
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 3月 31日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
腸管出血性大腸菌感染症の臨床症状では、炎症反応が低いという特徴を有する。しかしな
がら、その機構は全く明らかにされいない。これまでの解析結果により、この炎症抑制作
用は 3型分泌装置（Type III secretion system; TTSS）依存的であり、さらに未知のエフ
ェクターが寄与している可能性が示唆されている。本研究では、3 型分泌装置依存的サイ
トカイン産生抑制機構に寄与するエフェクターの同定を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 
腸管出血性大腸菌（ enterohemorrhagic 
Escherichia coli; EHEC）は単なる腸管感染
症にとどまらず、溶血性尿毒症症候群など全
身感染症を引き起こす食中毒菌である。
EHEC感染症の臨床症状では、しばしば出血
性大腸炎による血便が認められるが、EHEC
と同様に血便を引き起こすサルモネラや赤
痢菌、カンピロバクター、腸管侵入性大腸菌
などの食中毒原因菌感染症と異なり、多くは
発熱が 37℃台と発熱が軽度であるであるこ
と、さらに出血性大腸炎を患った患者の血便
中の白血球数は比較的少ないということが

報告されており、炎症反応が低いという特徴
を有する。しかしながら、この現象が、EHEC
のどのような病原因子によって引き起こさ
れているかについては全く明らかとなって
いない。 
２．研究の目的 
本研究では、EHEC感染症の臨床症状で認め
られる炎症反応が低いという特徴が EHEC
のどのような病原因子によって誘導されて
いるのかという点について、炎症性サイトカ
イン産生抑制活性を指標として検討した。 
３．研究の方法 
EHEC を宿主細胞に感染させたときの炎症性
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サイトカイン産生を測定するのではなく、
EHEC の培養上清を protein transfection（つ
まり培養上精に分泌されたエフェクターを
人工的に細胞内に注入する）し、その細胞の
TNF 刺激に対する反応性を解析するというア
ッセイ系を構築し、新規エフェクターの同定
を試みた。 
４．研究成果 
1. EHEC の主要な病原因子としてベロ毒素

と 3 型分泌装置（Type III secretion 
system; TTSS）が知られていることから、
それらの関与を検討したところ、TTSS
遺伝子欠損株を感染した細胞において
IL-6 の分泌が亢進していた。つまり、
EHECは TTSSを介して炎症反応を抑制し、
宿主の免疫機構を巧妙に回避し感染を
成立させている可能性が示唆された。そ
こでEHECのTTSS依存的な炎症性サイト
カイン産生抑制作用には、TTSS によっ
て注入されるエフェクターの作用によ
ると考え、炎症性サイトカイン産生抑制
作用に寄与するエフェクターの同定を
試みた。まず、EHEC はこれまでに少な
くとも 14 種のエフェクターを有するこ
とが報告されていることから、それらの
関与の可能性について検討した。しかし
ながら、14 種類の既知エフェクター欠
損株において炎症性サイトカイン産生
抑制作用が見られたことから、未知のエ
フェクターの存在の可能性が考えられ
た。 

2. エフェクター同定のためのアッセイ系
を確立した。本研究では、EHEC を宿主
細胞に感染させるのではなく、EHEC の
培養上清を protein transfection（つ
まり培養上精に分泌されたエフェクタ
ーを人工的に細胞内に注入する）し、そ
の細胞の TNF 刺激に対する反応性を解
析するというアッセイ系を考案した。
種々の EHEC 変異株および protein 
transfection 試薬を検討した結果、
ΔsepL 株 お よ び Chariot protein 
transfection regent (ACTIVE MOTIF)
を用いたときにもっとも良好な結果が
得られた。さらに培養条件は、DMEM、37℃、
5 時間振とう培養がもっとも至適であ
った。 

3. protein transfection のための EHEC 培
養上清を効率よく入手するために、さら
にエフェクターを大量に分泌する EHEC
変異株の作製を試みた。その結果、hfq
遺伝子欠損によって TTSS エフェクター
の分泌量がさらに亢進することを見出
した。また、インドール添加および pchA
遺伝子発現によっても TTSS の発現量が
上昇することも明らかになった
(Hirakawa et al. Microbiology. 

(2009)155, 541-550)。 
4. EHEC が炎症性サイトカイン誘導シグナ

ル伝達のどの過程をどのように阻害し
ているかという点について検討した。そ
の結果、野生株 EHEC 感染細胞では、TNF
刺激による IL-6 誘導過程において少な
くとも IκB-α のリン酸化およびプロ
テオソームによる分解過程より上流で
阻害されていることを見いだした。 
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