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研究成果の概要（和文）：腸炎ビブリオの産生する耐熱性溶血毒（TDH）は培養細胞の細

胞膜ラフトにアソシエイトする。TDH の細胞傷害性にラフトからのエンドサイトーシスが関係

するかどうかを検討したが、TDH の細胞傷害性に既知のエンドサイトーシス経路が関係する可

能性は低いと考えられた。また、TDH の赤血球に対する溶血作用はラフト非依存的であり、TDH

の細胞傷害機構と溶血機構は完全には同一ではないと考えられた。さらに、細胞傷害活性とラ

フトへのアソシエイション能に変化がない TDH の直接蛍光標識体を作製することができた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Vibrio parahaemolyticus thermostable direct hemolysin (TDH) is 

associated with lipid rafts of cultured cells. This study addressed whether 
internalization of TDH correlates with its cytotoxicity. Inhibition of endocytosis did 
not affect TDH cytotoxicity for HeLa cells, indicating that internalization of TDH is 
not involved in its cytotoxicity. In contrast to cytotoxicity, hemolysis by TDH was 
independent of lipid rafts, suggesting that the mechanism of cytotoxicity by TDH appears 
to differ from that of hemolysis by TDH. Fluorescent dye-conjugated TDH was also 
constructed. This conjugate retained the cytotoxity and was associated with lipid rafts.  
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１．研究開始当初の背景 

我が国の主要な食中毒原因菌である
腸炎ビブリオの産生する耐熱性溶血毒
（TDH）は、本菌の主要な病原因子であ
る。TDH は生物活性として、赤血球に対する
溶血活性や培養細胞に対する細胞傷害活性、

腸管毒性、心臓毒性を示し、特に溶血活性の
研究から、TDH は孔形成毒素として作用する
ことが知られている。TDH の病原性におい
てはその細胞傷害活性が重要と考えら
れる。しかしながら、現在に至るまで TDH
の研究はその溶血活性が中心であり、細胞傷
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害活性についてはカルシウムイオン流入の
誘導が報告されているがTDH の細胞傷害性
については細胞側の標的因子（受容体）
を含め、多くが不明である。TDH を細胞
に処理すると脂質ラフト（ラフト）と呼
ばれる細胞膜マイクロドメインにアソ
シエイトすることから、本研究では TDH
の細胞傷害機構におけるラフトの役割
に着目した。 

 
 

２．研究の目的 
ラフトはスフィンゴ糖脂質・スフィンゴミ

エリン・コレステロールに富む細胞膜マイク
ロドメインであり、細胞膜上での膜輸送やシ
グナル伝達に重要な役割を果たすとともに、
様々な病原体・病原因子の標的となっている。
TDH がラフトとアソシエイトすること
から、本研究では TDH とラフトの関係に
着目し、TDH の細胞傷害性の発現におけ
るラフトの役割の検証、および TDH を用
いたラフトに対する新規のプローブの
作出を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) TDH の細胞傷害活性におけるエンドサイ
トーシスの役割の評価 

クラスリン依存的なエンドサイトーシス
は低浸透圧ショックならびにポタジウム除
去によって、カベオラ依存的なエンドサイト
ーシスはナイスタチン、ゲニステイン処理に
よって阻害し、TDH による細胞傷害活性を測
定することで、TDH の細胞傷害活性における
エンドサイトーシスの役割を評価した。 
 
(2) TDHのラフトへのアソシエイションとス
フィンゴミエリンの関係 

TDHの細胞傷害性を競合阻害するTDH無毒変
異体を用いて、スフィンゴミエリン結合毒素
ライセニンの細胞傷害性の競合阻害を検討し
た。 
 
(3) TDH の赤血球に対する溶血作用における
ラフトの関与 

コレステロール除去によりラフトを破壊
するメチル-β-シクロデキストリンを用い
て赤血球ラフトが TDHの溶血活性に関与する
かどうかを評価した。ヒト赤血球をメチル-
β-シクロデキストリンで前処理し、TDH を添
加して溶血活性を評価した。 
 
(4) TDH の蛍光標識体の作製 

TDHの蛍光標識体は、TDHのアミノ基をFITC
でラベル化または、マレイミド反応性蛍光色
素により TDHのチオール基に蛍光色素をカッ
プリングすることで作製した。作製した蛍光

標識体の細胞傷害性を測定した。また、蛍光
標識体の培養細胞上の分布パターンを蛍光
顕微鏡により評価し、TDH のタグ融合体と比
較した。ラフトへのアソシエイションは、ラ
フトの分画の定法である、ラフトの界面活性
剤不溶性を利用したショ糖密度勾配遠心法
により細胞からラフトを分画して評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1) TDHの細胞傷害性はエンドサイトーシス
非依存的である 
ラフトは様々な病原体や毒素の侵入経路と

考えられている。TDHがラフトにアソシエイト
すること、過去の報告でTDHの細胞内移行の可
能性が示唆されていることから、本研究では
TDHの細胞傷害性にラフトからのエンドサイ
トーシスが関係するかどうかを検討した。し
かしながら、クラスリンまたはカベオラ依存
的な既知のエンドサイトーシス阻害による、
TDHの細胞傷害性への影響は観察されなかっ
た。このことから、TDHの細胞傷害活性にクラ
スリンまたはカベオラ依存的な既知のエンド
サイトーシス経路が関係する可能性は低いと
考えられた。 
 
(2) TDHのラフトへのアソシエイションとス
フィンゴミエリンの関係 
細胞をスフィンゴミエリン分解酵素で前処

理すると、TDHのラフトへのアソシエイション
ならびに細胞障害活性が阻害される。TDHの認
識するラフトと、スフィンゴミエリン結合毒
素であるライセニンの認識するラフトが異な
るかどうかを検証した。TDH無毒変異体はTDH
による細胞傷害性および細胞内へのカルシウ
ムイオン流入を競合阻害するものの、スフィ
ンゴミエリン結合毒素であるライセニンの細
胞傷害性は阻害できないことが示された。TDH
はスフィンゴミエリン分子と直接相互作用し
ないことからも、TDHはライセニンの認識する
スフィンゴミエリンドメインと異なるラフト
とアソシエイトしていることが示唆された。 
 
(3) TDHの赤血球に対する溶血作用はラフト
非依存的である 
メチル-β-シクロデキストリンの前処理（
0-8 mM）により赤血球のラフトを破壊しても
、TDHの溶血活性に影響を与えなかった。すな
わち、TDHの赤血球に対する溶血作用はラフト
非依存的であった。これに対しTDHの細胞傷害
活性はラフト依存的であり、TDHの細胞傷害機
構と溶血機構(孔形成)が完全には同一ではな
いことが示唆された。 
 
(4) TDH の蛍光標識体の作製 
TDH の生細胞上での時空間的挙動を観察す

るために、TDH の直接蛍光標識体を作製した。



 

 

チオール基の蛍光標識体は細胞傷害活性が
完全に残存していた（図 1）。この蛍光標識体
を細胞に処理し、細胞を分画するとラフト画
分で検出されることから、ラフトへのアソシ
エイション能に変化がないことが確認され
た。この蛍光標識体の細胞上での分布パター
ンは、これまでに作製した TDH タグ融合体の
分布パターンと類似していた。生細胞に用い
るプロ―ブとしては、TDH の細胞傷害性が障
害となるため、TDH 無毒変異体について、TDH
と同様に直接蛍光標識を試みた。しかしなが
ら、現在までのところプローブとして生細胞
に利用可能な TDH無毒変異体の蛍光標識体の
作製には成功しておらず、今後の課題となっ
た。 
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