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研究成果の概要（和文）：　ガス壊疽の原因毒素であるウエルシュ菌α毒素の受容体探索を行った。その結果、(1) 本
毒素のNドメインとCドメインの間に存在するループ領域のTrp-84とTyr-85がガングリオシドGM1aの糖鎖部位と相互作用
していることが示唆された。さらに、α毒素は、GM1aに結合後、GM1aのクラスター化、およびチロシンキナーゼ関連受
容体（TrkA）の活性化を惹起していることが明らかとなった。(2) α毒素は、TrkAのアダプタータンパク質のホスホリ
ーパーゼCγ-1を特異的に活性化していた。(3) 毒素処理細胞膜内で生成亢進したジアシルグリセロールのフリップ-フ
ロップがGM1aとTrkAの集積を導いた。

研究成果の概要（英文）： We investigated the receptor of Clostridium perfringens alpha-toxin, which is 
main factor of gas gangrene. First, we revealed that Trp-84 and Tyr-85 in the loop region in the N-domain 
of alpha-toxin specifically interact with ganglioside GM1a through a carbohydrate moiety, leading to the 
clustering of GM1a at the cell membrane and activation of tyrosine kinase receptor (TrkA). Second, we 
discovered that alpha-toxin also specifically activated endogenous phospholipase Cγ-1, a TrkA adaptor 
protein, via phosphorylation. Third, the flip-flop motion of hydrophobic lipids such as diacylglycerol in 
the cells treated with the toxin leads to the accumulation of GM1a and TrkA.
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１．研究開始当初の背景 

A型ウエルシュ菌は、ヒトの腸管や土壌中

に存在するグラム陽性偏性嫌気性芽胞形成

桿菌で、食中毒、あるいは壊死性疾患である

ガス壊疽の原因菌として知られている。本菌

によるガス壊疽の主要な病原因子である α毒

素は、好中球、マクロファージ、および内皮

細胞に作用すると活性酸素、サイトカイン、

そしてケモカインの遊離を惹起し組織障害

を引き起こす。これらの炎症反応にチロシン

キナーゼ関連受容体である TrkA 受容体や

MAPK カスケードの活性化が関与している

ことを明らかにしてきたが、α 毒素の受容体

の全容解明には至っていなかった。 

 

２．研究の目的 

近年の細菌毒素研究において、細菌毒素の

受容体は、タンパク質とガングリオシドとの

複合体であるという二成分理論が提唱され

ている。そこで、糖鎖固定化アレイ、および

表面プラズモン共鳴装置を用いて α毒素とガ

ングリオシドの相互作用について網羅的に

解析することにした。さらに、ドッキングシ

ミュレーション解析ソフトを用いて、α 毒素

が有するガングリオシド結合モチーフの探

索を試みた。 

 

３．研究の方法 

(1) 24 種類のガングリオシド糖鎖がプラス

チックプレートに結合した糖鎖固定化アレ

イ（住友ベークライト社）に蛍光ラベルした

α毒素を添加し、37°C、30分間インキュベー

ション後、洗浄し蛍光プレートスキャナーで

解析した。 

(2) ガングリオシド含有ホスファチジルコ

リンリポソームを作製し、L1センサーチップ

に固定化した。その後、各濃度の α毒素をア

ナライトとしてアプライし、BIACORE（GE

社）で解析した。 

(3) α毒素とガングリオシドが相互作用する

領域をドッキングシミュレーション解析ソ

フト（MOE、菱化システム社）で網羅的に解

析した。さらに、ボツリヌス毒素やテタヌス

毒素などのガングリオシドと相互作用する

毒素のアミノ酸情報および立体構造情報を

基に α毒素のガングリオシド結合領域を推測

した。また、ガングリオシド結合領域と推定

されるアミノ酸をアラニンに置換した変異

毒素を作製し、ガングリオシド含有ホスファ

チジルコリンリポソームに対する親和性を

BIACOREで解析した。 

 

４．研究成果 

α 毒素のガングリオシドへの結合特異性に

ついて解析するため、糖鎖固定化アレイを用

いて解析した結果、GM1a に高い親和性を示

すことが判明した（図 1）。 

 

図 1 糖鎖固定化アレイを用いた α 毒素とガ

ングリオシドの相互作用解析 

 

そこで、BODIPY-GM1a で染色した肺胞上

皮細胞に蛍光ラベル α毒素を作用させた結果、

両者が共局在していること、さらに TrkA も

同じ位置に局在していることが判明した。 

ボツリヌス神経毒素は、ガングリオシド結

合領域 (H…SXWY…G) を有することが報

告されている。ウエルシュ菌 α毒素も、GM1a

と結合することから、その結合ドメインの有



無を検索すると、α毒素分子のNドメイン (触

媒ドメイン) と C ドメイン (結合ドメイン) 

を結ぶループ領域にこのドメインの存在が

判明した。そこで、この領域のアミノ酸残基

を置換した変異毒素を作製し、GM1a ホスフ

ァチジルコリンリポソームへの親和性につ

いて表面プラズモン共鳴法を用いて解析し

た。その結果、W84A と Y85A は、GM1a ホ

スファチジルコリンリポソームへの結合親

和能が低下した。また、MOE を用いて α 毒

素のW84AとY85Aを含む領域とGM1aの糖

鎖部位のドッキングシュミレーションを行

った結果、W84とシアル酸、Y85とガラクト

サミンが水素結合、及び、シアル酸の糖環と

のスタッキング相互作用により、安定した結

合構造をとることが判明した（図 2）。したが

って、α毒素の GM1aへの結合に 84位トリプ

トファン残基と 85 位チロシン残基が重要な

役割を演じていることが判明した。 

 

図 2 α毒素と GM1a糖鎖部位とのドッキン

グシュミレーション解析 

 

また、α 毒素は、GM1a に結合後、毒素自

身のホスホリパーゼC活性によりホスファチ

ジルコリンをジアシルグリセロールに分解

することで細胞膜の流動性変化を引き起こ

し、GM1aに隣接する TrkAを活性化（クラス

ター化）していることが判明した。さらに、

TrkA のアダプタータンパク質である内因性

のホスホリパーゼ Cγ-１活性を亢進すること

で相乗的に膜の動的変化を惹起し、TrkA下流

の MAPK カスケードを活性化していること

が判明した。（図 3）。 

 

 

図 3 α毒素による細胞膜流動性変化と TrkA

活性化メカニズムの模式図 
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