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［２］研究経過 
1982 年、薬理に関する研究成果が初めて報告され

て以来、マイトトキシン（Maitotoxin, MTX, Figure 
1A）の作用機序は不明である。極低濃度で各種培養細

胞に対してカルシウム（イオン）流入をもたらすこと、

本現象を契機として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）

を示すことがわかっているものの、カルシウム流入の

経路は同定されていない。そのため、MTX の作用機

序は、未知の情報伝達経路に依存すると考えられてい

る。我々は2018年、約18,000個の遺伝子各々をノッ

クアウトした HAP1 細胞（慢性骨髄性白血病細胞株

KBM-7に由来する一倍体に近いヒト細胞株）にMTX
を投与した。培養を継続した後に生存した細胞中の遺

伝子解析を行い、MTX の細胞毒性に影響を及ぼす遺

伝子群を決定した（CRISPR スクリーニング）。明ら

かにされた感受性遺伝子群および耐性遺伝子群より

複数遺伝子を選択し、各一遺伝子を欠損させた細胞株

を受託調製した。そして、KO-1 株およびKO-2 株が

MTX による細胞毒性をそれぞれわずかに増強および

減弱することがわかった（Figure 1B）。 
昨年度、野生株、KO-1株、KO-2株についてRNA-

seq 解析を行った。各株を継続培養し、

NucleoSpin RNA（MACHEREY-NAGEL GmbH & 

Co. KG）を用いて total RNAを抽出した。純度およ

び濃度を加齢医学研究所共通機器室に設置されてい

る4150 TapeStation（Agilent Technologies Inc.）で

測定し、受託先が求める純度および濃度を満たした 9
試料（3株の各々につき3試料）を用意し、受託先に

送付した。その結果、KO-1株、KO-2株ともに野生株

と比較して元々欠損させた遺伝子以外にも多数の遺

伝子（発現）に差異がみられた。 
令和 4 年 12 月 22 日、電子メールにて関根弘樹先

生にご連絡し、当該共同研究において受入教員として

ご協力頂くことに御了承頂いた。主として、RNA-seq
の再解析を目的に、加齢医学研究所共通機器室に導入

されているStrandNGSの利用を念頭に応募し、採択

に至った。 
令和5年度、本共同研究ではKO-1株、KO-2株の

RNA-seq 解析を行うこと、これら二株に対して長期

間、MTX に暴露した際の細胞毒性を調べることを計

画した（Figure 1B）。以下，詳細を記す。 

 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果１ 

RNA-seq解析を委託したMacrogenより、野生株、

KO-1 株、KO-2 株（各 3 セット、合計9 セット）に

付随するFastqファイルを入手した。Strand NGSに

アップロードし、約1日かけてゲノムデータに照合し、

アラインメントした。フィルタリング、グルーピング

を経て定量規格化した。適宜、同一株間で顕著に発現

量の差がみられる場合を想定して補正を行った上で、

一元配置分散分析（統計解析）を行い、必要に応じて



 

多重検定補正を済ませ、最終的に得られた結果を

Macrogen より提供された結果と比較した。論文未公

表のため、KO−1 株、KO-2 株がいずれの遺伝子をノ

ックアウトしたものかを説明できないが、KO-1 株に

ついてはいずれの処理方法を経ても欠損した遺伝子

が上位に来なかった（Table 1）。 
そこで、Strand NGS における各種設定を変更し、

複数解析を行ってみたところ、いずれも異なる結果を

与えた（Table 2）。 
 

Table 1. RNA-seq: 受託解析とStrand NGSによるマニュアル
解析の一例 

 
 
可能であれば今後も同ソフトエアの利用を継続し、

真の解析結果を得たいと考えている。しかし、KO−2
株については最上位に来ないものの、欠損遺伝子が上

位、もしくは極めて低いp値を示した。 
 
Table 2. RNA-seq: Strand NGSによるマニュアル解析（各種条

件の比較） 

 

 
（３－２）研究成果２ 
MTXが野生株、KO-1株、KO-2株に対して、いず

れも顕著なカルシウム流入作用を示すこと、MTX に

類似する作用を示す界面活性剤が異なる様式で同作

用を示すことは昨年報告済みである。しかし、MTXに

対する野生株、KO-1株、KO-2株の感受性に顕著な差

が見られず、Crisprスクリーニングの結果を担保でき

ているかどうか不明であった。この原因が観察期間の

短さにあると考慮し、野生株、KO-1株、KO-2株を4、
8、14日間継続培養し、4日条件については初日、8日

条件については初日と 4 日目、14 日条件については

初日、4, 8, 11日目に培地交換（初日を除く）に続けて

0 から 300 pM（最終濃度）のMTX の添加を行なっ

た。そして、最終日に WST-8 を添加し、細胞生存率

を測定する実験を計画し実施した。その結果、MTXに

対する感受性は4日、8日条件ではあまり差異が見ら

れなかったが、14日条件で野生株とKO2株の間に差

異が見られ、KO2株のMTX耐性が明らかとなった。 
 

 
（３－３）波及効果と発展性など 
MTX は細胞膜の局所構造を認識する稀有な海洋天

然有機化合物である。細胞膜の局所構造を分子標的に

する抗腫瘍薬剤は存在せず、創薬研究に新たな知見を

もたらすと考える。また、本共同研究は，分担者であ

る修士二年生、小林巧、田端滉樹（東北大・院農）の

育成に大きく貢献した。 
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