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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、パラスポリン1 (PS1) の受容体を解明することと有力な受容体候補
であるベクリン1に対する抗体がPS1と同様にがん細胞をアポトーシスに誘導する現象について詳細に検討を行う
ことにある。これまで、PS1を固定化した光架橋プローブによりPS1の受容体の探索を行い、ウエスタンブロット
により解析を進めてきたが、解析結果の再現性が低く、それが探索の際の溶液中のカルシウム濃度と相関がある
ことを発見した。また、ベクリン1を組換え体大腸菌により生産し、モノクローナル抗体を作成し、アフィニテ
ィ精製し、その細胞傷害活性およびPS1活性阻害能を測定したが、ともに活性は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate the receptor of parasporin-1 
(PS1) and investigate in detail the phenomenon that antibody against beclin-1 which is a potent 
receptor candidate induces apoptosis of cancer cells like PS1. For the search of receptors for PS1, 
we have searched with a photocrosslinking probe immobilized with PS1 and carried out analysis by 
western blotting, however, the reproducibility of the analysis result was not good. But we found 
that there is a correlation with the calcium concentration and the result of analysis. In addition, 
we produced recombinant beclin-1 by E. coli, and the monoclonal antibody was prepared from the 
protein. The cytotoxic activity against PS1-susceptible cell lines and the inhibitory ability 
against PS1 of the affinity purified antibody were measured, but neither activity was observed.

研究分野：応用微生物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

写真 1 胞子形成時の BT（白矢

印が胞子、黒矢印がクリスタル） 

１．研究開始当初の背景 
 Bacillus thuringiensis（BT）は土壌に普遍的
なグラム陽性の桿菌である。当研究所は 5,000
株の BT ライブラリーを保有しているが、こ
のすべての BT は胞子形成時にクリスタルと
呼ばれる巨大な封入体タンパク質を形成す
る（写真 1）。BT はそれぞれ相同性があるが
異なったクリスタルタンパク質を産生し、こ
のクリスタルから殺虫性のタンパク質が多
く発見され GMO 作物の殺虫タンパク質遺伝
子として利用されている。また 2000 年に当
研究所で BT のクリスタルタンパク質からが
ん細胞傷害性のタンパク質を発見し、パラス
ポリンと命名している。現在では全部で 19
種類、大きく分けて 6種類のパラスポリンが
発見されている。ただし、大多数の BT 株の
クリスタルタンパク質からは殺虫タンパク
質もパラスポリンも見つかっていない。 
 

 
 
 
 

パラスポリンは申請者の所属する研究室で
最初に発見されたタンパク質であり、国内の
いくつかの研究グループがパラスポリン研
究を実施している。近年、国外の研究者によ
り多くの新規パラスポリンが報告され、イギ
リスや韓国、サウジアラビア、ブラジルなど
から共同研究の申し入れがあるなど、その研
究は世界的な広がりを見せている。 
パラスポリン 1（PS1）は最初に同定されたパ
ラスポリンであり、いろいろながん細胞に細
胞毒性を示すが、ヒト正常細胞由来の培養細
胞に対しては毒性を示さない。さらに、摘出
ガン組織を利用した実験から、PS1 はがん組
織に対して毒性を示すものの正常組織に対
する影響は著しく低いことがわかった。これ
らの実験結果から、PS1 は細胞に存在する受
容体依存の作用機構を有し、その受容体は正
常細胞よりもむしろガン細胞に多く存在す
るものと推定された。また、PS1 の細胞に対
する作用機構解析の結果、PS1は Ca2+流入に
より細胞内 Ca2+濃度上昇を誘発し、標的細胞
にアポトーシスを誘導すること、アポトーシ
スはカスパーゼ 8の活性化を介して起こるこ
とが判明した。その後、申請者らは光反応性

化学架橋剤を用いることによりベクリン 1
（BECN1）を PS1受容体タンパク質として同
定した。また、抗 BECN1 抗体を用いたフロ
ーサイトメトリー分析により、BECN1が細胞
膜表面に存在すること、BECN1の細胞膜表面
存在量と細胞の PS1感受性に高い相関性があ
ることがわかった。しかし BECN1 の細胞膜
表面への局在を示す報告は現在のところな
く、細胞膜表面への局在の生理的意義や機構
などについては不明な点が多い。 
BECN1 についてはポリクローナル抗体が市
販されており、これを用いて PS1 と BECN1
の結合に対する抗 BECN1 抗体の効果を検討
したところ、抗 BECN1抗体は PS1の細胞へ
の結合を阻害するが、PS1 のがん細胞への毒
性は阻害しなかった。そして、これは抗
BECN1 抗体自体が PS1 と同じ細胞特異性で
細胞毒性を示すためであることが判明した。
さらに、抗 BECN1抗体もまた PS1同様カス
パーゼ 8依存のアポトーシスを誘導すること
も判明した。これらの結果は、BECN1が特定
のがん細胞では細胞膜に発現し、アポトーシ
ス誘導と関連があること、PS1 や抗 BECN1
抗体は細胞膜の BECN1 と結合しアポトーシ
スの引き金となることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 我々は BECN1を PS1の受容体として同定
しているが、一般的には BECN1 は細胞内に
おいてオートファジーに重要な役割を果た
すタンパク質として知られている。したがっ
て、まず BECN1が PS1の受容体であること
を多方面にわたって検討を行い、確定してい
く作業が必要である。 
 次に抗 BECN1 抗体について、予備試験で
は市販ポリクローナル抗体を用いてその細
胞死誘導活性を検討してきたが、詳細な検討
を進めていくうえで量やコストの問題があ
り、細胞死誘導活性のあるポリクローナル抗
体を自製する必要がある。抗 BECN1 抗体が
BECN1 と似たドメインを持つ膜タンパク質
と結合して細胞死誘導活性を発揮している
可能性もあり、自製の抗 BECN1 ポリクロー
ナル抗体を用いてその作用機構の検討を進
めていく。また細胞死誘導活性を発揮する抗
体画分を得て、最終的には医療品として投与
可能な抗 BECN1 ヒト型モノクローナル抗体
取得を目指すが、本研究期間内ではそのため
の基礎データの取得までを目標とする。その
ために、まず、PS1 の受容体の解明について
BECN1による PS1の活性抑制やBECN1ノッ
クアウト細胞と PS1活性との相関などの検討
を、次に細胞死誘導活性を保持する抗 BECN1
抗体の取得、そしてそれを用いて光反応性化
学架橋剤による PS1 結合タンパク質と抗
BECN1 抗体の応答の検討などについて進め
ていく。 
 
３．研究の方法 
(1) PS1の受容体の解明 



 すでに BECN1が PS1の受容体候補として
同定されているが、一般的には BECN1 は細
胞内においてオートファジーに重要な役割
を果たすタンパク質として知られている。し
たがって、まず BECN1が PS1の受容体であ
ることを多方面にわたって検討を行い、確定
していく作業が必要である。そこで、BECN1
非発現培養細胞への BECN1の導入と PS1に
対する感受性の検討、組換え体 BECN1 の作
製とその PS1 活性の抑制効果、BECN1 の細
胞膜画分への存在証明について検討を行っ
た。 
 
(2) 細胞死誘導活性を保持する抗 BECN1 抗
体の取得 
 次に抗 BECN1 抗体について、予備試験で
は市販ポリクローナル抗体を用いてその細
胞死誘導活性を検討してきたが、詳細な検討
を進めていくうえで量やコストの問題があ
り、細胞死誘導活性のあるポリクローナル抗
体を自製する必要がある。そこで、大腸菌お
よび培養細胞を用いて BECN1 組換え体を作
製し、マウス等を用いてポリクローナル抗体
を作製してその細胞傷害活性を検討した。 
 
(3) 光反応性化学架橋剤による PS1 結合タン
パク質の探索 
 また、BECN1 以外にも PS1 の細胞傷害作
用において重要な働きを担うたんぱく質が
存在する可能性もあり、光応答性化学架橋剤
を用いて PS1 に感受性のある培養細胞から
PS1 と相互作用するたんぱく質の探索を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) PS1の受容体の解明 
 BECN1非発現培養細胞へ BECN1遺伝子を
導入し、PS1 に対する感受性の変化を検討し
ようとしたが、導入により細胞が増殖しなく
なり、検討できなかった。また、組換え体
BECN1 による PS1 の細胞傷害活性の抑制を
検討しようとしたが、BECN1は封入体として
生産されたため、リフォールディングを試み
たが適切の条件を見つけることができなか
った。 
 
(2) 細胞死誘導活性を保持する抗 BECN1 抗
体の取得と活性の検討 
 次に抗 BECN1 抗体について、予備試験で
は市販ポリクローナル抗体を用いてその細
胞死誘導活性を検討してきたが、詳細な検討
を進めていくうえで量やコストの問題があ
り、細胞死誘導活性のあるポリクローナル抗
体を自製する必要がある。そこで、大腸菌お
よび培養細胞を用いて BECN1 組換え体を作
製し、マウス等を用いてポリクローナル抗体
を作製してその細胞傷害活性を検討した。免
疫中の抗体価の一部を図 1に示した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、十分に抗体価の上昇したマウスから血
清を採取し、BECN1を固定化したカラムでア
フィニティ精製を行い、精製前に比較し、抗
体価が絶対値で 4 倍、比活性で 10 倍高い
BECN1抗体を得ることができた。精製の概要
を図 2に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 こうして得た BECN1 抗体について、PS1
に感受性のある HeLa 細胞に対する細胞傷害
活性を測定した。抗血清、アフィニティ精製
時のフロースルー（FT)、精製抗体を 2種類、
加熱処理した精製抗体、について細胞傷害活
性を検討したが、活性は見られなかった（図
3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また精製抗体の PS1の細胞傷害活性に対する
阻害作用を検討したところ、阻害効果は見ら
れなかった（図 4）。 
 
 
 

図 2 BECN1抗体のアフィニティ精製 

図 3 BECN1抗体の細胞傷害活性 

図 1 マウス血清中の BECN1抗体価 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 光反応性化学架橋剤による PS1 結合タン
パク質の探索 
 PS1を修飾した光応答性化学架橋剤（図 5）
を用いて PS1 に感受性のある培養細胞から
PS1 と相互作用するたんぱく質の探索を行っ
た。同架橋剤を PS1 感受性細胞に作用させ、
紫外線を照射し、紫外線架橋部位を受容体と
共有結合させて、受容体にビオチン標識させ、
ウエスタンブロットによる探索を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、解析結果の再現性が低く、検討の
結果、それが探索の際の溶液中のカルシウ
ム濃度と相関があることを発見した。今後
架橋剤の作用条件を詳細に検討し、継続的
に受容体探索を進めていく。 
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図 5 光架橋剤によるプローブ 

図4 BECN1抗体のPS1活性への阻害 


