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研究成果の概要（和文）：消化管粘膜には粘膜固有バリアーと自然免疫バリアーが幾重にも構

築されている。しかし腸管病原細菌はバリアーを巧みに回避して粘膜へ定着する。本研究は赤

痢菌をモデルにして、(1) 病原細菌の自然免疫バリアー回避戦略の包括的な解明、(2) 赤痢菌

自然感染モデルマウスの開発、(3) 抗生物質の代替創薬となる赤痢菌エフェクター機能阻害物

質の探索を目的にして実施した。  

 

 

研究成果の概要（英文）：The intestinal epithelium equips multiple layers of innate defense 
system and acts as defensive barriers against microbial invaders. Nevertheless, many 
mucosal pathogenic bacteria can circumvent these defenses and exploit the intestinal 
epithelium as a replicative niche, a shelter from the host immune surveillance, or a 
port of entry for dissemination into deeper tissues. In this project, we have 
concentrated our efforts to (1) Elucidate how Shigella modulate host innate immune 
response and define the bacterial and host targeting factors, (2) Construct mice 
intestinal infection model of Shigella, (3) Isolate small compounds that inhibit Shigella 
effectors. 
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１．研究開始当初の背景 

消化管粘膜バリアーは、粘膜上皮に固有の
バリアーと感染に応答して誘導される自然
免疫バリアーから成り立っている。粘膜上皮
へ侵入する病原体の自然免疫による認識と
免疫応答は、感染初期の防御機構として重要
であるが、未だ不明な点が多い。消化管粘膜
に定着する赤痢菌やピロリ菌をはじめとす
る粘膜病原菌は、粘膜バリアーを巧みに回
避・克服する高度に進化した感染システムを
備えていることが明らかになってきた。赤痢
菌等のグラム陰性病原菌は、感染と定着を促
進し、また同時に感染に応答して誘導される
自然免疫を克服するために、III 型分泌装置
を通じて多様に機能分化したエフェクター
を宿主細胞へ分泌して自然免疫を克服する
が、その機能の多くは不明であった。 
 

 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では、赤痢菌をモデルにして、粘
膜病原菌の自然免疫バリアーの回避戦略の
解明とその応用を目的とする。具体的には、
赤痢菌の III 型分泌装置より分泌される機能
未知エフェクターの宿主細胞における機能
と感染における役割に着目して、それらの標
的宿主因子との相互作用の解明を通じて、本
菌の基本的な感染戦略を明らかにする。また
他の病原菌と比較して、赤痢菌に特異的及び
他の菌にも認められる普遍的な感染戦略を、
分子、細胞、個体の各レベルで明らかにする。 
 (2) 本研究ではこれまでの研究成果を基盤
に赤痢菌の自然感染動物マウスモデルを確
立すると同時に、赤痢菌に対する宿主感受性
獲得の分子機構を解明する。 
(3) 病原菌で広く用いられているエフェク
ター機能を特異的に遮断する化合物のハイ
スループットスクリーニングを行い、抗生物
質の代替創薬を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 赤痢菌のエフェクター機能とその宿主
標的因子を同定し、また両者の相互作用を解
明する。具体的には、①エフェクター欠損赤
痢菌とその野生株の培養細胞および腸管感
染に対する腸管炎症と免疫応答を解析する。
②エフェクタータンパク質の生化学的およ
び細胞生物学的解析を行う。③宿主標的因子
の細胞生物学的解析を行う。 
(2) 赤痢菌自然感染動物モデルの確立では、
マウス腸管感染系を確立する。具体的には、
オートファジー関連因子、Tecpr1-KO マウス
及びその抗生剤処理マウスを用いて、赤痢菌
経口感染マウスモデルを確立する。 
(3) エフェクター機能を特異的に遮断する
化合物のスクリーニングでは、赤痢菌の E3
ユビキチンリガーゼ活性を示すエフェクタ
ーを標的に、その E3 リガーゼ活性を特異的

に阻害する低分子化合物を東大創薬オープ
ンイノベーションセンターとの共同研究で
実施する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 赤痢菌エフェクター機能と標的宿主因
子の解明： 赤痢菌の高度に進化した自然免
疫回避戦略ならびに上皮細胞およびマクロ
ファージにおける新たな自然免疫応答機構
を以下に明らかにした。①赤痢菌の上皮細胞
侵入に応答して、ジアシルグリセロール-CBM
複合体-TRAF6経由でNF-Bが活性化され炎症
が惹起された。これに対して赤痢菌は OspI
エフェクターを分泌し、TRAF6 の活性化に必
須な Ubc13 の 100 番目のグルタミン酸を脱ア
ミド化することにより炎症を抑制している
ことを明らかにした（Nature 2012）。②赤痢
菌をはじめサルモネラや腸管病原性大腸菌
が上皮細胞へ感染すると、カスパーゼ 4依存
的な細胞死が誘導されることを見いだした。
赤痢菌はこれを回避するため、カスパーゼ 4
に特異的な阻害活性を有する OspC3エフェク
ターを分泌して、細胞死を抑制していること
を見いだした（Cell Host Microbe 2013）。
本研究により、カスパーゼ 4 は腸管系病原細
菌に対する自然免疫として極めて重要な役
割を果たしていることが示された。またカス
パーゼ 4 を標的とする化合物が、新たな腸炎
抑制剤となりうることが示唆された。③赤痢
菌やサルモネラをはじめとするグラム陰性
病原細菌から E3 ユビキチンリガーゼ活性を
有するエフェクターが分泌されている。今回、
赤痢菌の細胞侵入に伴い生ずる膜断片を
DAMPS と し て 自 然 免 疫 が 認 識 し て
PKC-TRAF2-NF- Bに依存した炎症を誘導する
ことを見いだした。一方赤痢菌は、TRAF2 を
標的として E3活性を有する IpaH0722 を分泌
して、上述の炎症応答を抑制していることを
明らかにした（PLoS Pathog 2013）。④赤痢
菌は腸粘膜上皮細胞侵入に先立ち、マクロフ
ァージ内へ侵入し細胞質で増殖しつつ細胞
死を誘導する。本研究ではマクロファージ細
胞死に関わる NLRインフラマソームおよび菌
側の因子を同定し、それによる細胞死誘導メ
カニズムを解明した（PLos Pathogen 2014）。
さらに赤痢菌は IpaH7.8 エフェクターを分泌
してNLRC4及び NLRP3インフラマソームを活
性化し、Caspase-1 依存的な炎症性細胞死を
誘導することを見いだした。興味あることに、
IpaH7.8 の宿主標的因子としてインフラマソ
ーム抑制因子である Glomulin(GLMN)(Culin 
Ring Ligase Inhibitor)を同定した。IpaH7.8
は、その E3 ユビキチンリガーゼ活性に依存
して GLMN をユビキチン化してプロテアソー
ム依存的に GLMN を分解した（PNAS 2014）。
即ち、赤痢菌は、IpaH7.8 を通じてマクロフ
ァージの GLMN-NLR インフラマソーム経路を
活性化して、マクロファージの破壊（細胞死）
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を自ら操作する、高度に進化した戦略を発揮
していることが示唆された（Nature Rev 
Microbiol 2014; Cell Microbiol 2014）。⑤
ピロリ菌の胃粘膜への定着におけるマイク
ロ RNA の役割を精査したところ、炎症誘発性
の miR-210のエピジェネティックなサイレン
シングがピロリ菌感染時に慢性胃疾患を誘
導する機序であることを明らかにした
（Nature Commun 2014）。 
 
(2) 赤痢菌自然感染マウスモデルの開発：赤
痢菌はヒトと霊長類を自然宿主として腸粘
膜へ感染して赤痢を発症する。一方、マウス
は赤痢菌に対して抵抗性を示すが、先行研究
で作製した Tecpr1-KO マウス（オートファジ
ー関連因子の欠損）は赤痢菌に対して感受性
を示した。これまで Tecpr1 及びその野生株
マウスを BALB/c 及び C57BL の各々バックグ
ランドで 10 代純化した。その結果、BALB/c
由来 Tecpr1-KO マウスは、野生型に比べて、
赤痢菌に対して優位に感受性が増加すると
ともに肥満も出現していた。また Tecpr1-KO
マウスの腸内細菌の一部も変化していた。さ
らに Tecpr1-KOマウスの赤痢菌自然感染マウ
スモデルとしての有効性を発展させるため、
野生型マウスでのマウスモデル構築を試み
た。腸管免疫における腸内細菌叢の重要性に
注目し、野生型マウスへの抗生物質投与によ
り腸内細菌叢を変動させた群では、未処理群
に比べて腸管での著しい定着菌数増加およ
び腸管粘膜剥離、炎症応答が確認された。ヤ
クルト中央研究所との共同研究により、抗生
物質処理群のフローラ解析、メタボローム解
析を行ったところ、腸内細菌叢および短鎖脂
肪酸量の低下が赤痢菌易感染性の原因であ
ることが示唆された。以上の結果より、腸内
細菌叢の変動を用いた新たな赤痢菌自然感
染マウスモデルが確立された。 
 
(3) エフェクター機能阻害剤の同定：抗生物
質の代替創薬を目指して、初めに赤痢菌の E3
リガーゼ活性を示すエフェクターを特異的
に阻害する化合物の探索に必要なハイブリ
ッドスクリーニング系を時間分解蛍光共鳴
エネルギー転移検出法（FRET）により確立し
た。蛍光タンパク MiCy/mKO 融合ユビキチン
を精製し、E1、E2、および E3 リガーゼ活性
を有する赤痢菌 IpaH エフェクターを ATP と
MgCl2存在下でユビキチン化反応させた。ユビ
キチン化反応が誘導されると、MiCy と mKO の
接近により FRET 誘導が起こる。この FRET 測
定によりユビキチン化を数値化することで、
E3 リガーゼ活性の阻害剤スクリーニングの
評価手段とした（Genes Cells 2016）。この
スクリーニング系を用いて東大創薬イノベ
ーションセンターの化合物ライブラリーよ
り IpaH ファミリーに対して特異的な阻害効
果を示すヒット化合物をいくつか得た。得ら
れたヒット化合物を用いて IpaH 活性阻害能
（IC50）を測定し、さらにスクリーニング系

とは異なる評価系を用いて精査し、阻害活性
の強い化合物を得た。 
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