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緒緒  言言  

 
病原細菌がヒトに感染し疾患を引き起こすには、環境の変化を感知し、その環境に適応し、宿主の障壁を乗り越え

る必要がある。本研究では、腸管病原細菌である腸炎ビブリオをモデルにし、病原細菌の宿主環境適応機構の解明を

目指した。本菌の下痢誘導には、Vibrio parahaemolyticus pathogenicity island（Vp-PAI）にコードされる3型分泌

装置（T3SS2）が必須である［1］。一般的にT3SSは多くのグラム陰性病原性細菌が持つタンパク質分泌装置で、多

くの場合、病態形成過程に密接に関与している。この装置は注射針様の構造をとり、宿主細胞とのコンタクト依存的

にエフェクターと総称される細菌由来のタンパク質を直接注入する。注入されたエフェクターは様々な生物活性を発

揮することで、病態形成に寄与する［2，3］。腸炎ビブリオが腸管上皮細胞にエフェクターを効率よく注入するには、

1．ヒトの腸管環境に適応し、2．感染の場である腸管上皮細胞にアクセスし、3．腸上皮細胞にコンタクトしたことを

認識し、上皮細胞上の環境に適応する必要がある。本研究では、各ステップにおける腸炎ビブリオの遺伝子発現制御機

構および分泌制御機構を解析し、宿主環境適応機構を明らかにすることを目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．遺遺伝伝子子欠欠損損株株のの作作製製  
腸炎ビブリオRIMD2210633株（神奈川現象陽性、血清型O3:K6）を親株として用いた。標的遺伝子断片をPCRに

て増幅後、ノックアウトベクターである pYAK1 に導入し、大腸菌 SM10λpir 株に形質転換した。ノックアウトベク

ターは接合により、腸炎ビブリオに導入した。標的遺伝子の遺伝子欠損はPCRにて確認した。 
22．．ウウササギギ腸腸管管結結紮紮ルルーーププ試試験験  
腸炎ビブリオ菌液（109 cfu）を等間隔に結紮したウサギ小腸に接種した。16時間後に腸管を回収した。腸管ループの

長さ（cm）当たりの液体貯留量（ml）を液体貯留活性として、下痢誘導活性の指標とした。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  
11．．ヒヒトト腸腸管管環環境境適適応応機機構構のの解解析析  
ヒト腸管に豊富に存在する胆汁は、腸炎ビブリオの病原因子（T3SS2遺伝子群を含むVp-PAI領域にコードされる

遺伝子）の発現を誘導するトリガーの一つである［4，5］。そこで、ヒトの腸管環境適応機構をより詳細に解析するた

めに、従来の short read 次世代シーケンサー（Ilumina）を用いたRNA seq解析に加えて、long read次世代シーケン

サー（MinION）を用いた発現解析を行った。胆汁添加によって発現変動する遺伝子として、short read 次世代シーケ

ンサーでは121遺伝子、long read次世代シーケンサーでは111遺伝子が同定され、そのうち107遺伝子は両方法で共

通していた（図１a）。いずれの方法においても胆汁添加によるVp-PAI領域の遺伝子の発現誘導が確認された。long read
次世代シーケンサーを用いた発現解析のデータより、4,012の転写開始点および4,132の転写終結点を決定し、ゲノム
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ワイドに3,270遺伝子をカバーする4,499の遺伝子転写単位を決定した。さらに21種類の新規non-coding RNAを同

定した（図 1b）。同定された新規non-coding RNA のうち 2 種類（RNA3 とRNA4）は、胆汁添加により有意な発現

上昇が認められた（図1c～e）。現在、RNA3およびRNA4の機能解析を行っているが、特にRNA4は運動性に関する

遺伝子の発現制御に関与することで本菌の運動能を制御することが明らかになってきた。腸炎ビブリオが下痢原性を発

揮するには腸管上皮細胞にアクセスする機構が必要と考えられる。この知見は、本菌の病原性発揮と運動性との関連性

を紐解く手がかりになると考えられた。 
 

 
図1．腸炎ビブリオの胆汁応答性遺伝子の解析と新規non-coding RNAの同定 

a） 腸炎ビブリオの胆汁応答性遺伝子の Ilumina（short read sequencer）およびMinION（long read 
sequencer）を用いたRNA seq解析。long read次世代シーケンサー（MinION）による発現解析

によって同定された21種類の新規non-coding RNAのゲノム上の位置。 
b） 新規non-coding RNAの胆汁に対する発現応答。胆汁添加に対する新規non-coding RNAの発現

変動をRNA seq解析した。 
c） RNA3の胆汁に対する発現応答。胆汁添加に対するRNA3の発現変動をqRT-PCRにて解析した

（t検定、有意差あり、P＜0.05）。 
d） RNA4の胆汁に対する発現応答。胆汁添加に対するRNA4の発現変動をqRT-PCRにて解析した

（t検定、有意差あり、P＜0.05）。 
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22．．腸腸管管上上皮皮細細胞胞へへののアアククセセスス機機構構のの解解析析  
胆汁刺激によって発現誘導される遺伝子群の中で、腸上皮細胞へのアクセスに寄与する遺伝子を同定するためのスク

リーニングを行った。その結果、候補分子としてM60 peptidase Motifを持つ遺伝子（VseM）を同定した。M60 peptidase 
Motif は他の病原細菌のムチン分解酵素が保有しており、活性部位のアミノ酸残基もよく保存されていた（図2a）。vseM
の遺伝子発現は、他のVp-PAI 領域にコードされる病原因子と同様に胆汁添加によって誘導された（図2b、c）。また、

胆汁刺激によるVseM の発現誘導は、Vp-PAI 領域の正の転写制御因子vtrA（図2d、e）およびvtrB（図2f、g）遺伝

子欠損によって減弱した。これらの結果は、vseMの遺伝子発現制御が腸管病原遺伝子の発現と同調していることを示唆

していた。腸上皮細胞上にはムチン層があり、バリア機能を担っている。本菌がT3SS2の機能を発揮し、下痢を誘導す

るにはムチン層を通過し、上皮細胞表面に到達する必要がある。そこで、vseMの下痢原性への関与についてウサギ腸管

結紮ループ試験を用いて検討を行ったところ、vseM遺伝子欠損によって有意に低下した（図2h）。したがって、本研究

で同定した因子が腸管上皮細胞へのアクセスに寄与している可能性が示唆された。 
 

 
図2．VseMの同定 

a） VseMの構造とM60 peptidaseの活性部位のアミノ酸配列の比較。 
b） qRT-PCRを用いた胆汁刺激によるvseMの発現誘導（t検定、有意差あり、P＜0.05）。 
c） ウェスタンブロッティングを用いた胆汁刺激によるVseMの産生誘導 
d） vseMの発現誘導に対するvtrA遺伝子欠損の影響（qRT-PCR解析）（t検定、有意差あり、P＜0.01）。 
e） VseMの産生に対するvtrA遺伝子欠損の影響（ウェスタンブロッティング解析）。 
f） vseMの発現誘導に対するvtrB遺伝子欠損の影響（qRT-PCR解析）（t検定、有意差あり、P＜0.01）。 
g） VseMの産生に対するvtrB遺伝子欠損の影響（ウェスタンブロッティング解析）。 
h） vseM遺伝子欠損株の下痢誘導活性（t検定、有意差あり、P＜0.05）。 

 
33..  腸腸管管上上皮皮細細胞胞ココンンタタククトト認認識識機機構構のの解解析析  
我々はこれまでに、本菌のT3SS2が宿主細胞内の高ポタシウムイオン濃度を感知し、T3SS2の分泌スイッチを切り

換えることを報告してきた［6］。また、このコンタクト依存的な分泌制御に関わる因子（ゲートキーパー：VgpAおよ

びVgpB）を同定し、その遺伝子変異株（WT∆vgpAおよびWT ∆vgpB ）の表現型解析から、この変異体は宿主細胞

とのコンタクトを模擬していると考えた。そこでトランスクリプトーム解析を行ったところ、遺伝子欠損によって   
Vp-PAI 領域の遺伝子の特異的な発現上昇が認められた（図 3a）。遺伝子欠損による T3SS2 遺伝子群の転写制御因子

（vtrA および vtrB ）およびトランスロケーター（vopD2 ）およびエフェクター（vopC ）の遺伝子発現に与える影

響について qRT-PCR にて検討したところ、vtrA 以外の遺伝子で遺伝子欠損により発現上昇が認められた（図 3b）。
vgpAおよびvgpB遺伝子欠損によるT3SS2関連遺伝子発現上昇はT3SS2の構造遺伝子の一つvcrD2の遺伝子欠損に

よってキャンセルされた（図3c）。この結果は、本菌が宿主細胞とのコンタクトに依存した遺伝子発現制御機構を持ち、

この遺伝子発現制御機構にはT3SS2の分泌活性が必要であることを示唆していた。したがって、T3SS2分泌タンパク

質の中にコンタクトに依存した遺伝子発現制御機構に関与する因子が存在すると考え、腸炎ビブリオの培養上清のショ

ットガン質量分析を行った。vgpA および vgpB 遺伝子欠損を用いて、それぞれの株から7 種類の候補タンパク質を得

た（図3d）。全ての候補タンパク質は両株で一致していた。 
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図3．宿主細胞コンタクト依存的な遺伝子発現制御に関わる因子の同定 

a） vgpAおよびvgpB遺伝子欠損株の遺伝子発現解析。 
b） vgpAおよびvgpB遺伝子欠損がT3SS2関連遺伝子群（vtrA、vtrB、vopD2、vopC ）の発現に及ぼす影響。 
c） T3SS2の構造遺伝子欠損（∆vcrD2）がvgpAおよびvgpB遺伝子欠損によるT3SS2関連遺伝子群発現上昇

作用に与える影響。 
d） 培養上清のショットガン質量分析による新規T3SS2分泌タンパク質の網羅的解析。 

 
同定された7種類の候補タンパク質の遺伝子欠損株の性状解析から、コンタクト依存的な遺伝子発現制御に関わる因

子としてvtrNを同定した。C末端にFLAG tag融合VtrN発現株（POR-2-vtrN::3xFLAG tag）を作製し、分泌性を

確認したところ、親株ではVtrNの分泌は確認されなかったが、vgpAおよびvgpB遺伝子欠損（∆vgpAおよび∆vgpB ）
によって分泌が認められた（図 4a）。∆vgpA および∆vgpB は宿主細胞とのコンタクトした状態を模擬した変異株であ

ることから、VtrN はコンタクト依存的に T3SS2 によって分泌されることが考えられた。次に vtrN 遺伝子欠損株

（∆vtrN）を作製し、T3SS2 関連タンパク質（エフェクター：VopC、VopL、トランスロケーター：VopB2、VopD2、
ニードル：VPA1343）の産生に与える影響についてウェスタンブロッティングで検討を行ったところ、いずれのタンパ

ク質においても産生量の増加が認められた（図 4b）。vtrN 遺伝子欠損によるT3SS2 関連遺伝子群の発現上昇は vgpA
およびvgpB遺伝子欠損株（図3b）と同様にqRT-PCRにより確認された（図4c）。しかしながら、vgpAおよびvgpB
遺伝子欠損株の場合とは異なり、vtrN 遺伝子欠損によるT3SS2 関連遺伝子群の発現上昇はT3SS2 の構造遺伝子の欠

損（∆vcrD2 ）の影響を受けなかった（図3c、図4d）。vtrN遺伝子欠損株（∆vtrN ）の遺伝子発現プロファイルを野

生株（WT）と比較したところ、Vp-PAI領域にコードされる遺伝子の特異的な発現上昇が認められた（図4e）。以上の

結果は、VtrN が T3SS2 分泌性の Vp-PAI 領域にコードされる遺伝子群に対する負の制御因子であることが示唆され

た。 
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図4．VtrNはT3SS2分泌性の遺伝子発現制御因子である 

a） VtrNの分泌に与えるT3SS2構造遺伝子（vcrD2 ）及びT3SS2のゲートキーパー遺伝子

（vgpA、vgpB ）遺伝子欠損の影響。 
b） vtrN遺伝子欠損がT3SS2関連タンパク質の産生に及ぼす影響。 
c） vtrN遺伝子欠損がT3SS2関連遺伝子群（vtrA、vtrB、vopD2、vopC ）の発現に及ぼす影響。 
d） T3SS2の構造遺伝子欠損（∆vcrD2）がvtrN遺伝子欠損によるT3SS2関連遺伝子群発現。 
e） 上昇作用に与える影響。 

 
VtrN はT3SS2 の分泌基質であること、その分泌性は分泌制御因子VgpA およびVgpB によって厳密に制御されて

いることから、本菌の宿主細胞とのコンタクト依存的な遺伝子発現制御因子であることが考えられた。vtrN 遺伝子

欠損株のトランスクリプトーム解析より、VtrN によって負に制御される遺伝子の大部分が Vp-PAI 領域にコードされ

る遺伝子であった。Vp-PAI領域には下痢原性に必須であるT3SS2遺伝子群がコードされていることから、本菌が細胞

とのコンタクトを契機に病原因子の発現を上昇させることで、病態形成を促進している可能性が考えられる。VtrN
制御下の遺伝子にはVp-PAI 領域以外にコードされる代謝、転写、運動性に関わる遺伝子が含まれており、これらの

遺伝子の感染過程における役割を決定することで本菌の宿主細胞上の感染ニッチ獲得機構が詳細に解明できる可能性

が考えられた。 
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