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1 膜孔形成毒素
　鉄は全ての生物にとって必須な元素であり，
病原性微生物もその例外ではない。病原性微生
物は宿主の体内で増殖して疾患を引き起こす
が，ヒトをはじめとした宿主の体内では，大部
分の鉄は赤血球の中のヘモグロビンにヘム鉄と
して保持されており，遊離した鉄はほとんど存
在しない。そのため病原性微生物は，膜孔形成
毒素と呼ばれるタンパク質を使って赤血球を破
壊し，漏出したヘモグロビンから鉄を獲得す

る。膜孔形成毒素は，可溶性の単量体タンパク
質として分泌されるが，赤血球の表面では円状
に会合してプレポアと呼ばれる会合体を形成す
る。その後，大きな構造変化を起こし，細胞膜
に膜孔と呼ばれる孔を形成する（図 1）。膜孔
の形成により，赤血球内部の分子が漏出し，細
胞が破壊される 1）。興味深いことに，膜孔を形
成して細胞を殺傷するという手段は，哺乳類の
免疫系においても用いられており，したがっ
て，膜孔形成は様々な生物により普遍的に用い
られている細胞攻撃戦略であると言える 2）。さ
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図 1 膜孔形成毒素の作用機構の模式図
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らに，膜孔を分子が通過するときに生じる電位
の変化を利用して，膜孔形成毒素は DNA シー
ケンサーをはじめとしたナノデバイスとして応
用されている 3，4）。このように，膜孔形成毒素
は生命科学的に重要なだけではなく，分子工学
的観点からも意義深いタンパク質である。
　筆者らは黄色ブドウ球菌が産生する膜孔形成
毒素に焦点を当てて研究をしてきた。黄色ブド
ウ球菌は食中毒や院内感染の原因菌として広く
知られる病原性微生物であり，複数の膜孔形成
毒素（aヘモリジン，g ヘモリジン，ロイコシ
ジンなど）を分泌する。これらの膜孔形成毒素
は，会合するタンパク質の数により 2 種類に分
類される。1 つ目は 1 種類のタンパク質が複数
個会合して膜孔を形成するタイプ（1 成分性膜
孔形成毒素）で，これには aヘモリジンが該当
する。2 つ目は，2 種類の異なるタンパク質が
複数個ずつ会合して初めて膜孔を形成するタイ
プ（2 成分性膜孔形成毒素）で，g ヘモリジン，
ロイコシジンなどがこれに含まれる。黄色ブド
ウ球菌の膜孔形成毒素に関する研究の歴史は古
く，その分子機構の解明に向けて非常に多くの
研究が行われてきた。最近，筆者らは X 線結
晶構造解析の手法を用いて，2 成分性膜孔形成
毒素の動的な分子機構を解明することに成功し
た 5，6）。本稿では，明らかになった機構を，そ
の解明に至る経緯とともに紹介する。

2  MPDとの出会いと 2成分性毒素の膜孔
の構造解析

　筆者らが黄色ブドウ球菌の膜孔形成毒素の研
究を開始した 2004 年当時，既に 1 成分性の a
ヘモリジンの膜孔 7）と 2 成分性毒素の幾つかの
単量体の結晶構造 8─10）が決定されていた。これ
らの構造を基に膜孔形成機構が議論されていた
が，異なる毒素の単量体と膜孔の構造に基づく
機構であるために不明瞭な点が多く，筆者ら
は，いずれかの毒素について，膜孔と単量体の
両方の結晶構造を得なければ，詳細な機構が議

論できないと考えた。これを達成するために筆
者らが解析すべき分子は，（1）1 成分性毒素の
単量体，（2）2 成分性毒素の膜孔のどちらかで
あった。（1）は 1 種類の可溶性タンパク質，

（2）は 2 種類のタンパク質から構成される膜タ
ンパク質であることから，（1）の方が容易であ
ると考え，筆者らは 1 成分性毒素の単量体の結
晶構造解析に着手した。
　筆者らは，1 成分性毒素の単量体を精製し，
あらゆる条件にて結晶化を試した。その結果，
高濃度の 2，4-ジメチルペンタンジオール（MPD）
を含む条件下で良好な結晶が得られた。大型放
射光施設にて X 線回折データを収集し，その
結晶を用いて構造解析を行った結果，大変驚い
たことに，この結晶は 7 量体の膜孔のものであ
った（図 2）11）。単量体を結晶化させたにもか
かわらず，膜孔の構造が得られた理由について
調査した結果，結晶化溶液中に入っていた
MPD には膜孔形成毒素を自発的に会合させる
性質があり，MPD 存在下で膜孔形成毒素はあ
たかも細胞膜に結合したかのように振る舞っ
て，膜孔へと構造変化することが分かってき
た。解析しようとした 1 成分性毒素の単量体の
構造解析は成功できなかったが，筆者らは，
MPD を用いれば，より解析が困難な 2 成分性
毒素の膜孔の構造が決められるのではないかと
推察し，次に，この課題に着手した。
　当時，2 成分性毒素の膜孔の構造については，

図 2  MPD中で自発的に会合した 1成分性
膜孔形成毒素の結晶構造  
bバレル領域を黒で表示してある
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トマーの数に関する論争に決着をつけることが
できた。また，過去に決定されていた単量体と
の構造比較により，単量体が膜孔へと会合する
際の各部分の動きを明らかにすることができ
た。もともとはコアドメインの横にコンパクト
に折り畳まれていたステム領域が，膜孔に会合
するときに大きく飛び出し，ほかのプロトマー
とともに bバレルの膜貫通領域を形成すること
が分かった（図 4）。

3 プレポア中間体の構造解析
　前記のアプローチにより，2 成分性膜孔形成
毒素の単量体と膜孔の構造が明らかになった。
筆者らが次にチャレンジしたのは，プレポア中
間体の構造解析である。プレポア中間体は，単

量体から膜孔へと変化する過程で一瞬だ
け形成される過渡的で不安定な会合体で
あり，それを X 線結晶構造解析の手法
で捉えることは困難と思われた。過去の
生化学実験の報告を精査したところ，
Trp177，Arg198 に変異導入すると，会
合体は形成するものの溶血活性がなくな
る（すなわち，安定なプレポア中間体を
形成する）という報告を発見した 12）。更
に 興 味 深 い の は，Trp177，Arg198 は，
前記の膜孔の結晶構造において MPD が
結合していた残基だということである。

筆者らは，この W177A／R198A
二重変異体を作製し，MPD 中
で結晶化させた。幸運なこと
に，この変異体でも良好な結晶
を得ることができ，その構造を
決定することができた 5）。明ら
かになった構造は，膜孔と非常
に類似した 8 量体構造であっ
た。しかし，bバレルの上側半
分だけが形成されており，下部
の膜貫通領域は構造を形成して
いないという点で大きく異なっ

非常に大きな疑問が存在していた。それは，2
種類のポリペプチドが会合してできる 2 成分性
毒素の膜孔が，1 成分性毒素の膜孔と同様に 7
量体の膜孔を形成するのか，それとも，偶数個
のプロトマーから構成される膜孔を形成するの
かということである。それぞれの機構を主張す
るグループがあらゆる手段を駆使し，その真理
に迫ろうとしたが，決定的な証拠は得られず，
高分解能の結晶構造解析が切望されていた。筆
者らは，1 成分性毒素の場合と同様，2 成分性
毒素の単量体を精製し，それに MPD を添加し
て結晶化した。その結果，予想通りに 2 成分性
毒素の膜孔構造が得られた。明らかになった膜
孔の構造は，2 つの成分が交互に円状に会合し
た 8 量体であった（図 3）6）。これにより，長き
にわたり繰り広げられてきた，膜孔中でのプロ

図 3  2成分性膜孔形成毒素の膜孔の結晶構造 
各成分は灰色及び黒で表示してある。（左）横から
見た図，（右）上から見た図

図 4  単量体と膜孔の中の 1分子の構造比較
ステム部分（黒で表示）が大きく構造変化しているのが分かる



Isotope News 　2015 年 8 月号　No.73610

上下ばらばらに形成されるというのは驚きであ
った。
　このようにして，筆者らは，偶然発見した膜
孔形成毒素の MPD による自発的な会合特性を
利用して，膜孔とプレポア中間体の結晶構造解
析に成功した。これらの一連の構造解析と，長
年蓄積されてきた生化学的実験のデータを合わ
せ，筆者らは，黄色ブドウ球菌の 2 成分性膜孔
形成毒素の動的な分子機構を明らかにすること
ができた（図 6）。

ていた（図 5）。このような構造的特徴は，b
バレル領域は，上部と下部が別々に段階的に形
成されることを意味し，8 つのプロトマーが会
合してプレポア中間体になったときには上半分
が形成されており，そこから膜孔になるときに
は，下半分の膜貫通領域だけが構造変化をする
ということが明らかになった。黄色ブドウ球菌
の膜孔形成毒素の bバレルは，非常に強いタン
パク質変性作用を持つドデシル硫酸ナトリウム
を添加しても解離しない，極めて頑強な構造を
有することで知られるが，そのような構造が，

図 5  プレポア中間体の結晶構造
比較のために膜孔の構造も示す（右）。bバレル領域の電子密度も表示した（左）。
プレポア中間体では，bバレルの上半分だけが形成されているのが分かる

図 6 明らかになった膜孔形成機構
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4 今後の展望
　膜孔はナノデバイスとして工学的に応用され
ている分子である。今後，筆者らが明らかにし
た膜孔形成毒素の動的な分子機構を利用した新
たなナノデバイスが開発されることを期待して
いる。また，最初に着手した 1 成分性膜孔形成
毒素の単量体・プレポア中間体の結晶構造解析
には，いまだに成功していない。知恵を絞って
これらの構造を決定し，更に深く膜孔形成の分
子機構を理解したい。
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