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研究成果の概要：ウエルシュ菌β毒素の免疫系細胞のシグナル伝達系に対する作用を検討する

と、毒素は細胞膜の脂質ラフトに結合しオリゴマーを形成後、内因性ホスホリパーゼ C(PLC)を

活性化し、産生されたイノシトール 3 リン酸が細胞内 Ca2+濃度を上昇させることが判明した。

その後、Ca2+を介する一連のシグナル伝達系が働き、TNF-α遊離が促進する。すなわち、β毒

素は、内因性 PLC を活性化後、サイトカインの遊離や細胞毒性を誘導すると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 

ウエルシュ菌の産生する β 毒素は、致死、
壊死活性を有し、本菌による高い致死率を示
す壊疽性腸炎の病原因子と考えられている。
我々は、β 毒素の構造と作用、そして、本感
染症と毒素の関係の解明を試みてきた(Toxin 

Rev. 25,89(2006))。これまでに、我々は、β 毒
素 の 遺 伝 子 配 列 を 解 明 (Infect.Immun.61, 

3958(1993))し、β 毒素分子中で活性に重要な
アミノ酸残基を明らかにした (BBA 1454,97 

(1999))。さらに、本毒素をマウスに皮下投与
すると、一次知覚神経を刺激してサブスタン
ス P (SP)、TNF-α やヒスタミンの遊離を促進
し、血管透過性を亢進することを報告した(Br. 
J.Pharmacol.138,23(2003), Br.J.Pharmacol.153, 

1296(2008))。次に、我々は、β 毒素がヒト急
性前骨髄性白血病細胞であるHL-60細胞に強
い毒性を示し、本毒素は HL-60 細胞の細胞膜
の脂質ラフトに結合してオリゴマーを形成
することを明らかにした (J.Biol.Chem. 278, 

36934 (2003))。しかしながら、本毒素の作用
発現機構に関しては全く未解決であるので、
免疫系細胞に対する作用を検討した 

 
２．研究の目的 

①  本研究の目的は、β 毒素の作用を解明する
ため β 毒素が免疫系の細胞に対して分子レ
ベルで、どのような作用を示すのか、免疫系
細胞に存在する特異的なレセプターを探索、
本毒素処理後のシグナル伝達の活性化機構
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などを解明する。以上より、β 毒素の構造と
機能が明らかとなり、本菌による宿主攻撃の
戦略がわかり、発症機構の解明が期待される。 

(1）β 毒素の細胞レベルでの作用：β 毒素は免
疫系細胞に障害作用を示すことから、種々の
血液系細胞やリンパ球系の培養細胞に対する
障害作用を検討し、免疫系細胞のいずれに最
も作用するのかを細胞レベルで明らかにする。 

(2）β 毒素の分子レベルでの作用：β 毒素は、
感受性細胞に対してカルシニューリンシグナ
ル伝達系を活性化することを明らかにした。
また、本毒素は細胞膜ラフトドメインに結合
することを報告しているので、これらを手が
かりにして細胞表面の主にラフトに存在する
と考えられる特異的なレセプターを明らかに
する。さらに、どのようなシグナル伝達系に
関与する機能タンパク質分子が働くのかを明
らかにし、分子レベルでの詳細なβ毒素の作
用を解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) β 毒素の免疫系細胞に対する作用の解
析：血液系培養細胞に対する β 毒素の細胞毒
性、そして、ラフトへの結合を検討するため、
[

32
P]ラベル β 毒素のラフトへの結合を超遠心

機を用いた分子間相互作用解析装置（ベック
マン社）や富士フィルムのイメージ解析シス
テムを用いて解析する。さらに、ラフト、カ
ベオラ、フロチリン、または、ストマチンな
どのドメインが存在し、本毒素はいずれのマ
イクロドメインに作用するか検討する。 

(2) β毒素の受容体 -シグナル伝達系への作
用：β毒素の内因性PLCの活性化は、32

P-ATP

を用いて生成した32
P-ホスファチジン酸量を

測定して行った。β毒素は、内因性PLCを活性
化して細胞内Ca

2+濃度を上昇させるので、細
胞内Ca

2+濃度の変化を細胞内Ca
2+蛍光イメー

ジングシステム（浜松ホトニクス社）を用い
て解析する。毒素はカルモジュリン(CaM)-カ
ルシニューリン(CN)シグナル伝達系を活性
化するので、CNの毒素による活性化を測定し
た。 

 

４．研究成果 
(1) β 毒素の細胞レベルでの作用を明らかに
するため、感受性細胞を用いて詳細な作用機
構を検討した。種々の血液系の培養細胞に対
する本毒素の細胞毒性の強さは、THP-1 細胞
＞U937 細胞＞HL-60 細胞＞MOLT-4 細胞＞
BALL-1 細胞の順であった。これら細胞に対
する β 毒素の細胞膜ラフトへの結合を検討す
ると、本毒素の細胞毒性が強い細胞ほど、そ
のラフトへの毒素の結合とオリゴマー形成
が強いことが判明した。 

(2) 本毒素のシグナル伝達系に対する作用を
検討したところ、毒素は内因性ホスホリパー
ゼ C を活性化し、イノシトール 3 リン酸(IP3)

の生成が認められた。さらに、本毒素処理に
より、細胞内 Ca

2+濃度の急速な増加が認めら
れた。そこで、細胞内 Ca

2+濃度の上昇で、カ
ルモデュリンを介して活性化されるカルシ
ニューリン(CN)の活性を測定すると、毒素濃
度に依存して活性化が認められた。一方、β

毒素の細胞毒性は、PLC、カルモデュリン、
CN のそれぞれの阻害剤で有意に抑制された。
次に、CN は活性化後、核内転写因子 NF-AT

を核内に転移させサイトカインの mRNA の
産生亢進を引き起こすことが知られている
が、本毒素処理で、TNF-α の mRNA 増加と細
胞外への TNF-α の遊離が認められた。以上の
結果から、図１に示すように、β 毒素は、免
疫系細胞のラフトでオリゴマーを形成し、レ
セプターの刺激を介して、PLC の活性化を誘
導する。その結果、生成した IP3 により、小
胞体からの Ca

2+遊離と細胞外液からの Ca
2+流

入により細胞内の Ca
2+濃度が上昇する。次い

で、カルモデュリン-CN 系が活性化され、毒
素の細胞毒性が惹起されると考えられる。同
時に、TNF-α の mRNA 増加と遊離が認められ
た。すなわち、本毒素は、細胞に対して細胞
毒性とサイトカイン遊離の２つの作用を有
することが判明した。 

 

図１ β毒素の細胞に対する作用 
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