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研究成果の概要（和文）：尿路病原性大腸菌は、尿路感染症の主要な起因菌であり、腸管内や自然環境中では病
原性を示さず、尿路においてのみ強い病原性を示すことが知られている。本研究では、尿路病原性大腸菌が膀胱
内の鉄欠乏環境に応答して病原性が誘導されるメカニズムの解明を行った。さらに、本菌の新規病原性因子TolB
を発見し、その機能解明にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Uropathogenic E. coli is a major pathogen that causes urinary tract 
infections, and it exhibits pathogenicity only in the urinary tract but not enteric site and natural
 environment. In this study, we revealed the mechanism how virulence of Uropathogenic E. coli is 
induced under iron-limited conditions in urinary tract infection sites. In addition, we also found a
 novel virulence factor, TolB and also investigated its functions.  

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
尿路病原性大腸菌による感染症治療のために、各種抗菌薬が使用されているが、近年これらの抗菌薬に対する耐
性菌（薬剤耐性菌）が増加傾向にあり、本感染症に対する予防法や治療法の発展が期待されている。本研究成果
は、尿路病原性大腸菌感染症の増悪リスク予測や予防法、新規治療法の創成といった応用研究へ橋渡しを行うも
のである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

尿路病原性大腸菌 (Uropathogenic E. coli : UPEC)は、尿路感染症の最も主要な起因菌

である。近年、代表的な治療薬であるキノロン薬やβ―ラムタム系薬に対する耐性菌が増加

傾向にあり、本感染症に対する予防法や治療法の発展が期待されている。UPEC は、膀胱の上

皮細胞に侵入し、膀胱上皮細胞内で IBC(Intracellular Bacterial Community)と呼ばれるマ

イクロコロニーを形成する。これまでのところ、膀胱上皮細胞への侵入および、IBC 形成に

は、I型線毛が重要であることが知られてきた。私たちは、I型線毛を含む UPEC 病原性因子

の発現誘導メカニズムに興味を持ち研究を行ってきた。私たちは、UPEC の感染部位である膀

胱内では、フリーの鉄イオンが欠乏しているという事実に着目し、鉄イオンと UPEC の病原

性との関係について解析を行ってきた。これまでに私たちは、I型線毛の発現が、鉄イオン

存在下において、Fur によって抑制を受けること、一方で鉄イオン欠乏環境では Fur による

I型線毛の発現抑制が解除されること、その結果 UPEC の膀胱上皮細胞に対する侵入能や IBC

形成が誘導されることを発見した。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、鉄イオン欠乏環境における UPEC 病原性誘導の分子機構の全容を解明する 

ことを目的とした。UPEC の病原性因子として I型線毛以外にも、P型線毛や S型線毛など 

数種類の線毛が知られている。加えて、運動性に必要な鞭毛なども病原性に重要であること 

が知られている。本研究では、I 型線毛以外の上記病原性候補因子について検討を行った。 

膀胱に感染した UPEC の一部は、腎臓へと上行した場合、腎臓上皮細胞に感染し、腎盂腎炎 

を引き起こす。私たちは、鉄イオン欠乏環境と UPEC の腎臓上皮細胞に対する病原性につい 

ても検討を行った。一方で、UPEC には Fur に加えてもう一つの鉄イオン応答性の sRNA 型の 

制御因子 RyhB が知られている。私たちは、RyhB と UPEC の病原性との関係に着目した。さら 

に本研究の過程で、私たちは UPEC の病原性と運動性に関与していると思われる新たな因子 

TolB を発見した。本研究では、UPEC の病原性と運動性における TolB の機能解析も行うこと 

を目的とした。 

 
３．研究の方法 
  in vitro のマイクロコロニー形成能の評価法として、96穴ポリスチレンプレート上に UPEC

を培養し、コロニー形成した菌をクリスタルバイオレット染色し、比色定量を行った。また、

カバーガラス上に UPEC を培養し、コロニー形成した菌を SYTO-9 により蛍光標識し、共焦点

レーザー顕微鏡によりマイクロコロニーの可視化を行った。ex vivo における UPEC の病原性

評価法として、膀胱および腎臓上皮細胞を用いた。Gentamycin アッセイにより、上皮細胞に

付着、侵入した菌数の定量を行った。また、GFP 発現プラスミドを導入した株を上皮細胞に

感染させ、共焦点レーザー顕微鏡を用いて、蛍光標識した上皮細胞のアクチンと共に IBC 形

成した菌の可視化を行った。尿路感染モデルマウスを用いた in vivo 評価系として、C3H/HeN

雌マウスに対してマウス用カテーテルを介した経尿道的感染を行い、感染 48時間後に膀胱お

よび、腎臓に感染した菌数の計測を行った。UPEC の各病原性候補因子の発現レベルは、定量

的リアルタイム PCR 法によりそれぞれの転写レベルを測定、比較することで、評価を行った。

各遺伝子欠損株の構築は、Suicide プラスミドを用いた In-frame の相同組み換え法により行

った。I 型線毛と P 型線毛の活性は、モルモットおよび、ヒトＯ型赤血球の凝集試験により

評価を行った。UPEC の運動性評価系として、軟寒天培地を用いた運動性試験を行った。また、

ビクトリアブルーとタンニン酸を用いた鞭毛染色法により UPEC の鞭毛観察を行った。 

 



４．研究成果 

Fur によって制御される病原性候補因子として、新たに P線毛および、鞭毛フラジェリン

蛋白質を発見した。これらの発現は、I型線毛と同様に、鉄イオン存在下において Fur によ

って抑制を受けており、鉄イオン欠乏環境では脱抑制されることがわかった。P型線毛に関

しては、膀胱上皮細胞のみならず、腎臓上皮細胞に対する病原性にも寄与していることが報

告されている。本研究において、fur 欠損株および、鉄イオン欠乏環境を模倣した培地上で、

腎臓上皮細胞感染実験を行った。その結果、膀胱上皮細胞だけでなく、腎臓上皮細胞に対す

る病原性も Fur 依存的に、鉄イオン欠乏環境において誘導されることがわかった。さらに、

Fur に加えてもう一つの鉄イオン応答性の制御因子 RyhB と UPEC の病原性との関係について

も検討を行った。ryhB 欠損株では、fur 欠損株と同様に、恒常的に I型線毛と P型線毛およ

び、鞭毛フラジェリンの発現が亢進しており、その結果、膀胱上皮細胞と腎臓上皮細胞に対

する病原性も亢進していた。UPEC を含む多くの細菌は、鉄イオン欠乏環境下ではシデロフォ

アと呼ばれる鉄イオンをキレートする物質を産生し、鉄イオンを効率的に取り込むことが知

られている。一方で、膀胱上皮細胞や腎臓上皮細胞といった尿路系細胞は、自然免疫応答の

際にリポカリンと呼ばれる物質を産生し、シデロフォアを補足することが知られている。即

ち、UPECの感染部位においてUPECは利用できる鉄イオンが欠乏していると考えられている。

その仮説をサポートするデータとして、尿路感染時において UPEC のシデロフォア産生が亢

進しているという事実がある。これらの事実と本研究結果から、UPEC は尿路外においては、

Fur と RyhB によって自身の I型線毛と P型線毛および、鞭毛フラジェリンの発現と共に、病

原性が抑制されていると考えられる。しかしながら、感染部位である尿路中に移行した場合

には、Fur と RyhB が不活化し、上記因子の発現が脱抑制されることで、結果的に病原性が誘

導されることが明らかとなった。 

本研究では、新たな病原性の候補となる因子 TolB を発見し、その機能解析も行った。tolB

欠損株は、野生株と比べて膀胱上皮細胞に対する付着能に変化はないものの、侵入能および、

マイクロコロニー形成能が低下していることがわかった。さらに tolB 欠損株は、鞭毛形成不

全を起こしており、その結果運動性がほぼ消失していることも観察された。しかしながら、

鞭毛フラジェリン蛋白質を含め、各鞭毛蛋白質の発現レベルは野生株とほぼ同程度であった。

また、I型線毛と P 型線毛の活性および、発現レベルも野生株と同程度であった。また本研

究では、経尿道感染モデルマウスを用いた in vivo での病原性評価も行った。野生株を感染

させたマウスでは、感染４８時間後に多数の菌が膀胱だけでなく腎臓にも定着しており、上

行性の感染が認められた。一方で、tolB 欠損株を感染させたマウスでは菌の定着数が野生株

感染時と比べて１００倍以上低い値を示した。これまでに、TolB はコリシンの取り込みや外

膜の安定性に寄与することが報告されていたが、本研究により UPEC の病原性にも重要であ

ることが明らかになった。このことから、TolB は UPEC 感染症に対する新規診断マーカーお

よび、新規治療標的となりうることが期待される。 
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