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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒言

翫 鋤 ガoooooα5∂ αrθα5(以 下 、5;∂ αrθμ5)は 自然界 に広 く分布 して い る ヒ

トの 常在 菌 で あ る一 方 、 ヒ トや 動物 の細菌感 染 症 の代 表 的 な起 因 菌 と して も知

られ て い る。 £ ヨ乙rθα5は α一、β一、γ 、及 び δ一hemolysin、1eukocidin、 コア

グラー ゼ 、 エ ンテ ロ トキ シ ンA-0、 毒 素性 シ ョック症 候 群 毒 素 一1(TSST-1)等

多 くの 病原 因子 を産 生 、分 泌 し、 毒素 性食 中毒 、毒 素性 シ ョ ック症 候 群 、皮 膚

感 染症 、 多剤 耐性 菌 膿SAに よ る院 内感 染 、 ウシの 乳房 炎 な ど様 々 な感染 症 を

引 き起 こす 。 これ らの感 染 症 の 治療 法 の確 立 に は多剤 耐 性 菌 の 出現 防 止 の観 点

か ら考 え て も病 原 因子 の詳 細研 究 が 不 可欠 で あ る。従 っ て 、 当研 究 室 で は これ

ら病 原 因子 の うち特 に ヒ ト及 び ウサ ギ 白血球 崩 壊 毒 素leukoddin(以 下 、

Luk)、 ヒ ト及 び ウサ ギ赤血 球 崩壊 毒素 γ一hemolysin(Hlg)に つ い て詳 細 な研

究 を行 って き た。

Lukは32.5kDaのLukSと34kDaのLukFの 二成 分 か ら成 り、 この 両者

が共 同 して ヒ ト及 び ウサ ギの多 形核 白血 球 、 単球 、及 び マ ク ロ フ ァー ジ を崩 壊

す る。 また 、 ウサ ギ赤 血球 に対 して も溶 血性 を示 す。 一・方 、Hlgは31kDaの

Hlg2とLukFの 二成 分 か らな り、 ヒ ト及 び ウサ ギ赤 血 球 を崩 壊 す る。Lukと

HlgはLukFを 共 通成 分 と して お り、LukSとHlg2が 全 く異 な る血 球特 異 性

を決定 してい る。 レか しなが ら、LukSとHlg2は 一 次構 造 で約80%の 相 同性

(同 一 の ア ミノ酸 が72%)を 有 して い る。 従 っ て、 当研 究 室 の成 谷 がLukSと

Hlg2の 特異性 を決 定 す る ドメイ ン を同 定す るた め、 両成 分 の 高 い相 同性 を利

用 し、 一連 の キ メ ラ成 分 を構 築 して解 析 を行 っ た。 そ の結 果 、LukSのSer1舅

以 降 の'C末 端領 域 にLukの 白血 球 特異 性 を決 定 す る領 域 が存 在 す る事 を明 ら

か に した。 ま た、 当研 究 室 の 菅原 らに よ り両毒 素 が膜 孔 形 成 毒 素 で あ る こ とが

証 明 され 、標 的細 胞 膜 上 よ り両毒 素 の膜 孔複 合 体 が単 離 され た。 さ らに 両毒 素 一

の膜 孔複 合 体 は二 成 分 が3:4又 は4:3で 会合 してい る こ とが 明 らか に され

た。

本 研 究 にお いて 、私 は51aαrθ σ5の 産 生す るLukの 白血 球 崩 壊 機 構 の解 明

を 目的 と した。 そ して 、LukSのSer臨 以 降 のC末 端領 域 に注 目 して解 析 を行

い 、Lukの 白血球 崩 壊 活 性 を担 うLukSの 最 小 必須 領 域boxZ(12瓶RST2娼)を

同定 した。 また 、Lukの 白血 球 崩 壊 活性 の発 現 にboxZで のLukSの リン酸

化 が必 須 で あ る事 を証 明 した。 さ らに、5オヨ助 ア100000〃5ゴ 撹azπ θゴゴ〃5(以 下 、
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5ゴ 舵 θ㎜ ゆ認 醐 の産 生す る ヒ ト及 び ウサ ギ 白血 球崩 壊 毒 素Luk-1(LukS-1,

LukF-1)の 活 性 発 現 にLukSと は異 な る部位boxI(K'距KIS瓢38)で のLukS-1

の リン酸 化 が必 須 で あ る こ とを 明 らか に し、classS成 分 の リン酸化 が

1eukocidinの ヒ ト白血 球崩 壊 活性 の発 現 に必 須 で あ る こ とを明 らか に した。

第2章Lukの ヒ ト白血球崩壊活性 に対す るLukSの リン酸化の関与

2-1LukS及 びHlg2の 一 次 構 造 の比 較

LukとHlgのclassS成 分 で あ るLukSとHlg2は 全 く異 な る血 球 特異 性

を示 す に もか か わ らず80%と い う高 い相 同性 を有 す る(Fig.1)。 当研 究室

の成 谷 に よ る両成分 の キ メ ラタ ンパ ク質 を用 い た研 究 か らLukSのSer16`以 降

のC末 端 領 域 に ヒ ト白血 球 崩 壊 活性 の発 現 に必 須 な領 域 が存在 す る こ とが明

らか に され た。 従 って この領 域 を検 索 した 結果 、 私 はLukSに のみ存 在 す る

12覗KRsT2妬 とい う配列 を見 出 した(Fig.1,boxz)。 興 味深 い こ とに これ ら5

残 基 の うちのK2鵜RST2葡 は真 核 細胞 のc酬P-dependentproteinkinase(以

下、PKA)に よ る リン酸 化 認 識 配列 で あ った 。PKAは 真 核 細 胞 由来 のprotein

serine/threoninekinaseで 、標 的 タ ンパ ク質 のK/R-K/R-X-S/Tと い うモ チ

ー フを特 異 的 に認識 し
、Ser又 はThr残 基 を リン酸 化 す る。Ser残 基 に対 し

て よ り高 い基 質 特異性 を示 す こ とが報 告 され て い る。 よっ て 、LukSに 特 徴 的

な1㎜}帆ST節 、特 にPKAに よ る リン酸 化 部 位Thr蹴 に 注 目 して ヒ ト白血 球崩 壊

活 性 を担 うLukSの 必 須 領 域 の探 索 、及 びLukの ヒ ト白血 球 崩壊 活 性 の発 現

機 構 の解 析 を行 った。

2-2Lukの ヒ ト白血 球崩 壊 活 性 を担 うLukSの 最 小 必 須 領 域 の 同定

LukSのK243RST2菊 の推 定 リン酸 化 部位Thr2菊 をSer、Tyr、 又 はAlaに 変 換

した変異 体 皿S-TS、 皿S-T¥、 及 び 皿S-TAを 作 製 し、解 析 した。 そ の結果 、

皿β一TSはLukSの10倍 の ヒ ト白血 球崩 壊 活 性 を示 した(Fig.2,1anesl

and2)。 一方 で、MLS-TA及 び 皿S-TYはLukFと 共 同 して ヒ ト白血 球 を膨 潤

させ たが崩 壊 しなか っ た(Fig.2,lanes3and4)。 さ らに、Hlg2にLukS

のboxzを 挿入 す る こ とでHlg2に 白血 球 崩 壊 活 性 を導 入 で きた(Fig.2,

1anes5and6)。 よ って 以 上 の結 果 か らLukSのboxZ(1%2KRS1噸)をLuk
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の ヒ ト白血球崩壊活性 を担 う最小必須領域であ ると同定 した。 さらにLukの

ヒ ト白血 球崩壊活性の発現 にP阻 に よるLukSの リン酸化 が関与 してい るこ

とが示唆 された。

2-3Lukの ヒ ト白血 球 崩壊 活 性 へ のLukSの リン酸化 の 関与

Lukの ヒ ト白血 球 崩壊 活性 へ のLukSの リン酸化 の 関与 を検 討 した。 まず 、

LukSがPKへ の基 質 とな るか ど うか検 討す るた め 、LukS、Hlg2及 び 各 変異 体

を無 細胞 系 、P猷(catalyticsubunitfrombovineheartP血)及 び

[γ』P]ATP存 在 下 で反 応 させ た。 そ の 結果 、全 て の成 分 の 活性 体 は ほ とん どリ

ン酸化 され な か った(Fig.3)。 しか し、100℃ 、5min熱 処理 したLukSは 活

性 体 の100倍 も強 く リン酸化 され た(Fig.3,1anesland2)。 ま た 、熱 処

理 したML呂 一TS(T246S)は 熱 処 理 したLukSよ りも4倍 も強 く リン酸 化 され

た(Fig.3,1anes2and4)。 さ らに、Hlg2にboxZを 挿入 した 囲S-Zは

熱 処理 す る こ とで 、 わず か で はあ るが32Pの 放射 活性 の取 り込み が増加 した

(Fig.3,1anesgand10)。 しか しな が ら、崩 壊 活 性 を示 さなか った成 分 は

熱 処 理 して もほ とん ど リン酸化 され な か っ た。.以 上 の結 果 か ら、LukSがPKA

の基 質 に な る こ とを明 らか に し、 さ らにLukの ヒ ト白血 球崩壊 活性 の発 現 に

PKAに よ るLukSの リン酸化 が関 与 して い る こ とが 強 く示 唆 され た。

そ こで 、LukSの ヒ ト多形 核 白血 球 存 在 下 で の リン酸化 を検討 した。32P鵡PO、

存在 下でLukS単 独 、又 はLukS、LukFで 処理 した ヒ ト多 形核 白血 球 の
　

1ysateか ら抗LukS抗 体 を用 い た免 疫 沈 降反 応 で沈 降 物 を回収 した。 沈 降物

をSDS-PAGE及 びwesterni㎜unoblottingに 供 し、認Pの 放射 活 性 をイ メー

ジ ス キ ャナ ー で解 析 した 。 そ の結果 、LukSを 単 独 、 及 びLukFと 共 同 して作

用 させ た試 料 にお い て 、抗LukS抗 体 で 検 出 したLukSの バ ン ド(Fig.4,

1anesS)と 一致す る32Pの 放射 活性 を持 つ バ ン ドが検 出 され た(Fig.4,

1anesland2)。MLS-TA(T246A)を 作用 させ た試 料 で は同様 のバ ン ドは検 出

され な か っ た(Fig.4,1ane3)。 さ らに、 この リン酸化 がPKAに よ る もの

か ど うか 検 討す るた め 、細 胞 膜透 過 性 のPKA特 異 的 阻 害剤 舟[2一(ρ 一

bromocinnamylamino)ethy1]一5-isoquinolinesulfonamide(以 下 、H-89)に よ

るLukSの リン酸 化及 びLukの 白血 球 崩 壊 活 性 の阻 害 実 験 を行 っ た。32P-H3PO、

存 在 下 で ヒ ト多形核 白血 球 をH-89で 前 処 理 した 後 、Lukを 作 用 させ た。 その
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結 果,LukSの リン酸化 はH-89の 濃度 依 存 的 に 阻害 され 、 そ のIC、 。値 は

0.05μMで あ った(Fig.5,panelsAandB)。LukSの リγ酸化 に対 す る

IC、。値(0.05μ)以 上 の濃 度 のH-89存 在 下 で はLukは ヒ ト白血 球 を膨 潤 さ

せ た が、 崩壊 しな か った(Fig.6,panelsC-E)。 以 上 の結 果 か ら、Lukの ヒ

ト白血 球崩 壊 活性 の発現 には 膜 孔 の形成 だ けで な くLukSのThr蹴 で の リン酸

化 が 必須 で あ る事 を明 らか に した。 またLukSの リン酸 化 にPl笛 が 関 与 して

い る こ とが強 く示 唆 され た。

第3章5;血 診θ盟 θdfπ51eukocidin(Luk-1)の ヒ ト白血 球

崩 壊 活 性 に対す るLukS-1の リン酸 化 の 関与

3-1LukS-1の リン酸化 部 位K1瓶IS1認(boxI)の 発 見

家 畜病 原 性 細菌 であ る51ゴ 沈 θ盟 θみα5は 宿 主 に感 染す る際 に5:a礎 θα5

同様 、外 毒 素 を含 む様 々 な病 原 因子 を産 生 す る。Luk-1(LukS-1、LukF-1)も

そ の一 つ で あ る。Luk-1の 両成 分(LukS-1,LukF-1)は それ ぞれLukS、LukF

と67%、 及 び.73%の 同一 の ア ミノ酸 を保 持 して い る。 興 味 深 い こ とに 、Luk-1

は二 成 分 が共 同 してLukと 同 様 の ヒ ト白血 球崩 壊 活 性 を発 現 す る に もか か わ

らず 、Luks-1はHlg2と 同様 にboxzを 持 た ない(Fig7)。 そ こで 他 の

領 域 にboxZと 同様 のPKAに よ る リン酸化 部 位 が存 在 す るか ど うか調 べ る た

め 、LukS-1の 配 列 を検 索 した ところboxZか ら108残 基N末 端 側 の推 定 の

膜 貫 通 領 域pre-stemdomainでK135KIS郡(boxI)を 見 出 した。

3-2Luk-1の ヒ ト白血 球 崩 壊 活 性 へ のLukS-1の リン酸化 の 関与

LukS-1で 見 出 した リン酸化 部位boxI(K135KIS陽 の ヒ ト白血 球 崩 壊 活 性 へ

の 関 与 を検討 す るた め、boxIのSer旧 をAlaに 変 換 したMLSI-SAを 作 製 し

た。 そ の 結果 、Luk-1はLukの2倍 の ヒ ト白血 球 崩 壊 活 性 を示 した が 、

皿,SI-SAは 崩壊 活 性 を示 さな か った(Fig.8)。 この 結 果 か ら、Luk-1の ヒ

ト白血 球 崩壊 活 性 の発 現 にLukS-1のSerl38で のPKへ に よ る リン酸 化 が 関 与

して い る こ とが示 唆 され た。 そ こで実 際 に、LukS-1及 びMLSI二SAを 無 細 胞

系 、PKA(catalyticsubunitfrombovineheartPKA)、[γ 一32P]ATP存 在 下 で
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反応 させ た と ころ、熱 処理 したLukS-1はP猷 に よっ て強 く リン酸 化 され た

が 、㎜.sI-sAは リン酸化 され な か っ た(Fig.9)。 以上 の結 果 か らLuks-1が

P猷 の基 質 に な る こ とを証 明 した。 次 に 、Luk-1の ヒ ト白血 球 崩壊 活 性 に対 す

るK-89の 影 響 を検討 した。 その 結 果 、H-89の 濃 度 依 存 的 にLuk-1の ヒ ト白

血 球崩 壊 活 性 が阻 害 された(Fig.10,panelA)。 また 、崩 壊 に は至 らなか っ

た 細胞 もMLSI-SAを 作用 させ た 時 と同様 に 膨 潤 した(Fig.10,panelsE-

G)。Luk-1に 対す るH-89の1偏 値 は0.5nMで あ りLukの 場 合 よ りも

100倍 小 さい値 だ った。以 上 の結 果 か ら、Luk-1の ヒ ト白血 球 崩 壊 活 性 の発 現

に は膜 孔 の形 成 だ けでな く、LukS-1のSer1認 で の リン酸 化 が 必 須 で あ る こ と

明 らか に した。 ま た、LukS-1の リン酸 化 にPKAが 関与 して い る こ とが 強 く示

唆 され た。 さ らに本研 究 にお い て私 はclassS成 分 の リン酸 化 が ブ ドウ球 菌

1eukocidinの ヒ ト白血 球崩 壊活 性 の発 現 に 必 須 な機 構 で あ る こ とを明 らか に

した。

第4章 要 約

1.LukSのboxZ(1躍KRST鰯)をLukの ヒ ト白血 球 崩壊 活 性 を担 う最 小 必 須

領 域 で あ る と同定 した。

2.Lukの ヒ ト白血 球崩壊 活 性 の発 現 に は膜 孔 の形 成 だ けで な くLukSの

Thr2菊 で の リン酸化 が必須 であ る こ と を明 らか に した。 また 、LukSの リン酸

化 にPKAが 関与 して い る こ とが強 く示 唆 され た。＼

3.£ ゴ舵 θ盟 θ4加5の 産生 す るLukS-1がboxZと は異 な り、推 定 の膜 貫 通

領 域pre-stemdomainの 根 元 にPKへ の リン酸 化 認識 配 列boxI

(K1聞KIS1鉤)を 持 つ こ とを見 出 した。 さ らに 、Luk-1の ヒ ト白血 球 崩 壊 活性 の

発 現 にLukS-1のSer138で の リン酸 化 が必 須 で あ る こ とを 明 らか に した。

4.以 上 の結 果 か ら、classS成 分 の ヒ ト白血 球 で の リン酸化 が ブ ドウ球 菌 の

.産 生 す る1eukocidinの ヒ ト白血 球 崩 壊 活 性 の発 現 に必 須 で あ る こ とを 明 ら

か に した。
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acrylamidegel.Thegelwasscannedbyanimagescanner(Fujiphotofilm,BAS-2000).The

basalreactionmixture(Ease)contained20mMTris-HCIbuffer(pH7.5),1mMEGTA,5
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analyzedbywesternimmunoblotting.LaneSrepresentsimmunostainedproteinsinthe

samplefromthecellstreatedwithLukSandLukF.Lanes1-3representtheradioactive

productsinimmunoprecipitates,respectively.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

S彦αρんッZOCOCCω8α岬e粥(以 下,S。 αωrεωS)は ヒ トの常在菌で ある一方,様 々な病原因子 を産生,分

泌す る ことによ り重篤 な感 染症 を引 き起 こす病原性細菌 と して も知 られている。近年,Methicillin-

resistantS'¢ ρんッZococ⑳sα ωハ肥8(MRSA)な どの多剤耐 性菌 の出現 に よって,抗 生物質 に頼 らない治

療法の確立が医療現場 において重大な課題 となってお り,病 原因子の作用機構 に関する研究が注 目され

ている。本博士論文では病原因子の中で も特 に膜孔形成型の二成分性 白血球崩壊毒素leukocidh1(Luk;

LukS,LukF)に 注 目 し,そ の ヒ ト白血球崩壊機構の解 明 を行 った。

hkは 赤血球崩壊毒素 γ一hemolysin(mg;Hlg2,LukF)とLukFを 共有 している。 また,bukS

及 びHlg2は 全 く異 なる血球特異性 を決定 してい るにもかかわ らず,ア ミノ酸配列 で80%と い う高い相

同性 を有 している。本研究者はこの両毒 素の類似 した構造 に着 目 してLukの ヒ ト白血球崩壊活性 に対す

る必須機構の解明 を行 った。最初 にLukSの み に存在 しHlg2で は欠失 してい る真核生物 のcAMP-de-

pendentproteinkinase(以 下,PK:A)の リン酸化認識 配列 に相 同なLukSのboxZ(1242KRST246)
＼

に注 目した。PK:Aの 特異性 に注 目してLukSのThr246残 基 に一連の変異 を導 入 して解析 した結果,

LukSのboxZをLlukの ヒ ト白血球崩壊活性 を担 う最小必須領域であ ると同定 した。 また,LukSが 無

細胞系でPKAに よって リン酸化 され ることを明 らかに した。 さ らに,LukSが32P-H3PO4存 在下で ヒ

ト白血球 に作用 させた際に もリン酸化 されるこ とを証明 した。 白血球崩壊活性 を発 現 しなかった ■ukS

のThr246残 基 のAla変 異体 は白血球 にお いて リン酸化 されなかった。 さらに,LukSの リン酸化及 び

Lukの 白血球崩壊活性 がPKA阻 害剤H-89に よって濃度依存 的 に阻害 されることを示 した。以上 の結

果か ら,本 研究者 はLukの ヒ ト白血球崩壊活性 の発現 に膜孔 の形成 だけで な く,L、ukSの 白血球で の

Thr246残 基 の リン酸化が必須 である ことを明 らか に した。

さらに,本 研究者 は醜qρ1乾yZ㏄㏄侃舗漉r㎜2d地sの 産生する白血球崩壊毒素leuk㏄idin(以 下,LukrI)

に関 して も解析 を行 った。Hlg2と 同様 にboxZを 欠失 してい るLukS-1に おいて リン酸化部位boxI

(K135K【S138)を 見出 した。L、ukS-1のSer138残 基のAla変 異体の解析 か らLukS-1のSer138残 基

をL、uk-1の ヒ ト白血球崩壊 活性に必須 なア ミノ酸残基 と して同定 した。 また,Ala変 異体及 びPKA特

異 的阻害剤H-89を 用 いた実験か ら,Luk-1の ヒ ト白血球崩壊 活性の発現 において も膜孔 の形成 だけで

な く,LukS-1のSer138残 基 の リン酸化が必須であ ることを明 らかに した。

以上の ように,本 研究 は,ブ ドウ球菌 の産生す る全ての二 成分性の 白血球崩壊毒素leukocidinに おい

てclassS成 分 の リン酸化が白血球崩壊活性の必須機 構 と して保存 されていることを明 らか にした もの

で,審 査員一同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授与 するに値す る もの と認定 した。
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