
腸管出血性大腸菌感染症治療薬の開発

2005

渡邊　美帆



目次

論文リスト＿．．．．．．．．◆．．．．．．．．．．＿＿．．◆．．．＿＿．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．◆．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．1

略号リスト．．．．．．．．＿．＿．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．＿＿．．．．．．．．．◆．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．2

第一章　緒論．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．◆．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．◆．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．3

第二章　直鎖ポリマーを基材とした高親和性ベロ毒素阻害剤Gb3rpolymer

　　　　の開発＿＿＿＿＿．＿．．＿＿＿＿．＿＿．＿＿＿＿．＿＿．．＿．＿＿＿＿＿．g

第三章　カルボシランデンドリマーを核構造としたStx中和剤の最適

　　　構造の同定．．．．．．．＿＿．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．21

第四章　総括．＿．．．．．．。＿．．．．．＿．．．．．．．．．＿．．．＿．．．．．．．．＿．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．44

謝辞．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．＿．．．．．．．．．．．．46

実験の部．＿＿＿＿＿＿．．＿＿＿＿．＿＿．．．．＿．＿．＿＿＿．．＿＿＿………・・…・…．47

引用文献．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．6．．．．．．．．．．．．．．．．．9．．．＿＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．52



論文リスト

1．Oral　therapeutic　agents　with　highly　clustered　globotriose　for　treatment　of　Shiga

　　toxigenic　E∫（カer∫励∫∂co1〆infections．

　　Watanabe　M，　Matsuoka　K，　Kita　E，　Igai　K，　Higashi　N，　Miyagawa　A，　Watanabeエ

　　Yanoshita　R，　Samejima　Y　Terunuma　D，　Natorゴ罵Nishikawa　K．

　　JInfect　Dis．189（3）：360－368（2004）

2．Identification　of　the　optimal　structure　required　for　a　Shiga　toxin　neutralizer　with

　　oriented　carbohydrates　to　function　in　the　circulation．

　　Nishikawa　K，　Matsuoka　K，　Watanabe　M，　Igai　K，　Hino　K　Hatano　K　Yamada　A，　Abe

　　N，Terunuma　D，　Kuzuhara　H，　Natori　Y

　　JInfect　Dis．191（12）：2097－2105（2005）

1



略号リスト

ACHN　　　　　　　Human　renal　adenocarcinoma　cell　line（ヒト腎癌由来細

　　　　　　　　　　　胞株）

BSA　　　　　　　　bovine　serum　albumin（ウシ血清アルブミン）

Stx　lBH，　Stx2BH　　　　Histidine－tagged　Stx　l　B－subunit，　Histidine－tagged　Stx2　B－

　　　　　　　　　　　subunit（ヒスチジンタグStx　l　B一サブユニット、ヒスチジ

　　　　　　　　　　　　ンタグStx2　B一サブユニット）

DMEM　　　　　　　Dulbecco’s　modified　eagle　medium（ダルベッコ変法イーグ

　　　　　　　　　　　ル基礎培地）

FCS　　　　　　　　fetal　calf　serum（ウシ胎仔血清）

Gb3　　　　　　　　globotriaosyl　ceramide（グロボトリオシルセラミド）

HBSS　　　　　　　　Hank’sbalanced　salt　solution（ハンクス平衡塩）

IC5・　　　　　　　　50％inhibitory　concentration（50％阻害濃度）

IP「G　　　　　　　　isopropylthio一β一D－galactoside（イソプロピルチオーβ一D一ガ

　　　　　　　　　　　　ラクトシド）

1251－Stx　l，1251－Stx2　　　12511abeled　Stx　1，12511abeled　Stx2（1251ラベル化Stx　1、1251

　　　　　　　　　　　　ラベル化Stx2）

KD　　　　　　　　dissociation　constant（解離定数）

LD5。　　　　　　　　50％lethal　dose（50％致死量）

NTA　sensor　chip　　　nitrilotriacetic　acid　sensor　chip（ニトリロトリ酢酸センサ

　　　　　　　　　　　ーチップ）

PBS　　　　　　　　phosphate　buf佃ed　saline（リン酸緩衝生理食塩液）

RU　　　　　　　　　resonance　unit（レゾナンスユニット）

SAM　　　　　　　　self－assembled　monolayer（自己集合型単分子膜）

SDS　　　　　　　　sodium　dodecyl　sulfate（ドデシル硫酸ナトリウム）

STEC　　　　　　　Shiga　toxin－producing　E　co1’（ベロ毒素産生性大腸菌）

Stx　　　　　　　　　　　Shigatoxin（志賀毒素、ベロ毒素）

Tris　　　　　　　tris（hydroxymethyl）aminomethane（トリス（ヒドロキシメ

　　　　　　　　　　　チル）アミノメタン）
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第一章　緒論

　　Ol57などの腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic　E∫cんεr∫c〃iαco〃：EHEC）

の感染は、下痢や血便（出血性大腸炎）などの消化管障害だけでなく、時に溶

血性尿毒症症候群（HUS）や脳症などの重篤な合併症を引き起こす（④。　EHEC

は、ベロ毒素産生性大腸菌（Shiga　toxin－producing　E　co〃：STEC）ともよばれる

ように、ベロ毒素（Shiga　toxin：Stx）が主要な病原因子である。腸管から血中に

侵入したStxによる、腎や脳などの標的臓器の微小血管内皮細胞の障害が、上

記のような合併症の原因であると考えられている。従って、腸管において大量

に産生されたStxと強力に結合し、その血中への侵入を阻害するStx吸着剤や、

すでに血中に侵入してしまった微量のStxに結合し、標的細胞への侵入を阻害

するようなStx中和剤は、　STEC感染症の有効な治療薬になると考えられる。

　　StxはStx　1とStx2の二つのファミリーから構成される。　Stx　lファミリーに

は赤痢菌の産生する志賀毒素と全く同じ構造を有するStxlとそのバリアント、

Stx2ファミリーにはStx1と約60％の相同性を有するStx2とそのバリアントが

各々存在する。Stx　1とStx2は」ηWoでは、　Stxに高感受性を示すべロ細胞や一

部のHela細胞に対しほぼ同程度の細胞障害活性を示す。しかし、マウスにおい

てLD5。値を比較したところ、　Stx2の毒性はStx　1よりも数百倍強いことが示さ

れている。疫学的にもStx2産生菌の感染と重篤な合併症の併発には強い関連性

があると言われている（5．6）。しかし、Stx2の毒性が個体レベルで強くなる理由は

現在まで明らかになっていない。

　　StxはA－subunit（分子量約33　kDa）1分子とB－subunit（分子量約7．6　kDa）5

分子が非共有結合した分子量約70kDaのタンパク質である。　Stx　A－subunitはさ

らにA1－subunitとA2－subunitに分けられ、Al－subunitが毒性の本体であるRNA　N一

グリコシダーゼ活性を有している（7β）。またA1－subunitは、28S　RNAの5’末端か

ら4324番目のアデノシンの凡グリコシド結合を特異的に加水分解することに

よって、リボソーム60S　subunitを失活させる。その結果、アミノアシルtRNA

の60S　subunitへの結合が阻害され、タンパク合成阻害が起こり細胞が死に至る。

一方、Stx　B－subunitの5分子はドーナツ状に五量体を形成している。そのドー

ナツリングをA2－subunitが貫通し、　A－subunitとB－subunitが結合している（9）。ま

たStx　B－subunitの5分子は、標的細胞膜上に存在する中性糖脂質Gb3
（globotriaosyl　ceramide；Galα1－4　Galβ1－4　Glcβ1－Cer）に結合する（4）。　Gb3は、脂
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質部分のセラミドにGa1α1－4　Galβ1－4　Glcのグロボ3糖が結合した構造をして

いる。Stxの毒性発現には、このグロポ3糖とStxの結合は必須であり、　Stx　B－

subunitとグロボ3糖が複合的に相互作用することでStxとGb3との結合親和性

を著しく充進させている（Fig．　Dd°｝。従って、グロボ3糖を高度に集積させた

化合物はStxと強固に結合し、その毒性をブロックするStx阻害剤となりうる

と考えられる。

Fig．　l　Stxl　B－subunitとGb3のグロボ3糖の結合

　　　　　　H．Ling　et　al．，Biochemistry，（1998）：37：1777－1788
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このような考えをもとに、これまで、以下に示すような腸管または血中でStx

を阻害する2つのタイプのStx阻害剤の開発が行われている。

1，腸管におけるStx阻害作用を示すStx吸着剤

　1－1．　Armstrongらは、シリカ樹脂を用い、　Stxに特異的な吸着剤Synsorb　Pk

　　　（Pk，　P式血液型としてのGb3糖鎖の名称）を開発した（u）。　Synsorb　Pkは、

　　　Gb3糖鎖がシリカ樹脂表面にランダムに多数結合しているものである。加

　　　亘’τoにおいてSynsorb　PkはStxの細胞障害活性に対して阻害効果を示し、

　　　また臨床第1相試験で毒性を示さないことが確認された（12）。しかし、そ

　　　の後、臨床第II相、第III相試験が行われたが、　STEC感染後のHUSの

　　　発症に対する有効性は証明されなかった（13）。

　1－2．　Patonらは、大腸菌の菌体表面を覆っているリボ多糖の糖鎖末端に

　　　グロボ3糖を高発現させた遺伝子組み換え大腸菌を開発した（14）。先ず、

　　　リボ多糖の糖鎖末端にGlcを有する大腸菌を作製し、次にこのGlcの先

　　　にGalα1－4　Galの糖鎖を付加するために、α、βの2種類のGal転移酵

　　　素を遺伝子導入した。得られた菌体を、マウスのSTEC感染モデルにSTEC

　　　接種直後から連日経口投与したところ、マウスに対するSTEC感染の致

　　　死性を完全に抑制することが示された。しかし、投与するものは大腸菌

　　　そのものであり、人への適用は困難と考えられている。

2，血中でStxの毒性を抑制するStx中和剤

　2－1．　Kitovらは、グルコースを基本骨格とし、水酸基5個それぞれにス

　　　ペーサーを介してグロボ3糖を結合させた化合物、STARFISHを開発し

　　　た（1°）。STARFISHは、分子全体で計10個のGb3糖鎖をもっている。加㎡肋

　　　において、STARFISHはStx1およびStx2の細胞毒性を阻害することが

　　　示された。しかし、マウス感染実験において、StxlとSTARFISHをマウ

　　　ス皮下に同時投与した場合、Stx1の致死性は阻害されたが、　Stx2に対し

　　　ては全く効果が見られなかった（15）。

　2－2．　　松岡らは、ケイ素原子を分岐核とし、カルボシランデンドリマー（樹

　　　枝状化合物）を骨格に持ち、末端にグロボ3糖を3，6，12個集積させた化

　　　合物supER　TwIG（o）3，（1）6，（1）12（括弧内の数字（o），（1），核構造のsiの

　　　世代数；括弧外の数字，グロボ3糖の数）を合成した（Fig．2）（16）。我々の
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　　グループはSUPER　TWIG（0）3，（1）6，（1）12を用いてそれぞれのStx1及び

　　Stx2に対する阻害効果を検討した。その結果、加加oにおいてSUPER

　　TWIG（1）6，（1）12がStx1，　Stx2に対し高親和性に結合し、　Stx1，　Stx2の標

　　的細胞への結合と細胞毒性を低濃度で阻害することを明らかにした（17）。

　　一方、SUPER　TWIG（0）3のStx結合阻害活性は低く、またStx細胞毒性

　　阻害効果も低下していた。さらに、マウスを用いた0157感染実験にお

　　いて、SUPER　TWIG（1）6を静脈投与した場合、　Stxの致死性が顕著に抑

　　制された。従って、SUpER　TWIG（1）6が静脈投与型のSTEC感染治療薬

　　となりうることを示した。

2－3．　　STARFISHを開発したグループは、　SUPER　TWIGを報告してから

　　約1年後にSTARFISHの改良型Daisyを開発した（15）。　Daisyは、STARFISH

　　の核となるグルコースとグロボ3糖のあいだのスペーサーの長さを炭素

　　5個分延長した化合物である。DaisyとStx2をマウス皮下に同時投与し

　　たところ、Stx2の致死性は効率よく抑制され、またマウスの感染実験に

　　おいても、Daisyを投与したマウスに延命効果が認められた。

以上のStx阻害剤のなかで注目すべき点は、経口で投与可能な合成化合物が存

在していないことである。腸管において、Stxを効果的に吸着する経口投与型

のStx阻害剤は、感染症予防や治療としても実用的であると考えられる。そこ

で、本研究において先ず、腸管で作用する経口投与型のStx吸着剤を開発する

こととした。

　　また、我々のグループが開発したSUPER　TWIG（1）6が、マウス感染実験で

効果を示したことを2－2）で述べたが、このとき興味深い結果が得られた（17）。即

ち、SUpER　TWIG（0）3，（1）6，（1）12を、致死量のStx2とともにマウスに静脈投与

したところ、SUPER　TWIG（1）6のみが体重1gあたり5μgという低用量でStx2

の致死性を阻害した。これに対しSUPER　TWIG（0）3では、全く延命効果が認め

られなかった。また、SUPER　TWIG（1）12は加触oにおいて、　SUPER　TWIG（1）6

とほぼ同程度のStx阻害活性を有したが、マウスへの投与実験においては、50μg

を投与しても若干の延命効果を示すにとどまった。さらに、生体内における

SUPER　TWIG（1）6の作用機構について検討を行ったところ、二つの機構を介し

て作用していることが明らかとなった。一つ目は、SUEPER　TWIG（1）6が血中

でStxと強固に結合し、その標的細胞内への侵入を阻害する機構、二つ目は、
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脾臓、肝臓といった網内系組織に存在するマクロファージが関与する機構であ

る。マクロファージは普段はStxとほとんど結合しないが、　StxがSUpER　TWIG

（1）6と結合し複合体を形成すると、効率よくこの複合体を取り込むようになり、

その後すみやかにStxを分解することが明らかとなった。しかし、　SUpER　TWIG

（1）12は、Stxと複合体を形成するが、マクロファージによる取り込み、分解は

顕著に低下していた。おそらく、SUPER　TWIG（1）12の場合、この2つ目の機

構が働いていないため、加1硫oではStx2阻害活性を有するにもかかわらず、

マウスのStx2投与実験では効果が減弱していたものと考えられた。

　　これらのことから、血中でSUpER　TWIGsがStx阻害活性を示すためには、

SUPER　TWIGsに糖鎖を多くつけるだけでは効果は期待できず、　SUpER　TWIG

（1）6に見られるような最適な構造が要求されることが考えられた。そこで、次

に本研究で血中においてSUpER　TWIGsがStx2と結合し、その毒性をブロック

することを指標にして、最小最適なSUPER　TWIGの構造を同定することとし

た。
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　（0》3　　　　　　　　　　｛1）6　　　　　　　　　　　　　（1）12

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ曇R

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R’「R

　　　　　　OH　　OH

　　　　　　　Fig．2　SUPER　TWIGsの構造
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第二章　直鎖ポリマーを基材とした高親和性ベロ毒素阻害剤
　　　　　Gb3－polymerの開発

第一節　はじめに

　　本章では、ポリアクリルアミドポリマーを用い、Stx吸着剤としての効果

を検討した。前章で述べたように、Stxとグロボ3糖との複合的な相互作用が、

StxとGb3との高親和性結合を元進させることが知られている。そこで、ポリ

アクリルアミドにグロボ3糖を種々の密度に集積させた化合物Gb3－polymerを

合成した（18）。Fig．3にGb3．．polymerの構造を示す。　Gb3－polymerはポリアクリ

ルアミドを主鎖として、スペーサーを介して種々の密度のグロボ3糖を集積さ

せている。グロボ3糖の結合しているユニットXと、結合していないユニット

Yの比率を変えることによってポリマー上の糖集積度を変化させることができ

る。本研究では、Fig．3に示すような5種類のGb3－polymerを用いた。種々の

密度でグロボ3糖が結合した4種の化合物と、ラクトースが結合した化合物で

ある。また、以後の実験で互いに直接比較できるように、各ポリマーはグロボ

3糖のモル濃度に換算した。
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　　　　　　O　　OH

゜H・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十

゜　・・　。H　　　　CH・

　　　　　　OHo　　　　　　　Y
L＿＿＿＿＿＿」　　　　　　　　　　Olactose

trisaccharide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓HCONH、Y

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

polymers　X：Y　　　　　　　mol　of　trisaccharide　or　Iactose／9

Gb3－polymer　1：0　　　　　　　　　　　1．4　　x　10’3

　　　　　　　　　2：17　　　　　　　　　　0．75　x10－3

　　　　　　　　　1：11　　　　　　　　　　　　　0．66　　x10－3

　　　　　　　　　1：12　　　　　　　　　　　　　　0．63　　×10－3

Lac－ol　mer　1：0　　　　　　　　　　　1．7　　x10’3

Fig．3　Gb3－polymerの構造
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第二節　Gb3－polymerのStx　B－subunitに対する解離定数KDの測定

　　Gb3－polymerとStx　B－subunitの親和性を検討するため、　BIAcore　systemを

用いて解析を行った。BIAcoreのNitrilotriacetic　acid（NTA）センサーチップ上に

リコンビナントHistagged　Stx　IB－subunit（Stx1BH）及びStx　2B－subunit（Stx2BH）

を固定し、種々の濃度のポリマー（アナライト）を流して、結合量を測定した

（Fig．4）。得られたセンサーグラム（Fig．5）からGb3－polymerのStx　B－subunitに

対するK、値を、グロボ3糖のモル濃度に換算してScatchard　plotにより算出し

た。グロボ3糖が最も高密度に集積したGb3－polymer　1：0は、　Stx1BH、　Stx　2BH

両方に対し高親和性で結合しており、K、値はそれぞれ0．34μM，0．68μMであっ

た（Table　1）。　Gb3－polymer　1：0と同じ構造だが、末端のガラクトースが一つ少な

いLac　polymer　1：0は、　Stx1BH，　Stx2BH両者に全く結合しなかった（Fig．5）。以

上のことから、末端のガラクトースはStx　B．subunitとの高親和性結合に必須で

あることが示された。次に、集積密度を変化させたGb3－polymer　2：17，1：11，1：12

のK．値を調べたところ、Stx1BHに対しては、どのGb3－polymerもほぼ同程度

の親和性を示したが、Stx2BHに対しては、糖密度に依存してKD値が大きくな

り、Gb3－polymer　1：0のKD値の約2，6及び10倍大きくなっていた（Table　1）。従

って、Stx2　B－subunitと高親和性で結合するためにはGb3－polymerはより高密度

にグロボ3糖が集積していることが重要であることが示された。また、Stx1と

Stx2では糖鎖認識機構が異なることが考えられた。

　　　　　　〆一

His－tagged

Stx　B－suibunit

NTAセンサーチップ

Fig．4　BIAcoreによる測定
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Stxl　　　Gb3－pdymer　1：0　　　　　　　　　　Gb3polymer　1：12　　　　　　　　　Lac－polymer　1：0

3600
芭500
ξ…

8300　　　　　　　　α5

許　i＿・　　　　　　　　　　1㍑
8　0
【工　　　　　0　　　　40　　　　80　　　120　　　160　　　　　　　　　0　　　　40　　　　80　　　120　　　160　　　　　　　　　0　　　　40　　　　80　　　120　　　160

Stx2

51鋤　　　　　　（“9㌘｝1加　　　　　　｛・9加1｝1鋤

ぱ　　　　　。、㌫　　　　　r㌫　　　　　⑭
江　　0　　40　　80　120　160　　　　　0　　40　　80　120　160　　　　　0　　40　　80　120　160

　　　　　Time（sec）　　　　　　　　　　　　　Time（sec）　　　　　　　　　　　　Time（s㏄）

Fig．5　NTAセンサーチップ上に固定したStx1BHまたはStx2BH（リガンド）に

Gb3－polymerまたはLac－polymer（アナライト）を流したときのセンサーグラム

　　　　　　　　　　Stxl　B－subunit　　　　　　　　　　　　　Stx2　B－subunit

Gb3－polymer　　　　　KD　　　　　RUmax　　　　　　　KD　　　　　RUmax

　　　　　　　　　（μM±SE）　（mean±SE）　　　　（μM±SE）　（mean±SE）

1：0　　　　　　　0．34±0．05　　468±28　　　　　0．68±0．05　1340　±67

2：17　　　　　　0．44±0．11　　614±60　　　　　1．4　±0．26　　803　±50

1：11　　　　　　0．43±0．12　　　604±80　　　　4．2　±0．57　1380　±56

1：12　　　　　　0．60±0．06　　560±6　　　　　7．1　±0．64　　961　±73

Table　l　Gb3－polymerのStxl　B．subunitまたはStx2　B．subunitに対する解離定数

KDと最大結合量（RUmax）
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第三節　Stxの生物活性に対する各Gb3－polymer阻害効果

　　Stxに高感受性を示すべロ細胞（アフリカミドリザル腎由来細胞）を用い、

以下の実験を行った。

3．1）Stx結合阻害効果

　　1251－Stx1，1251－Stx2のべロ細胞への結合に対する各Gb3－polymerの阻害活性を

検討したところ、Gb3－polymer　1：0の1251－Stx1，1251－Stx2の結合に対するIC5。はそ

れぞれ0．33μM，0．34μMであった。その他のGb3－polymerもほぼ同程度のIC5。

値を示した（Fig．6，　Table　2）。　Lac－polymer　1：0は100μMの濃度でも全く阻害効

果は見られなかった（data　not　shown）。

3．2）Stx細胞障害活性阻害効果

　　ベロ細胞を用いて、各Gb3－polymerのStx細胞障害活性阻害効果を検討し

た。Gb3－polymer　1：0，2：17のStx1の細胞障害に対するIC5。はそれぞれ0．05μM，

0．16μMで、糖密度が下がると約3倍高くなった（Table　2）。　Stx2に対するIC5。

はそれぞれα82μM，18．8μMで、23倍高くなった。これらの結果から、Stx　1に

比べStx2の方がポリマーの阻害効果が顕著であり、ポリマー上の糖密度に依存

していることが考えられた。また、Stx1の糖認識による糖集積の効果は、　Stx2

の場合とは異なっていることが考えられた。一方、Lac　polymer　1：0や、遊離グ

ロボ3糖は100μmoMLの濃度でも阻害活性は見られなかった（Fig　6）。また、

ポリマーそれ自身には細胞毒性はみとめられなかった（data　not　shown）。以上の

ことから、高度に集積させたGb3－polymerほどStxの細胞毒性を阻害しStx1だ

けでなくStx2に対しても効果を示すことが明らかとなった。

13



aStxl　　　　b　Stx1
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980
言60
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　　　　　Concentration（μM）　　　　　　　　　　　Concentration（μM）

Fig．6　Stxの生物活性に対するGb3－polymersの阻害効果

ベロ細胞におけるa）Gb3－polymersのStx　1，　Stx2結合阻害効果b）Gb3－polymers

のStx1，　Stx2細胞障害活性阻害効果（◆；Gb3－polymer　1：0，●；Gb3－polymer　2：17，

▲；Gb3－polymer　1：11，■；Gb3－polymer　1：12，口；Lac－polymer　1：0，▽；free

trisaccharide．）

lCso（meanμM±SE）

binding　　　　　　　　　　　　　　　　　cytotoxlclty

　　　　　　　Stxl　　　　　　　Stx2　　　　　　　　　Stxl　　　　　　　Stx2

Gb3－polymer　　　　（n＝4）　　　　　（n＝3）　　　　　　　（n＝3）　　　　　（n＝3）

1：0　　　　　 0．33±0．04　 0．34±0．05　　 0．05±0．0040．82±0．16

2：17　　　　　　0．33±0．04　　0．38±0．07　　　0．16±0．05　　18．8±4．6

1：11　　　　　0．25±0．03　　0．60±0．13　　0．14±0．01　Not　determined

1：12　　　　　　0．33±0．04　　0．55±0．13　　　0．30±0．06　　26．6±3

Table　2ベロ細胞におけるStx1，　Stx2の結合、細胞障害活性に対する各Gb3－

polymerの50％阻害濃度
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第四節　マウスを用いた0157：H7感染実験

　　次に、Stx産生0157：H7感染マウスを用いて、各Gb3－polymerの感染致死

性阻害効果を検討し、血清中及び糞便中のStx2量、　Gb3－polymer投与群マウス、

及び非投与群マウスの脳組織変化を検討した。

4－1）　マウスを用いたStx産生0157：H7感染実験を行った。0157：H7を投与

し、感染成立が確認される3日目から、各Gb3－polymerを1回0．5　mg、1日2

回、3日間経口投与した。コントロールマウス12匹は全て、感染から5日目で

神経症状を発症し、12日までに死亡した（Fig　7）。一方、　Gb3－polymer　1：0投与

群マウス5匹、及びGb3－polymer　1：12投与群の4匹中3匹が、30日以上どの神

経症状も併発せずに生存した。　また、Gb3－polymer　2：17，1：11投与群も、それぞ

れ2匹中2匹とも30日以上生存し、Stxの致死性から免れた。以上の結果から、

Gb3－polymerは」η㎡mの実験においても、0157：H7感染の致死性を顕著に抑制

することが明らかになった。また、感染成立が確認された後、Gb3－polymerを

経口投与しても、その効果が現れることがわかった。
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Fig．7　マウス0157：H7感染実験
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4－2）　血清中或いは糞便中のStx2量を測定した。コントロール群では、

0157：H7投与後4日目に血清中のStx2濃度が最大に達するが、　Gb3－polymer　1：0，

1：12投与群では血清中のStx2量は4日目までに検出限界以下レベルにまで低下

した（Table　3）。興味深いことに、糞便中のStx2量は、コントロール群に比べ

てGb3－polymer　l：0，1：12投与群の約半分以下に低下していた。1ηvj％では、血

清または糞便存在下でも、高濃度Gb3－polymerがStx2検出に影響しないことを

確認しているため、糞便中Stx2量の減少はGb3－polymer　1：0を投与することに

起因していると考えられる。

Mean　concentration　of　Stx2±SE

　　　　　　　　stool，　P9／ml　　　　serum，　P9／ml

Treatment　　　　　（n＝3）　　　　　　　　（n＝3）

Gb3－polymer

　1：0　　　　　　　　25±6　　　　　　　　　　　－

　1：12　　　　　　　33±5　　　　　　　　　　－

　Saline　　　　　　　71±6　　　　　　　　　　41±6

Table　3．血清中または糞便中のStx2量
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4．3）　Ol57：H7感染症は脳障害を引き起こすことが知られているので、　Gb3－

polymer1：0投与群及び非投与群のマウスの、大脳の組織変化を検討した。　Gb3－

polymer非投与群マウスでは・感染後5日目で大脳皮質に細胞浸潤（Fig．8A）や

出血（Fig．8B；赤い点）が観察された。しかし脳幹におけるミエリンの脱落は

見られなかった（Fig．8C；薄紫がミエリン）。　Gb3－polymer　l：0投与群マウスの

脳の組織では非投与群に見られるような細胞浸潤や出血は全く見られなかった

（data　not　shown）。また非投与群マウスの海馬において、　Stx2の沈着が見られた

（Fig　8D）。しかし、　Gb3－polymer　l：0投与群マウスではStx2の沈着は全く見られ

なかった（Fig．8E）。このことから、　Gb3－polymer　1：0はStx2の血清レベルを低

下させ、脳への集積を阻害することで致死的な0157：H7感染を顕著に抑制して

いることが明らかとなった。

　　　　　　　　　　　　　　　control

　　，ご熟、ご融1～－1∵s：：・
§，㌧　ε鶏ミ㍗、：，一き，づ＼・べ：

，　　　　べ　一　　　　　　　’　　．　　　　　・一　　　　工　＿＿　　、　＿　　一■r－一、，＿一一＿＿　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　＾

‖∵　1べい’1㍉　　ジ”；，5・・る吋，ボ、・
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Fig．8マウスの脳組織変化と抗Stx2抗体による免疫染色
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第五節　考察

　　本章では、ポリアクリルアミドを骨格とし、グロボ3糖を種々の密度に集

積させた一連のGb3－polymerを合成し、腸管で作用するStx吸着剤としての効

果を検討した。

　　ポリマー上に高密度にグロボ3糖を集積させたGb3－polymer　1：0は、　BIAcore

による測定結果から、非常に高親和性にStxl　BH，　Stx2　BHと結合することが示

された。また、Stx1，　Stx2の細胞への結合を低濃度で阻害すること、　Stx1，　Stx2

の細胞障害活1生を低濃度で阻害することが示された。また、Stx1とStx2が糖

鎖を認識する際の、糖集積度の影響はそれぞれ異なっていることがわかった。

Stx1はポリマー上のグロボ3糖の集積度に影響を受けないのに対し、　Stx2は糖

密度に依存して、Gb3－polymerへの親和性が大きく変化した。従ってGb3－polymer

とStx2が高親和性に結合するためには、ポリマー上の糖がより集積しているこ

とが重要であることが考えられた。このことは臨床において、重篤な合併症と

の関連が深いとされるStx2に対するStx吸着剤を開発するために、重要な知見

であると考えられる。

　　Dohiらは、2002年にポリアクリルアミドに芳香環のスペーサーを介して

グロボ3糖が集積した化合物を合成したと報告している（19）。この化合物は、

ポリマー上にグロボ3糖がおよそ1：8の割合で集積している。Stxに高感受性を

示すACHN細胞（ヒト腎癌由来細胞）に対する化合物の効果を検討したところ、

Stx1の毒素活性は顕著に阻害したが、　Stx2に対しては化合物の濃度が100μM

でも全く阻害効果を示さなかった。この化合物とGb3－polymerのStx2に対する

阻害効果に大きな違いが生じた原因は、主鎖とグロボ3糖をつなぐスペーサー

の長さが異なっていた点にあると考えられる。芳香環をもつスペーサーはGb3－

polymerのスペーサーの約半分の長さであった。このことから、　Stx2と高親和

性に結合するためにはポリマー上にグロボ3糖を高密度に集積させるだけでは

なく、長いスペーサーを有していることも非常に重要であることが考えられた。

グロボ3糖を長さの異なるアルキル鎖で単分子層に結合させた実験系（SAM）

においても、Stx1よりもStx2の方がGb3－polymerと高親和性に結合するために

長いアルキル鎖を必要とすることが報告されている（2°）。従って、Gb3－polymer

の場合もStx2を効率的に阻害するためにスペーサーの長さが影響していると考

えられる。
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　　血曲oの実験において、Gb3－polymerを経口投与したマウスは0157：H7感

染による致死性を顕著に阻害し、血清中のStx2量がコントロールマウスに比べ

て明らかに減少していた。Gb3－polymer　1：0と1：12の平均分子量をゲル濾過ク

ロマトグラフィーにより測定したところ、それぞれ36kD，73　kDであった（data

not　shown）。どちらの化合物も、1分子あたり約50個のグロボ3糖が集積して

いる。これらのことから、Gb3－polymerはStx2と腸管で大きな複合体を形成し、

Stx2の血中への侵入を抑制し、血清中のStx2量が減少したのではないかと推

測される。興味深いことに、糞便中のStx2量もGb3－polymerを投与することに

よって減少していた。この原因は不明であるが、糞便中のGb3－polymerはStx2

の検出には影響しないことがわかっていることから、Gb3－polymer投与群マウ

スの腸管における総Stx2量が減少している可能性が考えられる。このことにつ

いては今後、腸管における大腸菌からのStx2産生量を定量する必要がある。

　これまでに、経口投与剤として合成されたStx吸着剤Synsorb－Pkは、　STEC

感染マウスにおいてStxによる致死性を阻害することはできず、合成化合物で

Stx吸着剤となり得る化合物は開発されていなかった。しかし本研究において

開発したGb3－polymerは、経口投与でStx1だけでなくStx2に対しても顕著に

その毒性を阻害することが示され、STEC感染症治療薬として有用であると十

分期待される。Gb3－polymerは水溶性に優れ、予防的に多くの人に簡単に投与

できるメリットがある。さらにGb3－polymerは、感染成立後に投与した場合に

おいても効果があるため、予防的または対処的どちらの治療においても有効性

があると考えている。
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第三章　カルボシランデンドリマーを核構造としたStx中和剤の

　　　　　最適構造の同定

第一節　はじめに

　　第一章でも述べたように、これまでの研究から、種々のSUPER　TWIGsの

中で6つのグロボ3糖をもつSUPER　TWIG（1）6が、血中でStx阻害作用を示す

ことが明らかとなり、SUPER　TWIGsにはStxを血中でより効率的に阻害する

ための最適構造があると考えられた。そこで本研究では、新たに数種類のSUPER

TWIGsを合成し、血中で最も効果的に作用するために必須なSUPER　TWIGsの

構造を同定することにした。

　　また、これまでにLingらにより、グロボ3糖アナログとStx　IB－subunitの

共結晶化が報告されており（21）、Stx　B－subunit　5分子とグロボ3糖との複合的な

結合には決まった結合様式があることが明らかとなっている（Fig　9）。すなわち、

Stxl　B－subunit　l分子あたりには、サイト1、サイト2、サイト3の3カ所（Fig．9

丸印）、5量体では計15カ所のグロボ3糖結合サイトが存在している。また、

各グロボ3糖結合サイトに変異を有するStx　B－subunit変異体を用いた検討から、

生理的なGb3とStxl　B－subunitが高親和性に結合するためには、3種類のすべ

ての結合サイトが必要であることもわかった（22）。さらに、Stx1の細胞障害活性

における結合サイトの影響も検討したところ、サイト1と2に変異を有するStxl

B－subunit変異体では、野生型に比べて障害活性が1／105～1／106低下した。しか

しサイト3に変異がある場合には、活性は1／10の低下にとどまった。このこと

から、Stx　lが毒性を発揮するためには、生理的なGb3がStx　IB－subunitのサイ

ト1、2に結合し、サイト3はサイト1、2とグロボ3糖との高親和性結合を促

進するように働いており、直接的に関与していない可能性が考えられた。Stx2

については、グロボ3糖との共結晶化の報告はされていないが、2004年にStx2

の結晶構造解析の報告があり、Stx2もStx1と同様のグロボ3糖結合サイトが

存在していることが予想されている（23）。このように、Stx　B－subunitの3つのグ

ロボ3糖結合サイトは、それぞれ固有の毒性発現のための役割を持つことが考

えられた。

　　そこで本研究では、SUPER　TWIGsとStx　l　B－subunit、　Stx2　B－subunitが結合

する際には、どのグロボ3糖結合サイトがどのように関与しているかをStx　B一
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subunit変異体を用いて検討し、　SUPER　TWIGsが血中で効率的にStxの毒性を

阻害するために必須な結合サイトを明らかにすることを試みた。

Fig．9　Stxl　B－subunitの分子構造
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第二節　血中で作用するためのSUPER　TWlGsの最適構造の決定

　　suPER　TwIGsの最適構造を決定するために、新たにsi原子世代数、各si

原子に結合するグロボ3糖の数、中心のSi原子から伸びるアームの数、を変え

たSUPER　TWIG（（1）4，（2）18：ダンベル型、（0）4，（2）36：ボール型、（1）9：ファ

ン型、と名付けた。）を作成した（Fig．10）。各SUPER　TWIGについて、　Stx1　B－，

及び2B－subunitに対する解離定数（KD値）をHis．tagged　Stxl　B－subunit，　Stx2　B．

subunit（Stx1BH，　Stx2BH）を用いて、　BIAcoreにより測定し検討した。その結果、

SUpER　TWIG（1）4，（1）6，（1）g，（2）18，（2）36と、　StxlBH，　Stx2BHに対するKD値は

いずれもほぼ同程度であった（Table　4）。このことから、　SUPER　TWIG　1分子あ

たりのグロボ3糖数を36個まで増やしても、KD値には影響しないことがわか

った。また、SUPER　TWIG（0）3，（0）4については他のSUPER　TWIGsと比べて非

常に大きいKD値を示した（Table　4）。　SUPER　TWIG（0）4と（1）4のグロボ3糖数

は同じであるがKD値は大きく異なっていた。このことから、　SUPER　TWIGsと

Stx　B－subutnitが高親和性に結合するためには、グロボ3糖の数を増やすことよ

りも、Si間にある程度の距離を持ち、グロボ3糖が両端に集合を作っているこ

とが必要であることがわかった。
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ダンベル型
R　　Mg　　R
　ぺ　　　　　　　　　ノ

M8－Slw創wSi－Mg
　ノ　　　　　　　　　　

　R　　M●　　R

《1）4

（2）18

ボール型

　R
　ぺ
R－S卜R
　　
　R
（0）4

（2）36

ファン型

　　R、甲，R

令一i⇔

　　砧＼R

（1》9

　　SUPER　TWIGs
R：Gal⇔8トGl÷o・《CH94・sくCH±’

Fig．10　suPER　TwlGsの構造

Stxl　B－subunit　　　　　　　　　　　　　Stx2　B－subunit

SUPER　TWIGs　KD（μM±SE）　　　RUmax　　　KD（μM±SE）　RUmax

（0）3　　　　　195　　　±29　　　1040±42　　　380　　　±25　　1070　±45

（0）4　　　　　　21　　　±2．4　　　　720±63　　　112　　　±22　　　600　±130

（1）4　　　　　0．41±0．08　　980±103　　　0．90士0．12　880　±85

（1）6　　　　　　0．69±0．04　　790±28　　　　1．3　±0．28　1240　±18

（1）9　　　　　　0．38±0．06　　710±48　　　　0．65±0．02　　490　±51

（1）12　　　　　0．29±0．03　　　800±59　　　　　1　　　±0．19　　820　±68

（2）18　　　　　　0．45±0．06　　1100±82　　　　　0．57±O．06　　970　±71

（2）36　　　　　0．20±0．03　　660±37　　　　0．23±0．02　　480　±52

Table　4．　SUPER　TWIGのStx1BH，　Stx2BHに対する解離定数KDと最大結合量

（RUmax）
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　　次に、今回新たに作成したSUpER　TWIGsのうち、　SUpER　TWIG（1）4，（1）g，

（2）18，（2）36は1251－Stx1，及び1251－Stx2のべロ細胞への結合を顕著に抑制した（Fig．

11（a））。SUPER　TWIG（1）4，（1）9，（2）18，（2）36のIC50は、1251－Stx1では、順に0．43，0．34，

0．21，及び0．21μM、1251－Stx2においては、順に1．4，11，2．1，及び9．5μMであっ

た。SUPER　TWIG（0）4のIC5。は、　Stx1，　Stx2ともに、他のSUPER　TWIGsよりも

明らかに高くなっていた。SUPER　TWIG（1）6の1251－Stx1，1万1－Stx2のIC5。値（0．33

μM，3．5μM）と比べ、共に低下していたのはSUPER　TWIG（2）18だけであった。

　　Stx　1，　Stx2によるベロ細胞障害活性阻害効果については、　SUPER　TWIG（1）4，

（2）18のIC5。は、　Stx1についてはそれぞれ0．19μM，0．18μMであり、　Stx2につ

いては、それぞれ052μM，0．26μMであった（Fig．11（b））。また、　SUPER　TwlG

（1）9，（2）36については、Stx1ではそれぞれ26μM，17μM、　Stx2ではそれぞれ18μM，

19μMであった。SUPER　TWIG（0）4には阻害活性は認められなかった。これら

のことから、Stx1，　Stx2両方に対して阻害活性を示すためには、SUPER　TWIG（1）4，

（2）18，（1）6にみられるように、疎水的な核構造をはさんで対称的にグロボ3糖

の集合を作ることのできるダンベル型が適していることが明らかとなった。
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　（a）　　　　Binding　assay　　　　　　　　（b）　　　Cytotoxicity　assay
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Fig．11　Stxの生物活性に対するSUPER　TWIGsの阻害効果

a）Stxのべロ細胞に対するSUPER　TWIGsの結合阻害活性b）Stxのべロ細胞へ

の細胞障害活性に対するSUpER　TWIGsの阻害効果（○；SUpER　TWIG（0）4，●；

SUPER　TWIG（1）4，△；SUPER　TWIG（1）9，■；SUPER　TWIG（2）18，口；SUPER

TWIG（2）36）
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　　次に、マウスに致死量のStx2（体重1gあたり0．25ng）と各SUPER　TWIGを

静脈投与し、SUpER　TWIGsの血中におけるStx2阻害効果を検討した。その結

果、SUPER　TWIG（2）18のみが完全に血中Stx2を阻害し、その致死性を抑制し

た（Fig．12）。コントロールの非投与群マウスでは4日以内に11匹全てのマウ

スが死亡したのに対し、SUPER　TWIG（2）18投与群では2ヶ月以上も延命した。

SUPER　TWIG（1）4は、加働oではStx2阻害作用を示していたが、加巧mのマ

ウス感染実験においては、4日以上の生存したマウスは7匹中1匹だけであっ

た。SUPER　TWIG（1）6にも十分な血中Stx2の阻害効果があることから（17）、　SUPER

TWIGsの構造は、ダンベル型であっても両端のグロボ3糖の数が4つより多く

ないと、加㎡voにおける効果が得られないことがわかった。
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　　　　　　　　　　　　　Time（days）

Fig．12致死量stx2静脈投与マウスのsuPER　TwIGsによる阻害効果

コントロール群（○；n＝11）、SUPER　TWIG（1）4投与群（●；n＝7）、　SUPER　TWIG

（1）9投与群（△；n＝7）、SUPER　TWIG（2）18投与群（■；n＝8）、　SUPFR　TWIG（2）36

投与群（［コ；n＝7）
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　　さらに、suPER　TwIGsのアルキル鎖とsi原子からなる核構造の長さを検

討するために、SUpER　TWIG（1）6をもとにFig．13に示すような一連のSUPER

TWIGsを新たに作製した。これらSUPER　TWIGsについて、　BIAcoreを用いて

測定し、Stx1BH，　Stx2BHに対するKD値を算出した。その結果、SUpER　TWIG（1）2，

（1）3のKD値はStxlBH，　Stx2BHともに、　SUPER　TWIG（1）4，（1）5，（1）6よりも明ら

かに大きくなっていた（Table　5）。　Fig．12に示した結果と同様に、この結果から

も加碗mにおけるStx　B．subunitとの高親和性結合には4つ以上のグロボ3糖が

必要であることが確認された。

　　次に、核構造中のsi原子間に2，4，5個の炭素を有するsuPER　TwlG（1）26，

（1）46，（1）56のStx　1BH，　Stx2BHに対するKD値を算出したところ、　SUPER　TWIG

（1）6と比べ、いずれもほぼ同程度であった。また核に4つのSi原子をもっSUPER

TWIG（1．5）6も、　SUPER　TWIG（1）6と同程度のKD値を示した。しかし、隣りあ

ったグロボ3糖同士の距離が他のものより長いSUPER　TWIG（2）6’のKD値は

Stx1BHでは64μM，　Stx2BHでは50μMとなり、結合親和性は著しく減少した

（丁乞ble　5）。
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Fig．13　SUPER　TwlGsの構造

　　　　　　　　　　　Stxl　B－subunit　　　　　　　　　　　　　Stx2　B－subunit

SUPER　TWIGs　　KD（μM±SE）　　RUmax　　　　KD（μM±SE）　　　RUmax

（1）2　　　　　　88　　　±4．5　2170　±10　　　　68　　±4．5　　　2830　±55

（1）3　　　　　　39　　　±2　　　1060　　±25　　　29　　±0．71　　1400　±34

（1）5　　　　　　3．7　±0．30　730　±71　　　　3．8　±0．35　　710　±33

（1）26　　　　　　2．4　　±0．29　640　±78　　　　2．6　±0．04　　　640　±14

（1）46　　　　　　1．4　　±0．16　　630　±49　　　　1．1　±0．06　　　640　±28

（1）56　　　　　　1．6　±0．29　　730　　±38　　　　1．3　±0．14　　　780　±87

（1．5）6　　　　　3．8　±0．39　690　　±55　　　　3．9　±0．30　　　820　±97

（2）61　　　　64　　　±3．7　　1970　　±76　　　50　　±0．86　　2630　±63

Table　5．　SUPER　TWIGsのStx　B－subunitに対する解離定数（KD）
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　　致死量のStx2をマウスに静脈投与する実験において、　SUPER　TWIG　（1）46，

（1）56，（1．5）6は完全にStx2の毒性を抑制したが、　SUPER　TWIG（1）26は減弱して

いた（Fig．14）。これに対しSUPER　TWIG（2）6’は、　Stx2致死性の抑制は見られ

なかった。このことから、核構造のSi原子間の距離は少なくとも11　A必要で、

両末端のグロボ3糖はある程度の糖鎖密度を保てるように、隣同士のグロボ3

糖が近接していることが必要であることがわかった。
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Fig．14致死量Stx2静脈投与マウスのSUPER　TWIGsによる阻害効果

コントロール群（○；n＝14）、SUPER　TWIG（1）2投与群（□；n＝5）、　SUPER　TWIG

（1）3投与群（◇；n＝5）、SUPER　TWIG（1）5投与群（△；n＝6）、　SUPER　TWIG（1）26

投与群（■；n＝7）、SUPER　TWIG（1）46投与群（▲；n＝7）、　SUPER　TWIG（1）56投

与群（●；n＝7）、SUPER　TWIG（1．5）6投与群（◆；n＝7）、　SUPER　TWIG（2）6’投与

群（＊；n＝6）
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第三節　SUPER　TWIG（2）18のマクロファージによるStx2依存的な取り込

　　　　みについて

　　これまでの研究より、SUPER　TWIG（1）6とStx2が複合体を形成すると、

肝臓や脾臓などの網内系組織に存在するマクロファージへの取り込みが充進す

ることがわかっている（17）。そこで、ヒト単球系細胞U937細胞を用いて、各SUPER

TWIG存在下、1251－Stx2の細胞内取り込みを検討した。その結果、　SUPER　TWIG

（1）6と（2）18において1251－Stx2の取り込みが元進し、また1251－Stx2取り込み量

はSUPER　TWIG（2）18の方が元進していた（Fig．15）。さらに、　Alexa　488標識し

たStx2とSUPER　TWIG（2）18及び（2）36の存在下、　U937細胞を37℃、1時間

培養し、細胞内の局在を共焦点レーザー顕微鏡で確認したところ、SUPER　TWIG

（2）18を共存させた細胞では、あきらかにAlexa－Stx2（緑）の細胞内への取り込み

が充進していた（Fig．16）。また、Alexa－Stx2とlysosomeマーカーのlysotracker（赤）

がマージしていたことから、Alexa－Stx2はlysosomeに運ばれ、分解される可能

性が考えられた。一方、SUPER　TWIG（2）36は、　Stx2BHとの高い親和性で結合

していた（Table　2）にも関わらず、　Alexa－Stx2の細胞内への取り込みは減弱して

いた。Fig．12に示すように、今回作製したsuPER　TwlGsのうちsuPER　TwIG

（2）18のみが血中のStx2阻害作用を示したことから考えると、　SUPER　TWIG（1）6、

（2）18のような骨格をもつ化合物がStx2と複合体を作ると、マクロファージへ

の取り込みが元進し、分解されることが考えられた。また、このマクロファー

ジによるStx2の解毒メカニズムが、　SUPER　TWIGsが血中で効果を発揮するた

めに必須であると考えられた。
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第四節　SUPER　TWIG（2）18とStx　B－subunitのグロボ3糖結合サイトとの

　　　　結合様式について

　　SUPER　TWIG（2）18とStx　B－subunitとの結合様式を調べるため、Stx　B－subunit

のサイト1，2，及び3の各グロポ3糖結合サイトに変異を有する連の変異体

を使用することにした。第一節でも述べたが、Lingらにより、　Stxl　B－subunit

とグロポ3糖との共結品化が報告され、Stxl　B－subunitとGb3との結合に関与

するアミノ酸が明らかになっている山。すなわち、サイト1では、グロボ3糖

のGal　1はThr　2　L　GIu　28，　Gly　60と水素結合をしている。　Gal　2はPhe　30と疎水

相互作用、Asp　l7，　Gly　60と水素結合している。　GlcはPhe　30と疎水相互作用し

ている（Fig．17a）。サイト2では、　Ga11はPhe　30，　Thr　31，Gly　62，　Ser　64，と疎水

相互作用、Asp　l　6，　Arg　33，Asn　32，　Phe　63，と水素結合をしている。　Ga12はThr　1，

Thr　54，　Ala　56，　Gly　62と疎水相互作用、Asn　55と水素結合をしている。GlcはAsn

55と疎水相互作用をしている（Fig．17　b）。サイト3では、　Gal　1はTrp　34と疎

水相互作用、Asp　l　8，　Trp　34，　Asn　35と水素結合をしている。　Gal　2はTrp　34と疎

水相互作用をしている（Fig．17c）。

a）サイト1

b）サイト2　　　（Fig．17）
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c）サイト3

Fig．17　Stxl　B－subunitの各結合サイトとグロボ3糖の相互作用

　　またSoltykらは、各サイトに関与するアミノ酸変異体を作成し、検討を行

っている〔22｝ので、これらを参考にし、本実験ではStx　l　B－subunitのサイト1のPhe

30，Asp　l7、サイト2のAla　56，　Gly　62、サイト3のTrp　34，　Asp　18を、他のアミ

ノ酸に置換したStx　l　B－subunit変異体をそれぞれ作成した。なお、　Stx2　B－subunit

はグロボ3糖との共結晶化がされていないので、FraserらのStx2　B－subunitの

結晶構造解析と結合サイトへのグロボ3糖結合の予測結果（23）を参考に、Stxl　B－

subunitの各サイトに相当するStx2　B－subunitのアミノ酸置換体を作成した。す

なわち、サイト1はAsp　l　6，　Trp　29、サイト2はThr　55，　Gly　61、サイト3はTrp　33，

Aspl7を他のアミノ酸に置換した。

　　まず、各Stx　B－subunit変異体をキャラクタライズするために、ベロ細胞へ

の1251－Stx結合活性を50倍量の各Stx　B－subunit（WTlBH，　WT2BH）、及び変異体

との競合実験により確認した。Stxl　B－subunitではDl7E，　F30Aは約20％、　G62A，

W34Aは約40％、　A56Yは約60％が1251－Stxlと競合したのに対し、　Dl8Eおよ

びF30A／G62A／W34Aのトリプルミュータントはほとんど競合せず、1251－Stxlの

結合に影響しなかった（Fig　18）。従って、　Stxlの標的細胞への結合には全ての

結合サイトが関与していると考えられた。次にStx2　B－subunitでは、　T55Yは約

70％，G61Yは約55％が｜251－Stx2と競合し、　D15E，　W29A，　W33A、　W29A／G61A／

W33Aのトリプルミュータントはほとんど1251－Stx2の結合に影響しなかった。

このことから、Stx2の標的細胞への結合にはサイト1，3が関与していることが

考えられた。サイト2については、Stx2と標的細胞の結合に関与していない、

或いは、今回選択したアミノ酸は細胞膜上のグロボ3糖との相互作用に必須で

34



はない、のいずれかであることが考えられた。
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a）Stxl　B－subunit　　　　　　　　　　　　　　　b）Stx2　B－subunit

Fig．18ベロ細胞への1251－Stx結合に対する50倍量Stx　B－subunit変異体競合実験

　　次に、Gb3と生体膜主要構成成分であるホスファチジルコリンを1：24（モ

ル比）の割合で混合したvesicleのKD値をBIAcoreにより測定した。その結果、

野生型のStx1BH，及び2BHに対するKD値は2．1，及び13μg／mlであった（Table

6）。次に、Stx　1　BH変異体に対するKD値を測定したところ、サイト2のミュー

タントであるA56Y以外のすべてのシングルポイントミュータントに対するKD

値が大きくなっていた。従って、Gb3とStxl　B－subunitとの結合には全てのグ

ロボ3糖結合サイトが必要であるということが本実験からも確認された。なお、

A56YのK、値は野生型（WTIBH）と同程度で、変異によるGb3への結合の影響

に変化はなく、G62Aとは異なっていた。このことは、　Fig．18　a）において1万1－Stx1

の標的細胞への結合に対する50倍量のA56Yによる競合拮抗作用が減弱して

いることと一致していた。

　　一方で、Stx2BHのサイト2のシングルポイントミュータントのKD値は野

生型とほぼ同じであり、これらのアミノ酸はGb3との結合には影響していない

ことがわかった。これに対しその他のサイト1，3のシングルポイントミュータ

ントのKD値はいずれも大きくなっていた。この結果から、Stx　2　B－subunitとGb3

の結合にサイト1，及び3が重要な役割を果たしており、サイト2は結合に影

響していないことが示された。従って、Stx1とStx2のGb3への結合の仕方は

大きく異なっていることが考えられた。
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Gb3　in　lipid　vesicle

Site　　StxlB－subunit　　KD（μg／mD　　　　Stx2　B－subunit　　　KD（四／ml）

　　　Wild　type　　　　　2．1　　　　　　Wild　type　　　　　　13

1　　　　D17E　　　　　　　　26　　　　　　　　　D16E　　　　　　　　　＞500

　　　F30A　　　　　　37　　　　　　　W29A　　　　　　　＞500
2　　　　A56Y　　　　　　　　　　3．5　　　　　　　　　T55Y　　　　　　　　　　　　5．7

　　　G62A　　　　　　　　10　　　　　　　　　　G61A　　　　　　　　　　　9．6

3　　　W34A　　　　　ll　　　　　　　W33A　　　　　　　＞500
　　　D18E　　　　　　　47　　　　　　　　　D17E　　　　　　　　　＞500

Table　6．　Stx　B－subunit変異体に対するGb3　vesicleの解離定数（KD）

　　SUPER　TWIG（2）18の結合については、　Stx1BHのすべてのシングルポイン

トミュータントのKD値に大きな影響が見られなかった。しかし、サイト3を

含むダブルミュータントまたはトリプルミュータントのKD値はいずれも大き

くなった（Table　7）。サイト1，2両方に変異が導入され、サイト3はインタクト

な状態のダブルミュータント（D17E＋G62AF30A＋G62A）では野生型と同程度の

KD値で結合していた。このことから、　Stxl　B－subunitでは、サイト3或いは、

サイト1＋2の2カ所がSUPER　TWIG（2）18との高親和性結合に必須であると考

えられた。

　　一方で、Stx2BHではサイト3のポイントミュータント（W33A，　D17E）と

SUPER　TWIG（2）18との結合親和性が低下していた（Table　7）。また、サイト1，2

のダブルミュータントは、SUPER　TWIG（2）18に対し野生型と同程度の親和性

で結合していた。このことから、Stx2　B－subunitのサイト3がSUPER　TWIG（2）18

との高親和性結合に必須であると考えられた。
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SU匪R　TWIG（2）18

Site　　StxlB－subunit　　KD（μM）　　　　　　Stx2　B－subunit　　　　KD（μM）

1　　　　D17E　　　　　　　　　　O．60　　　　　D16E　　　　　　　　　　O．54

　　　　F30A　　　　　　　　O．45　　　　W29A　　　　　　　O．24
2　　　　A56Y　　　　　　　　　　　O．32　　　　　T55Y　　　　　　　　　　　O．36

　　　　G62A　　　　　　　　　　　O．35　　　　　G61A　　　　　　　　　　　O．26

3　　　W34A　　　　　　　O．86　　　　W33A　　　　　　　54
　　　　D18E　　　　　　　　　　2．7　　　　　　D17E　　　　　　　　　29

1＋2　　　D17E／G62A　　　　　　　O．53　　　　　D16E／G61A　　　　　　O．71

　　　　　F30A／G62A　　　　　O．36　　　　W29A／G61A　　　　O．45

1＋3　　D17E／W34A　　　　60

　　　　　F30A／W34A　　　　　－a　　　　W29A／W33A　　　　　－a

2＋3　　G62A／W34A　　　　　－a　　　　G61A／W33A　　　　＞50

1＋2＋3　D17E／G62A／W34A　98

　　　　F30A／G62A／W34A　＞150　　　　W29A／G61A／W33A　－a

Table　7．　Stx　B－subunit変異体に対するSUPER　TWIG（2）18の解離定数（KD）

－a ；結合なし
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第五節　考察

　　本研究では、一連のSUPER　TWIGsを作製し、血中においてStx2阻害作用

を示すためのSUPER　TWIGsの最適構造を同定した。その結果、以下の3つの

条件が必須であることがわかった（Fig．19）。

1．ダンベル型の骨格を有し、両端にグロボ3糖のクラスターをもち、疎水性核

　構造の間の距離は少なくとも11A必要である。11　A以下の場合は、　iηv栃o

　ではStx　B－subu砿と高親和性に結合するが、↓〃Woでは効果がない。

2．ダンベル型の両端のグロボ3糖の数は、iηWoで効果を示すには、片側3

　個以上、全体で6個以上必要である。グロボ3糖の数が4つの場合は、仇γ加o

　において、Stx　B－subunitと高親和性に結合するにとどまり、加Woでは効果

　がない。

3．分岐点となるSi原子とグロボ3糖の間の距離は末端の糖鎖密度を保つために、

　10A以内である必要がある。

Fig．19　SUPER　TWIGの最適構造

　　上記に示した条件1と2の構造は、」ηvi吻においてはStxの阻害活性に必

ずしも必要ではないことが示された。しかし、Fig．15，及びこれまでの我々の
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グループの報告（17）から、SUpER　TWIGsがStx2と複合体を形成し、その複合体

がマクロファージに認識され、取り込まれて分解されるためには、条件1と2

は必須であると考えられる。

　　また、SUPER　TWIG（2）6’は、条件1と2の構造を満たしているにも関わ

らず、加WmにおいてもStx1BH，　Stx2BHに対する結合親和性が低かった。こ

のことから条件3の構造は、Stxの中和活性に必須なものであると考えられる。

　SUPER　TWIG（2）18はこれら三つの条件を全て満たす構造をもっており、　m

㎡切において最も効果のあるStx中和剤になると考えられる。

　　また、Stx1BH，　Stx2BHのグロボ3糖結合サイトに変異を導入したシングル、

ダブル、トリプルミュータントを用いた実験では、SUpER　TWIG（2）18がStxl

B．subunitと結合する際にはサイト3またはサイト1＋2、　Stx2　B－subunitとの結合

にはサイト3が必須であることを示した。Stx2　B．subunitについては、グロボ3

糖とStx2　B－subunit複合体の共結晶化が未だに報告されていないため、　Stx2の

結晶構造解析の報告②からグロボ3糖との結合に必要なアミノ酸を予測し、そ

のアミノ酸置換体を用いて、グロボ3糖との結合の関与を推測した。その結果、

Stx2　BHのサイト3ミュータント（W33A，　D17E）と、　Gb3およびSUPER　TWIG

（2）18とのK．値は、ともに顕著に高値であった。このことから、グロボ3糖の

機能的な活性はサイト3にあることが考えられる。従って、サイト3は、Stx

中和剤開発の効果的なターゲットになることが示唆された。

　　また、SUPER　TWIG（1）6，（1）12，（2）36についても各Stx2　B－subunit変異体と

の結合親和性を検討したところ、SUPER　TWIG（2）18と同様、いずれのSUPER

TIWGsもサイト3のStx2　B－subunitポイントミュータント（W33A，　D17E）との

結合親和性が低下し、サイト1＋2のStx2　B－subunitダブルミュータントとの結

合親和性は野生型と同程度であった（data　not　shown）。従って、　SUpER　TWIGs

はボール型でもStx2　B－subunitとサイト3を介して結合していることが示され、

結合様式はSUPER　TWIGsの型によらないことがわかった。しかしながら、ボ

ール型のSUPER　TWIG（1）12、及びSUPER　TWIG（2）36は致死量Stx2投与マウ

スの致死性を阻害しなかった（Fig．12）。このことから、　SUPER　TWIGsがStx2

の毒性を抑制するためには、サイト3に結合することが必須だが、それだけで

は不十分で、ダンベル型でその両端にグロボ3糖を集積させたSUpER　TWIGs

が核構造の中心から折り曲がるようにしてグロボ3糖がサイト3に強固に結合

することが重要であると考えられる。このように結合することによりSUPER
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TWIGsの疎水性に富んだ核構造の領域が露出し、それをマクロファージが認識

し、取り込み分解が促進するのではないかと考えられた。

　　なお、Gb3－polymerについても、同様に最適構造の同定を行った（24）。

Gb3－polymerのアクリルアミド骨格とグロボ3糖をつなぐスペーサーを約3分

の1の長さにしたGb3．polymer　1：17sを新たに合成し（Fig．20）、　Stx結合親和性

およびStx結合阻害活性、　Stx細胞毒性阻害効果をGb3－polymer　1：0，2：17，1：12と

比較検討した。また、His－tagged　Stx　B－subunit変異体を用いて各Gb3－polymerと

の結合親和性をBIAcoreを用いて検討した。

　　　　十
　　　　　CH2
R＼0〈へとH　X　x、Y．1、17
　　　　＊　　　R－G・｜。（吟G・1β（吟G1・β1－

　　　　♀H2　Y　M・1・・c。・・…。f・…acch…d・

　　　　翠C°NH2　（m・｜・1σ3／9）一α56

Fig．20　Gb3－polymer　1：17sの構造

　　その結果、Gb3－polymer　1：17sはStxl　B－subunitに対し、他のGb3．polymers

と同程度の親和性で結合していたが、Stx2　B－subunitについてはポリマー上の糖

密度が低下するに従って6倍から60倍に親和性が低下していた。最大結合量

（RUmax）も他のGb3－polymersの約半分であった。このことからスペーサーの

長さは、Gb3－polymerがStx2と高親和性に結合するのに特に重要であり、　Stx1

との結合には影響しないことが示された。また、ベロ細胞におけるGb3－polymers

のStx結合阻害効果、　Stx細胞障害活性阻害効果を検討した場合においても、

Gb3－polymer　1：17sのStx2に対する阻害活性は大きく低下しており、このことか

らもGb3．polymelsのStx2阻害作用はスペーサーの長さの影響を受けているこ

とが示された。

　　また、His．tagged　Stx　B－subunit変異体を用い、　Gb3－polymersとStx　B－subunit

の結合親和性を検討した結果、Stx1BHについては、　Gb3．polymer　1：0は、3カ所

のグロボ3糖結合サイトの各シングルミュータント、及びサイト1＋2，1＋3のダ

ブルミュータントに対して野生型とほぼ同程度のK．値を示した（Eble　8）。サ

イト2＋3のダブルミュータントと結合サイト3カ所すべてに変異が導入された
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トリプルミュータントは、結合が大きく低下していた。従って、Gb3－polymer　l：0

がStxl　B－subunitと高親和性に結合するには、サイト2またはサイト3のどち

らかがあれば十分であると考えられた。また、Gb3－polymer　2：17とGb3－polymer

1：12については、サイト2のシングルミュータントとの結合親和性が低下して

いた。さらに、サイト1＋3のダブルミュータント（D17E／W34A）とのKD値は

野生型と同程度であった。つまり、ポリマー上の糖鎖密度を下げても、サイト

2がインタクトであれば高親和性に結合することがわかった。このことから、

Gb3－polymerとStx　l　B－subunitとの結合には、サイト2が重要な役割をはたして

いることがわかった。また、スペーサーの短いGb3－polymer　l：17sでは、サイト

2シングルミュータント、サイト1＋2，2＋3ダブルミュータント、トリプルミュ

ータントに対して結合が見られなかったことから、他のGb3－polymersと同様に

サイト2を介して結合しており、結合サイトの選択性にはスペーサーの長さは

影響しないことが分かった。

Gb＄polymer　　　　　　　　　　　　　1：0　　　　　2：17　　　　　1：12　　　　　1’17s

KD（μM）　　　KD（μM）　　　KD（μM）　　　KD（μM）

wild　type　　　　　　　　　　　　　　　　　O．34　　　　　044　　　　　　0．60　　　　　　04

mutated　site　　　　　　intact

site1

㌫　…　麹　灘　鑛　騨
site2

盟　1・・灘1：51：4　：：
site3

灘　1・2纒　麟　羅　纒

㈱ ㌫＝・綴19一、13　：1
・it・1・3　D17E州34A　2　ご箋　羅　 羅　 1＞　　　F30AA（／34A　　　　　　　　　　　23　　　　　　　　　－b　　　　　　　－a　　　　　　　－a

　　　　　　　　　lslte2＋3　　G62A∧～34A　　　　　　　　　－a　　　　　－a　　　　　－a　　　　　　－a

slte1＋2＋3　D17E／G62A／　　一　　　　　　　一a　　　　　　　－a　　　　　　－a　　　　　　　－a

　　　W34A
　　　F30A／G62A1　　　　　　　　　　　－a　　　　　　　　－a　　　　　　　－a　　　　　　　　－a

　　　W34A
Table　8．　Gb3－polymersとHis　tagged　Stx　l　B－subunit変異体の結合親和性

響　；野生型B－subunitのKD値と同程度のもの

　一a；結合なし、－b；飽和しない
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また、Stx2　B－subunitについては、　Gb3－polymer　1：0では各シングルミュータン

トに対して野生型とほぼ同程度のKD値で結合し、サイト1＋2のダブルミュー

タント以外の他のダブルミュータントには結合親和性が大きく低下していた

（Table　9）。このことから、ポリマー．ヒに高密度にグロポ3糖を集積させた場合

はサイト3、またはサイト1＋2を介して結合していることが分かった。Gb3－

polymer　l：12，2：17については、サイト2のシングルミュータントに対するKD

値は野生型と変化がなく、その他のミュータントに対する結合親和性が大きく

低下していた。このことから、ポリマー上のグロボ3糖密度が下がると、サイ

ト1＋3を介した結合をしていることが明らかとなった。また、Gb3－polymerの

スペーサーの長さはStx2　B－subun▲tの結合サイトの選択性に影響しなかった。

Gb3－polymer　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　217　　　　　112　　　　　117s

KD（μM）　　　　KD（μM）　　　KD（μM）　　　Ko（μM）

wlld　type　　　　　　　　　　　　　　　　　O，68　　　　　14　　　　　　71　　　　　　41

rnutated　slte　　　　　　　　　　intaCt

銅　㌫　ム・綴　1；　ゴ　ニ：
鯉　瓢　1・　1議　纒　麗　1魏
slte3　　W33A　　　　　　　　　四㌻　　　87　　　　　　－b　　　　　－a

　　　・・7E　1＋2　】］　醗：］　一・　一・

細己 ㍑㌫・　蟹　8㌦　：；　：1
　　　　　　　　2slte　1＋3　W29A〈N33A　　　　　　　－a　　　　　－a　　　　　－a　　　　　－a

　　　　　　　　l
slte2＋3　　G61A〃V33A　　　　　　　　12　　　　　　　－b　　　　　　－a　　　　　　－a

slte1＋2＋3　W29A／G61Aノ　ー　　　　69　　　　141　　　　　　－a　　　　　－a

Table　9．　Gb3－polymersとHis　tagged　Stx2　B－subunit変異体の結合親和性

「三］；野生型B－subunitのKD値と同程度のもの

一a　；結合なし、－b；飽和しない
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　　以上のことをまとめた図をFig．21に示す。　Gb3－polymerがStx　lと結合する

ためには、スペーサーの長さは影響せず、サイト2を介して結合することが重

要である。また、Stx2に対しては、スペーサーの長さが結合親和性に大きく影

響するため、Gb3－polymer　l：17sよりも長いスペーサーを持っていることが必須

となる。そしてサイト1＋3を介していれば、糖鎖密度を下げても高親和性に結

合する。第二章Fig．7のマウス感染実験においてGb3－polymer　1：12が顕著にOl57

感染による致死性を抑制していたことから、少なくとも1：12の糖鎖密度でも十

分な効果が得られる。

　　　　　　　　　　Stxl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Stx2

Fig．21　Gb3－polymerとStx　B－subunitの結合様式の模式図

　　以上のように、SUPER　TWIGsおよびGb3－polymersのStx阻害作用発現の

ための必要最適構造を明らかにしたことで、今後臨床的に症状の重篤化と深く

関係するStx2に対して、従来よりもはるかに低いコストで、より強力な阻害剤

を開発することができると考えられる。
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第四章　総括

　　本研究において、第一章では経口投与型のStx吸着剤Gb3－polymerの開発、

第二章では、静脈投与型Stx中和剤SUPER　TWIGsの血中Stx　2を効率的に阻害

するための最適構造の同定を行った。

　　第一章では、ポリアクリルアミドを骨格とし、グロボ3糖を種々の密度で

集積させたGb3－polymerを用い、　iηv↓τroにおいて、　Stx1だけでなく臨床上重要

視されているStx2に対しても高親和性に結合し、低濃度でStxの細胞への結合

を阻害し、Stx細胞障害活性を効率よく阻害することを示した。さらに、マウ

スの0157：H7感染実験において、　Gb3－polymerを経口投与したマウスはOl57

感染による致死性を顕著に抑制することを示した。従って、Gb3－polymerは経

口投与型の0157感染症治療薬として臨床応用が期待できると考えられる。

　　第二章では、カルボシランデンドリマーを骨格とし、血中で作用するグロ

ボ3糖を集積させたSUPER　TWIGsの最適構造を同定した。また、一連のSUPER

TWIGsを新たに合成し、血中でのStx2阻害効果を指標にしてSUPER　TWIGs

の構造活性相関を検討した。その結果、最適構造の条件として、中央に疎水性

核構造を持ち、両端にグロボ3糖を集積したダンベル型であること、グロボ3

糖は片側に3個、全部で6個以上は必要であること、分岐点のSi原子とグロボ

3糖の間の距離は10A以内であること、核構造のSi原子間の距離はllA以上

であること、が挙げられた。また、マクロファージがStxとSUPER　TWIGsの

複合体を認識し、取り込み、分解されることがわかっているが、マクロファー

ジはSUPER　TWIGsの中でも、ダンベル型で、グロボ3糖を6つ以上集積させ

ているタイプに限って認識していることが明らかとなった。これらの条件を満

たしたSUPER　TWIG（1）6と（2）18は、マクロファージによる取り込み促進活性

が観察された。また、SUPER　TWIG（1）6，（2）18のみが血中で強くStx2阻害活性

を示したことから、マクロファージが関与するStx分解機構もStx2阻害作用に

大きく寄与していることが考えられた。さらに、Stx　B－subunit変異体を用いた

検討からSUPER　TWIG（2）18とStxlとの結合にはサイト3またはサイト1＋2が

高親和性結合に必須であり、SUPER　TWIG（2）18とStx2との結合にはサイト3

が必須であることがわかった。このことから、サイト3はStx2の毒性発現に重

要な役割を果たしていると考えられ、従ってサイト3はStx阻害剤の有効なタ

ーゲットになりうることが示唆される。

　　1996年に大規模な集団発生が起こり、腸管出血性大腸菌感染者数は17877
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人と報告された。それ以降、毎年3000～4000人の0157感染者が発生しており、

2005年11月現在の感染者数は3447名であり、全く減少の傾向は見られていな

い。しかしながら現在でも治療はホスホマイシンなどの抗生物質の投与であり、

いまだ有効な治療薬は存在してない。SUpER　TWIGsとGb3．polymersは、それ

ぞれ血中と腸管において、Stx1だけでなくStx2の毒性も抑制する有効な0157

感染症治療薬になると考えられる。また、抗生物質の投与は菌体自体を破壊す

る一方、菌体内に貯まっていた毒素を大量に放出させてしまう危険があるが、

これら化合物を抗生物質と併用することにより、より効率的にStxの毒性を阻

害することができ、抗生物質の使用の幅が広がると期待できる。
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実験の部

1．材料

　　　Gb3－polyme陥SUPER　TWIGsは、埼玉大学工学部機能材料工学科松岡浩

　司先生より授与された。遊離グロボ3糖は協和発酵工業より授与された。Stx1，

　Stx2発現プラスミドは国立国際医療センター研究所山崎信二先生、浜端崇先

　生より授与された。

2．ベロ細胞の培養

　　　ベロ細胞（アフリカミドリザル腎由来細胞）は、10％FCSを含むDMEM

　（GIBCO）培地で37℃、5％CO2の条件下で培養した。　Stx結合阻害実験、細

　胞毒性実験では、細胞を0．25％のTrypsin．EDTA（GIBCO）ではがし、　HBSS

　（GIBCO）で洗浄し、24または96　wellのプラスティックのマイクロプレート

　に、翌日コンフルエントまたはサブコンフルエントになるようにまいた。

3．His－tagged　Stx　B－subunitの作成

　　　各Stx　Bサブユニットのc末端に6×Hisを融合させたリコンビナント

　His－tagged　Stx　Bサブユニット（Stx1BH，　Stx2BH）を作成した。Stx1およびStx2

　発現プラスミド　（pUC118，　pCH283）を用いた。　Table　9に示したプライマー

　を使用し、Stx　B－subunitのcDNAをPCR増幅し、末端にNcol．BamHIの制限

　酵素認識部位を導入した。Ncol－BamHIを用いて制限酵素処理したStxB－sbunit

　のcDNA断片をpET・28aベクター（Novagen）へ組み込んだ。

Stx　l　　　Ncol　site　　5㌧AGAGCCATGGCGACGCCTGATTGTGTAACT－31

　　　　BamHl　site　5LAGAGGGATCCGCACGAAAAATAACTTCGCT－3’

Stx2　　　Ncol　site　　5’－AGAGCCATGGATTGTGCTAAAGGTAAAATT－3’

　　　　BamHl　site　5’－AGAGGGATCCGCGTCATTATTAAACTG－31

Table　10　使用したオリゴヌクレオチド
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4．Stx1BH，　Stx2BH部位特異的変異体の作成

　　　　QuikChange　Kit（Stratagene）を用いた。部位特異的変異オリゴヌクレオチ

　　ドはTable　10に示した。プラスミドはpET28a－1BH，　pET28a－2BHを用いた。

　各ミューテーションの確認は、ダイデオキシ法を用いた。すべての変異体の

　B－sub皿itペンタマーの確認は、ゲル濾過カラムクロマトグラフィーにより行

　った。各Stx　B－subunit変異体の結合活性は、1251－Stx1または1万1－Stx2との競

　合実験により確認した。方法は、ベロ細胞を24well　plateに一晩培養後、1251－

　Stx　1μg／mlと50μg／mlのStx　B－subunitを加え、4℃、1時間培養したのち、0．1％

　BSAを含むHank’s溶液で洗浄後、lysis　solution（0．1M　NaOH，0．5％SDS）を200μ1

　加え、細胞を溶解し1251－Stxの結合量をγ一カウンターにより測定した。

B－subunit　mutants　　　　　　　　　　o｜igonucleotides

1BH－D17E　　　　　　　　　　ATACAAAATATAATGATGAAGATACCTTTACAGTTAAA
　　－F30A　　　　　　　　　　　AGTGGGTGATAAAGAATTAGCGACCAACAGATGGAATCTT

　　－A56Y　　　　　　　　　　　TGTAACCATTAAAACTAATTACTGTCATAATGGAGGGGGA

　　－G62A　　　　　　　　　　　TGCCTGTCATAATGGAGGGGCATTCAGCGAAGTTATTTTT

　　－W34A　　　　　　　AGAATTA丁「「ACCAACAGAGCGAATCTTCAGTCTC丁「CT

　　－D18E　　　　　　　　　　ACAAAATATAATGATGACGAAACCTTTACAGTTAAAGTGG
　　－D17E／G62A　　　　　D17E　primer　and　G62A　primer

　　－F30A／G62A　　　　　F30A　primer　and　G62A　primer

　　－D17E／W34A　　　　D17E　primer　and　W34A　primer

　　－F30A／W34A　　　　TAAAGAATTAGCGACCAACAGAGCGAATCTTCAGTCTCTT
　　－G62A／W34A　　　　G62A　primer　and　W34A　primer

　　－D17E／G62A／W34A　D17E　primer，　G62A　primer　and　W34A　primer

　　－F30A／G62A／W34A　F30A／W34A　primer　and　G62A　primer

2BH－D16E　　　　　　　　　　　TTTCCAAGTATAATGAGGAGGACACATTTACAGTGAAGGT

　　－W29A　　　　　　　GGTTGACGGGAAAGAATACGCGACCAGTCGCTGGAATCTG
　　－T55Y　　　　　　　　　　　TGTCACAATCAAATCCAGTTACTGTGAATCAGGCTCCGGA

　　－G61A　　　　　　　　　　　TACCTGTGAATCAGGCTCCGCATTTGCTGAAGTGCAGTTT

　　－W33A　　　　　　　AGAATACTGGACCAGTCGCGCGAATCTGCAACCGTTACTG
　　－D17E　　　　　　　　　　TCCAAGTATAATGAGGATGAAACATTTACAGTGAAGGTTG
　　－D16E／G61A　　　　　D16Eprimer　and　G61Aprimer

　　－W29A／G61A　　　　W29Aprimer　and　G61Aprimer

　　－W29A／W33A　　　　GGTTGACGGGAAAGAATACGCGACCAGTCGCGCGAATCTG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（W29A／W33A　primer）

　　－G61A／W33A　　　　G61Aprimer　and　W33A　primer

　　－W29A／G61A／W33A　W29A／W33A／primer　and　G61Aprimer

Table　11．使用した部位特異的変異オリゴヌクレオチド
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5．His－tagged　Stx　B－subunitの調製

　　　作成した発現プラスミドで大腸菌BL21DE（3）（Novagen）を形質転換し

　た。形質転換したBL21DE（3）は、30μ9／mlのカナマイシン（Nacalai　Tesque）

　を含む1LのLuria－Bertani　broth（Difco）培地に37℃で培養した。その後1．O

　mmol／L　IPTG（Wako）を加え4時間、37℃で培養した。回収したペレットを

　6000U／mlのポリミキシンB（Sigma）を含むPBS　10　mlに懸濁し、遠心分離

　した後、上清にNi2＋－charged　resin（Novagen）を100μ1加え、2時間、4℃で培

　養した。ビーズをよく洗浄後、elution　buffer（1　M　imidazole，500　mM　NaCl，80

　mM　Tris－HC1；pH　7．9）を加え、25℃、5分間インキュベートし、　Stx1BH，　Stx2BH

　を溶出した。

6．Alexa　Fluor　488－labeled　Stx2

　　　Protein　labeling　kit（Molecular　Probes社）を用いて標識した。　Stx2100μ9に

　NaHCO3を加え、　Alexa　Fluor4881mgと1時間、室温、遮光で反応させた。そ

　の後、1Mグリシンを加え、　BioGel　P－30（B輌o－Rad）を充填したカラムでゲル濾

　過により溶出した。タンパク濃度はSDS一ポリアクリルアミド電気泳動によ

　り確認した。

7．SUPER　TWIGsの固定化Stx　B－subunitへの結合親和性

　　　NitrilotriacCtic　acid（NTA）センサーチップ（BIAcore）を用いた。　Stx　1BHま

　たはStx2BH（10μg／ml）をNTAチップ上にNi2＋を介して固定し、各濃度のポ

　リマーを流し（流速20μ1／min、温度25℃）、結合量を測定した。解離時間はlnject

　終了から3分とした。得られたセンサーグラムからスキャッチャードプロッ

　トによりK．を算出した。Gb3含有vesicleはPC　10μg／mlとGb31μg／mlを混

　合し、窒素で溶媒を除去後、eluent　buffer　400μ1（HEPES　10　mM，　EDTA　50μM，

　NaCl　150　mM，　Tween　200．005％）に溶かし、透明になるまでソニケートした・

8．1乃1－Stx結合阻害実験

　　　ベロ細胞を24well　plate中に37℃で一晩培養し、各SUPER　TWIGと1251－

　Stx1，1251－Stx2（1μg／ml）を加え4℃、1時間培養し、0．1％BSAを含むHank’s

　溶液でよく洗浄後、lysis　solution（0．1M　NaOH，0．5％SDS）を200μ1加え・細

　胞を溶解しγ一カウンターにより1251－Stx量を測定した。
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9．Stx細胞障害活性阻害効果

　　　ベロ細胞を96well　plate中、37℃で一晩培養し、各SUPER　TWIGとStx1

　またはStx2（10　pg／m1）存在下、37℃、72時間培養した。その後、　Hank’s溶

　液で洗浄し、11倍希釈したWST試薬（Wako）を加え、37℃、1時間培養し、

　プレートリーダー（BIORAD）により吸光度（450　nm）を測定した。

10．マウスへのStx2静脈投与

　　　5－14週齢雌のICRマウス（18－209；Japan　SLC）を用いた。マウスにSUPER

　TWIGと致死量のStx2（体重1gあたり0．25　ng）を尾静脈投与した。動物の

　取り扱いは、国立国際医療センター研究所動物実験指針に基づき行った。解

　析はKaplan－Meier　survival　analysisまたはFisher’sexact　testにより行った・

11．マクロファージによる1251－Stx2とりこみ

　　　U937細胞を24　well　plateにまいて一晩培養し、　SUpER　TWIG（10μg／ml）

　存在下、1万1－Stx2（1μg／ml）を加え37℃、30分培養した。その後Hank’s溶液

　でよく洗浄し、lysis　solution（0．1　M　NaOH，0．5％SDS）を200μ1加え・チュー

　ブに回収し、放射活性をγ一カウンターで測定した。

12．共焦点レーザー顕微鏡

　　　Ug37細胞をglass　base　dish（IWAKI）にまき、一晩培養した。　SUpER　TWIG

　（10μ9／ml）存在下、　Alexa　488－Stx2（1μ9／ml）とLysotracker（0．3μmol／L；

　Molecular　Probes）を加え、37℃、1時間培養した。　PBSで洗浄し、メディウム

　を加え、共焦点レーザー顕微鏡（LSM510；Carl　Zeiss）を用いてそれぞれの細

　胞内局在を観察した。

13．マウスの0157：H7感染実験

　　　奈良県立医科大学細菌学教室喜多英二先生に、マウスの0157：H7感染実

　験、血中および糞便中のStx2量の測定、脳の組織免疫染色を依頼した。本実

　験では、SPF3週令雌C57LBL／6マウス（チャールズリバー社）を用いた。2

　週間、マウスに低栄養食（5％タンパク食）を与え、5週令にStx1，　Stx2両産

　生菌N－9株0157：H7を経口的に感染させた（Kurioka，　T　2002，　Carbohyfrate

　Resarch，337，983．989）。低タンパク食は感染後も与えた。感染マウス8匹に、
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0．1ml　pBSで溶かしたGb3．polymer　25μg／g体重は、3日目から1日2回、3

日間経口投与した。感染マウス15匹には、コントロールとして0．1mlのPBS

に溶かしたvesicleを処置した。解析はKaplan－Meier　survival　analysis、または

Fisher’s　exact　testにより行った。また、本系では、3日目から血中のStx濃度

が増加し、4日目でピークとなる。そこで感染から4日目、各処置群の感染

マウス3匹を屠殺し、血中および糞便中のStx2量を測定した。採血法は眼静

脈採血、または心臓採血により行った。血中、糞便中Stx2量はELISA（Bio－Rad

Laboratories）（KuriokaエInfect　Immun　1998，66，1726．34）により測定した。コン

トロールには、未感染マウスの糞便、または血清中にStx2を混合したものを

用いた。糞便試料はPBSに懸濁し（50　mg／m1）ホモジナイズ後、　ELISA試薬

のdilution　bufferで5倍希釈した。血清試料は限外濾過により20倍に濃縮し、

各サンプル20μ1をdilution　bufferと混合した。脳組織および免疫組織の実験

は、Gb3－polymer投与群またはコントロールマウス5匹を用いた。コントロ

ールは感染4日目、Gb3－polymer投与群は感染30日目にマウスを屠殺し、脳

を10％ホルムアルデヒドで固定した。組織観察は、パラフィン切片を作成し、

Hematoxylin　and　eosin染色、　Alcian　blue染色、　LFB染色した。　Stx2の検出は

monoclonal　Stx2抗体を用いた。動物の取り扱いについては、奈良県立医科大

学動物実験指針に従い行った。
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