
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年６月１２日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

機関番号：８２６０３ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：２１７９０４３３ 

研究課題名（和文） 赤痢菌による感染上皮細胞の破壊抑制機構の解析 

                     

研究課題名（英文） Analysis of an inhibition mechanism of cell destruction in infected 

epithelial cells by Shigella 
研究代表者 

石原 朋子（ISHIHARA TOMOKO） 

国立感染症研究所・細菌第一部・研究員 

 研究者番号：30450555 

研究成果の概要（和文）：赤痢菌などの腸管感染症を引き起こすグラム陰性病原細菌は、効率的

ならびに持続的な感染を成立させるために様々な病原因子を宿主細胞内に分泌する。この研究

において、病原因子が上皮細胞の破壊を昂進する作用と抑制する作用の両作用を有し、宿主細

胞内シグナル経路を調整することによって感染細胞の急激な破壊を制御していることが示唆さ

れた。これらの結果は、腸管感染症の病態を把握し治療やワクチン開発などの感染症対策に寄

与することが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Gram-negative pathogenic bacteria, such as Shigella secrete 
various virulence factors into a host cell for efficient and continuous infection. This 

research suggested that virulence factors have two opposite functions, which are to 

enhance or to inhibit destruction of an epithelial cell. They control rapid destruction 

of an infected cell by modifying the cell signal pathway. These results provide clues 

as to the underlying cause of enteric infection and is expected to contribute to infection 

control measures, such as treatment of infection and development of vaccine. 
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１． 研究開始当初の背景 
経口的に摂取された赤痢菌は、大腸に達す

ると M細胞を通過し、粘膜下から上皮細胞に
侵入する。その後、菌は増殖しながら細胞内
を移動して、隣接細胞へ感染を拡大する。最
終的に、感染した上皮細胞は破壊され、炎症
性下痢が引き起こされると考えられている。

しかしながら、感染した上皮細胞の破壊につ
いての解析はほとんど行われておらず、その
詳細は不明な点が多い。赤痢菌は感染におい
て重要な役割を果たす病原性遺伝子群を病
原性プラスミド上に保有する。この病原性遺
伝子群には、III 型分泌装置（T3SS）や T3SS
を介して分泌されるエフェクターと呼ばれ



る病原因子などをコードする遺伝子が存在
する。近年、分子生物学的手法を用いた解析
によって、感染初期（細胞侵入、細胞内増殖・
移動、細胞間拡散など）におけるエフェクタ
ーの機能が明らかになってきた。また、最近
の研究から、感染した宿主細胞の生存を維持
するエフェクターの存在が明らかになった。 
赤痢菌の保有する病原性プラスミドの部

分欠失変異株の解析から、病原性プラスミド
上には上皮細胞の破壊を遅延させるための
破壊抑制因子が存在することが推測された。
このことから、赤痢菌は上皮細胞の破壊を
「昂進する作用」と「抑制する作用」を持ち、
細胞破壊を制御すると考えられる。「赤痢菌
が感染上皮細胞の破壊に対して相反する作
用を制御する」という協調的制御機構の概念
は、感染上皮細胞の破壊プロセスの全体像を
把握するだけでなく、未知の感染メカニズム
を明らかにするかもしれない。加えて、腸管
感染症を引き起こすグラム陰性病原細菌の
中には、赤痢菌と同様に、上皮組織破壊によ
る炎症性下痢を引き起こすものが少なくな
い。グラム陰性病原細菌の持つ T3SS やエフ
ェクターなどの病原因子は、アミノ酸配列の
類似や機能的な共通点が多く認められるこ
とから、本研究の結果はグラム陰性病原菌に
よる腸管感染症において有用なモデルとな
ることが期待される。 
 

２．研究の目的 
本研究では「赤痢菌は上皮細胞の破壊を”

昂進する作用”と”抑制する作用”を持つ」
という仮説の基、上皮細胞の破壊に至るプロ
セスの解明にアプローチした。宿主感染細胞
の破壊に至るプロセスには、宿主側因子や赤
痢菌側因子が関与する様々な相互作用が予
想される。我々は、すでにエフェクターOspE2
が感染上皮細胞の形態維持に働き、赤痢菌が
細胞間拡散する上で有利な細胞骨格の維持
を担っていることを報告している。OspE2 を
欠損した赤痢菌は、感染細胞に形態変化
rounding を引き起こし、激しい細胞破壊を
誘導した。すなわち、OspE2 は感染細胞の形
態を維持することによって急激な細胞破壊
を抑制すると考えられた。よって本研究では、
感染細胞内における OspE2の破壊抑制因子と
しての作用機序を中心とした分子機構の解
明を目的とした。また、赤痢菌以外の腸管上
皮組織破壊を引き起こすグラム陰性病原細
菌として腸管出血性大腸菌に焦点を当て、腸
管出血性大腸菌感染細胞内における OspE2ホ
モログの機能解析を行い、OspE2 ホモログの
機能比較を行うことも視野に入れた。 
 

３．研究の方法 

(1)OspE2の作用機序における機能解析 

① 抗体マイクロアレイを用いた網羅的機能解

析：ospE2欠失変異株が感染上皮細胞に引き起

こす現象およびそのプロセスを調べるために

、抗リン酸特異抗体を用いた抗体マイクロア

レイ解析によって感染上皮細胞の細胞内シグ

ナル伝達経路をモニタリングした。また、破

壊抑制因子の制御下にあると推測された細胞

内シグナル伝達経路のシグナル分子について

、破壊抑制因子欠失変異株および野生株の感

染細胞における発現量やリン酸化／脱リン酸

化の解析を行った。 

 

② 感染細胞の破壊抑制因子OspE2に拮抗する

赤痢菌因子の探索：ospE2欠失変異株の感染上

皮細胞は野生株と比較した時、細胞円形化を

伴う激しい細胞破壊を誘導することから、赤

痢菌は感染上皮細胞の破壊を”昂進する作用

”を持つと考えられる。先に実施する①抗体

マイクロアレイを用いた網羅的機能解析から

、感染上皮細胞の円形化に至るプロセスに関

わる細胞内シグナル伝達経路の推測が可能で

あると考えられる。既知の病原因子のうち、

細胞円形化に至る細胞内シグナル伝達経路に

関与する因子の検索を行い、その因子につい

て細胞破壊を昂進する作用の有無を確認した

。細胞破壊の昂進作用については、病原性プ

ラスミドの部分欠失変異株（細胞侵入に必須

の領域のみを保有。また、ospE2欠失）に細胞

破壊を昂進する作用因子の遺伝子を相補した

赤痢菌株を作製し、上皮細胞に感染させるこ

とによって細胞破壊を顕微鏡解析した。 

 

(2)腸管出血性大腸菌のOspE2ホモログの機能

解析 

① 感染細胞におけるOspE2ホモログの機能解

析：OspEホモログ遺伝子欠失変異株を作製し

、上皮細胞に感染させた後、細胞円形化に伴

う細胞破壊の有無を顕微鏡解析した。細胞破

壊の指標として、アクチン骨格構造の破壊や

細胞接着斑の有無を観察した。 

 

② 感染細胞内におけるOspE2ホモログの局在

：感染細胞内におけるOspE2ホモログの挙動を

観察するために、破壊抑制因子のタグ融合タ

ンパク質の発現ベクターを破壊抑制因子欠失

変異株に導入し、同株を上皮細胞に感染させ

た後、タグ融合タンパク質の抗タグ抗体を用

いて蛍光免疫染色を実施した。 

 

③ 上皮細胞内で異所発現したOspE2ホモログ

の局在：GFPあるいはDsRed融合タンパク質発

現ベクターを作製し培養細胞へトランスフェ

クションした後、蛍光顕微鏡解析により感染

細胞内におけるGFPあるいはDsRed融合タンパ



ク質の局在を確認した。 

 

④ OspE2ホモログと相互作用する感染細胞内

因子の探索：感染細胞内に分泌されたOspE2

ホモログと相互作用する細胞内因子を探索す

るために、OspE2ホモログのGST融合タンパク

質等の発現ベクターを構築し大量発現および

精製を試み、これらの融合タンパク質と培養

細胞を用いたGST pull-down assay、免疫沈降

法など生化学的な結合実験を実施した。また

、感染細胞内の腸管出血性大腸菌の他の病原

因子と相互作用する可能性もあることから、

OspE2ホモログのGST融合タンパク質と腸管出

血性大腸菌の病原因子のGST pull-down assay

を用いた生化学的な結合実験を実施した。 

 

⑤ 上皮細胞内におけるOspE2ホモログと相互

作用因子の共局在：OspE2ホモログおよび相互

作用因子を異所発現させた培養細胞の顕微鏡

解析を行い、両者の局在性を調べた。また、

細胞円形化およびそれに伴う種々の細胞機能

を分子生物学的手法および顕微鏡解析を用い

て調べた。 

 
４．研究成果 

(1) OspE2の作用機序における機能解析 

① 抗体マイクロアレイを用いた網羅的機能解

析：抗リン酸特異抗体を用いた抗体マイクロ

アレイ解析によって感染上皮細胞の細胞内シ

グナル伝達経路をモニタリングした結果、

ospE2欠失変異株を感染させた細胞では、DNA

の損傷や修復に関与する因子において、発現

量あるいはリン酸化／脱リン酸化の変動が認

められた。また、細胞接着の喪失などのダメ

ージシグナルに関与するBmf（Bcl2 modifying 

factor）の変動が認められた。感染細胞の細

胞外基質からの剥離が細胞円形化を誘導する

ことが報告されているが、Focal adhesionに

存在するFAKにおいては自己リン酸化および

酵素活性に関与するリン酸化／脱リン酸化に

大きな変動は認められず、p130CasへのFAK結合

の調節に関与するリン酸化において変動が認

められた。 

 

②感染細胞の破壊抑制因子 OspE2に拮抗する
赤痢菌因子の探索：OspE2 の新規機能として
感染上皮細胞の細胞接着斑の分解を抑制す
る作用が報告された。これに対して、細胞接
着斑の分解を昂進する宿主細胞機能として
Rho GTPaseシグナル伝達経路の活性が考えら
れる。赤痢菌の既知のエフェクターのうち
IpgB2 および VirA は Rho GTPase シグナル伝
達経路を活性化することが報告されている。
IpgB2およびVirAを相補した病原性プラスミ

ドの部分欠失変異株を上皮細胞に感染させ
た結果、細胞円形化を誘導した。また、IpgB2
および VirA、OspE2 を相補した部分欠失変異
株を上皮細胞に感染させた結果、細胞円形化
は抑制された。赤痢菌は細胞内拡散などを有
利に行うために IpgB2 および VirA を分泌す
るのだが、同時に宿主細胞機能を破壊する。
これに対して、OspE2 が感染細胞の形態を維
持することによって急激な細胞破壊を抑制
したと考えられる。 

これらの結果は、赤痢菌は効率的ならびに
持続的な感染を成立させるために宿主細胞
内シグナルに関与する結果、上皮細胞の破壊
を「昂進する作用」と「抑制する作用」を持
つことを示唆する。 
 

(2) 腸管出血性大腸菌のOspE2ホモログの機

能解析 

① 感染細胞におけるOspE2ホモログの機能解

析：腸管出血性大腸菌は２つの OspE2ホモロ

グ、EspO1-1とEspO1-2を有する。EspO1-1およ

びEspO1-2それぞれの遺伝子欠失変異株およ

び両遺伝子欠失変異株を作製して上皮細胞に

感染させた結果、両遺伝子欠失変異株感染細

胞において著しい細胞円形化を認めた。アク

チン骨格構造および細胞接着斑に含まれるビ

ンキュリンの有無を免疫染色にて顕微鏡解析

した結果、両遺伝子欠失変異株感染細胞はア

クチン骨格構造の破壊と細胞接着斑の減少が

認められた。 

 

② 感染細胞内におけるEspO1-1およびEspO1-2

の局在：感染細胞内に分泌されたEspO1-1およ

びEspO1-2のHAタグ融合タンパク質を免疫染

色し顕微鏡解析した結果、EspO1-1の細胞接着

斑での局在が認められた。一方、EspO1-2は大

部分が細胞接着斑には局在せず、細胞質内全

体に局在し一部が数箇所で集積した。 

 

③ 上皮細胞内で異所発現したEspO1-1および

EspO1-2の局在：細胞内で異所発現した

EspO1-1およびEspO1-2のGFPあるいはDsRed融

合タンパク質は細胞接着斑に局在した。しか

しながら、EspO1-2の細胞接着斑への局在は

EspO1-1に比べ少なかった。 

 

④ EspO1-1およびEspO1-2と相互作用する感染

細胞内因子の探索：EspO1-1は

integrin-linked kinaseと相互作用すること

が確認された。EspO1-2もまたILKと結合する

ことが確認されたが、感染細胞内における局

在性がILKとは異なることから別の相互作用

因子の探索を行った。EspO1sがOspE2と同様に

アクチン骨格構造および細胞接着斑の維持に



働くことから、EspO1-2の相互作用因子もまた

Rho GTPaseシグナル伝達経路の活性化に関与

することが示唆された。腸管出血性大腸菌の

いくつかのエフェクターがRho GTPaseシグナ

ル伝達経路を活性化することが報告されてい

る。それらのエフェクターとEspO1-2の相互作

用を調べた結果、EspO1-2とEspM2の結合が確

認された。興味深いことに、EspM2はIpgB2ホ

モログであった。espO1-1 espO1-2欠失変異株

感染細胞において認められた細胞破壊は、

EspM2の欠失、すなわちespO1-1 espO1-2 espM2 
変異株感染によって細胞接着斑およびアクチ

ンフィラメントの回復が認められた。また、

espO1-1 espO1-2変異株感染細胞の細胞破壊

はRhoA-ROCKシグナル伝達経路の阻害によっ

て抑制することができた。 

 

⑤ 上皮細胞内におけるEspO1-1およびEspO1-2

と相互作用因子の共局在：上皮細胞内で異所

発現したEspO1-2とEspM2は共局在し、EspO1-2

はEspM2によって促進されたストレスファイ

バーのターンオーバや細胞収縮を抑制した。

EspO1-2のC末端領域にはEspM2結合領域が存

在することが示唆された。この領域はゲノム

配列が決定された腸管出血性大腸菌O157（

Sakai株）、O26（11368株）、O111（11128株）

のEspO1-2ホモログによく保存される一方、

EspO1-1ホモログには保存されないことが明

らかとなった。 

 このように、赤痢菌や腸管出血性大腸菌な

どの腸管感染症を引き起こすグラム陰性病原

細菌は効率的ならびに持続的な感染を成立さ

せるために、エフェクターの宿主細胞内シグ

ナルの修飾によって、上皮細胞の破壊を「昂

進する作用」と「抑制する作用」を調整して

感染細胞の急激な破壊を制御することが示唆

された。 
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