
同志社大学・生命医科学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３１０

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

志賀毒素の細胞内輸送を標的とした新規腸管出血性大腸菌感染症治療薬の創出

Development of a novel Shiga toxin inhibitor that targeting of intracellular 
transport of the toxin

００４４６５６９研究者番号：

高橋　美帆（Takahashi, Miho）

研究期間：

１５Ｋ０８４８０

平成 年 月 日現在３０   ６ ２１

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：志賀毒素（Stx1a)の細胞内小胞輸送に対するStx1a阻害剤MMA-tet, FRA-tetの影響を
詳細に解析するために、様々なキナーゼの基質ペプチドをスポットしたスライドグラスを作成し、本スライドグ
ラスを用いて阻害剤存在下あるいは非存在下、Stx1a刺激により活性化されるキナーゼ群を検出する系を確立し
た。また、４価型構造のペプチドをセルロースメンブレン上にスポット合成し、より強いStx1a毒性阻害作用を
持つモチーフを探索するための新たなスクリーニング系を確立した。

研究成果の概要（英文）：We synthesized substrate peptides of various kinases on a slide glass and 
using this, we analyzed the activities of kinases stimulated by Stx1a in the presence or absence of 
Stx inhibitors (MMA-tet, FRA-tet).We established a new multivalent peptide library screening by 
using tetravalent peptides synthesized on a cellulose membrane.

研究分野： 細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 O157:H7 に代表される腸管出血性大腸菌
（EHEC）による感染は、下痢や出血性大腸
炎のみならず、溶血性尿毒症症候群や脳症等
の重篤な合併症を併発する。本感染症に対し
抗生物質が投与されているが、抗生物質の使
用についてはWHOの治療指針でも検討課題
となっており、いまだに有効な治療薬は確立
されていない。 
 Stx は EHEC の主要な病原因子であり、ご
く微量でも血中に侵入した場合には、腎臓や
脳を障害し、致命的な合併症を引き起こす。
StxはStx1とStx２の２つのファミリーから
構成され、各々には Stx1a, 1c,1d ならびに
Stx2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2g の複数のバリア
ントが存在する。これら Stx は AB5 型毒素
で、B サブユニット 5 量体は標的細胞膜上の
糖脂質 Gb3 を受容体とし、そのグロボ３糖部
分を特異的に認識する。B サブユニット１分
子には３種類のグロボ３糖結合部位（サイト
１〜３）が存在しており、５量体では最大１
５分子のグロボ３糖が結合し、これにより結
合親和性が著しく亢進する。これをクラスタ
ー効果と呼ぶ。このため、天然物あるいは低
分子化合物ライブラリーからのスクリーニ
ング、ファージディスプレイ法等の従来技術
では、原理的にこのクラスター効果に打ち勝
ち、Stx の毒性を強力に阻害する薬剤を開発
することは非常に困難であり、またその例も
ない。 
 これまでに我々は、それ自体がクラスター
効果を発揮する多価型ペプチドライブラリ
ーを独自に開発し、StxB サブユニットの特
定の受容体結合部位を標的として本ライブ
ラリーをスクリーニングすることにより、 
様々な Stxバリアントに対するペプチド性阻
害薬（４価のペプチドから構成される）の開
発に成功している。Stx2aB サブユニットの
サイト３を標的とした阻害薬 PPP-tet 
(PCT/JP2005/012286, 特許第 4744443 号、
FASEB J., 2006, 20, 2597-, Infect. Immun. 
2010, 78, 177-)、Stx1aB サブユニットのサイ
ト１を標的とした阻害薬 MMA-tet (特願
2010-019728, Infect. Immun., 2013, 81, 
2133-)を開発した。特に PPP-tet については、
マウスを用いた感染実験のみならず、サルに
対する Stx2 の致死毒性に対して、非常に高
い治癒効果を示す（Pediatr. Nephrol., 2011, 
26, 2031-, Nature Med. NEWS, 2011, 17, 
755）。さらにその後、１枚のセルロースシー
ト上に、クラスター効果を発揮させた状態で
最大384個のペプチドをスポット合成する技
術を新たに確立し、本シートを用いたスクリ
ーニングを先の技術と組み合わせることに
より、Stx1a B サブユニットのサイト２を標
的とし、60 種以上の候補モチーフを取得する
ことに成功した。そのうち 11 種類（FRA-tet
他 10 種）については阻害薬として確立した

（submitted）。 
 また興味深いことに、PPP-tet ならびに
MMA-tet は、それぞれ Stx の受容体結合領
域の特定の部位に結合するものの、Stx の細
胞への結合を全く阻害しないことが明らか
となった。そこで PPP-tet と MMA-tet の Stx
毒性阻害作用機構を詳細に解析したところ、
以下のことを見出した。Stx は、標的細胞上
の Gb3 に結合した後エンドサイトーシスさ
れ、小胞に乗ってエンドソームからゴルジ体、
さらにゴルジ体から小胞体（ER）へと逆行輸
送され、ER から毒性本体である A サブユニ
ットが Sec61 依存的に細胞質に放出、毒性を
発揮するが、PPP-tet は Stx2a のゴルジ体か
ら ER への輸送を（FASEB J.,2006,20, 2597-, 
Infect. Immun., 2010, 78, 177-）、MMA-tet
は、ER 以降の A サブユニットの輸送を
（Infect. Immun., 2013, 81, 2133-）、それぞ
れ阻害することで、強力な毒性阻害作用を発
揮していることが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
 これまでに我々は、Stx1a B サブユニット
のサイト 1 を標的とする MMA-tet と、サイ
ト２を標的とする FRA-tet とを同時に投与
すると、単独で使用した場合よりも Stx1a 阻
害効果が相乗的に増強することを見いだし
た（総ペプチド濃度は同じ）。さらに興味深
いことに、このとき Stx1a のゴルジ体への輸
送が著しく遅延していることを見出した。こ
のことは標的とする受容体結合サイトが異
なる２種の阻害薬を組み合わせることで、
EHEC 感染に対する治療効果を顕著に増強
できる可能性があることを示している。 
 そこで本研究では、以下を達成目標とする。 
（１）FRA-tet 以外のサイト２を標的とする
10 種の阻害薬についても同様の検討を行い、
相乗的な阻害効果を発揮するものを同定し、
さらにStx1aの細胞内輸送に及ぼす影響を詳
細に検討する。 
（２）MMA-tet と FRA-tet に代表される相
乗的な阻害効果を示す組み合わせについて、
その毒性阻害機構を分子レベルで解明する。 
（３）その分子機構に基づいて、それぞれの
阻害薬の構造をテーラーメードで最適化す
る新規技術を確立する。 
（４）個々に最適化された阻害薬の組み合わ
せを用いて、マウスを用いた EHEC 感染実
験における効果を検討し、これまでにない高
い有効性を示す新規治療薬を創出する。 
 
３．研究の方法 
（１）MMA-tet との組み合わせにより相乗
的阻害効果を発揮するものの同定 
 Stx1a B サブユニットのサイト２を標的と 
するFRA-tet以外の10種の阻害薬について、
相乗的な阻害効果を発揮するものを同定す
る。同定された阻害薬を MMA-tet と併用し
た場合の蛍光標識Stx1aの細胞内輸送への影



響は、共焦点レーザー顕微鏡を用い、種々の
オルガネラマーカーとの共局在性を調べる
ことにより評価する。 
（２）相乗的毒性阻害機構の分子メカニズム
の解明 
 MMA-tet と相乗的阻害効果がみられた阻
害薬について、Stx1a 刺激により活性化され
る各種シグナル伝達分子への影響を検討す
る。 
（３）阻害薬構造のテーラーメード最適化を
可能にする新規技術の確立 
 多価型ペプチドライブラリー法と Intavis
社のスポット合成を組み合わせ、一度に数百
種類の多価型ペプチドライブラリーをセル
ロースメンブレン上にスポット合成する系
を確立する。 
 
４．研究成果 
（１）Stx1a B サブユニットのサイト２を標
的とする阻害ペプチド、KGA-tet, YTA-tet, 
PQA-tet の３種類の４価ペプチドについて、
FRA-tet と同様、MMA-tet との組み合わせに
より、相乗的なStx1毒性阻害効果を示した。
これらペプチドをMMA-tetと同時投与した際
のSTx1a細胞内輸送に及ぼす影響を検討した
ところ、いずれのペプチドにおいても、
MMA-tet 単独投与時と比較して Stx1a の細胞
内輸送に大きな変化は見られなかった。従っ
て以降は MMA-tet と FRA-tet の組み合わせを
用いることとした。 
（２）ベロ細胞を用いて、MMA-tet と FRA-tet
を組み合わせて添加した場合の細胞内シグ
ナル伝達分子の影響を検討した。MMA-tet, 
FRA-tet を単独で作用させた場合には、いず
れのペプチドも Stx1a による ERKの活性化を
阻害するが、JNK, p38, Akt の活性化は阻害
しないことが示された。また、MMA-tet と
FRA-tet を組み合わせた場合、Stx1a による
ERK の活性化を阻害するが、この効果はペプ
チドを単独で作用させた場合と比べて同程
度であることがわかった。一方、JNK, p38, 
Akt の活性化は影響を及ぼさないことも明ら
かとなった。このことから、MMA-tet と
FRA-tet を組み合わせて投与した場合に見ら
れる Stx1a の細胞内輸送遅延は、ERK 活性化
制御のみでは不十分であり、JNK, p38, Akt
の活性化抑制は関与していないことが示さ
れた。 
 Stx1a 刺激時に活性化されるシグナル伝達
分子に対するペプチドの効果を網羅的解析
するため、キナーゼ基質アレイを用いた系の
確立を試みた。セリンスレオニンキナーゼの
基質ペプチドをスライドグラスにスポット
合成し、本スライドグラスを用いて Stx1a に
よって活性化される細胞内セリンスレオニ
ンキナーゼ群に対するStx1a阻害ペプチドの
効果を検討した。Stx1a 刺激により活性化さ
れるERKは阻害ペプチドによって抑制される
こと、一方 p38,AKT の活性化は影響を受けな
いことが示され、これまでの知見と一致して

いたことから、本系が確立されたと言える。 
 Stx1a と MMA-tet, FRA-tet をベロ細胞に添
加した場合、アクチンフィラメントの細胞膜
への局在が増加していること、アクチンフィ
ラメントと細胞膜を架橋するタンパク質
Ezrin の細胞膜への局在が増加していること
が示された。 
（３）各阻害薬をより強い阻害作用を持つ分
子に進化させるために、多価型ペプチドライ
ブラリーをセルロースメンブレン上にスポ
ット合成し、本メンブレンを用いて優れたモ
チーフを取得する新たな系を確立した。メン
ブレン上に合成する多価型ペプチドの構造
最適化を行った。最終的にメンブレン上のア
ミノ基にβAla とアミノヘキサン酸を付加し、
さらにペプチド鎖を分岐させるために Lys 
(Lys の主鎖と側鎖両方のアミノ基を用いる)
を２分子導入することで、４価型ペプチドを
合成することが可能になった。また、本系の
確立のために、Stx2 のサブタイプである
Stx2d に対する阻害モチーフの同定を試みた
ところ、Stx2d の毒性を選択的に阻害するモ
チーフを取得することができた。 
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