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研究成果の概要（和文）：以前に、我々は、緑膿菌のオートトランスポーター分泌蛋白質の一つであるEprSが、
プロテアーゼ活性化受容体を介して宿主の炎症応答を活性化するセリンプロテアーゼであることを報告した。し
かし、緑膿菌の病原性におけるEprSの役割の解明は不十分であった。本研究では、EprSが緑膿菌の病原性に関与
するかを検討するために、緑膿菌PAO1野生型株とそのeprS破壊株の病原性に関連する様々な表現型について特性
を解析した。その結果、EprSは、緑膿菌の生体内での毒力に重要な役割を担い、緑膿菌の病原性に関連する表現
型に多面的な効果を発揮することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that EprS, an autotransporter serine protease of 
Pseudomonas aeruginosa, induces host inflammatory responses through protease-activated receptors. 
However, little is known about the role of EprS as a virulence factor of P. aeruginosa. In this 
study, to investigate whether EprS participates in the pathogenicity of P. aeruginosa, we 
characterized various pathogenic phenotypes of the wild-type PAO1 strain and its eprS-disrupted 
mutant. Our results indicated that eprS plays a role in the growth of P. aeruginosa in the presence 
of limited nutrients such as a medium containing proteinaceous materials as the sole carbon and 
nitrogen source. Furthermore, the isogenic eprS mutant showed an attenuation of virulence in 
leucopenic mice as compared with the wild-type strain. Collectively, these results suggest that EprS
 exerts pleiotropic effects on various pathogenic phenotypes of P. aeruginosa.
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１．研究開始当初の背景 

緑膿菌は、健常者には病原性の弱い日和見

病原体であり、易感染宿主における術後感染

症や院内感染症の起因菌として頻繁に分離

される。また、本菌は、各種抗菌薬による化

学療法に対して耐性の傾向を示し、近年では

多剤耐性緑膿菌による院内感染が問題とな

っている。従って、緑膿菌感染症対策の一つ

として、ワクチンによる感染予防は重要であ

ると考えられる。しかし、有効な緑膿菌ワク

チンは現在のところ存在しない。 

これまでに研究された緑膿菌ワクチンは、

緑膿菌が産生する様々な病原性因子（エキソ

トキシン A, べん毛, 線毛, リポ多糖体など）

を免疫原としていたが、①全ての緑膿菌株に

適用可能ではないこと、②感染防御効果が十

分ではないこと、③発熱や免疫複合体の形成

をはじめとする副作用が認められることな

どの問題を抱えている。これらを解決する一

つの方策として新たな免疫原の確立が挙げ

られることから、その候補として緑膿菌の 5

型分泌蛋白質が有用であるのかを検討する

ことを考え、本研究の開始に至った。 

 

２．研究の目的 

グラム陰性菌の 5 型分泌装置は、オートト

ランスポーター分泌系と two-partner分泌系の

二種類の経路から構成される。5 型分泌され

る蛋白質の多くは、病原性因子であるが、緑

膿菌の病原性と 5 型分泌蛋白質との関係は、

十分に理解されていない。我々は以前に緑膿

菌オートトランスポータープロテアーゼ

EprS が、塩基性アミノ酸残基の C 末端側を切

断する基質特異性のセリンプロテアーゼで

あり、プロテアーゼ活性化受容体を介して炎

症応答を誘導することを報告した。しかし、

緑膿菌の病原性における EprS の役割は十分

に理解されていない。そこで、本研究では、

EprS が緑膿菌の病原性に果たす役割を解明

することを目的として、緑膿菌 PAO1 野生型

株 (PAO1 WT) とその eprS 破壊株 (PAO1 

eprS) の病原性に関連する様々な表現型に

ついて比較を行った。 

 

３．研究の方法 

（1） 各種の培地における緑膿菌の増殖 

緑膿菌 PAO1 野生型株 (PAO1 WT) とその

eprS 破壊株 (PAO1 eprS) について各種の培

地にて 37C で振盪培養し、600nm における

培養液の濁度を分光光度計によって経時的

に測定することで各株の増殖を評価した。 

 

（2） 緑膿菌による各種の病原性因子の産生 

緑膿菌の病原性に関与するエラスターゼ、

ピオシアニン、ピオベルジンの培養上清中へ

の産生について調べた。エラスターゼの産生

については培養上清と基質であるエラスチ

ンコンゴーレッドを 37C で 6 時間反応させ

た後、生じた可溶性コンゴーレッドを 490 nm

での吸光度の測定によって定量する方法で

評価した。また、ピオシアニンとピオベルジ

ンの産生については、それぞれ 695 nm と 403 

nm における培養上清の吸光度を測定するこ

とで評価した。 

 

（3） 緑膿菌によるオートインデューサーの

産生 

緑膿菌の各株を培養し、その培養上清をオ

ートインデューサー誘導性ルシフェラーゼ

レポーター株である Vibrio harveyi BB886 に

30C で 5 時間作用させた後、オートインデュ

ーサーの存在依存的に生じる発光をルミノ

メーターにより測定することで評価した。 

 

（4） 緑膿菌の運動性 

緑膿菌の swimming, swarming, twitching 能

評価するために、各株を 0.3, 0.5, 1.0%の寒天

濃度の培地にそれぞれ接種した。25-37C で

24 時間培養した後、各培地における菌株の増

殖状態を観察した。 

 

（5） 緑膿菌による界面活性物質の産生 

緑膿菌の各株を培養し、その培養上清をポ

リスチレン板の表面に滴下し、形成される液

滴の状態を観察する drop collapse assay によ

って評価した。 

 

（6） マウスに対する緑膿菌の毒力 

マウスに白血球減少症を誘導するために、

シクロフォスファミドを投与して 4 日間飼育

した。その後、そのマウスへ緑膿菌の各株を

腹腔内感染させて、マウスの生存を経日的に

7 日間観察し、マウスの生存率を比較した。

また、マウスに対する各株の半数致死量 

(LD50) を算出した。 

 

４．研究成果 

先ず、EprS が緑膿菌の増殖に関与するかを

検討するために、単一の炭素及び窒素源とし

てアルブミンのみを含む最少培地や完全培

地である LB 培地、また、タンパク質性の栄

養源を含まない最少培地である VB 培地にお

ける緑膿菌の増殖を調べた。その結果、アル

ブミン培地では、PAO1 eprS の増殖が PAO1 



WT よりも低下していたが（図 1 (a)）、LB や

VB 培地では、増殖の差は認められなかった

（図 1 (b)）。従って、これらの結果から、EprS

は、単一の炭素及び窒素源としてタンパク質

性の物質が存在する条件下での緑膿菌の増

殖に、一定の役割を担うことが示唆された。 

次に、緑膿菌の病原性に関与するエラスタ

ーゼ、ピオシアニン、ピオベルジンの産生に、

eprS の破壊が影響するかを調べた。その結果、

PAO1 eprS では、エラスターゼ、ピオシアニ

ン、ピオベルジンの産生の減少が認められた

（図 2 (a-c)）。また、これらの分子の発現は、

クオラムセンシングにより調節されること

が知られているので、クオラムセンシングに

関与するオートインデューサーの産生を、V. 

harveyi をレポーターとするバイオアッセイ

により検討した。その結果、PAO1 eprS では

オートインデューサー産生の低下が認めら

れた（図 2 (d)）。 

緑膿菌の病原性には、本菌の運動性の関与

が報告されている。そこで、eprS の破壊がべ

ん毛による運動である swimming、べん毛と

線毛による運動である swarming、線毛による

運動である twitching に影響するかを調べた。

その結果（図 3）、PAO1 eprS では、swimming

と swarming 能が低下していたが、twitching

能は変化しなかった。また、緑膿菌の

swarming 能は、本菌の界面活性物質の産生と

関連することが報告されているので、PAO1 

WT と PAO1 eprS の界面活性物質の産生を

drop collapse assayにより半定量的に比較した。

その結果（図 4）、PAO1 eprS では PAO1 WT

よりも界面活性物質の産生を低下している

ことが認められた。 

マウスに対する緑膿菌の毒力に eprS の寄

与があるかを検討した。この実験では、マウ

スにシクロフォスファミドを投与して白血

球減少症を誘導した後、マウスへそれぞれの
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図1. 各種の培地における緑膿菌の増殖



菌株を腹腔内感染させて、マウスの生存を観

察した。その結果、5×103から 5×105 CFU の

PAO1 eprS の感染（図 5 (b)）では、同菌数

の PAO1 WT の感染（図 5 (a)）よりも生存率

が高く、PAO1 eprS の LD50は PAO1 WT のそ

れよりも 17 倍程度高いことが示された。従

って、これらの結果から、EprS は、緑膿菌の

生体内での毒力に重要な役割を担うことが

示唆された。 

以上の結果から EprS は、緑膿菌の病原性

に関連する表現型に多面的な効果を発揮す

ることが示唆された。しかし、EprS によって

直接的に影響を受ける標的分子は不明であ

ることから、どのような標的分子が EprS に

よって影響を受けて各種の表現型に変化を

生じるのかを解析する必要があると考えら

れた。 
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図5. マウスに対する緑膿菌の毒力
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