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論文 要旨 ー

研 I究 1目I的

沖I縄 Iの IサIンIゴI礁 I域 IにI棲 I息 Iす IるI海 I洋 I性 l危 I険 I生

物Iに1よIるI健 I康 I被 I害 IのIひ Iと1つIに1フIサIウIン1バ Iチ1イ

ソIギIンIチ IャIク1(Adtin叙ialvilld,sa) Iに1よIるI刺 I傷 Iが1あIる 10

本「町は卜澤I近日可なレ吋てげ月縄1近直I町生隅Iがる 1こ

と1が確層I~ Iれに1末い叫の1種層I叫ぁい叶。 1本ド叶究

iま1、1本層l叫ょ1る` I{jj|被日町のげI酎と 1治h町に層Iす

る I たい叶に卜 1~1 の毒成抄叶の h叶析 l を 1 目い叶叫実 h町さ

れIた1。II I I I I I I I I 

結 I剰とi考層I I I I I I I 

I 沖 1 縄近 1 海「叫採集 1 さ h叶叫本 l 種 l の［l| 胞 1 球 1 カ~叫粗

毒1町抽出し卜 1ヒ1叫ジけ叶血は1にl対日寸るh叶血げ叶性
を廿町標lとしI~ I、|溶I血い町のり叶離I・ I精` E|行し刈
た1。I:e Iのド叶果卜 1溶は叶毒1(A§・I)h叶分臼叶量り叶約l20lIDa

のIti[ I基廿町夕 I叫パク I叫糾り卜 1リl打脂1釦叫―1種Iで

あIるい1フィンIゴiミ1エリ 1叶に1よっ lて且叫対1的い吋溶

血層I性じ叫阻ド酎さ|れ|、 |10|％|酢Pり叫ょ十叶て1失活lす

る|こ|と|が|分|っ|た|。|ま|た|、 A西IIの各1種P叶物旦叶血

球に1対け1る溶且叶活仕且叫そl叫叶の頂叶血1球1膜 IのIス

フ 1 ィ I ン I ゴ I ミ匡 I リ I 叫含 l•I と国 1 町し l て l ぃ 1 る l と I 考 I え

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 
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らい叶た卜 1精P叶さ廿叶た|A西I|の|N日叶端は叶基け叶列1を

も1と1日、 IDe~e呻rate 吟RI l司に|ょ|り|ク|口|-I二 l叫グlさ
れ、ド叶完げ叶長|の|A中＿I|造位叶子杯叶叫46|塩I基I長1でI、1226

残ド劇のけIミIノ1剛を|コ|-I叶しに1叫り 1、lcDNAIのI5' 

側I叫ょh叶8'い町にい叫翻1訳h町域ド叶存且叶がI確 I認 IさIれ

tこし [NI末い創の日：7|残国1叫プi叶配l列lがl除I去IさIれIる

こ1とlに1ょlり|1791残l基EI町なIる団馴熟l型頃引血l毒IにIな

る1こ1とIも頃 Iら1叫に1なっ 1ナ叶。且叶伝匠I配1列1カ斗らl予
想 Iさけ叶る1ぷをII (1.叶分 1 子りt| は |19，~00| 、 P叶電い叶9.3! <1.斗塩

基I性I夕iンレ{Iク巨叶あ|り|、戸叶然l型|A曲-IIに杯叶糖1がl検
出IさIれIなIか1っIた1こIと1がらh酎夕 I叫パIク1でIはIな Iい

とI考I;t Iら1れに1。1こiのIアIミIノ1酸I配 1列1中1に1はlシlス

テIイい'|残濯l叫存I釦し1が い IたIめlAvlt-I Iは1ジ1ス1ル1フ

イ lドI結I剣に且叶来け寸るぽ叶次I構 I造IはI取IらIなIいIも1の

とI予け叫さ1叫た卜 1ま1叫、 I--t I叫ァ1ミlノI酸I配 I列1に1ト

リIプl叶フIアト叶リ I叶チド叶領1域[|存且叶し1、iこIのI部

分Iがl赤I血ぼI町の区I7 Iィド叶ゴlミ巨lリ1叫と 1のり叶合

iこl関I与|し|、 |41分［叶程ド糾の|N|末い剛側|a|へ|リ|ッ|ク

• |柵I造卜叫膜ド引に且町入十叶るに1とlにlょ卜叶てけ叶血Iが

弓'|き卜酎こIさけ叶るlとい町叫さ廿叶叫。 lさlらh叶他IのIイ

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 
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ソIギIンIチャIク惰叶血毒い叶特徴且叶な RふD|モ|チ|-Iフ

配 I列 IがI存且到せげ1、1類＂k|の|ゥ|ン|バ|チ|ィ|ソ IギIンIチ

ャ、［ク|(IP~yll~di吋uslemini |） に1も1同げ叶に1叫られド叶い

こ1とド吋ら1進廿叫叫、層1剛叫ターIゲIット旦叶子が1変

わIっIた1こ1と1糾示層I叶た1。|Aポ＿I|遣I伝げ寸を1大 I腸 I菌

ざり 1 |にP叫みI釦ぇに1作成i叶たh叫換IえIAvt・I 

(rAE-I)h叶，巨叶然は叶 A~-I I叫ほぼ什叫様に斗溶I血I活 I性 Iを

示I叶た卜 1まに1、I培且叶のP町成け叶最1適 I化 Iす Iる1こ1と

liこ1よIりI約 |211町の[|現I量1増け叫をh釘めい叶。

Iこlnl釘のい町果I叫叫、 l*I種ド叶溶血い割の1作い叫機

序[|明iらド吋に1叫り卜 1リI叶脂I町の1-1種い叶あIるIス

フIィン|ゴ|ミ |.:r.|リ|ン層I異1的ド叶検廿叫プロIーブI、I神

経ド叫生い劃学且叫研 1~1 、 H副害 I 釦生 P汁予 1 剛ゃり針療 1 に

役 I立 1っ1もげ刈と 1期 h酎さ IれIる，。

＊要旨は 3枚 (1200字以内）にまとめること。 (20X20) 



，． 

平成 l'1年 1月 3I日
（別紙様式第 7号）

論文審 査結果の要旨

課程博

報告番号 I* 第

論’'縛

号 氏名 上地玄一郎

論文審査委員

審査日

主査教授

副査教授

副査教授

平成 1 7年 1月 27日

へ口好ニ
.¥i]...--

小ギ；
（論文 題目）
Molecular cloning and functional expression of hemolysin from the sea 
anemone Actineria villosa 

（論文審査結果の要旨）

上記の論文に関して、研究に至る背最と目的、研究内容、研究成果の

意義、学術的水準等につき慎重かつ公正に検討し、以下のような審査結果

を得た。

1. 研究の背景と目的

沖縄のサンゴ礁域に棲息する海洋性危険生物による健康被害のひとつ

にフサウンバチイソギンチャク (Actineriavillosa)による刺傷がある。本

種は、最近になって沖縄近海に生息することが確認された未知の種類であ

る。本研究は、本種による刺傷被害の予防と治療に資するために、その毒

成分の解析を目的に実施された。

2. 研究内容

沖縄近海で採集された本種の刺胞球から粗毒を抽出し、ヒッジ赤血球に

対する溶血活性を指標として、溶血毒の単離・精製を行った。その結果、

溶血毒(Avt-I)は分子嚢が約 20kDaの塩基性タンパクであり、リン脂質の

一種であるスフィンゴミエリンによって相対的に溶血活性が阻害され、

10％酢酸によって失活することが分った。また、 Avt-Iの各種動物赤血球

に対する溶血活性はそれらの赤血球膜のスフィンゴミェリン含量と相関

していると考えられた。精製された Avt-1の N 末端塩基配列をもとに、

Degenerate PCR法によりクローニングされた完全長の Avt・I遺伝子は

1046塩基長で、 226残基のアミノ酸をコードしており、 cDNAの 5'側お

よび 3'側に非翻訳領域の存在が確認された。 N末端の 47残基のプレ配列

が除去されることにより 179残基からなる成熟型溶血毒になることも明

らかになった。遺伝子配列から予想される Avt・Iの分子蘊は 19,600、等

電点 9.3の塩基性タンパクであり、天然型 Avt・Iには糖が検出されなかっ

たことから糖タンパクではないと考えられた。このアミノ酸配列中にはシ

ステイン残基が存在しないため Avt・Iはジスルフィド結合に由来する高

次構造は取らないものと予想された。また、そのアミノ酸配列にトリプト

ファンリッチな領域が存在し、この部分が赤血球膜のスフィンゴミエリン



'. 

との結合に関与し、 4分子程度の N 末端側 aヘリックス構造が膜内に侵

入することによって溶血が引き起こされると推定された。さらに他のイソ

ギンチャク溶血毒に特徴的な RGDモチーフ配列が存在せず、類縁のウン

バチイソギンチャク (Phyllodiscussemoni) にも同様にみられないこと

から進化上、毒素のターゲット分子が変わったことを示唆した。 Avt-I遺

伝子を大腸菌 BL21(DE3)株に組み換えて作成した組換え Avt・I(rAvt・I) 

は，天然型 Avt・Iとほぼ同様の溶血活性を示した。また、培地の組成を最

適化することにより約 2倍の発現量増加を認めた。

これらの結果から、本種の溶血毒の作用機序が明らかになり、リン脂質

の一種であるスフィンゴミエリン特異的な検出プロープ、神経の生理学的

研究、傷害発生の予防や治療に役立つものと期待される。

3. 研究成果の意義と学術的水準
フサウンバチイソギンチャクは 2001年に国内で初めて確認された種で

あり、その毒素の保有及び毒の性状を明らかにした研究は他に類がなく、

微量で強い毒性を示す毒素に明らかにした点は治療法の開発などに重要

な知見を与えるものと思われる。 本研究は国際的にも高く評価されるも
のであると判断される。

以上により本論文は学位授与に十分に値するものであると判断した。

備 考 1 用紙の規格は、 A4とし縦にして左横書きとすること。
2 要旨は800字～1200字以内にまとめること。
3 ＊印は記入しないこと。


