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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、イオタ毒素の作用機構を明らかにし、本菌感染症の治療法を開発
することである。イオタ毒素のIbは、リポタンパク質受容体で、細胞バリア機能に重要なLSRに結合して作用す
ることを明らかにした。本毒素の細胞侵入は、初期にリソソームのエキソサイトーシスを惹起して、酸性スフィ
ンゴミエリナーゼ(ASMase)を細胞外に遊離させる。ASMaseが、細胞膜外側のスフィンゴミエリンを分解してセラ
ミド(Cer) が生成する。Cerの蓄積は膜の陥入を誘導してエンドサイトーシスが惹起され、細胞内に侵入するこ
とが判明した。イオタ毒素の作用機構の解明から、毒素の作用を阻害する治療薬の開発が可能となる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the mechanism of action of iota 
toxin and to develop a treatment for this infection. Iota toxin Ib has been shown to act by binding 
to LSR, which is a lipoprotein receptor and important for cell barrier function. Cellular entry of 
the toxin initially causes lysosomal exocytosis to release acid sphingomyelinase (ASMase) 
extracellularly. ASMase degrades sphingomyelin outside the cell membrane to form ceramide (Cer). It 
was found that accumulation of Cer induces membrane invagination to induce endocytosis and the toxin
 entries into cells. Elucidation of the mechanism of action of iota toxin enables the development of
 therapeutic agents that inhibit the action of the toxin.

研究分野：医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、腸性中毒症の原因である、E型ウエルシュ菌イオタ毒素の病原性発現機構を解明した。学術的意義
としては、本毒素の細胞内侵入において宿主細胞のASMase遊離により、細胞膜外側にセラミドが蓄積し、エンド
サイトーシスで侵入する。すなわち、このメカニズムは、宿主細胞がもつ膜修復機構を利用して侵入することが
初めて明らかとなった。社会的意義として、本菌は、動物（主に家畜）腸性中毒症の原因菌であることから、本
感染症の治療には、ASMase阻害剤やエンドサイトーシス阻害剤が治療薬として今後応用が期待されることがあげ
られる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ウエルシュ菌のイオタ毒素は、腸性中毒症の原因で、イオタ a成分(Ia)とイオタ b成分(Ib)

の二成分から成る毒素で、両者の共存下で致死や細胞毒性などを示す。Ia は NAD+を水解して

G-アクチンを ADP-リボシル化し、Ib は細胞への Ia の侵入に関与する。国内外でイオタ毒素の

感染メカニズムを検討しているグループはなく、本毒素の作用メカニズム解明と治療薬の開発

は、新規なプロジェクトである。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、腸性中毒症の原因であるイオタ毒素の細胞障害作用と病原性発現機構を解

明することである。本毒素は細胞内に侵入後、アクチンを ADP-リボシル化して細胞障害を示す

が、病原性との関連は不明である。本研究では、イオタ毒素の受容体の役割、細胞レベルでの

障害機構、in vivo でのイオタ毒素の病理組織学的解析、治療薬の開発を行う。さらに、二成

分毒素の作用機構解明にも大きく寄与する。 
 
３．研究の方法 
イオタ毒素の毒性メカニズムの解析と治療薬の開発のため、以下の方法を行った。 

（1）腸管上皮バリア破壊作用： 培養腸管由来細胞(Caco-2細胞)の上皮バリアを破壊する作用

を見出している。LSR はトリセルラージャンクション(TCJ)に豊富に存在するので、毒素の

Caco-2細胞上皮バリア破壊に対する LSRの役割を検討する。また、TCJに存在するクローディ

ンや ZO-1の毒素作用後の変化を観察する。 

（2）細胞毒性メカニズム：  Ib処理細胞のリン酸化タンパクアレイの結果より、特に Hsp90

と EGFRのシグナルが特異的に活性化されていた。これらの活性化分子を介したシグナル伝達

系が Ibによる毒性発現に関与するかどうかを Hsp90や EGFRの挙動から詳細に解析する。リン

脂質代謝の測定は、毒素処理した細胞からリン脂質を抽出後、GE ヘルスケアのイメージ解析

システムにより分析する。イオタ毒素の細胞内への侵入は蛍光抗体法により共焦点レーザー顕

微鏡（ニコン社）やフローサイトメーター（コールター社）を用いて解析する。 

（3）マウス回腸ループに対する作用： イオタ毒素をマウス回腸ループに投与して病理組織学

的変化を観察する。免疫組織染色により、腸管粘膜表面のいずれの部位に毒素が結合している

か、または、粘膜上皮内に侵入後、いずれの部位に集積するかを明らかにする。さらに、毒素

のパイエル板のM細胞に対する作用などを明らかにする。 

 
４．研究成果 

腸性中毒症の原因であるＥ型ウエルシュ菌のイオタ毒素の細胞障害作用のメカニズムを検討

してきた。 

本研究では、本毒素の細胞レベルでの検討を行った。Ib が細胞膜のレセプターに結合後、オ

リゴマーを形成し、これに Ia が結合して細胞内に侵入する。Ib の受容体として、

Lipolysis-stimulated lip oprotein receptor(LSR)が報告されている。LSR は、N末側（270

残基）が細胞膜に露出した膜一回貫通型の受容体である。そこで、Ibが LSR の N末側のいずれ

の領域に結合するかを明らかにするため、LSR の N 末側を削除した変異体を、LSR を発現してい

ない細胞で発現させ、Ib の結合を観察した。その結果、Ib は、LSR の N 末側 25 残基と結合す

ることが判明した。さらに、siRNA で LSR をノックダウンした細胞では、Ib の結合作用が認め

られなかった。次に、イオタ毒素のエンドサイトーシスの初期を明らかにするため、エンドサ

イトーシスの初期に関与する酵素であるスフィンゴミエリナーゼ（ASMase)の役割を検討した。

その結果、ASMase 阻害剤や ASMase のノックダウンで、毒素の作用が抑制された。以上よりイ

オタ毒素は、LSR の N 末側 25 残基に結合し、エンドサイトーシス時に ASMase を活性化して侵

入することが判明した。 

本研究では、LSRと相互作用して細胞の結合に関与するIbのＣドメイン（Ｄ4）の役割を検討し

た。Ｄ4は、大腸菌で組換え体にして発現させ精製した。Ｄ4は、Wild-type Ibと同様、細胞に結



合し、さらに、Ｄ4は、Ia+Ibによる細胞毒性を強く抑制した。すなわち、IbのＣ末ドメインは、

LSRへの結合に関与し、本毒素のエンドサイトーシスの惹起に関与することが判明した。一方、

Ｄ4は、トリセルラージャンクションに存在するLSRに作用して障害を示すことから、Ibの毒性の

本態であると考えられる。 

 イオタ毒素の腸管に対する影響を検討するため、回腸の病理組織標本を作成して観察すると、

イオタ毒素の処理量に依存して、回腸ループでの液体貯留が毒素量依存的に増加した。腸管由来

Caco2細胞の上皮バリアに対する影響を検討すると、イオタ毒素をトランズウエルで3週間培養し

たCaco2細胞に作用させると、本毒素は、この細胞のLSRに結合して、上皮バリアを破壊すること

が、経上皮電気抵抗値の測定より明らかとなった。この時、イオタ毒素処理後のタイトジャンク

ションタンパクであるZO-1やクローディンの変化は認められなかったが、細胞骨格を形成するF-

アクチンの減少が認められた。 次にマウス回腸ループに対するイオタ毒素の作用を検討すると

本毒素3時間処理で回腸の絨毛の破壊が観察された。 

 以上より、イオタ毒素は、腸管上皮の LSR に作用して、バリア機能を破壊し、腸管障害を示

すことが明らかとなった。 
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