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研究成果の概要 
 

■ 総 括 

「微生物由来細胞認識・破壊タンパク質の作用機構解明と応用に関する研究」プロジェクトでは、福岡県工業技術セン

ター及び九州大学が世界に先駆けて発見した微生物由来哺乳類細胞認識・破壊タンパク質（MCRC タンパク質）について、

新規タンパクの探索、性状解明、遺伝子のクローニング、作用機構の解明等を行い、その応用技術として子宮ガン細胞等

の体外診断薬の開発を目指す。 

世界初の例となった A1190 株 MCRC タンパク質に続き、本プロジェクトでは世界で２例目～１０例目となる９つの MCRC

タンパク質遺伝子のクローニングに成功した。すなわち、白血病細胞に認識・破壊活性を持つ A1470 株の MCRC タンパク

質遺伝子（３種）、及び子宮ガン細胞に認識・破壊活性を持つ A1462 株の MCRC タンパク質遺伝子（３種）、広範なガン細

胞に破壊活性を有する A1547 株の MCRC タンパク質遺伝子（１種）、その他の株から２種の遺伝子をクローニングした。こ

れらの遺伝子に関しては国際特許を含む遺伝子特許４件を出願中である。 

一方、MCRC タンパク質によるガン細胞破壊のメカニズムの解明も進展しており、新規の細胞破壊機構の存在が予想さ

れている。また、体外診断薬開発の重要なステップとなるガン細胞（子宮ガン、白血病）の検出原理を確立することができた。

さらに、摘出ガン組織を用いた研究では、MCRC タンパク質が非ガン部の組織に影響を与えず、ガン組織を強力に破壊す

ることが明らかになっている。  

 

■ サブテーマ毎、個別課題毎の概要 

1. MCRC 菌株のスクリーニングに関する研究 
1.1. 土壌からの MCRC 菌株の探索・分離 

土壌および動物の糞からの B. thuringiensis MCRC 菌株の分離と収集を、3 年間（平成 12～14 年度）試みた結果、

総計 1093 株の B. thuringiensis が得られた。 

 

1.2. 植物・海水からの MCRC 菌株の探索・分離 

MCRC 産生能を有するBacillus thuringiensis の探索を、植物・海水・土壌を中心に平成 12 年度においては小笠原諸島

（父島、母島）より、平成 13 年度は北海道（道東、道北）、西表島マングローブ林および北九州市洞海湾より、平成 14 年度

は種子島、奄美大島及び有明海沿岸の干潟よりサンプリングを行い、計 85 菌株の B. thuringiensis を分離できた。 

 

1.3. 株化ガン細胞に対するスクリーニング 

各種 BT 菌株由来の MCRC タンパク質を含むと思われる粗精製画分を各種細胞を用いて、細胞破壊活性を測定し、活

性の高い MCRC タンパク質の産生菌株候補をスクリーニング、特定した。 

 

1.4. ガン細胞（病理細胞）に対するスクリーニング 

A1190, A2316, B207 等の MCRC タンパク質は、食道扁平上皮癌の cell line であるTE9, TE10 において、細胞膜表面

にフォスファチジルセリンを露出し、核が断片化し、細胞死に至るアポトーシスによる細胞死の形態をとることが、各種実験

で確認できた。癌組織を使用した実験すくなくとも一部において、核にアポトーシス小体や断片化した像を認めることより、

同様の機序により癌細胞の殺傷効果が引き起こされている可能性が示唆された。 

 

1.5. スクリーニング用タンパク質の調整、ならびに子宮ガン細胞に対するスクリーニング 

九州大学農学部及び生物食品研究所が保有するBacillus thuringiensis のうち 2,780 株から、性状の異なるヒト子宮ガン

細胞、HeLa（子宮頚部上皮ガン細胞）、Sawano（子宮内膜腺ガン細胞）および TCS（子宮角化型扁平上皮ガン細胞）を用

いて、これらのガン細胞に対して破壊活性を有するMCRC 菌株のスクリーニングを行い、MCRC 菌株５５株を得た。さらに、

本プロジェクトの中で遺伝子がクローニングされ、活性型分子が精製された。また、これら５５株の新規 MCRC 菌株の類型
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化を行い、これまでに発見されているMCRC タンパク質とは異なる、新型の MCRC タンパク質を産生する MCRC 菌株４２

株（76.4％）を得ることができた。 

 

2. MCRC タンパク質・遺伝子の性状解明に関する研究 
2.1. MCRC タンパク質の大量精製法の確立 

既取得のＭＣＲＣ菌株のうち T34、A1470、A1190 の３株について、そのＭＣＲＣタンパク質の大量精製法の検討を行った。 

 

2.2. MCRC タンパク質のＸ線結晶構造解析 
MCRC タンパク質の有する癌細胞認識・破壊のメカニズムを解明することを目的として、結晶の作成とＸ線解析による構

造決定を行った。 

 

2.3. 子宮ガン細胞認識・破壊タンパク質の精製及び遺伝子解明 

B. thuringiensis 由来のガン細胞破壊タンパク質（MCRCタンパク質）遺伝子の世界初の報告例となった子宮ガン破壊性

の A1190 株由来タンパク質（parasporin と命名、前駆体 81kDa、活性型 56kDa）、第２例目となる子宮ガン破壊性の A1462

株のBタンパク質（前駆体 88kDa、活性型 64kDa）、第３例目となる白血病破壊性のA1470 株 Bタンパク質（前駆体 32kDa、

活性型 28kDa）、世界で５例目となるA1462 株 A タンパク質（前駆体 88kDa、活性型 64kDa）、６例目となるA1470 株 D タ

ンパク質（前駆体 34kDa、活性型 31 kDa）のクローニング、発現に成功した。 

 

2.4. 白血病細胞認識・破壊タンパク質の遺伝子解明 

Bacillus thuringiensis  subsp. coreanensis A1519 株のクリスタルを精製し、ウサギを用いて抗 A1519 株クリスタル抗体を

作成した。次にA1519 株のプラスミドDNA を精製し、A1519 株プラスミドDNA ライブラリを作成した。A1519 株プラスミドDNA

ライブラリより抗 A1519 株クリスタル抗体に陽性の 16 クローンを選抜し、その全塩基配列を決定した。この過程で、A1519

株が保持するプラスミドの一つであるpBTC1519-1 (7288 bp) の全塩基配列を決定することが出来た。 

 

2.5. 糖鎖認識タンパク質の遺伝子解明 

九大保存菌株の中から、ヒツジ赤血球に凝集活性を有するタンパク質を産生する菌株が 23 株得られた。その中で特に

レクチン活性の強かった A1800 株の産生するタンパク質について性状調査を行った。 

 

3. MCRC タンパク質の作用機構解明・実用化技術に関する研究 
3.1. 子宮ガン細胞認識・破壊タンパク質の作用機構解明 

子宮ガン及び白血病細胞診断薬開発に関する基礎的知見を得ることを目的として、子宮ガン及び白血病細胞に対して

認識・破壊活性を有するＭＣＲＣタンパク質（A1190 株、A1470 株）の細胞死誘導機構の解析を行った。 

 

3.2. 作用機構の細胞学的解明 
走査型電子顕微鏡（SEM）、透過型電子顕微鏡（TEM）、共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）および光学顕微鏡を用いて

MCRC タンパク質のガン細胞に対する細胞破壊活性を形態学的な解明を試みた。 

 

3.3. 白血病細胞認識・破壊タンパク質の作用機構解明 

 Bacillus thuringiensis  subsp. coreanensis A1519 株クリスタルに由来するMCRC タンパク質の活性分子が 29kDa ポリペプ

チドであることを明らかにした。これを精製して内部領域二ケ所および N 末端のアミノ酸配列を決定し、それらに基づいて遺

伝子解析のための DNA プライマーを設計した。また、T 細胞白血病ガン細胞 MOLT-4 及び Jurkat に対する29kDa 活性

分子の作用を詳細に解析した。さらに細胞死誘導過程も詳細に解析した。 
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3.4. 広範な細胞認識・破壊スペクトルを持つタンパク質の作用機構解明 
B.thuringiensis 1547 株が産出し、ほ乳動物細胞に毒性を示すタンパク質の特性と哺乳動物細胞への作用機作を解析し

た。 

 

3.5. 腫瘍の特異的検査試薬の構築 

MCRC が癌細胞上のレセプター を特異的に識別し、その特異結合反応を診断薬に応用可能かを検討した。 

 

■ 波及効果、発展方向、改善点等 

医療の分野では将来、遺伝情報をもとに、各人の疾病罹患の予測、各人の体質に合わせたオーダーメイド医薬

の開発等が可能になると言われている。一方、わが国は今後、急速に迎える高齢化社会では、ガンを始めとする

生活習慣病が重要な疾病となると言われており、これらの疾病の早期発見・診断法、新規治療法の開発が極めて

重要な課題となると考えられ、診断薬、医薬等を含む保健・医療分野は巨大市場へと急速に成長すると考えられ

る。 

MCRC タンパク質は、細胞の識別・破壊能力を有していることがこれまでに明らかにされている。MCRCタンパク質のガン

細胞識別・破壊活性の分子機構が解明されれば、未知の膜抗原分子の発見、新規ガン細胞破壊機構の発見等、ガンの

早期発見、診断、新規治療法の開発に役立つ多くの知見がもたらされるものと考えられる。また、本研究では体外診断薬

開発の鍵となる検出原理を確立することができたが、今後は、様々なガン細胞や実際の検体等を用いて体外診断薬開発

を進めると共に、レセプター分子等、細胞破壊のメカニズムに関する情報を活用して、検出精度を向上させる必要がある。 

既に海外を含め、他の研究グループがMCRC タンパク質に関する研究を展開してきており、既に遺伝子特許を出願した

グループもある。今後は MCRC タンパク質遺伝子の特許だけでなく、診断薬及び医薬の開発に於いて極めて重要な意味

を持つレセプター遺伝子等についても特許を取得し、今後の研究開発競争に勝ち抜く必要がある。 
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■ 研究成果の発表状況 

 

（1） 研究発表件数 

 原著論文による発表 左記以外の誌上発表 口頭発表 合    計 

国 内 6 件 2 件 57 件 65 件 

国 際 22 件 4 件 10 件 36 件 

合 計 28 件 6 件 67 件 101 件 

 
（2） 特許等出願件数 

4 件 （うち国内 3 件、国外 1 件） 

 

（3） 受賞等 

第Ⅰ期 1 件 （うち国内 1 件、国外 0 件） 

1．福岡県知事表彰（職域表彰）： Bt 発見１００周年記念国際シンポジウムの企画運営 
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（4）主要雑誌への研究成果発表 
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