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研究成果の概要（和文）：Bacteroides fragilis YCH46株のゲノム上にはDNA逆位によってON/OFF

制御される計 7 箇所の莢膜生合成遺伝子領域が存在する。しかし、現時点では７種類の莢膜多

糖のそれぞれがどのような組み合わせで発現制御されているのか、さらには腸管内でのどのよ

うな外的刺激・環境変化によって発現制御されるかは不明である。各 locus の発現パターンは、

理論的には 2
7
=128 通りの組み合わせパターンが考えられるにもかかわらず、in vitro の培養系

では PS3 領域のプロモーターのみが ON になるクローンが全体の 12%も占めた。また、B. fragilis 

PS3 欠失株単独定着マウスでは野生株定着マウスと比べて小腸粘膜固有層における CD4
+
IL-4

+

細胞数が約 1/4 に減少していた。 

 
研究成果の概要（英文）：Bacteroides fragilis strain YCH46 possesses master DNA invertases that 

regulate DNA inversions at multiple loci simultaneously. One is Mpi that mediates the on-off switching 

of seven promoter regions for capsular polysaccharide (PS) biosynthesis. Dispite the importance of PS 

synthesis for intestinal colonization, little is known about PS regulation in vitro and in vivo. While this 

organism may theoretically display up to 128 distinct polysaccharide combinations, the PS3 promoter 

was only on in greater than 12 % of bacteria grown in vitro. Intestinal lamina propria lymphocytes from 

PS3-deleted B. fragilis mono-associated mice displayed decreased percentages of CD4
+
IL-4

+ 
T cells 

compared with control mice. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,000,000 900,000 3,900,000 

 
 

研究分野：微生物学 

科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学） 

キーワード：Bacteroides fragilis、莢膜、相変異、腸管共生、DNA 逆位、腸管免疫、腸管常在菌、

T 細胞分化 

 

１．研究開始当初の背景 

ヒトの腸管には、1000種、100兆個にも及ぶ

細菌が定着し、常在細菌叢を形成している。

これらの細菌叢は、微量栄養素の供給、免疫

賦活や種々の薬物の解毒、さらには外来病原

体との競合作用など宿主にとって重要な生
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理活性を担っていると考えられている。腸内

常在細菌叢のなかで最も優勢な菌は、

Bacteroides属に分類される菌群である。我々

は、Bacteroides属の中で最も臨床検体からの

分離頻度が高く、医学的に重要な日和見感染

菌であるB. fragilis YCH46株の全ゲノム塩基

配列を世界に先駆けて解読した。さらに、そ

のゲノム情報を基盤として、本菌種は菌体表

層構造構築、多糖利用や外界環境認識に関与

する遺伝子群を極めて多く保有し、またそれ

らの遺伝子群の発現をプロモーター領域あ

るいは ORF 上の DNA inversion によって

ON/OFF制御していることを明らかにしてき

た。このような菌体表層構造の相変異は宿主

免疫からの回避機構として本菌の腸管内長

期生存に重要な役割を果たしているだけで

なく、安定的な定着・増殖を図るための周辺

環境変化に対する迅速かつ柔軟な適応戦略

として機能していると考えられている。さら

に最近、B. fragilis 表層構造体を構成し、相

変異することが知られている莢膜多糖の

polysaccharide-A（PSA）は、タイプ1ヘルパー

Tリンパ球分化を促進させ、腸内免疫系のバ

ランスを維持していることが明らかになっ

た。このように腸管常在菌が産生する莢膜多

糖が腸管ホメオスタシスを維持するうえで

重要な役割を担っていることが分子レベル

で解明されつつある。 

 

２．研究の目的 

我々が解読した B. fragilis のゲノム解析の結

果、DNA inversion によって ON/OFF 制御され

る計７箇所の莢膜多糖生合成領域があるこ

とが明らかとなった。７箇所の莢膜多糖の発

現は Mpi recombinase によって一括して

ON/OFF 制御されている。しかし、現時点で

は７種類の莢膜多糖のそれぞれがどのよう

な組み合わせで発現制御されているのか、さ

らには腸管内でのどのような外的刺激・環境

変化によって発現制御されるかは不明であ

る。そこで本研究では、まず in vitro において

複数個の mpi 欠失変異株を作製しそれらの株

の ON/OFF パターンを Multiplex PCR 法で解

析することによって莢膜発現組み合わせの

出現頻度を調べることにした。また、得られ

た mpi 欠失変異株の莢膜生合成遺伝子の転写

発現パターンを定量的 PCR 法によって検討

した。さらに、B. fragilis 野生株あるいは PS3

欠失株の単独定着マウスから小腸・大腸粘膜

固有層のリンパ球を単離し、CD4
+細胞の

IFN-γ、IL-17、IL-10、IL-4 の発現をフローサ

イトメーターで解析した。 

 

３．研究の方法 

(1) mpi 欠失変異株ライブラリーの作製：in 

vivo における莢膜発現様式を解析するにあ

たって、128 株の異なる組み合わせパターン

変異株が必要であるので、まず効率よく mpi

欠失変異株を作製する方法論を確立した。現

存するmpi欠失変異株を完全なmpi遺伝子を

クローニングした mpi 発現プラスミドで相

補した B. fragilis 株を作製する。この株から

発現プラスミドを除去することによって、全

てのパターン変異株を取得する。プロモータ

ーの ON-OFF の確認は、PS1、PS3、PS4、PS5、

PS6、PS8 および PS9 それぞれの ON 向き特

異的プライマーセットを用いた Multiplex 

PCR 法によって評価した。 

 

(2) mpi 欠失変異株の mRNA 発現パターン：

作製した mpi 欠失変異株 No. 638 株（PS3 の

みプロモーターOFF 向き)、No. 644 株（PS8

のみプロモーターOFF 向き)、No. 805 株（PS3

のみプロモーターON 向き)、No. 820 株（PS8

のみプロモーターON向き)およびALL-ON株

（PS locus プロモーター全て ON 向き）につ

いて、各種培地にて対数増殖期中期まで培養

後 total RNA を採取した。DNase 処理後 SYBR 

ExScript RT-PCR Kit にて逆転写し、PS locus

の最上流遺伝子 upxY の発現を SYBR Premix 

Ex Taq および ABI PRISM 7500 を用いて定量

的に測定した。 

培養条件は、GAM 培地および最小栄養培

地を用いた。 

 

(3) ノトバイオートの作出および小腸・大腸

粘膜固有層の単離：Balb/c 無菌マウスに B. 

fragilis 野生株あるいは PS3 欠失株をそれぞ

れ 1 ヶ月間単独定着させた後、小腸・大腸粘

膜固有層のリンパ球を所定の方法により単

離し、CD4
+細胞の IFN-γ、IL-17、IL-10、IL-4

の発現をフローサイトメーターで解析した。

また、上記と同様にして作出した各マウスよ

り小腸上皮細胞間リンパ球を単離し、CD8αα

細胞数をフローサイトメーターで解析した。 

 

４．研究成果 

(1) mpi 欠失変異株ライブラリーの作製：現存



 

 

する Δmpi 株（PS3 および PS6 のプロモータ

ーON 向き）に完全長の mpi 遺伝子をクロー

ニングした pVALmpi を導入することで mpi

遺伝子を trans に相補した。得られた Δmpi 

(pVALmpi)株を非選択培地で経代培養するこ

とによってプラスミドの除去を行った。その

結果、薬剤感受性クローンが 1111 株得られた

（図 1）。全ての Δmpi 株について Multiplex 

PCR 法を用いて PS1、PS3、PS4、PS5、PS6、

PS8 および PS9 のプロモーターの向きを確認

したところ、78 パターンの変異株が得られた

（図 1）。理論的には 2
7
=128 通りの組み合わ

せパターンが考えられるにもかかわらず、あ

る一定の発現パターンへの偏りが認められ

た。特に、PS3 領域のプロモーターのみが ON

になるクローンが全体の 12%も占めた。また、

PS3 領域が OFF の場合は必ず PS8 領域は ON

になる傾向が認められた。逆もしかりで、PS8

領域がOFFの場合は必ず PS3領域はONにな

る傾向が認められた。このような莢膜発現パ

ターンの不連続性は、限られた環境シグナル

への適応応答の結果を反映していると考え

られる。つまり、B. fragilis は様々な宿主環境

に応じて莢膜発現パターンをダイナミック

に変化させ、宿主との共生を可能にしている

と推測される。 

 

(2) mpi 欠失変異株の mRNA 発現パターン：

次に、得られた Δmpi 株を GAM 培地にて対

数増殖期中期まで培養し total RNA を抽出し

た後、莢膜生合成遺伝子の転写発現パターン

を定量的 PCR 法によって検討した（図 2）。

その結果、Δmpi No. 820 株（PS8 のみプロモ

ーターON 向き)および Δmpi No. 805 株（PS3

のみプロモーターON向き)においては野生株

と比較してプロモーターの向き通りの発現

パターンを示した（図 2-A, 2-B）。ところが、

Δmpi No. 644 株（PS8 のみプロモーターOFF

向き)では PS8 領域以外の PS1、PS3、PS4、

PS5、PS6、および PS9 領域のプロモーターの

向きは ON で固定されているにも関わらず

PS3, PS5, PS6 領域の転写レベルは野生株と

同等かそれ以下であった（図 2-C）。また、Δmpi 

No. 638 株（PS3 のみプロモーターOFF 向き)

でも、PS3 領域以外の PS 領域のプロモータ

ーの向きは ON で固定されているにも関わら

ず、野生株よりも転写レベルの上昇が認めら

れたのは PS4 と PS8 領域だけであった（図

2-D）。 

図２．各種 Δmpi 株における莢膜生合成遺伝子の転

写発現パターン。GAM培地にて対数増殖期中期まで

培養後 total RNA を採取し PS locus の最上流遺伝子

upxYの発現を定量的PCR法によって測定した。野生

株の発現を基準とした。PS2 および PS7 領域は Mpi

によって制御を受けるプロモーター逆位領域は存在

しない。 (A) Δmpi No. 820 株（PS8 のみプロモーター

ON 向き)。(B) Δmpi No. 805 株（PS3 のみプロモータ

ーON 向き)。(C) Δmpi No. 644 株（PS8 のみプロモー

ターOFF 向き)。(D) Δmpi No. 638 株（PS3 のみプロモ

ーターOFF 向き)。 

  

次に、Mpi によって制御を受ける PS1、PS3、

PS4、PS5、PS6、PS8 および PS9 領域のプロ

モーターの向きが全て ON 向きに固定された

変異株、ΔmpiALL-ON 株を構築し、それらの

領域の転写発現を定量的 PCR 法にて調べた

（図 3）。この株においてもプロモーターの向

き通りの発現を示さず、PS3, PS5, PS6 領域の

転写レベルは野生株と同等かそれ以下であ

った。また、最小栄養培地を用いて上記と同

様に ΔmpiALL-ON 株における PS 領域の転写

発現レベルを野生株と比較した（図 4）。野生

株において GAM 培地で培養した時と最小栄

養培地で培養した時とを比較すると PS1、PS2、

PS5、PS6、PS7 領域において最小栄養培地で

図１．mpi欠失変異株ライブラリーの内訳の一部。
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培養した方が転写レベルが高い傾向が認め

ら れ た 。 さ ら に 、 最 小 栄 養 培 地 で

ΔmpiALL-ON 株を培養すると GAM 培地で培

養した時と比べ PS6以外の領域では転写レベ

ルの上昇が認められた。 

 以上の結果より、莢膜の発現は Mpi による

プロモーター領域の DNA 逆位だけで制御さ

れているのではなく、より複雑な制御メカニ 

図３．ΔmpiALL-ON 株における莢膜生合成遺伝子

の転写発現パターン。 

図４．ΔmpiALL-ON 株を最小栄養培地（MM）で培養

した時の莢膜生合成遺伝子の転写発現パターン。 

 

ズムが存在することが示唆された。最近、各

莢膜合成領域に共通して保存されている

UpxZ タンパクそれぞれが、他の PS locus 間

の発現を阻害し合う事が明らかとなった。し

たがって、プロモーター領域の DNA 逆位お

よび UpxZ による合成阻害によって、莢膜合

成のより階層的な制御ネットワークが構築

されていると考えられる。 

 

(3) B. fragilis 野生株あるいは PS3 欠失株単独

定着マウスの小腸・大腸粘膜固有層における

T ヘルパーリンパ球サブセットの解析：B.  

図５．B. fragilis 野生株単独定着マウスの小腸粘膜

固有層における T ヘルパーリンパ球サブセットの解

析。 

図６．B. fragilis PS3 欠失株単独定着マウスの小腸粘

膜固有層における T ヘルパーリンパ球サブセットの

解析。 

 

fragilis 菌株内で優先的に発現されると考え

られる PS3に対する宿主腸管免疫系の反応を

検討した。Balb/c 無菌マウスに B. fragilis 野

生株あるいは PS3 欠失株をそれぞれ 1 ヶ月間

単独定着させた後、小腸・大腸粘膜固有層の

リンパ球を単離し、CD4+細胞の IFN-γ、IL-17、

IL-10、IL-4 の発現をフローサイトメーターで

解析した。その結果、小腸粘膜固有層では

CD4
+
IFN-γ

+ 細 胞 , CD4
+
IL-17

+ 細 胞 , 

CD4
+
IL-10

+細胞については、両菌株間で差は

認められなかったが、CD4
+
IL-4

+細胞数は野生

株定着マウスと比べて PS3欠失株定着マウス

で約 1/4 に減少していた（図 5，6）。また、
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大腸粘膜固有層における CD4
+
IL-4

+細胞数も

PS3 欠失株定着マウスで減少する傾向が認め

られた。さらに、小腸粘膜固有層における

CD8α 細胞が野生株定着マウスと比べて PS3

欠失株定着マウスで約 4 倍増加していた(図 7，

8)。 

図７．B. fragilis 野生株単独定着マウスの小腸粘膜

固有層における CD8α 細胞の解析。 

図８．B. fragilis PS3 欠失株単独定着マウスの小腸粘

膜固有層における CD8α 細胞の解析。 

 

(4) B. fragilis 野生株あるいは PS3 欠失株単独

定着マウスの小腸上皮細胞間リンパ球にお

ける T ヘルパーリンパ球サブセットの解析：

Balb/c 無菌マウスに B. fragilis 野生株あるい

は PS3 欠失株をそれぞれ 1 ヶ月間単独定着さ

せた後、小腸上皮細胞間リンパ球を単離し、

CD8αα 細胞数をフローサイトメーターで解

析した。その結果、野生株定着マウスと PS3

欠失株定着マウス間で CD8αα 細胞の量的変

動は認められなかった。 
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