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要旨：沖縄島の北部，中部，南部地域で捕獲されたハブ 6 個体から，それぞれ毒を採取し，遠心処理後，上清をハブ粗

毒とし，各種クロマトグラフィーにより HR1A 画分および HR1B 画分にそれぞれ分離した．FPLC による最終画分の

SDS-PAGE で 60kDa 付近にバンドが確認され，かつ特異的基質によるプロテアーゼ活性のあった画分に対し HR1A 特異

的抗体，HR1B 特異的抗体で Western blotting を行った結果，4 個体は，HR1A 画分，HR1B 画分とも，それぞれ特異的抗

体にのみ反応した．他の 1 個体から，HR1B 画分の抗 HR1B 特異的抗体との反応が確認できた．また，別の個体では，

HR1B の反応のないハブ粗毒も存在した．  
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Ⅰ はじめに 

 ハブ(Protobothrops flavoviridis)の毒には，出血活性，筋

壊死，浮腫など多様な性質があり，これらを引き起こす

毒性成分はタンパク質である．クサリヘビ科に属するハ

ブやマムシは，これらのうち出血毒が主な毒性成分であ

る．沖縄島産ハブと同種の奄美大島産ハブ毒の出血毒に

は，主要成分として HR1 が 2 種類存在しており，それぞ

れ HR1A，HR1B とよばれる．これまで沖縄島産のハブ毒

には HR1A のみで，HR1B は存在しない 1)とされてきた

が，近年，沖縄島産のハブ毒にも HR1B が存在すること

が確認された 2)．ただし HR1B が確認されたのは，沖縄

島で捕獲された複数個体のハブ粗毒の混合物であること

から，沖縄島産ハブの多くが微量の HR1B を持っている

のか，あるいは HR1B を高濃度で持つ特異的な個体が存

在するのかについては明らかにされていない．そこでま

ず沖縄島産ハブ 6 個体から粗毒を採取し，Western blotting

による HR1B の検出行い，沖縄島における HR1B の分布

状況を明らかにすることを目的とした． 

 

Ⅱ 方法 

１．材料 

 本研究所で飼育されている沖縄島産ハブ複数個体から

採取した粗毒より，盛根ら 2)の方法及びタイワンハブ毒

の迅速検出方法 3)に準じて精製された HR1A(以下，HR1A

標準品)及び奄美大島産ハブ複数個体から採取した粗毒

より HR1B を精製した．ここでは，示していないが

LC/MS/MS によって精製 HR1B をタンパク質同定し，

HR1B と確認した．よって，これを HR1B 標準品として

用いた． 

 沖縄島の北部，中部，南部地域で捕獲されたハブ 6 個

体から，それぞれ毒を採取し，2,200 rpm で 10 分間，4℃

で遠心処理後，上清をそれぞれハブ粗毒とした． 

２．HR1A 標準品及び HR1B 標準品の Native-PAGE 

HR1A 標準品，HR1B 標準品をそれぞれ 0.01 MTris-HCl 

0.01 MCaCl2 pH 8.0 で各濃度に調整した．濃度調整した上

記標準品を 2 μl，Tris-Glycine Native Sample Buffer(2x) 5 μl

を加え，蒸留水を添加し Total volume を 10 μl にした．こ

れを加熱せずに，Native-PAGE 試料とした．分離ゲルは，

Novex Tris-Glycine gels, 1.0 mm 12well を用いた．分子量マ

ーカーは，NativeMark Unstained Protein Standard (life  

technologies) を 使 用 し た ． Running buffer は ， 10x 

Tris-Glycine Native Running Buffer 100 ml を蒸留水で

1000 ml に調整した． 

泳動は，XCell SureLock Mini-cell (life technologies),パワ

ーステーションⅢ(アトー株式会社)を用いて，125 V 定電

圧を 2 時間の通電で行った．ゲルの染色は，沖縄島産ハ

ブ毒の毒性成分 HR1b の分析検討 4)に準じて行った．  

３．沖縄島産ハブ個体毎の粗毒の分離精製 

 盛根ら 2)の方法及びタイワンハブ毒の迅速検出方法 3)

に準じて，上記の各ハブ粗毒を，0.01 M CaCl2 buffer (pH 
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8.0) 10 ml で溶解し，不溶性タンパク質を 10,000 rpm, 20

分で遠心分離後，上清をゲルろ過クロマトグラフィー(26 

mm × 90 cm packed with Sephacryl  S-200 HR, Buffer : 

10 mM CaCl2 in 0.01 M Tris-HCl  (pH 8.0), Flow rate: 1.8 

ml/ min (8 ml/ tube))に供した． 

得られた各 Fractionを吸光度 280 nmと Takeyaら 5)の消

光性ペプチド(Nma-SPMLK(DnP)rr-NH2)(株式会社ペプチ

ド研究所)を用いてプロテアーゼ活性を測定し，活性を有

する前半ピークを 0.5 MNaCl になるように調整し，金属

キレートアフィニティークロマトグラフィーでサンプル

の吸着と溶出(0 mM-30 mM Imidazol in 0.01 M Tris-HCl 

0.01 M CaCl2 pH 8.0, 0.05 M NaCl)を行った．   

そこで溶出された画分を透析後，さらに FPLC 陽イオ

ン交換クロマトグラフィーにより分離を試みた．FPLC 陽

イオン交換クロマトグラフィーは，カラム POROS S/20 

4.6 mmD/100 mmL  1.662 mL) (BIO-RAD), Buffer は，

running buffer : 0.01 M CaCl2 in 0.01 M MES  (pH 5.5), 

elution buffer: 0 M–0.25 M NaCl with running buffer, Flow 

rate: 10 ml/ min (5 ml/ tube), クロマトグラフィーシステ

ム AKTA purifier (GE ヘルスケア・ジャパン株式会社)を

用いた．  

４．ハブ毒の SDS-PAGE 及びタンパク質の転写  

 SDS-PAGE 及びタンパク質の転写，ゲルの染色は，沖

縄島産ハブ毒の毒性成分 HR1b の分析検討 4)に準じて行

った．  

５．Western blotting による免疫反応検出 

 沖縄島産ハブ毒の毒性成分 HR1b の分析検討 4)に準じ

て，FPLCで分離された HR1A画分，HR1B画分を抗 HR1B

特異的抗体によるWestern blottingを行った．1次抗体は，

株式会社スクラム製 HR1Aのペプチド抗体（ウサギ由来）

（以下，HR1A 特異的抗体），株式会社バイオゲート製

HR1B の抗ペプチド抗体（ウサギ由来）（以下，抗 HR1B

特異的抗体）8.0 ng/ ml を 10 ml ずつ使用した． 

 発光法の基質は，Novex AP Chromogenic Substrate 

(BCIP/NBT) (life technologies)を用いた． 

 

Ⅲ 結果と考察 

１. HR1A 標準品及び HR1B 標準品の Native-PAGE 

 HR1A 及び HR1B は，分子量がそれぞれ 60,000，等電

点もそれぞれ 4.4 であり，性質が似ていることが報告さ

れている 5)．そこで，本実験で用いる HR1A，HR1B 標準

品の Native-PAGE による分離と，泳動パターンの確認を

行った（図 1）．その結果 Native-PAGE おいては，HR1A

と HR1B は，異なる泳動パターンを示すことが明らかに

なった．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．沖縄島産ハブ個体毎の粗毒の分離精製 

 沖縄島の北部，中部，南部地域の 6 地域から捕獲され

た沖縄ハブ 6 匹より，採取された各粗毒をそれぞれ，ゲ

ルろ過クロマトグラフィー，金属キレートアフィニティ

ークロマトグラフィー，FPLC 陽イオンクロマトグラフィ

ーを用いて分離を行った． 

 図 2，3，4 に，北部地域で捕獲された沖縄ハブ 1 匹よ

り採取した粗毒のゲルろ過クロマトグラフィー，金属キ

レートアフィニティークロマトグラフィー，FPLC 陽イオ

ン交換クロマトグラフィーを示す．この粗毒は，沖縄島

産ハブ毒の毒性成分 HR1b の分析検討 4)において，粗毒

0.5 µg以上の濃度で，抗 HR1B抗体による Western blotting

の反応が確認されたものである． 

 図 5 に，図 4 で得られた各 fraction の SDS-PAGE と

Western blottingを示す．HR1Aが含まれる fr1及び fr2は，

図 5(A)より，L10 と L11 で 60kDa 付近にバンドが検出さ

れ，抗 HR1A 特異的抗体による Western blotting では検出

されたが（図 5(B)），抗 HR1B 特異的抗体による Western 

blotting では検出されなかった（図 5(C)）． 

 同様に，fr9 及び fr10 を SDS-PAGE, Western blotting を

行った結果，fr1 及び fr2 と同様，L8,L9 で 60kDa 付近に

バンドが検出され（図 5(A)），抗 HR1A 特異的抗体によ

る Western blotting では，検出されず（図 5(B)），抗 HR1B

特異的抗体による Western blotting では，検出された（図

5(C)）． 
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ここでは示していないが，図 5(A) L8(fr10)及び L9(fr9)

を SDS-PAGE で検出されたバンドを切り取り，抽出後，

LC/MS/MS によるタンパク質の同定を行った．この分析

により，fr9 及び fr10 に HR1B が含まれていることが分か

った．以上の結果より，本実験で用いた北部地域で捕獲

された沖縄ハブ 1 個体には，HR1B が含まれていること

が強く示唆された． 

 沖縄島の北部，中部，南部地域で捕獲されたハブ 5 個

体から，上記の方法と同様に，それぞれの粗毒を各種ク

ロマトグラフィーにより HR1A 画分および HR1B 画分に

それぞれ分離した．FPLC による最終画分の SDS-PAGE

で 60 kDa 付近にバンドが確認され，かつ特異的基質によ

るプロテアーゼ活性のあった画分に対し HR1A 特異的抗

体，HR1B 特異的抗体で Western blotting を行った結果を

表 1 に示す．その結果 3 個体は，HR1A 画分，HR1B 画分

とも，それぞれ特異的抗体にのみ反応した．他の 1 個体

は，HR1B 画分において，抗 HR1B 特異的抗体と反応が

確認された．また，別の個体では，HR1B の反応のない

ハブ粗毒も存在した．この結果より，HR1B を産生しな

いかもしくは，含有量が極端に少ない個体が存在すると

推測される． 
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+
FPLC吸着画分に60kDa

付近のバンドが
検出された

HR1B 

(125ng/µl/lane以上) +

+

中部地域
N町

中南部地域
不明

北部地域
K村

南部地域
I 市

測定未実施

表1． Western blottingによる5地域(5個体）の沖縄島産ハブ粗毒中に含まれるHR1B検出
結果．検出　+, 不検出　N.D..

N.D.

N.D.

+

+

+

+

C町
中部地域
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