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研究成果の概要：赤痢菌は腸管上皮細胞に感染し、最終的に感染細胞を含む上皮組織を破壊す

ることによって炎症性下痢を引き起こす。本研究から、赤痢菌は細胞侵入することによって、

潜在的に DNA の損傷を引き起こし感染細胞の破壊を昂進する作用を持つ一方、これらの作用を

抑制し感染細胞の生存を維持する機構を持つことが示唆された。本成果は赤痢菌の感染メカニ

ズムを理解する上で非常に重要であり、感染制御の基盤的知見となると考えられる。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 1,320,000 0 1,320,000 

２００８年度 1,350,000 0 1,350,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 2,670,000 0 2,670,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：細菌学（含真菌学） 
キーワード：感染症、細菌、微生物 
 
１．研究開始当初の背景 
赤痢菌はグラム陰性病原細菌の一つで、腸

管上皮細胞に侵入・拡散し上皮細胞を破壊す
ることによって出血性下痢を引き起こす。し
かしながら、赤痢菌に感染した上皮細胞の破
壊に至る詳細なメカニズムは明らかではな
い。マクロファージのアポトーシスを誘導す
る病原因子 IpaB は上皮細胞内にも分泌され
るが、菌に感染した上皮細胞のアポトーシス
が誘導されるという報告はない。このことか
ら、菌はマクロファージの破壊とは異なる分
子機構で上皮細胞を破壊すると考えられ、さ
らにアポトーシスを抑制する機構を持つこ
とが推測される。菌は増殖・拡散する過程で

上皮細胞に障害を与えてしまうが、アポトー
シスを抑制することによって細胞破壊を遅
延させることは可能である。これは、宿主の
免疫応答を回避しやすい上皮細胞内におい
て、増殖・拡散の促進を図る赤痢菌の戦略の
一つであると考えられる。 

赤痢菌は約 230kbからなる病原性プラスミ
ドを持ち、感染において重要な役割を果たす
病原因子の遺伝子をコードする。これまでに
Shigella sonnei の病原性プラスミド上に存
在する細胞侵入に必須の領域(B 領域)のみを
保持する大腸菌(EC Breg)を作製した。EC 
Breg 株を HeLa 細胞に感染させた時、病原性
プラスミド全体を保持する大腸菌(EC LP)よ



りも著しい細胞破壊を引き起こすことを見
出した(表)。 
 

B 領域には、細胞侵入に必須の病原因子はも
ちろんのことこれらの分泌調節因子も存在
し発現量に差が認められないことから、B 領
域以外にもS. sonnei の病原性プラスミド上
には何らかの調節因子が存在することが推
測された。そこで、EC Breg 株による細胞破
壊作用に対して抑制的に働く B領域以外の病
原性プラスミド上の遺伝子の 1 つである
ospE2 を同定した。本遺伝子の機能を赤痢菌
において解析した結果、本遺伝子は感染細胞
の形態を維持する機能を有することが明ら
かとなった。しかし、本遺伝子のみでは EC 
Breg 株による細胞破壊作用は完全に抑制さ
れなかった。 
 
２．研究の目的 
赤痢菌は約 220kbからなる病原性プラスミ

ドを持ち、感染において重要な役割を果たす
病原因子の遺伝子をコードする。このうち細
胞侵入に必須の領域(約 30kb)のみを保持す
る大腸菌を HeLa 細胞に感染させた時、病原
性プラスミド全体を保持する大腸菌よりも
著しい細胞破壊を引き起こした。このことか
ら、病原性プラスミド上には、細胞破壊に対
して抑制的に作用する遺伝子が存在すると
推測される。そこで、本研究では、上述の組
み換え大腸菌株を用いて細胞破壊作用を抑
制する病原性プラスミド上の遺伝子を同定
し、さらに同定した遺伝子の機能を赤痢菌に
おいて解析することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 感染細胞破壊に対して抑制的に作用す
る病原性プラスミド上の遺伝子の同定 
① S. sonnei の約 220kb の病原性プラスミ
ド由来の超音波処理断片をショットガンク
ローニングし、3～5kb の遺伝子断片を保持す
る上述の組換え大腸菌 500 クローンから、細
胞破壊に抑制的に作用する遺伝子をスクリ
ーニングを行った。 

② 細胞侵入に必須の領域以外の部分欠失
変異株を作製し、感染細胞に破壊を引き起こ
す変異株のスクリーニングを行った。 
 

LP株 Breg株 Breg+E2株

大腸菌

赤痢菌 普通

Breg+E2+?株

やや激しい非常に激しい普通 普通

普通

大プラスミド B領域

OspE2
新規病原因子

表 各菌株の感染によるHeLa細胞の細胞破壊

(2) S. sonnei 由来の約 220kb の病原性プラ
スミドのうちの細胞侵入性に必須の領域
B-regとその正の調節因子VirFを保持する赤
痢菌変異株を作製し、HEp-2 細胞に感染させ
て、感染細胞における病原性の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)① 赤痢菌は約 220kb からなる病原性プ
ラスミドを持ち、このうち細胞侵入に必須の
領域のみを保持する赤痢菌変異株を HEp-2細
胞に感染させ、赤痢菌の細胞侵入がどのよう
に細胞破壊に関与しているのかを調べた。そ
の結果、変異株感染細胞において感染細胞に
おいて DNAの損傷および細胞破壊の著しい昂
進を認めた（図 1, 2）。 
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図 1. LDH release from HEp-2 cells
infected with Mutant strain. 
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図2．HEp-2 cells, MOI 200, at 4 hours after 

infection 

 
 



② TUNEL 染色により核の断片化を試験した
結果、野生株感染細胞は感染 4時間において
も陰性であったが、変異株感染細胞は感染 1
～2時間より陽性を示した（図 3）。 
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図4. The chromosomal DNA of infected 
HEp2 cells with Mutant strain were not 
fragmented into oligonucleosomes. 

Wild-type strain 

Mutant strain 

Positive control 

Phase contrast TUNEL Merge

At 4 hr after infection, MOI 200

図3. The infected HEp2 cells with Mutant 
strain were labeled by TUNEL staining.

 
③また、変異株感染細胞内ではいくつかの
DNA 修復因子やアポトーシス誘導因子が活性
化されることを確認した。しかし、変異株感
染細胞において DNA の Laddering は認められ
ず（図 4）、caspase inhibitor により核の損
傷が抑制されなかったことから、感染細胞の
核の損傷は caspaseの活性化シグナルを介し
たアポトーシスにより引き起こされた現象
ではないと考えられた。以上の結果より、変
異株は細胞侵入し増殖する過程において、感
染細胞の核に損傷を与え、細胞破壊を昂進さ
せると考えられた。これに対して、野生株は
細胞侵入し増殖するにも拘わらず感染細胞
の核に損傷を伴わないことから、核の損傷
（および細胞破壊）を抑制する機構を持つこ
とが示唆された。さらに、変異株は病原性プ
ラスミドの一部を欠失していることから、核
の損傷に対する抑制機構にはその欠失部分
に存在する遺伝子の関与が推測された。 
 
(2) 抗リン酸化特異抗体を含む抗体マイク
ロアレイ解析によって感染細胞の細胞内シ
グナル分子の挙動をモニタリングした結果、
変異株感染細胞においてHistone H2AXの 139
番セリン部位のリン酸化およびCDK1/2 の 15
番チロシン部位の脱リン酸化が亢進した。こ
れらの細胞応答はDNA２本鎖切断やDNA 
damageが生じた場合に生じることが知られ
ている。また、サイトカイン活性化と炎症に
おいて重要な役割を果たすinflammatory 
caspasesの不活性型前駆体Pro-caspaseの減
少を認めた。 

 
 
(3) 細胞侵入に必須の領域以外の部分欠失
変異株を作製し、感染細胞に破壊を引き起こ
す変異株のスクリーニングを行った結果、病
原性プラスミドの一部分欠失変異株の感染
細胞において DNAの損傷および細胞破壊の著
しい昂進を認めた。欠失部分には数個の遺伝
子が含まれるため、さらに詳細なスクリーニ
ングを行う予定である。 
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