、リガンドとの結合解離などの動的な構造状態を

とらえることも、これらの手法では難しい。一方で、核磁気共鳴分光法（NMR

法）を用いた構造解析は、大きな分子を測定対象とすることが難しいという弱点

があるが、生理条件に近い水溶液中の分子を測定対象にし、分子ダイナミクスや

相互作用まで解明することが可能である。これらを鑑み、本学位論文ではペプチ

ドの構造生物学的研究に NMR 分光法を採用することとした。 

 ペプチドの中でも、サソリ由来のペプチド毒の構造に関連する研究は、1990 年

代から現代に至るまで毎年約 150 報（Elsevier に投稿されている論文のみ）が論

文として発表されており、構造生物学の分野では、世界で多くの研究が行われて

いる[3, 4]。しかし、ペプチド毒の種類の多さから、実際に立体構造解明に至って
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いるペプチド毒は氷山の一角に過ぎない。サソリは、世界中に約 2,000 種類も生

息しており、1 匹のサソリから得られる毒液は 50 種類以上のペプチド等を含ん

でいるとされている[5, 6]。従って、サソリ毒を医学や創薬に応用するためには多

く研究が必要である。その中でもタンパク質立体構造を解明しその構造情報を

基に機能を解明することは、作用機序の全容を理解する上で重要である。 

本学位論文の研究対象である LaIT2（後述 1.3.4）はヤエヤマサソリ由来のペプ

チド毒であり哺乳類には強い活性を示さないことが知られている。この興味深

い選択的機能発現機構とタンパク質立体構造を相関解析することで、ヒトには

無毒な農薬開発に貢献できると期待している。 

 

1.2  ペプチド毒 

1.2.1 長鎖ペプチド毒と短鎖ペプチド毒 

表 1 に示した通り、サソリ由来の毒素はポリペプチド鎖の鎖長によって大き

く 2 つのカテゴリーに分けられる。まず、長鎖ペプチド毒は全長 60～80 程度の

アミノ酸残基で構成され、3～4 組の分子内ジスルフィド結合を含んでいる。生

理活性としては、Na+-チャネルに作用することで強い毒性示すことが知られてい

る[7]。例えば、Androctonus australis と Centruroides noxius から得られた Cn2[8, 9]や

AaH-II[10, 11]は長鎖ペプチド毒に分類されており、どちらも哺乳類に対して強い

毒性を示すことが知られている(PDB code: 1CN2, 1PTX)。また、哺乳類に強い活

性を示すペプチド毒の殆どが長鎖ペプチドである[12]。一方、短鎖ペプチド毒は、

全長 30～40 程度のアミノ酸残基で構成され、2～3 組のジスルフィド結合を含ん

でいる。主に K+-, Ca2+-, Cl--チャネルに作用し、毒性は弱い[7, 13-15]。さらに、短鎖

ペプチド毒素はNa+とK+-チャネルに作用するペプチド (K+-channel specific toxin: 

KTx)の 2 つに分類される。両者とも-ヘリックス構造と-シート構造がジスル

フィド結合によって安定化された Cysteine stabilized  (CS) モチーフを形成
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する。 

表 1: 長鎖ペプチドと短鎖ペプチドの違い 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2  α-KTx ファミリー 

表 2 に示した通り[16-23]、KTx に属するペプチド毒は骨格構造から 7 つのファ

ミリー（α-, β-, γ-, δ-, κ-, λ-, ε-KTx）に分類される。-KTx ファミリーの骨格構造

は-KTx ファミリーと同じ CSモチーフだが、作用するチャネルが異なるため

別のファミリーに分けられている。 

表 2: KTx ファミリーの分類 

  

 

 

 

 

 

 

-KTx ファミリーは CSモチーフで形成された KTx である。-KTx ファミ

リーに属するペプチドの 1 つであるデスストーカー（Leiurus quinquestriatus）由

来の Charybdotoxin (CTX) [17]について、既に構造と機能の相関について報告され

長鎖ペプチド毒 短鎖ペプチド毒

残基数 60-80 30-40

SS結合数 3-4 2-3

作用チャネル Na
+

K
+
, Ca

2+
, Cl

-

毒性 強い 弱い

ペプチド例 Cn2, AaH-II CTX, AgTx2

表1：長鎖ペプチドと短鎖ペプチドの違い

分類 代表ペプチド毒素 骨格構造

-KTx Charybotoxin CS

-KTx Hge--KTx -helix + CS

-KTx Ergtoxin CS

k-KTx HfTx2 Cs

d-KTx LmKTT-1a Kunitz-type

l-KTx l-MeuKTx-1 ICK

e-KTx Ts11 ICK-like
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ている(PDB code: 2CRD)。この報告によれば、図 1 に示すように CTX の β-スト

ランド上にあるリジンが K+-チャネルの選択的フィルターと相互作用すること

で強い毒性を示すと考えられている。 

図 2 には CTX とアミノ酸配列の類似性の高い Agitoxin (AgTx)と Noxiustoxin

の 1 次構造を示した。 AgTx と Noxiustoxin はそれぞれ Leiurus quinquestriatus と

Centruroides noxius [24, 25]由来のペプチド毒である(PDB code: 1AGT, 1SXM)。アミ

ノ酸配列のアラインメントから、分子内でジスルフィド結合を形成しているシ

ステイン残基と活性に必要なリジン残基の保存性が高いことがわかる（図 2）。

加えて図 3に示すように[26]、3つのペプチドは CSモチーフで形成されており、

よく似た立体構造を持つ。活性に重要な役割を果たすリジン残基は全てのペプ

チド毒において-シート上に位置し、しかも側鎖が分子の外側を向いている[27]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1：CTXとカリウムチャネルとの結合様式 

(A) CTX と(B) K+-チャネルをそれぞれリボンモデルで表示させた。α-ヘリックスと β-シートをそ

れぞれ赤色とシアンで表した。また、K27 をボール/スティクで表示した。赤枠で囲われている

部分はペプチド毒の結合サイトである[8]。 
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図 2：CTXとのアミノ酸配列アライメントの結果 

保存性の高いリジンとシステインをそれぞれ赤と水色で記した。K+-チャネルに相互作用するリ

ジンを矢印で示した。 

 

図 3：-KTx ファミリーに属するペプチド毒の立体構造比較 

(A) CTX (B) AgTx (C) Noxiustoxin をそれぞれリボンモデルで示した。α-ヘリックスと β-シートを

それぞれ赤色とシアンで表した。よく保存されたリジン残基とジスルフィド結合をボール/ステ

ィクで表示させ、N 及び C 末端を記した。 

 

1.2.3  -KTx ファミリー 

 β-KTxファミリーとして同定されているペプチド毒は、-KTxファミリー（170

種類以上）と比べ約 1/4しか知られていない（https://venomzone.expasy.org/3438）。

β-KTxファミリーに属するペプチド毒の構造は-KTxファミリー同様のCSαβモ

チーフに加えて、N 末端領域に-ヘリックス構造を形成すると考えられている

[28]。しかし、β-KTx ファミリーに属するペプチドの構造解析が殆ど行われていな

いため詳細は不明である。また、第 4 章 4.3.1 の図 23 で詳しく述べるが、本研

究の対象である LaIT2 は、ホモロジー検索により β-KTx ファミリーに属するペ

プチド毒とアミノ酸配列の相同性が高いことわかっている[29]。 
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1.3 ヤエヤマサソリ由来のペプチド毒 

1.3.1 ヤエヤマサソリ 

日本には2種類のサソリが生息しており、その 1種がヤエヤマサソリ（Liocheles 

australasiae）で、もう 1 種はマダラサソリ (Isometrus maculate) である。ヤエヤ

マサソリはヘミスコーピア科（Hemiscorpiidae 科）に分類され[30]湿地帯を好む。

その尾の先端から分泌されるペプチド毒は、餌となる昆虫の捕獲や外敵から身

を守るために使われている[31, 32]。興味深いことに、このヤエヤマサソリから分

泌される毒素は、抗菌活性を示すほか、昆虫のみに強い活性を示すことが明らか

になっている [29]。 

ヤエヤマサソリから分泌された毒素を LC/MS で分析した結果、約 200 種類も

のタンパク質やペプチドが含まれていた[33]。本研究を開始した時、無毒なペプ

チドとして La1、有毒ペプチドとして含有量の多い順に LaIT1、LaIT2 の 2 種類

が同定されていた。現在は、これらに加え LaIT3 も同定されている[34]。 

 

1.3.2 La1 

毒性の無い La1 は 72 個のアミノ酸残基から成り、分子内に 4 組のジスルフィ

ド結合を有している。La1 はマウスやコオロギに対して殆ど活性を示さない。図

4A に La1 のアミノ酸配列を示す。さらに AlphaFold2[35]を用いて La1 の立体構造

を予測した。La1 の立体構造とその表面電荷分布を図 4B に示した[33]。La1 の立

体構造にはペプチド毒特有の CS構造[36]や抗菌活性に重要な両親媒性-ヘリ

ックス構造[37]が存在しない。このことも La1 が毒性を持たない事実を支持して

いる。 

近年、La1 に似たアミノ酸配列を持つ La1-like ペプチドの研究が進んでいる[38-

40]。例えば、イスラエルゴールドスコーピオン（Scorpio maurus palmatus）から得

られた毒素には La1-like ペプチドの Smp73 が含まれている。Smp73 は無毒なペ
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プチドだが、精子の運動性を改善する効果があることが報告されている[41, 42]。 

さらに、La1 類似構造を DALI 用いて検索すると、Identity score が 50%を超え

ているのは抗菌活性を持つLa1-like protein 13 (Entry ID of Uniprot: L0GCJ1, Identity 

score 64.4%) だけであった。La1-like protein 13 は、N 末端領域に-ヘリックス構

造、C末端領域にLa1-like構造を有しているというAlphaFold 2のモデルがUniprot

に登録されていた[43]。 

図 4：La1 の(A) アミノ酸配列と (B) 立体構造予測と表面電荷モデル 

予測構造はリボンモデルで表示した。シアンが β-シートを表している。ジスルフィド結合をボ

ール/スティクで表示し、各システインに残基番号を記した。分子表面とその電荷分布も図示し

ている。分子表面は、赤、青、白がそれぞれ負電荷、正電荷、電荷なし（疎水性）を示している。 
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1.3.3 LaIT1 

 LaIT1 は 36 個のアミノ酸残基から成り、分子内に 2 組のジスルフィド結合を

有している。このペプチド毒は抗菌活性が無く、殺虫活性のみを示すことが明ら

かとなっている。NMR を用いた構造解析によって LaIT1 は Inhibitory Cysteine 

Knot (ICK)モチーフを持ち、加えて R13, R15 が殺虫活性に重要であることが解

明された [44]。LaIT1（PDB：2LDS）のアミノ酸配列、立体構造、表面電荷分布を

図 5 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5：LaIT1 の(A) アミノ酸配列と (B) 立体構造と表面電荷モデル[11] 

LaIT1 の立体構造はリボンモデルで表示させた。ジスルフィド結合をボール/スティックで表示

させ、各システインに残基番号を記した。分子表面も併せて表示した。表面電荷分布を色で示し

た（赤；負電荷、青；正電荷、白；疎水性）。 
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1.3.4 LaIT2 

  LaIT2 の 1 次構造を図 6 に記す。LaIT2 は、他のカリウムチャネル阻害ペプ

チド毒素とアミノ酸配列の相同性が高いことに加え、構造予想モデルの特徴か

ら β-KTx ファミリー（1.2.3 参照）に属すると考えられている[45-47]。さらに、N, 

C 両末端領域に相当する合成ペプチドを用いた実験から、N 末端領域はトリフ

ルオロエタノール（TFE）条件下でヘリックスを形成する能力があることが明ら

かになっている。加えて、抗菌活性は主に N 末端領域にあることが報告されて

いる。 

図 6：LaIT2 の 1 次構造 
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1.4 研究目的 

 ヤエヤマサソリから分泌される抗菌ペプチドは哺乳類に対して殆ど活性が無

く、昆虫のみに強い活性を示すことが知られている。そのペプチド毒の中で 2 番

目に含有量の多い LaIT2 は立体構造情報が欠如しており、この特異的な殺虫機

能の構造基盤が確立されていない[28, 29]。 

 本研究の目的は、この LaIT2 の構造と機能の相関を解明することである。本

学位論文は以下のような構成になっている。 

① 大腸菌を用いた発現系による LaIT2 の調製（第 2 章） 

② LaIT2 の NMR 構造解析（第 3 章） 

③ 変異体を用いた生理機能評価（第 4 章） 

④ 結論（第５章） 
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2.1 抄録 

立体構造解析用の LaIT2 を調製するための発現系を構築し、試料の精製方法

を確立した。まず、LaIT2 の cDNA 情報を持つ遺伝子断片を組み込んだプラスミ

ドベクターpET-32a（Novagen）を大量発現用大腸菌 Rosetta-gamiTM B (DE3) pLysS

（Novagen）に形質転換した。一般的に、ジスルフィド結合を含むタンパク質を

大腸菌内で発現させるのは難しいため、ジスルフィド結合の形成とタンパク質

のフォールディングが促進されるような性質を持つ Trx-tag と大腸菌（Rosetta-

gami）を組み合わせて発現系を設計した。また、発現した融合タンパク質（Trx-

LaIT2: 24.1kDa）の精製を容易にするべく、Trx-tag と目的タンパク質の間には His 

x 6 タグと Enterokinase（EK）切断配列も挿入し、Trx-LaIT2 として LaIT2 を発現

させた[48]。さらに、大腸菌内で発現させた Trx-LaIT2 を超音波破砕し、可溶性タ

ンパク質として得た。Trx-LaIT2 を Ni2+アフィニティーカラムで粗精製し、透析

法を用いて溶出液からイミダゾールを除去した。その後、EK で Trx-tag を切断

除去し凍結乾燥させた。乾燥後の試料を 2 ml の滅菌水に溶かし、HPLC で目的

ペプチドを単離した。また、得られた試料の分子内ジスルフィド結合パターンを

実験的に決定し、抗菌及び殺虫活性も確認した。 
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2.2 LaIT2 の調製方法 

2.2.1 序論 

本章では、LaIT2 の立体構造解析に向けた最初の段階として行った、LaIT2 の

発現系と精製プロトコールの確立に関して述べる[49, 50]。 

 タンパク質やペプチドの実験試料を調製する技術には、生物から精製する古

典的な方法のほかに、現在では遺伝子組み換え体を利用した手法が知られてい

る。この遺伝子工学を利用した技術は、研究対象試料を必要十分な量と純度で調

製することに長けているほか、変異体の調製、安定同位体標識、化学的な修飾を

試料に施すことも可能である。そのような実験を行うための各種試薬やキット

も数多く市販されており、実験の選択肢は広がっている。これらの利点により、

遺伝子工学を利用した試料調製技術は極めて一般的な手法として実験室レベル

で広く活用されている。 

 遺伝子組み換え技術を活用した目的タンパク質の調製を行う際、ホストに利

用されている生物としては大腸菌、酵母、カイコ、動物細胞などが知られている。

さらには、大腸菌や小麦に由来するタンパク質合成系だけを試験管内で再現し

た無細胞タンパク質調製システムも市販されている。中でも大腸菌は、安価で培

養しやすく、目的タンパク質を大量に調製することができるため、最も広く利用

されている系である。 

大腸菌は本来ジスルフィド結合の形成を積極的に促す機構を有していないた

め、目的タンパク質の分子内にジスルフィド結合が存在する場合は、ジスルフィ

ド結合の形成を阻害するチオレドキシンリダクターゼとグルタチオンリダクタ

ーゼ（trxB/gor）を欠損させた Origami 株や OrigamiB 株を利用することが多い。

また、発現させた目的タンパク質を積極的に封入体にする性質を持つタグも知

られており、ホストの大腸菌に対して毒性を示すタンパク質の発現には有用な

場合がある。このときには、後に精製段階でリフォールディングとジスルフィド
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結合の形成を促す工夫が別途必要になる。 

本研究では、目的タンパク質の可溶化、精製の簡略化ために pET シリーズの

ベクターを採用した。また、LaIT2 は分子内に３組のジスルフィド結合を有して

いるため、ジスルフィド結合の形成を促進させる目的で Origami 株を用いた。 

 

2.2.2 実験方法 

2.2.2.1 チオレドキシン融合タンパク質（Trx-LaIT2）の培養及び粗精製 

【前培養】 

 LaIT2 の cDNA 情報を持つプラスミド pET-32a を大腸菌 Rosetta-gamiTM B 

(DE3)/pLysS に形質転換した。この菌体を含む溶液を抗生物質※の入った Luria-

Bertani broth (LB broth, SIGMA ALDRICH)寒天培地に白金耳を用いてプレーティ

ングし[51]、インキュベータ内で 37℃, 24 時間培養した。その後、寒天培地上に

生えているコロニーを 1 つ採取し、前述した 2 種類の抗生物質を含む LB 液体培

地 3 ml が入った試験管に入れた。この菌体液を 30℃, 150 rpm で一晩培養した

（左右振とう）。 

 

【本培養】 

 大量培養に取り掛かる前に本培養の条件検討を行った。まず、培養温度と培養

時間の検討を行った。抗生物質※を含む LB 液体培地 3 ml が入った試験管を 3 本

用意し、そこに前培養した培養液を 100μl 入れ、150 rpm（Bio-shaker BR-300LF）

で振とう（回転）しながら 37℃で培養した。OD600 = 0.6-0.7 になったところで、

それぞれの試験管に 1M Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)を 3 μl 添加し

（終濃度は 1mM）、培養温度を 37, 25, 18℃にそれぞれ設定し、さらに 24 時間培

養を行った。また、3, 6, 24 時間経過の時点で試料をサンプリングした。これら

サンプリング試料を SDS-PAGE で確認し、最適な培養温度と培養時間を決定し
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た。次に、IPTG 濃度の検討を行った。抗生物質※を含む LB 液体培地 3 ml が入

った試験管を 4 本用意し、そこに前培養した培養液を 100μl ずつ入れ、37℃, 150 

rpm（Bio-shaker BR-300LF）で振とうしながら培養した。OD600 = 0.6-0.7 になった

ところで、1M IPTG をそれぞれの試験管に 0.3, 0.6, 1.5, および 3 μl 添加し（終

濃度は 0.1, 0.2, 0.5, および 1mM）、タンパク質発現を誘導した。その後さらに 3

時間培養を行った。結果を SDS-PAGE で確認し、最適な IPTG 濃度を決定した。 

最適な培養条件を用いて、前培養した培養液を抗生物質※入りの LB 液体培地

（500 ml）の入ったフィン付き三角フラスコ (2L) に全量（3mL）入れ、37℃, 100 

rpm（Bio-shaker BR-300LF）で培養した。OD600= 0.6-0.7 になったところで、1M 

IPTG を 100 μl 添加し、さらに 3 時間培養を行った。得られた培養液を 4℃, 5,000 

rpm (機械: Thermo SCIENTIFIC, SORVALL LEGEND X1R, ローター: TX-400 )で

15分間遠心した。得られた菌体を 20 mlの 0.9%生理食塩水で洗った後、4℃, 8,000 

rpm (機械: Thermo SCIENTIFIC, SORVALL LEGEND X1R, ローター: F15-8x50cy)

で 5 分間再遠心した。この菌体を-80℃で保存した。また、目的タンパク質の発

現を SDS-PAGE で確認した。 

※ 終濃度 50 μg/ml アンピシリンと 34 μg/ml クロラムフェニコール 

 

2.2.2.2 超音波破砕 

 -80℃で保存しておいた菌体（1.2 g）を緩衝液（20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 

pH 8.0, 30 ml）に懸濁し、そこに 1M PMSF を 30μl 加えた。この菌体液を氷上に

置き、ソニケーター（TOMY: UD-201, OUT PUT 8, DUTY 50, 5 分 x 4（合計 20 分

間）用いて、溶液が透明になるまで超音波破砕した。得られた破砕液を 4℃, 18,000 

rpm (機械: BECKMAN COULTER Avanti HP-26XP, ローター: JA-20)で 15 分間遠

心し、可溶性画分のみを回収した。Trx-LaIT2 が可溶性タンパク質として得られ

ていることを SDS-PAGE で確認した。 
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2.2.2.3 Ni2+アフィニティーカラムを用いた粗精製 

 Ni2+ 樹脂（Ni Sepharose 6 Fast Flow, 3 ml）を詰めたカラムを用意し、緩衝液（20 

mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 8.0, 30ml）で平衡化した。その後、樹脂の入った

カラムに可溶性 Trx-LaIT2（約 30 ml）を含む試料溶液 10 ml ピペットでゆっくり

と入れた。次に、別の 10 ml ピペットを使って、イミダゾール濃度の違う溶出液

（20, 50, 100, 150, 200, および 500mM）を順番に 10 ml ずつ添加して目的タンパ

ク質を溶出した。結果を SDS-PAGE で確認し、溶出液のタンパク質濃度は吸光

度計で測定した 280nm の吸光度（A280）の値を用いて算出した。 

 

2.2.2.4 Trx-LaIT2 の精製及び酵素消化 

 滅菌水（Distilled water: D.W)に浸けておいた Molecular Weight Cut Off (MWCO) 

6,000-8,000 の透析膜に 2.2.2.3 で得た Trx-LaIT2 を入れ、透析緩衝液 A（20 mM 

Tris-HCl , 1mM EDTA, pH 8.0, 2L）で 6 時間、透析緩衝液 B（20 mM Tris-HCl , 1mM 

CaCl2, pH8.0, 2L）で 12 時間、新しく作製した透析緩衝液 B（2L）で 24 時間、合

計 42 時間透析を行い、イミダゾールと分子量の小さい夾雑物を除去した。透析

後の Trx-LaIT2 溶液に EK(0.2 mg/unit) を添加し、37℃, 4 時間反応させ Trx-tag

を切断した。その後、試料溶液を凍結乾燥した。 

 

2.2.2.5 Recombinant LaIT2 (rLaIT2) の単離 

 乾燥した試料に 0.1% トリフルオロ酢酸（TFA）を含む D. W を 2.0 ml 加え、

pH が 3-4 になるまでさらに TFA を加えた。調製後は沈殿が生じたので、卓上遠

心機 (機械: KUBOTA 350, ローター: KUBOTA RA-2724)で 4℃, 15,000 rpm, 5 分

間遠心した。上清を回収し、Octa decyl silyl (ODS) カラムを用いたHPLCで rLaIT2

を単離した（アセトニトリル 20-45%, 60 分のグラジエント）。単離した試料の溶

媒をスピードバック遠心乾燥機で完全に除去した。得られた rLaIT2 の純度を質

量分析で確認した。 
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2.2.2.6 殺虫及び抗菌活性評価 

 2.2.2.5 で単離した rLaIT2 を用いて、以下の方法で殺虫及び抗菌活性を評価し

た。単離した rLaIT2（約 228μg）を 20μl の滅菌水（D.W）に溶かした。体重 50 

+/-5 mg のコオロギ 10 匹にこの溶液を 2μl、別の 10 匹に 1μl ずつ注射、また別の

10 匹に D.W だけを 1μl ずつ、後ろ足の関節から腹部先端（産卵管を含めない）

の丁度真ん中付近に注射した。注射後、これらの 3 グループ合計 30 匹のコオロ

ギを 48 時間観察した。48 時間後、コオロギの死亡数をカウントし、そこから

LD50値を算定した。 

 抗菌活性は以下の方法で評価した。大腸菌（NBRC3301）を LB 寒天培地全体

にまき、寒天が乾いた後その上に濃度 0.25 から 50 μg/ml の rLaIT2 を滴下し、

30℃でインキュベートした。一晩培養した後の寒天培地の様子を観察した。 

 

2.2.2.7 質量分析 

精製したサンプルの分子量とジスルフィド結合ペアを確認するために質量分

析を行った。rLaIT2 を緩衝液（10 mM Tris-HCl, pH7.5）に濃度 50μM になるよう

溶解し、Lys-C（Roche Diagnostics K.K, Tokyo）, Asp-N（Roche Diagnostics K.K, 

Tokyo）, および Proteinase K（Thermo Fisher Scientific, Tokyo）を用いて、37℃で

消化させた。 

各サンプルと 1 μl 3,5-Dimethoxy-4- hydroxycinnamic acid (SA)を 1.5 ml マイクロ

チューブ内で混ぜ合わせ、試料プレートに滴下した。その後、ホコリが被らない

よう配慮し、サンプルを室温で乾燥させた。 

 乾燥後、各試料の質量を質量分析装置 Bruker microflex で測定した。尚、質量

分析装置のキャリブレーションを事前にインスリンとユビキチンを使って行っ

た。 
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2.3 結果と考察  

図 7 に培養から LaIT2 単離までの精製手順を示した。2.2 で記述した通り、

LaIT2 の cDNA をコードする大腸菌を用いてチオレドキシン融合タンパク質と

して大量発現させた。 

まず初めに、発現に適切な温度、培養時間、IPTG 濃度を検討した。図 8A に

は培養時間と温度、図 8B には IPTG 濃度の検討結果を示した。 

図 7：LaIT2 の培養から単離までの精製手順 
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図 8：培養条件の検討結果 

(A) 左からマーカー（Maker）、インダクション前（-）、インダクション前 37℃、インダクション

後それぞれ 37, 25, 18℃で 3, 6, 24 時間培養したサンプル、(B) 左からマーカー（Maker）、インダ

クション前（-）、IPTG 濃度 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 でそれぞれインダクションし、その後 37℃で 3 時間

培養したサンプル、Trx-LaIT2 には矢印を付けた。これら結果は、15% SDS-PAGE で分析を行っ

た。 

 

図 8Aに培養温度と時間の違いによるタンパク質発現量を確認した SDS-PAGE

の結果を示した。ここに示した通り、培養温度が低下すると矢印で示した目的タ

ンパク質の発現量が減っているのがわかる。これは、培養温度の低下が大腸菌の

生育に影響を与えたため発現量が低下したと考えられる。また、37℃の培養では、

培養時間が長くなると分子量の小さい位置に濃いバンドが検出され、それと同

時に目的タンパク質のバンドが薄くなっていた。これらを考察すると、大腸菌の
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内在性酵素によって目的タンパク質が消化されていると考えられる。従って、本

研究の培養条件は 37℃で生育し、発現誘導後 3 時間培養するのが最も適切であ

ると判断した。 

図 8B に異なる IPTG 濃度で目的タンパク質の発現を誘導したときのタンパク

質発現量を確認した SDS-PAGE の結果を示す。この結果を見ると IPTG 濃度に

よる目的タンパク質の発現量の差は殆どないが、終濃度 0.1mM の IPTG 添加時

は目的タンパク質の収量が最も少ないことがわかったため、IPTG 濃度が最も低

い 0.2mM を採用した。 

以上の結果より、37℃で大腸菌を振とう培養し、終濃度 0.2mM になるように

IPTG を添加した後、引き続き 3 時間振とう培養するのが最も適切であると判断

した。今後の実験は、すべてこの条件で行うことにした。 

 

2.3.1 Trx-LaIT2 の粗精製及び精製 

 決定した培養条件に基づいて大量培養を行い、図 7 の手順通りに rLaIT2 を精

製した。各実験の段階の試料を SDS-PAGE で確認した結果を図 9 に示した。 
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図 9：LaIT2 の粗精製及び単離結果 

(A) 左からマーカー（Maker）、インダクション前（-）、インダクション後 3 時間培養のサンプル

（3h）、超音波破砕後の上清（Sup）と沈殿（Ppt）、a：フロースルー、b-g：イミダゾール濃度が

それぞれ 20 、50 、100 、150 、200、及び 500 mM での溶出液。(B) 左からマーカー（Maker）、

粗精製した Trx-LaIT2、Enterokinase（EK）での Trx-tag の除去、HPLC 後の rLaIT2、粗精製した

Trx-LaIT2 と rLaIT2 にそれぞれ矢印を付けた。これらは、15% SDS-PAGE で分析を行った結果で

ある。 

 

図 9A には、培養後の菌体、菌体を破砕した後の上清と沈殿、Ni2＋アフィニテ

ィーカラムの溶出液を SDS-PAGE で分析した結果を示す。この結果から、フロ

ースルーからイミダゾール濃度 100 mM による溶出までは目的タンパク質のバ
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ンドが殆ど検出されなかったことがわかる。その後、イミダゾール濃度 150 か

ら 500 mM での溶出で目的タンパク質のバンドが検出され、200 mM での溶出が

最も目的タンパク質が多く含まれていた。従って、200 と 500mM の溶出液を回

収した。透析法で回収した試料溶液からイミダゾールを除去した。 

イミダゾールの除去が終わった Trx-LaIT2 溶液に対して EK を加え、37℃で 4

時間振とうした。この試料を HPLC で精製し、最終産物を得た。イミダゾール除

去後から HPLC 精製までの各段階の試料を SDS-PAGE で調べた結果を図 9B に

示した。最終的に、殆ど不純物を含まない rLaIT2 が単離できた。さらに詳しく

調べるため、質量分析を行った。 
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2.3.2 LaIT2 の質量分析による解析 

単離した rLaIT2 の質量を分析した。その結果を図 10 に示した。 

図 10：rLaIT2 の質量分析による結果 

単離された rLaIT2 は矢印で記した。*は[M + 2H]2+を表しており、**は 6500-7000 m/z の範囲を拡

大したスペクトルである。 

 

N 末端にアラニンとメチオニンが付加されているため、野生型の分子量とは

異なり、今回単離した rLaIT2 の理論分子量は、分子内にジスルフィド結合を含

まない場合、6841.1 である。 

 図 10 に精製した試料の質量分析結果を示した。ここに示す通り、rLaIT2 の質

量が 6835.216 と分かった。ジスルフィド結合は脱水結合により架橋するので、

1 組のジスルフィド結合につき分子量が 2H+分減る。従って、LaIT2 のように分

子内に 3 組のジスルフィド結合を有する場合、6H+分質量が減るので LaIT2 の理
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論分子量は 6835.1 となる。また、質量分析は分子をイオン化させて測定する手

法である。そのため、測定時の質量はイオン化した分（H+）増加し、LaIT2 の理

論質量は 6836.1 となる。今回の質量分析の実測値は理論値と誤差範囲内に入っ

ているので、分子内に 3 つジスルフィド結合を有するといえる。また、質量分析

で得られる質量結果は質量(m)/価数(z)で表される。*印を付けたピークは 2 価の

LaIT2 由来であり、LaIT2 本来の半分の質量を示している。 

 

2.3.3 LaIT2 のジスルフィド結合パターン解析 

 図 10 に示した質量分析の結果から、rLaIT2 の分子内に 3 組のジスルフィド

結合が存在することが分かった。次に、この結合されているジスルフィド結合が

野生型と一致しているか確かめるため消化酵素 Asp-N, Lys-C, および Protein K

を用いて rLaIT2 を消化しその産物を質量分析した。その結果を図 11, 12 及び表

3 に示す。図 11 の結果、Lys-C と Asp-N によって rLaIT2 を消化した際の主な産

物の質量数は 3898.2 であった。ここから予想されるジスルフィド結合パターン

を表 3 に示した。さらに解析を進めるため Lys-C と Asp-N によって rLaIT2 を消

化した産物をさらに Poteinase K で消化し、質量分析に供した。その結果を図 12

に示した。 
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図 11：rLaIT2 のジスルフィド結合パターンの解析 

Lys-C と Asp-N によって消化された rLaIT2 のピークを矢印で示し、その右側に測定値(m/z)を示

した。 

 

表 3: ジスルフィド結合パターン予測 
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図 12：rLaIT2 の Lys-C, Asp-N, Proteinase K による消化後の質量分析結果 

Lys-C と Asp-N で消化された rLaIT2 をさらに Proteinase K で消化させた。その結果を質量分析で

解析したところ 2 つのジスルフィド結合パターンが検出された。（Cys38-Cys56と Cys31-Cys51） 

 

図 12 の質量分析結果から Cys38-Cys56 と Cys31-Cys51 の２組がジスルフィド結

合を形成していることが明らかとなった。また、先に行った質量分析の結果から

rLaIT2 が 3 つのジスルフィド結合を有することが示されている。これらを合わ

せて考えると、残る結合ペアは Cys42-Cys58である。従って、rLaIT2 は分子内で

Cys38-Cys56, Cys31-Cys51, および Cys42-Cys58 のジスルフィド結合を形成している

ことが実験的に確認できた。この 3 組は、天然の LaIT2 について報告されてい

る分子内ジスルフィド結合のパターンと一致している。 

 

2.3.4 rLaIT2 の殺虫及び抗菌活性 

 2.2 の手順で精製した rLaIT2 の殺虫及び抗菌活性を大腸菌（NBRC3301）とコ

オロギを用いて評価し、野生型と比較した。その結果を表 4 と図 13 に示した。 
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表 4: rLaIT2 の殺虫活性評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13：rLaIT2 の抗菌活性結果 

 先行研究では、コオロギを用いて殺虫活性評価が行われていた[28]。10 匹のコ

オロギ（体重：50+/-5mg）に対して、D.W で溶かした 11.4 μM の LaIT2 を 2μl 注

射した後、15 分と 48 時間後で観察し、ED50と LD50を求めている。その結果、

ED50は 4.0 nmol/g 、LD50は 40 nmol/g であることが報告されている。表 4 に示

したように rLaIT2のLD50値は 33.3 nmol/g と求めることができた。この結果は、

今回調製した rLaIT2 が天然の LaIT2 と同等の殺虫活性を有していることを示し

ている。 

また、先行研究における LaIT2 の抗菌活性評価では、LB 培地を用いて、LaIT2

と大腸菌を混ぜ、100μl を 96 ウェルプレートで 37℃, 20 時間培養した。その後、

595 nm で濁度を測定することで最小生育阻害濃度（MIC 濃度）を決定しており、

MIC 濃度は 5-10μM であると報告されている。同様の実験を rLaIT2 について行

ったところ、図 13 に示した通り、rLaIT2 の濃度が 2.5-5μM 以上では大腸菌の生

育が阻害されていた。この結果は、rLaIT2 が天然の LaIT2 と同等の抗菌活性を

有することを示している。 

従って、本研究で得られた rLaIT2 は、野生型と同様のジスルフィド結合を形

成していることに加え、殺虫及び抗菌活性能力も野生型と同様であることが示
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された。よって、今回確立した試料調製方法に従って得た rLaIT2 を用いて今後 

の構造や機能の解析を進めることとした。また、これ以降は、rLaIT2 のことを単

に LaIT2 を記述す。 
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3.1 抄録 

本章では、LaIT2 の立体構造決定とダイナミクスの解析について記述する。3

種類の安定同位体標識（15N, 13C,および 15N/13C）と非標識の NMR 測定用 LaIT2

サンプルを用意し、800 MHz-NMR 装置（Bruker Avance III）を用いて、定法に則

り一連の異種核多次元 NMR の測定を行った[52-59]。記録された自由誘導減衰（FID）

データを NMRPipe[60]によってフーリエ変換し、NMR スペクトルを得た。Sparky

を使って NMR スペクトルを解析した。また、解析後の NMR スペクトルから距

離と角度の情報を収集した。集積した距離と角度の情報を全て満足するような

立体構造を CYANA で計算した。 

立体構造計算の結果、LaIT2 の N 末端領域はランダムコイルで安定な立体構

造が無く、C 末端領域には典型的な α-β-β 構造が存在していることが明らかにな

った。また、TFE とリピッド存在下で CD 測定行った後、TFE 添加実験を NMR

分光法でも行った。その結果、N 末端領域にヘリックス形成能力があることが判

明した。さらに、15N 核の T1, T2測定と 15N{1H} NOE 測定を行った。その結果、

A24, Q28 の運動性が極めて高いことが明らかになった。これらの結果を LaIT2

の機能と結び付けて考察した。 
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3.2 LaIT2 の立体構造とダイナミクス 

3.2.1 序論 

 今日、タンパク質の立体構造を原子分解能で得る解析方法は 3 種類知られて

いる。それらは、X 線結晶構造解析、クライオ電子顕微鏡、NMR である。X 線

結晶構造解析はこれらのうちで最も古く確立された方法であり、タンパク質の

最初の X 線結晶構造解析は 1958 年に J. C. Kendrew によって報告された分解能

6Åのミオグロビンの構造である[61, 62]。タンパク質分子が規則正しい立体構造を

有していることが明らかになって以来、生命現象に重要な役割を果たす各種タ

ンパク質の立体構造を解明することは、常に研究者の興味の対象であり続けて

いる。現在では、放射光の高輝度Ｘ線の利用によって分解能も向上し、ソフトウ

エア開発が進んだおかげで半自動で立体構造が解析できるようになっている。

また、近年では、試料調製方法や画像処理技術の進歩によりクライオ電子顕微鏡

の解像度が飛躍的に向上しており、クライオ電子顕微鏡を使った巨大なタンパ

ク質複合体の構造解析結果が高インパクトジャーナルに次々と報告されている

[63-65]。 

一方で NMR 分光法は、1938 年に I. I. Rabi による核磁気モーメントの測定[66, 

67]に始まり、1945 年に F. Bloch と E. M. Purcell による核磁気共鳴現象（NMR）

の観測[68, 69]があった。この頃は NMR は現象論として物理学者の間で研究対象

になっていたが、1949-1950 年にかけて化学シフトが発見されて以来[70] 、NMR

は化学や生物の興味深い研究対象を計測するための重要な手段として発展を始

めた。1960 年の R. Ernst によるパルスフーリエ変換 NMR（FT-NMR）の開発[71]、

それに歩調を合わせるかのような超電導磁石の高磁場化が、この流れを加速し

た[72]。生物学的な応用という観点で言えば、1970 年代後半からの 2 次元 NMR

法の開発と発展は 1990 年にタンパク質の多核多次元 NMR 法という形で大きく

開花し[73, 74]、その後の NMR 構造生物学の方向を決定づけた。近年では、より
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NMR の利点を活かし、ペプチド、フレキシブルリンカーを持つマルチドメイン

タンパク質や天然変性タンパク質など、結晶化しにくい運動性に富んだタンパ

ク質の構造や相互作用の研究も盛んになってきている[75,76]。 

 本論文の研究対象である LaIT2 は、比較的分子量が小さく、2 つの領域を有し

ていると予想されている。さらに、分子構造と機能発現の関連を議論するために

は、静的な結晶構造ではなく、溶液中での分子内部の運動性や周囲の環境変化に

応答した構造変化などを知ることも必要不可欠だと考えられる。そこで本研究

では、生体内と同じように溶媒に溶けた状態のタンパク質を測定できる溶液

NMR 分光法を採用し、これを用いて LaIT2 の立体構造とダイナミクスを明らか

にした。 
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3.2.2 実験方法 

3.2.2.1 サンプル調製 

 各 NMR サンプルは、全て 5% D2O, 100 mM KCl, 0.014% NaN3, pH 6.0 になるよ

うに調製した。サンプル濃度は吸光度計（NanoDrop ND-1000, 吸光度：A280）で

決定し、pH 調整には DCl を使用した。調製した各サンプル 300μl を NMR チュ

ーブ（Shigemi）に入れて NMR 測定を行った。 

 

3.2.2.2 NMR 測定 

 すべての NMR スペクトルは TCI-cryogenic プローブが装着されている

800MHz-NMR 装置（Bruker Avance III）を用いて 298K で測定された。13C-edited 

NOESY と 15N-edited NOESY のミキシングタイムはそれぞれ 75 ms と 100 ms、

15N-edited TOCSY のスピンロックタイムは 70 ms で測定した。HCCH-TOCSY の

磁化移行時間は 22ms に設定した。 

 

3.2.2.3 シグナルの帰属及び構造計算 

まず、LaIT2 の各種 NMR スペクトル解析が完了し、A1 の 1Hα を除く主鎖の

13C, 15N, 1HN のすべてのピークを帰属することができた。次に CSI 3.0[77] を用い

て LaIT2 の二次構造を予測し、さらに TALOS [78]を用いて主鎖の二面体角を推

定した。その後、解析で得た全ての NOE 情報に加え、ジスルフィド結合、水素

結合の距離の制約も構造計算の入力情報として集積した。これらの構造情報を

制限に用いて、CYANA 2.1 [79]で LaIT2 の立体構造を計算した。PROCHECK-NMR 

[80]を用いて得られた立体構造の評価を行った。LaIT2 の立体構造の表示には

MOLMOL を用いた。 

計算された 20 個の最終構造の Root Mean Square Deviation (RMSD) 値は下記の

式 (1) を用いて求めた。 
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RMSD = √
1

𝑛
∑ (𝑎𝑖 − 𝑏𝑖)2𝑁

𝑖=1 ….……………………. (1) 

n は構造の個数、a と b はそれぞれ原子を表し、ai – bi はそれぞれ対応する原子の距離を表して

いる。 

 

3.2.2.4 TFE 添加による化学シフト変化 

 TFE 濃度が 10-50%の LaIT2 の 1H-15N HSQC を測定し、各ピークの化学シフト

変化を分析した。化学シフト変化の計算は下記の式 (2) を用いた。 

 

∆δ = √(∆𝛿1𝐻)2 + 0.3(∆𝛿15𝑁)2…………………………..(2) 

 

3.2.2.5 NMR 緩和実験 

0.2-0.3 mM に調製した 15N 標識 LaIT2 の NMR 緩和データを Bruker の標準パ

ルスシーケンス（hsqcetfpf3gpsi2 および hsqct2etf3gpsi）で測定した。T1（縦緩和

実験）については、スピンエコーのディレイ時間を 30、80、150、240、300、500

及び 700 ms に設定して測定した。T2（横緩和実験）では、Carr-Purcell-Meiboom-

Gill (CPMG)の時間を 25、60、80、120、250、500 及び 750 ms に設定しデータを

得た。最後に、15N{1H}異種核 NOE 実験を行った。得られた緩和データは全て下

記の式 (3) を用いてカーブフィッティングを行った。異種核 NOE 実験では、

NOE あり、なしの測定で得られたピーク強度を用いて NOEon（NOE あり）の値

を NOEoff（NOE なし）の値で割ることで得られた値をグラフにまとめた。 

 

𝐼 = 𝐼0 𝑒𝑥𝑝 (
−𝑡

𝑇1,𝑇2
 )……………………………………(3) 
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3.2.2.6 リポソームの調製 

 Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (POPE):1,2-dimyristoyl-sn-

glycero-3-phospho-(1′-rac-glycerol) (DMPG) = 7:3（バクテリアモデル）と 1-

palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC): Cholesterol = 10:1（哺乳類モ

デル）でそれぞれの濃度が 20mM になるようにリポソームの調製を行った。目

標の濃度になるようにリポソームを量りとりクロロホルムで溶解させた後、窒

素ガスを当てながら溶媒を揮発させた。その後さらに、1 時間真空条件下で乾燥

させた。乾燥したリポソームに 5mM HEPES, pH 7.4,を 1ml 加えた後、リポソー

ム溶液が完全に透明になるまで超音波処理を行った（OUT PUT: 3, DUTY: 50, 

10min TOMY ULTRASONIC DISRUPTOR UD-201）。 

 

3.2.2.7 CD 測定  

 100mM KCl, pH 8.0, 20-30μM に調製した LaIT2 を用いて 10-50％ TFE, リポソ

ーム (LaIT2: リポソーム = 1: 100)にそれぞれ溶解させた。これらの LaIT2 サン

プルを用いて JASCO J-820（Jasco, Tokyo, Japan）で複数の CD スペクトルデータ

を取得した。スペクトルは、1.0mm 石英セルを用いて、25℃で 260-190 nm の波

長範囲で測定した。測定データは 0.2nm 間隔で 50nm/min のレートで記録した。 
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3.3 結果と考察 

3.3.1 1H-15N HSQC スペクトルと連鎖帰属 

 安定同位体標識した LaIT2試料の NMRデータを 800 MHz-NMR装置で測定し

た。得られたデータを NMRPipe でフーリエ変換し、Sparky で NMR スペクトル

を解析した。得られた NMR スペクトルの 1 つである 1H-15N HSQC を図 14 に示

した。 

図 14：LaIT2 の 1H-15N HSQC スペクトル結果 

図中の右上に赤色で示したアミノ酸残基の主鎖 NH 基は、この測定で観測される官能基を表し

ている。図の縦軸は 15N、横軸は 1H の化学シフト値をそれぞれ表している。図中のアルファベ

ットはアミノ酸の一文字表記、数字は残基番号をそれぞれ表している。右上の点線でつながれた

ピークはそれぞれ側鎖を表している。 

 

 1H-15N HSQC スペクトルでは、タンパク質の主鎖骨格の NH 基に対応するピ

ークが観測できる。59 残基で構成されている LaIT2 は、タグを除去した後、N

末端に 2 残基追加されているので、2 つのプロリンを除いた 59 残基が HSQC 上
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で観測されるはずである。実際の HSQC では、予測された数に近い 57 個のピー

クが観測された。殆どのクロスピークは 1H-15N HSQC の 1H 次元で 6.5～9.5ppm

の範囲に現れていた。今回得られた HSQC スペクトルのピークはシャープでよ

く分散しており、得られた LaIT2 が安定したコンフォメーションを持っている

ことが推察できた。 

 次に、測定した NMR スペクトルを組み合わせて NMR シグナルの連鎖帰属を

行った。その一例を HNCACB と CBCA (CO) NH を用いて図 15 に示した。 
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図 15：LaIT2 の HNCACB と CBCA (CO) NH を用いた連鎖帰属の一部 

左から HNCACB と CBCA (CO) NH のストリップ・プロットを交互に並べた図である。赤色が

α13C、緑色が β13C、ピンク色が（i-1）α, β13C のピークをそれぞれ表している。図の下部に、上か

ら順に 1H、15N の化学シフト、アミノ酸残基と番号を示している。黄色の線は α13C と β13C が残

基間で同じ ω2値を示すピークを結んだものである。黄色の点線は 1 つのアミノ酸残基内から検

出された α13C-α13C, β13C-β13C をそれぞれ結んだ。 

 

 図 16 の赤枠に示す通り、HNCACB は 残基内(i)と 1 つ前の残基(i-1)の α13C と

β13C のピーク 、CBCA (CO) NH は 1 つ前の残基 (i-1)にある α13C と β13C のピー

クがそれぞれ１HN(i)で検出できる。それを踏まえ、図 15 に記されている Gln28

を例に考えてみる。HNCACB スペクトルを Gln28 の 1HN と 15N の化学シフト値

で ω1 軸と ω3 軸を切り取ったストリップ・プロット（短冊表示）には、ω2 (
13C)

軸に沿って α13C（赤色）と β13C（緑色）がそれぞれ 2 つずつ検出されている。

一方、CBCA (CO) NH のスペクトルでは、同じ ω1 軸と ω3 軸で切り取ったスト

リップ・プロットにおいて 2 つのピークが検出されていた。この CBCA (CO) NH

のストリップ・プロットで観測されたピークは Ser27 の HNCACB スペクトル上

でも観測できる。したがって、これらのピークを与えるアミノ酸残基は１次配列

上隣接していることが推定できる。このような方法でプロリン以外のすべての

アミノ酸残基について帰属を行うことができた。 

図 16：HNCACB と CBCA (CO) NH の測定範囲 
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3.3.2 LaIT2 の立体構造 

LaIT2 の各種 NMR スペクトルの解析を行った結果、A1 の 1Hαと主鎖の HN 基

が存在しない P4, 32 を除く主鎖の 13C, 15N, HN のすべてのピークを帰属するこ

とができた。その後、NOESY スペクトル中の NOE ピークをピックして距離制

限情報として集積した。NOE の情報のほか、主鎖二面体角、ジスルフィド結合、

水素結合の情報を制限に用いて CYANA で立体構造計算を行った。 

図 17 は、計算に使用した NOE の数をアミノ酸配列に沿ってまとめたグラフ

である。図 17 から、N 末端側では C 末端側に比べて残基ごとに観測された NOE

の数が少ないことが分かった。特に、中距離・遠距離の NOE が殆ど観測されて

いないため、N 末端側が特別な高次構造を形成していないと考えられる。一方、

C 末端側ではこれらの NOEが観測されていることから高次構造が形成されてい

ること考えられる。 

 また図 18 は、立体構造計算に使用された短距離と中距離の NOE シグナルを

アミノ酸配列に対してプロットした図である。図 18 に示されたとおり、N36 か

ら K46まで 1次配列上 3残基離れた残基間でα-ヘリックス領域に見られる典型

的なα1H と 1HN の NOE（ｄαN(i, i+3)）が連続的に観測されていた。従って、こ

の領域がヘリックス構造をとっていると考えられる。 

 さらに、ジスルフィド結合を形成している Cys 残基間で観測された NOE 情報

を表 6にまとめた。各残基の Cの化学シフト値や残基間で観測された NOEは、

それぞれのジスルフィド結合の存在を強く示唆できる。従って、これらの結果よ

り本実験で得られた試料は野生型の立体構造を持つことが支持できる。 

立体構造計算の結果を表 5 にまとめた。最終 20 構造の Q28 から S59 の主鎖の

RMSD 値は 0.37 +/- 0.26 (Å)で、C 末端領域は良く収束していた。加えて、CYANA

で計算に使用したデータを用いて PONDEROSA[81]でも構造を計算した。

PONDEROSAで得られたリファイメント結果をPROCHECK-NMRで評価した結

果 chi 1, chi 2, omega も良好な値を示した。また、PROCHECK-NMR の結果から
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ラマチャンドランプロットによる主鎖 2 面体角の解析では Most favored region 

が 61.5%で Disallowed region が 0%と、良好な結果を示していた。 

図 17：立体構造計算に使用された残基ごとの NOE 内訳 

Long range はアミノ酸配列上で 5 残基以上離れた残基 (|i-j|>=5)の NOE、Medium range は 1 残基

以上、5 残基以下離れている残基 (1<|i-j|<5)の NOE、short range と intraresidual constraints は隣の

残基と自身の残基（|i-j|<=1）の NOE をそれぞれ表している。赤色はα-ヘリックス、シアンはβ

-シートをそれぞれ表している。 
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表 5 

LaIT2 構造の RMSD, 制限（structural restraints）と統計（tatistics） 

 

 

表 6 

LaIT2 の保存された 6つのシステインに関する 13C化学シフトとシグナル 

 

 

 

 

 

Resraints

407

306

64

38

(phi, psi) 24, 24

(pair) 10

(pair) 3

Heavy atoms

61.5

36.5

1.9

0

NOE distance restraints (total)

    short-range, |i-j|<=1

    medium-range, 1<|i-j|<5

    long-range, |i-j|>=5

Average backborn RMSD (Q28-S59)

Ramachandran statistics (%)

Angle constrains

Hydrogen bonds

Disulfide bonds

Mean of parwise RMSD (Å)

0.37 +/- 0.26

1.11 +/- 0.39

Additionally allowed regions  

Generously allowed regions  

Disallowed regions

Most favored regions 

pair C (ppm)

C31 32.08

C51 33.29

C38 33.54

C56 34.95

C42 32.94

C58 34.68

C42 HA-C58 HB2, C42 QB-C58 HA,

C42 QB-C58 HB3

Observed NOEs

C31 NH-C51 HA, C31 HA-C51 HA,

C31 HA-C51 HB3,C31 HB3-C51 HB3

No NOE
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図 18：観測された短距離と中距離の NOE 

dNN は HN-HN、dαNは HN-Hα、dβNは HN-Hβ 間の NOE をそれぞれ表し、(i, i+1)はアミノ酸配列

上 1 残基、(i, i+2)は 2 残基、 (i, i+3)と(i, i+4)はそれぞれ 3, 4 残基離れた残基で観測された NOE

を表している。 
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図 19：LaIT2 の立体構造の重ね合わせ 

N-, C-term はそれぞれ N-, C-末端を表している。20 構造の主鎖のワイヤーモデルを重ね合わせた

図である。 
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図 20：LaIT2 の立体構造と表面電荷分布 

LaIT2 の立体構造を表面電荷分布で表示した（赤、青、白は、それぞれ負電荷、正電荷、疎水性

を示す）。さらに、その中にリボンモデルで 2 次構造を表示した。6 つのシステインの側鎖と本

文中の議論に出てくるアミノ酸残基（リジン、ロイシン）は、それぞれ黄色と黒のボール／ステ

ィックで示した。いくつかのアミノ酸残基には、一文字表記のアミノ酸残基名と番号を表示した。 

 

図 19 に最終 20 構造の重ね合わせを示した(PDB code: 7WKF)。N 末端側の領

域は安定な立体構造がなく、ランダムコイル構造を有している。一方、C 末端側

はよく折り畳まれており、C 末端側領域はジスルフィド結合で安定化された--

構造を有していた。LaIT2 の N 末端領域はヘリックス構造を持たないランダム

な構造であるため、分子全体としては-KTx 類似構造であった。 

分子表面を静電ポテンシャルで着色したリボンモデル図を図 20 に示す。N 末

端領域のランダムな領域には負電荷が存在せず、広く正電荷を帯びていること

が分かった。また、C 末端領域には 2 本のストランドを結ぶターンの領域を含む

疎水的な分子表面が存在することも明らかになった。 
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3.3.3 LaIT2 の分子内ダイナミクス 

 次に、LaIT2 の分子内ダイナミクスを解析するために、15N{1H}異種核 NOE、

T1および T2緩和の実験を行った。得られた緩和データは全て、式（3）を用いた

カーブフィッティングを行った。異種核 NOE 実験では、NOE あり、なしの測定

で得られた各ピーク強度について、NOEon（NOE あり）の値を NOEoff（NOE な

し）の値で割り算することで得られた値をグラフにまとめた。15N{1H}異種核

NOE と緩和実験結果を図 21 に示した。また、緩和実験で得られたデータは全て

付録データに記載してある。 
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図 21：15N{1H}異種核 NOE と緩和の実験結果 

(A）15N{1H}異種核 NOE、（B）縦方向の T1スピン緩和（R1）、（C）横方向の T2スピン緩和（R2）、

（D）R2（1/T2）/R1（1/T1）をアミノ酸配列に対してプロットした。いくつかの特定のアミノ酸に

は、残基番号が付けられている。なお、2 つのプロリン残基（P4 および P32）についてはデータ

がない。 

 

一般的に 15N{1H}異種核 NOE 実験で得られるデータで 0.5 以下を示すアミノ

酸残基はその構造がフレキシブル、0.5 以上のアミノ酸残基はリジッドであると

解釈されている。これに従って図 21 の結果をみると、N 末端領域が他に比べて

柔軟であることが伺える。これは、構造計算結果で得た LaIT2 が特定の高次構

造を持たないことと整合性が取れている。図 21B に緩和時間 T1の結果（R1＝１

/T1）を示す。このグラフから、A24 の R1 (sec-1)値が小さいことがわかる。この事

実は、A24 の構造に ps-ns タイムスケールの熱的なゆらぎが存在することを示唆

している。一方、図 21C, D にはそれぞれ R2ならびに R2/R1の結果を示す。Q28, 
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Y29, G30, I34, C38, H41, D55 が比較的高い R2 (sec-1)示しており、その中でも Q28

と I34 の R2/R1値は約 15, 22 sec-1と他の残基よりも大きい値を示し、また、誤差

も他の残基より大きい。そのため、これらの残基には μs-ms タイムスケールでコ

ンフォメーション交換が生じていると考えられる。Y29, G30, C38, および H41

の R2/R1値が比較的大きい原因は、近傍に存在する Y29 や H41 の側鎖の影響で

はないかと考えられる。 

A24 の構造の熱的なゆらぎは N 末端に構造の柔軟性をもたらしていると考え

られる。また、Q28 の構造平衡は N、C 両末端領域の相対位置を容易に変えるこ

とに寄与しており、これが、機能発現に適した全体構造を形成するために有利に

働いているのではないかと考えられる[82]。-helix と-sheet を繋ぐターン上に存

在している I34 の R2値も他の残基と比べ大きい値を示している。I34 は、βスト

ランド間を繋ぐターンに存在する L53,L54 と共に分子表面の疎水性クラスター

を形成している。従って、I34 の μs-ms タイムスケールの運動が疎水性クラスタ

ーのダイナミクスに影響していることが推測できる。類似のペプチドでは、この

ターン内にあるロイシンが活性発現を担う残基として働いていることが明らか

になっているので[82, 83]、今回明らかになった I34 の運動性が活性に影響を与え

ている可能性が考えられる。 

 

3.3.4 TFE によるヘリックスの誘起実験 

LaIT2 を NMR 測定条件と同じ溶媒に溶かし、それぞれ 0-50% TFE になるよう

に調製して CD スペクトルを測定した。これらの結果を図 22A, B に示した。加

えて、NMR でも同様の実験を行い、1H-15N HSQC の各ピークの化学シフト変化

を追跡した。また、TFE 存在下での化学シフト情報を用いて CSI3.0 で 2 次構造

予測を行った。これらの結果を図 22C, 22 D に示した。 
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図 22：TFE リポソームの影響による LaIT2 のコンフォメーション結果 

(A), (B) TFE を 0~50%の濃度、各リポソームをそれぞれ添加した LaIT2 の CD データ（25℃）、

(C）0, 5, 10％TFE 添加による化学シフト変化の追跡、(D) 10%TFE 添加時の 1H-15N HSQC スペク

トルからの構造予測。 

 

図 22A に示すように、10%以上の TFE 濃度で LaIT2 のコンフォメーション変

化が促進された。さらに、0, 5, 10% TFE をそれぞれ添加した 1H-15N HSQC スペ

クトルの重ね合わせを図 22C に示した。化学シフト変化を追跡することで 10% 

TFE 添加時の HSQC スペクトルを帰属することができた。帰属した 10% TFE 存

在下の HSQC データを基に CSI 3.0 で構造予測を行った結果、残基番号 10-17, 

25-29 の領域で合計 11 残基分の-ヘリックスが形成されていることが予測され
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た（図 22D）。加えて、図 22B が示すように、リポソーム（哺乳類とバクテリア

の脂質二重膜モデル）を加えた際でも LaIT2 にコンフォメーション変化が起こ

って新たに-ヘリックス構造が誘起されていた。従って、CD 測定と NMR の結

果を合わせて考察すると、N 末端領域には約 2-3 巻きのヘリックスを形成する能

力があると考えられる。 

化学合成された LaIT2 の N 末端フラグメントがヘリックスを形成する能力を

持っていることは既に報告されている。従って、この結果は、全長 LaIT2 におい

ても N 末端領域がヘリックスを形成する能力を有することを示している。 

 一般的に、グラム陰性菌の負電荷を帯びた膜表面との相互作用には、ヘリック

ス構造にある正電荷が有利に働くと考えられている[84]。つまり、正電荷を持つ

アミノ酸残基を多く含んだ LaIT2 の N 末端領域のヘリックス形成能力は、標的

と相互作用する際に有利に働くと考えられる。 
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4.1 抄録  

 ホモロジー検索の結果、LaIT2 の１次構造と相同性の高いペプチドが 4 つ見つ

かった。いずれも立体構造が不明だったため、それらの立体構造を予測した。こ

れらのモデル構造と第 3 章で解析した LaIT2 の NMR 構造を比較した。その結

果、N 末端領域の２つのリジン残基と C 末端領域の２つのロイシン残基が殺虫

及び抗菌活性に重要なアミノ酸残基と示唆された。これを基に、推定した 4 つ

のアミノ酸残基をアラニンに置換した 3 種類の変異体 K15A、K21A、L53A/L54A

を作製した。まず、作製した変異体が野生型と同様のジスルフィド結合を有する

のかを第 2 章と同じプロトコールで分析した。また、野生型と変異型の立体構

造を比較するために、1 次元 NMR 測定を行った。最後に、コオロギと大腸菌

（NBRC3301：NITE Biological Resource Center, Chiba, Japan）を用いて殺虫及び抗

菌活性評価した。 
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4.2 LaIT2 の生理活性 

4.2.1 序論 

 タンパク質の機能に必要なアミノ酸残基を調べる一般的な手法として、まず、

ホモロジー検索や立体構造の比較から保存性の高いアミノ酸残基を見つけ出す

方法が知られている。保存性の高いアミノ酸残基は、立体構造形成や生理機能に

重要であることが多い。次に、注目しているアミノ酸残基をアラニンに変異させ

るアラニンスキャンやプロリンに変異させるプロリンスキャンがある。アラニ

ンスキャンは、注目しているアミノ酸残基を１つずつ、あるいは複数個同時に側

鎖の短いアラニンに置換させた変異体を作製し、それら変異体の生理機能を網

羅的に分析して機能を担うアミノ酸残基を特定する手法である[85]。一方、プロ

リンスキャンは、比較的動的なアミノ酸残基をプロリンに置換することでタン

パク質主鎖の可動域を制限し、その結果が生理機能に影響を及ぼすかどうかを

調べる方法である[86,87]。 

本章では LaIT2 の構造と機能の相関を解明するために、野生型と変異体の抗

菌及び殺虫活性を評価した。具体的には、上述のアラニンスキャンの手法を採用

した。抗菌活性ペプチドでは、一般的に、両親媒性の α-ヘリックスに含まれる正

電荷のアミノ酸残基と、β-ストランドを繋ぐターン上に含まれる疎水性のアミノ

酸残基が、それぞれ細胞膜やイオンチャネルと相互作用することが知られてい

る[88, 89]。そこで本章では、LaIT2 の N 末端領域の両親媒性の正電荷をもつアミ

ノ酸残基と、C 末端領域の-ストランドを繋ぐターン上の疎水性アミノ酸残基に

着目した。 

 

 

 

 



 

第 4章 LaIT2 の生理活性 

 

54 

 

4.2.2 実験方法 

4.2.2.1 活性に重要なアミノ酸の推定 

 BLAST による検索を行い、LaIT2 のアミノ酸配列と相同性の高い 4 種類のペ

プチド毒を見つけた。4 種類のペプチド毒の立体構造は全て未知であったので、

Alpha Fold2 を用いて立体構造モデルを作製した。それらを、第 3 章で解明した

LaIT2 の立体構造と比較し、生理活性に関与するアミノ酸残基を推定した。 

 

4.2.2.2 抗菌活性実験 

4.2.2.1 で殺虫及び抗菌活性に重要だと推定されたアミノ酸残基をアラニンに

置換した 3 種類の変異体（K15A、K21A、L53A/L54A）を作製・単離した。単離

した各サンプルを用いて、以下のように抗菌及び殺虫活性を評価した。 

PBS 緩衝液で溶解した野生型と各変異体を 5, 10, 15 μM になるように LB 培地

で調製した。これらペプチドの存在下でグラム陰性菌である NBRC3301 を培養

することで抗菌性を評価した。同様に各ペプチドと大腸菌を LB 培地で混ぜ合わ

せた溶液を用いて、最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。濃度 106 CFU/ml の

大腸菌を 37℃, 24 時間培養し、その間の大腸菌の生育を目視と OD600 の濁度測

定で追跡した[90]。この観察の結果を解析して、MIC の値を算出した。 

 

4.2.2.3 殺虫活性実験 

LaIT2 およびその変異体各サンプルの濃度が 5.7μg/μl になるように PBS 溶液

を用いて調製した。各サンプル溶液 2μl を体重 50 ± 5mg のコオロギの腹部に注

射した。測定には各ペプチド 30 匹ずつの合計 120 匹のコオロギを用いた。注射

後 48 時間の時点でコオロギの死亡数をカウントし、コオロギの死亡割合を算出

した。 
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4.3 結果と考察 

4.3.1 活性に重要なアミノ酸の推定 

 LaIT2 のアミノ酸配列と相同性の高いペプチドを BLAST で検索したところ

4 種類のペプチド毒が 50%以上のアミノ酸配列相同性を持つことが分かった。そ

の結果を図 23 に示す。 
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図 23：β-KTx ファミリーのシーケンスアライメント結果 

リジン、システインはそれぞれピンク、オレンジに着色されている。いくつかの(-)はスペーサー

である。保存されている残基はドットで示されている。保存性の高いリジン、システイン、P32

は黒矢印で示し、変異を入れた残基は*を付けた。これらのデータは BLAST により導き出され、

同一性と分類名はそれぞれ Score と Tax id として示した。 

 

4 種類のペプチド毒 Pcav34, HLKTx5, Dik-β-KTx, Hge-β-KTx は、それぞれ

Pandinus cavimanus, Hemiscorpius lepturusscorpion, Didymocentrus krausi, Hadrurus 

gertsch の毒から分離されたもので、立体構造や機能について殆ど解明されてい

ない [90-92, 18]。ホモロジー検索の結果から、N 末端領域のリジン、C 末端領域の

システイン、ロイシンの保存性が高いことがわかった。一般的に、リジンのメチ

レン基が連なる長い側鎖は疎水的で、末端の正電荷は負電荷を持つ相手と静電

的な相互作用を介して結合に関与することが多い[93]。また、ロイシンの側鎖は

メチル基を 2 つ持っていて嵩高く、これらのメチル基が分子表面に露出してい

る場合には標的タンパク質と疎水的な相互作用することがある。そこで、保存性

の高いことが判明したリジンやロイシン残基が LaIT2 および類似の-KTx で生

理活性に重要な役割を果たしているのではないかと考えた。さらに分析するた

めに LaIT2 とホモロジー検索で見つかった 4 種類のペプチド毒の立体構造を比

較した。構造比較した結果を図 24 に示した。 
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図 24：β-KTx ファミリーのペプチド毒を用いた構造予測モデルと表面電荷分布
それぞれペプチド (A) Pcav34, (B) HLKTx5, (C) Dik-β-KTx, and (D) Hge-β-KTx についてその構造

予測モデルをリボンモデルで表記し、そこに表面電荷分布を重ねた。6 つのシステインの側鎖は

黄色と黒のボール／スティックで示した。赤、青、白はそれぞれネガティブ、ポジティブ、疎水

性を示しており、いくつかのアミノ酸残基には、一文字表記のアミノ酸残基名と番号を表示した。 

 

LaIT2 とアミノ酸配列の相同性が高い β-KTx ファミリーのペプチド毒との立

体構造の比較をした。図 24 に示すようにこれらのペプチド毒はそれぞれ、LaIT2

同様 C 末端領域に CSαβ モチーフ有すると予測された。さらに、保存性の高い各

アミノ酸残基は立体構造上でも LaIT2 と類似した部位に存在していることが分

かった。加えて、図 25 に示すように、LaIT2 の N 末端領域の Q7-A24 でヘリカ

ルホイールを描いてみると、典型的な両親媒性で親水側には正電荷を持つアミ

ノ酸が密集している。正電荷をもつアミノ酸残基は抗菌性を示すことが知られ

ている[85]ので、保存性の高いアミノ酸残基でありながら、両親媒性ヘリックス

に含まれている K21, K15 は生理活性に重要な役割を担っている可能性が非常に

高いと考えられる。さらに、LaIT2 と相同性の高い 4 種のペプチド毒にあるロイ

シンも保存性が高く、-ストランド間のターン上に存在していることから、疎水
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的相互作用を利用して標的分子と結合すると考えている。 

図 25 に示したとおり、各ペプチド毒の立体構造モデルでも類似の領域が両親

媒性ヘリックス構造であることが分かった。各ペプチド毒でも LaIT2 同様の抗

菌活性を有することが期待できる。 

以上の考察により、本研究では K15, K21, L53/L54 に着目した。これらをアラ

ニンに変異させた 3種類の変異体を作製し、その殺虫及び抗菌活性を評価した。 

図 25：LaIT2 と各ペプチド毒のヘリカルホイール比較 

(A) LaIT2, (B) Pcav34, (C) HLKTx35, (D) Dik-KTx, (E) Hge-KTx のヘリカルホイールである。疎

水的、親水的、中性的のアミノ酸をそれぞれ赤色、青色、白色で示した。また、生理活性に重要

である可能性の高い親水性のアミノ酸黒い矢印で示し、このアミノ酸残基をアラニンに変異さ

せた。 
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4.3.2 各変異体の精製 

LaIT2 の構造と機能の関係を明らかにするために、野生型と変異体の抗菌・殺

虫活性を評価した。そのためにまず、K15, K21, および L53/L54 をアラニンに置

換した３種類の変異体を作製し、2 章で確立したプロトコールを用いて各変異体

を精製及び単離した。その SDS-PAGE と質量分析結果を図 26, 27 に示す。殆ど

不純物の含まない各変異体が単離できたことが図 26，27 から確認できる。これ

らのサンプルを用いて以降の実験を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 26：各変異体の SDS-PAGE 結果 

(A) 左からマーカー（Maker）、野生型、K15A、K21A、L35A/L54A のインダクション 3 時間後の

サンプル (B) 左からマーカー（Maker）、野生型、K15A、K21A、L35A/L54A の単離後のサンプ

ル。目的タンパク質には矢印を付けた。これらは、15% SDS-PAGE で分析を行った結果である。 
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図 27：各変異体の質量分析結果 

(A) K15A, (B) K21A, (C) L53A/L54A 質量分析結果。目的タンパク質を矢印で指示した。*は 6500-

7000 m/z の範囲を拡大したスペクトルである。 
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4.3.2 LaIT2 と各変異体の構造比較 

次に、作製した各変異体の構造を質量分析と 1 次元 NMR で確認した。質量分

析は第２章の方法に従い、各試料のジスルフィド結合のパターンを確かめた。そ

れらの結果を図 28-31 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 28：K15A のジスルフィド結合パターン解析結果 

(A) Lys-C と Asp-N で消化した K15A の質量分析スペクトル。(B）Asp-N と Proteinase K で消化

した K15A の質量分析スペクトル。 



 

第 4章 LaIT2 の生理活性 

 

64 

 

図 29：K21A のジスルフィド結合パターン解析結果 

(A) Lys-C と Asp-N で消化した K21A の質量分析スペクトル。(B）Asp-N と Proteinase K で消化

した K21A の質量分析スペクトル。 
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図 30：L53A/L54A のジスルフィド結合パターン解析結果 

(A) Lys-C と Asp-N で消化した L53A/L54A の質量分析スペクトル。(B）Asp-N と Proteinase K で

消化した L53A/L54A の質量分析スペクトル。 
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図 31：野生型と各変異体の 1 次元 1H-NMR スペクトル 

上から野生型、K15A、K21A, L53A/L54A の 1 次元 NMR スペクトルをそれぞれ示した。 

 

図 28-30 から各変異体の Cys31-Cys51と Cys38-Cys56の 2 つのジスルフィド結合

ペアが見られた。 図 27 の結果と合わせて考えると、残ったペアは Cys42-Cys58

である。従って、すべての変異体のジスルフィド結合パターンは、野生型の LaIT2

と同じであることがわかった。また、図 31 に野生型と各変異体の 1 次元 NMR

データを示した。もし、変異導入の影響で LaIT2 の立体構造に変化が起こって

いる場合、野生型でよくフォールドしている β-シート上にあるアミノ酸残基由

来の低磁場シフトしたアミド基のピークはその影響を受けて変化するはずであ

る。しかし、図 31 に示したように E48, V57, C58, S59 の各ピークが全てのサン

プルでほぼ等しい化学シフトを持つことから、各変異体の立体構造は野生型

LaIT2 と同等であると考えられる。 
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4.3.3 抗菌及び殺虫活性分析 

野生型、K15A、K21A、L53A/L54A の 5-15 μM 濃度での抗菌活性を評価した。次

に、大腸菌を用いて MIC 値を決定した（一般的に、MIC 値は活性を示した最小

濃度を採用する）。それぞれの結果を図 32、表 6 に示す。最後にコオロギを用い

て殺虫活性を評価した結果を図 33 に示す。 
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図 32：LaIT2 とその変異体が大腸菌（NBRC3301）の増殖に与える影響 

(A) , (B) , (C) はそれぞれ 5, 10, 15μMの濃度になるように各ペプチドを調製し抗菌評価を行った。

緑, 赤, 青, 紫はそれぞれ WT, K15A, K21A, L53A/L54A のペプチドを用いて評価したことを表し

ている。 

 

表 7 

大腸菌（NBRC3301）を用いた LaIT2 及びその変異体の抗菌活性評価 

 

※ 野生型 (WT)、K15A、K21A、L53A/L54A の抗菌活性をそれぞれ示す。 

 

 

 

 

 

peptide

WT 7

K15A >24

K21A 16

7L53A/L54A

MIC (μM)
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図 33：野生型と変異型の殺虫活性 

 

抗菌活性評価の結果を図 32A に示す。5μM のペプチド濃度では抗菌性を示さ

なかった。一方、図 32B, C の 10, 15μM の濃度を用いた実験において、K21A と

L53A/L54A は抗菌性を示していたが、WT と K15A は抗菌性を示さなかった。加

えて、表 6 に示す通り、L53A/L54A は大腸菌に対して野生型と同等の抗菌活性

を示したが、一方で K15A と K21A の抗菌活性は低下していた。これらの結果

は、N 末端領域の K15 と K21 は抗菌活性に重要な役割を果たしていることを示

している。 

次に、コオロギを用いて殺虫活性を評価した。その結果を図 33 に示す。野生

型と K15A は野生型同様に半数近くのコオロギを死亡させる活性を有すること

が確認された。しかし、K21A と L53A/L54A による死亡数は誤差を含めても 40%

を下回っていたことから、変異導入によって毒性が著しく低下したと考えられ
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る。この殺虫活性の結果は、N 末端領域の K21 と C 末端領域の L53、L54 は毒

性に重要なアミノ酸であることを示唆している。先行研究では 2 つの領域から

成る LaIT2 は、N 末端領域に殺虫活性、C 末端領域に抗菌活性があり、それぞれ

の領域が独立の生理活性を持つと考えられていた。しかしながら、今回の変異体

実験の結果は N 末端領域にある K21 と C 末端領域の L53, L54 が協同的に働い

ていることを伺わせる。
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5.1 LaIT2 の構造と機能の相関 

分子内に 3 つのジスルフィド結合を持つ殺虫毒素ペプチド LaIT2 の効率的な

発現と精製方法を確立した。Trx-tag と大腸菌 Rosetta-gami を用いることで LaIT2

発現時の分子内ジスルフィド結合形成を促進させた。この結果、可溶性画分に融

合タンパク質を得ることに成功した。質量分析実験の結果、本プロトコールで調

製した rLaIT2 は野生型と同様のジスルフィド結合パターンを有することが判明

した。また、活性測定の結果、野生型と同等の生理活性を持つことがわかった。

したがって、得られたリコンビナント LaIT2（rLaIT2）は野生型（LaIT2）と同等

のペプチドであると考えられる。 

LaIT2 の立体構造解析の結果、LaIT2 は N 末端領域にランダムコイル、C 末端

領域に CSαβ モチーフを有していることが明らかになった。さらに、CD 及び

NMR の実験によって、特定の条件下で全長 LaIT2 の N 末端領域が α-ヘリック

スを形成する能力を持っていることが明らかになった。この結果は、LaIT2 が標

的と相互作用する際に N 末端領域のコンフォメーション変化が起こりヘリック

ス構造を形成する可能性があることを示唆している。 

ホモロジー検索で見つけた 4 種類のペプチド毒と LaIT2 のアミノ酸配列及び

立体構造を比較し、生理活性に重要なアミノ酸残基を推定した。比較結果に基づ

き、LaIT2 の K15, K21, L53/L54 を変異させた 3 種類の変異体（K15A、K21A、

L53A/L54A）を作製し、その抗菌及び殺虫活性を評価した。生理活性評価の結果、

N 末端領域の K15 が抗菌活性、C 末端領域の 2 つの β-ストランド間のターン部

分に位置する L53 と L54 が殺虫活性に重要なアミノ酸残基であることが明らか

になった。さらに、興味深いことに、K21 は殺虫及び抗菌活性の両方を担ってい

ることが明らかになった。この 2 つの領域は、それぞれ異なる生物活性を持っ

ているように見えるが、本研究の結果から、殺虫毒性を発揮する際にはＮ末端領

域の K21 とＣ末端領域の L53/L54 が協調的に機能していることが強く示唆され

た。LaIT2 の 2 つの領域が協調的に機能しているモデルを図 34 に示した。脂質
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二重膜の中にヘリックスで構成されたポアヘリックスがある。このポアへリッ

クスの中にカリウムイオンを選択的に透過させる選択的フィルターがある。α-

KTx ファミリーに属しているペプチド毒の毒性機構として、β-ストランド上の

リジンがこの選択的フィルターに結合することで、毒性を発揮することが知ら

れている[27]。一方、LaIT2 は β-ストランド上にリジンを持っていない。つまり、

α-KTx ファミリーに属しているペプチド毒における-ストランド上のリジンの

役割を、LaIT2 では N 末端領域にあるリジンが果たしているのではないかと考

えている。加えて、ロイシンがポアヘリックスの表面に結合することで、より有

利に毒性を発揮しているのではないかと考えている。 

図 34：LaIT2 とカリウムチャネルとの結合模式図 

 

以上のように本研究で得られた多くの結果は LaIT2 の構造機能相関の全容解

明に向けた極めて重要な知見である。加えて、新しく得られた知見は、ヒトには

効果のない農薬等の開発向けた、極めて重要な情報である。このことからも本学

位論文で得た結果は、大変意義のあるものである。 
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