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研究成果の概要（和文）：non-O157型腸管出血性大腸菌(EHEC)が主に産生する毒素SubABは、小胞体中に存在す
るシャペロン蛋白質BiPを分解し、ERにストレスを起こし、細胞障害、致死を誘導する。本研究期間において以
下の点を明らかにした。1）SubABのマクロファージに対し、NF-kBの核内移行、あるいはNF-kBの結合活性を抑制
することで、NO産生抑制効果を示した。2）SubABは、lipid-raft、Na+/H+ exchange チャネル、アクチン依存的
に細胞内に侵入し、コレステロールリッチな膜に覆われて細胞内を移動していた。3)新たな宿主応答として、ス
トレスグラニュール形成を、PKC依存的に誘導する。

研究成果の概要（英文）：Subtilase cytotoxin (SubAB) is mainly produced by locus of enterocyte 
effacement (LEE) -negative strains of Shiga-toxigenic Escherichia coli (STEC). SubAB cleaves an 
endoplasmic reticulum (ER) chaperone, BiP/Grp78, leading to induction of ER stress. This stress 
causes activation of ER stress sensor proteins and induction of apoptosis. Here we showed that 1) 
SubAB enters the cells via lipid rafts- and an actin-dependent pathways 2)in mouse macrophages, that
 SubAB inhibited LPS-stimulated NO production through inhibition of NF-kB nuclear translocation and 
iNOS expression 3)SubAB-induced SG formation is regulated by the PERK/DAP1 signaling pathway, which 
may be modulated by PKCdelta/PKD1.

研究分野：細菌学

キーワード： 腸管出血性大腸菌　 SubAB 　小胞体ストレス　一酸化窒素　細胞死　ストレスグラニュール
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１．研究開始当初の背景 

 腸管出血性大腸菌(EHEC)が産生する新た

な毒素 Subtilase cytotoxin (SubAB)は、

小胞体中に存在するシャペロン蛋白質 BiP

を分解し、その活性を阻害することによっ

て ER にストレスを起こし、細胞障害性を誘

導すると考えられる。しかし、その詳細な

細胞障害・致死機構、他の宿主応答機構に

関しての知見は不明な点が多く残っている。 

 
２．研究の目的 

 腸管出血性大腸菌(EHEC)の主要な病原因

子は志賀毒素(Shiga-toxin, Stx)であるが、

Stxの産生量や EHECの宿主に対する病原性

を増強させる因子を解明したい。我々は

EHEC の新規毒素である Subtilase 

cytotoxin(SubAB)の作用機構を分子レベル

で詳しく報告して来た。この SubAB は細胞

傷害活性を有するが、さらに標的細胞のオ

ートファジーの誘導阻害と食細胞の NO の

産生を抑制する事を発見した。これらは

EHECの感染率上昇に寄与する可能性がある。

また、NO は Stx の産生を抑制するが、NO の

減少は Stx の産生量増加を起こす可能性が

ある。さらに高病原性の EHEC には NOを分

解する NO reductase gene を有するものが

あるが、通常の EHEC はこの遺伝子をもたな

いので、SubAB の NO 産生抑制作用が代替的

にこの役割を担う可能性がある。SubAB の

これらの病原性増強活性の働きを解明し、

高病原性 EHEC の検出や予防・治療等の開発

に役立てたい。 

 
３．研究の方法 

(1) リコンビナント SubAB の発現と精製 

 大腸菌で発現させた His-Tag SubAB と、

酵素活性中心アミノ酸を置換した変異体 

mSubA(S272A)B を Ni-NTA カラム により精

製して実験に用いた。 

(2）siRNA の遺伝子導入 

 HeLa 細胞を用い、種々の siRNA とコン

トロール（NC）siRNA を Lipofectamine  

RNAiMax (Invitrogen) により遺伝子導入

し、48 時間後、標的蛋白質の発現を Western  

blotting により確認した。 

(3）免疫染色 

 HeLa 細胞を SubAB (0.2 mg/ml) で一定

時間処理した後、4％PFA で固定する。ヤギ

血清でブロッキングした後、各種抗体で反

応させる。次に、蛍光標識した 2次抗体と

反応させた後、共焦点顕微鏡観察により解

析した。 

(4）免疫沈降法 

 構造変化したBax/Bak を免疫沈降法によ

り検出する。HeLa 細胞を SubAB あるいは 

mSubAB で一定時間処理した後、細胞を回収

した。細胞を 2％ CHAPS を含む細胞可溶化

溶液で処理し、遠心後、上清を回収した。

この上清に抗 Bax 抗体（clone3, BD）、あ

るいは抗 Bak 抗体（Ab-2, Calbiochem）を

添加し、構造変化した Bax/Bak の免疫沈降

を行った。 

(5）ルシフェラーゼアッセイ 

 転写因子 NFκBの活性化をモニターする

リポーターとして、ルシフェラーゼをコー

ドするpromoter配列の上流にNFκBの結合

配列を付加したコンストラクトを作製し、

マクロファージに遺伝子導入した。LPS と

SubAB 処理した後、ルミノメーターでNFκB

の活性化を測定した。 

(6）ウエスタンブロット法 

種々の細胞を阻害剤、活性化剤存在下、

SubAB で処理した。1ｘSDS サンプルバッフ

ァーで可溶化し、熱変性した後、SDS-PAGE

した。PVDF 膜に転写し、5％スキムミルク

を含むバッファーでブロッキングした。

Immunoshot バッファー中で、一次抗体と反

応させた。洗浄後、二次抗体と反応させ、

ECL で検出した。 

(7）subAB 遺伝子破壊 STEC 株の作成 

 STECO113:H21 株の subAB遺伝子を破壊す

るため、kanamycin耐性遺伝子を挿入した。 



 
４．研究成果 
(1) SubAB の細胞内侵入機構の解析 

 これまでSubAB はクラスリンを介して細

胞内侵入することがサル腎細胞由来 Vero 

細胞で示されていた。今回、HeLa 細胞を用

い、種々の阻害剤、遺伝子抑制により評価

した。クラスリン、カベオリン、ダイナミ

ンのノックダウンではSubAB の細胞内への

取り込みは抑制されず、クラスリンの阻害

剤、ダイナミンの阻害剤を用いた場合も同

様の結果を得た。mbCD, filipin III によ

る Lipid-raft の阻害は顕著に SubAB の取

り込みを抑制していた。つまり、SubAB は

lipid-raft を介して細胞内に侵入してい

ると推察された。 

 更に、Na+/H+ exchange channel 阻害剤 

EIPA、アクチン重合阻害剤 cytochalasin D

で SubAB の取り込みは抑制された。又、取

り込まれた SubAB は TritonX-100 不溶性

ベシクル、つまり、コレステロールリッチ

な膜で覆われていることが判った。以上の

結果は、SubAB が比較的簡単に、多様な組

織に取り込まれ、毒性を発揮しやすいこと

を裏付けている。 

(2) SubAB のマクロファージに対する NO 産

生抑制効果 

 SubAB が LPS 刺激によるマクロファージ

からの NO 産生を阻害することを見いだし

たため、この阻害機構を解析した。 

 その作用機序として、SubAB は LPS 刺激

による NF-kB の核内移行、あるいは NF-kB

の結合活性を抑制することで、iNOS プロモ

ーターの転写開始点から100 bp上流域への

NF-kBの結合を阻害すると考えられた。iNOS

プロモーターを用いたレポーターアッセイ

の結果、転写開始点から 100 bp 上流域を欠

失させた変異体では転写活性がほとんど認

められず、この領域は iNOS 発現に特に重要

であることが示唆され、SubAB が iNOS 発現

を強力に抑制する原因の一つと考えられた。

また、BiP 切断活性をもたない変異体 SubAB 

(mSubAB) が NO 産生および NF-kB の結合活

性を抑制しないことから、SubAB は BiP を

切断し、ERストレスを与えることで NO 産

生を抑制していると推察された。更に、大

腸菌内で発現する SubAB が大腸菌の生存に

及ぼす影響をSubABあるいはmSubAB発現ベ

クターを導入した BL21(BL21/WT、BL21/MT)

を用いて生存率を調べた所、BL21/MT より

BL21/WT の生存率が有意に上昇した。つま

り、マクロファージから産生される NO は大

腸菌を殺菌する分子であり、NO 産生を抑制

する SubAB は大腸菌のマクロファージ内で

の生存に貢献すると考えられた。 

(3)SubAB によるストレスグラニュール形

成機構 

 新たな宿主応答反応として SubAB がスト

レスグラニュー（SG）形成を誘導すること

を見出した。SubAB は SG を誘導する初めて

の細菌毒素である。subAB 遺伝子をノック

アウトした STEC O113:H21 株の培養上清を

添加した細胞では、野生株の培養上清によ

り誘導される SG が観察されないことから、

SubABが SG形成に必須であることが示唆さ

れた。また、PKC, PKD family 蛋白質の発

現抑制実験により、PKCdelta と PKD1 が

SubABの SG形成に関与していることが明ら

かとなった。また、SubAB のアポトーシス

誘導に関与する Death-associated Protein 

1 (DAP1) の発現抑制においても SG 形成が

阻害された。この SG 形成はアルツハイマー

病等の神経系疾患に関与することが知られ

ている。SubAB による SG形成が EHEC 感染

症において、どの組織で観察されるか解析

することで、病態形成におけるその役割を

明らかにすることができると期待される。 

(4)一酸化窒素NOのEHECの志賀毒素産生に

対する影響 

 EHECが産生する志賀毒素１(Stx1)と志賀

毒素２(Stx2)は、共に NOによって産生量の



亢進を認めた。更に、EHEC O157 の持つ NO

還元酵素のタイプ（完全型、欠損型）が、

NO による EHEC からの志賀毒素の産生制御

に関与していることを明らかにした。また、

完全型 NO 還元酵素遺伝子を保持する EHEC 

O157の進化の過程をその配列の有無から明

らかにした。以上の結果は、宿主防御因子

である NO に対して、どのように EHEC O157

が対抗し、回避或いは攻撃するのか興味深

い知見を得ることができた。 
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