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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌(EHEC)や腸管病原性大腸菌(EPEC)の感染成立

に重要な腸管粘膜への付着および定着時における宿主免疫応答系との相互作用を解析し、

宿主免疫応答の抑制や制御に関与する病原因子を明らかにすることを目的とした。本研究

で初めて上皮細胞における炎症応答を抑制する因子、細胞死を促進する因子、さらに、イ

ンフラマソーム活性化を抑制する因子を同定し、その作用機序を解明できた。 
 
研究成果の概要（英文）：By encountering pathogens host cells induce inflammatory 
responses and activate immune response to prevent infection of pathogens. 
Enterohaemorrhagic or enteropathogenic Escherichia coli (EHEC or EPEC) have 
ability to reduce these immune response at early stage of infection, and this ability 
could be important for successful infection. In this study, we identified several 
virulence factors involving suppression of inflammatory response and regulation of 
apoptosis in epithelial and immune cells. 
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１．研究開始当初の背景 
EHEC および EPEC の両病原菌は付着に

ともないⅢ型分泌装置 (T3SS)を介して

様々な種類のエフェクターと呼ばれる病原

因子を宿主細胞内へ直接注入する。腸管粘

膜は物理的なバリアとして病原細菌の侵入
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を防ぐだけではなく、感染に応答して自然

免疫や獲得免疫を活性化するシグナルの放

出やそれらを介した炎症反応の誘導やさら

に上皮細胞自身も抗菌ペプチドや NO の産

生により積極的に感染防御に関与している。

EPEC や EHEC の感染は、上皮細胞にケ

モカインやサイトカインの産生および分泌

を活性化するが感染後間もなく産生は抑制

されることが知られていた。この細胞応答

の抑制には T3SS が必須であることが報告

されていたが、直接関与する病原因子（エ

フェクター）は同定されていなかった。そ

の理由は、複数の因子が異なる応答系に作

用しているためであると考えられ、解析を

困難にしていた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、EHEC および EPEC の

感染の初期段階で重要な宿主免疫応答を抑

制あるいは制御する病原因子（エフェクタ

ー）を同定し、その作用機構を明らかにす

ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
複数の重複したエフェクターが関与するこ

とを前提に解析を進める。EHEC と EPEC
が共通に保有する 17 エフェクターにだけ

解析の焦点をしぼり、非病原大腸菌に最小

セットの病原性遺伝子を導入した再構築実

験および EPEC のエフェクター遺伝子多

重欠失株を用いて解析する。同定したエフ

ェクターの作用および標的は炎症応答活性

化経路の解析を中心に行い明らかにする。 
 
４．研究成果 

１）腸管出血性大腸菌 (EHEC) や腸管病

原性大腸菌 (EPEC) の上皮細胞感染にお

ける炎症応答抑制に関与する病原因子を同

定するために、まず菌株の作成とアッセイ

系を構築した。特に菌株は、非病原性大腸

菌 K12 株をもとに EPEC よりⅢ型分泌装

置と細胞付着に必須の遺伝子領域を導入し

た再構成株を使用した。感染細胞の炎症応

答は、ケモカイン IL-8の分泌およびNF-κB
依存性ルシフェラーゼ遺伝子の発現により

測定した。まず、再構成株にⅢ型分泌タン

パク質を個別に発現させ、培養上皮細胞に

感染させた後、細胞より分泌される IL-8
を測定した。その結果、少なくとも NleC
と NleE の２つの因子に炎症応答抑制作用

があることを見いだした。さらに、NF-κB
依存性ルシフェラーゼ遺伝子も用いて影響

を測定したところ同様に抑制がみられた。

そこで、NleC について機能解析をすすめ

たところ、NF-κB 活性化を阻害すること、

さらに NF-κB のサブユニットである p65 
(RelA)を切断し、分解を促進することを明

らかにした。NleC のアミノ酸配列のなか

に metalloprotease の活性部位の配列と相

同な部位を見いだしたが、実際に in vitro
で変異を導入した NleC が p65 切断活性を

失うことや、キレート剤の添加により活性

が失われることを検証し、 NleC は

metalloprotease であると結論できた。

EPEC から nleC を欠損させると炎症応答

抑制能がわずかではあるが弱くなった。一

方、nleE の欠損も部分的な抑制能の減弱し

か見られなかった。そこで、nleC および

nleE 両遺伝子を同時に欠損させたところ、

Ⅲ型分泌装置欠損株と同程度まで抑制能の

減弱がみられた。以上の結果より、NleC
はNleEと加算的あるいは相乗的にNF-κB
活性化経路に作用していると考えられた。 
 

（２）腸管出血性大腸菌 (EHEC) や腸管

病原性大腸菌 (EPEC) の上皮細胞感染に

おける炎症応答抑制に関与する可能性のあ

る病原因子 EspJ について解析をすすめた。



上皮細胞にEspJを発現させた後LPSある

いは死菌体で細胞を刺激し IL-8 の分泌を

調べたが顕著な影響は観察できなかった。

また、マクロファージ様細胞 THP-1 に対

しても EPEC 再構築株とそれの espJ 発現

株を感染し同様に細胞刺激後の応答を観察

したが顕著な相違が見られなかった。一方、

細胞に EspJ を発現させた時の形態を詳細

に観察したところ、核の凝縮がみられ細胞

死が誘導されている可能性が示唆された。

そこで細胞死についてさらに検討したとこ

ろ、EspJ の発現によりアポトーシスが誘

導あるいは促進されていることが確認でき

た。また、EspJ は細胞内に III 型分泌によ

り注入されたのち核に局在することを観察

した。そこで、細胞の標的分子を精製 EspJ
をもとに分離したところ Api-5 (Apoptosis 
inhibitor 5)と特異的に結合することを見

いだした。以上の結果より、EspJ は Api-5
の活性を阻害しアポトーシスによる細胞死

を促進している可能性が示唆された。また、

EspJ単独でもアポトーシスを誘導するが、

EspJ 発現とは独立にアポトーシスを誘導

する刺激によりアポトーシスがより促進さ

れることから EspJ はアポトーシスの促進

作用が主な機能である可能性が示唆された。 
 

（３）感染初期における宿主応答のひとつ

である免疫細胞における炎症応答に対する

腸管病原性大腸菌 EPEC および腸管出血

性大腸菌 EHEC の影響と制御に関与する

病原因子の解析をおこなった。ヒト由来細

胞株 THP-1 をマクロファージ様に分化さ

せた後、EPEC を感染させると炎症性サイ

トカインの一種である IL-1βの産生が抑制

された。この現象はⅢ型分泌 (T3S) 依存

的であること、LEE 領域以外の T3S 分泌

タンパク質（エフェクター）が関与してい

ることが明らかとなり、エフェクター遺伝

子を探索したところ NleA および NleE で

あることを見いだした。NleE は NF-κB 活

性化経路を阻害することから IL-1βの転写

を抑制していると考えられた。一方、NleA
はCaspase-1の活性化およびインフラマソ

ームの形成を抑制することを見いだした。

実際に、NleA を発現する EPEC を感染し

た場合、NleA を産生しない変異株に比べ

インフラマソームの形成の低下が観察され、

インフラマソーム形成に中心的な役割を果

たす ASC タンパク質の多量体形成が顕著

に減少していた。以上のことより、NleA が
インフラマソームの形成を阻害する新規の

機能を持つ病原因子であることを明らかと

なった。NleA は、多くの EPEC および

EHEC 株が共通に保有する病原因子であ

り、インフラマソームの活性化の抑制は病

原性に重要な機能のひとつであると考えら

れた。 
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