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研究成果の概要（和文）：ガス壊疽の主要な病原因子であるα毒素の受容体探索、及び毒素によ
るサイトカイン遊離機構について解析を行い、α毒素は、チロシンキナーゼ関連受容体の TrkA

を活性化していることを世界で初めて明らかにすることができた。また、本毒素による炎症性
サイトカイン(IL-8 や TNFα)の遊離に TrkA 受容体の下流に存在する ERK1/2→NF-κB 経路がサ
イトカインの発現に密接に関与し、さらに p38 MAPK がサイトカインの mRNA の安定化に重
要な働きを演じていることも明らかとなった。これらの研究結果は、α毒素による炎症に対す
る新たな治療戦略につながるものと期待できる。 

 

研究成果の概要（英文）：A characteristic feature of gas gangrene with Clostridium perfringens (C. 

perfringens) is the absence of neutrophils within the infected area and the massive accumulation of 

neutrophils on the vascular endothelium at the margins. Intravenous injection of C. perfringens 

alpha-toxin into mice resulted in accumulation of neutrophils on the vascular endothelium in lung and 

liver, and release of GRO/KC. Alpha-toxin triggered activation of signal transduction pathways causing 

mRNA expression and production of IL-8, which activates migration and binding of neutrophils, in A549 

cells. K252a, a tyrosine kinase A (TrkA) inhibitor, and siRNA for TrkA inhibited the toxin-induced 

phosphorylation of TrkA and production of IL-8. In addition, K252a inhibited the toxin-induced 

phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPK. PD98059, an ERK1/2 inhibitor, depressed phosphorylation 

of ERK1/2 and nuclear translocation of NF-κB p65, but SB203580, a p38 MAPK inhibitor, did not. On 

the other hand, PD98059 and SB203580 suppressed the toxin-induced production of IL-8. Treatment of 

the cells with PD98059 resulted in inhibition of IL-8 mRNA expression induced by the toxin and that 

with SB203580 led to a decrease in the stabilization of IL-8 mRNA. These results suggest that 

alpha-toxin induces production of IL-8 through the activation of two separate pathways, the 

ERK1/2/NF-κB and p38 MAPK pathways.  
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科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
１． 研究開始当初の背景 

A型ウエルシュ菌感染症は、世界各地で認め
られ、最近では、中国四川大地震においてウ
エルシュ菌によるガス壊疽感染症患者の報
告が相次いだ。A型ウエルシュ菌によるガス
壊疽感染症は、外傷や手術後わずか数時間で
発症し、好中球の浸潤を伴わない拡張性の創
傷部局所の筋組織壊死を引き起こす。本感染
症による病巣拡大は急速で、適切な抗生物質
の投与下にも関わらず 1時間に数センチメー
トルの速さで広がり、敗血症やショックを引
き起こし、48時間以内に急死してしまう症例
も多い。この急速に拡大する筋組織傷害には
ウエルシュ菌の産生するα毒素が密接に関
与し、本毒素が感染組織中心部への好中球浸
潤を阻害していると推察され、現在まで様々
な研究が行われてきた。α毒素の好中球浸潤
阻害に対する作用には、血管内皮接着分子の
活性化による好中球の血管内皮細胞への接
着亢進作用や血小板 gpⅡbⅢa の活性化によ
る血小板と白血球の複合体形成作用などの
関連性が報告されている。また、申請者は、
α毒素による好中球活性化メカニズムにつ
いて解析を行い、本毒素がウサギ好中球に作
用すると 1)細胞膜に存在する TrkA受容体を
活性化後 PI3K、PDK1 のリン酸化を惹起す
ること、さらに、2)百日咳毒素感受性 G タン
パク質（Gi）を介するリン脂質代謝系の亢進
が引き起こされ、ジアシルグリセロールの産
生が亢進することを明らかにした。従って、
これら両経路の活性化により PKCθ、さらに、
ERK1/2 のリン酸化が亢進され、活性酸素産
生が惹起されると報告してきた (Ochi S and 

Oda M et al. Microbiology (2003)、Oda M 

and Ochi S et al. Infect Immun (2006)）。
1996年、Bryantと Stevensは、α毒素をヒ
ト臍帯静脈内皮細胞に作用させると、好中球
の走化性亢進を誘導し、さらに、白血球の血
管内皮細胞への接着及び、好中球機能活性化
を亢進する IL-8 の遊離も誘導すると報告し
た(Bryant AE, Stevens DL Infect immun 

(1996)) 。 加 え て 、 IL-8 の 遊 離 は 、
Toll-like-receptor（TLR）、特に TLR4 を介
したシグナル伝達経路の活性化により惹起
されると数多く報告されている。しかしなが
ら、申請者は、TLR4 を欠損したヒト腎臓ガ
ン由来細胞（HEK293細胞）やヒト肺ガン由
来細胞（A549）にα毒素を作用させると顕著
に IL-8 遊離が引き起こされることを見出し
ている。そこで、本研究においては、ウエル
シュ菌α毒素による IL-8 遊離メカニズムの
解明を行う。 
 

 

２． 研究の目的 

(1)ウエルシュ菌α毒素によるA549細胞から
の IL-8 遊離に関与する毒素受容体を解明す
る。(2) α毒素による IL-8遊離に関与する細
胞内シグナル伝達系路を明らかにする。(3) 

α毒素処理細胞内における IL-8 遺伝子発現
制御について解明する。(4) IL-8 の細胞質か
ら細胞膜への移行メカニズムを解明する。 

 

 

３． 研究の方法 

 (1) A549細胞からの遊離 IL-8 の測定法 

A549細胞と種々の濃度の α毒素を 37 
o
C、5 % 

CO2 条件下でインキュベーション後、その培
養上清 100 μLを 10,000 rpm、5分間、室温で
遠心し、上清 50 μLをサンプルとした。各サ
ンプル中の IL-8 遊離量を Human IL-8 ELISA 

kit を用い測定した。 

(2) リン酸化タンパク質の測定法 

A549 細胞を α 毒素で種々の時間処理後、リ
ン酸化タンパク質の特異的抗体を用いウエ
スタンブロッティング解析した。 

(3) TrkAノックダウン細胞の構築 

A549 細胞に 200 nM の TrkAに対する siTrkA

を遺伝子導入装置（amaxa）で導入し、3日間
5% CO2存在下で培養した。 

(4) ラベルα毒素の作製、及び検出 

Cy3 ラベリングキット（Invitrogen）でα毒素
をラベル化し、細胞への結合量などについて
解析した。TrkAとα毒素の共局在に関する解
析は、共焦点レーザー顕微鏡で行い、α毒素
の細胞膜への結合量に関しては、BIOREVO

（Keyence）で解析した。 

(5) NF-κB の活性化と核内移行 

α毒素処理細胞内の NF-κB の活性化は、その
リン酸化を指標とし、リン酸化特異的抗体を
用いて解析した。さらに、NF-κB の核内移行
に関しては、抗 NF-κB 抗体と核染色剤の
SYTO16 を用いて蛍光染色し、共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察した。 

(6) IL-8mRNAの発現解析 

α毒素処理細胞より全 RNA を FastPure

（TAKARA）で抽出後、逆転写反応により
cDNA を作製した。その後、RT-PCR 法によ
り IL-8特異的プライマーを用いて IL-8mRNA

の発現量を解析した。ハウスキーピング遺伝
子としてβ -アクチンを用いた。さらに、
mRNAの安定性に関する実験では、転写阻害
剤であるアクチノマイシン D (5 mg/ml)を用
いた。 

 



４．研究成果 

(1) α毒素処理マウスにおける好中球の集積 

 α毒素(100 ng/mouse)をマウスの尾静脈より
投与し、3 時間後の各臓器における好中球の
集積を解析した結果、肺、肝臓、腎臓に顕著
な集積が認められた。また、その集積は、CXC

ケモカインの一種である GRO/KC抗体（ヒト
の IL-8 に相当するケモカインの抗体）の前投
与で有意に阻害された。そこで、α 毒素によ
るケモカイン遊離と炎症症状に密接な関係
があると考え、本毒素によるケモカイン
（IL-8）遊離機構をヒト肺線ガン由来細胞株
（A549 細胞）を用いて解析した。 

 

(2) α毒素処理 A549細胞からの IL-8 遊離 

A549細胞を α毒素(1.0 μg/ml)で処理した結果、
投与後 5時間をピークとして IL-8の遊離が上
昇し、その後、減少した。また、α 毒素の酵
素活性を失活させた H148G 処理では、まった
く IL-8 の遊離が認められなかったことから、
毒素の酵素活性が IL-8 遊離に密接に関与し
ていることが判明した。 

 

(3) α毒素による IL-8遊離と TrkA受容体の関
係 

我々は、これまでに α 毒素による活性酸素産
生に TrkA 受容体が密接に関与することを報
告してきた(Oda et al., Infect Immun, 2006 )。そ
こで、TrkA 受容体をノックダウンさせた
A549 細胞を α 毒素処理した結果、毒素によ
る IL-8 遊離、及び毒素の結合が抑制された
（図 1）。 

 
図 1  

A：TrkA受容体のノックダウン確認 
B：α毒素による IL-8 の遊離、黒；インタク
ト細胞、白；ネガティブコントロール siRNA

処理細胞、灰；TrkAノックダウン細胞 

C：α毒素の A549 細胞への結合 

 

(4) α毒素と TrkA受容体の局在 

α毒素が A549細胞膜上で TrkAと共局在する
か、Cy3 でラベルした α毒素と Alexa488 でラ
ベルした抗 TrkA 抗体を用い、共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察した。その結果、2 種類の蛍
光の約 70%が共局在していることが判明し
た(図 2)。 

 
図 2 

赤；Cy3α毒素、緑；Alexa488-抗 TrkA抗体 

 

(5) α 毒素処理細胞からの IL-8 遊離と MAPK

カスケードの関係 
A549 細胞を α 毒素処理した結果、ERK1/2、
及び p38MAPK のリン酸化は観察されたが、
SAPK/JNK のリン酸化はほとんど観察されな
かった（図 3A）。また、各々のリン酸化は、
TrkA 阻害剤の K252a 処理により阻害された
（図 3B、3C）。さらに、毒素による IL-8 の遊
離は、ERK1/2 カスケード阻害剤(PD98059)、
及び p38MAPK カスケード阻害剤(SB203580)

の処理濃度に依存して阻害され、加えて、
ERK1/2、及び p38のリン酸化も同様の挙動で
阻害された(図 3D、3E)。 

 
図 3 



A：MAPK カスケードのリン酸化 

B：ERK1/2と p38のリン酸化に対する K252a

の影響、●；control、○；K252a 処理細胞 

C：IL-8 遊離に対する MAPK カスケード阻害
剤の影響、●；IL-8、□；ERK1/2、及び p38 の
リン酸化 

 
 
(6) α毒素による IL-8 遊離と NF-κB の関係 

 次に、α毒素による IL-8 の遊離とサイトカ
イン・ケモカインの発現に密接に関与すると
報告されている NF-κB の関係について解析
した。その結果、A549 細胞をα毒素処理す
ると NF-κB のリン酸化が認められ、そのリン
酸化は約 15 分でピークとなった（図 4A）。
また、NF-κB の活性を阻害する BAY11-7082

で細胞を処理した結果、毒素による IL-8 遊離
が処理濃度に依存して抑制された（図 4B）。
NF-κB は、活性化すると核内に移行し、ケモ
カイン等の転写活性を増強することが報告
されている。そこで、NF-κB の核内移行と
MAPK カスケードの関係について解析する
ため、PD98059 と SB203580 を用いて解析し
た。その結果、α毒素処理細胞におけるNF-κB

の核内移行は、PD98059 処理により著しく抑
制されたが、SB203580 処理ではそのような
効果は認められなかった（図 4C,4D）。 

 
図 4 

 
A： NF-κB のリン酸化 

B：IL-8 遊離に対する BAY11-7082の影響 

□；毒素なし、■；毒素あり 

C、D：NF-κB の核内移行に対する PD98059

と SB203580 の効果 

 
 
 
 

(7) α 毒素処理細胞における IL-8mRNA 発現
と MAPK との関係 

 α毒素処理A549細胞内における IL-8mRNA

の発現亢進作用は、PD98059 処理によりコン
トレベルまで減少したが、SB203580 処理で
はそのような減少がほとんど認められなか
った（図 5A）。従って、ERK1/2 は、NF-κB

を活性化後、IL-8mRNA 発現亢進しているこ
とが判明した。次に、p38MAPK と IL-8 の関
係について解析した結果、毒素処理によって
活性亢進した p38MAPK は、発現亢進した
IL-8mRNA の安定化に密接に関与しているこ
とが明らかとなった（図 5B）。次に、α 毒素
処理細胞内に遊離する IL-8 を蛍光抗体法に
より測定した結果、毒素処理後 2時間をピー
クとして細胞内 IL-8 の遊離が認められ、その
後、減少した。この減少は、細胞外への IL-8

の遊離によるものと考えられる。また、毒素
処理による IL-8 の細胞内への遊離は、
PD98059での前処理でコントロールレベルま
で抑制され、SB203580 処理では、阻害剤未
処理細胞と比較して約 20~30％まで抑制され
た（図 5C）。 

 
図 5 

 
A： IL-8mRNA 発現に対する PD98059 と
SB203580 の効果 

B：IL-8mRNAの安定性に対する p38の効果、
○；SB 処理なし、●；SB処理 

C：細胞内 IL-8 の遊離に対する PD98059 と
SB203580 の効果、○；α毒素、●；SB 処理+α

毒素、■；PD処理+α毒素、□；control 
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