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研究成果の概要（和文）：新規に開発した chromosome-plasmid hybrid bioluminescent reporter 

system (C-P reporter system)法を用いて作製した遺伝子発現をモニターするための菌株を使

用することによって、腸管出血性大腸菌(EHEC)が腸管上皮細胞に接着した時、またマクロファ

ージ細胞に貪食された時の EHEC の主要な病原因子である志賀毒素の in vitroでの発現様式の

解析を行った。その結果、志賀毒素１(Stx1)と志賀毒素２(Stx2)は同様に腸管上皮細胞に接着

した時、またマクロファージ細胞に貪食された時に産生が増加することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：A novel chromosome-plasmid hybrid bioluminescent reporter system (C-P 
reporter system) utilizing Photorhabdus luminescens luxCDABE genes has been constructed to 
monitor the expression of Shiga toxin 1 (Stx1) and Shiga toxin 2 (Stx2) in enterohaemorrhagic 
Escherichia coli (EHEC) in real time. Using these reporter strains, we examined the profiles of 
Stx1 and Stx2 expression in EHEC. We found that production of both Stx1 and Stx2 in EHEC was 
enhanced upon contact with intestinal epithelial cells and within macrophages. 
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１．研究開始当初の背景 
 EHEC は主要な病原因子として志賀毒素を

産生する。EHEC の産生する志賀毒素には志賀

赤痢菌が産生する志賀毒素と同一の Stx1 と

構造的にも機能的にもよく似ており、アミノ

酸レベルで５０％程度のホモロジーを持つ

Stx2 が存在する。EHEC はこれら毒素の両方、

あるいは一方を産生する。 

 疫学的な研究は Stx2 を産生する EHEC の方

が Stx2 を産生しない EHEC よりも、より強い

病原性、すなわち重症化に関与していること

を明らかにしている。このことはおそらく、
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Stx1 と Stx2 の何らかの違いが毒素産生性の

異なる EHEC の病原性の違いに関係している

ことが考えられ、それを明らかにすることは

腸管出血性大腸菌感染症の発症機序と重症

化を解明するために非常に重要なことであ

ると思われる。 

 EHECの産生するStx1と Stx2は構造的にも

機能的にも非常によく似ているが、すでにい

くつかの点で違いが知られている。 

I)  菌体からの分泌性の違い 

II)  受容体に対する結合性の違い 

III) 細胞表面への結合様式の違い 

IV) 細胞毒性の違い 

V) マウス、ウサギに対する致死活性の

違い 

 ここで挙げた I）~V）の違いは毒素が産生

されて以降のことであるが、腸管内での毒素

の産生の様子に違いがあるかどうかに関し

ては明らかになっていない。 

 しかしながら、Stx1遺伝子と Stx2遺伝子の

プロモーターは違っており、転写調節の仕組

みも異なっていること、また、in vitroで転写

を増強させる条件も異なっていること、から

考えると、感染時における腸管内での毒素産

生のタイミングや量、また薬物に対する毒素

産生に対する影響等が Stx1 と Stx2 で異なっ

ている可能性が考えられ、これらのことも

Stx2を産生するEHECのより強い病原性に関

与していると思われる。したがって、in vivo

における志賀毒素の産生性を解析すること

は非常に意義のあることだと思われる。 
 
２．研究の目的 
腸管出血性大腸菌(EHEC)は主要な病原因子

として Stx1 と Stx2 を産生する。しかしなが

ら、in vivo における志賀毒素の発現パター

ンやその違い、また、治療薬による志賀毒素

の腸管内での発現に対する影響や効果につ

いては明らかになっていない。そこで、in 

vivoイメージングと C-P reporter system を

用いて、感染時の毒素産生の様子、また毒素

産生を抑える薬物に対する影響などを解析

する。in vivo 解析による志賀毒素産生様式

の解明によって EHEC 感染症の予防や治療を

効率的におこなうために必要な感染時の基

礎的データーを明らかにすることができる。

また、同様な解析方法が他の細菌感染症対策

にも応用できることが期待できる。 

 
３．研究の方法 
 Photorhabdus luminescens GTC00819 株の

ゲノム DNA を鋳型として生物発光に必要な

luxCDABEオペロンを PCR で増幅し、その DNA

断片を lacプロモーターを持つ発現プラスミ

ドにクローニングし、LuxCDABE 発現プラスミ

ド placlux8 を構築した。 

 LuxCDAB 発現プラスミド pluxCDAB3 は

LuxCDABE 発現プラスミド placlux8 から luxE

遺伝子を欠失させて構築した。 

EHEC の主要な病原因子である志賀毒素の

発現をモニターするための変異株を作製す

るために、EHEC EDL933 株、あるいはその変

異株 E(SR)の stx1遺伝子、あるいは stx2遺

伝子の直下に luxE遺伝子を挿入し、そして、

これらの菌株にLuxCDAB 発現プラスミドを形

質転換した。各々の志賀毒素の発現に応じて

産生された LuxE に依存して生じる菌体から

の発光はルミノメーターで測定した。 

 接着実験には Sodium butyrate 処理によっ

て分化誘導したヒト大腸上皮由来の Caco-2

細胞を用いた。 
 
４．研究成果 

（１）志賀毒素モニター株の構築 

  P. luminescensのゲノムより発現ベクタ

ーにクローニングした luxCDABE operon 

を EHEC に形質転換すると非常に強い生物発

光が検出された。このことより、EHEC では発



 

 

光するためにはこの lux operon に存在して

いる５つの遺伝子(luxCDABE)で十分である

ことが分かった。そこでこれらの発光遺伝子

群を用いて、目的の遺伝子発現を発光強度の

変化でモニターできる測定系の作製を試み

た。しかしながら、この luxCDABE operon の

全長は約 6 kb あり、目的の遺伝子の下流に

挿入することは困難であった。そこで、

luxCDABE operon を分割し、luxE遺伝子をゲ

ノム上の目的遺伝子の下流に挿入し、残りの

遺伝子群は発現プラスミドによって、恒常的

に発現させる C-P reporter system を構築し

た。発現プラスミドによって産生される

LuxCDAB タンパク質は恒常的に十分量菌体内

に存在しているため、発光強度は目的の遺伝

子と同じ産生様式で産生される LuxE タンパ

ク質の量に依存する。したがって、このこと

から発光強度を測定することによって目的

遺伝子の発現量の変化を明らかにすること

ができる。 この C-P reporter system を用

いた遺伝子発現モニター系を用いて、EHEC の

病原因子である Stx1 と Stx2 の細胞に接着し

た時の発現を明らかにするために、luxE遺伝

子を stx1遺伝子と stx2遺伝子の下流に挿入

した菌株をそれぞれ作製した。また、Stx2 を

産生する菌体は同時に溶菌遺伝子産物も産

生してしまうため、Stx2 産生と同時に速やか

に溶菌する。したがってこのことを防ぐため

に、Stx2 の発現をモニターする菌株は Stx2

ファージの溶菌遺伝子 SRも欠失させている。 

（２）志賀毒素モニター株の解析 

 EHEC における Stx1 の発現をモニターする

ための変異株 E1-E2S (pluxCDAB3)は対数増

殖期中期に発光強度が増加し、対数増殖期後

期に入ると発光強度は減少した。この発光強

度の変化はこの菌株の Stx1 の産生量と相関

しており、検出された Stx1 の産生量は静止

期初期で最大となった。このことは野生株の

Stx1 産生様式と同様であった。また、野生株

が Stx1 の産生を増加させる低鉄イオン条件

においても、このモニター株は発光強度が強

くなり、同時に Stx1 の産生が増加した。こ

のことから、作製した Stx1 モニター株は野

生株と同様に Stx1 を産生しており、なおか

つ発光強度を測定することによって、その

Stx1 の産生量の変化をモニターできること

が確認できた。 

 同様に、EHEC における Stx2 の発現をモニ

タ ー す る た め の 変 異 株 E(SR)2-E1S 

(pluxCDAB3)は対数増殖期後期に発光強度が

増加し、静止期に入ると発光強度は減少した

(Fig. 2)。この発光強度の変化はこの菌株の

Stx2 の産生量と相関しており、検出された

Stx2 の量は静止期で最大となった。このこと

は野生株の Stx2 産生様式と同じであった。

また、野生株が Stx2 の産生を増強させるマ

イトマイシンＣ処理によっても、同様に発光

強度が劇的に増加し、Stx2 の産生量が激増し

た。ただし、Stx2 モニター株は Stx2-ファー

ジの SR 遺伝子が欠失してあるために、野生

株の Stx2 産生時の分布とは異なり、産生さ

れたStx2 はほとんど菌体外に放出されない。

これらのことから、Stx1 モニター株と同様に、

作製した Stx2 モニター株は野生株と同様に

Stx2 を産生しており、なおかつ発光強度を測

定することによって、Stx2 の産生量の変化を

明らかにできることが確認できた。ただし、

Stx2 の産生時の分布は野生株とは異なり、

Stx2 モニター株では菌体外には放出されな

い。 

（３）細胞接着時における志賀毒素発現の解

析 

 そこで、これらの菌株を用いてヒト腸管上

皮細胞由来の Caco-2 細胞に接着している状

態と、培養液中に浮遊している状態における

志賀毒素の発現を発光強度の値で比較した。



 

 

Stx1 モニター株を用いた結果、Caco-2 細胞

に接着している EHEC の菌体あたりの発光強

度は上昇し、感染後６時間がピークであった。

また、浮遊していた EHEC の菌体あたりの発

光強度は接着している EHEC の発光強度より

もどの時間でも低かった。これらのことから、

EHEC における Stx1 の産生は細胞に接着する

ことによって、上昇することが明らかになっ

た。Caco-2 細胞は Sodium butyrate 処理によ

って腸管上皮様細胞に分化誘導する。そこで、

この接着による Stx1 の産生上昇が生きた腸

管上皮細胞特異的かどうか確認するために、

分化誘導していない Caco-2 細胞と固定化し

たCaco-2 細胞を用いて同様な実験を行った。

感染後６時間において、分化誘導した Caco-2

細胞に接着した EHEC の方が固定化された

Caco-2 細胞に接着したときよりも、菌体あた

りの発光強度が高かった。しかしながら、分

化誘導していない Caco-2 細胞の方が分化誘

導した Caco-2 細胞よりも高かった。これら

のことから、少なくとも Stx1 産生の上昇に

は生きた細胞との接着が重要であることが

明らかになった。 

 一方、Stx2 モニター株を用いた結果では、

Stx1 モニター株の時と同様に、Caco-2 細胞

に接着している EHEC の菌体あたりの発光強

度は上昇したが、その上昇は感染後６時間か

ら観察された。また、同様に浮遊している

EHEC の菌体あたりの発光強度は接着してい

る EHEC の発光強度よりもどの時間でも低か

った。次に、この接着による Stx2 の産生上

昇が生きた腸管上皮細胞特異的かどうか確

認するために、分化誘導していない Caco-2

細胞と固定化した Caco-2 細胞を用いて同様

な実験を行った。感染後６時間において、分

化誘導した Caco-2 細胞に接着した EHEC と固

定化された Caco-2 細胞に接着した EHEC の菌

体あたりの発光強度を比較したが、菌体あた

りの発光強度の値にほとんど差は認められ

なかった。また、Caco-2 細胞の分化誘導の有

無によっても差はなかった。これらのことか

ら、Stx2 産生の上昇には生きた細胞との接着

はそれほど重要でないことが示唆された。以

上のことから、EHEC は感染時、腸管上皮細胞

に接着するとそれぞれの志賀毒素の産生を

増加させていることが考えられた。しかし、

それぞれの志賀毒素産生に関わる機構には

違いがあることが明らかになった。 
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