
上原記念生命科学財団研究報告集, 35（2021） 
 

＊現在の所属：京都大学 大学院医学研究科 医学教育・国際化推進センター 
 
 

 

222. 新奇抗菌薬を開発するモダリティの創出 

金 玟秀 
＊京都大学 大学院医学研究科 細胞機能制御学 

Key words：病原細菌，抗菌薬，分解 

緒緒  言言  
 
腸管病原細菌による腸管感染疾患は、開発途上国を中心に毎年200万の人命を奪い、依然として大きな脅威となって

いる［1］。赤痢菌をはじめとする腸管病原細菌の多くは、飲料水や食物により口から我々の体内に侵入し、腸管の粘膜

を構成する上皮細胞を足場として感染する。上皮細胞内に侵入した赤痢菌は増殖しながら隣接細胞へ次々に移動するこ

とにより感染を拡大し、その結果、激しい炎症性の血性下痢が発症する。病原細菌の感染に対して、宿主側は感染を受

けた上皮細胞の除去、細胞死の誘導、炎症反応などを誘導し、病原細菌が周囲の細胞へ感染を拡大することを防いでい

る［2］。即ち、これら宿主細胞の反応は「病原体に対する基本的な生体防御システム」として極めて重要な役割を果た

している。 
しかしながら、赤痢菌をはじめとする腸管病原細菌は、Ⅲ型分泌装置と呼ばれる特殊なタンパク質の注入装置により

一群の病原因子（エフェクター）を宿主細胞へ分泌する（図 1 左）。これらのエフェクターは宿主細胞のアクチン細胞

骨格の制御、シグナル伝達のハイジャック、宿主免疫応答の抑制などの機能を持つ。つまり、エフェクターは宿主細胞

因子を巧みに利用する菌の戦略の一つとして感染成立に重要な役割を担っている［3］。これら病原細菌は近年、多剤耐

性菌による感染症例が増加し、有効なワクチンもいまだ開発されていないため、新たな治療薬の開発が望まれている

［4］。我々は、病原細菌のエフェクター分子の感染に果たす役割を明らかにすることは、感染成立メカニズムの解明、

さらには、感染を抑制する手法の開発につながると期待している。 
我々は、赤痢菌が腸管での感染を拡大するために、そのエフェクターであるOspEタンパク質を分泌し、感染した腸

管上皮細胞の剥離を阻止するという新たな戦略を用いていることを世界に先がけて発表した［5］。上皮細胞へ侵入した

赤痢菌から分泌されるOspE は細胞接着を制御している宿主細胞の ILK（Integrin-linked kinase）と特異的に結合す

ることを見出した。ILKは細胞の接着班に局在し、インテグリンなどさまざまな蛋白質と結合することにより、細胞接

着を制御する足場蛋白質として重要な役割をしている。OspE は ILK と細胞接着斑に共局在し、ILK 依存的に接着斑

の数を増加させ、細胞接着を強化した。さらに、モルモットを用いた赤痢菌感染実験においては、野生型株比べ、OspE
欠損株では、腸管への定着菌数が低下し、上皮細胞の剥離が進んでいた。これらの結果から、OspE は ILK と結合し

て、細胞の接着を増強することにより、感染した細胞が腸管壁から除去されにくくし、赤痢菌の感染の足場を維持して

いると考えられた（図 1 右）。さらに OspE は腸管病原性大腸菌、O157 やサルモネラ属菌などの腸管病原細菌にも保

存されている。我々は、これらの OspE ホモログはすべて ILK と結合し、接着班に共局在することを見出した。従っ

て、OspEが ILK依存的に感染を抑制するメカニズムを解明すると赤痢菌のみならず、OspEホモログを持つ非常に多

くの病原細菌感染に対する治療法の開発にも貢献できると考えられた。しかし、OspEにより ILKの機能がどのように

制御されているかについて、詳しいメカニズムはわかってない。 
そこで本研究では、広範な腸管病原細菌に対しての、既存の抗生物質とは異なる新奇抗菌薬の開発を究極の目的とし

て、1．OspE による ILK の制御メカニズムを明らかにし、2．OspE と ILK の結合を制御する新しい化合物の創出を

目指す。 
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図1．病原細菌の感染メカニズム（左）と赤痢菌のエフェクターOspEによる感染抑制メカニズム（右） 
 

方方  法法  
 
11．．構構造造解解析析  
構造解析に用いる OspE 蛋白質はマルトース結合蛋白質（Maltose Bing Protein：MBP）融合蛋白質として BL21 

大腸菌に発現させ、Amylose Resin ビーズを用いて New England Bio Labs 社の取り扱い説明書に従い精製した。  

簡単に、25 mM Tris-Hcl pH7.5、150 mM NaCl バッファーにより可溶化し、溶出は 25 mM Tris-HCl pH7.5、    

150 mM NaCl、10 mM Maltose バッファーを用いて溶出した。さらに純度の高い蛋白質を得るためにゲル濾過クロ

マトグラフィー（Superdex75、Cytiva社）を用いて精製を行った。結晶化スクリーニングはWizard classic 結晶化解

析スクリーニングキット（Rigaku社）を用いて行った。複数の条件で結晶が得られ、Spring-8でX－線構造解析を実

施した。さらに ILKとOspEの複合体の構造解析のために、バキュロウイルス発現システムを用いて ILKの発現系を

構築した。SF9 細胞に ILK、PinchおよびHIS-Parvin（IPP complex）の三つの蛋白質を共発現させ、IPP複合体蛋

白質を安定的に発現する系を構築した。複合体の精製は、cOmplete HIS-Tag Purification Resinビーズを用いてRoche
社の取り扱い説明書に従い精製した。 
22．．ハハイイススルルーーププッットトススククリリーーニニンンググ法法のの確確立立  
均一系時間分解蛍光エネルギー転移測定法（Homogeneous Time Resolved Fluorescence：HTRF）はハイスループ

ットスクリーニング（High throughput screening：HTS）において、生体分子の相互作用や活性の評価に広く応用さ

れている［6］。OspE と ILK の相互作用を調べる HTRF 方法の確立のために、両者の蛋白質の精製を行った。      
MBP-OspEは上記の構造解析と同様な方法で精製を行い、高純度の蛋白質を得た。ILK蛋白質はHISタグ融合蛋白質

としてBL21大腸菌に発現させ、cOmplete HIS-Tag Purification Resinビーズを用いてRoche社の取り扱い説明書に

従い精製した。さらに純度の高い ILK蛋白質を得るために、イオン交換クロマトグラフィー（HiTRAP、Cytiva社）

を用いて精製を行った。このように精製した蛋白質を用いて、HTRF 測定を行った。反応バッファー（100 mM NaCl、    
25 mM PO4 buffer、0.1％ Tween、0.1％ BSA）中にMBP-OspE、HIS-ILK、anti-HIS-Tb 抗体（Cis-bio社）及び 
anti-MBP-d2 抗体（Cis-bio 社）を加え、室温で 12 時間反応を行い、エネルギー転移を測定した（ARVO X-5、
PerkinElmer社）。励起光は340 nmを使用し、試料からの665 nmおよび615 nmの時間分解蛍光を同時に測定した。

HTRFアッセイでは、バックグラウンド蛍光の他に、励起光の散乱、カラークエンチングの影響を除去することが問題

となっている。これを解決するため、ドナー・アクセプターのペアから生じる 665 nm の長寿命蛍光だけでなく、   

615 nmの長寿命蛍光を測定し、これを内部リファレンスとして用いて、それらの蛍光強度比を測定値（比率＝1,000×
665 nm／620 nm）として使用した。KDはPRISMソフトを用いて算出した。 
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結結  果果  
  
11．．OOssppEEにによよるる IILLKKのの制制御御メメカカニニズズムム解解明明  

OspEによる ILKの制御メカニズムを解明するために、OspEと ILKの立体構造解析を行った。まず、OspEと ILK
との複合体が取る立体構造の決定するための両者の蛋白質の発現および精製系の構築を行った。OspE と ILK は極め

て難溶性のため、蛋白精製が容易ではなかった。そのため、MBPをOspE蛋白質に融合させ、さまざまなOspEの欠

損変異体を発現する蛋白質を作製した。その結果、試した変異体の中に、融合蛋白質全体として可溶性になることを見

出した（図2a）。この発現系を用いて、結晶化スクリーニングを行い、結晶を得ることができた（図2b）。現在、構造

解析を行っている。一方、ILKはPinchおよびParvinと複合体（IPP complex）を形成することが知られていたが、

近年、ILK は Parvin などの結合分子と共発現させることで安定に発現させられることが報告された［7］。そこで、  
IPP complex を SF9 細胞に発現させる系を確立し、精製に成功した。OspE は IPP complex の形成を阻害しないこ

とから、ILK は IPP complex として精製し、MBP-OspE を加え、4 者の構造解析を進めている。MBP-OspE の単独

の構造が明らかになると、すでに報告されている ILKの部分構造を用いて［7］、構造シミュレーションを行い、OspE
と ILKの相互作用を予測することが可能になり、OspEによる ILKの制御メカニズムが解明されると考えられる。 

 

 
図2．OspE蛋白質の構造解析のための条件検討 

a）MBP-OspE の発現系の確立。 
b）MBP-OspE の結晶化スクリーニング結果。 

  
22．．OOssppEEとと IILLKK  のの結結合合をを制制御御すするる新新ししいい化化合合物物のの創創出出  

OspE と ILK の結合を阻害する化合物を探索するために、OspE と ILK の結合を定量的に検出できる HTS 法の確

立を行った。HTS 法として、OspE と ILK の分子間の相互作用の測定には、均一系時間分解蛍光ネルギー転移測定法

（HTRF）を用いた。HTRF法は、蛍光共鳴エネルギー転移法（FRET）をベースにしている技術で、二つの分子がお

互い接近して存在したときに、エネルギードナー（ユロピウムクリプテート）からアクセプターにエネルギーが転移さ

れる現象を原理としている（図3a）［6］。このアッセイは高感度、簡単で制度が高く、迅速で、さらにユーロピウムは

蛍光寿命が非常に長い蛍光物質で、通常の蛍光が消失した後でも蛍光強度を測定することができるという利点から

HTSにはよく使われている［6］。OspEと ILKの結合を測定するHTRF方法の開発の概要を図3bに、図3c、dに結

果の一例を示した。開発したHTRF 法を用いて、MBP-OspEとHIS-ILKとの結合を定量的に測定することに成功し

た（KD＝0.021～0.029μM）。さらにOspEによる細胞の運動阻害能を測定するアッセイ法も確立した。今後、確立し

たスクリーニング系を用いて、両者の結合を阻害する化合物ライブラリースクリーニングを進め、得られたヒット化合

物と上記の構造情報を基に OspE-ILK 複合体を標的とするより優れたリード化合物の設計を目指す。 
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図3．化合物ライブラリースクリーニングのための、高効率アッセイ検出法の確立 

a）HTFRの原理。 
b）OspEと ILKの結合を定量的に測定するHTRFをベースとしたHTS法の概要。 

c、d）HTRF法を用いて測定したMBP-OspEとHIS-ILKの結合定数。 
 

考考  察察  

 
病原細菌による感染症は多剤耐性菌による感染症例が増加し、既存の抗生剤とは作用機序が異なる新しいコンセプト

の治療薬の開発が望まれている。近年、病原細菌のⅢ型分泌装置の分泌を阻害する化合物や膜蛋白質をターゲットにし

た化合物が抗菌剤として開発されている［8，9］。我々は、抗生物質に代替となる新しい治療薬の構想として、エフェ

クター分子の機能阻害剤に注目し、エフェクター分子の機能解析および機能阻害剤開発を行った。病原細菌のエフェク

ターは、常在菌や宿主の蛋白質との相同性が低い。それ故に、エフェクターに対する分子標的型治療薬が得られれば、

常在菌や宿主に作用せず、副作用が低い極めて有効な治療薬になると期待される。本研究により、得られる OspE と

ILK 複合体の結合阻害剤は、エフェクターの機能阻害剤として OspE を持つ幅広い病原細菌に効く抗菌剤として提案

できると期待している。 
ILK は細胞接着班に局在し、多くの接着斑の分子群と結合して、細胞骨格や運動などを制御する。ILK による細胞

運動や細胞増殖の制御は発生・分化や癌などの生命現象に関わっていることが知られている［10］。我々の研究結果か

らOspEは ILKの機能を阻害すると考えられるため、得られた複合体の構造から ILKの機能を制御する薬剤の開発に

つながると期待される。 
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