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研究成果の概要（和文）：200 字 
 黄色ブドウ球菌のγヘモリジン・ロイコシジンは 2成分性膜孔形成毒素である。本研究では

その細胞特異性と作用機構および毒素遺伝子の水辺伝播に関わるファージに関する研究を行っ

た。１）毒素の初発成分の標的細胞認識に関わる因子を解析した。２）膜孔形成に関与する毒

素成分内因子を探索した。３）白血球崩壊および炎症を引き起こす機構を解析した。４）毒素

遺伝子を伝播する新規ファージを発見し、宿主認識機構を解明した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

     Staphylococcal γ-hemolysin and leukocidins are two-component hetero oligomeric 

pore-forming cytolytic toxins. In this study, the mode of action including cell 

specificity and horizontal gene transfer system of these toxins were investigated. 

1) Receptors for the initial components on the target cells were explored.  

2) The intra-molecular factor(s) involved in the opening pore was searched.  

3) The mechanism causing the white cell lysis and inflammation was studied.  

4) Novel basteriophages related to horizontal transfer of Panton Valentine leukosidin 

was characterized, and the phage protein which recognize host cell was identified. 
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１．研究開始当初の背景 

 黄色ブドウ球菌はヒトの常在菌である一

方、日和見感染や食中毒の起因菌ともなる。

菌の抗生物質に対する耐性化は深刻であり、

臨床現場では多剤耐性菌、特にメチシリン耐

性を獲得した株（MRSA）が院内感染の起因

菌として問題となっている。現在では耐性菌

は畜産の現場にまで広がっている。これら耐

性菌による感染症の抗生物質に頼らない治

療を行うためには、黄色ブドウ球菌が感染に
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伴い産生する毒素の作用及び宿主細胞の応

答を知ることが重要である。そのような観点

から、われわれはほとんど全ての黄色ブドウ

球菌が保有して感染の成立に重要な役割を

担っているγ-ヘモリジン(Hlg)/ロイコシジン

(Luk)ファミリーに注目した。そして研究代表

者は研究分担者と共に、日本で唯一の研究グ

ループとして２つのタンパク質が共同して

膜孔を形成するユニークな２成分性細胞崩

壊毒素である Hlg/Luk 遺伝子のクローン化

に世界に先駆けて成功して以来、2成分性毒

素タンパク質の構造と作用機構の相関、膜孔

中間体並びに膜孔のクラスター化によるヒ

ト赤血球膜上での「超チャネル」の発見、ロ

イコシジンのリン酸化と白血球崩壊活性と

の相関、並びに「一分子技術」による膜孔形

成機序などの極めて独創性の高い研究に関

わり、成果を発信して世界の研究を牽引して

きた。これらの成果は 2004年の第 11回国際

ブドウ球菌シンポジウム（ISSSI）で、「一分

子技術」による膜孔形成機序の研究成果が膜

孔毒素に関して一般性を植え付けた発見で

あると高く評価された。一方近年、一部の黄

色ブドウ球菌が保有し、ヒト白血球に特異的

に作用する Hlg/Luk ファミリーに属する毒素

である Panton-Valentine型ロイコシジン(PVL) 

が、強毒型の市中獲得性 MRSA(CA-MRSA)

の主要病原因子として欧米で注目されてい

る。本研究代表者はウシ乳房炎由来株から

PVL 型の新規毒素 LukM-LukF-PV (P83) 

(LukMFPV)を見いだし、さらに PVL および

LukMFPV 遺伝子がプロファージ上にコード

されていることを発見して、これら PVL 型２

成分性毒素の水平伝播を証明した。これら

PVL の毒素発現能を獲得する機構としての

PVL変換ファージ群は2004年に開かれた11th 

国際ブドウ球菌シンポジウム(ISSSI)の基調

講演および全ての関連演題で取り上げられ、

Nature review of Microbiologyをはじめ多くの

総説や論文に引用されている。また我が国に

おいても皮膚軟部組織感染症における PVL

の重要性を見いだし、細菌学分野の多くの論

文に引用されている。 

 研究代表者らはこれまで膜孔の形成に(1)

両毒素がLukFを共通成分として、Hlg2あるい

はLukS と共に標的細胞膜上に順序よく結合

し、両成分を含むヘテロ７量体の中間体を経

て膜孔を形成、さらに70〜100個の膜孔が集

合して『超チャネル』を形成し溶血を促進す

ること、（2）分子イメージング技術を用い

て①LukFの初発の膜への結合⇨②Hlg2の

LukFへの結合⇨③[LukF-Hlg2]複合体形成⇨④

[LukF-Hlg2]複合体３分子集合による６量体/

７量体前駆体形成⇨⑤ステム伸張による「膜

孔」形成⇨⑥膜孔の集合⇨⑦超チャネル形成の

7つの行程からなることを明らかにしてきた。

しかし、上記 の7行程のうち①②における各

成分の結合及びその順序を規定する機構、③

の２成分が膜上で出会い集合する機構、⑤以

降のクラスター形成に関わる機構の詳細は

不明である。これらにはいずれも「標的細胞

側の因子」が関与していると考えられる。さ

らに④で前駆体からプレステムがリリース

され標的細胞へ挿入してβバレル膜孔を形

成する過程でLukFとHlg2の２成分が協調し

てプレステムを伸張する機構が存在すると

予想されるが、その詳細は不明である。一方

ロイコシジン、特にPVLは白血球に対する特

異性が高く、感染組織の細胞には直接作用し

ない。従ってロイコシジンにより引き起こさ

れる組織の炎症は菌の感染及び毒素産生に

より白血球系細胞が崩壊し、それが引き金と

なる宿主の２次的な応答だと考えられる。す

でにロイコシジンは膜孔を形成して白血球

の膨潤を引き起こすが、さらにネクローシス

様の完全崩壊に至るためには初発成分であ

るLukSにのみ存在するプロテインキナーゼ

認識部位 [KRST246]のTが白血球膜上でリン

酸化されることが必須であることを明らか

にした。さらにロイコシジンの膜孔が白血球

膜の脂質ラフト上で形成することを明らか

にした。しかしLukSのリン酸化を伴う白血球

崩壊に関与するLukSレセプターを含めた細

胞側の応答因子は不明である。 

 

２．研究の目的 

 背景に記載した様々な問題点を明らかにし

て、黄色ブドウ球菌二成分性毒素の細胞特異

的な崩壊機構の全貌を明らかにすることが

本課題の目的である、その結果得られた成果

は、標的細胞特異的な毒素を分子設計するた

めの基盤となる。 

 具体的には、膜孔の形成機構では標的とな

る血球細胞上における初発成分のレセプタ

ー、第２の成分の結合およびヘテロ２量体の

形成に至る膜孔形成初期の段階に関与する

因子など「細胞側因子」を同定し、それらと

関わる「毒素側の必須なドメイン及びアミノ



 

 

酸」との関係を解析して(1111)２成分性毒素の

膜孔形成の初期段階における毒素による細

胞認識のメカニズムを解明する。さらに(2)

膜孔βバレル形成に必須な因子を明らかに

して、膜孔形成機構の全貌を明らかにする。

また、 (1)とともに(3)白血球における膜孔

形成からネクローシス様崩壊を起こすメカ

ニズムを解明することにより、感染の場にお

ける二成分性毒素の役割、および PVL が関与

する感染における炎症発現の機構の解明に

繋げる。 

 以上の成果を通じ、特に CA-MRSA 感染症の

抗生物質に頼らない治療、さらには PVL の水

平伝播に関わるファージの解析と合わせ、新

たな病原菌の出現の予測および抑制技術な

どの応用につなげる。また、細胞特異性を決

定する機構を応用した標的特異的毒素の分

子設計の基盤を作ることを目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)２成分性毒素の膜孔形成の初期段階に

おける毒素による細胞認識のメカニズムの

解明 

①標的細胞表層の初発成分のレセプターの

探索：初発成分にGSTタグをつけた成分を用

い、プルダウン法によりこれらと相互作用

する標的血球細胞膜上の因子(複合体)を回

収する。分析は二次元電気泳動で行う。 

②赤血球における毒素膜孔形成に応答する

因子の解析：ヒト赤血球に2成分性γヘモリ

ジンおよび1成分性αヘモリジンを作用さ

せ、溶血後の赤血球膜を回収し電気泳動で

分析する。 

 

（２）膜孔βバレル形成に必須な構造の解

析 

①ヘテロな成分同士のプレステムがβバレ

ルを形成するタイミングを決定する分子間

情報伝達に必須な毒素成分タンパク質上の

最小構造を探る。LukF から Hlg2 へステム伸

張のシグナルが伝達されるために必須なア

ミノ酸残基を特定するため、これらを含め

た候補アミノ酸残基を置換した変異体を作

成し、ヘテロ 7 量体中間体形成並びにステ

ム伸張への影響を解析する。 

②1成分性のαヘモリジンの水溶性モノマ

ーの結晶構造を明らかにし、αヘモリジン 7

量体膜孔およびγヘモリジン LukF立体構造

と比較することによりステム伸張に関わる

構造上の因子を探索する。 

 

(3)白血球系細胞の崩壊機構と組織の壊死

の関係 

①ヒト白血球崩壊に関与する LukS に固有の

リン酸化部位[KRST

246

]および PVL の LukS-PV

の[RRTT

246

]の T のアラニン置換ミュータント、

F 型成分、S 型成分のキメラ毒素を作成し、

intact な毒素とともにレセプターとの相互作

用並びにネクロシス応答に関与するサイトカイン

や成長因子などの放出を定量的に解析する。 

②マウス樹状細胞を用いた自然免疫評価系が

ロイコシジン各成分単独に対して応答することを

見いだした。この系を用いて、これまで作成した

様々な変異毒素異性分の活性を評価し、自然

免疫応答との関係を検証する。 

 

４．研究成果 

(1)２成分性毒素の膜孔形成の初期段階にお

ける毒素による細胞認識機構の解明 

①標的細胞上の初発成分のレセプターの同

定するツールとして、γヘモリジンの初発性

分であるLukFおよびロイコシジンの初発性

分であるLukSにGSTタグをつけた各毒素成分

を作成し標的細胞膜からGHT 融合毒素成分

と相互作用する因子を探索した。その結果、

現在のところ残念ながらいずれの成分も特

異的に結合するタンパク質性レセプターは

得られていない。そこで、視点を変え、まだ

解析が進んでいなかったLukS成分における

標的膜との相互作用に関わるアミノ酸残基

を探索した。LukS成分が標的膜に接するrim

ドメインのアミノ酸について、LukF成分の立

体構造及び必須アミノ酸との比較から関与

が考えられるものを予測し、アラニンに置換

した変異体を得た。これまでに得た変異体で

はヒト白血球に対する結合が低下するもの

は得られなかった。一方、ウシ型ロイコシジ

ンのS型成分LukMがヒト白血球に結合できな

いことを見いだした（渋谷ら農芸化学会大会

発表）。そこでLukSとウシ型ロイコシジンの

S型成分LukM、並びにLukS とヒト特異的な

LukS-PVの様々なキメラ毒素成分を作成した。

そのうち、LukSを主体としたキメラに関して

は十分量の毒素タンパクを得ることが出来

た。さらに小動物に感染し、ヒトにはほとん

ど感染例がないS. intermedius およびその

関連種の新規2成分性毒素遺伝子の塩基配列

を決定し、その推定アミノ酸配列を既知のも



 

 

のと比較した。その結果特にS型成分におい

て、アミノ酸は配列が明確に異なる領域が3

カ所存在することを明らかにした。これらの

異なるアミノ酸が標的細胞特有のレセプタ

ー認識に関与していると考えられる。現在こ

れらの領域のアミノ酸についてさらにアラ

ニンスキャンを進行中である。 

②一方、γ-ヘモリジンの膜孔形成に伴う赤

血球側の応答として、赤血球膜のタンパク質

組成が変化することを見いだした。同様な現

象は黄色ブドウ球菌の1成分性膜孔形成毒素

αヘモリジンでも弱いながら観察されたこ

とから、赤血球の膜孔形成毒素に対する応答

であると考えられる。（毛利ら、農芸化学会

大会発表）。現在二種類のタンパク質に絞り、

解析を進めている。 

 

(2)膜孔βバレル形成に必須な因子の探索：

①LukFの立体構造から想定される各種のミ

ュータントを作成し、Hlg2 と共に膜孔を形

成する能力の解析中を試みた。しかしこれま

で最も有力であったホスファチジルコリン

結合に関与するミュータントを含め、完全に

ステムが伸びなくなるLukF変異体は未だ得

られていない。 

②そこで2成分性のγヘモリジンに比べ、よ

り解析しやすい一成分性αヘモリジンにつ

いて、未だ未解明の水溶性モノマーの立体構

造を解析することでステム伸張に関する貞

応を得ようと試みた。その結果、思いがけな

いことに結晶化沈殿剤2-methyl-2,4- 

pentanediolの存在下で、αヘモリジンがリ

ン脂質の膜が無くとも自律的に７量体を形

成し、ステムを伸張して膜孔を形成出来るこ

とを見いだした（Tanaka ら. 2011）。この

成果はブドウ球菌膜孔形成毒素が標的細胞

膜無しで機能性膜孔と同様の構造を自律的

に形成できることを世界で初めて明らかに

したものである。 

 現在、本法を応用し、未だ膜孔の構造解析

に成功していない2成分性毒素の膜孔の結晶

化に挑戦すべく、共同研究者とともに作業を

進めている。2成分性毒素膜孔の立体構造が

明らかになれば、標的細胞と接する領域や

stem伸張後の構造をモノマーと比較するこ

とができ、そこから得られた情報は(1)およ

び(2)の研究に対するブレークスルーとなる

と期待される。 

 

 

(3)白血球における膜孔形成からネクロシス

様崩壊を起こすメカニズム： マウスは感染

症モデルとして多用されるが、ロイコシジン

はマウス白血球を崩壊しない。そこでロイコ

シジンの白血球崩壊以外の免疫系かく乱作

用について探索した結果、LukF が自然免疫を

担う樹状細胞の活性化作用を有することを

見いだした（Inden ら、2009）。これは、ネク

ロシス様の応答は、膜孔形成に加え、白血球

がそれぞれの成分を認識することによる応

答が関与している可能性を示している。並行

して PVL の LukS-PV の[RRTT

246

] T のリン酸化

部位をアラニンに置換した変異体およびロ

イコシジンの LukS と PVL の LukS-PV のキメ

ラタンパク質を作成した。Intact なロイコシ

ジン,γヘモリジンおよび PVL の各成分に加

え、これら変異毒素を用いて、ロイコシジン

の LukS と PVL の LukS-PV のキメラタンパク

質白血球崩壊、およびマウス DC およびマク

ロファージの炎症応答モデルでの活性を検

討した。その結果、いずれの毒素成分でも明

確な自然免疫応答は見られなかったが、PVL

では一成分のみでも白血球に膜障害を惹起

できることを見いだした。（若林ら、日本農

芸化学会 2011 年大会発表） 

 現在、本研究を通じて得られた様々な毒素

成分変異体を駆使し、ヒト培養細胞に対する

作用を解析する計画を進めている。これによ

り PVL と炎症惹起との関係をさらに追究する

ことで、CA-MRSA 感染症対策に重要な情報を

得ることが出来ると期待される。 

 

（４）CA-MRSA における PVL の水平伝播に関

与する PVL 保有ファージの解析:以上の実験

と並行して代表研究者らが見いだした２種

類の PVL 保有ファージφＰＶＬとφＳＬＴ

の類縁ファージについて、日本で 1970-80 年

代に分離された高病原性 CA-MRSA における分

布を解析し、新規 PVL 保有ファージを発見し

た（Ma ら、2008）。さらに PVL 保有ファージ

φSLT における黄色ブドウ球菌認識タンパク

質を同定し、菌体表面のリポテイコさんを認

識して感染する機構を解明した（Kaneko ら、

2009）。本成果は宿主認識に関わる機構を黄

色ブドウ球菌のファージとして初めて明ら

かにしたものであり、CA-MRSA における PVL

毒素遺伝子の水平伝播による拡散の疫学を

考える上で重要な成果である。 
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