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研究成果の概要（和文）：食中毒原因菌である腸炎ビブリオは培養細胞への感染時に３型分泌装置１（T3SS1）依存的
な細胞毒性を示す。この細胞毒性に重要なT3SS1エフェクターとしてVepAが同定されている。
本研究では酵母遺伝子破壊株ライブライリーを用いたスクリーニングにより、VepAの宿主側標的因子としてV-ATPaseの
cサブニットを同定した。また、VepAはリソソームに作用し、リソソーム膜透過を誘導することで内容物を漏出させる
ことが明らかになった。以上より、VepAは宿主細胞のリソソームを破壊することで細胞死を引き起こす可能性が示され
た。

研究成果の概要（英文）：Vibrio parahaemolyticus, a major food-borne pathogen, exhibits cytotoxicity that i
s dependent on its type III secretion system (T3SS1). Although a T3SS1 effector VepA plays a major role in
 the cytotoxicity, the mechanism was unknown.
In this study, a yeast genome-wide screen revealed that subunit c of V-ATPase is indispensable for the tox
icity of VepA. Biochemical subcellular fractionation showed that VepA may be associated with lysosomes in 
infected cells. Although the toxicity of VepA was independent of the function of V-ATPases, VepA induces l
ysosomal membrane permeabilization and the leakage of contents from lysosomes. Therefore, these data sugge
st that the T3SS1 effector VepA targets subunit c of V-ATPase and induces the rupture of host cell lysosom
es and subsequent cell death.
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１．研究開始当初の背景 
腸炎ビブリオは、我が国における主要な食
中毒原因菌である。本菌の病原因子として、
耐熱性溶血毒と 2 セットの 3 型分泌装置
（T3SS1 および T3SS2）が重要であると考え
られている。腸炎ビブリオを哺乳類細胞に感
染させると数時間内でカスパーゼ非依存的
な細胞死を誘導する。この細胞毒性は本菌の
T3SS1 を欠失した腸炎ビブリオでは見られな
いことから、T3SS1 依存的であることが分か
っている。T3SS はグラム陰性細菌のタンパク
質分泌装置の一種であり、細菌は T3SS を介
しエフェクターを宿主細胞の中に直接注入
する。これまでに腸炎ビブリオの T3SS1 エフ
ェクターとして、VepA、VopS などが同定され
ている。このうち、VepA 遺伝子破壊により腸
炎ビブリオの細胞毒性が顕著に低下するこ
とから、VepA は腸炎ビブリオの細胞毒性に重
要な役割を果たしていると考えられている。
また、研究代表者は VepA タンパク質を細胞
内に導入すると細胞死を誘導することを見
出している。VepA は酵母 Saccharomyces 
cerevisiae で発現させてもその増殖を阻害
する。これらの知見から VepA が腸炎ビブリ
オの主要な細胞死誘導因子であると考えら
れるが、その作用機序は不明であった。 
 
２．研究の目的 
前述のように、腸炎ビブリオの T3SS1 によ
る細胞死誘導機構には不明な点が多い。本研
究では真核細胞研究のモデル生物として広
く利用されている酵母に対するT3SS1エフェ
クターの毒性に着目する。すなわち、酵母遺
伝子破壊株ライブラリーにT3SS1エフェクタ
ーを発現させ、T3SS1 エフェクターの増殖阻
害下でも増殖できる株の破壊遺伝子を同定
し、その毒性に関与する宿主側因子を明らか
にすることで、腸炎ビブリオの T3SS1 による
細胞死誘導機構を解明することを目的とし
た。 
 
３． 研究の方法 
(1) 酵母遺伝子破壊株ライブラリーによる
スクリーニング 
酵母遺伝子破壊株ライブラリーにT3SS1エ
フェクターを発現させ、増殖してくるコロニ
ーを単離する。各遺伝子破壊株は識別用のタ
グ配列を有しているので、単離したコロニー
から染色体 DNA を抽出し、タグ配列の塩基配
列を解析することでクローンを同定する。 
 
(2) プルダウンによる標的候補因子のスク
リーニング 
T3SS1 エフェクターVepA または VopS のタ
グ融合タンパク質を発現・精製し、ヒト細胞
株の細胞抽出液を用いてプルダウンを行い、
特異的に共沈する宿主側因子を質量分析に
より同定する。 
 
(3) 同定した候補遺伝子の解析 

① 酵母で同定した因子のヒトでの相同体に
ついて、培養細胞でその発現をノックダウン
し、腸炎ビブリオの細胞毒性への影響を評価
する。 
②酵母で同定した因子のヒトでの相同体に
ついて、T3SS1 エフェクターとの相互作用を
プルダウン法により検討する。 
 
(4) VepAの細胞毒性のおけるリソソーム機能
の役割 
① 腸炎ビブリオを培養細胞（HeLa 細胞）に
感染させ、感染細胞を分画することで、感染
細胞内における VepA の分布・局在を評価す
る。 
② VepAがヒト細胞に対してV-ATPaseの機能
異常を誘導している可能性を検証する。培養
細胞を V-ATPase 阻害剤である Bafilomycin
などで処理し、VepA による細胞毒性への影響
を評価する。 
③ VepA による酸性オルガネラに対する影響
を機能・形態的に評価する。すなわち、腸炎
ビブリオ感染時の細胞のリソソームを、リソ
ソーム局在蛍光色素で標識して蛍光顕微鏡
観察し、VepA による細胞毒性におけるリソソ
ームの状態を検証する。 
 
(5) VopS の標的候補因子の解析 
① VopS とその標的候補因子について、プル
ダウン法により直接的な相互作用を検討す
る。 
② VopS 標的候補因子の細胞毒性への寄与を
検討する。HeLa 細胞において標的候補因子の
発現をノックダウンし、腸炎ビブリオを感染
させ、VopS による形態変化をアクチン染色に
より評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 酵母遺伝子破壊株ライブラリーによる
スクリーニング 
酵母遺伝子破壊株ライブラリーによるス
クリーニングにより、VepA の発現下で増殖す
るクローンを得た。タグ配列の解析により、
VMA3 遺伝子を同定した。Δvma3 株は VepA の
毒性に抵抗性を示した。 
 
(2) プルダウンによる標的候補因子のスク
リーニング 
VepA、VopS のタグ融合タンパク質を精製し、
HeLa 細胞抽出液からプルダウン法を行った。
このうち、VopS について特異的に共沈するタ
ンパク質を得た。このタンパク質について質
量分析を行い、標的候補因子を同定した。 
 
(3) 同定した候補遺伝子の解析 
VMA3のヒト細胞の相同遺伝子はATP6V0Cであ
る。HeLa 細胞を用い、ATP6V0C の発現をノッ
クダウンすると VepA による細胞毒性が阻害
された。また細胞抽出液から VepA でプルダ
ウンを行うと、VepA 特異的に ATP6V0C が共沈
してくることから、VepA と ATP6V0C の相互作



用を確認した。以上より、ATP6V0C は VepA の
宿主側標的因子であることが明らかとなっ
た。 
 
(4) VepAの細胞毒性のおけるリソソーム機能
の役割 
① ATP6V0C は V-ATPase の構成因子の一つで
ある。V-ATPase はリソソームなどの酸性オル
ガネラの膜に発現し、プロトンをオルガネラ
内部に輸送することで、オルガネラの酸性化
に寄与している。腸炎ビブリオを HeLa 細胞
に感染させ、感染細胞を分画すると、VepA の
分布は V-ATPase およびリソソームマーカー
であるLAMP-1と類似していたことから、VepA
は感染細胞内でリソソームに局在している
と考えられた。 
② HeLa 細胞において、V-ATPase 阻害剤は
VepA の細胞毒性に影響しなかった。また、酵
母において V-ATPase の構成因子の遺伝子破
壊株 14 株に VepA をそれぞれ発現させると、
Δvma3 株以外は VepA の毒性に感受性を示し
た。このことから、V-ATPase の機能（プロト
ン輸送能）は VepA の毒性に必要ないと考え
られた。 
③ (4)-①より VepAはリソソームにアソシエ
イトしていると考えられた。腸炎ビブリオ感
染時のリソソームの状態を評価するために、
HeLa 細胞をリソソーム局在蛍光色素で標識
して蛍光顕微鏡観察すると、VepA 依存的なリ
ソソーム内容物の漏出が認められ、リソソー
ム膜の透過が誘導されていると考えられた。
VepA 自体にリソソームの膜透過活性がある
かどうかを確かめるために培養細胞よりリ
ソソームを調製し、精製 VepA タンパク質と
反応させると、リソソーム内容物の漏出が見
られることから、VepA 自体がリソソーム膜透
過活性を有すると考えられた。 
 
以上より、T3SS1 により宿主細胞内に注入さ
れた VepA は ATP6V0C を標的とし、ATP6V0C が
高発現しているリソソームに作用し、リソソ
ームの膜透過を誘導することを明らかとし
た。本研究より、VepA が宿主細胞のリソソー
ムを破壊することで細胞死を引き起こす可
能性が考えられた（図１）。 
 
 
 
 

 

 
 
 

 
 

 
 
 
図１ VepA の作用機序のモデル 

(5) VopS の標的候補因子の解析 
(2)で同定したVopSの標的候補分子について、
VopS に対する相互作用を検討し、VopS の AMP
化活性部位に依存的に相互作用することを
見出した。一方で、培養細胞においてこの標
的候補分子の発現をノックダウンし、腸炎ビ
ブリオ感染により VopS の毒性に対する寄与
を評価すると、VopS による細胞形態変化に変
化が認められなかったことから、この標的候
補分子は VopS の細胞形態変化を誘導する活
性には関与しないと考えられた。 
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