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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性を克服する次世代型抗感染症薬「菌を殺さずに病原力のみを阻害する薬剤」の創製
が強く望まれている。申請者は長年にわたり蓄積してきたサルモネラの感染生物学的研究成果に基づき、病原エフェク
ターの機能阻害物質が次世代型抗感染症薬の候補になりうると考え本研究に取り組んだ。本研究ではサルモネラエフェ
クターSlrPのE3リガーゼ活性測定システムを確立し、千葉大学キラリティ―ライブラリーの化合物について阻害活性を
検討した。これまでに阻害物質の同定には至っていないが、本方法を応用して、E3リガーゼ活性を有するエフェクター
SspH2の標的蛋白質がマクロファージ細胞質に存在することを明らかすることができた。

研究成果の概要（英文）：Antimicrobial resistance threatens the effective prevention and treatment of 
bacterial infections. However, the increasing understanding of bacterial pathogenesis has revealed many 
potential strategies to combat bacteria-mediated diseases. Bacterial effectors are involved in 
establishing disease processes, but those are not essential for bacterial growth or homeostasis. Thus, 
effector is expected to be a candidate of therapeutic target, and inhibitors of effectors could 
potentially reduce virulence without causing bacterial death, thereby avoiding any subsequent development 
of resistance. In this study, we performed to isolate small-molecule inhibitors of Salmonella effector, 
SrlP by conducting high-through-put screening by exploiting the library deposited by Chiba University. We 
have also revealed that the molecule targeted by SspH2 is in the cytoplasm of macrophage cells.
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１．研究開始当初の背景 

World Health Report 2008（WHO統計）

は、世界の年間死亡数は約 5700万人であり、

その最大の死因は感染症であると報告して

いる。年間約 1000 万人が、肺炎、エイズ、

下痢症、結核、マラリア等で死亡している。

一方、2011年の人口動態統計は、日本におけ

る肺炎による死亡者数が、がん、心疾患に次

いで第 3位となったと報告している。従って

感染症の制御は、我が国においても喫緊の課

題と言える。抗菌薬が感染症治療の根幹とな

ってきたことは論を待たないが、抗菌薬の使

用は、常に耐性菌の蔓延という問題を生み出

してきた。有効な治療薬の全くない超多剤耐

性菌の蔓延は、新たな感染症の出現に匹敵す

るものであり、薬剤耐性の克服は 21 世紀に

持ち越された最も重要な医学的課題の一つ

といえる。このような現状の下で、薬剤耐性

を克服した次世代型抗感染症薬の創成が強

く望まれている。薬剤耐性菌の蔓延を克服で

きる理想的な抗感染症薬は「菌を殺さずにそ

の病原力のみを阻害する薬剤」であると考え

られるが、近年の細菌感染症研究の著しい進

歩とりわけ分子レベルでの最先端研究の進

展は、これらの開発を可能にしつつある。 

２．研究の目的 

薬剤耐性を克服できる理想的な抗感染症薬

は菌を殺さずにその病原力のみを阻害する

薬剤である。申請者は、長年にわたり蓄積し

てきたサルモネラの感染生物学的研究成果

と最近導入したバイオインフォマティクス

の研究成果に基づいて、広範な病原細菌に保

存される病原エフェクターの機能阻害物質

が次世代型抗感染症薬になりうると考え、本

研究を計画した。阻害物質のハイスループッ

トスクリーニングにあたっては、本学の分子

構築技術を集結した「千葉大学分子キラリテ

ィー研究センター」との連携により、同セン

ターの光学活性化合物ライブラリーを活用

する。 

３．研究の方法 

(1) SlrPユビキチンリガーゼ活性測定シス

テムの構築：SlrPの高発現系を作成し、大量

精製を行い、測定に使用した。SlrPの基質と

してHuman Thioredoxinを用いた Biotin / 

Streptoavidinポリユビキチン化測定法（原

理 図１参照）を構築した。 

 

(2) SlrP活性阻害化合物の探索：千葉大学キ

ラリティネットワーク研究会より提供され

た「千葉大学キラリティライブラリー」を用

いた。 

(3)マクロファージ：RAW264.7 マクロファ

ージ様細胞を用いた。 

４．研究成果 

(1)エフェクター機能阻害アッセイシステム

の構築：研究計画の実施にあたって選んだ標

的 エ フ ェ ク タ ー SlrP は 、 Salmonella 

Pathogenicity Island 1-T3SSにより輸送さ

れるサルモネラ病原性に必須な因子であり

宿主細胞質内 Thioredoxin（TRX）を標的分

子として, E3 ユビキチンリガーゼとして働

くことがすでに明らかにされている。そこで

エフェクター機能阻害アッセイシステムと

して、SlrPによる TRXのユビキチン（Ub）

化活性測定を用いることが可能と考え、測定

法を構築した（図２）。 

 

図 2 精製 SlrPによる TRXの Ub化活性 



(2) SlrP 活性阻害化合物の探索：本研究で

構築したシステムを用いて、千葉大学キラリ

ティライブラリーの中から 57 種類の化合物

について最終濃度10nMを添加して阻害活性

を検討した（図３）。現在のところヒット化

合物は得られていない。今後もスクリーニン

グを実施していく。 

 

図３ キラリティライブラリーを用いた SlrP
阻害剤探索例 

(3)エフェクターSspH2 の宿主内標的分子：

SlrP と同じサルモネラ E3 リガーゼである

SspH1、SspH2についても同様のアッセイ系

を構築した。SspH2についてはこれまで基質

が報告されていないことから、RAW264.7細

胞の細胞質を使ってアッセイを行ったとこ

ろ、TR-FRET値の上昇が見られた（図 4）。

更に、ビオチン化ユビキチンと SspH2 によ

り RAW264.7細胞質のユビキチン化を行い、

ストレプトアビジンビーズを用いて濃縮し

たところ、150kDa 付近にユビキチン化タン

パク質が検出された。この結果は SspH2 の

標的分子がマクロファージ細胞質に存在す

ることを強く示唆している（図５）。 

図 4 精製 SspH2による活性測定 

 

 
図５ SspH2によりユビキチン化されたタ

ンパク質の検出 
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