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研究成果の概要（和文）：V. choleraeの産生する ADP-リボシル化毒素 Cholix がヒト細胞に対

して示す細胞致死活性を初めて明らかにした。つまり、本毒素による致死活性 (アポトーシス

あるいはネクローシス) は細胞種により異なっており、ヒト子宮上皮細胞由来 HeLa 細胞に対

しては炎症性カスパーゼの活性化を起点としたミトコンドリア依存、非依存性の二つの経路を

介したカスパーゼ依存的なアポトーシスを誘導した。 

 

研究成果の概要（英文）：Cholix toxin (Cholix) is a novel ADP-ribosyl transferase cytotoxin 

produced by Vibrio cholerae. Cell death pathway induced by eEF2-ADP-ribosylation differs 

in various cell types. Cholix-induced apoptosis in HeLa cells is dependent on caspase 

activation, which is regulated by both mitochondria-dependent and -independent pathways. 

In conclusion, inflammatory caspases and caspase-8 were responsible for both 

mitochondrial signals and other caspase activation.   
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１．研究開始当初の背景 

標 的 細 胞 の タ ン パ ク 質 伸 長 因 子

eukaryotic elongation factor 2 (eEF2) を

ADP- リ ボ シ ル 化 す る 外 毒 素 と し て 、

diphtheria  toxin (DT) と Pseudomonas 

Exotoxin A (PEA) に加え、Vibrio cholerae

由来 Cholix toxin (Cholix) が近年同定され

た。eEF2 を ADP-リボシル化する外毒素は、
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肝臓を主とする様々な器官に炎症を引き起

こすことが知られており、その作用はタンパ

ク質合成阻害によるストレスに起因すると

言われている。 

V. cholerae が持つ外毒素としては、G タ

ンパク質を ADP-リボシル化する cholera 

toxin (CT) が広く知られているが、CT が V. 

cholerae O-1 ならびに O-139 血清型のみによ

り産生されるのに対して、Cholix の遺伝子

は多くの菌株が保有している。Cholix は、

V. cholerae における新たな病原因子の可能

性がある。 

 
 
２．研究の目的 

Cholix は、PEA と一次構造上の相同性を

示すが (amino acid identity = 36%)、両毒

素がヒト細胞に対して示す致死活性につい

ては、詳細に解明されていない。本研究は、

V. cholerae の産生する Cholix がヒトに対

して示す細胞致死活性の機序を明らかにす

ることを目的とし、ヒト HeLa 細胞をモデル

として用い Cholix による細胞致死における

各種アポトーシスシグナルに関与するタン

パク質の挙動 (チトクローム c の放出やカ

スパーゼの活性化など) を明らかにした。 

 
 
３．研究の方法 

（1） ミトコンドリア外膜ポア形成への

影響の解析 

ミトコンドリアは、膜透過性を増大させる

ポアを形成し、ミトコンドリア内タンパク質 

(チトクローム c やapaf-1等) を細胞外へと

放 出 さ せ る こ 

とで下流のアポトーシスシグナル伝達を進

行させる。外膜の透過性を調節する B-cell 

lymphoma 2 (Bcl-2) タンパク質ファミリー

は、アポトーシス抑制型ならびに促進型の両

方を含むが、その内の Bak と Bax は、それ

らの構造を変化させることで外膜ポアを形

成することが知られている。 

本研究では、まず Cholix の作用により

HeLa 細胞内で Bak ならびに Bax が構造変化

を示すかを明らかにするため、両タンパク質

の構造変化を免疫沈降法により解析した。次

に、Bak ならびに Bax のアポトーシスへの寄

与を調べるため、siRNA 遺伝子導入により

Bak のみ、Bax のみ、あるいは Bak/Bax 両方

をノックダウンさせた細胞に Cholix を作

用させ、アポトーシスシグナルタンパク質の

挙動に与える影響を解析した。 

 

（2）カスパーゼ活性化の経路解析 

 カスパーゼは、炎症反応やアポトーシスに

関わるシステインプロテアーゼの一群であ

り、N 末端側あるいは C 末端側の切断を受け

ることで活性化する。アポトーシスの初期段

階、すなわちシグナル上流で活性化されたカ

スパーゼは、種々のシグナルを介して下流の

カスパーゼを活性化させる。 

本研究では、Cholix が引き起こすアポト

ーシスにおいて上流シグナルとして機能す

るカスパーゼを決定するために、全カスパー

ゼあるいは各カスパーゼ特異的な阻害剤を

用い、各阻害剤がアポトーシスシグナルなら

びに細胞致死活性に与える影響を解析した。 

 
４．研究成果 

（1） Cholix の HeLa 細胞に対する致死

活性 

Cholix は HeLa 細胞に対してアポトーシ

スを進行させ、作用後 12-18 時間で様々なカ

スパーゼ (3、6、7、8、および 9) の活性化

やミトコンドリア内タンパク質チトクロー

ム c の細胞質への放出等が検出された (図

1)。その後、作用後 21-24 時間での致死活性

を示した。 



 

 

 

図 1. Cholix による HeLa 細胞内カスパ

ーゼの活性化 (A) と チトクローム c 

の放出 (B) 

 

（2）Bak/Bax の構造変化 

ミトコンドリア外膜ポア形成に関わる

Bcl-2 ファミリータンパク質 Bak ならびに

Bax について、Bak あるいは Bax を認識する

抗体を用いた免疫沈降を行ったところ、

Cholix 作用後 6-9 時間後に両タンパク質の

構造変化が検出された。また両タンパク質は、

構造変化に伴い互いに結合していることが

明らかになった。このことから、Cholix の

作用によるアポトーシス進行には、両タンパ

ク質の構造変化ならびに結合が関与してい

ることが明らかとなった。 

 

（3）Bak/Bax のノックダウンによるチト

クローム c 放出の抑制 

Bak/Bax によるミトコンドリア外膜ポア

形成とアポトーシスシグナル進行との相関

を明らかにするために、siRNA 遺伝子導入に

より Bak のみ、Bax のみ、あるいは両タンパ

ク質をノックダウンさせた HeLa 細胞に

Cholix を作用させた。その結果、チトクロ

ーム c の細胞質への放出は、ミトコンドリア

内タンパク質 Bak ノックダウンにより抑制

され、さらに両タンパク質のノックダウンに

よりさらに抑制された (図 2)。このことから、

ミトコンドリア依存的なアポトーシスシグ

ナルの進行は、Bak ならびに Bax により制御

されていることが示された。 

 

図 2.  Bak/Bax ノックダウンがアポト

ーシス 

シグナルに与える影響 

 

（4） Bak/Bax ノックダウンの細胞致死

への影響 

ミトコンドリア依存的なアポトーシスシ

グナル伝達は、Bak ならびに Bax のノックダ

ウンにより抑制された。しかし、両タンパク

質のノックダウンは、カスパーゼ 7の活性化

を抑制したが、カスパーゼ 3や 9 の活性化は

維持されたままで、致死活性は抑制されなか

った (図 2)。このことから、Cholix を作用

させた HeLa 細胞では、ミトコンドリア非依



 

 

存的なシグナルが進行していると考えられ

た。 

 

(5) カスパーゼ依存的に進行するアポト

ーシス 

Cholix を作用させた HeLa 細胞でのカス

パーゼの役割を解析にするために、全カスパ

ーゼの活性を阻害したところ、カスパーゼの

活性化ならびにチトクローム c の放出は抑

制され、細胞致死活性が消失した (図 3)。こ

のことから、Cholix による HeLa 細胞のアポ

トーシスは、カスパーゼ依存的に進行し、ミ

トコンドリア依存的ならびに非依存的なシ

グナル伝達の両方をカスパーゼが制御して

いることが明らかになった。 

 

(6) カスパーゼ 8 による下流のカスパー

ゼならびにチトクローム c 放出の制御 

 ミトコンドリア依存的ならびに非依存的

な経路の両方に寄与するカスパーゼは、アポ

トーシスの初期段階で活性化されると考え

られる。そこで、各カスパーゼ特異的な阻害

剤を用いて、そのカスパーゼが下流のシグナ

ルに与える影響を解析した (図 3)。その結果、

カスパーゼ 9 特異的阻害剤ではカスパーゼ 3

や 7 の活性化を抑制したが、チトクローム c 

の放出は阻害されなかった。一方、カスパー

ゼ 8特異的な阻害剤を添加した細胞では、カ

スパーゼ 3、7、および 9 の活性化を抑制し、

また Bak/Bax の構造変化を抑制することで

チトクローム c の放出を阻害していた。この

ことから、カスパーゼ 8は、ミトコンドリア

依存的ならびに非存的なアポトーシスシグ

ナル進行に関与していることが示唆された。 

 

図 3. カスパーゼ阻害剤がアポトーシス 

シグナルに与える影響  

(G: 全カスパーゼ阻害剤) 

 

(7) カスパーゼ 4 によるカスパーゼ 8 の

活性化 

Cholix が示す細胞致死はカスパーゼ 8 の

活性化によって進行すること推察された。し

かしカスパーゼ 8阻害剤は、下流カスパーゼ

の活性化ならびにチトクローム c の放出を

阻害するにも拘わらず、細胞致死活性を抑制

しなかった。このことから、カスパーゼ 8の

上流に他のカスパーゼが位置することが示

唆された。 

他のカスパーゼ阻害剤が細胞致死活性に

与える影響を網羅的に解析したところ、カス

パーゼ 4の阻害剤が致死活性を一部抑制して

いた。そこで、カスパーゼ 4阻害剤がシグナ

ル伝達に与える影響を見たところ、カスパー

ゼ 4 阻害剤は、8 と同様に下流のカスパーゼ

の活性化ならびにチトクローム c の放出を

阻害しただけでなく、カスパーゼ 8 の活性化

を抑制していた (図 4)。このことから、

Cholix の作用による HeLa 細胞内アポトーシ

スは、カスパーゼ 4を起点とすることが示唆

された。 



 

 

 

図 4．カスパーゼ 4 阻害剤がアポトーシス 

シグナルに与える影響 

 

(8) 提唱される経路 (まとめ) 

 Cholix が HeLa 細胞に示す致死活性機構

として、下図に示した経路が提唱される。

ADP-リボシル化によるストレスからアポト

ーシスが進行されるが、その起点にはカスパ

ーゼ４が位置し、カスパーゼ 4が 8 を活性化

させる。次に、カスパーゼ 4 と 8 が Bak/Bax

の構造変化によるミトコンドリア外膜ポア

が形成を介した経路と、ミトコンドリアを介

さない経路の両方を進行させることで、下流

のカスパーゼを活性化する。これら活性化し

たカスパーゼによって、最終的に細胞死が引

き起こされる。今後、Cholix の ADP-リボシ

ル化活性とアポトーシスとの関係の有無に

ついて、さらに詳細に解析を行いたい。 
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