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研究成果の概要（和文）：病原細菌が宿主への感染を成立させるためには宿主との相互作用が必須であることに着目し
、宿主因子を標的とした抗菌薬の開発を目的に探索を行った。
　宿主因子探索のためRNAi法でノックダウンした細胞にリステリアを感染させ、リステリア感染成立に必須である宿主
因子の探索を行った。その結果、細胞骨格制御に関与している宿主因子がリステリアの感染成立に重要であることを明
らかとした。さらに、他の病原細菌であるサルモネラや腸管病原性大腸菌にも関与していることを示唆する結果を得た
。これらの結果から、同定した宿主因子は広範囲の細菌感染成立に深く関与しており、抗菌薬の標的因子の有力な候補
になると推測される。

研究成果の概要（英文）：To develop anti-bacteria drug, I tried to identify common factor(s) that various 
pathogenic bacteria are essential for infection. To do this, I use Listeria infection model and shRNA for 
knockdown of host factors. shRNA expressing HeLa cells were infected with Listeria monocytogenes for 
plaque assay. By measuring a size of plaques and counting a number of plaques, I decided that several 
host factors, which are associated with the cytoskeleton rearrangement, are involved in Listeria 
infection. Surprisingly, identified host factors are important for other pathogenic bacteria such as 
Salmonella, Enteropathogenic Escherichia coli. These results strongly suggest that host factors 
identified in this study become convincing candidate for anti-bacteria drug.

研究分野：細菌感染

キーワード： 細菌感染　宿主因子

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ペニシリンの発見により始まった抗菌薬
の開発・発展により先進国における細菌感染
の死亡率は著しく減少した。しかしながら、
開発途上国において、感染症は未だ死因の 1
位であり、先進国においても多剤耐性菌の出
現・拡散により感染症の脅威は高まっている。 
近年行われた主要国首脳会議においても耐
性菌の問題が取り上げられており、耐性菌へ
の対策は急務である。しかし、既存の抗菌薬
を改良した新薬を開発しても、病原体は速や
かに耐性を得ることから、これまでとは異な
る作用機序を持つ新規薬剤の開発が必須で
ある。このため、病原体と宿主との相互作用
の理解に立脚した感染機構の解明は極めて
重要な知見を提供すると考えられる。 
 申請者は細菌感染の成立に関与している
宿主因子として低分子量 G タンパク質 Rho
ファミリーに着目した。低分子量 Gタンパク
質は分子量が２〜３万 Da 程度であり、
GDP・GTP 結合活性と GTPase 活性を保有
している。低分子量 G タンパク質には GTP
結合型（活性型）と GDP結合型（不活性型）
が存在しており、GDP結合型から GTP結合
型への変換はグアニンヌクレオチド交換因
子（GEF：Guanine nucleotide Exchange 
Factor）により促進され、GTP 結合型から
GDP 結合型への変換は GTPase 活性化タン
パク質（GAP：GTPase Activating Protein）
により制御されている。GTP結合型はエフェ
クターと呼ばれる特定のタンパク質と結合
することで上流からのシグナルを下流へ伝
える“スイッチ”の役割を果たしている。 
 低分子量 Gタンパク質は、一次構造の類似
性から５つのファミリーに分かれており、こ
のうち Rho ファミリーは哺乳類に２２種類
存在している。全２２種類のうち主に Rac1, 
Cdc42, RhoAの研究が行われており、細胞骨
格制御を中心として細胞極性・細胞接着・細
胞周期・免疫応答など広範囲な細胞機構の制
御に深く関与していることが知られている。
Rac1 は WAVE 複合体と結合することで
Arp2/3 複合体によるアクチン重合を促進さ
せラメリポディアの形成を促す。Cdc42 は
N-WASP と結合し、Rac1 同様 Arp2/3 複合
体を活性化させフィロポディアを形成する。
RhoAは ROCK、mDiaと結合することでア
クチン重合を促進しアクチンストレスファ
イバー形成を誘導する。Rac1、Cdc42、RhoA
以外の他の１９種類の Rho ファミリータン
パク質は近年になり徐々にではあるが着目
されはじめ、機能が明らかにされつつある。
RhoDは細胞内輸送・細胞突起誘導を制御し、
RhoEは RhoAと競合することでアクチンス
トレスファイバー消失を促進する。RhoF/Rif
は mDia2 と結合しフィロポディアを形成す
る。さらに RhoJは細胞接着に関わっている
ことが報告されている。 
 感染症と Rhoファミリーの関わりは Rac1、
Cdc42、RhoA による細胞骨格制御を中心に

理解されており、サルモネラ、赤痢菌、腸管
病原性大腸菌（EPEC：Enteropathogenic E. 
coli）、腸管出血性大腸菌（ EHEC：
Enterohemorrhagic E. coli）、結核菌、緑膿
菌、リケッチア、ビブリオ、リステリアなど
多くの病原細菌が Rac1、Cdc42、RhoAを制
御することで宿主細胞への感染を成立させ
ることが報告されているが、他の１９種類の
Rho ファミリーと感染症の関わりはほとん
ど不明な状況である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は宿主因子を標的とした新
規抗菌薬の開発を目標として、広範囲の病原
細菌感染成立に関与している宿主因子を同
定することである。既存の抗菌薬は細菌を標
的とするために耐性菌の出現や耐性遺伝子
の伝播が起きやすいが、宿主因子を標的とし
た抗菌薬は細菌への影響がないことから耐
性菌の出現は極めて低いと予測される。さら
に、近年になり着目されている腸管細菌叢な
ど宿主に有益な細菌への影響もないことか
ら抗菌薬投与において問題となっている偽
膜性腸炎なども起きないと推測されること
から宿主因子を標的とした抗菌薬は非常に
有効であると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 広範囲の病原体の感染成立に関与してい
る宿主因子の探索を行うため、低分子量 Gタ
ンパク質Rhoファミリーに焦点をあて検討を
行った。スクリーニングはグラム陽性桿菌で
あるリステリアを用いた。リステリアは宿主
し細胞への侵入後、菌周辺にアクチン重合を
誘導し、アクチンの駆動力を利用して隣接細
胞へ感染し、感染拡大してプラークを形成す
る。一般的に病原体の感染成立には、侵入/
付着・増殖・拡散の３段階があるが、プラー
クアッセイは上記３段階を包括的に評価で
きる実験系でありスクリーニングを容易に
することができた。 
 RNAi法により全２２種類のRhoファミリー
タンパク質ノックダウン細胞株を構築する
ためにレンチウイルスベクターを用いて
shRNA 安定発現細胞株を樹立した。ノックダ
ウンの確認には各種抗体を用いてのウエス
タンブロット法もしくは qPRC にて行った。 
 樹立した各種Rhoファミリータンパク質ノ
ックダウン細胞にリステリア（Listeria 
monocytogenes）を感染させ、感染４８時間
後のプラーク数とプラークサイズを測定し
た。プラーク数はリステリアの宿主細胞侵入
効率を、プラークサイズは細胞内増殖、アク
チンテイル形成能をそれぞれ評価した。 
 スクリーニングにてリステリアのプラー
ク数もしくはプラークサイズに変化が認め
られたRhoファミリーは異なる実験系をもち
いて宿主細胞侵入効率、そして細胞内増殖・
拡散の検討を行った。宿主細胞侵入効率は免
疫蛍光染色にて行った。同定された Rho ファ



ミリーノックダウン HeLa 細胞にリステリア
を感染させ感染１０分後に細胞を 4%パラホ
ルムアルデヒドリン酸緩衝液にて固定した。
その後、抗リステリア抗体を用いて宿主細胞
外に存在するリステリアと宿主細胞内に存
在するリステリアを異なる蛍光色素で染色
した。染色した細胞は共焦点レーザー顕微鏡
にて観察し、宿主細胞への侵入効率を評価し
た。細胞内増殖の評価にはゲンタマイシンプ
ロテクションアッセイを用いた。Rho ファミ
リーをノックダウンした HeLa 細胞にリステ
リアを感染させ、感染３０分後に培地をゲン
タマイシン含有培地に置換することにより
細胞外のリステリアを除去する。その後、経
時的に界面活性剤により細胞を破砕して、細
胞内の菌数を評価した。細胞内拡散の評価は
アクチンテイル形成効率を比較した。Rho フ
ァミリーをノックダウンした HeLa 細胞にリ
ステリアを感染させ、感染３０分後にゲンタ
マイシン含有培地に置換し、細胞外のリステ
リアを除去した。感染４、６時間後に細胞を
４％パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液に
て固定し、抗リステリア抗体でリステリアを、
ファロイジンにより F-アクチンをそれぞれ
染色し、共焦点レーザー顕微鏡にてアクチン
テイル形成効率を評価した。 
 サルモネラの宿主細胞侵入効率は免疫蛍
光染色にて行った。リステリア感染に関与し
ていると同定されたRhoファミリーノックダ
ウンHeLa細胞にネズミチフス菌（Salmonella 
enterica serovar Typhimurium SL1344 株）
を感染させ、感染１０分後に４％パラホルム
アルデヒドリン酸緩衝液にて細胞を固定し
た。その後、抗 Salmonella LPS 抗体を用い
て宿主細胞外と宿主細胞内に存在するネズ
ミチフス菌を異なる蛍光色素で染色し、共焦
点レーザー顕微鏡にて観察することで宿主
細胞侵入効率を評価した。ラッフル膜形成能
を評価するためにRhoファミリーノックダウ
ン HeLa 細胞にネズミチフス菌を感染させ、
感染１０分後に４％パラホルムアルデヒド
リン酸緩衝液にて細胞を固定した。固定した
細胞は抗 Salmonella LPS 抗体にてネズミチ
フス菌を、ファロイジンにて F-アクチンを染
色後、共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。
EPEC の台座様構造形成を評価するため、Rho
ファミリーノックダウン HeLa 細胞に EPEC を
感染させ感染２時間後に４％パラホルムア
ルデヒドリン酸緩衝液にて細胞を固体した。
固定した細胞は抗 E.coli LPS 抗体にて EPEC
を、ファロイジンにて F-アクチンを染色後、
共焦点レーザー顕微鏡にて観察することで
評価を行った。 
 
４．研究成果 
 細菌感染成立に関与しているRhoファミリ
ーを同定するため、各種 Rho ファミリーをノ
ックダウンした HeLa 細胞にリステリアを感
染させ、プラークアッセイを行った。その結
果、複数の Rho ファミリーノックダウン細胞

においてプラース数の減少とプラークサイ
ズの変化が観察された。これらのうち、プラ
ークサイズに影響のあった２つのRhoファミ
リーに着目し、プラークサイズが変化するメ
カニズムの解析を行った。 
 プラーク形成には宿主細胞内における増
殖、そしてアクチンテイル形成による細胞内
拡散が深く関与している。本研究で同定され
た Rho ファミリーが、プラーク形成において
リステリアの細胞内増殖とアクチンテイル
形成能どちらに関与しているか検討した。
RhoファミリーノックダウンHeLa細胞にリス
テリアを感染させ、形成されたアクチンテイ
ルを観察した結果、コントロールと比較して
Rho ファミリーノックダウン細胞でのアクチ
ンテイル形成効率に変化は認められなかっ
た。 
 次に、同定された Rho ファミリーがリステ
リアの細胞内増殖に影響があるかを検討し
た。Rho ファミリーノックダウン細胞にリス
テリアを感染させ経時的に細胞内のリステ
リアの菌数を測定した結果、Rho ファミリー
ノックダウン細胞ではコントロールと比較
して増殖の増加傾向が確認された。これらの
結果から、Rho ファミリーはリステリア感染
時にリステリアの細胞内増殖抑制もしくは
殺菌に関与していると考えられる。リステリ
アは宿主細胞内に侵入後、ファゴソームに包
まれるが、ファゴソームがリソソームと融合
しファゴリソソームになる前にファゴソー
ムから細胞質へと脱出しフォゴリソソーム
による殺菌を回避する。さらに、細胞質にお
いてリステリアはオートファジーにより殺
菌されることが報告されている。このことか
ら今回同定されたRhoファミリータンパク質
は宿主細胞内でファゴリソソーム形成もし
くはオートファジー形成に関与しているこ
とが推測されることから、今後さらなる検討
を行う予定である。 
 リステリアのプラークアッセイで同定さ
れたRhoファミリータンパク質がリステリア
だけでなく他の病原細菌においても感染成
立に重要であるかを検討するためにグラム
陰性桿菌で宿主細胞内寄生細菌であるサル
モネラと宿主細胞外感染菌である EPEC を用
いて検討を行った。サルモネラ感染の特徴と
して宿主細胞のアクチン重合を促進させラ
ッフル膜形成を誘導し、取り込まれることで
宿主細胞への侵入を果たすことから、同定さ
れたRhoファミリーがサルモネラの宿主細胞
侵入に影響しているかを観察した。その結果、
同定されたRhoファミリーノックダウン細胞
では、コントロール細胞と比較して侵入効率
が有意に減少していた。さらに、アクチン重
合によるラッフル膜形成を観察したところ、
ノックダウンによりラッフル膜のサイズも
コントロールと比較して縮小していた（図
１）。 
 
  



 次に Rho ファミリータンパク質と EPEC 感
染の関連について検討を行った。EPEC は宿主
細胞感染時、宿主細胞内でアクチン重合を促
進し台座様構造を形成することで強固な付
着を果たすことから、同定された Rho ファミ
リーが EPEC 感染時における台座様構造に影
響しているか検討を行った。その結果、Rho
ファミリーノックダウン細胞における台座
様構造形成効率はコントロール細胞と比較
して有意な差は認められなかった。しかし、
EPEC を感染させた際、Rho ファミリーノック
ダウン細胞では細胞周縁にアクチン重合促
進によるラッフル膜形成が認められた（図
２）。EPEC 感染によるラッフル膜形成誘導は
これまでに報告されていないことから、今回
同定された Rho ファミリーは EPEC 感染に何
らかの影響を与えている可能性があること

が判明した。 
 以上のことから、リステリア感染によるス
クリーニングで同定されたRhoファミリータ
ンパク質はサルモネラと EPEC の感染にも関
与していることが明らかとなり、広範囲の細
菌感染に重要な因子であることが示された。
本研究において、これまで着目されていた
Rac1, Cdc42, RhoA 以外の Rho ファミリータ
ンパク質も細菌感染に深く関与しているこ
とが示された。今後は本研究で同定された
Rho ファミリータンパク質が細菌感染におい
て、いつ、どのように関与しているか検討を
行い、細菌感染における Rho ファミリーの全
容を明らかにし、新規抗菌薬の標的因子とし
て研究開発を進めていきたい。 
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