
１．はじめに

　Snakebite Envenoming（毒ヘビ咬傷）の被害は，世
界で毎年 180 〜 270 万人に上り，その中で，死者 8.1
万〜 13.8 万人，さらに 40 万人に対して永続的な障害

（四肢切断など）を引き起こす．2018 年に世界保健機
関（World Health Organization ; WHO） は，2030 年 ま
でにヘビ咬傷被害を 50% 減少させる事業計画を発表
し，その予算額は総額１億 376 万 US ドルである [W1]．
WHO は，人間に対するヘビ咬傷の影響の臨床的特徴
より，毒ヘビを２つの Category に分類した．公衆衛

生問題上で医学的重要性が最も高いとされる Category 
1 の定義は，“ 共通して，広範の地域において多くの
ヘビ咬傷被害を引き起こし，高いレベルの罹患率，障
害，または死亡率をもたらす非常に有毒なヘビ ” と
され，主にコブラ科（Elapidae）およびクサリヘビ科

（Viperidae）である（表１）[1]．おおよそヘビ 3700
種の中で 600 種が毒ヘビと分類され，その内 200 種の
Viperidae，Elapidae，Atractaspidida，Colubridae（ 一 部
を除く）が，世界で深刻なヘビ咬傷被害を引き起こし
ている [W2] [1]．へビ毒液は，多種多様な生理活性物
質の宝庫であり，被捕食者の生体恒常性を破壊する．
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また，毒液注入が体内で引き起こす臨床学的な症状は、
毒ヘビの種により大きく異なる．現代もなお致死的な
毒ヘビ咬傷被害が多い理由は，ヘビの種間はもちろん，
種内でも生息域により毒成分やその割合が大きく異な
るため，治療薬が確立されにくいのが原因である．
　現在，唯一の効果的なヘビ咬傷治療法は，ヘビ毒液
で免疫された動物（主にウマ）に由来する抗毒素血清

（antivenom）が使用されている．しかしながら，多数
の毒成分から生成された異種抗体を使用する場合，生
命を脅かすアナフィラキシーショックや血清病などの
アレルギー疾患の可能性が高くなる．そのため，抗毒
素血清を用いた治療は，一般的にアレルギー検査を行
い，過剰な免疫応答を抑える薬を併用する．さらに抗
毒素血清は，比較的長時間の静脈内投与が必要とされ
る．このような抗毒素血清投与方法による治療の遅
延は，局所組織の損傷が緩和できないことがある [2]．

また，この抗毒素血清は，冷蔵保存が必要で１本６万
円から８万円と高価であり，亜熱帯地域の発展途上国
では治療ができない家族が多い．したがって，現在の
ヘビ咬傷治療は地理的にヘビ毒成分が異なることに加
え，抗血清の製造に費用がかかり，さらに中和が不完
全であるという問題点が議論される [2]．これらの問
題を軽減するために，抗毒素血清の代替品として，特
定の致死毒素に対する阻害剤が積極的に合成され，in 
vitro 実験においてヘビ毒の毒性を中和し、評価され
てきた．しかしながら，依然としてこれらの毒素阻害
剤には，毒素に対してのみ示す特異的な効果など，ヒ
トへ臨床応用できる安全性を備えたものはなく，課題
が残っている [3–5]．これまで当研究室では，毒ヘビ
独自が持つ自己の毒に対する耐性機構および，特異的
ヘビ毒を阻害する阻害タンパク質に焦点を当てて研究
を行ってきた [6]．我々は，人間に安全でかつ比較的

Table 1  List of venomous snake species in Category 1. 
 　　　  Category 1 was characterized a subset of species of higher medical importance in the four geographical areas of the world by WHO. 

The highest medical importance to human public health (category 1) is “highly venomous snakes which are common or widespread 
and cause numerous snakebites, resulting in high levels of morbidity, disability or mortality.” This table summarized of report provided 
by WHO [1]．This table is reused with permission in accordance with the permission guide line of the publisher of Open Access 
books, IntechOpen, from ref.[10] 
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低価なヘビ毒咬傷治療薬の創製を目指し，主にクサリ
ヘビ科が引き起こす，ヘビ咬傷の後遺症（局所的障害：
筋壊死や出血）を軽減できる方法を探索する．この総
説では，ここ 10 年間のトキシノロジー分野の研究を
まとめるとともに，局所的障害の原因毒素といわれる
筋壊死毒素（Phospholipase A2; PLA2）と出血毒素（Snake 
venom metalloproteinase; SVMP）の作用機構について
分子レベルで深く理解する．

２．ベノミクス（venomics）研究について

　生物毒を中心として扱うトキシノロジー（Toxinology）
分野では，プロテオミクス，トランスクリプトミクス
よびゲノミクスの３つの “-omics” 解析を組み合わせて
ベノミクス（venomics）と呼ばれる包括的な研究が最
近多く報告されている [7]．近年の急速な科学の進歩
によって，ハイスループットな技術を使って毒ヘビの
種間や種内の毒のバリエーションの原因となる成分分
析が可能となった [8]．例えば，Next-Gen Sequencing

（NGS）や Oxford Nanopore（minION）テクノロジーは，
多重バーコードライブラリを使用していくつかの毒腺
トランスクリプトームを一緒にシーケンスすることが
可能であり，NGS は加速的に断片的な遺伝子情報を
集め，収束することを得意とする．一方，minION は
長い遺伝子配列の読み取りを可能とする技術をもち，
トランスクリプトームアセンブリーエラーを修正でき
る第３世代シークエンサーと呼ばれる [9]．これらの
テクノロジーは，いくつかのヘビ毒腺のトランスクリ
プトームシーケンスを通じて大規模なデータセット
を生成するために時間や費用が低減できる．我々は，
NGS テクノロジー（Illumina および Roche）などにより，
現在，Category 1 に分類される毒ヘビの毒腺トランス

クリプトーム，cDNA クローンライブラリー，および
ゲノムの情報を調査し，まとめた [10]．Category 1 の
完全長トランスクリプトームは，近年，急速するシー
ケンシングデータの増加にもかかわらず，約 20％に
すぎず，完成したヘビゲノム解析の数は 10％未満で
あった（参考文献 [10] の table 2 を参照）．
　トランスクリプトミクスを中心といた遺伝子発現プ
ロファイルとプロテオミクスによる毒液タンパク質発
現プロファイルの両方を組み合わせた解析は，実際，
ヘビ咬傷治療において臨床的症状の特徴付けには必要
不可欠である．最近は，毒素の同定（主に一次構造配
列）のための種固有のデータベース（毒腺トランスク
リプトーム）を利用し，プロテオミクスによる成分分
析より，各種に存在する固有の毒素をより適切に区別
する方法が急速に進展している．

３．ヘビ毒成分のプロテオミクス解析

　ヘビ毒液は，ホホをマッサージするように外側か
ら毒腺を刺激し，ミルキング（milking）という方法
で採取される．Category1 の主要ヘビ（コブラ科とク
サリヘビ科）は，上顎の上部に管状の牙（Front-fang）
を持っており，生えかわるための新しい牙が１年間
に 10 本以上作られる．特にクサリヘビ科の牙は長
く鋭く，獲物の体奥深く突き刺さり，確実に大量の
毒を注入する仕組みになっている．そのため，50 ml
プラスチックチューブを噛ませるように上顎と下顎
を広げ，milking による毒液採取は比較的簡単であ
る（図１）．一方，Colubridae，Homalopsidae，および
Lamprophiidae に属するヘビは，上顎の後方に配置さ
れた溝付きまたは溝のない後方扇状の牙（Rear-fang）
を持つ（Atractaspidinae 亜科の一部ヘビは除く）（図２）

Fig.1　 Images of crude venom collection（milking）from Vipers.
　　�(a)The picture is Habu（Protobothrops flavoviridis）, (b) the right picture is Malayan pit viper（Calloselasma rhodostoma）which 

provided by Dr. Mrinalini.

 (a)  (b) 
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[11, 12]．Rear-fang ヘビは，毒液が少なく採取が難しい，
また，すべての種が有毒であるとは限らず，比較的性格
が温和で人間に対して無害とされることが多い [13, 14]．
　上記に述べたトランスクリプトーム解析技術は，逆
相高速液体クロマトグラフィー（RP-HPLC），質量分
析（MS）と組み合わされ，微量成分であっても様々な
ヘビ毒の迅速な同定を可能にした．この進歩によって
現在 100 を超える種のヘビ毒のプロテオームが公開さ
れている [15, 16]．2017 年，T. Tasoulis と G.K. Isbister は，
過去 10 年間に公開された 132 種のヘビ毒液プロテオミ
クス解析を比較分析している [17]．彼らは，コブラ科

（Elapidae）の 42 種，クサリヘビ科（Viperidae）のクサ
リヘビ亜科（Viperinae） 20 種とマムシ亜科（Crotalinae） 
65 種，５種の rear-fang 毒ヘビ（Coastal House Snake; 
Thamnodynastes strigat ,  Brown tree snake; Boiga 
irregularis, Bockadamsnake or Dog-faced water snake; 
Cerberus rynchops, Boomslang; Dispholidus typus, Hooded 
nightsnake;Hypsiglena sp Arizona）の毒液成分をまとめ
た．その比較解析から 63 つのタンパク質ファミリー
を毒液成分より特定した．127 種の Front-frag ヘビ

（コブラ科およびクサリヘビ科）の毒中には，59 つの
タンパク質ファミリーが含まれ，その内のコブラ科

（Elapidae）は８つ，クサリヘビ亜科（Viperinae）は
11つ，マムシ亜科（Crotalinae）は10つのタンパク質ファ
ミリーが毒タンパク質全体の 90% を占めていた（図
３）．第１主成分毒素タンパク質ファミリーの４つは，

ホスホリパーゼ A2（Phospholipase A2; PLA2），ヘビ毒
メタロプロテイナーゼ（snake venom metalloproteinase; 
SVMP），セリンプロテイナーゼ（snake venom serine 
proteinase; SVSP） と three-finger toxins（3FTx） で あ
る．クサリヘビ科の２種類の亜科では，毒素の種類や
それぞれの含有量にあまり違いがないが，それらと
コブラ科の毒成分はかなり異なっている．コブラ科
は，PLA2 と Three-finger toxin（3FTx）が全体の 83%
を占め，クサリヘビ科は PLA2，SVSP，SVMP が全体
の 67% を占めている．もっとも顕著な違いは，クサ
リヘビ科にはコブラ科の主要な毒素である 3FTx 毒素
タンパク質ファミリーが欠如し，クサリヘビ科の毒
素ファミリーはほとんどがタンパク質分解酵素であ
る．一方，第２の主成分毒素タンパク質ファミリー６
つは，cysteine-rich secretory protein（CRISP）, L-amino 
acid oxidase（LAAO）, Kunitz peptide（KUN）, C-type 
lectin/snaclecs（CTL）, disintegrin（DIS）, natriuretic 
peptide（NP）である．その中の CRISP, LAAO, KUN
や NP は含有量にさほど大きな違いがみなれてにない．
　この総説では，Category 1 の 60 ％以上を占める
Viperidae（クサリヘビ科）に着目し，ヘビ咬傷被害
の後遺症の主原因毒素を中心に取り扱う．Viperidae

（クサリヘビ科）は，ラッセルクサリヘビ（Daboia 
russelii）などの Viperinae（クサリヘビ亜科）と、ガ
ラガラヘビ（ヒガシダイヤガラガラヘビ ; Crotalus 
adamanteus）などの Crotalinae（マムシ亜科）のサブ

Fig.2　The features of frags in venomous snakes.
　　 Front-fanged venomous snakes are shown in the left; 

Trimeresurus hageni（Hagenʼs pit viper）and Naja siamensis
（Indochinese spitting cobra）. A rear-fanged venomous snake; 
Spilotes sulphureus（Amazon puffing snake）, is shown in 
the right. Viperidae and Elapidae have fangs anterior in the 
upper jaw, thus they are often called front-fanged venomous 
snakes. On the other hand, Colubridae, Homalopsidae, and 
Lamprophiidae are called rear-fanged venomous snakes, and 

have fangs posterior in the upper jaw. This figure is modified of figure 1 in the ref. [52]. These original images of frags are cited from ref.[11, 
53] with permissions according to Permissions Guidelines of Nature Research publisher and The ROYAL SOCIETY publishing.
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ファミリーに分かれている．日本に生息する毒ヘビの
マムシ（Gloydius blomhoffii）およびハブ（Protobothrops 
flavoviridis）は，マムシ亜科に属し，日本で年間 300
件程度のヘビ咬傷被害を引き起こす．2018 年，ハブ
のプロテオミクス解析 [18] と全ゲノム解析 [19] が発
表された．ハブ毒組成は，上記で紹介した他のクサリ
ヘビ科の毒液組成と大きな違いはなく，最も一般的で
比較的豊富な毒素は， SVMPs，PLA2s，SVSPs，およ
び LAAO である [20]．出血毒といわれるクサリヘビ
科の毒素酵素は，重度の局所組織損傷を引き起こし，
これらの臨床症状はしばしば器官障害および高い罹患
率や死亡率に関連する．

４．Viperidae（クサリヘビ科）の主成分毒素について

4.1 Phospholipase A2（PLA2）の分類と触媒機構について
　Phospholipase A2（PLA2）[EC 3.1.1.4] はリン脂質の
２位の脂肪酸エステル結合を加水分解する酵素であ
る．PLA2 は，生物界に広く分布しており，PLA2 スー
パーファミリーは，大きく分けて６種類に分類され，

Group I~XIV の 16 つのグループからなる（表２）[21] 
[22]．それらは，分泌型 PLA2（Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅴ，Ⅸ，Ⅹ，Ⅺ，
Ⅻ，ⅩⅢ，ⅩⅣ），細胞質型 PLA2（Ⅳ），Ca2+ 非依存
性 PLA2（Ⅵ），血小板活性化因子アセチルヒドラーゼ
PLA2（Ⅶ，Ⅷ），リソソーム型 PLA2（XV），および最
近新しいグループとして分類されたアディポサイト型
PLA2（XVI）からなる [21]．もっともよく研究されて
いる分泌型 PLA2 は，Ca2+ 依存性であり，Ca2+ 結合ルー
プ（XCGXGG）と触媒部位（DXCCXXHD）が高く保
存され，ヒスチジン残基（His; H）とアスパラギン酸
残基（Asp; D）を触媒基とする．細胞質型 PLA2 はセ
リン残基（Ser; S）を触媒基し，Ca2+ 結合必要と考え
られる C2 ドメインを特徴とし，Ca2+ は細胞内膜に酵
素を移行するときに関与する．Ca2+ 非依存性 PLA2 は，
主にヒトやマウスから発見されて A 〜 F の６サブグ
ループの存在が確認されているが，その性質や機能は，
Ⅵ -A サブグループの報告に限られている．血小板活
性化因子アセチルヒドラーゼ PLA2 は，Ser を触媒基
にもち，血小板活性化因子の sn-2 位からアセチル基
を遊離する．リソソームPLA2 は，リソソームに局在し，

Fig.3  Proteomic analysis of venom components in Viperidae and Elapidae.
　　  Toxin protein families existed in venom glands are compared between in representative subspecies of Viperidae (Viperinae and Crotalinae) 

in left side and Elapidae in right graph.　Abbreviation of each toxin protein families are as follows; PLA2, phospholipase A2; SVSP, 
snake venom serine; SVMP, snake venom metalloprotease; LAAO, L-amino acid oxidase; 3FTx, three-finger toxin; KUN, kunitz peptide; 
CRiSP, cysteine-rich secretory protein; CTL, C-type lectin; DIS, disintegrin; NP, natriuretic peptide; NGF, nerve growth factor; CYS, 
cystatin; VEGF, vascular endothelial growth factor; MVC, minor venom component. This figure is reproduced with permission from ref. 
[17] (see STM (International Association of Scientific, Technical and Medical Publishers) Permissions Guidelines: https://www.stm-assoc.
org/).
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Ca2+ に依存せず，Ser，His，Asp を触媒とする．
　Snake venom PLA2（svPLA2）は，分泌型 PLA2 に分
類され，酵素活性には Ca2+ が必須である．また，分
子内にジスルフィド結合７つ（一部６つ）もつ分子量
約 14 kDa の小型タンパク質で，比較的安定なタンパ
ク質である [23]．svPLA2 は，Ⅰ型（コブラ科）とⅡ
型（クサリヘビ科）にわかれ，その違いは，Ⅱ型は C
末が７残基長く，一か所ジスルフィド結合の位置が異
なる（Ⅰ型 ; Cys11-77, Ⅱ型 ; Cys50-133），また，触媒
作用に関係する残基は，Ⅰ型では，His48，Tyr52，お
よび N 末端側のαアミノ基，Ⅱ型では His48，Tyr52
とされる [21, 23]．

4.2　クサリヘビ PLA2 の生理機能
　Snake venom PLA2（svPL PLA2） は，クサリヘビ科
とコブラ科の両方に含まれる主成分毒素である．ここ

では，PLA2 のⅠ型（コブラ科）とⅡ型（クサリヘビ
科）に，どのように生理活性の違いがあるかを紹介す
る．クサリヘビ科のⅡ型 PLA2 については，日本に生
息するハブ（Protobothrops flavoviridis）がよく研究さ
れている．興味深いことに，同じ種内，または同一個
体中に存在する svPLA2 でも多くのサブグループが存
在し，それら毒素が引き起こす生体への影響は大きく
異なる．P. flavoviridis の毒由来のⅡ型 PLA2（PfPLA）は，
[Asp49] PLA2 と [Lys49] PLA2 の２つのサブグループに
分類される [24]．さらに，[Asp49] PLA2 はタンパク質
全体の電荷（等電点）別に３つの分子種が単離されて
おり，中性 [Asp49]PLA2 は高い脂質分解性と筋溶解性，
塩基性 [Asp49] PLA2 は浮腫誘導活性，強塩基性 [Asp49] 
PLA2 は神経毒性を示す．一方，[Lys49]PLA2 は弱い脂
質分解性と強い筋溶解性がある．PfPLA2 遺伝子は４
つのエクソンと３つのイントロンで構成されており，

Table 2  Classification of Phospholipase A2 superfamily
 　　　  This list of each group of PLA2 is modified and reproduction from ref.[21, 22]. 
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16 アミノ酸残基からなるシグナル配列を含む 138 ア
ミノ酸残基のタンパク質をコードする．P. flavoviridis

の毒腺 PLA2 遺伝子は多重遺伝子ファミリーを形成し
ており，PfPLA2 遺伝子は，BPII と呼ばれる筋分解性
[Lys49] PLA2，PfPLA4 遺伝子は PLA-N と呼ばれる神
経毒性 [Asp49] PLA2，PfPLA5 遺伝子は PLA-B と呼ば
れる塩基性 [Asp49] PLA2 をコードしており，PfPLA1

と PfPLA3 は不活性化された遺伝子である [24]．これ
らの遺伝子は，タンパク質コード領域でアミノ酸配列
を変えるような塩基配列置換（非同義置換）が頻繁に
観測されており，加速的に進化している遺伝子といわ
れている [25]．つまり，PLA2 遺伝子の重複および非
同義置換は，結果的に，PfPLA2 毒素の異なる性質や
その毒素活性を生じている．
　コブラ科毒由来のⅠ型 PLA2 は，神経毒性，細
胞毒性，心毒性，および血液障害など生理活性が
報告されている．Ⅰ型 svPLA2 は，単鎖，２つまた
は４つのサブユニットで構成され，触媒部位に存
在するカルシウム結合領域が高度に保存されてい
る（Y28CGXXGXGXXXDDLDRCCQXHXXC51）[26]．
Naja 種の毒液中には，svPLA2 が豊富に含まれ，Asp49
および Cys49 型が発見されている．Naja sagittifera か
ら単離された PLA2 は，神経末およびシナプトソーム
膜のホスファチジルコリンに親和性をもつβ毒素と，
神経筋接合領域のニコチン性アセチルコリン受容体に
結合するα毒素がある．ほかにも，コブラ毒から単離
された PLA2 は，K+ および Ca2+ チャネルの阻害，Na+/ 
K+/ ATPase 酵素の阻害を示すものが発見されており，
これらの生体内の標的受容体への結合は，神経毒とし
て作用するものが多い．
　一方，神経毒として作用する PLA2 以外に，抗凝固
剤毒素または凝固促進剤毒素，細胞毒性を示すものが
ある．前者は，PLA2 の凝固因子 Xa への結合による
ものだと考えられている．また，後者の細胞毒性は，
PLA2 が酵素触媒作用によって脂質二重層を不安定化
し，それに続き浸透圧溶解を引き起こし，その結果，
心筋細胞膜の変化に起因した心不全と溶血を引き起こ
すと考えられている． 
　このように svPLA2 は触媒作用または非触媒作用に
よって毒素活性を発揮し，主にクサリヘビ科は筋分解，
浮腫誘発，神経毒の活性が，コブラ科では細胞毒性，
心毒性，神経毒性，血液障害，凝固，抗凝固の活性が
ある．svPLA2 分子は全体的な立体構造と触媒部位は
保存されているが，多様な毒素活性を示す．つまり，
構造と生理活性の関連を理解し，これらの異なる毒素
活性を同時に抑えることができる化合物の設計が重要
とされている [27]．

５．ヘビ毒金属プロテアーゼ (snake venom 
metalloproteinase; SVMP)

　金属プロテアーゼ（Metalloproteinases; MP）は，ペプ
チダーゼ専用 MEROP データベースによると 50 以上に分
類された，最も多種多様なプロテアーゼである（https://
www.ebi.ac.uk/merops/）．MP は，生殖，細胞浸潤，細
胞受精，自己防衛などの生物の恒常性維持に重要な役
割を果たす．MP は，Enzyme commission number（ECN）
のエキソペプチダーゼ（ECN 3.4.17）およびエンドペプチ
ダーゼ（ECN 3.4.24）で知られている２つのサブグループ
に分類される．２番目のグループは，serralysins, astacins, 
adamalysins（a disintegrin and metalloproteinase domain; 
ADAMs），matrix metalloproteinases（MMP）などのメ
トジンシン（metzincin）ファミリー酵素である．癌細
胞において，内因性 MP の遺伝子およびタンパク質
発現量のバランスが乱れているという報告が多くさ
れており [28]，一部の哺乳動物 ADAM はそのバラン
スの乱れを引き起こす重要因子として知られている．
ADAM タンパク質と SVMP は M12 ファミリーに属し
[29]，興味深いことに数種類の哺乳類 ADAM と P-III
クラス SVMP（後述）の各ドメインの構造は類似して
いる．SVMPs のいくつかは立体構造が決定され，また，
その生理機構が特徴付けられている．そのため，P-III 
SVMP の構造的および機能的な特徴は，未解明な部分
が多いヒト ADAM の機能の議論に頻繁に使用される．

5.1.　SVMP の構造と分類
　SVMP は Zn2+ 依存性プロテイナーゼで，毒腺の毒
素組織のドメイン構成と mRNA 転写産物に基づいて，
３つの構造クラス（P-I，P-II，および P-III）に分類
される [30]．すべての SVMP 遺伝子は，保存された
シグナルペプチド領域とプロ（プレ）ドメインを持
つ．この２つの N 末領域は，アミノ酸配列が高く保
存されており，それに続くドメインの種類や配置によ
り，SVMP は，P-I ~ P -III の３つの主要なクラスに分
類される．祖先型の P-III クラス SVMP は，Zn2+ と水
分子を触媒部位に配位するメタロプロテイナーゼドメ
イン（Metalloproteinase Domain; MPD），ディスインテ
グリン様ドメイン（disintegrin-like domain ; DID），お
よびシステインリッチドメイン（cysteine-rich domain;  
CRD）の３つのドメインで構成される． P-II クラスは，
MPD と DID の２つで構成され，P-I クラスは，MPD
のみである．10 年前ごろまでは，C 型レクチン様ド
メインに特徴付けられていた SVMP が , ４番目のグ
ループ（P-IV）としてクラス分けされていた．しかし，
最近のトランスクリプトーム解析より，P-IV SVMP
をコードする mRNA は存在しないことがわかってき
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た．つまり，このクラスの SVMP は一本鎖ポリペプ
チドとして合成されず，翻訳後修飾により生じるドメ
イン構造とされた．したがって，J. Fox らは，P-IV を
P-IIId サブクラスとして再分類した [30]．このように
各クラスには，サブクラス（P-Ia，P-IIa-e，P-IIIa-d）
があるが，毒液中から単離された成熟型毒素タンパ
ク質として存在が確認されており，主に翻訳後修飾に
よって生成される二量体またはトランケート型などの
アイソフォームである（図４） [30]．
　毒液中の SVMPs は，それぞれ異なる基質特異性を
示すことが知られている．SVMP 遺伝子ファミリーは，
新機能化遺伝子の特徴をもち，その遺伝子上の塩基配
列置換は，結果的に複数の機能を持つ毒素タンパク質
ファミリーを生じる．SVMP 遺伝子は，祖先の ADAM

遺伝子の遺伝子重複に由来する．ADAM 28 前駆遺伝
子は，無毒ヘビにも存在する近縁の SVMP ホモログ

であり，哺乳類にも存在する [31]．トカゲ（Anolis 
carolinensis）ADAM 28 遺伝子とクサリヘビ科（Echis 
ocellatus）SVMP 遺伝子の配列比較により，SVMP 遺
伝子は，ADAM 遺伝子の重複後，CRD を含むエクソ
ン 12 の最後に終止コドン（STOP codon）を生じ，結
果として，ADAM に存在する C 末端膜アンカーおよ
び細胞質領域を欠いたタンパク質を産生した [32]．最
近，より多くのヘビゲノム配列解析が可能になり，祖
先 SVMP は，P-III クラス SVMP をコード化してい
ると仮定されている．P-III SVMP 遺伝子の重複によ
り，P-II および P-I SVMP 遺伝子前駆が生成され，さ
らにそれらは，それぞれスプライシングサイトの変異
により，ドメイン損失が生じ，P-II や P-I SVMP タン
パク質が生成されている．興味深いことに P-II と P-I 
SVMP は，クサリヘビ科（Viperidae）でのみ存在し，
コブラ科（Elapidae）では発見されていない．これら

Fig.4　Classification of snake venom metalloproteinase (SVMP).
　　  The class of the SVMP family, and their gene structure and native protein isolated from venom gland are described in the column 

respectively. Schematic diagrams of domain structures are shown as follows; P, signal peptide; Pro, Pre-, or pro-domain; Proteinase, 
metalloproteinase domain (including the catalytic site); S, spacer region; Dis-Like, disintegrin-like domain; Cys-Rich; Cysteine-rich 
domain, Lec, lectin-like subunit structure; ?, Undetermined region by post-translation modification. This figure is reused with permission 
from ref. [30]. 
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の SVMP ファミリーの中には，機能未知の毒素が多
く存在し，生体内基質の同定がされていない。また，
致死毒素活性を示さない SVMP も多く含まれる．ヘ
ビ毒中でなぜこのように多数の異なる SVMP が発現
されるのか，今後の SVMP の新たな生理機能の発見
に興味が持たれる．

5.2　SVMP の生理活性と出血メカニズム
　クサリヘビ科（Viperidae）の咬傷は，局所および全
身の重度の出血性微小血管損傷および炎症を特徴とす
る [33]．毒液より単離された SVMP の in vivo および
in vitro の研究から，SVMP が咬傷の出血の原因となる
毒素であることが証明されてきた．ヘビ咬傷治療では
出血を軽減しなければならないため，出血を誘発する
SVMP 分子メカニズムを研究することは重要である．
ヘビ咬傷の出血は，SVMP による細胞外マトリックス
成分，膜貫通受容体，および微小血管周囲のフィブリ
ノーゲンなどを標的した切断（タンパク質分解）によ
り引き起こされる [34]．興味深いことに，高い類似性
をもつ MPD と同様な触媒機構をもつにも関わらず，
すべての SVMP が生体内で出血を誘発するわけでは
ない． 出血因子と呼ばれる SVMP とは別に，非出血
性 SVMP には，血液凝固異常，血小板凝集，細胞浸
潤，アポトーシス誘発性活動，および血管透過性など
の機能や影響が報告されている（出血性 SVMP にも
これらの作用を持つものがある）[35]．この SVMP の
多機能性は，種を超えて比較的保存性が高い N 末側
の触媒ドメイン（MPD）よりも，それ以降 C 末側ド
メインが異なる基質認識に起因すると推測されている
[18]． ヘビ咬傷の局部障害を引き起こす SVMP の出
血効果を中和する阻害剤を設計するには，SVMP の標
的，毒物投与時の SVMP の組織分布および局在を理
解する必要がある．
　P-III SVMP と P-I SVMP のどちらも出血活性がある
が，P-III SVMP は P-I SVMP よりも比較的強い出血を
示す [36] [37]．組織や滲出液を用いた蛍光免疫染色の
共焦点顕微鏡，免疫化学的とプロテオミクス解析より，
P-I および P-III SVMP 分布は生体組織内で異なるパ
ターンを示すことが明らかになった．Alexa Fluor 647
でラベルされた SVMP の観察により，P-III SVMP が，
特に微小胞の毛細血管のコラーゲン IV と共局在して
いることが証明された．一方，P-I SVMP の局在は全
組織の広範囲で確認された [38]．In vitro 実験におい
て，出血性 P-I および P-III SVMP は，標的基質とし
て特に IV 型コラーゲンを好むことが知られている． 
J.M.Gutiérrez らは，SVMP による２段階の出血メカニ
ズムの仮説を提供している．出血機構の１番目のス
テップとして，SVMP が毛細血管や内皮細胞周辺の基

底膜成分である IV 型コラーゲンとヘパラン硫酸プロ
テオグリカンの１種であるパールカンを加水分解し，
基底膜と微小血管壁の機械特性（安定性）を弱める． 
続いて２番目のステップは，血液の微小循環で生じる
生物物理学的な血行力が壁の膨張を引き起こし，毛細
血管を破壊させ，結果的に血液の血管外漏出を引き起
こす [37]．

5.3　毒ヘビ中の SVMP 触媒活性の調節システム
　一般的に，生体内のタンパク質分解酵素の活性は，
pH，温度，イオン，補因子，および生理学的阻害剤
により適切な活性化と不活性化が制御されている．
毒腺の中において SVMP タンパク質分解活性は，in 
vitro 実験より，次の３つの要因によって阻害される
と考えられている：（i）酸性 pH を維持するクエン酸
塩の存在，（ii）プロ（プレ）ドメインによる MPD 触
媒部位の遮蔽，（iii）毒液に含まれるトリペプチド酵
素阻害剤の存在である．
　ヘビ毒酵素は，自己の毒腺中では不活性状態で貯蔵
され，獲物の体内へ注入されたときに活性化する必要
がある．毒液中には高濃度のクエン酸塩が含まれてい
るため，pH が低いことが 1998 年に Odell らの in vitro

解析より明らかである [39]．Crotalus sp.，Agkistrodon 

sp.，Bothrops sp.， Dendroaspis sp.，Sistrurus miliarius 
barbouri，Bitis gabonica gabonica，Vipera russellii 
russellii，および Lachesis muta の毒液中のクエン酸含
有量は，乾燥した粗毒の 25％（30–150 mM）と見積
もられている．粗毒に外因的に添加された 18-27 mM
のクエン酸塩濃度は，in vitro でプロテアーゼ活性を
阻害することが確認されていることから，毒液中に
は酵素を阻害できるクエン酸の十分な量が含まれる
[39]．さらに Crotalus sp. から採取された分泌毒液は酸
性（pH 5.25–5.75）であることが観察されており，つ
まり，pH 7.2–7.4 の獲物またはヒトの体内に注入され
ると，ヘビ毒酵素は pH の変化によって活性化される
ことになる [40]．
　4 つのトリペプチド（pEKW，pENW，pEQW，およ
び pERW）は，Protobothrops mucrosquamatus [41, 42]，
Bothrops asper [43]，Echis ocellatus，Cerastes cerastes 
cerastes [44]，およびいくつかのラッセルスネーク [45]
の毒液中に存在し，SVMP に対する内在性阻害剤とし
て報告されている．これらトリペプチドは，毒液中
に比較的多く存在いるが（例；P. mucrosquamatus 毒
液中は 5.0 mM 以上），その阻害活性は，さまざまな
SVMP に対してそれほど強くない（The half maximal 
inhibitory concentration; IC50, IC50 値 が 0.15-0.95 mM 程
度）[45]．pExW 阻害剤と SVMP の複合体 X 線結晶構
造解析より，SVMP の Zn2+ 結合部位の一番目のヒス
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チジン残基のイミダゾールと pExW 阻害剤のトリプト
ファン（Trp, W）のインドール環が相互作用している
ことが明らかになっている [42]． 2007 年に，Philippe
ら は， 質 量 分 析 ベ ー ス と し た 実 験 よ り，Atheris 
squamigera の毒液中に２〜３ kDa の polyHis-polyGly
ペプチドを発見し，ヒスチジンおよびグリシン（Gly, 
G）残基のクラスターを持つ新しいペプチドを同定し
た [46]．同様のペプチドが C 型ナトリウム利尿ペプ
チド（CNP）およびブラジキニン増強ペプチド（BPP）
–CNP 転写産物前駆体にコード化されていることを発
見し，実際に E. ocellatus および Atheris sp. 毒より単離
した．興味深いことに，これら polyHis-polyGly 関連
ペプチドは，in vivo 実験でトリペプチド阻害剤よりも
強力な SVMP 阻害効果を示している [44]．
　毒素遺伝子の転写後および翻訳後の修飾が，毒液組
成に多様性を生み出し，有毒なヘビの進化と適応に関
連してきた考えられている．SVMP 遺伝子は，約 20
アミノ酸残基のシグナルペプチドをコードし，その後
に約 200 アミノ酸残基のプロ（プレ）ドメインが続く．
これは，他の生物に見られる ADAM ファミリー間で
も保存されている．毒腺における SVMP 活性に限ら
ず，メトジンシンファミリーのプロ（プレ）ドメイン
の存在は，MPD の触媒活性を調節する上で重要な役
割を果たす可能性が示唆されている．プロ（プレ）ド
メインの C 末端には，MMP と SVMP ファミリーに共
通して「システインスイッチ」（コンセンサス配列 ; 
PKMCGVT）領域が保存されている．プロ（プレ）ド
メインが切り離されると，触媒部位に Zn2+ が結合で
きる [47]． N 末端グルタミン残基（Glu, E）のピログ
ルタミン酸への環化は，プロドメインの切断後に自発
的に生じる．毒液から精製される成熟型 SVMP の N
末はピログルタミン化されているため，エドマン分解
法によるプロテインシークエンサーを用いたアミノ酸
配列解析はできない．プロドメインは，抗プロドメイ
ン抗体を使用した免疫組織化学および免疫金電子顕微
鏡法より，分泌小胞に豊富に検出された [31, 48]．こ
れらの観察では，SVMP が合成後に分泌小胞に保存さ
れ，プロドメインは分泌中に分解処理されるか，また
は毒腺管腔に到達するとすぐに分解されることを示唆
している．SVMP プロドメインは，粗毒から検出や単
離されていない．実際，最近の微量解析を可能とした
毒蛇のプロテオーム解析においても SVMP プロドメ
インのペプチドは同定されていない [31, 32]．SVMP
のプロドメインの分解および活性化メカニズムは，
MMP と ADAMS で異なる [49, 50]．翻訳後修飾によ
る SVMP 活性化メカニズムの詳細を調べるためには，
分子生物学的手法が必要かもしれない．

６．毒素の薬物動態

　クサリヘビ科の主要毒素である PLA2 は細胞溶解
を，SVMP は毛細血管ネットワークの破壊を引き起こ
し，これらは局所障害を悪化させ，毒素を拡散させ
る． 2016 年に出版された Sanhajariya らの総説では，
ヘビ毒の実験動物（ラット，ウサギ，羊）やヒトに対
する薬物動態の研究をまとめ，ELISA を用いて調査
された毒液の濃度変化のタイムコースについて考察さ
れている [51]．実験動物におけるヘビ毒代謝では，粗
毒または単離された毒素を静脈内注射後，２つの段
階がある．第１期は，急速分布による半減期５〜 48
分，第２期は遅い排泄時期による半減期 0.8 〜 28 時
間である．静脈内注射投与でにおいて、種間（Bothrops 
alternatus，Vipera aspis，および Naja sp.）の第２期半
減期は，有意差を示さないが，筋肉注射投与において
は、コブラ科 Naja sp. は、クサリヘビ科 Vipera aspis

の半減期 32 時間より２倍短い値を示している．また，
ヒトの血漿中の毒物濃度については，実際にヘビ咬
傷の患者 24 検体のデータを抽出し，動物実験と同様
の ELISA 法を基準としたデータがまとめられている．
その比較結果は，全体的にクサリヘビ科に噛まれた患
者の毒液濃度は，コブラ科の毒液濃度よりも高かった．
さらに，Sanhajariya らは，クサリヘビ科とコブラ科の
ヘビに噛まれた 145 人の患者の濃度変化のデータを統
計学的に処理し（NONMEM による非線形混合効果モ
デリングフレームワーク），その結果，毒物除去の半
減期は 9.71 ± 1.29 時間と推定した [51]．興味深いこ
とに，これらのデータはコブラ科およびクサリヘビ科
の間で顕著な違いがないことも示している．コブラ科
とクサリヘビ科の毒性メカニズムは全く異なるが，そ
れらを数十分〜数時間後に投与する薬（阻害剤）で中
和するために，ヘビ毒の生体内における薬物動態を理
解することは非常に重要である．

７．まとめ

　これまでヘビ咬傷は ʻ 無視されてきた熱帯病 ʼ とよ
ばれ，現在でも人類の命を脅かしている．現在最も効
果的な治療は，抗毒素血清毒素療法であるが，多くの
課題が残されている．例えば，抗毒素血清療法は，ヘ
ビ咬傷による毒の全身的影響および致死性を減少する
が，局所組織の損傷は，抗毒素によって中和されず，
患者の永続的な罹患率と障害を引き起こす [2]．局所
組織損傷は，酵素毒素（主に PLA2 や SVMP）によっ
て引き起こされるため，Viperidae 種が Category 1 の
60％を占める理由の１つである（表１）．これまで局
部障害の緩和のため PLA2 や SVMP の阻害剤として，
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低分子化合物が有機化学的手法で合成されてきた．し
かし，それらの多くは，オフターゲット問題を中心と
したヒトへの安全性から臨床応用には受け入れられて
いない．
　一方，ほぼすべてのクサリヘビから分離された内因
性阻害剤は，それら自身の毒に対して特異的な阻害を
示めすことが我々の研究からも実証されている．ヘビ
が進化の過程で獲得してきた毒素耐性システムの鍵と
なる分子メカニズムを解明し，内因性阻害剤の特異性
と選択性を理解することは，ヘビ咬傷の治療のための
より優れた治療薬の設計できる．ヘビ毒の主要な致死
毒素とその毒素活性中和（阻害）についての理解は，
抗毒素血清の代替えとなるヘビ咬傷治療薬の開発につ
ながる．
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