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研究成果の概要（和文）：パラスポリン 4は CACO-2 細胞をはじめとする哺乳動物ガン細胞由来

の培養細胞に対して高い細胞傷害活性を示す一方で、正常細胞に対しては細胞傷害活性を示さ

ないことから、その作用機構を解明することでガン治療薬・ガン診断薬としての利用化が期待

できる。本研究においては、パラスポリン 4をヒト培養ガン細胞に投与した際のパラスポリン

4 や細胞内外の物質の挙動をいろいろと検討し、パラスポリン 4 が細胞膜に対する穴空けトキ

シンであることを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Parasporin-4 (PS4) is a cytotoxic protein produced by Bacillus 
thuringiensis A1470 strain. It exhibits specific cytotoxicity against human cancer cell 
lines especially CACO-2、 Sawano、 and MOLT-4 cells. In this study、 we subjected PS4 
to the human cell lines and analyzed the PS4 and internal and external molecules of the 
cells. These results suggest that PS4 is a unique β-pore-forming toxin. 
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１．研究開始当初の背景 

 Bacillus thuringiensis はグラム陽性の
桿菌で胞子形成時に封入体のタンパク質を
形成するという特徴をもっている。この封入
体タンパク質はアルカリ溶液で可溶化する
ことができ、その後プロテアーゼでプロセッ

シングすると、特定の昆虫に対する殺虫活性
を示すことで知られている。最近の研究にお
いて、殺虫活性を示す封入体タンパク質を生
産する B. thuringiensis 株はごく一部であ
り、ほとんどの株が産生する封入体タンパク
質には殺虫活性が認められないことが判明
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してきた。その後、これら殺虫活性のない株
の中に哺乳動物培養細胞に対して細胞傷害
活性を示す株が発見されパラスポリンと命
名されている。研究開始時点までに 9種類の
パラスポリンが発見され、そのアミノ酸配列
の相同性から大きく 4 つに分類されている。
本研究の対象であるパラスポリン 4 は B. 
thuringiensis A1470 株（図１）により前駆
たいとして産生され、分子量が 30kDa で 275
個のアミノ酸残基からなる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ Bacillus thuringiensis A1470 株 
 
この前駆体がプロテアーゼ Kによるプロセッ
シングを受けて C末側 247番目以降のアミノ
酸が切断されて 27kDa の活性体となり、はじ
めて細胞傷害活性を示す。パラスポリン 4前
駆体の遺伝子を導入した組み換え体大腸菌
は封入体としてパラスポリン 4前駆体を生産
し、この封入体を可溶化し、プロセッシング
すると活性のあるパラスポリン 4活性体が得
ら れ る が 、 興 味 深 い こ と に こ の 際 に
refolding 操作が必要ない。こうして得られ
たパラスポリン 4活性体は陽イオン交換クロ
マトグラフィとゲルクロマトグラフィで精
製され、各種物性値が計測されている。また
パラスポリン 4活性体についても大腸菌組み
換え体が作成され、前駆体と同様に封入体と
して生産されるが、大腸菌組み換え体のパラ
スポリン 4 活性体は細胞傷害活性を持たず、
またプロテアーゼ耐性も持たないことから、
本来の活性体と立体構造が異なると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 

パラスポリン 4は CACO-2、Sawano、MOLT-4
細胞などのヒトガン細胞由来の培養細胞に
対して高い細胞傷害活性を示す一方で、正常
細胞に対しては細胞傷害活性を示さない（表
１）。このことから、パラスポリン 4 の作用
機構を解明することでガン治療薬・ガン診断
薬としての利用が期待できる。そこで本研究

においてはパラスポリン 4作用時の動態や感
受性細胞の細胞生理学的検討を行いパラス
ポリン 4の作用機構について解明することを
目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１ パラスポリン 4 の細胞傷害活性 

 
 
３．研究の方法 
(1)パラスポリン 4 の精製 
パラスポリン 4遺伝子を導入した組み換え体
大腸菌をカナマイシン 20μg/mL を含む LB培
地 200mL で 120rpm で振とうしながら 37℃で
一晩培養した。次に培養液を 8000×g、 15min
で遠心して集菌し、菌体を－20℃で 2時間以
上凍結しておいた。これを解凍し、10mL の溶
解液（50mM Tris-HCl(pH8)、 25% Sucrose、 
1mM EDTA）を加えて分散させ、10mg/mL リゾ
チームを 0.5mL 入れて、室温で 30min インキ
ュベートした。その後、超音波破砕機
（Branson model 450D）を用いて強度 3、50% 
duty で 3min 超音波処理を行った。次に 10mL
の界面活性剤液（0.2M NaCl、 1%デオキシコ
ール酸ナトリウム、 1% Nonidet P-40）を加
えて、室温で 30min インキュベートし、30000
×g、 30min で遠心して封入体を回収した。
これを洗浄液（1％ TritonX-100、 1mM EDTA）
で洗浄し、続いて蒸留水で洗浄した。洗浄は
各 2 回行った。次に湿重量にして 40mg の組
み換え体の大腸菌によるパラスポリン 4封入
体に 10mL の 10mM 塩酸を加え、よく撹拌して
37℃で60minインキュベートし可溶化し4500
×g で 15min 遠心して上清を回収し、これを
可溶化液とした。10mL の可溶化液に 10mg/mL
ペプシンを 200μL 加え 37℃で 90min インキ
ュベートして活性化し、1mg/mL ペプスタチン
を 200μL 加えて氷冷し反応を停止した。そ



の後 4500×gで 15min 遠心して上清を回収し、
これを活性化液とした。この活性化液を 20mM 
Glycine、 pH3.0 で平衡化した 1mL の Resouse 
S カラム（GE ヘルスケア）に通し、活性化し
たパラスポリン 4 をカラムに結合した後、
20mM Glycine、 pH3.0、 3M NaCl で数回洗浄
し、不要なタンパク質をカラムから取り除い
た。次に running buffer を 20mM Glycine、 
pH10.0 に変更し、溶出してくるパラスポリン
4を回収した。一連の操作は流速 0.5μL/min、 
4℃で行った。続いて SuperdexG-75 担体（GE
ヘルスケア）を 0.1M炭酸ナトリウム、 pH10.0、 
150mM NaCl で平衡化し、XK16/70 カラム（GE
ヘルスケア）に充填し、Resouse S カラムに
よる精製により回収したサンプル 1mLを投入
して、1mL/min で平衡化に用いたものと同じ
緩衝液を流してサンプルを分子量により分
画した。280nm の吸光度により溶出してくる
タンパク質濃度をモニターし、溶出画分を回
収して CACO-2 細胞による細胞傷害活性を測
定して最も活性の高い画分をパラスポリン 4
精製物として回収し、-80℃で保存した。 
 
(2)パラスポリン 4 の多量体形成 

パラスポリン 4を培養細胞に作用させ、そ
の細胞膜上での多量体の形成を観察した。
HeLaおよびCACO-2細胞をMEM培地に10％FBS
（CACO-2 細胞においては 20%）を加えた培地
を用いて 37℃で 5％二酸化炭素存在下で培養
し、2.2×105細胞/mL の濃度で 96 ウェルマル
チウェルプレートに 90μLずつ分注した。こ
の 96 ウェルマルチウェルプレート中で細胞
をさらに 24 時間培養して試験に用いた。各
ウェルに 10μLのパラスポリン 4を添加し３
～６０分室温で放置した後に培地およびパ
ラスポリン 4 溶液を取り除き、PBS で 3 回洗
浄した。そこに 50 μL の SDS sample buffer 
を添加し室温で 30 秒振とうしてからマイク
ロチューブに SDS sample buffer を回収し、
95 ℃ で 5 min 加熱した。このサンプル 10 
μL を 3-10%の gradient gel で電気泳動し、
さらにウエスタンブロット法で PVDF 膜に転
写し、抗パラスポリン 4ウサギ抗血清を用い
てＥＣＬで発光させて、SDS sample buffer
中のパラスポリン 4 を解析した。 
 

(3)パラスポリン 4 による細胞内ラクトース
デヒドロゲナーゼの漏れだし 

パラスポリン 4 の作用による HeLa 細胞と
CACO-2 細胞における細胞内ラクトースデヒ
ドロゲナーゼ（LDH)の漏れだしの測定を行っ
た。HeLaおよびCACO-2細胞をMEM培地に10％
FBS（CACO-2 細胞においては 20%）を加えた
培地を用いて 37℃で 5％二酸化炭素存在下で
培養し、2.2×105細胞/mL の濃度で 96 ウェル
マルチウェルプレートに 90μLずつ分注した。
この 96 ウェルマルチウェルプレート中で細

胞をさらに 24 時間培養して試験に用いた。
各ウェルに 10μLのパラスポリン 4を添加し、
終濃度で 0.1 - 3.0 μg/ml となるようにし
た。この状態で 0-24 時間 37℃で培養後、培
地を回収し、遠心して浮遊している細胞を取
り除いた。培養液中に漏れだしている LDH 活
性は CytoTox 96 Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay kit (プロメガ製)を用
いて 492 nm の吸光度で測定した。LDH 漏れ
だし量は、終濃度で 0.9%の Triton X-100 に
より完全に細胞を破壊した時の LDH活性と比
較して計算した。 
 
(4)パラスポリン 4 による細胞外からの分子
の流入 
血球細胞である MOLT-4 と K562 細胞を培養

し、培地中に 3000～70000Da と分子量の異な
る FITC 修飾デキストラン（ライフテクノロ
ジー社製）を添加し、そこにパラスポリン 4
を作用させて、FITC 修飾デキストランの細胞
内への流入を測定した。培地に終濃度で FITC
として 50μM の FITC 修飾デキストランを入
れ、これに終濃度で 3 μg/mL のパラスポリ
ン 4を添加した。37℃で 90min インキュベー
トしてから、10%ホルムアルデヒド PBS を等
量添加し、10min インキュベートし、PBS で
洗浄した。これらの細胞を Epics XL フロー
サイトメーター (ベックマンコールター製)
で解析し、パラスポリン 4を添加しなかった
サンプルと比較して細胞内への FITC 修飾デ
キストランの流入を計測した。 
 
(5)パラスポリン 4 によるアポトーシスの誘
導 
MOLT-4 細胞にパラスポリン 4 を作用させ、

最終的にアポトーシスを誘導するエフェク
ターカスパーゼであるカスパーゼ３もしく
は７の活性化量を測定し、パラスポリン 4に
よるアポトーシスの誘導について検討を行
った。MOLT-4 細胞を培養し 4×105細胞/mL の
濃度で 96 ウェルマルチウェルプレートに 90
μL ずつ分注した。これにパラスポリン 4 を
終濃度で 0.6 もしくは 3 μg/ml、 
actinomycin D を終濃度で 1 μM、
camptothecin を終濃度で 1 μM、 
TritonX-100 を終濃度で 0.1%加え、37℃で 2
～24 時間インキュベートした。インキュベー
ト終了時にカスパーゼ３もしくは７により
化学発光する基質（CaspaseGLO kit、プロメ
ガ製）を加え、室温で 30min インキュベート
したあとで化学発光量を計測した。カスパー
ゼの活性化量はパラスポリン 4などを添加し
なかった細胞における発光量との比として
計算した。Actinomycin D と camptothecin は
アポトーシスのポジティブコントロールと
して、Triton X-100 はネガティブコントロー
ルとして用いた。 



 
４．研究成果 
(1)パラスポリン 4 の多量体形成 

パラスポリン 4を培養細胞に作用させ、そ
の細胞膜上での多量体の形成をウエスタン
ブロットにより観察したところ、パラスポリ
ン 4 に対して抵抗性のある HeLa 細胞におい
ては単量体のみが観察された。また、パラス
ポリン 4 に対して感受性である CACO-2 細胞
においては、約 27kDa の単量体のバンドの他
に 80～200kDa の範囲に多量体のバンドが観
察された。CACO-2 細胞における多量体のバン
ドは時間を追って濃くなっており、だんだん
とパラスポリン 4の多量体が形成されている
様子が推察された。抵抗性の HeLa 細胞にお
いても単量体のバンドが観察されたことか
ら、パラスポリン 4は抵抗性の細胞において
も細胞膜に結合すると思われ、その後細胞傷
害活性の発揮のためには多量体化される必
要があると考えられた。 

 
(2)パラスポリン 4 による細胞内ラクトース
デヒドロゲナーゼの漏れだし 

パラスポリン 4 の作用による HeLa 細胞と
CACO-2 細胞における細胞内ラクトースデヒ
ドロゲナーゼ（LDH)の漏れだしの測定を行っ
たところ、CACO-2 細胞においては 0.1μg/mL
においても 24h 後に約 40%の細胞内 LDH が細
胞外に漏れだしていた。LDH の漏れだし量は
パラスポリン 4濃度が上がるにつれて増加し、
3μg/mLの濃度においては投与後2hですべて
の LDH の漏れだしが見られた。 

これに対してパラスポリン 4に対して抵抗
性の HeLa 細胞においては、検討したすべて
の濃度において LDHの顕著な漏れ出しは観察
されなかった。 
 
(3)パラスポリン 4 による細胞外からの分子
の流入 

MOLT-4 と K562 細胞にパラスポリン 4 を作
用させ細胞外の FITC 修飾デキストランの流
入を観察したところ、パラスポリン 4に対し
て感受性である MOLT-4 細胞においては用い
たすべての分子量のデキストランにおいて
細胞内への流入が観察された。一方でパラス
ポリン 4 に対して抵抗性である K562 細胞に
おいてはすべての分子量のデキストランに
おいて細胞内への流入が認められなかった。 

 
(4)パラスポリン 4 によるアポトーシスの誘
導 

MOLT-4 細胞にパラスポリン 4 を作用させ、
最終的にアポトーシスを誘導するエフェク
ターカスパーゼであるカスパーゼ３もしく
は７の活性化量を測定したところ、0.6 μ
g/mLのパラスポリン4を投与した場合はまっ
たくカスパーゼの活性化量が上昇しなかっ

た。また 3 μg/ml のパラスポリン 4 の投与
においては 6h まではカスパーゼの活性化量
が上昇しなかったが、24h においてはコント
ロールの 2.8倍の活性化量を示した。ただし、
この時点ですべての MOLT-4 細胞は死滅して
おり、カスパーゼ活性の上昇によりアポトー
シスを誘導して細胞が死滅したのではなく、
細胞が死滅した結果、何らかの副次的な効果
でカスパーゼ活性が上昇して見えたと考え
られた。なおポジティブコントロールである 
actinomycin D や camptothecin では時間に
応じてカスパーゼ活性が上昇し、24h 後には
コントロールの 7～12倍の活性化量が観察さ
れた。ネガティブコントロールである
TritonX-100 においては 24h を通じて全く活
性化量の上昇は見られなかった。 
 

(5)まとめ 
 以上の結果からパラスポリン 4 が細胞膜に
対する穴空け毒素であることが確認された。
穴空け毒素については、機能を実現する立体
構造が重要であり、パラスポリン 4について
も、結晶化およびＸ線解析による立体構造の
解明が今後の課題となる。また、パラスポリ
ン 4においてははっきりとした細胞選択制を
示すことから、細胞膜における膜孔形成の際
にレセプターが関与していると推察される。
今後パラスポリン 4のガン治療薬・診断薬と
しての応用を検討するためにも、レセプター
の探索が必要であると考えられる。 
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