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研究成果の概要（和文）：ウエルシュ菌のイオタ毒素は、致死、壊死活性を有し本菌による腸性中毒症の原因と考えら
れている。本毒素は、アクチンをADP-リボシル化するIaと細胞への結合に関与するIbからなる。本研究では、イオタ毒
素の細胞レベルでの作用を解析した。イオタ毒素を細胞に作用させると、Ibが細胞膜でオリゴマーを形成しこれにIaが
結合して侵入、初期エンドソーム、後期エンドソーム、そして、リソソームの順に輸送されることが判明した。Ibは単
独では生物活性を示さないと考えてられていたが、IbはA431細胞の細胞膜でオリゴマーを形成し、ATP低下を誘導して
細胞死を引き起こし、Ib単独で作用することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Clostridium perfringens iota-toxin is a binary toxin composed of an enzyme compone
nt(Ia) and a binding component(Ib). Each component alone lacks toxic activity, but together they produce c
ytotoxic effects. This study indicated that an internalized Ia and Ib complex was delivered to early endos
omes and that subsequent delivery of Ia to the cytoplasm occured mainly in early endosomes. Then, Ib was t
ransported to late endosomes and lysosomes for degradation. Next, we examined the cytotoxicity of Ib. A431
 and A549 cells were susceptible to Ib. Ib bound and formed oligomers in the membranes of A431 cells. Then
, Ib caused cell swelling and the rapid depletion of cellular ATP in the cells. Ib also induced permeabili
zation by propidium iodide without DNA fragmentation in the cells. Ultrastructural studies revealed that A
431 cells underwent necrosis after treatment with Ib. We demonstrated that Ib by itself 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イオタ毒素は、致
死、壊死活性を有し、本菌による高い致死率
を示す動物の腸性中毒症の原因毒素と考え
られている。我々のグループではこれまでイ
オタ毒素の構造と機能について検討を行っ
てきた。本研究の目的は、本毒素の作用機構
を解明するため、第一に、細胞への侵入経路
であるエンドサイトーシスの過程を解析す
ること、第二にイオタ毒素の特異的なレセプ
ターを探索すること、第三に本毒素による細
胞内情報伝達の変化を明らかにすること、第
四として、イオタ毒素の立体構造を解明し、
その構造と機能を明らかにすることである。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、イオタ毒素の細胞レベル
での作用を明らかにし、さらに、毒素の三次
元構造や分子レベルでの作用機構を解明し、
本感染症の発症メカニズムを明らかにする
ことである。このようなイオタ毒素を総合的
に解析する研究は、国内外でほとんど例がな
く、二成分毒素の作用機構解明に大きく寄与
し、さらに、本感染症克服の糸口を得る。 

 
 
３．研究の方法 
イオタ毒素の作用メカニズムを明らかに
するため、以下に示す方法で解析を行う。 
1）イオタ毒素のエンドサイトーシスによる侵
入：Ibは、エンドサイトーシスにより細胞内
に侵入するが、いくつかの経路が想定されて
いる。そこで、初期エンドソーム、後期エン
ドソーム、リサイクリングエンドソームのマ
ーカーであるGFP-Rab5, GFP- 
Rab7, GFP-Rab11をトラスフェクトした細胞
を用いて、Ibの輸送を免疫蛍光染色を行い共
焦点レーザー顕微鏡で解析する。 
2）イオタ毒素の Ib の毒性の測定：Ib 単独
での作用を調べるため、A431 細胞を使用して
検討した。この細胞への Ib の結合を、抗 Ib
抗体を用いたウエスタンブロットで解析し
た。さらに、Ib による DNA の変化、細胞への
PI の取り込み、ミトコンドリアに対する障害
作用を解析した。Ib 処理 A431 細胞の電子顕
微鏡による解析も行った。 
3）Ib の大量発現と精製：ウエルシュ菌から
得ることが困難であった Ib は、大腸菌で
GST-fusion ベクターを用いて比較的大量に
得られることが可能となった。そこで、Ib の
大腸菌の組換え体の培養と精製を繰返し、Ib
を大量に精製する。得られた Ib は、その立
体構造の解明に使用する。 
4）Ibの結晶化：前年までに、大量に得られた
精製Ibを使用して種々の条件で結晶化のスク
リーニングを行い、Ibの安定な結晶化を試み
る。Ibの安定な結晶が得られれば、X線解析装
置にかけ、その構造のリファインメントを行
い、構造を明らかにする。 

 
 
４．研究成果 
本研究ではイオタ毒素について検討を行
い、細胞への侵入経路であるエンドサイトー
シスの過程を解析、Ib 単独での毒性発現、そ
して、Ib の大量精製と結晶化を行った。イオ
タ毒素は、Ib が細胞膜に結合後、これに Ia
が結合して、エンドサイトーシスにより細胞
内に侵入することが知られている。Ib の細胞
内侵入経路をエンドサイトーシスのマーカ
ーとの局在で共焦点レーザー顕微鏡を使用
して観察した。Ib は免疫蛍光染色により検出
すると 15 分までは、Ib は初期エンドソーム
マーカーである GFP-Rab5 との共存が認めら
れた。30 分では、1部は、後期エンドソーム
である GFP-Rab7 とマージし、残りはリサイ
クリングエンドソームのマーカーである
GFP-Rab11 と共存した。30分以降では、Ib は
Lysosome-GFP との局在が認められた。すなわ
ち、初期エンドソームまで輸送された Ib の
一部は、リサイクリングエンドゾームを介し
て細胞表面に輸送され、再び、Ia と結合して
細胞内に侵入すること、その後、Ib は、リソ
ソームまで輸送され、分解されることが明ら
かとなった。Ib は、単独では生物活性を示さ
ないと考えられていたが、我々は、Ib が A431
細胞に対して、swelling と細胞死を誘導する
ことを初めて明らかにした。この時、Ibによ
る DNA の断片化は認められず、PI の細胞への
取込みが確認された。さらに、Ib は、ミトコ
ンドリアからのチトクローム C の遊離や Bax
と Bat の活性化を誘導し、ミトコンドリア障
害を示すことを明らかにした。Ib 処理した
A431 細胞の電子顕微鏡写真像は、典型的なネ
クローシスが認められた。以上より、Ib は、
単独で細胞障害を引き起こし、感染拡大に関
与する可能性が考えられる。 
次に、Ib の大量発現と精製を行った。Ib
は、ウエルシュ菌からは微量しか産生されず、
大量に得ることが困難であった。我々は、Ib
遺伝子を使用して大腸菌で GST-fusion ベク
ターを用いて、精製したところ、比較的大量
に得られることが可能となった。 
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