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 超超活活性性天天然然物物「「ママイイトトトトキキシシンン」」のの作作用用標標的的分分子子探探索索  此此木木  敬敬一一  

 
【【目目的的】】マイトトキシン（Maitotoxin：MTX）（下図）は渦鞭毛藻Gambierdiscus toxicusの培養抽出物から単離され、

1996年、絶対立体化学を含めた全立体構造が決定された梯子状ポリエーテルである。1982年、薬理に関する初めての

研究成果が公表されて以来 40 年が経過したが、極低濃度で各種培養細胞に対して Ca２＋流入をもたらし、天然毒とし

て最高級の急性致死毒性（マウス）を示す作用機序は不明のままである。2018 年、我々は一細胞中の全遺伝子を標的

とする CRISPR スクリーニングを行い、MTX の細胞毒性を増強、または減弱させる遺伝子を同定した。本研究では

CRISPRスクリーニングの結果検証を目的とした。 
【【方方法法】】1．電気生理学的手法の一つである（Contact Bubble Bilayer：CBB）法を適用し、特定の脂質に対するMTX
の作用を調べた。2．細胞膜、微小管、アクチン、核を染色する各種蛍光試薬、Ca２＋濃度をモニターする蛍光試薬を予

め添加した培養細胞 CHO-K1 に対して MTX を添加し、ライブセルイメージングを行った。3．siRNA を用いて単一

遺伝子のノックダウンを試み、MTXに対する感受性を野生株と比較した。4．HAP1細胞（野生株）、ならびにその単

一遺伝子欠損細胞株に対するMTXの細胞毒性を調べ、欠損遺伝子の影響を調べた。 
【【結結果果】】1．福井大学の老木成稔先生、岩本真幸先生にご指導賜り CBB 法を習得した。CBB を構成する脂質に予め

MTX を混合した場合、膜透過性亢進は観測されなかった。CBB 形成後、MTX を添加する戦略を試みたが、極めて  

困難であり実現できなかった。戦略を切り替え、４５Ca２＋や Ca２＋感受性蛍光色素である Fluo 3 を用いたが、MTX は

リポソームに対してCa２＋流入を起こさなかった。2．MTXはCHO-K1細胞膜のBlebbingを伴う急性細胞毒性を示す

こと、Blebbing がCa２＋流入、微小管崩壊の後に生じることがわかった。細胞膜のBlebbing はカルシウムイオノフォ

アであるA23187、抗生物質であるAmphotericin B、界面活性剤であるTriton X-100を添加した場合にも観測された

が、MTXは10,000分の1程度の濃度でBlebbingを生じることがわかった。3．MTXの細胞毒性を増強、または減弱

させることが推測された16個の遺伝子に対して siRNAを設計しトランスフェクションしたが、MTXの細胞毒性に与

える影響は観測されなかった。4．そのため、7つの遺伝子に絞り単一遺伝子欠損株を調製または購入し、MTXの細胞

毒性に与える影響を調べたところ、野生株と比較してMTXの細胞毒性を増強、または減弱させる単一遺伝子欠損株が

一株ずつ見出された。 
 
 

マイトトキシン（Maitotoxin：MTX） 
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217. 超活性天然物「マイトトキシン」の作用標的分子探索 
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緒緒  言言  
 
マイトトキシン（Maitotoxin：MTX）（図 1）は渦鞭毛藻 Gambierdiscus toxicus の培養抽出物から単離され［1］、

1996 年、絶対立体配置を含めた全立体構造が決定された。1982 年に電位依存性Ca２＋チャネルの活性化作用が公表さ

れてから［2］、リポソームを除く各種細胞や組織に対して顕著なCa２＋流入をもたらし、これを契機に細胞生理を破綻

させることが明らかにされた［3］。MTX は破傷風毒素やボツリヌス毒素と並び、天然毒として最高級の急性致死毒性

（マウス）を示すが、Ca２＋流入の経路は同定されていない。現在までに 240 報（Web of Science、タイトル検索）が 

公表されているが、近年、作用機序の本質に迫る報告はなく、未解決生命現象となっている。 
 

 
 

図1．マイトトキシン（Maitotoxin：MTX） 
 

研究代表者は大阪大学大学院理学研究科の村田道雄教授と共に、培養細胞に対する MTX の４５Ca２＋流入作用を観測

し、リン脂質やガングリオシド等の脂質が阻害剤となること、赤血球ゴーストに対して MTX が４５Ca２＋を流入させる

ことを明らかにした［4］。MTX をケミカルプローブへ誘導して行った光親和性標識実験では、特定の分子標的を同定

するに至らなかったことから、分子標的が複数存在するか、または脂質であると推察した［5］。我々は一細胞中の全遺

伝子を対象とする網羅的な戦略を模索し、2018年、CRISPRスクリーニングを行った。本研究は、CRISPRスクリー

ニングの結果検証を行うことを目的とした。 
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方方  法法  
 
11．．CCBBBB法法にによよるるMMTTXXのの膜膜透透過過性性亢亢進進作作用用のの観観察察  
各種脂質のクロロホルム溶液を減圧濃縮した後、真空ポンプで十分に乾燥した。適切な緩衝液で水和、ボルテクシン

グにより剥離させ、脂質懸濁液を得た。ガラスキャピラリーに収めた脂質懸濁液をヘキサデカン中に押し出すことによ

り脂質単層膜（Bubble）を形成させた。別々に作製した2つのBubbleを左右から接触させ、中央に脂質二重膜（Contact 
Bubble Bilayer：CBB）を形成させた。2つのガラスキャピラリーの各々に予め挿入しておいた電極間の電圧を制御し、

CBBを透過する電流を計測した。 
22．．ラライイブブセセルルイイメメーージジンンググ  
細胞膜（PlasMem Bright Red、同仁）、微小管（Tubulin Tracker Deep Red、Thermo Fischer Scientific）、アクチ

ン（Actin Tracker Deep Red、Thermo Fischer Scientific）、核（Hoechst 33342、Thermo Fischer Scientific）を染色

する蛍光試薬、Ca２＋濃度をモニターする蛍光試薬（Fluo3-AM、同仁）を予め添加した培養細胞CHO-K1に対してMTX
を投与し、10分毎に合計1時間撮影した。また、Ca２＋存在下、Ca２＋非存在下の各条件を適用した他、MTXの代わり

に抗生物質であるAmphotericin B、界面活性剤であるTriton X-100を同細胞に添加し、比較した。撮影には共焦点レ

ーザー顕微鏡FV1000（オリンパス）、または東北大学学加齢医学研究所共通機器室に設置されているCelldiscoverer 7
（Zeiss）、共焦点レーザー顕微鏡TSC SP8（Leica）を用いた。 
33．．単単一一遺遺伝伝子子ノノッッククダダウウンン株株、、単単一一遺遺伝伝子子欠欠損損株株にに対対すするるMMTTXXのの細細胞胞毒毒性性  

Hela細胞に対して16種類の siRNA（旧Dharmacon、現Horizon Discovery）をトランスフェクションした。イン

キュベート後、野生株とともに収穫し、96穴マイクプレートに播種した。MTXを添加してインキュベート後、WST8
を添加し、細胞生存率を調べた。 

CRISPRスクリーニングの結果から、MTXの細胞毒性を減弱することが推測された1つの遺伝子について単一遺伝

子欠損株を作製し、MTX の細胞毒性を増強または減弱することが推測された6 つの遺伝子について単一遺伝子欠損株

を購入した（Horizon Discovery）。100,000 細胞／mL の野生株ならびに単一遺伝子欠損株を 96 穴マイクロプレート

に播種し（100μL）、翌日、MTXを添加した。インキュベート後、WST8を添加し、細胞生存率を調べた。 
 

結結果果とと考考察察  
  
11．． CCBBBB法法にによよるるMMTTXXのの膜膜透透過過性性亢亢進進作作用用のの観観察察  
脂質懸濁液中に Gramicidin A を添加し CBB を形成させたところ、シングルイオンチャネルが観測されたため、  

観測系の確立を確認した。次に脂質懸濁液中に MTX を添加し CBB を形成させたが、MTX による膜透過性亢進作用

は観測されなかった。MTX はOH（ヒドロキシ）基を余り含まない疎水性領域（図 1 に示した構造で上部領域）とヒ

ドロキシ基を豊富に含む親水性領域（図1に示した構造で下部領域）を持ち合わせる両親媒性分子であるため、生体膜、

保管や実験に用いるガラスや樹脂製の器具に対して高吸着性を示す。また、脂質単層膜を貫く大きさを有するMTXの

安定性が懸念されたこともあり、手法の改変が求められた。そこで CBB 形成後、DMSO に溶解した微量の MTX を 
添加する手法を適用したが、実施は極めて困難であった。 

MTXの膜透過性亢進作用を観察するため、直径10～30μmのGigantic Unilamellar Vesicles（GUV：リポソーム）、

または直径200 nmのLarge Unilamellar Vesicles（LUV：リポソーム）を調製した。４５Ca２＋や内封したCa２＋感受性

蛍光色素Fluo 3（同仁）を用いてCa２＋流入作用を調べたが、MTXによるCa２＋流入は観測されなかった。 
22．． ラライイブブセセルルイイメメーージジンンググ  
マウスに対する急性毒性が発現される時間軸で細胞毒性が発現していることを予想し、ライブセルイメージングを 

行った。その結果、MTX が細胞外 Ca２＋濃度に依存して、細胞膜の一部を水疱状に膨らませること（Blebbing）を明

らかにしたが、既に他研究者により報告済みであることも判明した。Blebbing が MTX に特異的であるかどうか調べ

るため、脂質膜に結合する薬剤を用いて調べた結果、Amphotericin BやTriton X-100もBlebbingもBlebbingをもた
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らすこと、但し、Blebbing を誘引する濃度は MTX において極めて低いこと、さらに、Blebbing は細胞質内の Ca２＋ 

濃度の増加、微小管の崩壊に続いて生じる形態変化であることを明らかにした（図 2）。これらの結果から、MTX は   
細胞膜中の局所構造を認識すると推測された。細胞質内のCa２＋濃度の上昇が微小管の脱重合をもたらすことは必然で

あるが、微小管同様、細胞骨格形成に必須であるアクチン繊維の動態に興味が持たれた。しかし、Actin Tracker Deep 
Redは生細胞内でアクチンを染色できなかった。同試薬はグルタールアルデヒドで固定した細胞内でアクチンを染色で

きたため、同試薬が膜透過性に乏しく、ライブセルイメージングに不適切であると考えられた。そこで、アクチンに    
結合性蛍光タンパク質（CoralHueTM beta-Actin-targeted monomeric Azami-Green 1、理化学研究所バイオリソース

センター）の遺伝子をトランスフェクションしたが、アクチン繊維特有の形態が観察されなかった。現在、ライブセル

イメージングに適した試薬を模索している。 
 

 
 

図2．MTX（0.5 nM）を添加したCHO-K1細胞（10,000細胞／100μL） 
添加前（0 min）、添加後（10、20、30 min）、明視野と暗視野（励起：508 nm／蛍光：527 nm）で撮影

した画像を重ね合わせた。暗視野では細胞内Ca２＋濃度変化をモニターするために添加したFluo 3に由来

する蛍光を撮影した。 
  

33．． 単単一一遺遺伝伝子子ノノッッククダダウウンン株株、、単単一一遺遺伝伝子子欠欠損損株株にに対対すするるMMTTXXのの細細胞胞毒毒性性  
siRNA をトランスフェクションした Hela 細胞と野生株に対する MTX の細胞毒性に顕著な差異は観測されなかっ

た。いくつかの遺伝子についてはリアルタイムPCRを行い、ノックダウンを確認した。siRNAによるノックダウンを

行ってもわずかに残る遺伝子の存在がMTX の細胞毒性に及ぼす影響を考慮し、7つの遺伝子に絞りノックアウト株を

調達した。その結果、2つの単一遺伝子欠損株がCRISPRスクリーニングの結果を担保した。内訳はMTXの細胞毒性

を増強した遺伝子および減弱した遺伝子、それぞれ1つずつであった。 
単一遺伝子ノックダウン株、5 つの単一遺伝子欠損株に対して想定した結果が得られなかった根拠は不明である。 

今後、2 つの単一遺伝子欠損株に対して想定した結果が得られた根拠を追求し、MTX の細胞毒性、ひいては MTX に

よるCa２＋流入の分子機構を明らかにしたい。 
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