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研究成果の概要（和文）：ウエルシュ菌のβ毒素は、血液系の細胞である THP-1 細胞の細胞膜脂

質ラフトの結合してオリゴマーを形成後、内因性ホスフォリパーゼ Cを活性化して、生じた IP3
が、細胞内 Ca2+濃度を上昇させ、カルモジュリン-カルシニューリンシグナル伝達系が活性化し、

細胞傷害作用を示すことを明にした。さらに、本毒素により、PI の取り込みや細胞の Swelling

が認められることから、細胞に対してネクローシスを誘導することが判明した。	 

 
研究成果の概要（英文）：Incubation	 of	 THP-1	 cells	 with	 C.	 perfringens	 beta-toxin	 showed	 
the	 formation	 of	 oligomer	 on	 lipid	 rafts.	 Beta-toxin	 induced	 the	 activation	 of	 endogenous	 
phospholipase	 C	 and	 production	 of	 IP3.IP3-induced	 Ca

2+	 uptake	 caused	 the	 activation	 of	 
calmodulin-calcineurin	 signaling	 pathway.	 As	 beta-toxin	 caused	 PI	 entry	 and	 cell	 swelling,	 
beta-toxin	 produced	 cytotoxic	 activity	 through	 necrosis.	 
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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毒素の遺伝子配列を解明し、本毒

素はブドウ球菌が産生するオリゴマー形成

毒素とアミノ酸配列の相同性を示すことか

ら、β毒素もオリゴマーを形成することを初

めて提唱した。β毒素の感受性細胞の検索を

行ったところ、本毒素はヒト急性前骨髄性白

血病細胞である HL-60 細胞が本毒素に感受性

であることを初めて明らかにした。β毒素は

この細胞に対してK+イオンの流出や細胞破壊

作用を示し、さらに、本毒素は HL-60 細胞の

細胞膜ラフトドメインに結合してオリゴマ

ーを形成し、オリゴマーで形成されたポアー

の作用により、細胞膜が破壊されることを明

らかにした。そこで、本毒素のシグナル伝達

系に対する作用を調べると、内因性のホスフ

ォリパーゼ Cを活性化し、生成したイノシト
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ール 3 リン酸が小胞体から Ca2+イオンの細胞

内への遊離することを明らかにした。本研究

の目的は、β毒素の作用をより正確に理解す

るため本毒素が感受性細胞の免疫系細胞に

対してどのような作用を示すのかを明らか

にする。	 

 
２．研究の目的 
（1）β毒素の細胞レベルでの作用：β毒素の

血液系細胞やリンパ球系培養細胞に対する毒

性から、細胞レベルでの作用を明らかにする。	 

（2）β毒素の in	 vivo における作用：β毒
素投与後の血中リンパ系細胞の傷害を明ら
かにし、また、本毒素によるサイトカイン遊
離量を検討し、本毒素の致死活性に対する免
疫系の役割を解明する。	 

（3）β毒素の分子レベルでの作用：β毒素

は、細胞膜ラフトドメインに結合し、カルシ

ニューリンシグナル伝達系を活性化するの

で、細胞表面の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 機 能 タ ン パ ク の ノ ッ ク ダ ウ ン や

Dominant-negative 体などを用い、シグナル

伝達系に影響する機能タンパク質を分子レ

ベルで詳細に解明する。	 

（4）β毒素の立体構造の解析：β毒素のオ

リゴマー形成機構を分子レベルで明らかに

するため、毒素を大量に精製して結晶化を行

う。良い結晶が得られれば、構造解析を行い

毒素分子の構造を明らかにする。	 

 
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：セルライン化された単球系、T細胞系、B

細胞系の培養細胞、そして、好中球などを用

いて、β毒素が細胞毒性、そして、ラフトへ

の結合にどの程度の差を示すのか検討した。

β毒素の細胞膜ラフトへの結合は、超遠心機

を用いた分子間相互作用解析装置でラフト

を分離後、検出はイメージ解析システムを用

いて行った。これらの結果から、β毒素の細

胞膜ラフトへの特異的な結合が細胞毒性と

密接に関連しているかどうかを詳細に検討

する。	 

（2）β毒素の細胞膜ラフトへの結合の可視

化：細胞膜ラフトへの結合と細胞内輸送を検

討するため、抗β毒素抗体を使用した蛍光抗

体法で毒素を染色し共焦点レーザー顕微鏡

での毒素とラフトの共局在を明らかにする。

また、本毒素の細胞内侵入を確かめるため、

初期エンドソームのマーカーである Rab5 や

カベオリンの GFP 体をトランスフェクトした

細胞を使用して検討する。	 

（3）β毒素の受容体-シグナル伝達系への作

用：β毒素は、内因性ホスフォリパーゼ

C(PLC)を活性化して細胞内 Ca2+濃度を上昇さ

せる。そこで、カルモジュリン(CaM)-カルシ

ニューリン(CN)シグナル伝達系の活性化を

検討する。さらに、毒素による細胞内 Ca2+濃

度の変化をリアルタイムに測定後、CaM や CN

のノックダウンや Dominant-negative 体、さ

らに、毒素処理後の細胞内での CN の局在を

抗 CN 抗体を用いた免疫蛍光染色を行い、毒

素による CN 活性化後の挙動を解明する。	 

	 

４．研究成果	 

（1）β毒素を血液系細胞であるのHL-60細胞

、THP-1細胞、U937細胞、BALL-1細胞、MOLT-4

細胞に作用させると、いずれも細胞の膨化が

観察された。この中で、THP-1細胞とU937細胞

にβ毒素は感受性がもっとも強く、本毒素の

細胞毒性はラフトを破壊するMbCD処理で阻害

された。そこで、β毒素のラフトへの結合を

調べると、感受性が強いTHP-1細胞とU937細胞

のラフトに、本毒素はオリゴマーを形成して

強く結合することが判明した。そこで、THP-1

細胞に対する本毒素の結合を蛍光抗体法で測

定すると、本毒素は、細胞膜表面に結合し、

細胞内には侵入しないことが判明した。これ

に対し、β毒素による細胞毒性は、内因性PLC

活性を阻害するU73122処理で抑制された。す

なわち、本毒素は、THP-1細胞膜のラフトでオ

リゴマーを形成後、細胞膜のPLCを活性化して

細胞毒性を示すと考えられる。	 

	 (2)β毒素は、THP-1 細胞の細胞骨格蛋白質

にどのような変化を示すかを明らかにする

ため、蛍光染色法で解析すると、毒素により

アクチンとチューブリンが少し減少したが

大きな変化は認められなかった。次に、β毒

素をマウスに投与して、末梢血由来の免疫系

細胞の変化を測定すると、CD4 陽性の Th 細胞

や、CD19 陽性の B 細胞が低下し、細胞毒性を

示した。そこで、本毒素による、血中サイト

カイン量の変化を測定すると、約１時間後か

ら、血中 TNFa、IL-4、IL-10 量の増加が認め

られた。以上の結果から、β毒素は、免疫系

細胞の細胞骨格タンパクの大きな変化は誘

導しないことが明らかとなった。さらに、in	 

vivo において本毒素は、特定の免疫系細胞に

作用して、サイトカイン遊離を誘導すること

が明らかとなった。	 

(3)β毒素のTHP-1細胞に対する細胞死を検討

すると、本毒素により、細胞の核の断片化は

認められず、PIの取り込みや細胞のSwelling

が認められることから、細胞に対してネクロ

ーシスを誘導することが判明した。β毒素の

構造解析については、β毒素遺伝子を使用し



 

 

て、大腸菌で組換え体の大量発現と精製法を

確立して、β毒素の大量精製を行った。毒素

タンパク質を種々のスクリーニングbufferを

用いて結晶化を行っている過程である。これ

により、X線解析が可能な毒素の結晶を作製す

る。	 
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