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研究成果の概要（和文）：Pseudomonas aeruginosa（緑膿菌）の腸管経由トランスロケーション機構の解明を目的に次
の結果を得た。1)緑膿菌の鉄獲得に働くpvdE遺伝子は、Ⅲ型エフェクターExoSの産生を制御し、上皮細胞タイトジャン
クションの破綻を引き起こすこと、2)緑膿菌のexoSとmucD遺伝子は炎症性サイトカインIL-8の分解に必要であること、
3)緑膿菌は鞭毛運動とムチン分解との2つの機能を協力的に作用させることでムチン層を透過することを見出した。本
研究より、上皮組織の重要な障壁として働くムチン層や細胞間接着を越える緑膿菌の機能や、免疫系に対する本菌の生
存戦略の一部を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, our findings provided at least three new mechanisms for translocati
on of Pseudomonas aeruginosa from the colonized gastrointestinal tract: (i) the pyoverdine synthesis gene 
(pvdE) facilitates penetration of P. aeruginosa through the epithelial cell barrier depending on regulatin
g the expression of the exoS gene, impairs the defense function of tight junctions; (ii) P. aeruginosa can
 degrade interleukin-8 (IL-8) following the expression of the exoS and mucD gene; (iii) P. aeruginosa can 
penetrate the mucus layer using the flagellar motility and the mucin degradation. These results revealed t
hat functions of P. aeruginosa can penetrate mucus layer and epithelial cells junction, which serve as imp
ortant barriers in the intestinal epithelial tissue, and a survival strategy of P. aeruginosa to the host 
immune system.
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１．研究開始当初の背景 
日和見感染症の制御は、高齢化社会を迎え、

さらに超高齢化社会が形成されつつある先
進諸国では重要な問題である。日和見感染菌
による血液感染が引き金となる致死性の高
い敗血症はもっとも早期に解決すべき問題
のひとつである。日和見感染症の起因菌であ
る緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）による
腸管経由血液感染は、内因感染として認識さ
れてきた(Ann. Surg. 218:111–119, 1993)。
現在、日和見感染症患者における糞便中の緑
膿菌の監視培養および抗菌薬投与による除
去の根拠になっている。さらに腸管内緑膿菌
の存在と血液感染発症とに強い相関がある
ことを示したレトロスペクティブな研究
(Intensive Care Med. 27:1263–1268, 2001)
は監視培養の必要性を科学的に示している。
また、緑膿菌による腸管経由血液感染の成立
は、マウス感染モデル実験で証明されている
(J. Med. Microbiol.48:765, 1999)。このよ
うな背景をもとにして、腸管を経由した緑膿
菌のトランスロケーションによる内因感染
は、その防止と治療のための薬物の創製や方
策の考案が求められている時代となった。 
  
２．研究の目的 
緑膿菌のゲノム情報（比較ゲノム解析およ

び Tn 挿入変異株ライブラリー解析）を基盤
に同定した遺伝子の機能研究の成果をさら
に発展させ、緑膿菌の腸管経由トランスロケ
ーション・メカニズムの全貌を明らかにする
とともに、トランスロケーションの防止策や
治療法の考案のためのターゲットバリデー
ションを行なうことである。 
 
３．研究の方法 
(1)鉄獲得系遺伝子（pvdE）を介した緑膿菌
の腸管経由血液感染機構の解析 
CGH (comparative genome hybridization) 

解 析 は 、 P. aeruginosa PAO1 GeneChip 
(Affymetrix)を用いて行った。カイコに対す
る病原性は、緑膿菌をカイコ中腸やヘモリン
フに接種後に、生死を観察することで評価し
た。上皮細胞層透過菌数は、ヒト結腸癌由来
Caco-2細胞を単層培養したTranswellに緑膿
菌を接種後、基底膜側に透過した菌数を測定
した。Caco-2細胞感染時の緑膿菌から total 
RNA を抽出し、3 型分泌機構関連遺伝子の発
現解析を半定量 RT-PCR法により行った。 
(2)緑膿菌の IL-8分解機構の解析 
 緑膿菌を感染させた Caco-2 細胞培養液中
の 23種のサイトカイン量を Bio-Plexサスペ
ンションアレイシステム (Bio-Rad) により
測定した。緑膿菌培養液に IL-8 と種々のプ
ロテアーゼ阻害剤を添加後、ELISA によって
IL-8残量を測定した。緑膿菌を経鼻感染した
マウス肺組織での好中球の浸潤を観察した。 
(3)緑膿菌のムチン層透過機構の解析 
上皮細胞付着菌数は、ヒト結腸癌由来

Caco-2細胞を単層培養したTranswellに緑膿

菌を接種後、Caco-2細胞の表面に付着した菌
数を測定した。ムチン層透過菌数は、ウシ顎
下腺由来ムチンを充填した Transwell上に緑
膿菌を接種後、下層に透過した菌数を測定し
た。 Caco-2 細胞のムチンは、 Periodic 
acid-Schiff stain（PAS）染色および Caco-2
が分泌する主要なムチンタンパク質である
MUC2 に特異的な抗体を用いたイムノブロッ
トによって検出した。 
 
４．研究成果 
緑膿菌の腸管経由トランスロケーション

機構の解明を目的に、次の結果を得た。 
(1)鉄獲得系遺伝子（pvdE）を介した緑膿菌
の腸管経由血液感染機構の解析 
ヒト血液分離緑膿菌 5株をカイコ中腸に接

種したところ、Pa46株のみがカイコに対して
強い致死活性を示した。致死活性の低い分離
株のゲノム上にはカイコ致死活性に寄与す
る遺伝子の一部が欠失していると考え、P. 
aeruginosa PAO1 GeneChipを用いた CGH解析
を行なったところ、exoSや pvdEを含む 60個
の遺伝子が同定された。pvdE遺伝子の欠損に
よってカイコ致死活性、上皮細胞層透過性、
およびヘモリンフ内での増殖性が減弱した。
pvdE遺伝子欠損株は、PAO1に比べて exoS遺
伝子の発現が低下した。pvdE遺伝子欠損株に
pvdE遺伝子を相補するとカイコ致死活性、上
皮細胞層透過活性およびヘモリンフ内での
増殖性の復帰が見られたが、pvdE遺伝子欠損
株に exoS 遺伝子を相補しても上皮細胞層透
過活性の復帰しか見られなかった。以上の結
果から、緑膿菌の pvdE遺伝子は ExoS依存的
な組織上皮細胞層透過活性と ExoS 非依存的
なヘモリンフ内での増殖性を調節すること
で、病原性に寄与していることが示唆された。 
(2)緑膿菌の IL-8分解機構の解析 

Caco-2 細胞のサイトカイン産生に対する
緑膿菌の3型エフェクターExoSの影響を調べ
たところ、exoS遺伝子の欠損によって、炎症
性サイトカイン interleukin-8 (IL-8)の量が
著しく増加することを見出した。そこで、こ
の減少が ExoS自身あるいは exoS遺伝子の制
御下にある未知のプロテアーゼによる分解
であるのかどうかを調べたところ、PAO1株の
培養液には IL-8 分解活性が検出されたが、
exoS 遺伝子欠損株の培養液では IL-8 分解活
性が検出されなかった。また、精製した ExoS
タンパク質は IL-8 を分解しなかった。さら
に、PAO1 株による IL-8 分解はセリンプロテ
アーゼに特異的な阻害剤によって抑制され
た。これらの結果から、PAO1株の培養液中に
は、exoS 遺伝子の制御下にある IL-8 分解性
のセリンプロテアーゼが存在する可能性が
考えられた。現在までに PAO1 株のゲノムに
は 28種類のプロテアーゼが推定されている。
このうちセリンプロテアーゼとして推定さ
れている PA3535と MucDの 2種類の欠損株を
作製し、IL-8 の分解活性を調べたところ、
mucD 遺伝子欠損株では IL-8 分解活性の減弱



が見られた。この分解活性の低下の意義をマ
ウス経鼻感染モデルによって調べたところ、
PAO1 株と比べて exoS 遺伝子欠損株および
mucD遺伝子欠損株では、肺組織への好中球浸
潤の増加が見られた。以上の結果から、緑膿
菌は exoS および mucD 遺伝子を介して IL-8
を分解することで、感染組織への好中球浸潤
を抑制していることが明らかとなった。 
(3)緑膿菌のムチン層透過機構の解析 
緑膿菌 PAO1 株の鞭毛フィラメントタンパ

ク質をコードする fliC 遺伝子およびモータ
ータンパク質をコードする motABCD遺伝子の
欠損によって、本菌の Caco-2 細胞層付着性
およびムチン層透過性は約 80％低下した。一
方で、緑膿菌はMUC2タンパク質を含むCaco-2
細胞ムチンを減少させた。セリンプロテアー
ゼ阻害剤の添加によりムチン分解が抑制さ
れることが、他の研究グループによって示さ
れている（Infect Immun. 79:3438–44, 2011）。
緑膿菌のゲノム上で予測された 12 種のセリ
ンプロテアーゼをコードするそれぞれの遺
伝子を欠損した変異株を作製し、ムチン分解
活性を測定したところ、mucD遺伝子欠損株で
のみ、Caco-2 細胞 MUC2 タンパク質減少の抑
制が観察された。また、mucD遺伝子の欠損は、
鞭毛運動性欠損と相乗的に、本菌のムチン層
透過性を低下させることが分かった。以上の
結果から、緑膿菌によるトランスロケーショ
ンの初期段階であるムチン層透過には、少な
くとも鞭毛運動と mucD 遺伝子を介したムチ
ン分解が必要であることが示唆された。 
本研究により、腸管上皮組織の重要な障壁

として働くムチン層や細胞間接着を越える
緑膿菌の機能や、免疫系に対する本菌の生存
戦略の一部を明らかにすることができた。こ
れら研究成果は、緑膿菌による血液感染症に
対する新規抗感染症薬創製のターゲットバ
リデーションにつながることが期待される。 
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