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研究成果の概要（和文）：EPEC 感染による細胞周期の停止は EPEC から分泌されるエフェク

ター分子 Cif によるものであることを明らかにした。Cif は感染細胞内で標的分子と結合し、

細胞周期を G1 期に停止させる。この結果から、EPEC は細胞周期を停止させることで腸管の

ターンオーバーを抑制し、上皮細胞へ効率よく定着すると考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：EPEC infection causes host cell cycle arrest. We found that Cif 

(cell cycle inhibiting factors) secreted by EPEC on bacterial infection inhibited host 

cell cycle progression at G1 Phase by interacting with host cell factor. Our study 

suggested that EPEC deploys a special tactic to prevent rapid epithelial turnover in order 

to maintain epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管病原性大腸菌は乳幼児を中心に下痢が
発症する病原性大腸菌で、感染の過程で菌が

有するタイプ III分泌装置を介して一群の病
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原因子(エフェクター)を宿主細胞に移動さ

せることが知られている。近年、病原細菌の

感染において細胞周期を制御するエフェク

ターが報告され、これらの病原細菌のエフェ

クターや毒素を「サイクロモジュリン」と呼

ぶことが提唱された。病原細菌は感染の過程

で様々な宿主因子と相互作用し、感染を成立

させることが最近の研究で明らかになって

きた。しかし、細菌エフェクター分子には未

解析のものが多く、本研究ではこれらの細菌

エフェクター分子の機能を明らかにするこ

とで、感染成立機構の解明に繋がると考えら

れる。 

 
２．研究の目的 

本研究計画では、病原性大腸菌の感染成立に

至る過程を、特に各感染過程における宿主細

胞の細胞周期制御に関わるエフェクターの

機能を明らかにし、感染に果たす役割を解明

することを目指す。具体的には腸管病原性大

腸菌（EPEC)のエフェクターである“Cif”の

解析を行う。野生株を細胞に感染させると細

胞周期が停止するが、Cif の欠損株を感染さ

せると細胞周期停止能がなくなることから

サイクロモジュリンとして働いているとさ

れている。しかし、Cif による細胞周期の停

止メカニズムや作用機構などはほとんど知

られていない。Cif の細胞内機能および感染

に果たす役割について宿主結合分子を同定

し、Cif による細胞周期停止の分子メカニズ

ムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) EPEC のエフェクター Cif が感染成立に

果たす役割を解析する。野生型と上記エ

フェクター欠損株を感染対象となりうる

上皮細胞・マクロファージ細胞・リンパ

球系細胞株に感染させ、侵入効率・細胞

死誘導能力・細胞接着・細胞周期などを

指標にエフェクターの役割を調べる。 

(2) エフェクターに対する抗体、及び GFP 

との融合蛋白質発現系を作製し、各エフ

ェクターの宿主細胞内局在を蛍光顕微

鏡や免疫電顕等で明らかにする。 

(3) 特に上記のエフェクターは細胞周期の

進行に関わっていると予想されるため、

細胞周期依存的に局在の変化を調べる

ことは重要な情報である。最近開発され

た、生細胞の細胞周期の進行をリアルタ

イムで観察できる蛍光プローブ Fucci 

(Fluorescent Ubiqutination-based 

Cell Cycle Indicator)を用いて、細胞

周期を可視化できる。Fucci を安定的に

発現する細胞株を用いて、EPEC 野生株及

び Cif 変異体株を感染させ、蛍光顕微鏡

で live-imaging を観察し、詳しくどの

細胞周期に異常があるかを観察する。 

(4) Cif の様々な部分欠失変異体や点変異体

を作製し、(1)や(2)の結果から得られた

エフェクターの表現型(局在の変化、細

胞周期への影響など)を指標として、エ

フェクターの機能ドメインを決定する。

これらの結果から機能ドメインと予想

されたアミノ酸を変換した EPEC の変異

株作成し感染対象となりうる細胞に感

染させ、細胞周期への影響などを調べる。

EPEC 感染に果たす Cif の機能を明らか

にする。 

(5) Yeast-Two-hybrid 法により Cif の宿主

標的蛋白質を同定する。いくつか同定し

た標的宿主蛋白質と Cif との結合を in 

vitro pull-down assay 及び 免疫沈降を

用いて宿主細胞で結合していることを確

認する。Cif と同定した標的蛋白質の結

合が細胞周期にどのように影響をするか

を調べる。 

 



 

 

４．研究成果 

(1) EPEC のエフェクター Cif が感染

成立に果たす役割を解析するため、

野生型と上記エフェクター欠損株

を上皮細胞に感染させ、細胞死誘導

能力・細胞接着・細胞周期などを調

べた。その結果、野生株感染では細

胞周期の進行に以上があることが

明らかになった。細胞周期進行は、ユ

ビキチン化を介した細胞周期調節因子

群の選択的分解が中心的な役割を果た

している。そこで申請者は、Cif による

細胞周期抑制と蛋白質分解の関連につ

いて検討した。EPEC 感染細胞内でのユ

ビキチン化された蛋白質を調べた結果、

野生株の感染 (WT) では、非感染 (ni) 

や cif 欠損株感染 (cif) に比べてユ

ビキチン化蛋白質が蓄積していること

を見出した（図 1）。Cif は宿主のユビキ

チン経路への干渉を通して、細胞周期を

抑制していることが予測された。 

(2) GFP との融合蛋白質発現系を作製し、

エフェクターの宿主細胞内局在を

蛍光顕微鏡で調べた。その結果、

GFP-Cif は核に局在することを観

察した。細胞周期進行に関わる蛋白

質の多くは核に局在するため、上記

のエフェクターが細胞周期の進行

に関わっていると予想される重要

な情報である。 

(3) 野生株及び Cif 変異体株を感染さ

せ、蛍光顕微鏡で live-imaging を

観察し、詳しくどの細胞周期に異常

があるかを観察した。SCF 複合体の基

質 (赤) と APC の基質 (緑) のそれぞ

れに異なる蛍光蛋白質を融合し発現さ

せた Fucci 細胞に、EPEC を感染させる

と、cif 欠損株感染（cif）と比較して

野生株感染（WT）では細胞周期が G1 期

で停止していた (図 1）。 

(4) Cif の様々な部分欠失変異体や点変

異体を作製し、(1)や(2)の結果から

得られたエフェクターの表現型(局

在の変化、細胞周期への影響など)

を指標として、エフェクターの機能

ドメインを決定し、システイン 109 

が活性に大事であることを見いだ

した。これらの結果からシステイン 

109 をアルギニンに置換した EPEC 

の変異株を作成した。変異株を HeLa

細胞に感染させ、細胞周期への影響

などを調べた結果、細胞周期停止能

がないことを見いだした。以上の結

果から Cif のシステイン 109 は

細胞周期制御能に重要であること

を示唆された。 

(5) Yeast-Two-hybrid 法や Protein micro 

array 法により Cif の宿主標的蛋白質

の同定を試みた。その結果、いくつか標

的宿主蛋白質を同定した。同定した標的

宿主蛋白質に対して Cif との結合を 

in vitro pull-down assay 及び 免疫沈

降を用いて宿主細胞内で結合している

ことを確認した。同定した標的宿主蛋白

質の抗体を作成し、細胞内の局在を調べ



 

 

た結果、GFP-Cif と同様に核内に局在す

ることを見いだした。これらの結果から、

Cif の標的宿主蛋白質と結合して細胞

周期をG1期に停止させると考えられる。 

 

EPEC は、有効なワクチンもいまだに開発され

ていないため、新たな治療薬の開発が望まれ

ている。本研究によって明らかになる Cif と

標的因子との分子基盤を、抗菌剤や蛋白質機

能を制御する手法開発につなげることが期

待できる。Cif ホモログは EPEC のみならず、 

O157 や Burkholderia 属菌等の病原細菌に

も存在することから、広範な腸管病原細菌の

治療薬の開発に貢献できると考えられる。 
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