
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３６１０２

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

ウエルシュ菌β毒素の細胞障害メカニズムの解明

Mechanism of Clostridium perfringes beta-toxin-induced cytotoxicity

４０１６４４６２研究者番号：

永浜　政博（Nagahama, Masahiro）

徳島文理大学・薬学部・教授

研究期間：

２５４６０５５２

平成 年 月 日現在２８   ６   ４

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：C型ウエルシュ菌のβ毒素は、致死や壊死活性を有し、ヒトの壊疽性腸炎の原因の1つと考え
られている。β毒素は細胞膜で7量体のオリゴマーを形成し、細胞死を引き起こす。今回、β毒素をTHP-1細胞に作用さ
せると細胞死を誘導し、オリゴマーを形成した。本毒素は、細胞内K+イオン遊離作用を示し、本毒素の細胞死と結合は
K+フリー液中で認められ、高K+液中では抑制された。β毒素はp38MAPKのリン酸化を示し、このリン酸化はK+フリー液
で増強された。MAPK阻害剤でp38MAPKのリン酸化は阻害され、細胞毒性は増強された。以上の検討から、p38MAPKのリン
酸化は、本毒素の障害作用に抑制的に働くと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Clostridium perfringens beta-toxin is an important agent of necrotic enteritis 
and enterotoxemia. Beta-toxin is a pore-forming toxin (PFT) that causes cytotoxicity. We investigate the 
role of the MAPK pathways in the toxic effect of beta-toxin. In THP-1 cells, beta-toxin formed oligomers 
on lipid rafts in membranes and induced the efflux of K(+) from THP-1 cells. The phosphorylation of p38 
MAPK and JNK occurred in response to an attack by beta-toxin. p38 MAPKand JNK inhibitors enhanced 
toxin-induced cell death. Incubation in K(+)-free medium intensified p38 MAPK activation and cell death 
induced by the toxin, while incubation in K(+)-high medium prevented those effects. While streptolysin O 
(SLO) reportedly activates p38 MAPK via reactive oxygen species (ROS), we showed that this pathway did 
not play a major role in p38 phosphorylation in beta-toxin-treated cells. Therefore, we propose that 
beta-toxin induces activation of the MAPK pathway to promote host cell survival.
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１．研究開始当初の背景 
  本研究の目的は、壊疽性腸炎の原因である
C型ウエルシュ菌β毒素による細胞障害の分
子機構を毒素・宿主の両方から解明すること
である。β毒素は免疫系細胞など特定の細胞
に対して障害を示すが、その作用メカニズム
と病原性との関連は明らかにされていない。
本研究では、β毒素の細胞レベルでの障害作 
用は不明であった。我々は、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
細胞膜ラフトに結合してオリゴマーを形成
し、作用することを報告した。一方、本毒素
の感染における細胞障害に関しては全く未
解決である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、β毒素の細胞レベルでの障害
作用、毒素の構造からのアプローチ、そして、
in vivo でのβ毒素の病理組織学的検討など
から、毒素の作用機構を明らかにする。以上
から、β毒素の細胞障害の分子メカニズムと
感染における役割を解明する。今回の検討は、
これまでの研究の経緯を踏まえ、β毒素によ
る細胞障害と病原性における役割を解明す
ることにより、本菌による宿主攻撃のストラ
テジーが明らかとなり、治療や予防への応用
が期待される。 
 
３．研究の方法 
1) β 毒素の細胞障害メカニズム：本毒素が
いずれのシグナル伝達系を活性化して、細胞
障害や炎症を誘導するかを細胞レベルで明
らかにする。 
2) β 毒素に対する宿主抵抗因子：本毒素に
よる宿主障害時に、p38MAPK がどのように働
くかを検討し、毒素と宿主間の分子機構（攻
防）を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 β毒素を THP-1 細胞に作用させると
用量依存的な細胞膨化、すなわち、
swelling を示し細胞死を誘導した。β
毒素による細胞膜障害を明らかにす
るため、細胞からの K +イオン遊離を検
討すると、本毒素は、時間と濃度に依
存した細胞内 K +イオン遊離作用を示
した。さらに、β毒素と THP-1 細胞を
インキュベーションして、β毒素のバ
ンドを確認すると時間に依存して毒
素のオリゴマー形成が認められた。本
毒素のオリゴマーは、特に細胞膜上の
ラフト領域に多く認められた。PFT に
よる細胞障害は、外液の K +イオン濃度
が高いと抑制、低いと促進されること、
そして、PFT は、細胞内 K +イオンの低
下により、p38MAPK をリン酸化するこ
とが報告されている。そこで本毒素の

作用における細胞外液の K +イオン濃
度の効果を検討した。図(A)に示す様
に、K +フリー液(0 mM)、ノーマル液(2.7 
mM)、そして、高 K +液(80 mM)中の細胞
に対する β 毒素の作用を調べると、
本毒素による THP-1 細胞の膨化活性
は、ノーマル液での作用と比較して、
K +フ リ ー 液 中 で は 膨 化 活 性 が 強 く 現
れ、一方、高 K +液中では膨化作用を示
さず抑制された。一方、β毒素のオリ
ゴマー形成はノーマル液と K +フリー
液中では認められたが高 K +液では毒
素の結合とオリゴマー形成が抑制さ
れた(図 B)。以上の結果から細胞外 K +

イオン濃度が低い場合は、β毒素によ
る K +遊離が促進され作用が増強され
ると考えられる。次に、図(C)に示す
様 に 、 β 毒 素 に よ る THP-1 細 胞 の
p38MAPK のリン酸化を検討すると、約
15-60 分で p38MAPK のリン酸化が認め
られた。本毒素による p38MAPK のリン
酸化に対する細胞外 K+イオン濃度の
効果を検討すると、ノーマル液と比較
して K +フリー液において増強が認め
ら れ た 。 ま た 、 MAPK 阻 害 剤 で あ る
SB203580 処理により β毒素による、
p38MAPK のリン酸化は阻害され、さら
に本毒素による細胞毒性は増強され
た。以上の検討から、p38MAPK のリン
酸化は、本毒素の障害作用に抑制的に
働くと考えられる。 
 以上より、 毒素モノマーが THP-1
細胞の細胞膜上に結合し、細胞膜を移
動してラフトに集積して、7 量体のオ
リゴマーとなり、ポアーを形成する。
その結果、細胞内の K +イオンの流出
が誘導され、この細胞内 K+イオン濃
度の低下が引き金となり、宿主細胞の
防御機構の一つである p38MAPK が活
性化され、その結果、細胞は膜の修復
や生存シグナルが働き毒素の作用に
抵抗することが明らかになった。すな
わち p38MAPK は 毒素の毒性に抵抗
因子として働くことが判明した。  
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