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研究成果の概要： 病原性大腸菌である腸管出血性大腸菌(EHEC)，腸管病原性大腸菌(EPEC)は，
共に III 型分泌装置を介してエフェクターと呼ばれる病原因子を宿主細胞内に注入することが
知られている。これら病原性大腸菌の機能未知なエフェクターについて網羅的な解析を行った
結果，NleC はリボソームタンパク質 S10 と相互作用することで，宿主翻訳系を阻害するエフ
ェクターであることを明らかにした。さらに，EspJ の宿主内での機能は精査中であるが，この
エフェクターは感染時にミトコンドリアに局在することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腸管病原性大腸菌（enteropathogenic E. 
coli, 以下 EPEC と略す）は主に乳幼児に下痢
を発症し，発展途上国における下痢起因菌の
ひとつとして知られている。一方，血清型
O157 に代表される腸管出血性大腸菌
（enterohemorrhagic E. coli, 以下 EHECと略
す）は主に乳幼児，免疫能力の低下した高齢
者に下痢を発症する食中毒起因菌の一つで
ある。 

(2) EPEC/EHEC による感染は下痢を主訴と
し，この下痢惹起には両細菌が保持する III
型分泌装置が関与していることが報告され
ている。最近の研究では，この分泌装置によ
って宿主細胞に移行するエフェクター（宿主
に移行し宿主の生理機能を攪乱する病原因
子）が宿主側因子と相互作用することで，下
痢を誘導することが示唆されている。 
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EHEC/EPEC は，ほぼ共通したエフェクター
のサブセットを有している。現在，機能解析
が進んでいるエフェクターは 10 前後であり，
その他のエフェクターについては機能が未
知である。本研究の目的はエフェクターの機
能を網羅的に解析し，EPEC/EHEC の下痢発
症機構を分子レベルで理解することにより，
両細菌における感染制御の分子基盤を確立
することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究ではコンピューターを用いて， 
図１に示されるパラメーターでエフェクタ
ーの予測を行った。 

エフェクター遺伝子のマーカーとしてエフ
ェクター近傍に位置するシャペロンに注目
した。エフェクター固有のシャペロンは等電
点が低く，アミノ酸残基で 110-170 の範囲
に集中している。そこで現在ゲノム情報が公
開されている O157 EHEC 堺株について上記
パラメーターを設定したところ，258 ORF が
該当した。これらについて BLAST 解析を行い
シャペロンではない ORF を排除したところ，
128 ORF のシャペロン候補を得た。エフェク
ターはシャペロン近傍に位置している場合
が多いという性質を利用して，128 ORF の上
流と下流領域について BLAST 検索を行いエ
フェクターの予測を行った。この解析で既知
タンパク質と既知エフェクターを排除し，19
のエフェクター候補を得た。また，エフェク
ター固有のシャペロンをマーカーとする以
外に，IS (挿入配列)にも着目してエフェクタ
ー予測を行った。病原遺伝子はもともと外来
の遺伝子が IS を介してゲノム上に挿入され
る場合がある。そこで IS 近傍に存在する遺伝
子についても BLAST 解析を行い，31 のエフ
ェクター候補を得た。このようにO157 EHEC
堺株のゲノム上にコードされる5361の ORF

から，最終的に 50 個のエフェクター候補を
選択した。 
(2) 上記方法で得られたエフェクター遺伝
子候補については，EHEC O157 堺株の染色
体 DNA を鋳型として PCR にて増幅し，ファ
ージの部位特異的組換え系を利用して
pDONR201 ベクターにクローニングした。候
補遺伝子の大量処理を図るために，PCR 条件
を同一となるようにプライマー設計を行っ
た。すなわち開始コドンから 150 アミノ酸ま
での領域 (450 bp)を PCR にて増幅し，部位
特異的組換え酵素である BP clonase の存在
下で増幅断片と pDONR201 を混合させるこ
とで組換え体を得た。この組換え体と当該研
究室にて構築した pCX-attR を LR clonase の
存在下で反応させることでエフェクター遺
伝子と blaM (βラクタマーゼをコードする)
の融合遺伝子を得た。融合遺伝子の発現ベク
ターを EHEC O157 堺株にエレクトロポレー
ション法にて導入した。エフェクター遺伝子
が BlaM と融合された場合は，菌体の融合遺
伝子産物は III 型分泌装置を介し菌体外に分
泌される。すなわち菌体培養上清から分泌タ
ンパク質を調整し，抗 Bla 抗体にてウエスタ
ン法を行うことでエフェクターの一次スク
リーニングが可能となる。一次スクリーニン
グを通過したエフェクター候補については，
EHECの III型分泌装置欠損株を用いて同様な
操作を行い，融合タンパク質が III 型分泌装置
に依存して分泌されるのかについて確認し
た。 
(3) 大腸菌を用いたtwo-hybrid法にて上記
エフェクター候補と相互作用する宿主側因
子の同定を行った。この解析手法にてエフェ
クターと相互作用が示唆された宿主側因子
については，EPEC/EHECを培養細胞に感染後，
エフェクターと宿主側因子について，両者の
局在を解析した。また，エフェクター欠損株
を用いて培養細胞による感染実験を行い，野
生株感染細胞と比較解析を行うことで，感染
時におけるエフェクターの性質を詳細に解
析した。さらに，リボソームタンパク質S10
と相互作用したエフェクターについては，ウ
サギの網状赤血球ライセートによるin vitro
の翻訳系にて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 未知エフェクターの同定： コンピュー
ター解析によりエフェクター候補を抽出し，



 

 

各々クローニングを行い，blaM との融合遺
伝子を作製後，EHEC O157堺株に導入した。
エフェクター遺伝子が BlaM と融合すると，
菌体内の融合産物は III 型分泌装置を介して，
菌体外に分泌される。すなわち培養上清から
分泌タンパク質を調整し，抗 Bla 抗体にてウ
エ ス タ ン 法 を 行 っ た 結 果 ， ECs3485, 
ECs0847, ECs3885, ECs0876, ECs1560, 
ECs3487, ECs1568 の各クローンが，III 型分
泌装置依存的に分泌されることを明らかに
した。また，戸邉らのグループでは我々とは
独立してエフェクターの網羅的解析を行い，
39 種のエフェクター候補を同定した(Tobe 

T. et al., PNAS: 103, 14941-14946, 2006)。

上記の7クローンは先に戸邉らが報告したエ
フェクター候補中に存在していた。 
(2) 宿主側因子の解析： 通常，酵母を宿主
系としたtwo-hybrid法が一般的であるが，エ
フェクターの酵母内での発現は細胞傷害を誘
導することが危惧される。そこで大腸菌を宿
主系としたtwo-hybrid法にて，上記7個のエフ
ェクターと相互作用する宿主側因子の同定を
試みた。その結果，NleCとEspJエフェクター
はそれぞれ，リボソームタンパク質S10とフ
ィラミンAと相互作用することが示唆された。 
(3) NleC の機能解析： Two-hybrid 法の結
果，NleC エフェクターはリボソームタンパク
質 S10 と相互作用することを明らかにした。
リボソームタンパク質 S10 は 40S リボソー
ムタンパク質複合体を構成するサブユニッ
トの一つで，宿主の翻訳に関与している。こ
のことから，NleC は S10 タンパク質と相互
作用することで，宿主翻訳系を特異的に阻害
することが推察された。そこで，in vitro翻訳
系であるウサギ網状赤血球ライセートを用
いて宿主翻訳系における NleC の影響につい
て解析を行った。その結果，nleC遺伝子の発
現ベクターを添加した場合，翻訳効率の顕著
な低下が認められた。また，精製 His-NleC タ
ンパク質を in vitro 翻訳系に添加しても，
NleC の濃度依存的に翻訳効率の低下を認め
た。さらに，NleC クローンを培養細胞に導入
し LDH リリースアッセイを行ったところ，
NleC の導入で細胞傷害が誘導されることを
明らかにした。以上のことから，NleC はリボ
ソームタンパク質 S10 と相互作用すること
で宿主翻訳系を阻害し，その結果，細胞傷害
を誘導することを明らかにした。 

(4) EspJの機能解析： Two-Hybrid法の結果，
EspJは宿主側の細胞骨格因子であるFilamin A 
(全長2647 a.a.)のC末端領域(2176-2488 a.a.)
と相互作用することが示唆された。次にEspJ
の宿主内における動態を解析するため，
EspJ-EGFP融合タンパク質ならびに対照とし
てEGFPのみを発現するベクターをそれぞれ
HeLa細胞に導入し，免疫蛍光染色によりその
局在を観察したところ，EspJは宿主オルガネ
ラであるミトコンドリアに局在することを明
らかにした。また，全長のEspJ (217 a.a.)と
EGFPの融合タンパク質は宿主細胞内にて極
めて不安定であることが見出されたことから，
EspJのミトコンドリア指向性ならびに不安定
性に関与するドメインを同定するため，様々
なEspJの部分欠失変異体とEGFPの融合タン
パク質を発現するベクターをHeLa細胞に導
入し，免疫蛍光染色ならびにウエスタンブロ
ット法によるドメインマッピングを行った。
その結果，EspJの1-36 a.a.と58-69 a.a.領域が
ミトコンドリア指向性と不安定性にそれぞれ
関与することが示唆された。また，EPECを培
養細胞に感染させると，エフェクター依存的
に菌の付着下部にアクチンなどの細胞骨格因
子を凝集させ，台座様構造を形成することで
宿主細胞に強固に付着することが知られてい
る。そこで，実際の感染過程におけるEspJの
機能ならびに宿主因子Filamin Aの関与を調べ
るためにEPEC野生株とEspJ欠損株をHeLa細
胞にそれぞれ感染させ，免疫蛍光染色にて比
較解析を行った。その結果，感染後の細胞形
態や台座様構造の形成は，EspJ欠損株感染に
おいても野生株感染と同様であり，両菌株の
差は認められなかった。しかしながら，EPEC
の付着下部にはFilamin Aが凝集していること
が明らかになり，Filamin Aが台座様構造の形
成に関与することが示唆された。また，既に
ミトコンドリアへ移行することが報告されて
いるEspFはHeLa細胞に対して細胞傷害性を
発揮するエフェクターとして知られており，
感染細胞からのLDHリリースを指標としたア
ッセイではEspF欠損株では細胞傷害性は著し
く減弱した。一方，EspJ単独欠損株では細胞
傷害性に野生型との有意な差は認められなか
った。本研究において，EspJはMap, EspFに次
いでミトコンドリアに局在する3つ目のエフ
ェクターであることを明らかにしたが，感染
におけるEspJの機能についてさらに解析する
予定である。 
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