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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では Stx に対する感受性が高いウサギ腸管およびその摘出腸管片を用いた実験から、
PPP-tet は、Stx2 による腸管内の体液貯留、組織破壊を効率よく阻害すること、また Stx2 の腸
管上皮細胞への侵入は阻害せず、むしろＳtx2 と複合体を形成し細胞内へ蓄積することを見出
した。そこで、培養 Caco2 細胞を用いてさらに検討したところ、PPP-tet は Stx2 と複合体を形
成して細胞内に取り込まれるが、その後 Stx2 のゴルジ体から小胞体への小胞輸送が完全に阻害
されていることが明らかとなった。この阻害機構は、すでに我々が明らかにしている Vero 細胞
での PPP-tet の Stx2 阻害機構と一致している。 

 本研究より、個体における PPP-tet の作用部位は腸管上皮細胞であり、この細胞で Stx2 と複
合体を形成し、Stx2 の細胞内輸送異常を誘導することによってその毒性発現を阻害しているこ
と、その結果 Stx2 の循環血中への侵入を阻害することにより致命的な全身障害を抑制している
こと、が明らかとなった。本研究により得られた知見は、PPP-tet の臨床応用に向けて、重要な
情報を提供するものである。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

 We found that PPP-tet, a peptide-based Stx2 inhibitor, completely inhibited fluid 

accumulation in the rabbit ileum caused by the direct injection of Stx2. We also found that 

PPP-tet accumulated in the ileal epithelial cells only through its formation of a complex 

with Stx2. The complex in cultured epithelial cells blocked the intracellular transport of 

Stx2 from the Golgi apparatus to the endoplasmic reticulum, the process that is essential 

for Stx2 cytotoxicity. Our results reveal that PPP-tet functions as a potent Stx neutralizer 

in the intestine by altering the intracellular transport of Stx2 in epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

大腸菌 O157: H7 に代表される腸管出血性

大腸菌 (STEC)による感染は、下痢や出血性

大腸炎ばかりでなく時に溶血性尿毒症症候

群(HUS)や脳症等の重篤な合併症を併発し、

死に至ることもある。本感染症の主要な病原

因子は、STEC が産生するベロ毒素(Shiga 

toxin ; Stx)である。血中に侵入した Stx が腎

臓や脳等の標的臓器の血管内皮細胞を障害

し、上記合併症を引き起こすと考えられてい

る。このことから Stx の毒性を阻害する Stx

阻害薬は本感染症の有効な治療薬になると

期待される。 

 Stx は Stx1 と Stx2 のファミリーからなる

が、Stx2 の方が症状の重篤化と深く関係して

いる。Stx は AB5 型の毒素で、A サブユニッ

トが毒素活性をもち、B サブユニット 5 量体

は標的細胞への結合を担っている。このとき

各 B サブユニットは細胞膜上に存在する糖

脂質Gb3のグロボ3糖部を特異的に認識する。

さらに B サブユニット５量体では最大 15 分

子のグロボ 3 糖を結合し、結合親和性を著し

く亢進させている(クラスター効果)。このこ

とから、これまでにグロボ 3 糖を Stx 結合ユ

ニットとして用い、種々の核構造に集積させ

た Stx 阻害薬が開発されてきた。これら Stx

阻害薬は Stx と強く結合し、その標的細胞内

への侵入を阻害する。しかしながら、グロボ

3 糖の化学合成は極めて困難であり、これら

阻害薬の臨床応用の大きな障害となってい

た。 

 最近我々は、それ自体がクラスター効果を

発揮する多価型ペプチドライブラリーを開

発し、本ライブラリーをスクリーニングする

ことにより新規ペプチド性 Stx 結合ユニット

を 同 定 す る こ と に 成 功 し た （ 特 願

2004-295405 、 国 際 出 願

PCT/JP2005/012286；特願 2004-189801, K. 

Nishikawa et al., FASEB J., 2006）。同定し

たペプチドはグロボ 3 糖よりも Stx2 に対す

る結合親和性が高く、かつそれを 4 価としク

ラスター効果を発揮させたペプチド性 Stx阻

害薬 (PPP-tet;下図)は、Stx2 の細胞毒性を強

力に阻害した。さらに PPP-tet は、マウスを

用いた O157 感染実験において、経口投与で

極めて高い治癒効果を示した。また PPP-tet

はペプチド合成装置を用いて簡便に合成す

ることができる。以上のことから、PPP-tet

は現在最も臨床応用に近い治療薬として期

待されている。 

 興味深いことに、PPP-tet の Stx2 阻害作

用メカニズムを詳細に検討したところ、

PPP-tet は Stx2 の標的細胞への侵入を全く

阻害しないこと、PPP-tet は Stx2 と複合体

を形成したまま細胞内に取り込まれ、その結

果 Stx2 の細胞内輸送異常を誘導することに

よって Stx2 阻害作用を発揮していることが

明らかになった。このことは、PPP-tet の作

用メカニズムが従来の Stx 阻害薬とは全く異

なっていることを意味している。しかしなが

ら以上の知見は細胞レベルでの知見であり、

マウス個体での作用メカニズムについては

未だ明確になっていない。 

 

２．研究の目的 

PPP-tet の個体での作用部位並びにその作

用機構を明らかにし、感染実験において

PPP-tet が極めて強力な治癒効果を発揮する



詳細な分子メカニズムを明確にすることを

目的とする。 

 

３．研究の方法 

Stx に対する感受性が高いウサギを用いた

腸管ループ実験により Stx2 の作用評価系を

作成し、本系における PPP-tet の Stx2 阻害

活性を評価する。確立した系を用いて、Stx2

ならびにPPP-tet両者の組織局在性を検討す

る。さらに免疫組織化学的に PPP-tet の標的

組織、細胞を同定する。その上で、摘出腸管

系、さらに in vivo に近い状態での PPP-tet

の活性評価を可能にする培養細胞評価系を

作成する。本系を用いて、Stx2 の細胞内輸送

機構、それに及ぼす PPP-tet の作用を細胞生

物学的に検討する。また、標的細胞内におけ

る PPP-tet の動態・代謝機構についても検討

を行う。さらに、確立した標的培養細胞系を

用いて、PPP-tet の細胞内侵入性、安定性の

最適化を行い、よりすぐれたペプチド性阻害

薬の同定を行う。最終的に得られたペプチド

性阻害薬の感染実験レベルでの活性評価を

行う。 

 

４．研究成果 

 ウサギを用いた腸管ループ実験により、

PPP-tet が、Stx2 による腸管内の体液貯留、組

織破壊を効率よく阻害することが示された。

また摘出腸管片を用いて Stx2 ならびに

PPP-tet の組織局在性を検討したところ、両者

は腸管上皮細胞内において共局在すること

がわかった。このことから PPP-tet は Stx2 の

腸管上皮細胞への侵入は阻害せず、むしろＳ

tx2 と複合体を形成し細胞内へ蓄積すること

が明らかとなった。さらに詳細な PPP-tet 阻

害メカニズムを明らかにするために、培養

Caco2 細胞を用いた検討をおこなった。その

結果 PPP-tet は Stx2 と複合体を形成して細胞

内に取り込まれるが、その後 Stx2 のゴルジ体

から小胞体への小胞輸送が完全に阻害され

ていることが明らかとなった。この阻害機構

は、すでに我々が明らかにしている Vero 細胞

でのPPP-tetのStx2阻害機構とよく一致する。

以上から、個体における PPP-tet の作用部位

は腸管上皮細胞であり、この細胞で Stx2 と複

合体を形成し、Stx2 の細胞内輸送異常を誘導

することによってその毒性発現を阻害して

いること、その結果 Stx2 の循環血中への侵入

を阻害することにより致命的な全身障害を

抑制していること、が明らかとなった。 
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