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研究成果の概要（和文）： 

ジフテリア毒素の毒性発現に関わる宿主側因子を明らかにするために、ジフテリア毒素感受性

に関与する遺伝子を shRNA ライブラリーを用いた網羅的遺伝子同定法で探索した。その結果既

知の遺伝子を含む 11 個の遺伝子を同定した。これらの遺伝子についてさらに解析を加え、コレ

ステロール合成に関わる遺伝子がジフテリア毒素感受性に重要な働きをしていることを明らか

にした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We performed a large scale screening of genes encoding host cell factors involved in cell 

sensitivity to diphtheria toxin by using shRNA library.  Total 11 genes were identified 

as genes which are possibly involved in DT sensitivity.  Among them, genes encoding 

enzymes in cholesterol biosynthesis pathway were confirmed to be involved in DT 

sensitivity.  
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１．研究開始当初の背景 

ジフテリア毒素はジフテリア菌が分

泌するタンパク質性の毒素である。ジ

フテリア毒素は宿主細胞内に侵入して

始めて毒性を発揮する。ジフテリア毒

素の細胞内侵入には毒素の侵入を助け

る宿主側因子が深く関与している。細

胞内侵入に関与する宿主側因子として、

これまでに以下の分子が知られている。

１）ジフテリア毒素受容体（HB-EGF）、

２）CD9、３）ヘパラン硫酸プロテオグ

リカン（CD9 とヘパラン硫酸プロテオ
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グリカンは直接ジフテリア毒素には結

合しないが、ジフテリア毒素と HB-EGF

の結合の補助因子として作用する）、

４）膜型セリンプロテアーゼ furin；

シングルポリペプタイドとして合成さ

れたジフテリア毒素をフラグメント A

とフラグメント Bに解裂する、５）

V-ATPase；エンドソームを酸性化しジ

フテリア毒素の構造変化を起こすため

に必要、６）DPH1；ジフテリア毒素の

ターゲットである EF2 に、ジフテリア

毒素によるADP-リボシル化がなされる

ようにモディフィケーションを引き起

こす。しかしながら、これらの分子以

外、多くの過程で関与する宿主因子は

考えられるが、未だ未同定である。と

りわけ、ジフテリア毒素がどのような

経路でエンドソームに取り込まれるの

か、それに関わる因子は何か、エンド

ソームからフラグメント Aが脂質膜を

通過して細胞質に出る過程でどのよう

な因子が関係するのか、これらのこと

について未だほとんど明らかではなく、

ジフテリア毒素研究では重要な研究テ

ーマとして残されたままである。本研

究代表者である目加田はジフテリア毒

素が毒性を発現するために関与する宿

主側因子について多くの研究を行って

きた。 DPH1 を除く上記に述べた分子

全ては目加田の研究グループによって

明らかにされたものである。申請者は

この１０年間は、ジフテリア毒素受容

体である HB-EGF の宿主細胞での本来

の機能について重点的に解析してきた

ため、「ジフテリア毒素が毒性を発現す

るために関与する宿主側因子」を主目

的とする研究課題は一時中断していた

が、先に述べたジフテリア毒素のエン

ドサイトーシスや膜通過について、こ

の間に研究の大きな進展はなく、未だ

重要な課題として残されたままである

こと、RNAi 技術の開発により宿主側因

子を効率よく解析できる条件が整った

ことから、本研究課題を計画した。 

 

２．研究の目的 

ジフテリア毒素の毒性発現に関わる宿主

側因子を明らかにし、ジフテリア毒素の細

胞内侵入機構と毒性発現のメカニズムを

解明することである。 

 本研究計画の意義は、二つある。一つは、

本研究で解明を目指す宿主側因子を主眼

にしたジフテリア毒素の毒性発現機構解

析の成果は、ジフテリア毒素に限らず、他

のタンパク毒素あるいはウィルス等の感

染機構の理解にきわめて有用であり、感染

症制圧への新たな戦略を提供することで

ある。また、細胞生物学などの基礎分野に

おいては、タンパク質の細胞内輸送という

重要課題に重要な知見をもたらすことが

できると考えられる。二つめの意義は、こ

こで開発するshRNAを用いた遺伝子同定技

術が、他の研究課題にも応用可能な汎用性

の高い技術であることである。解析が進ん

でいない毒素の受容体や標的分子を明ら

かにするためにはすぐにでも応用可能で

ある。 

 

３．研究の方法 

本研究課題で使用する基本技術は

shRNA ライブラリーを用いる遺伝子同定

法である。本研究では、ヒト遺伝子をタ

ーゲットにした shRNA がレンチウィルス

ベクターに組み込まれている shRNA ライ

ブラリーを使用した。 

1)ヒト卵巣癌由来 OVCA47 細胞、SKOV3

細胞に shRNA 発現ライブラリーを組み込

まれたレンチウィルスベクターを感染し、

セレクションマーカーを用いて shRNA 発

現細胞だけの集団を得た。2)ジフテリア

毒素あるいはその変異体である CRM176

を加えて、ジフテリア毒素耐性細胞を濃

縮した。3)得られた細胞群から mRNA を回

収し、cDNA を作製し、DNA アレイの手法

で発現が低下している遺伝子を同定した。

4)DNA アレイの結果挙げられた遺伝子に

ついて個別に検証し、どのような機構で

細胞機能に影響を与えたかを解析した。 

 

４．研究成果 

ジフテリア耐性となった細胞群とコント

ロール群の発現比較を行い、ジフテリア耐

性群で発現が顕著に低下している遺伝子

の網羅的解析を行ったところ、以下のよう

な遺伝子がピックアップされた。 

 

(1) 受容体：HB-EGF 

(2) ベシクル輸送：CLTC, YME1L1, ARL1, 

SEC14L2 

(3) シャペロン：HSPA1B, PDIA5,DNAJB6 

(4) コレステロール合成；DHCR7, NSDHL 

(5) 蛋白修飾：DPH1 

 

上記の遺伝子の中で HB-EGF はジフテリア

毒素受容体、DPH1 は EF2 の His 残基をジフ

タマイドに修飾するために必要な酵素、と



して知られており、これらの遺伝子が本ス

クリーニングでピックアップされたこと

から本スクリーニング法が確かに機能す

ることが示された。 

 上記の中でコレステロール合成に関わ

る重要な遺伝子 2種類がピックアップされ

たことから、コレステロールとジフテリア

毒素の細胞内侵入機構との関連を解析し、

コレステロールがジフテリア毒素の細胞

内侵入に必須であること、コレステロール

を膜から引き抜く作用がある MBCD がジフ

テリア毒素の毒性を阻害する作用がある

ことを明らかにした。 

 ピックアップされたシャペロン遺伝子

については、その後解析が十分に進まず、

これらの因子がジフテリア毒素の細胞内

侵入に関連するか否かの結論が出ていな

い状況にあり、今後の課題である。 
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