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研究成果の概要（和文）：ボルデテラ属細菌（百日咳菌、パラ百日咳菌、気管支敗血症菌）が産

生するアデニル酸シクラーゼ毒素の菌種間の性状の違いを発見し、その違いがこの毒素の 375
番目のアミノ酸残基の違いによる標的細胞への侵入過程の違いに由来することを明らかにした。

またこの毒素活性の違いがボルデテラ属細菌間の宿主への感染病態の違いに関与している可能

性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We found that different toxic activities of adenylate cyclase toxins 
(ACTs) produced by Bordetella species including B. pertussis, B. parapertussis, and B. 
bronchiseptica come from the different activities of translocation of ACTs to the target cells. 
Furthermore, we showed that the different toxic activities among Bordetella species could 
be a cause of the different pathology of diseases.
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１．研究開始当初の背景
 ボルデテラ属の病原細菌には、ヒトにのみ
感染し百日咳症の原因となる百日咳菌
(Bordetella pertussis)、ヒト及びヒツジに感
染 す る パ ラ 百 日 咳 菌 (Bordetella 
parapertussis)、ブタ、イヌ、モルモットな
ど様々な動物種に感染する気管支敗血症菌
(Bordetella bronchiseptica)の 3 菌種が知ら
れている。これらの菌のゲノム全塩基配列は
既に決定され、それぞれゲノムサイズは異な
るものの主要病原因子とされる繊維状赤血

球凝集素(FHA)、パータクチン(PRN)、繊毛
等の定着因子、アデニル酸シクラーゼ毒素
（ACT）や壊死毒(DNT)等の毒素の菌種間で
の相同性は極めて高く、なぜこれらの 3 菌種
が明瞭に宿主特異性を別にするのか明らか
になっていない。またこれらの 3 菌種はいず
れもヒトに感染可能であるが、百日咳菌が咳
発作のような顕著な急性の症状を示すのに
対し、パラ百日咳菌では百日咳で見られるよ
り軽度の症状を示し、気管支敗血症菌では広
い宿主域を持ち持続的感染するものの多く
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の宿主に対し無症候性で慢性的な症状を示
すが、なぜこのような感染症状の違いが生じ
るかについても明らかになっていない。
 一方、研究代表者らは百日咳菌由来のアデ
ニル酸シクラーゼ毒素(ACT)にはラット肺胞
上皮細胞由来の L2 細胞の形態変化を起こす
活性が見られるが気管支敗血症菌由来のも
のでは全く認められないことを発見した。気
管支敗血症菌と百日咳菌の ACT は 97.9％と
高い相同性を持つが、気管支敗血症菌の ACT
は N 末端側が 34 残基長く、C 末端側ヘモリ
シンドメイン(特に RTX 領域)に 34 残基の違
いがあり、この違いが百日咳菌と気管支敗血
症菌のACTのL2細胞に対する作用の違いを
規定していると思われた。
 一方、ACT をコードする cyaA 遺伝子を欠
損した百日咳菌変異株は宿主の肺に定着・増
殖できないことが報告されており、ACT は百
日咳菌の感染に極めて重要な役割を果たし
ている可能性がある。従って百日咳菌と気管
支敗血症菌の cyaA 遺伝子をスワップした変
異株を作製し、マウスやラットなど種々の動
物感染モデルを用いて感染時の定着能・増殖
能や致死性を解析することにより ACT の分
子レベルでの違いが感染病態に反映されて
いることが明らかにできると考えられる。
 以上のことから、遺伝学的に極めて近縁な
ゲノムを共有しながら感染宿主域を含めた
感染病態が大きく異なる百日咳菌と気管支
敗血症菌の ACT を比較解析すれば、ACT が
感染病態の違いを規定する細菌側因子の１
つとなりうると考えられ、百日咳感染病態の
解析へと展開する可能性を有しており、その
学術的価値は極めて高いと考えられた。

２．研究の目的
 本研究の目的はボルデテラ属細菌が産生
するアデニル酸シクラーゼ毒素(ACT)の性状
を分子レベルで解析し、ボルデテラ属細菌間
で異なる、宿主特異性を含めた感染病態の違
いと本毒素との関連を解析することにある。
この目的のためにボルデテラ属細菌のアデ
ニル酸シクラーゼ毒素関連遺伝子をクロー
ニングして、毒素の作用機序の解析を行い、
本毒素の分子レベルの解析からボルデテラ
属細菌の感染病態の違いにいかなる寄与が
あるかを解明することを目指した。

３．研究の方法 
(1)百日咳菌と気管支敗血症菌のアデニル酸
シクラーゼ毒素遺伝子のクローニングとキ
メラ毒素もしくはアミノ酸置換による変異
型毒素の作製と精製 

百日咳菌 Tohama 株及び気管支敗血症菌 RB50
株よりアデニル酸シクラーゼ毒素関連遺伝
子(cyaA, cyaC)をクローニングし、大腸菌発

現系により各 ACT を発現、陰イオンクロマト
グラフィーとゲルろ過により精製した。キメ
ラ毒素については①C 末端側ヘモリシン領域
を入れ替えたキメラ型組換え毒素②N末端 43
残基を欠失した気管支敗血症菌由来組換え
毒素を作製した。一方、アミノ酸置換につい
てはキメラ毒素の細胞毒素活性を調べた結
果、活性に寄与するドメイン内で百日咳由来
と気管支敗血症菌由来の ATCで相違するアミ
ノ酸を Quick change 法を用いて置換して作
製した。 

(2)アデニル酸シクラーゼ毒素の毒素活性の
測定 

精製した毒素タンパクを用いて in vitro ア
デニル酸シクラーゼ活性を市販のキットを
用いて測定した。またラット肺胞上皮細胞由
来 L2 細胞やヒト単球様 THP-1 細胞を用いて
各 ACT を作用させ、細胞レベルでの ACT のア
デニル酸シクラーゼ活性と細胞形態変化を
調べた。さらに標的細胞に毒素を作用させた
後に抗 ACT抗体を用いてフローサイトメトリ
ーを行い、細胞への毒素の結合活性を調べた。
また羊由来赤血球を用いて細胞溶解活性を
調べた。 

(3)百日咳菌と気管支敗血症菌アデニル酸シ
クラーゼ毒素遺伝子の欠損株の作製と各菌
由来の ACT のスワップによる毒素活性測定 

百日咳菌と気管支敗血症菌のそれぞれにつ
いてアデニル酸シクラーゼ毒素遺伝子
(cyaA)の欠損株を作製したのち、百日咳菌
cyaA 欠損株には気管支敗血症型 ACT を、気管
支敗血症菌 cyaA 欠損株には百日咳菌型 ACT
が発現するように染色体上で置換した変異
株を作製し、培養上清あるいは精製毒素での
細胞形態変化を調べた。 

(4)百日咳菌株の感染モデルでの病態の解析 

上記の実験で作製した百日咳菌の ACTを持つ
気管支敗血症菌、気管支敗血症菌の ACT を持
つ百日咳菌、野生型の気管支敗血症菌株及び
百日咳菌の 4種の菌株を研究代表者らが開発
した百日咳のラット感染動物モデルを用い
て ACT の違いによる感染病態を調べた。実際
には Wistar rat に気管支敗血症菌または百
日咳菌を経鼻的に感染させ、感染病態を感染
後の気道組織から回収される菌体数と咳嗽
発作回数で評価した。 

４．研究成果 
(1) 
気管支敗血症菌と百日咳菌の産生する ACTの
組換えタンパクを作製し、アデニル酸シクラ



ーゼ活性を測定したところ、in vitro 条件下
では両毒素とも同等の酵素活性を示した。一
方、ラット肺胞上皮由来 L２細胞に各 ACT を
作用させて細胞内での活性を測定した場合
には、百日咳菌由来組換え ACT は酵素活性を
示したものの、気管支敗血症菌由来組換え
ACT は酵素活性を示さなかった。ACT は N 末
端側から ACT 活性ドメイン、疎水性ドメイン、
RTX ドメインの３つのドメインからなるが、
各ドメインについて両毒素間にいくつかの
アミノ酸残基の違いが存在する。この違いに
より L2 細胞に対する ACT 活性の違いが生じ
るかどうかを明らかにするために、百日咳菌
由来 ACT と気管支敗血症菌由来 ACT とのキメ
ラ毒素を作製して L2 細胞への作用を調べた
ところ、百日咳菌由来 ACT の N 末端領域
（1-1,007aa）を持つキメラ毒素は L２細胞に
作用を及ぼすのに対し、気管支敗血症菌由来
ACT の同領域を持つキメラ毒素は作用しない
ことがわかった。この N末端側領域には両毒
素間で 6 アミノ酸残基の違いが存在する。そ
こでこれらのアミノ酸を置換して L2 細胞に
対する活性を調べた結果、ACT の 375 番目の
アミノ酸が百日咳型の Pheでは作用がみられ、
気管支敗血症菌型の Serでは作用がみられな
いことが明らかとなった。またこの 375 番目
のアミノ酸はボルデテラ属細菌の１つであ
るパラ百日咳菌では Ser であり、実際にパラ
百日咳菌の ACT は L2 細胞に対する活性を示
さないことを確認した。一方、この 375 番目
のアミノ酸の違いは ACT の細胞への結合、ア
デニル酸シクラーゼ活性、細胞溶解活性のい
ずれにも影響を及ぼさなかったことから、標
的細胞への侵入過程に重要であることが明
らかになった。 
 次に、染色体上の ACT 遺伝子について気管
支敗血症菌では 375 番目の Ser を Phe に、百
日咳菌では Pheを Ser に置換した変異株をそ
れぞれ作製し、ACT 活性を調べたところ、百
日咳菌変異株では L2 細胞に対する毒素活性
が消失し、気管支敗血症菌変異株では認めら
れた。そこで、これら変異株とその野生株を
Wistar rat に経鼻的に感染させた結果、気道
から回収された菌体数は両菌株間で野生型
と変異型に差は認められなかったが、咳嗽発
作回数については有意差は認められないが、
それぞれの変異株では気管支敗血症菌で増
加、百日咳菌で減少傾向であった。以上の結
果より、375 番目のアミノ酸に起因する毒素
作用の違いが気管支敗血症菌と百日咳菌の
感染病態の違いに関与している可能性が示
唆された。 
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