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研究成果の概要（和文）：腸管出血性大腸菌やシトロバクター・ローデンティウムはIII型分泌機構と呼ばれる
仕組みによって感染宿主に菌体由来のタンパク質を打ち込み、宿主細胞に様々な影響を及ぼす。これらの菌は
III型分泌機構のエフェクター、Tirを接着の受容体として結合し、アクチン重合を誘導することによって宿主細
胞に強固に接着する。この接着の際に起こる細胞内のアクチン重合が及ぼす影響についてin vitroとin vivoの
両面から検討した。in vitroの結果からアクチン重合の有無によって種々の遺伝子発現に違いが生じることが、
in vivoの結果からアクチン重合が粘膜免疫誘導に影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Enterohemorrhagic Escherichia coli and Citrobacter rodentium inject proteins
 derived from the bacterium into the infected host by a mechanism called type III secretion system, 
then, exert various effects on the host cell. These bacteria bind Tir, which is an effector of the 
type III secretion system, as a receptor for adhesion, and firmly adhere to host cells with 
induction of actin polymerization. The effect of intracellular actin polymerization during this 
adhesion was examined both in vitro and in vivo. The in vitro results suggest that the differential 
expression of various genes depending on the presence or absence of actin polymerization, and the in
 vivo results suggest that actin polymerization influences mucosal immunity induction.

研究分野：微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
粘膜は様々な感染症の病原体の侵入門戸となるため、粘膜免疫が誘導されることは病原体の侵入を阻止する感染
防御に最も有効な免疫を付与するものと考えられる。本研究では粘膜免疫を誘導する細菌が細胞に接着し、アク
チン重合を誘導することに着目し、アクチン重合が粘膜上皮細胞の遺伝子発現に変化を与え、粘膜免疫誘導にな
んらかの影響を及ぼすことを示唆する結果を得た。このアクチン重合の働きをさらに解明し応用することによっ
て、感染防御に有効な粘膜免疫を誘導するワクチンの開発が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
粘膜面は多くの感染性微生物の侵入門戸であり、粘膜免疫はその第一線で感染防御を行う重
要な免疫系である。粘膜免疫において分泌型 IgA は微生物が宿主へ侵入する前に微生物の持つ
感染に必要な機能分子をブロックできることから、免疫系において最も有効な感染防御機能分
子として古くから認識されている。しかし、血中抗体の産生を誘導するのと同じように分泌型
IgAを誘導するのは容易ではない。Toll様受容体（TLR）は自然免疫受容体の中心的存在であり、
その機能は単に自然免疫系を活性化するのみではなく適応免疫系にも影響を及ぼし、TLR リガ
ンドはアジュバント作用を有することが明らかになってきている。しかし粘膜免疫誘導におい
ては単に TLR シグナルだけでなく、何らかの他のメカニズムによる刺激が必要と考えられる。 
我々の過去の研究で、抗菌薬処理したマウスに腸管出血性大腸菌（EHEC）を持続感染させる
実験系を確立し、EHEC 野生株を感染させると EHEC 特異的な IgA 産生が誘導されるが、III
型分泌装置に関与する遺伝子を破壊した変異株を感染させても IgA 産生は誘導されないことを
明らかにした。近年、IgA産生とTh17細胞の誘導との関連を指摘する報告が多数なされている。
我々は EHEC および Citrobacter を含む腸管上皮細胞にアクチン重合を引き起こすような、上
皮細胞へ密接な結合をする微生物は、Th17細胞を誘導するという知見を得、報告した。このア
クチン重合が粘膜免疫誘導に必要な何らかのシグナルに関与することが示唆されるが詳細は明
らかではない。EHEC接着に伴うアクチン重合は、N-WASP-Arp2/3の活性化により起こること
がわかっている。N-WASPは通常、Rhoファミリー低分子量 Gタンパク質（Rho GTPase）の
一種である Cdc42 により活性化される。しかし、EHEC は細菌由来のエフェクター分子 TccP
によりアクチン重合を誘導し A/E 病変を形成する。このように、細菌の腸管上皮細胞への接着
に伴うアクチン重合は巧妙な仕組みによりコントロールされており、この作用を模倣すること
により病原性とは無関係に抗原特異的 IgA 産生や Th17 細胞等の粘膜免疫を誘導できる可能性
がある。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では EHEC と同様の機構で接着する Citrobacter rodentium（CR）の translocated 

Intimin receptor（Tir）の C末端領域を欠失する変異株を作成し、EHECや CR感染時の特異
的 IgA 産生誘導に対する菌体の上皮細胞への接着およびアクチン重合の意義を明らかにするこ
とを目的とした。in vivoにおいて菌体特異的 IgA産生誘導能にどのような影響を与えるか解析
するとともに、in vitroの培養細胞への感染実験において接着による遺伝子発現がどのように変
化するか、特に IgA 産生誘導に関与すると考えられる遺伝子を中心に明らかにする。また、感
染においては微生物関連分子パターンによってパターン認識受容体の活性化が起こるが、EHEC
や CRの接着においても接着シグナルのみならず、同時に TLR等のシグナルが活性化すると考
えられる。そこで、アクチン重合を誘導する Rho 特異的グアニンヌクレオチド交換因子
（RhoGEF）を用いて、TLR シグナル活性化とアクチン重合同時に引き起こすことによって、
EHEC や CR の接着時の刺激を模倣し、遺伝子発現パターンを解析する。これらを総合して自
然免疫シグナル、細菌の接着およびアクチン重合が粘膜免疫誘導に及ぼす影響の解明を目指し
た。 

 
３．研究の方法 
 
(1) CRのマウス大腸上皮細胞株 CMT-93細胞への in vitro感染実験系を用いて、CR接着時
にマウス腸管上皮細胞株がどのようなタンパク質を発現するか、LC-TOF/MSによるペプチドマ
ッピングを用いて網羅的な解析を行った。 

 
(2) CR の Tir 欠損菌株を、クローン化した Tir またはその変異体を細胞内で発現させた腸管
上皮細胞株に感染・接着させることで、アクチン重合を起こす場合と起こさない場合の感染状態
を in vitroで再現し、宿主細胞の RNAを抽出して qRT-PCR法によって種々の遺伝子発現を検
討した。 

 
(3) in vivoでの腸管上皮細胞に接着およびアクチン重合の意義を検討するため、CRのゲノム
上の遺伝子を改変して、III型分泌機構によって上皮細胞に注入される Tirのアクチン重合の誘
導に必要な C末端側を欠失した変異株（NM株）および接着に必要な細胞外ドメインから C末
端までを欠失した変異株（N株）を作製し、CMT-93細胞に in vitroで両株および CR野生型を
感染させ、菌体を DNAに結合する蛍光試薬で、Tirを蛍光抗体で、重合したアクチンを蛍光標
識したファロイジンで染色して観察し、接着およびアクチン重合の有無を共焦点レーザー蛍光
顕微鏡等を用いて確認した。 

 
(4) In vivo における微生物接着シグナルを解析するために CR 変異株を用いて感染実験を行
った。接着しない変異株を定着させるため、変異導入のマーカーとして同時に導入したカナマイ
シン耐性遺伝子を利用して、マウスにカナマイシンを自由飲水投与した状態で感染させた。さら



に、複数の抗菌薬を前投与して腸内細菌を減少させた後にカナマイシンを自由飲水投与したマ
ウスに感染させた。これらのマウスの感染後 4 週間までの血中および糞便中の抗体価を測定し
た。 

 
(5) 微生物接着シグナルによって引き起こされるアクチン凝集に関連するシグナル伝達の解
析として、Rho GTPaseの活性型を腸管上皮細胞株で発現させ、種々の転写因子の活性化につい
て検討した。また、Rac1および Cdc42を活性化する RhoGEFである KIAA0599の TLRシグ
ナルへの影響を検討した。また、その他のアクチン重合を誘導する RhoGEFとして KIAA0362
について TLRシグナルへの影響を検討した。 

 
４．研究成果 
 
(1) CRを CMT-93細胞への in vitroで感染させ、LC-TOF/MSによるペプチドマッピングを
行ったところ、細胞質タンパク質として約 500種類、細胞培養上清中のタンパク質として約 300
種類のタンパク質が検出され、感染した細菌の産生する III型分泌機構のエフェクタータンパク
質も検出された。しかし、報告されているようなサイトカイン、ケモカインや IgA 産生誘導に
関与するようなタンパク質は検出されなかったことから、さらに検出率を上げるために試料採
取の時間の検討や試料の分画等が必要と考えられた。 

 
(2) CMT-93細胞に Tir全長または C末端側のアクチン重合に必須のドメインを欠損した Tir
を発現させ、Tir 欠損変異株を感染させたところ、CXCL1 等、アクチン重合を誘導する接着に
比べ誘導しない接着の場合にむしろ発現が高いもの、TGF-β等、感染時全てで発現が高いもの、
MIP-1α等、アクチン重合を誘導する接着の場合に発現が高いものなどがみられた。 

 
(3) CMT-93細胞に in vitroで CR野生型およびMN株、N株を感染させ、接着およびアクチ
ン重合の有無を共焦点レーザー蛍光顕微鏡等を用いて確認したところ、野生型では CMT-93 細
胞への接着と、その菌体に隣接する Tirおよびアクチン重合が観察された。一方、MN株は接着
菌量がやや少ないものの、上皮細胞への接着と菌体に隣接する Tirが観察されたが、アクチン重
合は観察されなかった。N株については接着自体が確認されなかった。 

 
(4) マウスにカナマイシンを自由飲水投与した状態でCR野生型および変異株を感染させたと
ころ、野生型は定着したが、変異株の定着菌数は十分ではなかった。このとき、野生型感染マウ
スの血中および糞便中の CR 特異的抗体価は上昇した。N 株感染マウスでは抗体価の上昇は見
られなかったが、MN株感染マウスでは一部抗体価が上昇したマウスが見られた。 
複数の抗菌薬を前投与して腸内細菌を減少させた後にカナマイシンを自由飲水投与したマウ
スに感染させところ、変異株も野生型と同様に腸内に菌は定着した。感染 4 週間後の野生株感
染マウスの血中および糞便中の CR 特異的抗体価は上昇し、LPS によって吸収した血清の抗体
価測定から、大半の抗体は LPS（O抗原）特異的な抗体であることがわかった。また、III型分
泌機構に関連するタンパク質である Tir、Intiminおよび EspBに対する抗体価も上昇すること
がわかった。変異株感染マウスの血中および糞便中の抗体価を測定したところ、LPS 特異的な
抗体価は野生株同様に上昇がみられた。Tir、Intimin および EspB に対する抗体価は、N 株感
染によっては上昇しなかった。NM株感染の場合、一部抗体価の上昇がみられたものの明確な結
果は得られなかった。過去に EHEC感染モデルによって得られた結果では、接着しない変異株
では LPS特異的な糞便中抗体価は上昇しておらず、今回の結果と異なる。しかし、アクチン重
合の誘導の有無で一部異なる結果が得られており、菌の接着のみならずアクチン重合が特異的
な抗体誘導に何らかの影響を及ぼすことが示唆された。 

 
(5) Rho GTPaseである RhoA、Rac1および Cdc42の活性型を CMT-93細胞で発現させ、種々
の転写因子の活性化について検討したところ、Rho GTPaseのうち Cdc42は NF-κBを活性化
したが、RhoAおよび Rac1は活性化しなかった。Rac1および Cdc42を活性化する RhoGEFで
ある KIAA0599の TLRシグナルへの影響を検討したところ、TRIF依存的シグナルを増強する
ことを見出した。この活性化増強は、RhoA、Rac1または Cdc42の不活性型変異体を共発現さ
せても抑制されなかった。さらに、KIAA0599の Rho GTPase活性化ドメイン欠失変異体でも
増強活性がみられた。よって、KIAA0599は Rho GTPaseの活性化とは無関係に TRIF依存的
シグナルを増強すると考えられた。また、Cdc42を活性化する RhoGEFである KIAA0362につ
いて、TLRシグナルへの影響を検討したところ、やはり Rho GTPaseの活性化を介することな
く TLRシグナルの TRIF依存的経路に関与するリン酸化 IRF-3による PRD III/Iプロモーター
の転写活性を増強することを見出した。さらに、アクチン重合を誘導する RhoGEF のうち
KIAA0362について TLRシグナルへの影響を検討したところ、KIAA0362は TLR刺激によっ
て活性化する TRIF依存的およびMyD88依存的シグナルを増強し、特に TRIF依存的シグナル
では転写因子である IRF-3 の核内への移行が促進されることによってシグナルを増強するメカ
ニズムが示唆された。 
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