
熊本大学・大学院生命科学研究部（医）・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）

１７４０１

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

腸管出血性大腸菌毒素SubABによる自然免疫抑制を介した病原性発現機構の解明

Molecular analysis for pathogenesis of SubAB produced by Enterohemorrhagic 
Escherichia coli through the inhibitory effects on host innate immunity

４０５８６６０８研究者番号：

津々木　博康（Tsutsuki, Hiroyasu）

研究期間：

１７Ｋ１００１９

年 月 日現在  ２   ６   ６

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：Subtilase cytotoxin(SubAB)は、腸管出血性大腸菌(EHEC)が産生する毒素であり、宿
主に小胞体ストレスを介した細胞毒性を示す。本研究では、これまでほとんど分かっていなかった宿主自然免疫
に及ぼすSubABの影響を解析した。その結果、マクロファージによるIL-1βの産生、およびインフラマソームの
活性化をSubABが抑制することを見出した。さらに、マウス感染モデルを用い解析を行った結果、SubABはマウス
糞便中の生菌数を有意に増加させた。以上の結果から、SubABが宿主の自然免疫応答を抑制することでEHECの定
着を促進する因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Subtilase cytotoxin (SubAB), a toxin produced by Enterohemorrhagic 
Escherichia coli, induces cytotoxicity through Endoplasmic reticulum (ER) stress. Here we 
investigated the molecular mechanisms of inhibitory effects of SubAB on host innate immunity. We 
found that SubAB inhibited IL-1β production and inflammasome activation in macrophages. As a result
 of mouse infection model, SubAB increased the number of pathogenic bacteria in mouse feces. These 
data suggested that SubAB enhance EHEC colonization through inhibition of host innate immunity. 

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腸管出血性大腸菌(EHEC)の主な病原因子は志賀毒素であり、血清型O157が最も知られているが、O111やO104など
様々な血清型のEHECも集団食中毒を起こしている。近年、新たな毒素SubABを産生するO113などが臨床患者から
検出される事例が増加している。これまでEHEC感染病態におけるSubABの役割は不明であり、制御法は開発され
ていない。本研究提案は、EHEC 感染病態におけるSubAB の役割を解明することで、新たな治療戦略の立案に役
立つ。未知の炎症機構の発見にも繋がり、細菌学研究にとどまらず、病態生理・感染症学分野を含む臨床応用研
究領域に全く新しい知見を与えることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 腸管出血性大腸菌と病原因子について 
腸管出血性大腸菌 (EHEC)感染症において、これまで病原因子として志賀毒素(Stx)のみが重要視
され、その病原性を制御するために多くの研究が行われてきた。しかし、欧州における O104株
の事例(2011 年)では Stx 産生菌が定着因子を有することで病原性が亢進することが示唆された。
このように、Stxだけでなく、他の病原因子が関与することで EHECの病原性が高まることが示
唆されており、そのような病原因子の同定と機能解析は EHEC 感染における予防と治療のため
に急務とされている。 
 
(2) Subtilase cytotoxin（SubAB）について 
SubAB はオーストラリアにおいて溶血性尿毒症症候群(HUS)など合併症を伴う集団食中毒を引
き起こした EHEC O113株が産生する新規の毒素として同定された。SubABは、その作用として
小胞体(ER)に存在するシャペロン蛋白質 BiPを切断することで細胞に ERストレスを与え、細胞
死を誘導する 1, 2)。また、SubABはマウスに対して、腸管出血を伴う致死を誘導する 3)ことから、
EHECの重要な病原因子と考えられる。日本でも EHEC O113株が検出されており、今後集団食
中毒を引き起こす可能性がある EHEC O113 株およびその病原因子として SubAB が重要視され
ている。しかしながら、EHEC 感染病態における SubAB の役割は不明であり、その機能解明は
新興感染症の予防や治療戦略構築のために重要な課題である。これまで SubABの細胞致死活性
を明らかにするなかで、SubABが大腸菌の宿主免疫機構回避に寄与することを見出した 4)。そこ
で SubABが毒素としての細胞致死作用のみならず、エフェクター様の因子として宿主の自然免
疫を破綻させ、EHECの病原性を亢進するのではないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、SubAB が宿主自然免疫、特に炎症性サイトカインであるインターロイキン（IL）-
1β、IL-18 の成熟に関わるインフラマソームの活性化に及ぼす SubAB の影響を解析することを
目的とし、マウスマクロファージ細胞株を用いた実験系を構築し、その詳細な分子機序の解明を
行った。さらにマウス感染モデルを樹立し腸管細菌感染病態において SubAB がどのような役割
を担っているのか、その分子基盤を明らかにし、当該感染症の新しい診断・治療法および重症化
抑制に向けた研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
(1) SubAB によるインフラマソーム抑制に関わるシグナル伝達経路の同定：マウスマクロファー
ジ細胞株 J774.1 細胞に EHEC O113 株感染、あるいはリコンビナント SubAB 存在下で LPS 処理を
行った。一定時間処理の後、培養上清中の IL-1β、IL-18 を ELISA 法にて測定した。また、培養
上清中の caspase-1 および caspase-11 の活性化を SDS-PAGE とウェスタンブロット（WB）にて解
析した。細胞を可溶化し WB にて各種シグナル伝達関連タンパク質の発現、リン酸化などを評価
した。インフラマソームの活性化を評価するため、NLRP3 と caspase-1 による複合体形成を免疫
沈降にて解析し、SubAB の影響を調べた。 
 
(2) SubAB によるインフラマソーム抑制に関連する ER ストレスセンサー蛋白質経路の同定：
J774.1細胞にsiRNAをトランスフェクションし、ERストレスセンサーを遺伝子ノックダウンし、
どのセンサータンパク質が SubAB のインフラマソーム抑制シグナルに関与するか評価した。ま
た、阻害剤を用いた解析を併せて行った。 
 
(3) SubAB 産生菌を用いたマウス感染モデルの構築：マウス感染実験に用いるため、組換え SubAB
を一過性に発現かつマウスのみに感染する大腸菌様細菌モデルを作製した。SubAB 遺伝子、ある
いは不活性変異体 SubAB (mSubAB)遺伝子を Citrobacter rodentium に導入し、一過性 SubAB 産
生菌および mSubAB 産生菌を作製した。これらの菌は、PBS に懸濁し、C57BL/6 マウスに経口投与
した。 
 
４．研究成果 
(1) IL-1β産生抑制機構 
O113 SubAB 破壊株を J774.1 細胞に 16 時間感染させ、回収した培養上清を ELISA にて、解析し
たところ、IL-1β、IL-18 の産生が認められた。一方、O113 野生株を感染させた細胞では O113 
SubAB 破壊株を感染させた細胞と比べて IL-1β、IL-18 の放出が有意に抑制された。これらの結
果から、SubABがO113感染におけるIL-1βおよびIL-18産生を抑制することが明らかとなった。 
 
(2) NLRP3 インフラマソームの活性化抑制機構 
O113 SubAB 破壊株を J774.1 細胞に感染させ、培養上清を WBにて解析したところ、IL-1βや IL-
18 の成熟に必須である caspase1 が活性化され、活性型 caspase1（p20）が検出された。SubAB は
この活性型 caspase1 を減少させた。またそのメカニズムとして SubAB が ER ストレスセンサー
タンパク質に依存した ERストレス応答を介して caspase11 の活性化を抑制することが示唆され
た。さらに、免疫沈降の結果、インフラマソーム複合体構成因子の一種である NLRP3 と、caspase1



の結合が SubAB によって阻害された。また、ERストレスセンサー蛋白質の阻害剤を処理すると、
SubAB による IL-1βの産生阻害の回復が認められた。これらの結果から、SubAB が ER ストレス
を誘導し、マクロファージのインフラマソームの活性化を抑制することが培養細胞を用いた解
析で明らかとなった。 
 
(3) マウス感染モデルを用いた SubAB の解析 
腸管病原性細菌感染病態において SubAB が宿主の自然免疫を抑制するかはこれまで不明であっ
た。そこで本研究ではマウス感染モデルを樹立し、in vivoにおけるSubABの機能解析を試みた。
SubAB および mSubAB 産生菌をマウスに経口投与した結果、PBS 投与群(Mock)、mSubAB 産生菌投
与群と比べ、SubAB 産生菌投与群において 7 日目以降、有意な体重減少が観察された。投与 15
日目までに SubAB 産生菌投与群すべてのマウスにおいて 20%の体重減少（人道的エンドポイン
ト）が観察された。SubAB 産生菌を投与したマウスでは大腸において感染日数に依存して BiP の
切断が観察されたことから、マウス大腸において SubAB が酵素活性を示すことが確認された。投
与 11 日目のマウス糞便中の生菌数を解析したところ、SubAB 産生菌を投与したマウス群は他の
群に比べて糞便中の生菌数が有意に高かった。大腸における IL-18 の産生は SubAB 産生菌を投
与したマウス群において抑制されていた。非産生菌投与群と mSubAB 産生菌投与群では大腸にお
いて IL-1βおよび IL-18 の成熟に必要な caspase1 が活性化され、活性型 caspase1（p20）が検
出された。しかしながら SubAB 産生菌投与群では p20 のバンドが検出されなかった。以上の結果
から、SubAB が in vivo においてもインフラマソームの活性化を抑制することが考えられた。グ
ラム陽性菌の孔形成毒素がインフラマソームを活性化するという報告があるが 6)、インフラマソ
ームを抑制する細菌毒素は我々が知る限り報告がない。インフラマソームの活性化は病原微生
物の感染によって誘導され、多くの場合、菌の排除に重要な宿主防御機構である。SubAB による
インフラマソームの活性化阻害は細菌による新たな生存戦略と考えられる。本研究では、SubAB
による自然免疫機構の抑制に関する知見を得たが、より広範な宿主免疫応答、すなわち獲得免疫
など様々な宿主応答を SubAB が調節している可能性がある。SubAB が宿主の様々な感染防御機構
にどのような影響を及ぼすのか、今後さらに詳細な解析を行いたい。 
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