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研究成果の概要（和文）： 

我々は機能未知の III 型分泌エフェクタータンパク質である OspI に着目し、その赤痢菌感染に
おける役割、構造解析に基づくタンパク質の機能予測および活性中心の同定、宿主側の標的分
子の同定、分子レベルでの作用機序の解明を行った。その結果、感染初期の病原体に対する粘
膜上皮の新規な防御機構と、それに対抗する病原体側のあらたな戦術を明らかにした 

 

研究成果の概要（英文）： 

We show that OspI, a Shigella effector encoded by ORF169b on the large plasmid and delivered via 

the type ΙΙΙ secretion system (T3SS), dampens acute inflammatory responses during bacterial 

invasion by suppressing the TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6)-mediated signaling pathway. 

OspI is a glutamine deamidase that selectively deamidates Gln100 to Glu100 in Ubc13. 

Consequently, the E2 ubiquitin-conjugating activity required for TRAF6 activation is inhibited, 

allowing Shigella OspI to modulate the diacylglycerol-CBM (CARD-Bcl10-Malt1) 

complex-TRAF6-NF-κB signaling pathway. We determined the 2.0 Å crystal structure of OspI, 

which contains a putative Cys-His-Asp catalytic triad. A mutational analysis showed this catalytic 

triad to be essential for the deamidation of Ubc13. Our results suggest that Shigella inhibits acute 

inflammatory responses in the initial stage of infection by targeting the Ubc13-TRAF6 complex. 
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１．研究開始当初の背景 

病原微生物と宿主の攻防の中で、病原体に対
する宿主防御機構の一つとして自然免疫が
挙げられる。自然免疫応答は、病原体が腸管
上皮細胞へ侵入・定着する過程で、炎症性サ
イトカイン、ケモカインの発現を誘導し、病
原体を排除する感染初期の生体防御機構で
ある。しかしながら、病原微生物は、様々な
戦略によって宿主免疫応答を回避すること
が知られている。赤痢菌は、III 型分泌装置
と呼ばれるタンパク質分泌装置によって、腸
上皮細胞へエフェクタータンパク質を分泌
し、炎症性サイトカイン、ケモカインの発現
を抑制する。これまでに宿主免疫応答を抑制
する赤痢菌 III 型分泌エフェクターとして
IpaH9.8、OspF、OspG、OspZ が報告されてい
る。しかしながら、赤痢菌による自然免疫応
答の回避機構は未だ不明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

ヒトは病原体を排除するために炎症を引き起
こす。しかし病原体は宿主防御機構から逃れ
て組織 に侵入・定着するために、様々な回避
機構を獲得してきた。赤痢菌などの腸粘膜病
原細菌は、宿 主の免疫応答から逃れるために
III型エフェクターを宿主細胞内に分泌し、免
疫シグナルの活性化 を抑制していると考え
られる。そこで本研究は、免疫応答を抑制す
る新規のIII型エフェクターを 探索し機能解
析を試み、赤痢菌感染における感染初期の免
疫応答の回避機構を明らかにすることを目的
とする。 

 

３．研究の方法 

1) 免疫応答を抑制する新規のIII型エフ
ェクター (OspI) の 機能を細菌側のみ
ならず、宿主細胞側からも検討する。生
化学的、細胞生物的、免疫学的な手法を
取り入れて解析する事によって、赤痢菌
感染における感染初期の免疫応答回避の
メカニズムを解明する。 

2) 動物感染実験を行う。個体レベルで
宿主免疫応答におけるエフェクター
Xの役割について検討する。前年度に
作製した赤痢菌エフェクタ‒欠損変
異体さらにOspIの機能が失活 した
点変異体を用いてマウス経鼻感染実
験、モルモット直腸感染実験を行う。
マウス経鼻感 染実験は単球系細胞
における影響を、モルモット直腸感
染実験は上皮細胞における影響を主
 に検討することができる実験系で
あり、OspIの細胞特異性を個体レベ
ルで調べる 比較する。感染後の免疫
応答は組織におけるNF-κB経路の活

性化を、組織と血清中の炎症性サイ
トカイン、ケモカイン量、組織中の
赤痢菌生菌量を指標にして評価する。
さらに、感 染組織を形態的、免疫化
学的に調べる。 

3) OspIによる標的因子の作用機序につ
いて検討する。前年度におこなった
スクリー ニングによって標的因子
の候補が得られた場合、標的因子の
ノックダウン細胞や、可能なら ばノ
ックアウトマウスを用いて赤痢菌感
染ん実験を行い、OspIによるNF-κB
活 性化の抑制効果に対する影響を
調べる。  

4) 立体構造を基盤としたOspIの機能解
析。立体構造をから予想される機能
ドメイン についてOSpI点変異体を
作製し、NF-κB活性化の抑制効果に
対する影響を調べ る。前年度までに
得られた標標的因子の候補とOspIと
の相互作用について、立体 構造から
考察する。 

  
 
４．研究成果 
1) プロテオミクス解析によって、III 型分

泌装置から分泌される新規タンパク質の
同定を試みた。その結果、赤痢菌のIII
型分泌装置によって分泌されるタンパク
質OspIを同定した。 
 



 
2) 赤痢菌感染におけるOspIの役割について

検討した。野生型およびospI欠損赤痢菌
を感染させたHeLa細胞について、遺伝子
の発現量の変化をマイクロアレイ解析に
よって網羅的に比較した。その結果、ospI
欠損株感染細胞においてケモカイン 
(IL-8など) と炎症性サイトカイン (TNF
αなど) の顕著な発現量増加が認められ
た。 

3) NF-κBの活性化経路は宿主の初期免疫応
答すなわちケモカイン、炎症性サイトカ
イン誘導に必須である。そこでNF-κB経
路の活性化におけるOspIの作用について
検討した。宿主細胞への赤痢菌侵入に伴
い、侵入部位にジアシルグリセロール 
(DAG)の集積が認められる事を見いだし、
DAG-CBM複合体-TRAF6-NA-κB経路の活性
化経路の活性化する引き金となる事を示
した。さらに、OspIはDAG-CBM複合体
-TRAF6-NA-κB経路を抑制する事を示し
た。 

4) OspIは、TRAF6の自己ユビキチン化を抑制
する事でTRAF6の活性化を抑制する事を
示した。さらにOspIによるTRAF6活性化の
抑制機構について検討した。その結果、
OspIはTRAF6 (E3:ユビキチンリガーゼ) 
のE2 (ユビキチン結合酵素) である
UBC13を標的とし、Ubc13の100番目のグル
タミン残基を脱アミド化修飾してグルタ
ミン酸に変換することを明らかにした。
さらに、OspIによって脱アミド化修飾を
受けたUbc13のE2活性は、顕著に低下して
いる事を明らかにした。 

 
 

5) 結晶構造解析(兵庫県立大学、水島 恒裕 
先生との共同研究)によって、OspIの立体
構造を明らかにした。その結果、OspIは
システインプロテアーゼ様の立体構造を
もち、システイン (C)、ヒスチジン (H)、
アスパラギン酸 (D)からなる活性中心 
(C-H-D trial) を持つことが示唆された。 

 
 
6) OspIのC-H-D trialの点変異解析を行っ

た。その結果、C-H-D trialの各点変異体
は、OspIによるUbc13の脱アミド化に必須
であることを明らかにした。 

7) 本研究により、感染初期の病原体に対す
る粘膜上皮の新規な防御機構と、それに
対抗する病原体側のあらたな戦術が解明
され、これを標的に創薬やワクチン開発
への応用が期待される。 
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