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略語

本論文中で使用 した主な略語を以下に示す｡

0-毒素 perfringolysln0

co ズプチ リシン ･カールスバーグ切断 0-毒素

T∂ トリプシン切断 8-毒素

DTNB 5､5'-ジチオ ビス (2-ニ トロ安息香酸)

NEW N-エチルマレイ ミド

DINB-0 1-オールノ蓬をⅠ)TNBで修飾 した O-毒素

NE…-8 チオール越をNEMで修飾 した 0-毒素

CN-e チオール基をNaCNで修飾 した 0-毒素

l)TT ジチオス レイ トール

PMSF フェニルメチルスルフォニルフU リド

SDS ラウリル硫酸ナ トリウム

SDS-PAGE St)5-ポ リアクリルア ミドゲル電気泳動

PBS 10rnM リン酸接衝液 pH7.0/ 150mMNaCI

BSA 牛血泊 アルブ ミン

lJD5｡ 一定の条件で50%の溶血を起 こすのに必要な毒素態

HU 溶血単位 :lHUは2.5lnMI)TTをふ くむ0.5%羊赤血球 1nlの37℃

30分間でのHD5｡とした｡

(-25TIO 放射性 ヨ- ド標識 をした 0-毒素

('25日CO 放射性 ヨー ド標識を したCO



序章

Clostrldiumperfringensは土壌中に存在する嫌気性 グラム陽性菌で･種 々の酵素

や宗易を薗体外に産生 し､ヒトのガス壌痕や食中毒の原因になっている (1.2)｡ この菌

の産生する毒素の うちperfrlngOlysLn0(0-毒素)は強い溶血作用を持つチオール活性

化J毒素の一つとして知 られている｡ チオール活性化毒素にはClostridium屈のほかに

Bacillus屈､SLrepLococcus属､List,eria屈などの細菌が産生する10数種類の蛋白質毒素

が含まれている (3-6). これらの毒素は.活性発現に還元されたチオール基が必須 とさ

れ(7-14).少-ii圭の コレステロールによって不可逆的に失活 し日1-16).分子左とや等電点など

生化学的な性質の類似性 (1-3)および血清学的な交差反応性 (4､13.17)などから､共通性

の高い毒素群 として -指 して考えられてきた. これらの毒素はその高い溶血活性のほか

に､アミノ厳やヌクレオシドの細胞膜透過への影響 (18).レクチンによるリンパ球のブラ

スト化の阻盲 目9)､白血球の遊走阻止 (20､2日 などが報告されているが､実際の感染症で

どのような働 きをしているかは明らかになっていない｡ しかし､LISteriamonocytoge-

BBBの変異株で活性のあるチオール活性化毒素を産生 しない菌は病原性を持たないという

報告もあり(22)､これらの毒素が感染症の成立に何らかの関係があるものと考えられる｡

最近､ 0-毒素 (23)､ス トレプ トリジン0 (24)､ニューモリジン(25ト リスチ リオ

リジン0 (26)の 4種類のチオール活性化毒素の退伝子の塩基配列とアミノ酸一次構造が報

告され.高い相同性のあることが明らかになった｡ 特に.それぞれの毒素に-残基のみ

含まれるシステイン残基近傍の11- 13残基のアミノ較配列は完全に一致 しており､この部

分の重電性が推測されているが､実際の溶血反応におけるチオール基の役割は明らかにさ

れていなかった｡

また､チオール活性化毒素の溶血活性が少量のコレステロールによって失われ 日1-

16)､コレステロールを含 まない細厨の膜は破壊されないことから(5)､細胞膜のコレス

テロールが毒素の結合部位であると考えられている. コレステロール類似体による毒素

の不活性化を調べることにより(4,6.14)､コレステロ-ルの 3β-の水酸基および17位の

脂肪族側鎖が毒素 との結合に特に重要であることが明らかにされた｡ このようにコレス

テロールという特異性の高い結合部位が存在するにもかかわらず､チオ-ル活性化毒素に

よる溶血機構は解明されていなかった｡

このチオール活性化毒素による溶血機構を明らかにするために､様 々なO-毒葉の
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誘舘体を調製 し (第 1章)･それを使 って研究を進めた｡ チオール基を修飾 した0-毒

素を使用した研究により･チオール基周辺の構造が毒素 と細胞膜 コレステロールとの結合

に重要な役割を果 していることが明 らかになった (第 2､3章)｡ また､♂-毒素のC

末端側のフラグメントを使用することにより､この部分がコレステロール結合部位を含ん

でおり (P,L3章)､毒素分子の会合体のW/成が溶血の機構であることを示すことができた

(第4登). さらに毒素のコレステロールに対する結合が高い特異性と親和性を持つこ

とから.今後生体内でのコレステロールの分布や機能の研究のプロ‥プとしての応用性に

関して考察 した (第 5童)｡
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第1章 0-毒素､切断毒素の調製 とその構造

はじめに

O-毒素の細胞膜 コレステロールへの結合とその溶血様橋を明らかにするため､ま

す滋弟の栢製 と切断毒素の調製を行 ってIdi素分子の構造について検討した｡

材料と実験方法

試吏'.ri

特に付記 した t)の以外の一般的な試薬は主に和光純薬工業 と半井化学薬品の特級品

を便悶した｡

0-JiE-:のffI裂

ClosLr･dlumPerrrlngenS(typeA.Pt36K15)の培荏液 (20 日を限外ろ過により濃縮後

50nM リン廠緩衝液 pH7.0に透析 し.DEAヒ-SephadexA-50にかけてO-毒素を吸着させ

たJft吸jS･画分を千葉県血清研究所の磯野サナエ氏､泉七江氏 より供与いただき､ これを

0-Fi煮相等LZの出発材料とした｡

コレステ リルヘ ミサクシネー トを リガンドとしてSepharose6Bに結合させたアフィニ

ティークロマ トグラフィー担体を富山医科薬科大字.三井健一郎助教授から提供 していた

たいた｡ 上記の 妄･perFringensの培養液のDEAE-SephadexA-50末吸着画分に硫安をIM

になるように加え,接衝液A(70mMリン酸緩衝液 pH6.0/78rnMNaCL/IM硫安)で平衡

化したコレステ リルヘ ミサクシネー トISepharose6tlカラム 日50rnl)にかけた｡ このカ

ラムを鋲衝液Aで充分に洗浄後.緩衝液 A､緩衝液 BL70mM リン酸緩衝液 pH6.0/

78nMNaCl/02M硫安/40%エチレング リコール)の11neargr.adientとさらに充分昌

の権衡液 Bにより0-毒素を栴出した｡ 溶出液の溶血活性 とSDS-PAGEのバターンから判

定して0-毒素を含む画分を染め､1mMジチオスレイ トール (DTT)を含む20mM トリス塩

酸穏衝液 pH75で透析 した後､同一緩衝液で平衡化 したDE-52日50ml.What.nan)カラム

にかけた｡ この緩衝液中で0-0.15MNaCLのLlneargradienLにより8-毒素を浴出

し､溶出液のSDS-PAGEよ り0--fji素単一ハ ントの分画 を集め.10mM リン酸緩衝液 pH

7･Dに透析 して以後の実験に使用した (27)｡
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雌 8､T8(哨 機

O-毒素をズプチ リシン ･カールスバーグおよび トリプシンによって限定分解 し､

切断毒素CO･TOを調製 した｡ 50mM トリス塩較緩衝液 pH8･8中の 0-毒素に1/25

蛍のズプチ リシン ･カールスバーグ (Sigrm)又は1/20量の トリプシンtYorthLngtOn･TPCK

処理をしたもの)を加え､25℃で3時間保温後､さらに同量のプロテアーゼを加えて25℃

で一晩保温 した｡ ズプチ リシン ･カールスバーグ切断毒素 (C O)は､これに3･3mMに

なるようフェニルメチルスルフォニルプロリド(PMSF.Sigma) を添加した後､蒸留水で4

倍に希釈 してか ら20 mM トリス塩酸接衝液 pH8･8 で平衡化 したDE-52のカラムにかけ

た｡ 吸苗せずに諮出されるプロテアーゼを洗い去った後､同一緩衝液中での 0-0･3M

NaClのIlneargradienLによりCOを楢出し､透析 して使用した｡ トリプシン切断毒

莱 (T O)はプロテアーゼ処樫後 0.5MになるようNaClを添加 し､50mM トリス塩酸緩衝

液 pH8.8/0.5M NaClで平衡化 したBenzamidlne-Sepharose 6Bカラム (Pharmacla)にかけ

てトリプシンを吸着させ､末吸眉分画をiJiめて透析 し､TOとして使用した｡

蛋白質の定員はLovry等の方法 (28)に従って行った｡

2-ニ トロチオシアノ安息香酸による0-毒弟の化学的切断

システイン残基部分での 0-毒素の切断は.2一ニ トロチオシアノ安息香酸を使用し

たJacobsonらの方法 (29)に準 じて行った (30)｡

ゲル電気泳動

SDS-ポ リアクリルアミドゲル電気泳動 (SOS-PAGE)は 12%又は 15%のポ I)アクリ

ルアミドゲルを用いて LaemnLLの方法 (31)にしたがって行った｡ 分 子 塁 マ ー カ ー は

Bio-Rad社の低分子開マーカーを使用 した｡ 二次元電気泳動は 0'Farrellらの方法 132)

にしたがって行った. 一次元臼の等電点電気泳動では LKB社のAmpholine を用い､尿素は

必要に応じて添加 した｡二次元目は通常のL2%アクリルアミドゲルを使用したSDS-PAGEに

より行った｡ 泳動 したゲルはMerrilらの方法 (33)に準 じた銀染色によって蛋白質のバン

ドを検出した｡
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zi∠旦盆薮 とN末端 アミノ故配列の分析

ca.TOはそれぞれTSKgel-TNS250カラム (0.4x10cm, 東洋曹達工業)杏

使った高速液体 クロマ トグラフィーにかけ､0･1% トリフルオロ酢酸中で 0-60%のア

セ トニ トリルの11meargradientによ りフラグメン トを単離 した｡ 8-毒素および高速

液体クロマ トグラフィーで分離 したフラグメ ントは減圧下 で6N塩酸. lL0℃､20時間の

条件で加水分解 し､El立 自動ア ミノ酸分析楼 (835-50)によ りアミノ酸組成の分析 を行 っ

た｡ N末端 アミノ厳配列の分析にはアプライ ド･バイオシステムスのプロテイン ･シー

クエンサー (モデル 470A)を用いた｡

結果および考察

切断毒素CO､ T Oの調製

0-毒素 (分子壁 Nr53000)を トリプ

シン又はズプチ リシン ･カールスバーグと一

晩保温するこ とに よって二種類の 切断毒 素

T8､Cβが得 られた｡ これ らの切断毒素

はプロテアーゼを更に加えて保温 してもそれ

以上の切断は起 こらなかった｡ SDS-PAGEに

よる分析の結果 侶日 一 日 ､ トリプ シン切

断毒素 (T ♂)ズプチ リシン ･カールスバー

グ切断毒鼻 (C 0) どちらも2つの フラグメ

ントから成 ることがわか り､それぞれ分子立

の大きいフラグメン トからT l(Mr28000),

92 5KI

66.2K P

45.OK■

31_OK>

8 C8 1'8

C1--
Tl､

T2′ -

21.5K■ STl--

C2-
14.4K■

T2(Mr25000)､C l(Mr38000)､C2(Mr

15000)と呼ぶ ことに した｡ 図 1-1 0-毒素と切断毒素CO､TOの

SDS-PAGEバター ン(27)

12‡アクリルアミドゲルを用い､LaeL■Jlの方法で

電気泳動を行ったb 矢印はJjl子息マーカーの位忠と

フラグメントの位忍を示す｡

STI:ダイズトリプソンインヒビター
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豊里生型遡量

8一毒素及び切断毒素の性質 を調べるため二次元電気泳動を行った (図 1-2)｡

一次元目の等電点電気泳動に尿素 を加 えて行った二次元電気泳動では (図 1-2･B､D)･

マーカーと比較 して得 られたそれぞれの フラグメン トの等電点 (pHはT l(p【9.7)､T2

(PI52).C H p1519).C2(PI916)で､0-毒素では 6･9であった｡ しか し､等電

点電気泳動に尿素 を加えないで行 った二次元電気泳動では (図 l-2､A､C),個 々のplが

大きく違 うにもかかわ らず.どちらの切断毒素でも2つの フラグメン トが等電点の同 じ位

匙に泳動され､TO､COとも変性 していない条件では 2つのフラグメントの複合体 とし

て仔在 していることが示された｡

- Cl

80仙

Cf

+

.
･

l

一

A

CO ~

STr-
- C2

で ゝ

C

TO - _Tl
~T2

STl●

rー -･ 空 車 ゝ

l ●STl
l

_- _■- ●C2
- - I-' ~

D

I

●一丁1
-T2

t ●STl

I

図 1-2 CO､TOの二次元電気泳動バタ- ン(27)

0■Farrell等の方法に従って.一次元目は非平衡等電点電気泳動をA.Cでは尿紫を加えずに

B､ Dでは9M尿素存在下で行った｡ 二次元目は121ゲルを使ったSDS-PIGIlを行った｡

内部標津位遭マーカーとしてダイズトリプシンインヒビター(STl)を用いた｡

A､B:COの泳動バタ-ン｡ C.D :TOの泳動バターン｡

8



表 1- 1 8-毒素 と各フラグメン トの アミノ酸組成

ア ミノ酸 8-Toxln CI C2 Cl+CZ TI TZ Tl+T2

Asp 754 536 215 751 403 367 770

Thr 354 272 62 334 157 213 370

Ser 46.8 321 13.8 459 279 192 471

Glu 428 320 115 435 218 22.6 444

Pro 19.1 121 83 20.4 121 98 219

Gly 231 13.3 90 223 118 123 241

人la 32.3 278 51 329 160 176 336

Cys 10 0.6 0 06 0 09 09

Va1 387 284

Met 45 38

11e 313 179

Leu 308 218

Tyr 248 206

Phe 137 114

Lys 436 296

HIS 65 63

Arg 171 103

103 387

12 50

ll5 294

92 310

40 246

32 146

144 440

01 54

69 172

219 168 387

38 04 42

168 138 30.6

192 101 293

10.3 159 262

78 66 144

265 177 442

16 5.8 74

91 60 151

Total 4869 3488 1362 4850 2626 2335 4961

e~渇某の分子丑を53000として計算 した毒素 lJjy子あたりのアミノ鞍残基の数を示した｡

システイン残基は過蟻酸酸化の後､測定 した｡

1 5 10 15 20 25 30 35

0-ToxLn KK ITDINQSIDSG IXXL

TI KKITXINQ XI

C2 NOSIDSGlSSLSYNRNEVLASN伝DKIESFV

T2 NS0 Q YSDIYENSXド

CI xTLPA∩TOYSEX

図 1-3 0-毒素 と各フラグメン トの N末端 アミノ酸配列
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乙主 と且 担席 とN末端 7ミノ放配列の分析

高速液休クロマ トグラフィーによって単離 したフラグメン トのアミノ酸組成の分析

の結果を表 1-1に示 した｡ ClとC2およびTlとT2のアミノ酸組成の和は O-秦

素のアミノ較組成 と非常に近い値を示 し､プロテ7-ゼによる切断が限定的に起 こってい

ると推定できる｡ また､8-毒素 1分 子に l残基だけ含 まれていると報告されるシステ

イン殆掛 ま(77､T2とC 1に存在することが明 らかになった｡ 0-毒素とフラグメン

トのN末端アミノ蕨分析の結果 (図 1-3).T lと0-毒素の N末端から8残基の配列

が一致 したがT2の N末端の配列は異な り､TOではTlが 0-毒素のN末端側を､T2

がC末端側を占めることがわかった｡ このT2のN末端 アミノ酸配列は.DNAのクロー

ニングをrTって e一毒素のアミノ酸配列 を決定 したTvetenによ り､ 0-毒素の276番目か

らC末端QlrJの アミノ酸配列 と一致することが報告 されている (23)｡ また､Ceの トリプ

シン分解によってT2が生成すること

と､C2のN.仁端 Il残基の うち7残基

が0-tirlj;累のN末端か ら7残甚Elか ら

の11残基の配列 と一致 す ることか ら

C1が 0-毒素のC末端側に位正 し､

C2が6残基短いN末端を含むことが

明らかになった｡ さらに.2-ニ トロ

チオシアノ安息香酸によりO-蚕糸の

システインタ美名部分で切断を起 こし､

SDS-PAGEで分析 した結果 (図 1- 4)

'jiF:-l≧48000と5000のフラグメン トが

検出された｡ アミノ酸分析 よりC末

端側フラグメ ン トT2､Clがシステ

[ンを含むことがわかっているので.

ソステインは 8-毒素のC末端か らお

よそ 5000ダル トンの位置にあること

が明らかになった｡ これまでにわか

ったO-毒素 とTO､COの捕道の模

式図を陵 1- 5に示す｡

92.5Kト
66.2K>

｡5.｡K/ 事 二g.-Toxin

31.OK■

21.5K■

14.4K■
'一S2

12

図 1- 4 2-ニ トロチオシ7ノ安息香酸による

0-毒素の システイン残基での切断 (30)

12%ゲルでのSDS-PAGEバク-ン｡ l･C1一毒素､

2 2-ニトロチ寸シアノ安息香酸切断海瀬｡

rr_剛に分+髭 マー カーの位社を､右側に0-海瀬と

フラグメントの位故を示す｡
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0-Toxin H2N

TO

CO

Sub.Carts. TrypsJn

I I sN
Mr53000 p16.9

TI T2 SH

Mr28000 P19.7 Mr25000 p15.2

CI SH

Mr38000 Pt5.9

図 L-5 0-蒜弟 と切断毒素CO､TOの構造の模式Egl

まとめ

(I) 8-毒素を栢製 し.プロテアーゼ限定分解によ り二種類の切断毒素 Ca.T0

を調製 した｡

(2) CO､TeはどちらもN.仁端側の塩基性のフラグメン トとC末端側の弱酸性の

フラグメン トの校合体として存在 していた｡

(3) チオ-ル基を持つシステイン残巷は毒素分子中に-残基のみ C末端8lTJからおよ

そ5000ダル トンの位iEf77に存在 してお り､切断毒素ではC末端側のフラグメン ト

Cl､T 2に含まれていた｡

Biochern一Stry BB,6048-6053. 日986)および

Eur.J Biochern.167,425-430. 日987)に発表
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第2章 毒素の溶血活 性と赤血球への結合能におけるチオール基の役割

はじめに

チオール活性化毒巌の活性の党規には逼元型のチオ-ル基が必須と考えられている

(7-13)｡ 溶血反応におけるチオール基の役割を調べるため､チオール基を修飾 した0-

お茶と切断毒素を調製 し､その溶血活性 と赤血球への結合能を測定 した｡

実額方iL-

0-お顔､切断毒素およびT2のチオール基の修飾には 5､5㌧ジチオビス (2-ニ ト

ロ安息香酸) (DTNB)､N-エチルマレイミド lNEML シアン化ナ トリウム(NaCN)を使用 し

た｡ 50mM リン酸緩衝液 plt80に栴解 した 10LLM以 FTの蒜系またはフラグメントを

580FIMDT.NBまたは ImMNEM と各 々jO分間または30分間室温で反応させた(33)B シア

ン化の域合はL)TNB化 した蒜窮をP6-I)G 川io-Rad)のカラムに通 して過剰のDTNRを除いた後

5mMになるようNaCNを加え.篭塩で 1時間反応させた｡ シアノ店によって-uT_-捜されて逝

組してくる2一二 トロ15-チオ安息香酸を 410nmの吸光度により測定 したところ.90%以

上がシアノ基によって置換されていた｡

溶血7占性の測定

0-毒素の活性は羊赤血球に対する溶血能によって測定 した｡ 羊赤血球は市販の

羊保作血液を10mM リン酸接衝液 pH7.0/150rnMNaCHPBS)で3回洗浄 し､ヘマ トクリッ

トにより濃度を調整 した｡ 0-歳窮またはその切断毒素やフラグメントは Img/ml牛血

TF'け ルプミン(BSA)を含むPBSで希釈 して活性測定に用いた｡ 通常の溶血反応は 0.25

nlの希釈 した毒素溶液に 075rnlの0.67%羊赤血球を加 え､37℃で30分保温 した後遠心

し､上浦の540nmの吸光度から清血率を33[出 した｡ 2.5mM DTTを含む0.5%羊赤血球

1mlを37℃で30分間に50%溶血させるのに必要な毒素右主川 D50)を 1溶血単位 (H lU)とし

た｡ 溶血反応の毒素一溶血曲線はシグモイ ド形を示 し､この曲線からHD,O値を求めるこ

とは誤差が生 じやすいので､補休の溶血曲線の直線化に用いるvonKroghの式 (34)を用い

て橘血曲線を直線化 し､HD50億を求めた｡

12



旦担 直旦坪への結合の珊定

O-蒜兵.切断 毒累およびその誘導体 と種 々の濃度の羊赤血球を0.5mg/mlのBSA

を含むPBS中で20℃ で 15分間保温 した｡ 反応液を遠心 して上清 を/jl成 し･それに含 まれ

ているJ妄農を215mMのDTT を含む柄 血反応 によって測定 し､検fi綿か ら残存'iiを求め 100

%から差 し引いて結合率を潔めた (30)｡

絹製および考察

0-uF'i崩 と切断 毒弟の溶血清作

切断 '毒素 CO､TOの37℃での

溶血油性 を 8-毒素 と比較 しf=結果を

図2-1に示 す｡ 図 2-1Aの シグ

モイ ドの曲線 を vonKroghの式によっ

て変換すると図 2- 18の ような直線

が1.F'fられ､50%溶血 を起 こすのに必 要

な蒜R--!iHHD,,0)は横軸 川/1-H:Ilは溶

血率)のIIF_が lの時の縦軸の値で示 さ

れる｡ 0.5% の羊赤 血球 lmlに対す

るIID～｡のIL6は 0-品長､CO､TOで

それぞれ 0,34ng､0.86ng.I27ng

となり､0-uLYi素 を 100%とした時の

123ToxlnAdded(ng)

05 1
H/1-H

5 10

ftけI的な浴lnは性 はCOが40%､TO 鼠2-1 0-毒素､CO､TOの溶血泊性 (27)

が27%であった｡ 0-蒜弟 とTOは ′＼:0.5‡羊赤血球1■lに各派度の轟兼を加え.

低tL且で t)浴血は性 別 呆持 しているが､ 37℃で30分間保温した時の浴血曲凱
T3.∧をvonKroghの式によって変換したもの｡

COは20℃以下では括 rmを起 こさなか
Hは流血率を示す｡

った 【27.40 塩 4- 1)｡ C)･0-毒素､ ●:CO､△ TO｡
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三五二土星摩軒本末の溶血活性

O-蒜弟のチ オ-ル韻をDTNBで幡姉 した毒素 tT)TNB-0) とNEM で修飾 した毒素

(NEIN-0)の溶血活性 を0-超糸 と比較 した｡ F3()2- 2は0.5%の羊赤血球 Imlを使用

した時の溶血曲線を示 し､これか ら vonKroghの式によって求めたHDSOの値が衣 2- 1で

ある｡ DTNBによるチオー ル積の修飾は可逆的であるため､還JC剤t)rnを含 まない反応系

では DTN8-0の宿血清作は非常に低 下 しているが (およそl/35) .L)TTを反応系に加える

と修飾されていない0-毒劉 こほぼ等 しいHD,｡他を示すまでに DTNB-0の清作が回復 して

いる｡ それに対 して非可逆的な修飾剤であるNEMで修飾 したNEM-0の場合は Ⅰ)TTの存在

にかかわらず浴mlL活作はおよそⅠ/7Oに低 Fしていた｡

-+
○●
△▲
口■

て㌃

# DNTENMBl-:0

20 40
ToxinAdded(ng)

lS(]2-2 0-毒素 とチオール盛修飾毒jE-の宿血曲線 (30)

05‡羊赤血球1.1に各漉度の奄崇を加え･37℃で30分間反応させ溶血事を測定した｡

白印は反応系にDTTを含まない場合.畢印は含む場合を示す｡

OL●=0-お崇､ △､▲ DTNB-0. 口.I=NEN-0｡

-jj'､20%の羊赤血球 100LLlを僅関 して溶血活性を測定 した桜台のHD"は衷 2- 2に示

すように DTNB-0では 0-毒素のおよそ2.5倍､NEM-0では4 2倍 とO.5%赤血球の場合に

比べて溶血活性の低下の割合が少ないことがわかった｡ もし､修飾蒜兵が全 く溶血活性

を持たないとすれば,赤血球の濃度を変えてもO-毒素 と修飾毒炎とのHD5｡の比は変化 し

ないはすである｡ しか し赤血球の戯度 を高 くするとO-毒素 との差が少なくなって くる

ことは､修飾毒素 自身が溶血活性を持つ ことを示 している｡ さらに非可逆的な修飾を受

けたNEM-Oでも溶血活性を示すことか ら､赤血球腰上で蛋白質 と修飾竜泉が反応 し､毒素

のチオール甚が還元 されて･(溶血を起 こす とい う可能性は少 ないと考えられる｡
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衰 2- 1 01毒素 とチオール堪修飾毒素の0.5%羊赤血球に対するHD,｡値

37℃､30Jjy間の反応で､0.5Xの羊赤血球l■1に対するHD50の値を図2-2の

溶血曲根からvonKroghの式によって求めた｡

()内は8-毒炎をlとした時の制令を示す｡

貞 2-2 20%羊赤血球に対する O-苛長 とチオール基イ郎 市毒素のrlD,O値

37℃､30分問の反応で.20‡の羊赤血球 100111に対するHI)5.の値をyortKrogh

の式によって東めた｡ ()内は8-再選を1とした時の割合を示す｡

旦-蒜窮と DTNB-Oの結合親和性の比較

チオールr占性化毒素の溶血活性 は､毒素の赤血球膜への結合 と､その後の溶血に至

るまでの過程 とい う2段階の反応 と考 えられている｡ チオール基修飾による毒素の溶血

活性の低下の原因がどちらの段階にあるのかを調べるため､ a-毒素 と DTNB-Oの赤血球

I への結合親和性を比較 した｡ 種 々の濃度の赤血球 と一定誌の毒素を20℃で15分間保温 し

上掛 こ残った毒素を添加_Fliから差 し引いて求めた結合毒素の割合を図2-3に示す｡

0･5%の赤血球で 0-毒素は90%以 上が結合 しているのに対 し､ DTNB-eCまほとんど結合

していなかったb しか し赤血球此度の上 昇につれて DINB-Oの結合割合も増加 し,50%

J の毒素が結合するのに必要な,jB血球の濃度は 0-毒素で0116%､ DTNB-0では5･2%tなっ
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0 05 01 0.5 1 5 10 20

Erytrl付CyteCone (%)

図2-3 0-1お顔､ DTN8-0の,Jjt血球への結合

様々の渦健の 羊赤血球 と-定見のiEl某 を20℃で15分間 J)TTを含まない系で反応させ

上Tl守に残 る毒紫鼠 を溶血反応によって正DriL､結合畠を求めたO

● ･0-番躾､ ():DrNB-0｡

005 01 0.5 1

ErythrocyteConc･(%)

5 10 20

図 2-4 TOの赤血球への結合に対するチオール基修飾の単三響

種々の濃度の羊赤血球 と-定見のむ糸を20℃で15分間反応させ､上滑に残る

招東泉を溶血反応によって定良 し,結合丑を求めた｡

白印は結合反応系にDTTを含 まない域合､果印は含む場合を示すo

O･●:TO､ ロ､q :CN-TO､ △､▲ ･DTNB-TOO
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た｡ この結果から･チオール基の修飾によって赤血球に対する毒素の結合親和性が非常

に低下していることが明らかになり･チオール基の修飾は少なくとも毒素の細胞膜への結

合段階を阻害することが示された｡ これはシステイン残寒を含むC末端近傍部分が赤血

球膜との結合に関与 していることを示唆 している｡

旦艶星型大きさと結合親和作の関係

I)TNBによるチオ-ル基の修師で毒素の赤血球に対する結合親和性が大きく低下する

ことがわかったので､修飾する基の大 きさと親和性の低下の関係を切断毒素TOとそのチ

オール基の修飾毒素 DTNB-TO.CN-TOを開いて調べた｡ 図 2-4に示すように赤血球

への結合親和作はTO､CN-10 .I)TNti-TOと修飾する基が大きくなるにつれて低下してい

る｡ この結合親和性の低 下は柄血は.'性 と同様に DTTの添加により回復 した｡ また.

05%赤血球に対する満山活性 を調べるとlJD,DはTO､CN-Te､DTNBITOがそれぞれ

195､14.0､927ng となり､I)T～B-TOに比べCN-Teのほ うがより強い溶血油性を持つこ

とがわかった｡ 同様の結果が 0--3i鼻を修飾 した場合にも得られ,チオール基の修飾に

よって右岸の結合部位が従われてしまうために､赤血球へ結合 しにくくなり､溶血活性が

低 Fすると考えられ､毒素のCノk端トr近のシステイン残基周辺が赤血球結合部位の少なく

とら 一部分ではないかと考えられる｡

陀飾蒜弟のプロテア-セ感受性

チオール基の修師によって赤血球に結合 しにくくなった毒素の横道に何らかの変化

が起きているか否かを調べるため､ a-,Tj素と修飾毒素のプロテアーゼ消化に対する感受

性を比較した｡ 0-毒素､ CN-0. I)TNBlOをズプチ リシン ･力-ルスパークで消化 し

た試料をSDS-PAGEによって分析すると (図 2-5)､0-毒素は切断されてCOを生成す

るがそれ以上の消化は起きなかった｡ しか し､ DTNt1-8はC l､C2に相当するフラグ

メントが出現するものの､そこでは消化が停止せずより小 さく断片化されてフラグメント

として残るものはなかった｡ CN-Oは DTNB-0ほど消化の進行が早 くはないが､同一条

件でのO-毒素と比較すると明らかにC L､C2のフラグメントが少なく､時間をかけれ

ば消化が進行するもの と考えられる｡ この結果からはチオール基の修飾によって毒素の

手持造にも何 らかの変化が起こっていることが示唆され.赤血球への結合雄和性の低下が単

に修飾掛 こよる結合部位の遮蔽の七i壬轡だけではない可能性 もある｡ ただ､ DTNB-Oを
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DTTで還元 してか らプロテアーゼで処躍 したものは O-毒素 と同様CO以降の消化は起 こ

らないので (30)､この構造変化は可逆的なものと考えられる｡

e CN-O DTH8-0

97X.一

66J(→

45K一 一 ~ .一･-一 ･- ･一 一 ←o
こ二つ

31Kl+
'~ ~ ーC1

21.5K-+

14.4Kー t l● t t■一 三 一C2･ー ~｢_-
- ■l.■

StJ).C.1 + - ++ + - + + +
Trh 60 60 60 1530 60 60 15 3060

LSLl2-5 0一題弟のプロテアーゼ消化に対するチオール堪修飾の単三轡

7諒ぷ 3一⊥gに03JJgのズ7チリシン･カールスバーグを加え.室温で反応させた｡

一定時間後に3･3･NになるようmSFを披hlTして反応を停止させ､SDS-PIGEでフラグ

メントの生成量を翁へた｡ StJb.C .ズプチリンン･カールスバーグ｡

まとめ

日 ) 切断毒素 も福血活性を保持 してお り. 0-毒素を 100%とした咋Ceは40%､

Tβは27%であった｡ しか しCβは2U℃以下では溶血?占性を示さなかった｡

(2) チオール基を修飾することによ り滴血活性は非常に低下 した｡ しか し赤血球

濃度 を高 くすると0-毒素 と修飾蒜兵の括血活性の差が少なくなることか ら､修

飾毒素にもある程度の溶血活性があると考えられ る｡

(3) 修飾毒素ではJ#血球に対する結合の親和性が低下 していた｡ この結合親和性

の低 下と修飾基の大きさの間には相関関係があ り､修飾基が結合部位を習い隠す

ために修師毒素が結合 しに くくなるもの と考えられた｡

(4) 修飾毒素はプロテアーゼに対 して感受性が高 くなっていたO このことからチ

オール基の修飾は毒素の立体構造にも何 らかの影響 を与えていると考えられる｡

Eur･J･BLOChe･n･1旦王,423I430.11987)に発表

1 8



第3毒 切断毒素のフラグメントの単組 とその性質

はじめに

毒素の赤血球結合部位をより詳細に調べるため､切断毒素のチオール基を含むフラ

グメントを活性 を保ったままで単離することを試みた｡ 二種類の切断毒素のうち､T∂

をフラグメント調製のために使用 した｡ これはTOの C末端フラグメントT2がCOの

C末端フラグメントC lに比べて小さいので､T∂を用いた方がシステイン残基周辺の結

合部位と思われる部分の機能を調べやすいと考えたためである｡ 尿素を添加 した二次元

電気泳動ではTOが解離 していることが確認されているので (27).TOの解離には尿素を

剛 ､､フラグメントの等電点の差を利用 してイオン交換クロマ トグラフィーによる単離を

試みた｡

実験方法

Tβのフラグメン トの単離

TO (約 log)中に痕跡程度に混在する トリプシンを失活させるため､TO溶液

にPNSFを313州になるよう添加 し室温で10分間反応後.尿素を 6Mになるよう加え30℃で

30分間保温 してフラグメン トを解離させた｡ これに尿素緩衝液 (6M尿素/20mMトリス

塩厳緩衝液 pH7･5/1mHEDTA)で洗浄 したBio-GelHT(Bio-Rad)200L11を加え､室温

で5分間混合 した後遠心 し､その上清を尿窮緩衝液で平衡化 した DE-52カラム (3ml)に

かけた｡ カラムからの溶出は尿素緩衝液､20mM リン酸緩衝液 pH7.0､20mN リン酸

接衝液pH7･0/150mNNaCl､20mM リン酸緩衝液 pH7･0/300nMNaClの順でステップワ

イズに行った｡ 末吸着画分に溶出されたT lフラグメ ントは4℃で PBSに対 して透析

し､300nNNaClで溶出されたT2フラグメントは蒸留水を加えて等張にしてからそれぞ

れ 1mg/mlになるよう BSAを添加 し､以後の活性測定に用いた (35)｡

直也坦盲活性の測定

Tl､T2フラグメントはそれぞれ 1mg/mlの BSAを含む PBS(PBS/BSA)で希釈 し

て使用した｡ 希釈 した50Jllのフラグメントに25Jllの PBS/BSA､15Illの2%羊赤血

球を加え､10Jllの 0-毒素を加えて反応を開始 した｡ 0-毒素は10℃で反応を行 う場
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合には10HU･37℃では 0･2日Uを加え､反応時間は10℃ではおよそ30分､37℃ではおよ

そ10分間であった｡ フラグメントを添加 しない 8-毒素のみの試料が完全溶血を起こす

少し前に遠心で反応を停止させ､70Jllの上清を蒸留水で希釈 して 410nmの吸光度を測定

し.溶血率を求めた｡

毒素に結合する赤血球の傾脂質成分の検出

羊及び ヒト赤血球からの脂質の抽出はBllghandDyerの方法 (36)に従って行った｡

抽出した脂質の一定塁をプラスチックシ リカゲル薄層プレ- 卜rPolygranSitG;Machery

-和agel,Duren)にスポ ットし､安藤 らの方法 (37)に従って最初にクロロホルム/メタノー

ル/酢酸/蟻酸/水 (35･15:6‥2:I.∨/V)､次にヘキサン/ ジイソプロピルエーテル/酢酸

(6535･2)の楢媒で展開 したo 脂質検出用のプレー トは3%酢酸銅/8%リン酸楢液に浸

してから 140℃に加熱 して脂質のスポットを発色させた｡ はかのプレー トは減圧下で乾

燥後･ブロッキング用緩衝液 (50mMトリス塩酸緩衝液 pH74/0.2MNaCl/3%BSA/

03%ゼラチン)に浸 して非特異的な吸着を抑えてから0-毒素 またはT2で処理 した｡

このプレー トをイムノブロッティング法の場合 (38)に準 じて抗 8-毒素ウサギ血清 とペル

オキシダーゼ標識抗 ウサギIgG (CappeL)で処理 し･4一クロロー1-ナフトールと過酸化水素

によって毒素と反応 したスポットを発色させた｡

使用 した抗 0-毒素 ウサギ血清は･ホルマ リンで不活性化 した0-毒素 (39)を完全

フロイントアジュバ ントと混合 しウサギに免疫 して作製 した｡

■251標識毒素の調製

0-毒素 とCOはラクトペルオキシダーゼとグル コースオキシターゼを固定化させ

たエンザイモビーズ (Bio-Rad)を使用 して放射性ヨー ド標識を行った(40)｡ エンザイモ

ど-ズ懸濁液50LLlにチオール基をDTNBで保護 した DTNB-eまたはDTN8-CO(5I6/lg)､

0･4-016mCiのNa1251､0･4%グルコースを含む 80mM,)ン較緩衝液 pH7.0の反応液

125LLlを加え･室温で15分間反応させた｡ これに2LLlのlMDTT､5L11の 10%

KT､20JllのBSAを添加 して反応を停止させ･Bio-GelP6-DGカラムにかけて素通 り画分

に楢出される】25I標識毒素を回収 した｡
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ヱ :_喧嘩 毒素の赤血球への結合

0･25mg/mlのBSAを含むPBSに懸濁 した羊赤血球に一定量の 125Ⅰ標識毒素 を加えて

反応を開始 した｡ この反応液100 Lllを遠心 して上清 と沈迫に分離 し､それぞれの放射

活性を測定 して赤血球に結合 した毒素の割合を求めた｡

結果および考察

TOのフラグメン トの単離 と溶血活性

Tβは複合体 として存在 している時は トリプシンに対 して強い抵抗性をもちそれ以

上の消化を受けないが､尿素によって解離させると非常に容易に消化されてしまうことが

わかったo そこでPMSFによって痕跡穫度に残存 している トリプシンを失活させてから尿

岩を削 [TL,てフラグメ ントに解離 させた｡ 混在する0-毒素 をBio-GelHTに吸着 させて

除いた後､Dト52カラムにかけてT2を吸着 させた｡ T lを含む末吸着画分はPBSで透

析して尿素を除いたo カラムに吸点 したT2は リン酸緩衝液で尿素を洗い去 ってか ら

1 2 3 4 5 6 7

97K-

66Kー l
●-0

45K.

31K一 書ー~_::;

21.5K..一

旦 堅 腹
∫

図 3- I DE-52カラムクロマ トグラフィーによるT∂フラグメン トの単離 (35)

DE-52カラムからの各段階の溶出液をSI)SIPAGEによって分析した｡

1■TO･ 2:BIO-GeHlT処理上滑､ 3:t)E-52カラム束吸着画分､

4:尿素穣読破による溶出液､ 5:20･Nリン酸壌衝液 pH7.0による溶出液､

6 20･Nリン酸名節液 prT7.0/1501-～ NaClによる溶出液､

7:20■Nリン酸穣衝液 pH7.0/300LN NaClによる溶出液

左側に分子量マーカーの位社を､右側にO-萄紫とフラグメントの位艦を示す｡
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150mMNaClでBIO-GelHTによっても除けなかった0-毒素 とより小さい断片を除 き､そ

の後300mNNaClで溶出した｡ 図 3- 1は各段階の溶出液のSDS-PAGEバターンである｡

この単離 したT l､T2の溶血活性を測定 したが､T lは5.18Flg/ml､T2は7.77

Jlg/mlを加えても全 く溶血を起こさなかった｡ さらに3.88FLg/mlのT lと4.14Jlg/mlの

T2を同時に加えても溶血は起 こらなかった｡ 0.5%羊赤血球 1.nlに対するT OのHD,0

は3~5ngなので･フラグメントに解放させてしまうと溶血活性は少なくとも1/1000以下

に下がることになる｡ この結果から滴血を起こすためにはT l､T2が複合体を形成 し

ていることが必要であ り･単離 した二つのフラグメントを混合 しただけでは複合体は形成

されないと考えられる｡ このようにフラグメントに溶血活性が検出できなかったので､

次に溶血治惟以外の活性の有無について検討 した｡

フラグメントの溶血阻害活性

T L､T2どちらのフラグメン トにも溶血活性が検出できなかったため､次に溶血

阻苫活性を測定 したところ･T2に強い活性があることがわかった｡ 図312に示すよ

うにO-長剣 こよって起こされる溶血を100 FLl中13･8ngのT2で完全に柑苫すること

ができるdまた､rr2と同様にCOを尿素処理によって解離 させ DE-52カラムで単離 した

Clにも溶血阻害活性が認められ･C末端側のフラグメン トにこの活性が共通に存在する

ことがわかった｡ しか しT lは43lngを加えても溶血阻害は起 こらず､さらにT lと

T2を1I1･24の比で混合 した場合･その阻苗は混合物中のT2の量によるものと一致 し

ていた｡ 従ってT lはそれ自体が溶血阻盲を起こさず･また･T2の溶血阻害作剛 こ対

してt'何の?,;智も与えていないと考えられる｡

T2のチオール基をDTNBで修飾すると清血阻害活性は失われたが､DTTの添加によ

って完全に回復 した (図 3-3)｡ これらの結果はT 2フラグメントが細胞膜への結合

能を持っていることを強 く示唆する｡ そこでT 2と細胞膜 との結合を調べた｡
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図 3-2 0--お茶 に よ る溶 血 に対 す る T l.T2フ ラ グ メ ン トの草'f響 (35)

T l､T2フラグメントと25■NDTTを含む0.31羊赤血球 100Lllに15TIUの8-電崇を

加えて10℃で30'Jy問反応させ,反応油の上清を希釈して410rtIの吸光度から溶血事を求めた｡

▲ -T l. ●二T2､ 〇:T l+T 2｡
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図 3-3 T2の 溶 血阻苫 活 性 に対 す るチ オ ー ルJi修 飾 の貿壬響 (35)

0.3‡羊赤血球にT2､DTN8-T2を加え､2,5lNのDTTの共存する条件 (製印)

またはしない炎件 (白印)で20℃.15分間反応させた｡ これにlHUの 0-番

某を嘘加 し.37℃で5分FhLl反応後.遠心上清の吸光度から清血率を求めた｡

〇､●:T 2. △､▲ :DTNB-T2｡

23



瞭脂質成分tこtlLlするT=の結 合特異性

まずT2の赤血球膜の脂質成分に対する結合の特異性 を 8-毒素 と比較 した｡ シ

リカゲル薄層 プ レー ト上に展開 した羊 とヒ トの赤血球膜脂質成分の うち､T2は コレステ

ロールにのみ結合 し､その特異性は O-毒素 と変わ りがなか った (図 3-4)｡ また､

種々のコレステロール類似体を薄層プ レー トに-定立添加 し.それに対する結合を 0-毒

岩と比較 したが､T2は 0-毒素と同 じ反応特異性を示 した｡

LP 0-Toyh T2

EC- ●

TG - n
FA --･it
毘 i●●● _●_ . ーCM

Pモー●

PC-1
sA4-++0-

StS H st S H St ち H

図 3-4 赤血球膜脂質成分に対するO-毒素 とT2の結合 (35)

脂質標準品と羊及びヒトの赤血球から抽出した脂質を薄層プレートで展開した｡

左の 1枚は各脂質の位置を検出するため3‡酢巌弟/81リン鼓に浸し.140℃で

Dtl熟した｡中央のプレートは 2Jlg/.1の0一哉茶で､右のプレ- トは 4LLg/blの

T2に浸した後､イミュノプロッティングの方法により4-クロロー1-ナフトールと

過蕨化水素で発色させた｡

0二原点､ SM:スフィンゴミエリン､ PC:フォスフアチジルコリン.

PE:フォスフ7チジルエタノールアミン､ FC･コレステロール.

ISt :寸レイルアルコール (内部横車)､ FA:オレイン酸､

TG:トリオレイン､ EC:コレステロールオレエート｡

St:脂質債球晶､ S :羊赤血球脂質､ H :ヒト赤血球脂質｡

赤血球へのT2の結合親和性

T2の赤血球への結合は､ 8-毒素 と同じようにコレステロールにのみ特異的に結

合することが示されたので､その結合親和性を 0-毒素､T Oと比較 した (図 3-5)｡
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添加 した最 の50%の T2が結合す るの に必要 な赤血球 の感度 は0･17%で､ 0-毒責 の

014%､TOの017%とほとんど差がなく.C末端部分のみでも結合の報和性は毒素全休

と同程度に保たれてお り､赤血球への結合部位がT2に存在することが明らかになった｡

ところがチオール基 をDTNBで修飾すると. DTNB-OやDTNB-TOはl/50程度に低下はするも

のの結合親和性 をまだ保っているのに対 し.DTNB-T2は結合親和性を完全に失っていた｡

もしt)TNB修飾による結合阻筈がシステイ ン残基近傍の赤血球結合部位での遮蔽のみである

ならば､DTNB-TZもDTEqB-TOと同権度の結合親和性を保 っていることが期待される｡ し

かし､DTNB-TZが赤血球に全 く結合できないという結果は､DTNB処理によってT2の赤血

球結合部位の構造が大 きく変化 して しまったことを示 している｡ 一 方 ､ DTNB-TO が

DTNB-0と同権 度 の親 和性 を保 って い るこ とか ら､DTNB-TOで はT2部分 の横 道 は

DTNB-T2ほど大 きく変化 していない と考えられるO これはDTNB-TOにおいてT2部分が

N末端部分T lと榎合体を作っているために､チオール基が修飾されても構造変化が制限

されているのではないかと推測される｡

0.05 01 0.5 1 5 10 50

ErythrocyteCon°(%)

図 3-5 種 々の濃度の赤血球に対するO-毒素､TO､T2とそのDTNB

誘導体の結合 (35)

種々のiI度の羊赤血球と一定量の電兼またはフラグメントを20℃で15分間反応

させた後遠心し､上浦に残った鬼をお菜は溶血反応で､フラグメントは溶血阻

害反応で定見した.

●:0-海老. ○ =DTNB-O､ T:TO､ □:DTNB-TO､ ▲.T2､

△:DTNB-T2｡
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⊥三5日Oの赤血球への結合と溶血に対するT2の効果

T2が赤血球 に対 して 8-毒素 と同等の結合の親和性 と特異性を持つことから.

0-毒素の結合をT2が競合的に阻害するために溶血阻害を起 こすという可能性が考えら

れる｡ これを確かめるために 【J25110の赤血球への結合 と溶血に対するT2の効果を測

定した｡ ところが図 3- 6のように酒血が完全に阻害されているT2宝(50ng/tube)で

は【125日Oの赤血球への結合は全 く阻害されず.その30倍量のT2が存在 してもまだ50%

以上の 【L25日 0が結合 していた｡ すなわち､ 0-毒素の結合を競合的に阻害するのに必

要な混度のL/30以下の濃度で.T2は完全な溶血阻害を起 こしている｡ このことから､

低感度のT2による溶血阻害は 0-毒素の赤血球への結合を阻苗するために起こるのでは

ないことが明らかになった｡
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図 31 6 【1251】0の赤血球への結合と溶血に対するT2の影響 (35)

0･Tngの 【lZ5日0をT 2を含む0.31羊赤血球 100J11の反応掛 こ加え.37℃で

10分間保温 した｡ この反応液を遠心 し.上清 と沈盛の放射活性を制定 して

赤血球に結合 した蓉素の割合を求め.さらに上清の吸光度から溶血率を求めた｡

●.(-25日0の結合率 (%)､ 0 .溶血率 (%)0

まとめ

(1) 尿劇 こよって解離させたT OをDE-52カラムのイオン交換クロマ トグラフィー

にかけ､T l､T2のフラグメントを単離することができた0
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(2) T l､T2フラグメントはそれぞれ単独でも.また混合 しても溶血活性は示さ

なかった｡

(3) T lには何の活性 も検出されなかったが､T2には礁い溶血阻害活性が存在 し

ていた｡ この活性はチオ-ル芯の修飾によって失われた｡

(4) T2の赤 血球への結合の特異性 と親和性は 8-毒素 と同等であった｡ しか し

l)TNB-T2は赤血球への結合性 を完全に失 って しまう点 で､ DTNB-0.DTNB-Teと

異な り.暇 との結合に結合部位の立体構造が重要であることが示唆された｡

(5) 【LZ5日0の赤血球への結合 と溶血に対するT2の影響を調べたところ､溶血が

完 全に阻苫 されるT2濃度 では 【125日0の結合は全 く阻害 を受 けず､低 濃度の

T2による柄血阻吊はO-毒窮の結合阻害以外の機構によることが明らかになっ

た｡

Eur.J.BLOChen.194.25-31,(1990)に発表
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第4蔓 毒素会合体形成による溶血とそれに対するT2の阻害効果

はじめに

チオール活性化毒素によるi'6血は､毒素と赤血球帳の結合段階とそれ以後の溶血過

程に/Jlけて考えられている｡ T2による溶血阻富が結合の阻害ではないことが明らかに

なったので､それ以後のどの段階をT2が阻害するのかを検討 した｡ 毒素と膜の結合以

彼の柄血の過程はまだ詳しく解明されていないが､電子細微韓での観察によってチオール

清作化毒鼻によって溶血を起こした月別こ環状 または弓状の構造が存在することが示され

(4卜43).これは三三#三会合休で形成された小fLであろうと考えられている(44.45)｡ 調

裂した切断'珪素の うち温度依存性の栖血を起こすCOと(27)､さらに化学修飾をして37℃

以下では溶血を起こさなくなったメチル化 C0(MC0)を使用することによって (46)､こ

のfTAi状構造のW/成 と浴血とが非常によい相関性】係を示すことが明 らかになっている (図

4- i)｡ しかし芯子顕徴籍によるfF>t状構造の観察には通常の溶血反応に必要な毒素里

の数万倍のEl'主菜を使用するために.諮血反応の際本当にこの構造が形成されているのか否

かは明らかになっていなかった｡ そこで 1251標識毒素を使用 して通常の溶血反応の時に

もこの会合休が形成されているかどうかを検討 し､それに対するT2の賢壬智を調べた｡

実験方法

藍艶蜜度/LtJ配遠心による会合体の分離

0.3% 羊赤血球500Jllに 【125日o(4.5lIU.3.5ng)を加え､37℃で10分間保温 し

た｡ この反応液を100.000xgで 5分間遠心 して帳を集め.5nMリン酸接衝液 pH8.0
で2B;.)洗押 した後150Lllの10%デオキシコレー トを加え篭益で 1時間可溶化 した｡

iJlgのT2の添加により溶血が阻害された試料では､37℃､10分間の保温の後2000xg

3分間の遠心で赤血球を集め､5mMリン概緩衝液pH8.0で溶血を起こさせてから同様の操

作で可楢化 した｡ この可溶化した脱 100Jllを0.25%デオキシコレー トを含む3.6mlの

10-50芳川/V)の直根的産糖密度勾配に重層 し､150.000xgで16時間遠心 した(47)0

これをチューブの底から15フラクションに分取 し､それぞれの放射活性を測定 した｡

lLZrJJ】COを使用 した場合は1.25ttU､4.2ngを赤血球に加え､溶血を起 こさせる時は

37℃で15分間､溶血させない時は10℃で60分間保温してから､同様に膜を集め可溶化 して
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図 4- 1 0-毒素とその誘導体の溶血活性の温度変化と毒素処理赤血球膜の電子

距微鏡 による観察 (46)

A :0.51羊赤血球を11.2ng/llの考案 と種々の温度で30分間保温 し､溶血串を求めたo

o: O-毒素､ △=TO､●:CO･ ▲:MCO｡

8:羊赤血球膜を 160Jlg/■1の 0-番索､CotMCOと37℃または10℃で10分rm処理

した後､IX リンタングステン鞍でネガティブ染色し電子期微最で戦車 した｡

Bar:100nA
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分析 した｡

結果および考察

lL25日Oの会合体形成 とそれに対するT2の阜/;響

4.5HUの 【125日0を加えて37℃に保温すると赤血球は l分以内に完全に溶血を起 こ

したが､IJ⊥gのT2が共存 した時には10分間の保温後 も全 く溶血は認められなかった｡

[125110によって溶血した赤血球 と､T2の共存により溶血が阻零された赤血球の膜分画

を洗浄 してから可溶化 し､煎糖密度勾配遠心で分析 した結果を図4-2に示す｡ T2が

共存 し楢血が阻苫された赤血球膜に結合 した【125lJOは. a-毒素のみを遠心 して分画し

た場合 と同 じ低密度のフラクション (fr.No13)に回収 され.マーカーのBSA(4･4S･Mr

66000)の位ILiYiとの比較からO-毒某モノマー (Mr53000)で存在すると考えられた｡ それ

に対 して溶血を起こした膜に結合 したeJ frdi刺 ま明らかにモノマーとは区別される高密度

のフラクシ ョンに分布 し.マーカー とした β-ガラク トシダーゼ (16S)､カタラーゼ

HlS).BSA(4.4S)の位置から推定するとおよそ26Sの会合体 と考えられる｡ 膜に結令

したT2は､T2単独で遠心 した場合 と同様にO-毒素モノマ-よりさらに軽いフラクシ

ョン(rr.No14)に回収され､会合体は検出できなかった (図 4-2B)｡ また､脹蛋白

Tiは大部分が驚度勾配の上部に分布 し. a-歳貴会合体 と同 じ密度に分布する蛋白質は検

出できなかった(図 4-2C)｡ この結果から､通常の毒素濃度で起こる溶血反応でも

0-,2主菜の会合体が形成されていることが明らかになった｡ さらにT2の共存によって

この会合体が形成されないと溶血が起 こらないことから､会合体の形成が溶血に必須であ

ると考えられる｡ この関係をより明 らかにするため､温度依存性の溶血を起こすCβを

使って同様の実験を行った｡

i-25日COの会合体形成の温度依存性

すでに述べたようにCOは溶血能に関 して温度依存性を示 し､20℃以下の温度では

溶血能を失っている｡ そこで,37℃で溶血 した股に結合 した[12511COと､10℃で溶血

をおこさなかった膜に結合した【125日COを可溶化 し･蘇糖密度勾配遠心で分析 した(図

4-3 )｡ どちらの膜分画にも同程度の放射活性が回収されたが､10℃で溶血を起 こさ

なかった時の 【L251】COはすべてモノマーとして膜に結合 していたのに対し､37℃で溶血
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図4-2 lL2～Ue会合体の声糖密度勾配遠心による分離 (35)

^ ･7.OrLg/■1の (■日日0と反応させ た羊赤血球膿を10‡デオキシコレー トで可溶化 し

庶輔密度勾配遠心 で分析 した｡ 回収 された稔放射活性を1001 として各フラタ

ンヨンの放射活性の割合を求めた｡

〇･11251】0で処理 した赤血球膜を可溶化 したもの､

●.T2と【125IJOで処理 した赤血球膜を可溶化 したもの､

▲ :【lZSl】0｡ β-Gal:β-ガラク トシダーゼ 日6S)､

caL.･カタラーゼ HlS)､ BSA :牛血清 アルブ ミン (4.4S)o

a:T2と【t25日0で処理 した赤血球膜を可溶化 し庶軸密度勾配遠心で分取 したフラ

クションの イミュノプロッテ ィングによるT2の検出｡

T :可溶化 した膜 プラクソヨン｡

C:BのSDS-PAGEゲルの銘染色による蛋白質のバ ター ン.
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を起 こ した場 合 には明 らかに高密度の フラクシ ョンに 【1251]COの E- クが出現 してい

た｡ また･溶 血 を起 こさないメチル化 COは37℃で もモ ノマー として膜 に結合 してい

た｡ この結果 は図 4-1での溶血 した膿 における環状構造 の存在 とよく一致 し,この横

道が通常の溶血反応 でも形成 される毒素の会合休であることを強 く示唆 している｡
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図 4-3 赤血球膜結合 【125日COの庶糖密度勾配中の分布

8･4ng/■1の【125日COと37℃または10℃で反応させた羊赤血球膿杏

101デオキシコレー トで可溶化し.庶糖蜜度勾丘遠心で分析した｡

回収された軽放射活性を100Iとして各フラタ ンヨンの放射活性の

割合を求めた｡

○:37℃で【12～Ⅰ】CO処理をした赤血球膜を可溶化したもの､

● ‥10℃で【1251】CO処理をした赤血球癖を可溶化したもの,

▲ ･lHsHCO｡

32



まとめ

(1) 溶血 を起 こした赤血球膜上では 0-毒素､COともに会合体を形成 していた｡

これに対 し.溶血が阻害 された条件では毒素はモノマーの ままで存在 し､会合体

形成が溶血に必須の過程であることが示唆された｡

(2) T2による溶血阻苔は､0-毒素の赤血球への結合の阻害ではなく､会合体形

成を阻害するために起 こることが示された｡ また.T2自体は会合体を形成 し

なかった｡

BLOChlm･BLOPhys･Acta i933.441-448.(1990)および

Eur･｣･BIOChem･194,25-31,(1990)に発表
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第5章 総括的考察および毒素のプローブとしての応用に関する考察

8-毒素､切断毒素およびその修飾体を用いた実験によ り.0-番素分子のC末端

から5000タル トン付近に存在するシステイ ン残基近傍に コレステロール結合部位が存在す

ること､ 8-毒素の会合体の形成が溶血に必須の過程であることが明らかになった｡

これ までにDNAの塩基配列が明 らかにされた4種頬のチオール活性化毒素では,毒

素分子全体 としても42-65%の相同性があることが明らかになっているが､図 5-1に示

すように分子中の唯一一のシステイ ン残基がC末端からほぼ等 しい位置に存在 し､しかもこ

のシステイ ン残基を含む11-13残基のアミノ酸配列がどの毒素にも共通 しているので (23-

26).この部分が毒素の活性発現に重要 な役割を果 していると考えられる｡ ところが､

退伝子操作の手法によ りス トレプ トリジン0とニ ューモ リジンの唯一のシステイントSH)

をアラニ ントII)に置換 した変異毒素で も､溶血活性が本来の毒素 と変わらずに保たれてい

るとい う結果が報告 された (48,49)｡ チオール活性化毒素 は､産生菌の培養液を空気中

で保存 してお くと失活 し.システイ ンなどの還元剤を添加することによって活性が回復す

ること.栢製毒素についてもチオール基を修飾すると溶血活性が非常に低下することから

チオール基が活性発現に必須 と考 えられて きた｡ しか し､これ らの変異毒素の結果か ら

チオール清作化毒素の溶血活性の発現にチオール基それ自休は必要ではないことが証明さ

れた｡ チオール基の酸化によって失活すると考えられていた理由のうち､毒素 2分子の

-S-S一結合体の可能性は不活性型 と活性型の毒素の分子量が電気泳動上でほぼ等 しいこと

から否定され.分子内-S-S-結合はチオール基が 1つ しか存在 しないため不可能であるの

で､倍化による失活は培地中に共存する低分子チオール化合物 との反応によって毒素のチ

オール基が修飾されたために溶血活性が低下 したことが原因ではないかと説明されている
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図 5- 1 DNA塩基配列 か ら決定 され た システイ ン残基近傍 の ア ミノ酸配列
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(48)｡ AlouFは､ス トレプ トリジン0の粗毒素あるいは部分精製毒素では保存中や精製

途中に酸化による可逆的な失活が起 こるが､精製毒素では起 こりにくいと述べている(6)｡

このように､チオール基それ自体は溶血活性の発現に必須ではないが.その修飾は毒素の

溶血活性の低下をひきおこす｡

チオール活性化毒素による溶血は､毒素の細胞膜 コレステロールへの結合の過程 と

膜上での毒素会合体の形成を含む脹破壊の過程の 2段階に分けて考えられる｡ 本研究は

精鮎 0-毒素を用い､チオール基を修飾 した毒素では第一段階の膜 コレステロールとの結

合が阻害されていることを示 し､さらにこの結合阻苔はチす-ル基修飾によって毒素のコ

レステロールへの結合親和性が低下 するために起 こることを明らかにした (第 2章)｡

チオール基修飾によって結合雑和性の低下が引き起こされる理由として.①チオ-ル基自

身がコレステロールとの結合に関与 している､(診チオール基の近傍にある毒素のコレステ

ロ-ル結合部位が修飾基によってふさがれる.(診チオール基の修飾により毒素のコレステ

ロール結 合部位の立体構造が変化する､の 3つが考えられる｡ しかし､システイン残基

をアラニンに置換 した変異毒素でも溶血活性が変わらないとい う上記の結果から.①の可

能性は否定された｡ 修飾基の大きさが毒素の赤血球への結合親和性及び溶血活性 と逆相

関の関係にあるとい う本研究の結果 (図 2-4)は､(さのチオール基の近傍にコレステロ

ール結合部位があるという可能性を強 く示唆する｡ コレステロ-ルは虎水性の分子であ

るため､その結合部位も疎水性の領域を含むことが予想される｡ 区】5- 1の共通アミノ

酸配列は トリプ トファン3残基及びロイシン､アラニンを含み.疎水性が高い部分 と考え

られる｡ システイ ン残基近傍の共通舗道の重要性はス トレプ トリジン0あるいはニュー

モ リジンのシステイントSH)をセ リントOH)に置換 した変異毒素では溶血活性がl/4 また

は1/6に低下するとい う結果からも弦調されている(48.49)｡ チオール基と水酸基とい

うごくわずかな変化が活性に大きな単三智を与える原因として､チオール基の電気陰性度が

メチレン基とほぼ同じ値であるのに対 して.水酸基は大 きな値を示すことから､チオ-ル

基の周囲の疎水的な立体構造が重要 と推測される. システイ ンやアラニンの場合にはコ

レステロール結合部位の疎水的な構造が保たれているのに対 し､セ リンに置換 した場合は

電気陰性度の大 きな水厳基が導入されたことにより結合部位の疎水性が弱められコレステ

ロールへの結合親和性ひいては溶血活性が低下 したと考えられる｡ 以上のことは､シス

テイン残基周辺の共通アミノ酸配列部分が膜 コレステロールとの結合部位の少なくとも一

部分であることを強 く示唆 している0 0-毒素分子の中でこのシステイン近傍の共通ア
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ミノ厳配列以外の どの部分がコレステロールとの結合に関与 しているかは明らかではない

が､C末端側 フラグメントT2が 0-毒素 と同等の膜 コレステロ-ルへの結合能 を持つ と

いう結果か ら (図 3-5).コレステロール結合部位はすべて毒素分子のC末端側に存在

すると考えられ る｡ チオール超の修飾は単に活性部位を隠すだけではなく立休構造にも

旨壬繁を与えていると考えられるので (図 215)､チオール基修飾毒素では②に加えて③

のチオール基修飾によるコレステロール結合部位の立体構造の変化が生 じ結合親和性が低

Fしたとも考えられ る｡

この コレステロール結合部位の立体構遥は単膏生したT2でも保たれているが､T2

のチオール越を修飾すると8-rFf素､TOのチオール基修飾の場合 とは異な り.膜への結

合能が完全に失われた (図 3-5)｡ これはTOではTLとT2が複合体を形成 してい

るためチオ-ル箱を修飾 してもT2の横道変化が制限されているのに対 し､フラグメン ト

に解離 して しまうとこの制限が失われ大 きな構造変化が起 こるためではないかと考えられ

る｡

次に､rii素 と赤血球の結合後.溶血に至るまでの過程について､T2フラグメン ト

と温度感受性の溶血を示すCOを開いて解析を行った｡ T2フラグメントは 8-毒素 と

rjJ】等u)コレステロールに対する結合の特異性 と親和性をもつが (図 3-4､3-5)溶血

能はなく､ 0-毒薪 と共存させると毒素による裕血を阻害する｡ しか し､この溶血阻害

作用はO-Fi;Fqの赤血球への結合を阻苫 するためではないことが明 らかになった (図 3-

6)｡ これ までの電 (一軍貞敬呈削こよる覗繁か ら､満血を起 こした膜上にみられる環状ある

いは⊂日大の梯道が毒素会合仏でJfJ;成 された小孔であろうと考えられていたが (27､41146)､

この構造の検出には溶血を起 こす毒茶毘の数万倍を必要とするために.実際の清血反応の

際にこの会合体が形成 されているかは不明であったB 木研究において､ 125L標識毒素を

使って行ったL'q糖寓度勾配による分析 で.通常濃度での溶血反応の際にも毒素の会合体が

Jff/成されていることが明 らかになった (図4-2､4-3)｡ Bhakdi等はス トレプ トリ

シン0を使 った同様の実験で高密度 フラクションに回収 された会合休を電子顕微鏡で根察

し､環状構造の存在を報告 している (44)0 滴血活性を,J--1さないメチル化 COや低温で反

応 した場合の CO及びT2によって溶血が阻害 された場合の 0-毒草では.膜に結合 した

毒素がモノマー として存在 していることか ら (tg]4-2､4-3)､会合体の形成が福山

に必泊の過糧であると考えることがで きる｡ Hugo等 (50)はあ らか じめ溶血活性 を中和す

る抗体 と反応 させたス トレプ トリジン0は赤血球股に結合 しても会合体を形成 しないと報
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苦 し.やは り会合体形成の重要性 を示唆 している｡ さらにN末端部分を欠 くCl､T2

には膜への結合活性 は存在するが会合体形成はできないことか ら､N末端側の塩基性の強

いC2部分が会合体形成に何らかの役割 を果 している可能性 も考えられる｡

会合体を形成 して細胞膜に小才Lを作 り膜を破壊する蛋白質 として､チオ-ル活性化

毒素のほかにStaphyrococcus旦生型堕 の O-毒素や (45､51)活性化 された補体の C5bC9

複合体 (45､47､521が研究されている. この うちチオール活性化毒素会合体は､環状以外

に弓状構造などさまざまな大 きさの ものが扱壊 され (42.43.45).BSAなど高分子塁の蛋白

質も通過できる大 きな小孔であることが特徴 とされている (45､53)h これに対 して cE一

毒素の小孔はIii素 6分 子か らなる均一 な大 きさで (45､5日 ､蔚糖やイヌリンは通過するが

それ以 上の高分子は通 さないとい う比較的小さなもので､溶血は浸透圧による脹破壊の結

盟とされている｡ 補体複合体も会合 したC9の数によって大 きさに追いはあるが t47)､

外液にデキス トランを添加すると溶血を防 ぐことができるので溶血は浸透圧による臆破壊

と考えられている 152)｡ これ らの会合体は分+の雌水性部分を膜に埋め.親水性の部分

を寄せ合って月弟を試適する円筒状の構造 と考えられている｡ また.チオール活性化毒素

のL31人の偶遇は､半円R壬の会合体の内mrJの親水性部分が臆の脂質成分を反発､排除するた

めにJfl成 されているものと想像されている (45)｡ この会 合体をデオキシコレ- 卜で可溶

化し､レシチ ンのみの リポソーム上に再構成することがで きる (44)｡ この 場 合 に は チ

オール活性化 毒素でもコレステロールを必要としない｡ 会合体が形成され疎水性部分が

'蒜出すれば コレステロール との結合は必要 としないのか､会合体にコレステロールが結合

しているのかはまだ明 らかではない｡ また.この会合体形戒の過程で､膜に結合 したモ

ノマーがとの ような構造変化を起 こして雌水性部分 と親水性部分を'jG出させてくるのかは

不明の ままであ り､今後の検討を必要 としている｡

コレステロ-ルは細胞臆の主要な構成TJR分 として脂質 二重層の物理的な安定化.疏

動性や通過作の調節など生体膜機能の維持にEi-献 している (54､55)｡ このような物理的

な作用のほかに､'L休高分子の合成 (56)やエ ン ドサイ ト- シス (57)､ウイルス依存の膜融

令 (58､59)など様 々な生体機能にコレステロールが関与する可能性が示唆されている｡

さらに､血清中の HDLなど リボプロテインと血管内皮細胞の膜 との間でのコレステロール

の分配や.膜か ら細胞内部への コレステロールの輸送の機構 など.解明されていない問題

が多数存在する｡ このような問粒に対 し､コレステロールに特異的に結合するプローブ

で細胞の コレステロールの分布を調べ､機能 との関連性を検討するという方法が考えられ
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miii

+
る｡コレステロールに特異的に結合する物質として.チオール活性化毒素のはかにジギ ト

ニン(60)､ポ リエン抗生物質 (フィリピン､アンホテ リシンB) (61.62)などが知 られて

いるが.これらはすべて臆を破壊 して しまうためプローブとしては限られた範医でしか利

用できなかった｡

切断毒素C0(40)とそれをメチル化 したMCOは (46)膜 コレステロールに対する結

合は特異性､税和性 とも8-毒素と同等で.しかも溶血を起 こさないことからプローブと

して利用Tir能な修飾毒素である. lZSI標識CO､MCOを使用 して赤血球膜上の毒素結合

部位を ScaLchardプロットで解析 したところ､解離定数が 10~9 Mと10~7Mのオ-ダ-の

二種類の結合部位が存在することが明 らかになった(40､46)｡ この高い結合親和性のた

めに､チオールJ占惟化盛業はジギ トニ ンやフィリピンに比べ､数千分の-以下の感度で溶

血を起こすことができると考えられる｡ ,JF血球をあらか じめ ジギ トニンで処理 しておく

とどちらの結合部伯にも毒素が結合 しなくなることから(40)､この二種類の結合部位はコ

レスナロールであ り､赤血球腰上の コレステロールには少なくとも二種類の存在状態があ

ることが示された｡ この二種実員の結 合部L立は赤 血球膜に限 らず ヒトBリンパ腫由来の

Ball-1細胞 (46).マウス胸腺細胞､マウス脳 シナー/トソーム膜にも存在し､細胞膜上でコ

レステロールが不均一な状態で存在 していることは特殊な場合ではないと推測できるO

大多数のコレステロールが膜の物理的性質を維持するために存在するのに対し､解離定数

1019日という毒素に親和性の高いコレステロールは リボプロテインとの交換性など生体機

能に関5･する特異な分画の コレステロール と考えられるかもしれない｡

このような細胞膜上のコレステロールの存在状態の解析のはかに､細胞内の コレス

テロールの分布を調べるプローブとしても修飾毒素の利岡が考えられる｡ C型Nienann-

PICk病患者からとった線維芽細胞では LDLとして細胞に取込 まれたコレステロールが､エ

ステル化されることなくリソゾ-ムとゴルジ装置に蓄横されることがフィリピンを使って

組繋されている(63,64)｡ フィリピンはそれ自体が蛍光をもつという利点があるが､水

溶性に乏 しく.10~6 Mオータ-の濃度が必要で､腰を破壊 してしまうという欠点がある｡

これに対 して修飾 0-毒素では結合親和性が高いたd)低濃度の毒素処理で済み､水溶性

で､眼を破壊せず.L25t標識毒素を使えば高感度の検出が可能になるなどの利点が考えら

れる｡ C0.MCO以外により小さなプローブとしてT2フラグメントが考えられる｡

さらに追伝子操作の手法によりコレステロール結合部位のフラグメントが得られれば､有

閑なプローブになると予想される｡
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