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研究成果の概要（和文）：近年、多剤耐性菌による感染症例が増加し、新たな治療薬の開発が望まれている。本研究で
は、赤痢菌の抗生物質に代替となる新しい治療薬の探索・開発のために赤痢菌の病原因子の機能解明を行った。赤痢菌
の病原因子であるOspEと宿主蛋白質 (ILK)との結合様式を明らかにし、複合体の機能を阻害する化合物の同定を目指し
た。さらにOspEホモログはO157やサルモネラ属菌などの腸管病原細菌にも保存されていることから、OspEホモログを解
析した結果、他の病原細菌の感染成立にも重要な役割をすることを明らかにした。OspEホモログをターゲットとする治
療薬は広範な腸管病原細菌に対する治療薬の開発につながると期待できる。

研究成果の概要（英文）：Many pathogenic bacteria, including Shigella, enteropathogenic Escherichia coli (E
PEC), and enterohemorrhagic E.coli (EHEC), are associated with diarrheal diseases in young children in dev
eloping countries. Although these pathogens are a significant health threat in the developing world, many 
Japanese people have suffered from O157 infection. However, no effective vaccines have yet been developed.
 Multi-drug resistant bacteria are increasing problem. Therefore, we aim to develop new therapeutic tools 
to counteract the progression of these diseases.
To develop therapeutic tools against Shigella infection, we have analyzed the role of OspE during Shigella
 infection. ospE family genes are highly conserved among many enteropathogenic bacteria, including Shigell
a, O157, Citrobacter rodentium, and Salmonella, suggesting that OspE plays a general role in bacterial inf
ection. We show here that OspE homologs play a key role in the establishment of during other pathogenic ba
cteria infection. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管病原細菌による腸管感染疾患は、開発

途上国を中心に毎年 200万の人命を奪い、依

然として大きな脅威となっている。赤痢菌を

はじめとする腸管病原細菌の多くは、飲料水

や食物により口から我々の体内に侵入し、腸

管の粘膜を構成する上皮細胞を足場として

感染する。上皮細胞内に侵入した赤痢菌は増

殖しながら隣接細胞へ次々に移動すること

により感染を拡大し、その結果、激しい炎症

性の血性下痢（赤痢）が発症する。近年、多

剤耐性菌による感染症例が増加し、有効なワ

クチンもいまだ開発されていないため、新た

な治療薬の開発が望まれている。 

２．研究の目的 

病原細菌の感染に対して、宿主側は感染を

受けた上皮細胞の除去、炎症反応などを誘導

し、病原細菌が周囲の細胞へ定着することを

防いでいる。即ち、これら宿主細胞の反応は

「病原体に対する基本的な生体防御システ

ム」として極めて重要な役割を果たしている。

しかしながら、赤痢菌をはじめとする腸管病

原細菌は、III 型分泌装置と呼ばれる特殊な

タンパク質の注入装置により一群の病原因

子（エフェクター）を宿主細胞へ分泌する。

これらのエフェクターは宿主細胞のアクチ

ン細胞骨格や免疫応答などを制御し、宿主細

胞因子を巧みに利用する菌の戦略の一つと

して感染成立に重要な役割を担っている。赤

痢菌のエフェクター蛋白質の感染に果たす

役割を明らかにすることは、感染成立を抑制

する手法の開発にもつながると期待される。 

本研究では、赤痢菌の新しい治療薬開発の究

極低な目的として、赤痢菌のエフェクターで

ある蛋白質の機能解析を行い、その機能阻害

剤を同定する。さらにエフェクターとそのタ

ーゲット宿主蛋白質との結合様式を明らか

にし、複合体の機能を阻害する化合物の同定

及びより優れた抗菌剤の設計を目指すもの

である。 

３．研究の方法 

我々は、赤痢菌が腸管での感染を拡大するた

めに、そのエフェクターである OspE タンパ

ク質を分泌し、感染した腸管上皮細胞の剥離

を阻止するという新たな戦略を用いている

ことを世界に先がけて発表した (nature, 

2009)。上皮細胞へ侵入した赤痢菌から分泌

される OspE は細胞接着を制御している宿

主細胞の ILK (Integrin-linked kinase) と

特異的に結合することを見出した。OspE は 

ILK と細胞接着斑に共局在し、ILK 依存的に

接着斑の数を増加させ、細胞接着を強化した。

さらに、モルモットを用いた赤痢菌感染実験

においては、野生型株比べ、ospE 欠損株で

は、腸管への定着菌数が低下し、上皮細胞の

剥離が進んでいた。これらの結果から、OspE 

は ILK と結合して、細胞の接着を増強する

ことにより、感染した細胞が腸管壁から除去

されにくくし、赤痢菌の感染の足場を維持し

ていると考えられた。しかし、OspE により

ILK の機能がどのように制御されているか

について、詳しいメカニズムはわかってない。

そこで本研究では、(1) OspE による ILK の制

御メカニズムを明らかにし、(2) OspEと ILK

の結合を阻害する化合物探索を行う。

(3)OspE は赤痢菌のみならず、サルモネラ属

など幅広い病原細菌に保存されているため、

OspE ファミリア-の機能解明のために、OspE

ホモログ蛋白質の機能解析を行う。(4)創薬

のターゲットとなりうる新しい細菌の分子

標的を得るために、機能未知の新規エフェク

ターの機能解析及び立体構造解析を行う。 

(1) OspE-ILK 複合体と結合解明 

OspE-ILK 複合体の蛋白質群を同定す

るため、FLAG-ILK を安定的に発現して

いる細胞に、OspE 強制発現細胞または

非発現させた細胞株を樹立する。この

細胞から抗 FLAG 抗体アフィニティー

カラムを用いて、ILK 複合体の精製を

行い、LC-MS/MS により、OspE-ILK複合



体と結合分子群を同定する。さらに、

X-線構造解析方法を用いて、OspE-ILK

複合体の結合様式を明らかにする。 

(2) OspE-ILK 複合体の結合を阻害する化

合物探索のために、OspEと ILKの結合

を定量的に検出できる ELISA の系を確

立し、阻害剤スクリーニングを行う。  

(3) OspEのホモログ蛋白質の解析 

Citrobacter rodentium の OspEホモロ

グである OspE(CR)の機能解析のため

に、マウス腸管感染モデル系を用いて、

OspE(CR)の腸管感染への影響を調べた。 

この際、OspE(CR)が誘起する遺伝子発

現変化をマイクロアレイ法・Real-time 

PCR によりモニターし、発現変動を担

うシグナル伝達や転写制御因子を得る。  

(4) 新規赤痢菌のエフェクター (OspH, 

OspI,IpaH)の機能解析 

創薬の新しいターゲットを得るために

赤痢菌の病原因子(OspH, OspI, OspJ)

の機能解析を行った。プレテインアレ

イ方法を用いて、各病原因子と相互作

用する宿主のターゲット蛋白質を得た。

両者の結合の意義を、分子生物学・細

胞生物学ツールで解析する。さらに、

単独または複合体の立体構造解析を行

い、病原因子の相互作用基盤を明らか

にする。 

４．研究成果 

(1) OspE-ILK 複合体と結合解明 

赤痢菌の病原因子(OspE)と宿主ターゲ

ット蛋白質(ILK)との複合体が取る立

体構造の決定するための複合体の精製

系の構築を行った。OspEと ILKは蛋白

精製が容易ではないため、さまざまな

欠損変異株を作製し、精製が可能な系

を確立した。OspE は分子量が小さいた

め、NMR 解析に向いている。今後、X 線

結晶解析を行い、OspE-ILK複合体の立

体構造を決定、さらに NMR を用いて

OspE単独構造決定を目指す。 

OspEは ILKを膜に局在されることが知

られている。OspE-ILK複合体蛋白質を

同定するため、膜と細胞質を分画し、

それぞれの分画で ILK 複合体を精製・

比較を行った。その結果、OspE-ILK 依

存的に膜と細胞質分画で差が見える蛋

白郡が見つかった。今後、LC-MS 解析

を行いこれらの蛋白郡を同定・解析を

目指す。 

(2) OspE-ILK 複合体阻害剤開発 

OspE-ILK 複合体の結合阻害剤開発す

るため、ILKと結合する OspE のペプチ

ドを検索・同定した。同定した OspE

のペプチドと ILK の結合を阻害する化

合物を探索するためのハイスルーピッ

トスクリーニング系の確立を目指した。

そのために ILK に結合に重要なトリプ

トファン残基を含む OspEのC末端部分

のペプチドを作製した。さらにトリプ

トファン残基をアラニン変換した変異

を持つペプチドを作製し、ILK との結

合力を調べた。OspE のペプチドと ILK

と分子間の相互作用を蛍光偏光法で測

定するアッセイ系、さらに細胞の運動

阻害能を測定するアッセイ法を確立し

た。今後、確立したスクリーニング系

を用いて、大規模スクリーニングを行

い、阻害剤同定を目指す。 

(3) OspEのホモログ蛋白質の解析 

citrobacter rodentium の OspE ホモ

ログ蛋白質である OspE (CR)の解析を

行った。野生株及び OspE(CR)の欠損株

をマウスの腸管に感染させ、感染応答

を調べた。その結果、野生株感染組織

では、感染多くの免疫細胞の浸潤炎症

性サイトカインやケモカインの上昇が

認められたが、OspE(CR)欠損株の感染



組織ではこのような炎症応答は認めら

れなかった(図 1)。さらに OspE(CR) 

欠損株の感染組織では定着菌数も顕著

な減少が認められた。これらの感染組

織を用いて、マイクロアレイ解析を行

い、OspE(CR)依存的に発現が変動する

遺伝子郡を調べた。その結果、免疫応

答に関係する遺伝子郡が同定され、

OspE(CR)は感染時の免疫応答を制御す

ると考えられる。 これらの結果から他

の病原細菌の OspE も感染成立に重要

な役割をすることを明らかにした。 

(4) 新規赤痢菌のエフェクター (OspH, 

OspI,OspJ)の機能解析 

赤痢菌治療薬の分子標的を探すために

新たな病原因子の機能解析を行った。

OspIの X 線結晶解析の結果、脱アミド

化酵素であることを発表した。その基質

である Ubc13と OspI(CA)の複合体構造

を解き,両者の結合・脱アミドか反応に

重要なアミノ酸残基を同定した(図２)。 

さらに新しく同定された病原因子であ

る OspHの解析を行い、OspH に結合する

宿主蛋白質を同定した。OspH を宿主細胞

に発現させると宿主細胞の蛋白輸送に

異常があることを見いだした。 

OspJ, OspH の欠損株をマウス肺に感染

させ、感染応答を調べた結果、野生株

赤痢菌感染組織に比べ、OspJ 欠損株と

OspH 欠損株の感染肺組織では多くの

免疫細胞の浸潤炎症性サイトカインや

ケモカインの上昇が認められた。この

結果から OspJと OspHは赤痢菌感染に

おいて、炎症反応を抑制していると考

えられる。 
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