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研究成果の概要（和文）：先行研究より、EPECの感染細胞から多くのエクソソームが放出される現象を見出し
た。エクソソームは細胞間の物質輸送に関わる粒子として知られているが、この大量放出された粒子はEPEC感染
過程においてどのような役割を果たしているかは不明である。本研究を介して、感染によるエクソソームの大量
放出は T3SS 依存的な現象であることがわかった。そして、感染細胞のCaspae-4 の活性化を阻害することで、
エクソソームの放出量が抑制できる。最後に、感染細胞由来のエクソソームに、病原菌由来の毒素タンパク質が
存在することを出し、この毒素は他細胞に伝播したのち、病原菌の付着率を高める効果があることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) use its Type 3 secretion system 
(T3SS) to deliver virulent factors inside host cells. In a previous study, we have observed that 
EPEC infection induced a significant amount of exosome from the host cells. Recently, exosomes have 
been implicated in intracellular transmission of functionals molecules. However, how these exosomes 
contributed to the progression of EPEC infection is unknown. In current study, we found that the 
induction of exosome is dependent on the T3SS and that pharmacological inhibition of Caspase-4 could
 block T3SS-dependent induction of exosome. Lastly, we found a T3SS-associated virulent protein in 
exosomes. Functional studies showed that administration of these exosomes to non-infected cells 
allowed a higher attachment rate of EHEC compared to non-administrated cells. In all, current 
investigation showed the first time that EPEC induced exosome carrying a specific virulent factor to
 enhance secondary infection.

研究分野：細菌学

キーワード： EPEC　inflammation　exosome　effector　T3SS

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EPEC はこれまでに直接感染した細胞に毒素を打ち込むことで、細胞の機能を制御することが知られている。本
研究を介して、打ち込まれた毒素はエクソソームを介して他細胞に伝播し、その細胞に対する菌の接着率を高め
る効果がある事を初めて示した。EPEC感染を理解する上で、新しい見解を提供できるものである。さらに、感染
細胞由来のエクソソームは感染の進行に正の働きをする事から、EPEC感染症の新規治療薬として、エクソソーム
は一つの標的になりうる可能性を示したことに意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Eexosome と呼ばれる分泌性膜小胞は、endosome 経路の後期に発生する多泡性 endosome 

(Multivescular bodies, MVB) 内で形成され、その過程で輸送物質が積み込まれ る。そして、 

MVB が細胞膜と融合したのち、 exosome が分泌される。輸送された物質は 相手細胞内で働くと

報告がある。感染症において、Mycobacterium に感染されたマクロフ ァージは、菌の構成分子

を含む exosome を分泌して、非感染細胞の炎症応答を惹起する。 また、 細胞に取り込まれた

志賀毒素の一部も exosome によってさらに他処へ伝播するとい う報告がある。現在、特定の病

原分子が exosome へと積み込む機序は定かではないが、 exosome は生体免疫反応に関わると

同時に、病原菌はこの機能を利用することで感染の成立を助長している可能性が示唆される。 

 

先行研究より、感染時の exosome は炎症物質を輸送することから、EHEC および EPEC は 

exosome 分泌を負に制御する仮説を立て、検討を行った。予想を反し、野生株は T3SS 欠損株よ

り多くの exosome 産生を促し、T3SS 依存的な現象であった。 EHEC/EPEC は積極的に免疫を抑

制する機構を複数持っているにもかかわらず、exosome に関しては惹起する方向に働いている。 

一見感染の成立には不利に思われるこの現象であるが、 EHEC/EPEC は T3SS によって細胞質に注

入した effector を、exosome 分泌によって伝播に利用し、非感染細胞の免疫応答から始めとす

る細胞機能を制御すると仮説を立てた。 

 
２．研究の目的 
腸管出血性大腸菌 (EHEC) と腸管病原性大腸菌 (EPEC) の感染には 3型分泌装置 (T3SS) と呼
ばれる針様のタンパク質複合体が必要である。この装置によって病原性タンパク質 effector が
細胞質内に注入され、 感染細胞の様々な細胞機能を調節する。その一つが宿主の免疫応答の抑
制である。一方、 炎症時に細胞は exosome と呼ばれる分泌性膜小胞を介し、炎症性物質を伝播
するが、EHEC/EPEC は T3SS に依存してその分泌を亢進することを先行研究で見出した。しか
し、この現象が病原菌の感染過程においてどのような生理的意義を持つのかについては定かで
はない。申請者 は、病原菌は exosome を利用し、 effector を周囲細胞に拡散することで、さ
らなる感染の成立に寄与しているのではないかと考えている。したがって、本研究は感染細胞よ
り分泌される exosome に effector が含まれているかを確認し、その effector の種類と感染
に対する役割を明らかにすることを目的としている  
 
３．研究の方法 
(1) 細胞および菌の培養 
 Caco-2 細胞は MEM (10% FSCS, 1x NEAA, 1x Pyruvate acid) で維持した。THP-1 また
は HT29 細胞は RPMI (10% FCS, 1x NEAA, 1xPyruvate acid, 1x Penecillin/Streptomycin) で
維持した。貪食様細胞に分化には、THP-1 細胞に PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) 100 
ng/ml 最終濃度を添加し、6日間培養した。6日目に PMA を含まない培地に置き換え、さらに１
日培養し、７日目の細胞を感染実験に用いた。 
 使用する大腸菌は LB 液体培地(場合によって適切の抗生物質添加済み)で３０ºC 
一夜振動培養した。 
 感染実験にあたり、大腸菌は無血清の DMEM 培地に植え替え、さらに 37 度で２時間振
動培養して、細胞の感染に用いる。 
 
(2) Exosome の分離 
 培養細胞の培地を回収後、遠心して細胞および細菌を除去した。さらに直径 200 nm 以
上の粒子を除くために、遠心して得た上澄を直径 0.2 µm pore size のシリンジフィルターに
かけた。濾過した液を実験によって、超遠心、PEG 沈殿、Amicon (100kDa cut-off)法で exosome 
を濃縮した。 
 
(3) Western blotting  
 濃縮された exosome および細胞に対して、1x RIPA buffer (+1x Proteinease 
inhibitor cocktails) で溶解し、同一 volume の抽出液を SDS-PAGE で展開し、western 



blotting を行った。 Exosome マーカーは anti-CD63、anti-Flotillin-2 anti-Syntenin-1 を
使用した。非 exosome マカーかーとして、 anti-Calnexin を使用した。細胞抽出液の Loading 
control は anti-β-Actin または anti-α-Tubulin で行った。 
 
(4) ELISA  
 ELISA の Capture は Heparin、 そして検出は anti-CD63 抗体の組み合わせで行っ
た。PEG 沈殿方で得た濃縮 Exosome サンプルを一定量で各 well に添加し、一夜 4度で培養す
る。翌日、ELISA plate を PBS で洗浄し、5% BSA/PBS で 37ºC 1時間 blocking を行ったの
ち、一次抗体の anti-CD63 抗体、二次抗体 Goat anti-mouse-IgG-HRP の順で prob した。最
後に高感度の TMB 基質液を添加し室温で１０分発色後、stop 液添加し、色調の変化を Plate 
reader で読み込んだ。 
 
(5) EHEC 接着率実験 
 100% confluent した Caco2 または HT29 細胞に対して、一定量の濃縮 exosome を細
胞に投与し、一夜培養した。翌日、DMEM 培地で２時間３７ºC培養した EHEC を moi 100 なる
ように細胞に加え、９０分感染させた。その後、細胞を 1x PBS で複数回丁寧に洗浄し、付着し
ていない EHEC を除いた。洗浄された細胞を 1% Triton-X/PBS で溶解し、1000g で遠心した。
上澄を PBS で１０倍希釈系列を作成した。そのうち、1000 倍希釈した上澄 100 µl分を LB agar 
plate に植え、37 度一夜培養した。翌日 plate に生えたコロニー数をカウントし、CFU/ml を
算出した。 
 
４．研究成果 
(1) EPEC T3SS 依存的に Exosome 量の増大 

非病原大腸菌 (SE11 株)と腸管病原性大腸菌 (EPEC, E2348/69 株) に曝露した細胞の 
exosome 産生量を WB で半定量的手法で評価した。非曝露細胞と曝露細胞の培地上清中の 
exosome 粒子を超遠心で濃縮したのち、RIPA バッファーでタンパク質を抽出した。同一 volume 
の lysates を SDS-PAGE で分離し、anti-Flotillin-2 抗体で検出した。同細胞量を示す
loading control として全細胞抽出液中の β-Actin で検出した。結果 (図１)、Flotillin-2
陽性 exosome は非感染細胞では検出レベル以下に対して、SE11 株および EPEC 曝露細胞からの 
exosome 量は増加した。そのうち、EPEC 曝露細胞は一番顕著に増えていることがわかった。 
 
 次に、EPCE E2348/69 の感染に T3SS は非常に大きな役割を果たしている事から、観察
された増加は T3SS 依存的な現象なのかを調べた。野生株 (WT) とΔescF (T3SS 欠失株)を用い
て、非感染細胞およびそれぞれの菌株の感染細胞由来の exosome を培地上清より濃縮した。そ
の後 WB を行った。結果 (図 2)、野生株感染細胞より多くの Flotllin-2 タンパク質が検出さ
れたに介して、ΔescF 感染細胞は同程度のタンパク質量を検出できなかった。同様に CD63 や 
Syntenin-1 といった exosome マーカーでも類似の傾向を示した。これによって、EPEC 野生株
感染によってホスト細胞から多くの exosome が放出される事は、T3SS 依存的な現象であるこ
とを示した。 
 
(2) 感染細胞の活性型 Caspase-4 は exosome 放出量を影響している 
 Exosome の放出量の調節機構は未だ不明な所が多い。他グループより、免疫細胞の樹
状細胞の MHCII 陽性 exosome はインラフマソーム関連因子の NLRP3/ASC に依存していると報
告されている。今回使用した貪食様細胞の THP-1 も機能している NLRP3/ASC インフラマソー
ムを有しているため、EPEC 感染による exosome 放出の増大は NLRP3 に依存しているかを調べ
た。NleA は EPEC/EHEC 共通の effector であり、過去にこの effector は直接 NLRP3 阻害す
る事を申請者は報告していた。そこで、EPEC WT に NleA 多コピー発現するプラスミドを導入
し、それぞれ野生株 (WT or WT/vector) と NleA 過剰発現株 (WT/pNleA)を用いて THP-1 細胞
を感染し、細胞由来の exosome を ELISA 法で定量した。結果 (図 3)、WT/pNleA 感染細胞から
一番多くの CD63 陽性 exosome が検出された。この事から、NleA は exosome の分泌に対して
正の影響をしていることと、それは NLRP3 阻害による効果ではないことを示した。さらに、
NLRP3 に対する特異的阻害剤 MC-950 でも検証した。結果 (図 4)、感染細胞に MC-950 を投与
しても、未投与のと比べて CD63 陽性 exosome の量的変化は見られなかった。  
 次に、他のインフラマソーム経路に関わる分子を検討したうち、Caspae-4 に着目した。 
Caspse-4 は LPS の細胞内 receptor としても働き、また非古典的 NLRP3 インフラマソーム経
路に置いて重要な役割を果たしている。EPEC 野生株感染によって、Caspase-4 の活性具体を検
討した。結果 (図 5)、培養の上澄中の Caspase-4 の量は非感染細胞と比べて感染細胞の活性化
中間体が多くみられた。さらに、この中間体の発生量は Caspase-4 阻害剤 Z-LEVD-fmk (10µ) 
存在下では減少していた。 Caspsae-4 の活性具合と培地中の exosome の量の相関性を検証し
た。結果(図 6)、Z-LEVD-fmk で前処理した感染細胞からの CD63 陽性 exosome の量は、未投与
のグループより低い事が明らかとなった。この事から、EPEC 感染によって活性化した Caspase-
4 は 直接または間接的に exosome の分泌量と関係している可能性がある。 
 



(3) 病原性タンパク質 X は exosome 分画に存在し、細菌の接着亢進に寄与する 
 EPEC 感染細胞は多量の exosome を放出することが明らかとなったが、病原性細菌の
感染成立にどのように寄与しているかを検討した。 そこで、exosome のレシピアント細胞に対
する感染率の変化を調べた。それぞれ非感染細胞と感染細胞由来の exosome (EVUI と EVinfection)
を Caco-2 または HT29 腸管上皮細胞株に投与し、EHEC を用いて感染実験を行った。EHEC は 
EPEC と比べて感染効率が相対的低く、exosome による感染効率の変化があった場合、その違い
が観察しやすい可能性があるため利用した。結果 (図 7)、Mock または EVUI の細胞に対して、
EVinfection 投したた細胞に対する EHEC 付着率は増進した。 
 より多くの EHEC が細胞に接着することができることで、感染率も高められたと考え
られる。そこで、EPEC/EHEC で接着に関与する分子が exosome 分画に存在するかを精査した。
結果 (図 8a)、virulent factor X が検出された。Exosome の放出は GW4869 阻害剤によって抑
制されることが知られている。そこで、Factor X は exosome と伴い細胞外に放出されたのか
GW4869 有無で細胞外 Factor X の量に影響するかを調べた。結果(図 8b)、感染細胞由来の 
exosome 中の Factor X は阻害剤存在下で検出レベル以下になった。この事から、Factor X は 
exosome と共に放出された可能性を示唆した。 
 
図 1   腸管病原性大腸菌は多量の exosome 放出を促す   
非感染 (UI) または感染細胞 (非病原性大腸菌 SE11、病原性大腸菌 EPEC 野生株)の培養上清
中の exosome を超遠心で濃縮し、Flotillin-2 を WB で検出した (EV)。同一細胞量のコント
ロールとして細胞抽出液 (WCL)中の β-Actin 量を prob した。 

       
 
図 2   EPEC 感染細胞の多量 exosome 放出は T3SS 依存的現象である。 
非感染(UI)または EPEC 感染細胞 (WT:野生株、ΔescF: T3SS 欠損株)から放出された exosome 
量を WB で解析した。使用した exosome マーカーは CD63 と Syntenin-1。Calnexin は非 
exosome マーカーで、同一細胞量のコントロール。。 

 
 
図 3   NleA は exosome の放出を促す 
非感染 (UI) またはそれぞれ示した EPEC 菌株を使い、THP-1 を感染した。細胞から放出された 
exosome を濃縮し、 ELISA (Heparin/CD63 ペア)で定量した。 

 
 
図 4  NLRP3 阻害による exosome の放出量への影響は限定的である 
THP-1 細胞を vehicle (-) または MC-950 (50 µM) を前処理し、EPEC 野生株を感染させた。
それぞれ細胞由来の exosome を ELISA で定量した。 

 
 



図５   EPEC 感染によって活性化する Caspase-4 
非感染または EPCE 感染細胞の細胞抽出液 (WCL)または培地 (Supernatant) 中の Caspae-4 を 
WB で検出した。Pro-Caspase-4 は非活性化全長の Caspae-4。Intermediates は 成熟型なるま
での中間体。α-Tubulin は Loading control。 

 
 
図 6   EPEC 感染による exosome 放出は Caspae-4 阻害によって抑制される 
Vehicle または Caspase-4 阻害剤 Z-LEVD-fmk(10 µM)で前処理した THP-1 細胞を EPEC で感
染し、放出された Exosome 量を ELISA で測定した。 

 
図 7   感染細胞由来 Exosome で前処理した細胞はより感染されやすくなる 
Mock (PBS)、非感染細胞由来 exosome (EVUI) と感染細胞由来 exosome (EVinfection) を同量
で Caco-2 に投与し、24時間培養した。その後、EHEC を添加して感染する。一定の感染時間後、
細胞を複数回 PBS で洗浄してから、細胞を溶解した。Lysates を LB agar plate にまき、翌
日生えてきたコロニー数を算出した。 

 
 
図 8   EPEC/EHEC 共通する病原性因子が exosome と伴い放出されている 
8a. EPEC 野生株 (WT)感染細胞より放出された exosome を濃縮し、RIPA バッファーでタンパク
質を抽出した(EVinf)。WT でタンパク質を分離したのち、Factor X を認識する抗体で prob し
た。WBL は EPEC 野生株の全菌タンパク質抽出液、WCL は細胞の抽出液。UI は非感染細胞。*は
長めの露出タイムの撮影結果。Arrow head は Factor X の位置を示している。             

 
8b.THP-1 を DMSO (10 µMの GW4869 に含む相当量) または GW4869 (+,0.1 µM; ++,1 µM; +++, 
10 µM)で前処理し、非感染（UI）または EPEC 野生株(WT)を感染した。細胞より放出した Exosoem 
を濃縮し、WB でそれぞれ示したタンパク質を特異的抗体で検出した。EV 由来の細胞量は類似を
示すために、全細胞抽出液 (WCL) の β-Actin を loading control とした。 
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