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背景－ヤエヤマサソリの毒液に含まれるペプチド毒素 LaIT2 は、殺虫・抗菌活性を示すが他のサソリ毒

と異なり、哺乳類に対して毒性をほとんど示さない。この毒性の特異性と、抗菌活性と殺虫活性がどの

ような構造要因に起因するかについてはいまだ明らかにされていない。また、LaIT2のカルボキシ末端側

には３つのS-Sブリッジが存在することがわかっており、LaIT2のカルボキシ末端側は、強固な高次構造

を取っていることが予測される。 

本研究ではこのような機能的、構造的特徴を有するLaIT2の立体構造を安定動態標識法を併用した多次

元NMR分光法により解明し、抗菌活性、殺虫活性をもたらす構造要因の特定ならびに、活性発現の分子

機構解明を目指した。 

 

研究手法－LaIT2 は、2 種類の発現ベクター（pET32a、pCold ProS2 ベクター）で発現した融合タンパク

質のプロテアーゼ処理により（pET32a：Enterokinase、pCold ProS2：Factor Xa）ゲルろ過法を用いて単離

精製した。得られたペプチドは、アミノ酸配列から予測される分子量を持っていたので（SDS-PAGE で

確認）、15N標識体を作成後、1H-15N HSQC スペクトルの測定を行い、高次構造の形成を評価した。 

 

研究成果－LaIT2 については、ProS2 との融合タンパク質がほぼ100%可溶化することが分かったが、

Factor Xa で処理したころ、目的サイズのタンパク質の収率が予想の1/3 程度であるだけでなく、精製後
1H-15N HSQC スペクトルが変性状態を予想させるスペクトルであった。そこで、発現段階ではほとんど

封入体である、GST との癒合タンパク質（pET-32a系）の可溶化を検討した。封入体を、0.3% Tween-20 を

含む緩衝液で洗浄後、Enterokinase 切断用緩衝液に懸濁し、24 時間4℃で静置することで、1/2 以上のタ

ンパク質が可溶化に成功した。得られた可溶化画分をEnterokinase で処理したところ、22℃、8 時間の処

理で、ほぼ収率100%で目的サイズのタンパク質が得られた。現在、この条件で15N 標識 LaIT2 の発現精

製を進めることで、1H-15N HSQC、1H-15N NOESY-HSQC、1H-15N TOCSY-HSQC スペクトルの測定準備

を進めろとともに、プロテーゼ処理後の末端形状の確認（TOF-MS）ならびに、殺虫活性測定（ヨトウガ

をつかったLD50 計測）を共同研究先の京都大学と進めている。 

 


