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研究成果の概要（和文）：	 

	 本研究により赤痢菌選択的オートファジーに必須の VirG-Atg5-Tecpr1-WIPI-2	 
-PtdIns(3)P カーゴレセプターの存在が明らかになった。Tecpr1 はサルモネラ菌・A 群連鎖球
菌・アグリソーム・損傷をうけたミトコンドリアを選択的に認識するオートファジーにも関与
していた。また、上皮細胞への赤痢菌感染により Caspase-4 依存的なパイロプトーシスが誘導
されるが、赤痢菌は OspC3 を分泌し Caspase-4 の活性を阻害することで菌の排除を抑制してい
ることが明らかになった。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 
	 	 We	 demonstrated	 that	 Tecpr1	 is	 an	 essential	 component	 of	 the	 WIPI-2-Tecpr1-	 
Atg5-dependent	 pathway	 in	 selective	 autophagy	 for	 Shigella,	 Salmonella,	 GAS,	 aggresomes,	 
and	 damaged	 mitochondria.	 Next	 we	 revealed	 that	 Shigella	 deliver	 a	 caspase-4-specific	 
inhibitor,	 OspC3,	 to	 antagonize	 epithelial	 cell	 death	 and	 promote	 infection.	 
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１．研究開始当初の背景	 
赤痢菌は細菌性赤痢の原因菌であり、年間
200万人が感染し、約50万人が死亡している。
赤痢菌の感染過程を分子レベルで解明する
ことは、ワクチンを含めた細菌性赤痢の予
防・治療方法を開発する上で非常に重要であ
る。経口的に取り込まれた赤痢菌は大腸に達
した後、グラム陰性病原細菌に特有の III 型
分泌機構からエフェクターと呼ばれる一連
の病原タンパク質を分泌し吸収上皮細胞に
側底面から侵入する。上皮細胞へ侵入した赤
痢菌はファゴソームから脱出し、細胞質内で
分裂しながら細胞質内を移動し、隣接細胞へ
と感染を拡大させる。このように、赤痢菌を
はじめとする粘膜病原細菌は上皮細胞を感

染の足場として感染を拡大していく。それに
対して、宿主は消化管粘膜において「物理的
なバリアー」、「自然免疫応答」、「オートファ
ジー」により病原菌の侵入・定着・増殖を抑
制している。一方で、最新の研究から、赤痢
菌、サルモネラ菌をはじめとする強毒な病原
細菌はエフェクターとよばれる一連の病原
タンパク質を分泌することにより宿主細胞
が本来もっている機能をハイジャックし、宿
主の防御機構をかいくぐり、感染を成立させ
る。現在までに筆者らは、赤痢菌の表面にあ
る VirG がオートファジー関連タンパク質で
ある Atg5 と直接に結合することによりオー
トファジーが誘導されること、それに対し、
赤痢菌は IcsB を分泌し、Atg5 と VirG との結
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合を競合的に阻害することでオートファジ
ーによる認識を回避していることを明らか
にしている。今回、これらの研究をさらに発
展させ、例えば、赤痢菌のエフェクターIpaB
は上皮細胞のターンオーバを抑制し(Iwai	 et	 
al.	 Cell	 2007)、OspE はインテグリン結合性
キナーゼ(ILK)を活性化して上皮細胞の剥離
を抑制し(Kim	 et	 al.	 Nature	 2009)、IcsB は
赤痢菌に対するオートファジーを抑制し
(Ogawa	 et	 al.	 Science	 2005)、リステリア
菌の ActA はリステリア菌に対するオートフ
ァジーを抑制すること	 (Yoshikawa	 et	 al.	 
Nat	 Cell	 Biol	 2006)を申請者は報告してい
る。このように、赤痢菌をはじめとする粘膜
細菌の感染の最前線では宿主と病原菌との
攻防を続けている。以上の背景から、本研究
では赤痢菌の新たな細胞内生存戦略の解明
とその応用を目指して、I．赤痢菌感染おけ
る新規宿主オートファジー関連タンパク質
Tecpr1 の機能解析、II．Tecpr1 ノックアウ
トマウスを用いた赤痢菌マウス感染モデル
の開発、III．赤痢菌感染により誘導される
早期の細胞死を抑制する新規エフェクター
の作用機序解析、の 3項目に焦点を絞り研究
を行う。	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では赤痢菌・宿主の両方の視点から
焦点を当て宿主の新たな防御機因子の解明
と赤痢菌によるその抑制機構の解明を目的
として、(1)	 赤痢菌感染おける新規宿主オー
トファジー関連タンパク質 Tecpr1 の機能解
析、(2)	 Tecpr1 ノックアウトマウスを用いた
赤痢菌マウス感染モデルの開発、(3)	 赤痢菌
感染により誘導される細胞死を抑制する新
規エフェクターの作用機序解析、の三つの研
究テーマを実施する。以下に詳細を記述する。	 

(1)	 赤痢菌感染おける新規宿主オートファ
ジー関連タンパク質 Tecpr1 の機能解析	 
	 Atg5 結合性タンパク質 Tecpr1 は赤痢菌感
染において観察されるオートファゴソーム
に特異的に局在し、Tecpr1	 ノックアウトマ
ウス由来の MEF 細胞では赤痢菌に対するオー
トファジーが低下し、赤痢菌の細胞内での増
殖性が上昇することを申請者は見出してい
る。これらの結果を発展させ、本研究では赤
痢菌選択的なオートファジーにおける
Tecpr1 の機能解析に焦点を絞り解析する。さ
らに、サルモネラ、A 群連鎖球菌、リステリ
ア菌等の病原細菌、およびミトコンドリアを
標的とするオートファジー、恒常的に起こる
オートファジーにおける Tecpr1 の関与を明
らかにする。	 
	 
(2)	 Tecpr1ノックアウトマウスを用いた赤痢
菌マウス感染モデルの開発	 
	 赤痢菌はヒトに高度に適応した病原体で

あり、宿主特異性が極めて高いため、マウス
自然感染モデルが未だ確立されていない。赤
痢菌エフェクター変異株の病原性の評価、お
よびワクチン開発のためにはマウス感染モ
デルの確立が急務である。このような状況で
オートファジーが低下したマウスは赤痢菌
自然感染モデルの候補となり得ると考えら
れる。本研究では、Tecpr1	 ノックアウトマ
ウスを用いて赤痢菌の自然感染モデルの開
発を目指す。	 
	 
(3)	 赤痢菌感染により誘導される細胞死を
抑制する新規エフェクターの作用機序解析	 
	 ヒトの消化管粘膜では感染細胞が細胞死
をおこすことにより病原細菌の足場を消失
させて、その侵入・定着を抑制している。申
請者は、赤痢菌の感染 2 時間後までに
Caspase-4 依存的な細胞死が誘導され、これ
に対抗して赤痢菌は、OspC 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
している。そこで OspC による Caspase-4 活
性阻害メカニズムの解明、さらに赤痢菌感染
により Caspase-4 よりも上流のシグナルが活
性化するメカニズムを解明する。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 赤痢菌感染おける新規宿主オートファ
ジー関連タンパク質 Tecpr1 の機能解析	 
赤痢菌選択的なオートファジーにおける
Tecpr1 の機能については、Tecpr1 をベイト
に用いたイーストツーハイブリット法、およ
び選択的オートファジーに関与する宿主因
子、オートファゴソーム膜に局在するオート
ファジー因子、ガレクチン、サッカライド等
と Tecpr1 との結合を免疫沈降法、GST プルダ
ウンアッセイにより解析する。得られたデー
タを元に、赤痢菌選択的なオートファジーに
おけるにおいて、VirG-Atg5 結合と Tecpr1 が
果たす役割を明らかにする。次に、サルモネ
ラ、A 群連鎖球菌、リステリア菌等の他の病
原細菌を標的とするオートファジーにおけ
る Tecpr1 の関与およびその機能を明らかに
する。これらの病原細菌が誘導するオートフ
ァゴソームと Tecpr1 との局在を、BHK、HeLa、
MDCK 等の培養細胞を用いて確認する。さらに、
ミトコンドリアを標的とするオートファジ
ー(ミトファジー)、アグリソームを標的とす
るオートファジー、カノニカルなオートファ
ジーにおけるTecpr1の機能解析をTecpr1	 ノ
ックアウト	 または野生型の MEF 細胞、Tecpr1
を安定発現させた HeLa 細胞を用いて検討す
る。ミトファジーは細胞の脱共薬剤 CCCP 処
理または E3 リガーゼである PARK2 の強制発
現と CCCP 処理により誘導し、GFP-LC3 のミト
コンドリアへの局在解析を行う。恒常的に起
こるオートファジーはラパマイシン処理等
により誘導し、LC3 の lipidation と GFP-LC3



の隔離膜への局在を解析する。	 
	 
(2)	 Tecpr1ノックアウトマウスを用いた赤痢
菌マウス感染モデルの開発	 
	 赤痢菌はヒトに対する宿主特異性が極め
て高いため、マウス自然感染モデルが未だ確
立されていない。本研究では、宿主防御機構
であるオートファジーが低下したマウスは
赤痢菌自然感染モデルの候補となり得ると
考え、Tecpr1 ノックアウトマウスを用いて赤
痢菌自然感染モデルを開発する。Tecpr1 ノッ
クアウトマウスに赤痢菌を経口投与し、下痢
のスコア、腸管組織の病理解析、腸管組織内
の定着菌数の解析を行う。状況に応じてスト
レプトマイシン投与や絶食により易感染性
にした条件で同様に感染実験を行う。Tecpr1
ノックアウトマウスにおいて、赤痢菌の感染
が認められた場合には、その感染メカニズム
を病理組織学的手法、免疫学的手法を用いて
解析する。	 
	 
(3)	 赤痢菌感染により誘導される細胞死を
抑制する新規エフェクターの作用機序解析	 
	 OspCによるCaspase-4活性阻害メカニズム
の解明を行う。リコンビナントCaspase-4に
対するOspCの活性阻害能を、蛍光基質を用い
た活性測定系により解析する。さらに、大腸
菌から精製したCaspase-4	 p20、p10、OspCを
用いてCaspase-4が活性を発揮するために必
要なp20-p10複合体形成競合阻害試験をGST-
プルダウンアッセイの系を応用し行う。さら
に、Caspase-4依存的な細胞死に対するOspC3
の抑制効果を再構成実験により解析する。す
なわち、Caspase-4	 p20、p10を発現させた培
養細胞にOspCを共発現させ、Caspase-4依存
的な細胞死に対するOspC3の抑制効果をLDH	 
release	 assayおよびIL-1βまたはIL-18の
ELISAにより解析する。現在までにCaspase-4
カスケードに関しては不明な点が多く、
Caspase-4より上流のシグナルについてはER
ストレスからカルパインを経由する経路が
報告されているが、カルパイン阻害剤を用い
た予備実験の結果、赤痢菌感染による細胞死
にはERストレスやカルパインは関与しない
という結果を得ていることから、インフラマ
ソームなど他のカスケードの関与について
探索する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 赤痢菌感染おける新規宿主オートファ
ジー関連タンパク質 Tecpr1 の機能解析	 

①Tecpr1 は Atg5 と直接に結合し Atg12-Atg5	 
-Atg16L1 と複合体を形成する	 
	 赤痢菌のオートファジー認識機構の解析
を行うにあたり、まず、Atg5 をバイトにした
酵母ツーハイブリッド法によるスクリーニ
ングを行った。その結果、機能未知のタンパ

ク質である Tecpr1 を得た。Tecpr1 は線虫か
らヒトまで高度に保存された約 130	 kDa の機
能未知のタンパク質であった。Tecpr1 のヒト
における組織分布をリアルタイム PCR により
調べた結果、発現量の程度に差はあるが調べ
たすべての組織において普遍的に発現して
いた。Tecpr1 と Atg5 との直接の結合を確認
するため GST プルダウンアッセイを行ったと
ころ、GST-Tecpr1 融合タンパク質と組換え
Atg5 との結合が確認された。さらに、細胞に
おける Tecpr1 と Atg5 との結合を調べるため
抗 Tecpr1 抗体を用いた免疫沈降実験を行っ
た結果、Tecpr1 はヒト培養細胞において
Atg12-Atg5-Atg16L1 複合体と Atg5 を介し複
合体を形成していた。	 
	 
②Tecpr1 は赤痢菌を標的とするオートファ
ゴソームに局在する	 
	 Tecpr1 のオートファジーにおける機能解
析を行うため、赤痢菌を標的とするオートフ
ァゴソームにおける Tecpr1 の局在を調べた。
オートファジー感受性株である赤痢菌Δ
IcsB株をTecpr1-3×Myc融合タンパク質を発
現させた細胞に感染させたところ、感染の 1
時間のちに赤痢菌の周囲に Tecpr1 と Atg5 と
の共局在が観察された。さらに、赤痢菌の
VirG と宿主細胞の Atg5 との結合が明らかに
なっていたことから、VirG、Atg5、Tecpr1 の
局在を調べた結果、宿主細胞に侵入した赤痢
菌の一極に VirG、Atg5、Tecpr1 の共局在す
ることが観察された。さらに、オートファゴ
ソームのマーカーである LC3 と Tecpr1 の局
在を調べたところ、感染の 90 分後において
赤痢菌の周囲に Tecpr1 と GFP-LC3 融合タン
パク質との共局在が観察された。	 
	 赤痢菌に対するオートファジーは VirG に
依存することを報告していることから、virG
遺伝子に変異をもつ赤痢菌ΔIcsB 株を感染
させた細胞における Tecpr1 の局在を調べた
結果、この株の周囲への Tecpr1 の局在は認
めらなかった。オートファジーに必須の因子
であるホスファチジルイノシトールトリス
リン酸は III 型 PI3 キナーゼにより産生され
るが、その阻害剤である 3-メチルアデニンに
より処理した細胞において Tecpr1 の局在を
調べたところ、赤痢菌ΔIcsB 株の周囲への
Tecpr1 の局在は消失していた。これらの結果
は、赤痢菌を標的としたオートファゴソーム
に Tecpr1 が局在するためには、VirG および
ホスファチジルイノシトールトリスリン酸
が必要であることを示していた。	 
	 
③Tecpr1 は WIPI-2 を介して隔離膜にリクル
ートされる	 
	 Tecpr1 が赤痢菌を標的とするオートファ
ゴソームにリクルートされるためには、ホス
ファチジルイノシトールトリスリン酸を介



しファゴホア（初期オートファゴソーム）に
結合することが必要である。形成初期のオー
トファゴソームに局在しホスファチジルイ
ノシトールトリスリン酸に結合することが
知られている WIPI-2 に着目し、赤痢菌に感
染した細胞における WIPI-2-GFP 融合タンパ
ク質と Tecpr1-3×Myc 融合タンパク質の局在
を調べた結果、オートファジー感受性株であ
る赤痢菌ΔIcsB 株の周囲に Tecpr1 と WIPI-2
との共局在が観察された。Tecpr1 と WIPI-2
との結合を免疫沈降実験により解析したと
ころ、WIPI-2 は Tecpr1 の C 末端側の TECPR
ドメインと相互作用することが明らかにな
った。そこで、WIPI-2 のノックダウン実験を
行ったところ、赤痢菌の周囲への Tecpr1 の
局在は大幅に低下した。以上の結果から、
Tecpr1 は PI(3)P を結合した WIPI2 を介して
ファゴホアにリクルートされることが明ら
かになった。	 
	 
④Tecpr1 は赤痢菌に対するオートファジー
に必須である	 
	 赤痢菌を標的としたオートファジーでの
Tecpr1 の役割をさらに詳細に調べるため、
Tecpr1 をノックダウンした HeLa 細胞にオー
トファジー感受性株である赤痢菌ΔIcsB 株
を感染させ、オートファジーによる赤痢菌の
捕捉を GFP-LC3 融合タンパク質の局在を指標
に調べた。その結果、対照細胞と比較して、
Tecpr1 ノックダウン細胞では赤痢菌の感染
により誘導されるオートファジーは顕著に
抑制された。さらに、Tecpr1 ノックダウン細
胞における赤痢菌の増殖性を調べたところ、
対照細胞と比較して顕著に上昇していた。	 
	 この結果をさらに解析するため、Tecpr1 ノ
ックアウトマウスを作製しそこから得られ
たマウス胎仔線維芽細胞を用いて同様の解
析を行った結果、野生型マウス胎仔線維芽細
胞と比較して、Tecpr1 ノックアウトマウスに
由来する胎仔線維芽細胞では赤痢菌ΔIcsB
株に対するオートファジーが大幅に低下し、
細胞における赤痢菌の増殖性が顕著に上昇
した。これらの結果から、Tecpr1 は赤痢菌に
対する選択的オートファジーに必須のタン
パク質であることが明らかになった。興味深
いことに、アミノ酸飢餓やラパマイシン処理
により誘導される非選択的オートファジー
では、Tecpr1 はオートファゴソームに局在す
るにもかかわらずその役割はきわめて小さ
いことが、Tecpr1 ノックダウン細胞や Tecpr1
ノックアウトマウスに由来する胎仔線維芽
細胞を用いた実験から明らかになった。以上
の結果から、Tecpr1 は選択的オートファジー
においてカーゴ受容体として機能している
ことが強く示唆された。	 
	 
⑤Tecpr1 は選択的オートファジーに広く関

与している	 
	 Tecpr1 が赤痢菌を選択的に認識するオー
トファジーにおいて機能していることが明
らかになったことから、A 群連鎖球菌やサル
モネラ菌を標的とするオートファジーにお
ける Tecpr1 の機能を解析した。その結果、A
群連鎖球菌やサルモネラ菌を標的とするオ
ートファゴソームにも Tecpr1 の局在するこ
とが明らかになった。選択的オートファジー
の標的として、脱分極したミトコンドリアや
変性タンパク質の凝集塊などが報告されて
いる。そこで、これらを標的とするオートフ
ァジーにおける Tecpr1 の機能について検討
を行った。その結果、HeLa 細胞に人為的に誘
導したマイトファジー（ミトコンドリアに特
異的なオートファジー）、あるいは、易凝集
性のタンパク質を発現させた場合に形成さ
れるアグリソームを標的とするオートファ
ゴソームに Tecpr1 の局在することが明らか
になった。さらに、電子顕微鏡や共焦点レー
ザー顕微鏡による観察により、Tecpr1 ノック
アウトマウスに由来する胎仔線維芽細胞で
は変性タンパク質からなる凝集体や損傷を
うけたミトコンドリアなど、選択的オートフ
ァジーの標的となる基質の蓄積が認められ
た。このことは、赤痢菌だけではなく、サル
モネラ菌、A 群連鎖球菌などの病原細菌、脱
分極したミトコンドリアや変性タンパク質
からなる凝集体を選択的に認識するオート
ファジーにも Tecpr1 が関与することを示し
ており、Tecpr1 は選択的オートファジーにお
いて広く一般的に関与することを示唆して
いた。	 
	 
(2)	 Tecpr1ノックアウトマウスを用いた赤痢
菌マウス感染モデルの開発	 
	 Tecpr1ノックアウトマウスとC57BL/6また
は BALB/c と 10 代バッククロスをおこない、
これらのマウスを用いて赤痢菌易感染マウ
スモデルの開発を試みた。これらのマウスに
ストレプトマイシンを 1週間投与することに
より腸内フローラを改変し、1x109の赤痢菌野
生株をゾンデで経口感染させた結果、WT と比
較して Tecpr1 ノックアウトマウスは赤痢菌
に関して易感染性になることを見出した。感
染が認められた個体では赤痢菌を経口感染
24 時間後に体重減少、下痢、盲腸萎縮が認め
られた。易感染性になるメカニズムに関して
は今後検討していく予定である。また、
C57BL/6 とコンジェニック化をおこなった
Tecpr1 ノックアウトマウスの表現型解析を
理研バイオリソースセンターマウス表現型
解析開発チームとの共同研究によりおこな
っている。	 
	 
(3)	 赤痢菌感染により誘導される細胞死を
抑制する新規エフェクターの作用機序解析	 



	 本研究の結果から、赤痢菌が上皮細胞へ感
染すると、IL-1βや IL-18 の分泌を伴い、
Caspase-1 には依存しないパイロプトーシス
が誘導されることが明らかになった。解析の
結果、この新規パイロプトーシスは
Caspase-4 に依存的に誘導され、赤痢菌のエ
フェクターOspC3 が Caspase-4 の活性を特異
的に阻害することで抑制されることを見出
した。そこで、OspC3 による Caspase-4 の活
性阻害に対する作用機序に関して解析をお
こなった。細胞内のカスパーゼ４は、限定分
解によって CARD、p19 および p10 に切断され、
p19-p10 の 4 量体が成熟体としてタンパク質
分解活性を持つと考えられている。OspC3 と
Caspase-4 の CARD、p19 および p10 との結合
試験をおこなった結果、OspC3 は Caspase-4
の p19 と特異的に結合することが明らかにな
った。in	 vitro での p19-p10 二量体形性阻害
実験をおこなったところ、p19-p10 結合が
OspC3 により特異的に阻害された。このこと
は OspC3 が Caspase-4 の p19 と結合すること
で、p19-p10 の多量体化による Caspase-4 の
成熟を阻害することが示唆された。さらに
OspC3 による Caspase-4 の阻害様式を詳細に
解析した結果、OspC3 が Caspase-4 の活性ポ
ケットを塞ぐことにより Caspase-4 の活性を
阻害することが明らかになった。さらに、
Caspase-4 依存的なパイロプトーシスはサル
モネラ、腸管病原性大腸菌が上皮細胞へ感染
する場合にも観察されことから、宿主の新規
な生体防御反応であることが明らかになっ
た。本研究の結果から、生体防御反応である
上皮細胞における Caspase-4 依存的なパイロ
プトーシスに対して、赤痢菌が OspC3 を分泌
して対抗するという、赤痢菌感染戦略の新た
な局面を明らかにすることが出来た。	 
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