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研究成果の概要（和文）：レンサ球菌が産生する細胞溶解毒素のなかから、膜コレステロール依存性、ヒト特異性、小
児川崎病との関連性などに目を向けて機能解析を行った。特に、細菌感染臓器における深部膿瘍形成因子であるコレス
テロール依存性細胞溶解毒素 (CDC)、ヒト細胞にのみ親和性を示し重篤な症状を引きおこすインターメディリシン (IL
Y)、小児川崎病発症因子の可能性が高いヒト血小板凝集因子 (Sm-hPAF)、流産との関連が疑われるバジノリシン (VLY)
、を主な題材として、標的細胞認識機構を解析し、感染および症状発現の制御、ならびに、治療薬開発について模索し
主に以下の成果を報告した。

研究成果の概要（英文）：Molecular features of Streptococci derived cytolysins were examined. Especially, 
the structural function of cholesterol dependent cytolysin (CDC), human specific intermedilysin (ILY), 
Kawasaki disease related factor (Sm-hPAF), and miscarriage related vaginolysin (VLY), were analyzed.

研究分野：医歯薬学
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 グラム陽性菌に広く分布するコレステロ
ール依存性細胞溶解毒素(CDC)ファミリーは
様々な感染症の病原因子の一つである。なか
でもヒト深部臓器（脳や肝臓）に膿瘍を引き
おこすことが知られている連鎖球菌
Streptococcus intermedius から、我々はこれま
でにコレステロール(CHL)とは直接結合せず、
ヒト細胞膜と結合して活性（クラスター形成
をともなう膜孔形成）を発現するヒト特異的
細胞溶解毒素インターメディリシン(ILY)を
見いだし、その構造機能解析を通して、CDC
ファミリーの細胞認識機構は多様性を持つ
こ と (Ohkura K. et al. Microbiology and 
Immunology, 48 (9), 677-692, 2004)、ヒト細胞
への感染時には ILYは必須の因子として機能
することを ILY ノックアウト株を作成して、
その感染実験から検証した(Ohkura K. et al. 
Microbiology and Immunology, 49 (7), 681-694, 
2005)、さらに ILYをはじめとする CDCの細
胞膜結合部位は柔軟に分子運動を行いつつ
も常にターゲットとなる膜受容体を認識し
相互作用しうる状態にあること(Ohkura K. et 
al. Anticancer Research, 26 (6A), 4055-4062, 
2006)などを報告してきた。 また感染症の一
種であることが強く疑われる小児川崎病の
起因菌として口腔内ビリダンス群連鎖球菌
がある。これらの細菌に由来する重症症状と
しては動脈（冠状動脈）血栓形成があり、こ
れまでに血小板凝集活性を指標として川崎
病患者児由来のビリダンス群連鎖球菌株を
スクリーニングし、S. mitis から血栓形成に関
わる血小板凝集因子としてヒト血小板凝集
因子 Sm-hPAF を単離した。その遺伝子クロ
ーニングの結果、驚いたことに Sm-hPAF は
CDCの遺伝子ファミリーに属し、ILYとアミ
ノ酸レベルで 55%と高い相同性を有するこ
と が 明 ら か と な っ た (Acta Pathologica 
Microbiologica et Immunologica Scandinavica, 
in press, 2011.  図１.系統樹)。 
 

 

図１．細菌由来細胞溶解毒素の系統樹 
 

さらに Sm-hPAFは、CDCに共通して存在す
る 11merモチーフ領域を有し、その配列中に
ILY で見られたように CDC と比較して３つ
のアミノ酸置換がみとめられた（図２. 11mer
領域配列）。 
 

 
図２．11mer 領域のアミノ酸配列 
 
このことは膜孔形成能を共通の特徴に持つ
と考えられてきた CDC の中に血小板凝集と
いう全く別の機能を有する毒素があること
を示し、毒素遺伝子の進化論や感染病因論の
上で非常に画期的な知見と考えられる。また
Sm-hPAFも ILYと類似して、ヒト血小板に高
い特異性を示し、またヒト赤血球に対しても
高い親和性を示した。従って Sm-hPAF につ
いての知見は、先に述べた S.intermedius 感染
症の成立機構やヒト特異的病原因子の作用
機構解明に加えて、ストレプトコッカスをは
じめとする連鎖球菌に起因する病態や病原
因子の機能解明および治療薬の開発にも寄
与することができる。また最近、ILY が GPI
アンカー型タンパク質であるヒト型 CD59 
(hCD59) を発現させたラット肝細胞 BRL3A
を認識し、活性を発揮することが明らかとな
り、その感染機構の解明を急いでいる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 レンサ球菌が産生する細胞溶解毒素のな
かから、膜コレステロール依存性、ヒト特異
性、小児川崎病との関連性などに目を向けて
機能解析を行う。 細菌感染臓器における深
部膿瘍形成因子であるコレステロール依存
性細胞溶解毒素(CDC)、ヒト細胞にのみ親和
性を示し重篤な症状を引きおこすインター
メディリシン(ILY)、小児川崎病発症因子の可
能性が高いヒト血小板凝集因子(Sm-hPAF)、
流産との関連が疑われるバジノリシン(VLY)、
を主な題材として、標的細胞認識機構を解析
し、感染および症状発現の制御、ならびに、
治療薬開発へつなげる。 
 
 
３．研究の方法 
 
１）クラスター形成機構の解明：これまでの
解析から ILYはドメイン２とドメイン４を結
ぶ部位を軸として回転運動できること、およ
び、ドメイン３は極めてダイナミックな構造
変化（腕の伸長）をしうる部位（腕）を有す
ることを明らかにしている(Ohkura K. et al. 
Anticancer Research, 26 (6A), 4055-4062, 2006)。



これらのことは CDC、ILYなどが細胞膜上で
クラスターを形成する際に起こりうる構造
変化を示唆していると考えられる。このこと
を踏まえて、ILY、Sm-hAPAF、VLY や CDC
の１～４ドメイン中の構造変化時に基点と
なりうる部位のアミノ酸に変異を導入しつ
つ、赤血球との相互作用を電子顕微鏡で観察
しクラスター形成の解析を試みた。 
２）ヒトGPIアンカー型タンパク質hCD59発
現ラット肝細胞BRL3AとILY、Sm-hPAF、VLY、
CDCとの相互作用解析：ヒト肝がん細胞
HepG2の全RNA分画からcDNAを作成し鋳型
としてPCRによりhCD59のORF全長を増幅し
てpcDNA3.1(+)にクローニングする。この組
み換えプラスミドでラット肝細胞BRL3Aを
形 質 転 換 し て hCD59 を 発 現 す る
BRL3A-hCD59株を得る。BRL3A-hCD59細胞
の懸濁液にILY、Sm-hPAF、VLYやCDC毒素
を加えて37℃で1時間加温した後、遠心分離
して上清を回収し残存溶血活性を測定し結
合率を算定した。溶血活性はPBS中で各毒素
を37℃で1時間ヒトあるいは動物赤血球に作
用させた後、遠心分離して上清の540nmにお
ける吸光度を測定して溶血活性を評価した。
上記の事を検証する際に、ILYやSLOの膜結
合領域（ドメイン４）の各部を欠損させた変
異体を作成 (Ohkura K. et al. Microbiology and 
Immunology, 48, 677-692, 2004) し 、
BRL3A-hCD59細胞との結合性を検討して
hCD59が認識する毒素の部位を探索した。 
３）hCD59 と毒素の結合シミュレーションと
感染制御薬の設計：CD59 の X 線結晶構造 
(1ERG) と各毒素との結合シミュレーション
を insightII-Discover などを用いて行い、毒素
側、受容体側のどの部分構造が受容体との結
合に関わるか探索した。関与がみとめられた
部分構造の変異・欠損体や化学修飾体を作成
し、両者の相互作用に変化が起こるかを ２）
で述べた残存溶血活性の解析などから検証し
た。さらに、結合に必須であると認められた
部位を Discover3 モジュールで分子動力学的
に解析 (298K、500psec)し、経時的に高次構造
（動的高次構造）を追うことで相互作用領域
のバックボーンや側鎖の動的構造検証して、
感染予防・感染症治療に有益な薬剤の設計を
試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
 レンサ球菌が産生する細胞溶解毒素のな
かから、膜コレステロール依存性、ヒト特異
性、小児川崎病との関連性などに目を向けて
機能解析を行った。特に、細菌感染臓器にお
ける深部膿瘍形成因子であるコレステロー
ル依存性細胞溶解毒素 (CDC)、ヒト細胞にの
み親和性を示し重篤な症状を引きおこすイ
ンターメディリシン (ILY)、小児川崎病発症
因子の可能性が高いヒト血小板凝集因子 
(Sm-hPAF)、流産との関連が疑われるバジノ

リシン (VLY)、を主な題材として、標的細胞
認識機構を解析し、感染および症状発現の制
御、ならびに、治療薬開発について模索し主
に以下の成果を報告した。 
 
１．Intermedilysin (ILY)、Vaginolysin (VLY)、
Streptococcus mitis-derived human platelet 
aggregation factor (Sm-hPAF) とヒト細胞側受
容体 (hCD59) との相互作用を解析した。ILY
中のArg432がhCD59中のGlu76と水素結合を
形成し、これを基点としてILYとhCD59は互い
に整合性がとれる位置に落ち着くと考えられ
た 。 VLY と hCD59 で は 、 VLY:Lys447 －
hCD59:Tyr62, VLY:Arg419－hCD59:Glu76間に
二つの水素結合が確認され、ILYとhCD59間の
様な柔軟な相互調節はないことが伺えた。
Sm-hPAFとhCD59間でも Sm-hPAF: Lys403－
hCD59: Tyr62, Sm-hPAF: Arg375－ hCD59: 
Glu76 の二つの水素結合が確認された。ILY
とhCD59間の総非結合エネルギーが234165 
kcal/mol で あ り 、 VLY と hCD59 間  (205 
kcal/mol) や Sm-hPAF と hCD59 間  (113 
kcal/mol) より強い相互作用が観察された。 
 
２．ヒト口腔常在菌 Streptococcus anginosus 
に由来するβ溶血因子の探索を行い、化膿性連
鎖球菌が産生する代表的なβ溶血因子である
Streptolysin-S（SLS）ホモログの存在を明らか
にした。S.anginosus ではSLSホモログをコー
ドしている遺伝子が2つタンデムに存在し、
各々の翻訳産物がβ溶血性に寄与することを
示した。これら２つの分子  SagA1 および 
SagA2 について動的構造を解析したところ、
リーダーペプチド領域とプロペプチド領域を
有し、分子内に環構造を形成することでリー
ダーペプチド部分とプロペプチド部分の切断
が制御されることが示唆された。 
 
３．黄色ブドウ球菌由来プロテイン Aの IgG
結合ドメインであるZを標的化ドメインとし、
コレステロール依存性細胞溶解毒素 (CDC) 
とのキメラタンパク質を構築した。精製した
キメラタンパク質は、IgG 結合性、コレステ
ロール含有リン脂質膜結合性、還元条件下選
択的な膜孔形成性など期待された機能を維
持しており、さらに抗 CEA 抗体を結合させ
たキメラタンパク質は CEA 発現細胞への選
択的な送達が確認された。以上より、構築し
たキメラタンパク質を用いた DDSに関して、
細胞標的化に関する汎用性の向上が期待さ
れた。 
 
４．脂肪酸代謝に重要なカルニチンパルミト
イル転移酵素（CPT1）には肝型、筋型に加え、
近年新たに脳型アイソザイムが発見された
が、その詳細については不明であった。本研
究では、それぞれのリコンビナントタンパク
質を調製し定量的な活性測定を行うことで、
脳型 CPT1 活性が極めて低いことを明らかに
した。さらに、アイソザイム間の部位置換キ



メラ CPT1sを作製し、脳型 CPT1の活性欠落
の要因について議論した。 
 
５．ミトコンドリア外膜における物質輸送に
は VDAC1が 重要な役割を担う。これまでの
研究から VDAC1 の pseudogene が 実際に転
写されている可能性が示されたため、データ
ベースに登録されている 16 種の VDAC1 の
pseudogeneについて解析を行った。その結果、
8 種 の pseudogene が脳や精巣などで転写さ
れているが、タンパク質の鋳型としては機能
していないことを明らかにできた。 
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