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研究成果の概要（和文）：膜孔形成毒素は標的細胞の細胞膜で会合して膜孔を形成するタンパク質会合体であ
る。本研究では、黄色ブドウ球菌の膜孔形成毒素をモデルに、タンパク質工学と立体構造解析の技術を用いて、
意図した構造・機能を有する膜孔をデザインすることを目指した。2成分性の膜孔形成毒素と1成分性膜孔形成毒
素のキメラ型変異体を用いた実験から、1成分型の7量体の膜孔として機能する2つの活性型キメラ変異体の創出
に成功したほか、7量体・8量体の両方の膜孔を形成できるキメラ変異体を取得することに成功し、膜外ドメイン
が1成分性の膜孔でも2成分性の膜孔形成毒素として振る舞うことができることを立証した。

研究成果の概要（英文）：Pore-forming toxins (PFTs) are  proteins that associate at the plasma 
membrane of target cells to form pores. In this study, using Staphylococcus aureus PFTs as a model, 
we aimed to design membrane pores with the intended structure and function using protein engineering
 and structure analysis. We have successfully prepared two chimeric mutants that act as a 
single-component heptameric pore. In addition, we have successfully obtained chimeric mutants that 
can form both heptameric and octameric pores. These results revealed that even PFTs with a 
single-component outer membrane domain can behave as two-component PFTs. 

研究分野： タンパク質工学

キーワード： 膜孔　タンパク質工学　クライオ電顕

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜孔形成毒素は、可溶性のタンパク質として分泌されるが、ターゲット細胞上で会合した後、非常に大きな構造
変化を起こして膜孔を形成する。そのため、その構造を自在に制御することがむずかしい。本研究では、さまざ
まな膜孔形成毒素のキメラ変異体を作成して、意図した構造・機能の膜孔を形成することに成功した。膜孔内部
を分子が透過する際に膜電位が変化する性質を利用して膜孔はさまざまな分子センサーとして応用されている。
本研究により得られた知見は、膜孔を用いたバイオセンサーを開発する際に有意義な情報になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
黄色ブドウ球菌が分泌する膜孔形成毒素は、赤血球膜上で会合した後に大きく構造変化して

ベータバレル型の直径約 2nm の膜孔を細胞膜に形成する。膜孔は、最先端の加工技術でも作る
ことのできない、原子レベルで正確なナノメートルオーダーの孔（ナノポア）を形成でき、さら
に、ナノポア中を分子が通過する際の膜電位を測定すれば、電位特性からその分子を同定するこ
とができるため、本研究開始当初から、膜孔を利用した分子センサー開発が行われていた。加え
て、ベータバレルは鎖間で多数の水素結合を形成する頑丈なシート状の立体構造であり、種々の
薬剤に対して強い耐性を持つため、黄色ブドウ球菌の膜孔形成毒素は、分子デバイスなどの工学
材料として利用する際に有用である。一方で、有用なデバイスを開発するには、目的に応じた径
のサイズや膜孔内の電荷の異なるナノポアを自在に設計するための技術開発が求められていた
が、膜孔形成毒素の構造デザインの難易度は高く、その実現には至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、構造情報を中心とした実験系の研究グループと計算科学を得意とする研

究者が国際的な共同研究を組織し、動的挙動を伴うベータバレル型膜孔タンパク質をデザイン
し、任意のサイズのナノポアを創り出す技術を開発することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）分子のデザイン 
本研究では、LukF と Hlg2 という 2種類のポリペプチドが 4分子ずつ会合して 8量体のポアを

形成する 2 成分性毒素と、ホモ 7量体のポアを形成する 1成分性毒素（HLA）に着目して実験を
行った。はじめに、これらの 3種類の膜孔形成毒素の立体構造に基づき、膜外ドメインと膜貫通
領域のキメラ型タンパク質を設計した。Rosetta などのプログラムを用いて、安定な会合構造を
形成するキメラタンパク質（AF 変異体：膜外領域が HLA で膜貫通領域が LukF のキメラ変異体、
AG 変異体：膜外領域が HLA で膜貫通領域が Hlg2 のキメラ変異体）を設計した。さらに、トライ
アングル領域とよばれる、膜外領域と膜貫通領域を連結する領域のアミノ酸配列が異なる 3 種
類の変異体を AF、AG のそれぞれで設計した（AF1〜3、AG1〜3 の合計 6 種類）。さらに、トライ
アングル領域の重要性についての知見を得るために、この領域の重要な残基の変異体を AF2 に
対して作製した（AF2-F110K、AF2―K151V）。 
（2）各変異体タンパク質の調製 
設計したこれらのタンパク質の遺伝子を作成し、pET 系発現ベクターの T7 プロモーター下流

のマルチクローニングサイトに挿入して大腸菌用の発現ベクターを作製した。得られた発現ベ
クターを大腸菌 BL21（DE3）株に導入して 310K の LB 液体培地で培養し、IPTG 誘導により発現を
誘導した。298K にて一晩培養後に集菌し、バッファーにて懸濁後、超音波破砕し、菌体内可溶
性画分を Ni アフィニティクロマトグラフィーに供して目的タンパク質を精製した。カラムから
の溶出はイミダゾールのグラジエンとで行った。精製試料の純度を SDS―PAGE にて確認し、十分
な純度のフラクションを用いて以後の実験を行った。 
（3）溶血活性の活性評価 
溶血活性はヒト赤血球とウサギ赤血球の両方を用いて行った。PBS にて 50％に調整したヒト

およびウサギ赤血球に、5、10、40、80pmol の精製タンパク質を添加した後、310K にて 1時間イ
ンキュベートし、8,000G にて 5 分間遠心分離した後の上清の 540nm の吸光度を測定して溶血活
性を評価した。 
（4）構造解析 
形成された膜孔の立体構造は、ネガティブ染色法により観察した。2％酢酸ウランにて染色し

た試料を透過型電子顕微鏡を用いて観察し、プログラム Rlion を用いて単粒子解析を行った。明
らかになった構造から、作製した変異体の会合状態についての知見を得た。 
 
４．研究成果 
（1）タンパク質の調製 
それぞれの変異体を菌体内可溶性画分から精製したところ、いずれの変異体も可溶性分子と

して精製することができた。いずれの変異体も、SDS-PAGE において単量体の他に、多量体のバ
ンドが確認された。これらの結果より、いずれの変異体も自己会合して膜孔を自発的に形成する
ことができることがわかった。 
 
（2）溶血活性の評価 
  6 種の変異体について、ウサギとヒトの赤血球に対する溶血活性を評価した。溶血活性はウサ
ギ赤血球上では AF2 と AF3 でのみ観察された。特に AF3 はウサギ赤血球に対して強い活性を示
し、40pmol の添加で 100％の溶解活性を示したが、AF2 は同量の毒素（40pmol）でウサギ赤血球



の約 13％しか溶解しなかった。ウサギ赤血球に対する溶血活性の濃度依存性を評価したところ、
AF3 の溶血活性は野生型 HLA の溶血活性と同程度であったが、AF2 の溶血活性は AF3 に比べると
弱かった。他の 4つの変異体（AF1、AG1、AG2、AG3）は、添加量を増やしても溶血活性を示さな
かった。さらに、ヒト赤血球に対しては、6つの変異体のいずれでも溶血活性が確認できなかっ
た。AF2 および AF3 がウサギ赤血球のみを溶血させることから、HLA と同様の性質（すなわち、
ヒト赤血球に対しては活性がないが、ウサギ赤血球に対しては溶血活性を示す）を有することが
わかった。以上の結果より、膜外領域の性質が溶血活性に強く影響することが示唆された。 
 
（3）トライアングル領域の重要性の評価 
AF3 と AF2 の溶血活性を比較すると、AF2 は AF3 よりも著しく活性が低い。AF2 と AF3 の違い

はトライアングル領域の 2つの残基（110 位が Phe110（AF2）か Lys（AF3）、151 位が Lys（AF2）
か Vla（AF3））の違いだけである。トライアングル領域は、単量体の際は折り畳まれた構造をし
ている一方で、膜孔では伸びた構造となる。そのため、非常に大きな構造変化を起こす領域であ
る。AF2 と AF3 の溶血活性が大きく異なることは、膜孔形成毒素をデザインする際にこの領域の
ファインチューニングが重要であることを示唆している。そこで本研究では、トライアングル領
域の末端の残基を置換した AF2 の 2 種類の点変異体（AF2-F110K と AF2-K151V）を作製し、溶血
活性と MPD による自発的なオリゴマー形成を評価し、孔形成機構におけるこれら 2 残基の役割
を調べた。 
ウサギ赤血球を用いた溶血活性評価の結果、AF2-F110K 変異体は 88%を溶解し、AF2-K151V 変

異体では 27%を溶解した（40pmol で比較した場合）。これらの結果は、元の AF2 よりも高い活性
である。また、これらの 2つの変異体は、ヒト赤血球に対する溶解活性を示さなかった。自己会
合特性に関しては、25％MPD 存在下で両変異体は安定な SDS 耐性オリゴマーに自己会合すること
ができ、このオリゴマーは熱処理によって解離した。これらの結果から、トライアングル領域の
末端に位置する両残基が溶血活性に重要であることが明らかになった。 
 
（4）ネガティブ染色単粒子解析による会合構造の評価  
AF1-3 と AG1-3 の生化学的解析の結果、AF2 と AF3 は溶血活性を持ち、AG は溶血活性を持たな

いにもかかわらず、SDS 耐性オリゴマーに会合することがわかった。AF と AG の溶血活性の違い
の原因となる構造の違いを明らかにするためには、自己会合した多量体の立体構造を確認する
ことが重要であると考え、本研究では透過型電子顕微鏡(TEM)を用いて、AF と AG のオリゴマー
の立体構造の違いを調べた。ネガティブ染色された自己会合した AF3 と AG2 を観察・比較した。
電顕像には、様々な方位の球状の粒子が確認され、自己会合した AF3 と AG2 であることが示唆さ
れた。観察された粒子の構造的特徴を明らかにするために、得られた粒子像を用いて単一粒子解
析を行った。2D 分類解析により、粒子は特定のクラスに収束した。上部から見ると、AF3 および
AG2 変異体のそれぞれについて、直径約 110Åの 7量体の像が得られた。つづいて、3次元構造を
構築したところ、AF3 と AG2 の両方で、マッシュルーム状の 7量体の構造が得られた。膜外領域
と膜孔の明瞭な構造が確認できた。7 量体の HLA および 8 量体のγHL と構造比較したところ、
明らかに 7量体の HLA の構造と一致した。 
 
（5）シナジー効果についての知見 
AF1-3、AG1-3 の変異体は、2成分性毒素のどちらかのステムドメインと、1成分性毒素 HLA の

膜外ドメインから構成される。構築した 6つの変異体のうち、AF2 と AF3 だけが溶血活性を示し
たが、AF と AG が共存した場合、これらが相乗的に会合して 2成分性の膜孔を形成する可能性が
あると考えた。また、すべての AG 変異体の溶血活性も、AF と協働的に機能することで回復する
可能性があると考えた。これらの仮説を評価するために、単独では弱い溶血活性を示す AF2 の溶
血活性を、3種類の AG の存在下および非存在下で評価した。80pmol の AF2 を 80pmol の各 AG と
混合し、ウサギ赤血球に添加し、1時間インキュベーション後、活性を評価した。その結果、23%
の溶血活性しか示さなかった AF2 が、AG1、AG2、AG3 のいずれかを混合すると、その溶血活性は
著しく向上し、添加したウサギ赤血球の 85％、64％、66％を溶血した。以上の結果から、AG1-3
は AF2 の細孔形成活性を改善したと結論した。 
AG との相乗効果のメカニズムを解明するために、AF2 の C 末端に 27 kDa の緑色蛍光タンパク

質（GFP）を融合した変異体（AF2-GFP）を調製した。GFP の存在により、AF2-GFP は AG と区別で
きる。AF2-GFP と AG2 の両方を大腸菌で共発現させ（AF2-GFP/AG2）、自発的に形成されたオリゴ
マーを可溶性画分から精製した。熱処理を行わない場合、AF2-GFP/AG2 の自己会合体は、SDS-PAGE
で観察すると 200kDa 以上の様々なバンドを示した。これらのバンドは熱処理をすると解離し、
それぞれ単量体のバンド（AF2-GFP：61kDa、AG2：34 kDa）になった。熱処理しない場合にみら
れる会合体のバンドの多くは、AF2 に融合した GFP に由来する蛍光を示した。AF2-GFP/AG2 で観
察された多量体のバンドを、AF2-GFP および AG2 の多量体のバンドと比較すると、熱処理なしで
最も高いバンドおよび最も低いバンドは、ホモ多量体の AF2-GFP および、ホモ多量体の AG2 であ
ることが示された。これらの結果を考え合わせ、ホモ多量体の AF2-GFP と AG2 の間に観察された



複数の蛍光を示すバンドは、ホモ多量体の AF2-GFP；427kDa とホモ多量体の AG2；238kDa の間の
分子量を持つヘテロ 2 成分多量体であると考えられる（これらの分子量は 7 量体集合を仮定し
て計算した）。 
次に、AF2-GFP/AG2 のヘテロ会合体の会合状態を理解するために、AF2-GFP/AG2 多量体のネガ

ティブ染色 TEM 単粒子解析を行った。コントロールとして、自己組織化した AF2-GFP 多量体も解
析した。AF2-GFP と AF2-GFP/AG2 のネガティブ染色電顕像から、中央に孔を持つ円形の粒子が観
察されたことから、観察された粒子は多量体化した AF2-GFP と AF2-GFP/AG2 複合体であること
が示唆された。粒子はいくつかの 2D クラスに収束したが、AF2-GFP の上面図では、各プロトマ
ーから突出した部分を持つ 7量体が確認された。観察された突出は、C末端に融合した GFP の密
度と考えられる。AF2-GFP/AG2 の 2 次元分類解析では、3 種類のオリゴマーが示された。GFP の
有無に基づき、各オリゴマーは以下のように分類された：（1）GFP のない 7量体オリゴマー、（2）
GFP が隣接するプロトマーの一部から突出した 7量体オリゴマー、（3）8量体オリゴマー。一方、
8 量体オリゴマーでは、GFP の突起間の距離が広く、柔軟性が高いため、GFP の密度は不明瞭で
あった。これらの結果から、AF2-GFP/AG2 は 7 量体および 8量体の 2成分膜孔を形成できること
が確認された。これらの結果から、AG の共存による AF2 の溶菌活性が相乗的に向上するのは、
AF2-GFP と AG2 が 8 量体の細孔内で交互に会合することに起因するということが示唆された。 
 
（6）結論 
HLA の膜外ドメインと 2成分性膜孔形成毒素の膜貫通ドメインを融合させることで、1成分型

の 7 量体の膜孔として機能する 2つの活性型キメラ変異体（AF2 と AF3）の創出に成功した。さ
らに、AF2 が AG と協同すると、7量体・8量体の両方の膜孔が効率よく形成されること、すなわ
ち、膜外ドメインが 1 成分性の膜孔でも、AF2 と AG は 2 成分の膜孔形成毒素として振る舞うこ
とを証明した。本研究で得られた知見は、会合状態、膜孔形成、β-バレル形成の動的な過程を
理解しデザインするために有用なものである。本研究の知見が、膜孔を利用した医薬品やナノセ
ンサーの開発をはじめとした様々なタンパク質工学研究を加速することを期待する。 
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