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研究成果の概要： 
 
腸管出血性大腸菌の感染成立時に宿主細胞膜上の脂質ラフトに埋め込まれる NleH 蛋白質依存

的に脂質ラフトに集積する蛋白質の解析および NleH 依存的な免疫応答に関わるシグナル伝達

系の解明さらに機能未知のエフェクター分子群の中から免疫応答に関与する分子の分離同定を

試みた。NleH 依存的に集積する蛋白質や相互作用する蛋白質の同定はできなかった。NleH によ

る NfkB の活性化には p38 の活性化制御が必要であることを示唆するデータが得られた。また、

機能未知の 26 種類のエフェクター分子の全ては感染細胞の膜分画に局在することが明らかと

なり細胞膜あるいはオルガネラ膜上で細胞機能制御を起こすエフェクター分子の存在が示唆さ

れた。 
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１．研究開始当初の背景 
本菌染色体上のLEE領域にコードされるIII

型分泌機構を通して40種以上のエフェクタ

ー分子群が宿主細胞に直接挿入される。これ

らのエフェクター分子群は宿主細胞に対し

て様々な生理機能制御を司り、感染成立に必

須であると考えられている。これまでに細胞

骨格の再編成、細胞死の誘導、細胞接着障害

などの制御があることが明らかになってい

るものの免疫応答に関与するエフェクター
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の同定及び分子機構の解明などその詳細は

まだ一部しか明らかになっていなかった。一

方、様々な受容体の集合するコレステロール

に富んだ細胞膜上の領域である脂質ラフト

が腸管出血性大腸菌の上皮細胞への接着部

位に認められ、いくつかのエフェクター分子

が脂質ラフトに局在することが報告されて

おり、脂質ラフトに集積する様々な宿主細胞

側の受容体と病原体側のエフェクター分子

との相互作用の感染成立における役割が注

目されていた。 

 我々はプロテオーム解析によって得られた

新規エフェクター分子の機能解析の中で、腸

管出血性大腸菌のNleH蛋白質の動物実験によ

る病原性への寄与、感染させた培養細胞の分

画による脂質ラフトへの局在、NF-kBの制御を

受けるレポーター遺伝子の発現からNF-kBの

活性化に関与することを見いだした。NleH蛋

白質のC末端のアミノ酸配列は赤痢菌の免疫

応答を抑制するOspG蛋白質と約41%の相同性

が認められ、N末側領域を欠失したNleH蛋白質

は脂質ラフトへの移行が認められなくなった。

この結果からC側領域にOspG様の活性をもつ

NleHがN末側領域による脂質ラフトへの局在

によって腸管出血性大腸菌の感染した宿主細

胞の免疫応答へ影響することが示唆された。

脂質ラフトは多様な受容体の集積している膜

上のプラットホームであり、宿主側の異物認

識の最前線であることが示唆されているため、

NleH以外のエフェクター分子も脂質ラフトを

介して免疫応答に影響する可能性が予想され

た。 

 
 
２．研究の目的 
当該研究は腸管出血性大腸菌の感染成立時

に宿主細胞膜上の脂質ラフトに埋め込まれ

る NleH蛋白質を中心に免疫応答制御の分子
機構を明らかにする。また、機能未知のエフ

ェクター分子群の中から免疫応答に関与す

る分子を分離同定し、その機能の詳細を明ら

かにすることを目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
1) NleH蛋白質と相互作用する脂質ラフト

内の分子の分離同定 

NleH を強制発現させた腸管出血性大腸菌を

感染させた腸管上皮系培養細胞から脂質ラ

フト分画を回収し、SDS-PAGE により比較
解析を行った。実験の対照群としては脂質ラ

フトに埋め込まれるが免疫応答に影響しな

い、C側領域欠失変異体を強制発現させた腸
管出血性大腸菌を用いた。 
 
 
2)  NleH 蛋白質の免疫応答に必要なシグ

ナル伝達系の探索  
 
腸管出血性大腸菌による免疫応答制御に p38, 

ERK1/2, Akt などのシグナル伝達系阻害剤が

影響を及ぼす報告があることから、野生株、

NleH 欠損株及び NleH 大量発現株を感染させ

た培養細胞内のシグナル伝達分子の活性化

状態の検討を免疫化学的に行った。それぞれ

の蛋白質に特異的な抗体を用いて免疫沈降

により精製し、細胞内蓄積量及びリン酸化状

態を特異的抗体により検出、比較検討を行っ

た。さらに、上記シグナル伝達系の阻害剤が

NleH による免疫応答に影響するのか検討を

行った。具体的には野生株、NleH 欠損株及び

NleH 大量発現株を NF-kB による制御を受け
るルシフェラーゼ遺伝子を導入した腸管上

皮由来の Caco-2 細胞に腸管出血性大腸菌を
感染させ、ルシフェラーゼ活性の測定、IL-8 
mRNAの RT-PCR、ELISAによる IL-8産生
量の定量を行った。 

 

3)機能未知のエフェクター分子の中から

免疫応答に影響するものを分離同定 

 
腸管出血性大腸菌 O157:H7 の保持する 39 の

エフェクター分子群の中から相同性の非常

に高いものを除いた 26 種類のエフェクター

分子群を選別し、FLAG 融合遺伝子を大量発現

を誘導できる株を構築した。これらのエフェ



 

 

クター分子群を大量発現させた菌株を腸管

上皮系培養細胞に感染させ、分画を行い各エ

フェクターの宿主細胞内局在の比較検討を

行った。 

さらに、これらのエフェクター群が上皮系培

養細胞およびマクロファージの免疫応答に

影響を及ぼすのか予備的検討を行った。 

 
 

４．研究成果 

1) NleH蛋白質と相互作用する脂質ラフト

内の分子の分離同定 

感染させた培養細胞の脂質ラフト分画に

NleH 依存的に集積する蛋白質は認められな

かった。培養細胞の培養条件、感染時間、感

染のスケールなどを調整し、詳細な検討を行

ったが同様の結果であった。さらに、抗 NleH
抗体を用いた免疫沈降により共沈した試料

の SDS-PAGE による比較解析を行ったが、
やはり NleH依存的に集積する蛋白質は認め
られなかった。 
 

2) NleH 蛋白質の免疫応答に必要なシグ
ナル伝達系の探索 

 

腸管出血性大腸菌野生株を感染させた場合、

非感染に比べておよそ 1/10 までルシフェラ

ーゼ活性が低下する。このような低下は III

型分泌機能欠損株(ΔescR 株)では認められず、

nleH 欠損株では低下がさらに激しくなった。

一方、NleH を強制発現させた場合、ルシフェ

ラーゼ活性の増大が認められた。以上の傾向

は IL-8 の mRNA レベルおよび IL-8 産生レベ

ルにおいても相関が認められた。腸管出血性

大腸菌による免疫応答制御に関わることが

報告されているシグナル伝達系に関わる因

子(p38, ERK1/2,Akt)の活性検討により、NleH

欠損株感染による NFkB 活性化の抑制、NleH

大量発現株感染による活性化が認められた。

一方、阻害剤を用いた実験から p38 活性化阻

害によって NleH 大量発現による腸管上皮由

来の Caco-2 細胞における NF-kB の活性化お

よび IL-8 産生の誘導が阻害された。この結

果は NleH を介した免疫応答制御は p38 の活

性化制御を介して行われていることを強く

示唆している。 

 

3)機能未知のエフェクター分子の中から

免疫応答に影響するものを分離同定 

 

腸管出血性大腸菌 O157:H7 の保持する 26 種

類のエフェクター分子群を大量発現させた

菌株を感染させた培養細胞の分画により、全

てのエフェクター分子群は膜分画に含まれ

ることが示された。これらのエフェクター群

が上皮系培養細胞およびマクロファージの

免疫応答に影響を及ぼすのかをルシフェラ

ーゼアッセイにより予備的検討を行ったが、

安定した結果を得ることができなかった。考

えられる要因としてはエフェクター分子群

の発現レベルが NleH に比べて低いことと、

膜分画への局在が NleH に比べて弱く、細胞

質分画への局在も多々認められたことが挙

げられる。 
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