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研究成果の概要（和文）：志賀毒素（Stx）はO157:H7に代表される腸管出血性大腸菌が産生する主要な病原因子であり
、時に致死的な合併症を引き起こす。最も頻繁に検出されるStxは、Stx1aとStx2aであるが、個体に対する毒性はStx2a
のほうがはるかに強い。しかしながら、その強毒性発現の分子機構は不明であった。本研究により、Stx2aは一旦標的
細胞に侵入した後、膜構造体をとって遊離すること、Stx1aではこのような現象は起こらないこと、さらにその構造体
をとったStx2aが個体での強毒性を発揮する本態であることが示された。本知見により本疾患の治療にむけた新たな創
薬分子の設定が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Shiga toxin (Stx) is a major virulence factor of enterohemorrhagic E. coli 
(EHEC), which causes bloody diarrhea, hemorrhagic colitis, and sometimes life-threatening systemic 
complications, such as acute encephalopathy and hemolytic-uremic syndrome. Stx can be classified into two 
major subgroups, Stx1a and Stx2a. Although Stx2a is highly virulent and linked with serious human 
disorders when compared to Stx1a, the precise molecular mechanism by which Stx2a exerts its virulence in 
vivo has not been elucidated at all. In this study, we found that Stx2a, but not Stx1a, released from the 
target cells as its active form after being processed in the cells. Interestingly, a part of this 
activated Stx2a constituted an exosome-like structure. This exosome-like structure was found to cause 
severe renal failure, such as markedly increased urine volume, suggesting a possibility of the 
pathological importance of this Stx2a-specific structure in the cause of systemic complications.

研究分野：細胞生物学

キーワード： Shiga toxin　小胞輸送　リサイクリング　腎毒性　exosome　ペプチド
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１．研究開始当初の背景 
 2011 年５月にドイツを中心として EU 全
域に発生した腸管出血生大腸菌（EHEC）
O104:H4 による大規模感染は、感染者数
4075人、死亡者数は 50人、かつ溶血性尿毒
症症候群(HUS)の発症率は 25%という過去
に例をみない重篤化率を記録した。また、日
本でも同年４月に北陸地方を中心として
EHEC O111の大規模感染が発生し、感染者
数 160人、死亡者数 5人を数えた。これらの
菌体は Shiga toxin2a(Stx2a)を主要な病原因
子として産生する。現在抗生物質の使用は毒
素血症を引き起こす懸念から、WHO でも検
討課題とされており、Stx2aの強毒性を阻害
する薬剤の開発に大きな期待が持たれてい
る。 
 Stx は腸管上皮細胞を障害することによっ
て下痢や出血性大腸炎を引き起こすが、極微
量でも血中に侵入してしまうと、溶血性尿毒
症症候群(HUS)や脳症等の生命に関わる重篤
な合併症を併発する。Stxには Stx1ならびに
Stx2の２つのファミリーが存在し、またそれ
ぞれに複数のバリアントが存在する。Stx1
では Stx1aが、Stx2では Stx2aが、各ファ
ミリーの中で最も頻繁に検出されるバリア
ントである。Stx1aと Stx2a は Vero細胞に
対してはほぼ同等の毒性を示すが、その一方
でマウスに対する LD50 値で比較すると、
Stx2aの方がStx1aよりも 500-600倍強毒で
あり、さらに臨床的にも Stx2aの方が症状の
重篤化に深く関与していることが示されて
いる。しかしながら、その強毒性発現の分子
機構については未だに明らかにされていな
い。従って、生体での Stx２a の強毒性発現
機構を明らかにし、その過程を制御する手法
を開発することは本感染症の克服にとって
極めて重要である。 
 Stxは、細胞膜上に存在する糖脂質 Gb3を
受容体とし、その糖鎖部（グロボ３糖）を介
して標的細胞に結合する。その後、エンドサ
イトーシスの過程を経て、初期エンドソーム
内に取り込まれ、後期エンドソームを経由す
ることなく、ゴルジ体（TGN,CGN）、さらに
小胞体（ER）へと運ばれる。ERから毒素本
体である A サブユニットが細胞質に移行し、
タンパク質合成阻害を引き起こす。この輸送
経路は逆行輸送と呼ばれており、Stx の毒性
発現に必須であると考えられている。最近
我々は、標的細胞内での Stx2aの小胞輸送に
は Stx1a にはない特徴的な経路（TGN から
リサイクリングエンドソームへの輸送経路）
が存在していること、その結果 Stx2aは活性
型 Stx2a（Aサブユニットがプロテアーゼで
プロセシングされた Stx2a）となって効率よ
く細胞外に放出されること、さらにマウスに
Stx2aを静脈投与すると活性型 Stx2aが血中
に検出できるが、Stx2aと血漿をインキュベ
ーションしても活性型は生じないこと、を見
出した。これらの結果は、Stx2aに特徴的な
細胞内小胞輸送が個体でのStx2aの強毒性発

現に密接に関与していることを示唆してい
る。 
 
２．研究の目的 
 Stx2aが強毒性を発現する分子機構の解明
は、EHEC感染症が報告されて以来 25年以
上にわたって未解決の課題である。本研究で
は、Stx2aの細胞内輸送というユニークな視
点からこの課題の解明を目指すものであり、
１）先述した Stx2aに特徴的な小胞輸送の分
子機構を明らかにすること、２）さらにこの
現象が生体内でのStx2aの強毒性発現にどの
ように関与しているかを解明すること、を目
的とする。本研究で得られる成果は、新たな
治療標的の同定、治療戦略の確立へと発展す
るものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) Stx2a に特徴的な小胞輸送の分子機の構
解明は以下に示す検討によって順次推進し、
その過程で得られた関連分子を新規創薬標
的として確立する。 
① Stx1aと Stx2aの細胞内輸送の相違を生
む Stx側の責任領域の決定。Stx1aならびに
Stx2a のお互いの B-サブユニットを交換し
たハイブリッド型 Stxを作製し、これら一連
の Stxを用いて、輸送に及ぼす影響を検討す
る。 
② Stx1aならびにStx2aのB-サブユニット
と受容体結合後のシグナル伝達機構の解明。
本検討によりStx2aに特徴的な輸送に密接に
関連しているシグナル分子を同定する。 
③ Stx のグロボ３糖結合部位特異的阻害分
子を用いて B-サブユニット下流のシグナル
伝達機構の解明を行なうとともに、本阻害分
子を機能的に進化させることにより、輸送制
御分子として発展させる。 
④ RNA干渉法ならびにCRISPER/Cas9シ
ステムを用いた、Stx2aの細胞外へのリリース
に対するRab11の関与。細胞内小胞輸送のう
ちリサイクリングに密接に関与している
Rab11の役割を検討する。 
 
(2) Stx2a 特徴的な小胞輸送の結果細胞に遊
離される Stx2a構造体の解明と、個体におけ
る強毒性発現との関連は以下の検討によっ
て順次推進してゆく。 
① 細胞外に放出されるStx2aの存在形態の
解明ならびに性状解析。 
② 細胞外に遊離されるStx2a構造体の活性
を、細胞レベルならびにマウス個体における
毒性を指標に検討する。評価にあたっては、
特に臨床上EHEC感染症でもっとも問題とな
る腎毒性に着目して行なう。 
 
４．研究成果 
(1) Stx2a に特徴的な小胞輸送の分子機の構
解明。 
① Stx1aと Stx2aの細胞内輸送の相違を生



む Stx 側の責任領域の決定。我々はすでに、
Stx1aと Stx2aとでは、両者の受容体認識に
利用されるグロボ３糖結合部位が異なって
いることを見出している。この相違が Stx2a
に特徴的な経路に直接関与しているか否か、
すなわち B-サブユニットが本経路を規定し
ているのか、また A-subunitの関与はあるの
か、等について検討する。このため Stx1aな
らびに Stx2aのA-, B-サブユニットそれぞれ
を入れ替えたハイブリッド Stxを作製し、そ
れぞれの細胞内小胞輸送経路を詳細に検討
する。ハイブリッド作製にあたっては、各 Stx
をmgオーダーで精製したのち、ウレアによ
る変性、A-ならびに B-subunitを分離、お互
いを入れ替えた後ウレアを除去し再会合、さ
せることによって調製する。得られたハイブ
リッド型 Stxを用い、それぞれの細胞内輸送
を検討した結果、A-サブユニットのタイプに
関わらず、Stx2aの B-サブユニットを持って
いれば活性型 Stxの細胞外への遊離が起こる
こと、すなわち Stx2a の B-サブユニットに
よって本経路が規定されていることを見出
した。本知見は以下に示す、B-サブユニット
が受容体に結合後に発生するシグナルがそ
の後の輸送を決定している可能性を示唆し
ている。 
② Stx1aならびにStx2aのB-サブユニット
と受容体結合後のシグナル伝達機構の解明。
Stx1aならびにStx2aのB-サブユニットそれ
ぞれについて、受容体に結合後その下流の各
種シグナル分子の活性化を詳細に検討した。
その結果、Stx1a Bサブユニットについては、
ERK, p38の活性化、NFB経路の活性化を
引き起こしていること、さらにこれらシグナ
ルの下流であるMIP1, IL8, TNFの発現誘
導を起こしていることが明らかとなった。ま
た、Stx2a Bサブユニットについては、ERK, 
p38の活性化を同様に引き起こしていること
を明らかにした。 
③ Stx のグロボ３糖結合部位特異的阻害分
子を用いた B-サブユニット下流のシグナル
伝達機構の解明。これまでに開発してきたペ
プチド性 Stx阻害分子を用い、上記 Stx1aな
らびにStx2aによって発生するシグナルに対
する効果を検討した。その結果、２種のペプ
チド性 Stx 阻害分子を用いることにより、
Stx1aならびに Stx2aでは毒性発現に関わる
シグナルが異なっている可能性を示すこと
ができた。特に Stx2の毒性発現には p38が
密接に関与していることを示すことができ
た。この結果は、aa特異的輸送を制御する分
子を開発する上で非常に有力な標的分子が
同定できたことを意味する。その一方で、こ
の２種のペプチド性 Stx阻害分子のモチーフ
をベースとして、Intabis AG社の CellSpots 
合成装置を用いて数百のレベルでモチーフ
スクリーニングを行い、p38を制御し、さら
にStx2aの細胞外への遊離を制御する分子を

スクリーニング中である。スクリーニングに
あたっては、今回新たに４価のペプチドを数
百のレベルでシート上に合成する技術を確
立し、わずか１アミノ酸の相違を認識するモ
チーフを取得する技術を確立することがで
きた（投稿中）。 
④ RNA干渉法ならびにCRISPER/Cas9シ
ステムを用いた、Stx2aの細胞外へのリリース
に対するRab11の関与。細胞内小胞のリサイ
クリングに重要な役割を果たしているRab11
に着目し、まずRNA干渉法によって、Rab11
の2種のサブタイプ、Rab11aとRab11bをそれ
ぞれノックダウンさせる系を確立した。それ
ぞれをノックダウンさせVero cellを用い、
Stx1ならびにStx2aを取り込ませたあと、細胞
内に存在しているStx(セルライセート)、なら
びに細胞外へとリリースされたStx(TCA ppt)
、リソソームで分解されて細胞外へとリリー
スされたStx(TCA sup)を定量し、Stx1と
Stx2aの細胞内輸送におけるRab11の関与に
ついて検討を行った。その結果、Rab11bをノ
ックダウンすると、Rab11aをノックダウンし
た場合よりも細胞外へとリリースされた
Stx2aの量が有意に減少すること、すなわち
St2特異的なリサイクリング経路にはRa11b
が密接に関与していることを明らかにした。
すなわち、Rab11bと極めて類似した構造を有
するRab11aでは関与が低いことから、本経路
が厳密に制御されている可能性を示すことが
できたとともに、Rab11bが新たな創薬標的と
なり得ることが示された。 
さらに、siRNA法によるノックダウンの効率
ならびに特異性を向上させるため、新たに
CRISPER/Cas9システムを導入し、安定的に
各 Rab11 サブタイプをノックアウトする系
の確立を試みた。その結果、siRNA法に比し
大きな改善は得られなかったものの、
CRISPER/Cas9法が有効に機能し、各サブタ
イプのノックアウトが可能であることが示
された。これら２つの独立したノックダウン
系を用いることにより、よりオフターゲット
効果を排除した Rab11bの詳細な機能解析が
可能となった。今後リサイクリング経路にお
いて重要性が示唆されている Rab7, Rab23
の関与を検討してゆく際の技術的基盤とな
るものと期待される。 
 
(2) Stx2a の個体における強毒性発現と
Stx2a特徴的な小胞輸送との関連は以下の検
討によって順次推進してゆく。 
① 細胞外に放出されるStx2aの存在形態の
解明ならびに性状解析。先述したようにStx2a
は活性型となって細胞外に放出されるが、こ
の遊離されたStx2aの毒性、形態に関して詳細
に検討する。特に個体でのStx1aと２aの毒性
の顕著な相違に、この細胞外に遊離されてく
るStx2aが関与しているのであれば、この点に
関する詳細な検討は本研究の重要な部分を構
成する。まず、細胞外に放出されるStx2aを含
む細胞培養上清を回収し、この上清をゲル濾



過にて分画した。純品のStx2aは低分子量画分
に分画されるにも関わらず、細胞培養上清に
回収されるStx2aの一部は高分子量画分に分
画されること、このサイズはexosomeとして
知られている細胞由来の小胞画分と一致する
ことを見出した。このことは細胞培養上清に
回収されるStx2a はexosome様の膜構造体を
構成している可能性があることを示している
。そこで、exosomeのマーカータンパクであ
るAlixならびにtsg101の抗体を用いて検討し
たところ、これら分子が本画分に存在するこ
と、さらにこれら分子はStx2aに対する抗体で
免疫沈降さえること、さらに超遠心分画法に
よってもこれらマーカーと同じ画分に高分子
量画分中のStx2aが分画されること、を見出し
た。これらの結果は、細胞外に放出される
Stx2aの一部はexosome様の構造体（
exo-Stx2a）を構成していることを明瞭に示し 
いる（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
図１ 

 
 
② 細胞外に遊離されるStx2a構造体の細胞
レベルならびにマウス個体における毒性。 
上記細胞培養上清に回収されるexo-Stx2aと
純品Stx2aの細胞障害活性をVero細胞を用い
て調べたところ、ほぼ同じ細胞毒性を示すこ
とが示された。これに対し、両者を個体死を
起こさない量（Stx2a量；0.1, 0.3 ng/body）
でマウスに投与したところ、0.1 ng/bodyで投
与４日後、0.3 ng/bodyで６日後をピークとし
て、exo-Stx2aを投与した場合にのみ著しい尿
量の増加が観察された（図２）。このとき腎尿
細管にexo-Stx2aを投与した場合により重篤
な組織障害が観察された。本結果はexo-Stx2a
が形成されることが個体でのStx2aの強毒性
の本体である可能性を強く示唆する初めての
知見である。 
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