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研究成果の概要（和文）：百日咳菌Bordetella pertussisの線毛(Fim)をコードする遺伝子fim2, fim3は、2成分制御系
BvgASおよび各プロモーター領域のpoly(C)長により発現制御を受けている。本研究でPfim poly(C)構造は、生育培地の
組成等に影響を受けず比較的安定であることが判明した。また、fim2遺伝子はBvg+環境下で発現が上昇するvirulence-
activated genes (vag)であるが、fim3はPfim3 poly(C)長およびBvg+/-環境条件によりvagまたはvirulence-repressed
 genes (vrg)に変化することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Bordetella pertussis, the etiologic agent of whooping cough, produces two 
serologically distinct fimbriae, Fim2 and Fim3 either one or both. Expression of fimbrial genes fim2 and 
fim3 is regulated by the two component BvgAS system, and by the length of poly(C) tract in the promoter 
of each gene. In this study, we observed that the Pfim poly(C) distribution does not be affected by 
growing medium and antibacterial agents with sub-MIC. In the Bvg+ phase, B. pertussis virulence-activated 
genes (vags) are up-regulated, and virulence-repressed genes (vrgs) are down-regulated. We confirmed that 
fim2 gene is a vag as previous studies reported, but fim3 behaved as either a vag or vrg, depending on 
the Pfim3 poly(C) length and Bvg state.

研究分野：細菌学
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１．研究開始当初の背景 
 百日咳菌 Bordetella pertussis は小児を中心
に急性呼吸器感染症である百日咳を引き起
こす。百日咳は VPDs (vaccine preventable 
diseases：ワクチン予防可能疾患)の一つとさ
れ、百日せきワクチンの導入以降，世界各国
で百日咳患者数は激減した。しかし近年，日
本を始めとする先進諸国で，ワクチン既接種
者である成人・青年層での百日咳罹患者増加
が認められており，新たな問題となっている。
百日咳菌は百日咳毒素(PT) ，繊維状赤血球凝
集素(FHA) ，パータクチン(Prn) ，線毛(Fim)
など様々な病原因子を産生し，一部はワクチ
ン抗原として利用されている。ところがワク
チン導入以降，百日咳菌流行株においてワク
チン抗原をコードする遺伝子(ptxA, prn, fim2, 
fim3 など)に遺伝子多型変異が進行している。
このような抗原変異の進行は，百日咳菌のワ
クチン免疫回避につながり，百日咳感染症再
興の一因でもあると指摘されている。 
 このような背景のもと，我々は国内臨床分
離百日咳菌の分子疫学解析を行ってきた。そ
の結果，わが国では 1997 年に初めて定着因
子である Prnの発現欠損株が臨床分離されて
以来，その分離割合が増加し続け，2009年に
は分離株の約 30%が Prn欠損株であることを
見出した(Otsuka et al, 2012, PLoS One)。その
後，Prn 欠損株の分離報告は他の先進諸国か
らも報告が相次ぎ，特にアメリカおよびオー
ストラリアでは近年臨床分離される百日咳
菌株の 70~80%が Prn 欠損株となっている。
我々の検討から，Prn 欠損株は Prn 発現株に
比べて増殖に有利な性質を備えていること
が判明しており，今後さらに百日咳菌 Prn欠
損株が拡大する可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，Prn と同様に百日せきワクチ
ンのワクチン抗原として利用される Fimの発
現・産生機構に注目した。百日咳菌ゲノムに
は fim2, fim3, fimXという 3つの fim遺伝子が
存在するが臨床分離株では Fim2かつ/または
Fim3タンパク質のみを産生する。各菌株にお
ける Fim産生パターンは菌型別に利用されて
おり Fim2 株，Fim2/3 株，Fim3 株，Fim(-)株
と 4つの Fim血清型に分類することができる。
fim 遺伝子は，そのプロモーター領域(Pfim)
に C が連続した特徴的な poly(C)配列を含ん
でおり，この poly(C)長が fim 遺伝子発現の
ON/OFFに影響を与える（図 1）。百日咳菌は
恒常的に poly(C)長に「ゆらぎ」を持たせてお
り，これは生育環境に適した個体を残す適応
戦略の一つだと考えられてきた。 
 また，fim遺伝子は 2成分制御系 BvgASに
よっても発現が制御されている。これまでに，
fim2 遺伝子は BvgAS が働く環境下（Bvg+）
で発現することが示されてきたが，fim3遺伝
子に関しては Bvg+で発現するか，BvgAS が
働かない環境下（Bvg-）で発現するかについ
て一致した見解が得られていなかった。

BvgASはFim以外の様々な病原因子の発現も
制御しており，Bvg+で発現が上昇する遺伝子
は vag (virulence-activated genes)，Bvg-で発現
が上昇する遺伝子は vrg (virulence-repressed 
genes)と呼ばれている。 
 本研究では Pfim poly(C)長に影響を与える
因子の探索，および fim遺伝子の vag/vrgを明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA シーケンス解析: 常法に従い目的領
域を PCR増幅し，その塩基配列をキャピラリ
ーシーケンサー3130xl または 3730 Genetic 
Analyzer により決定した。得られた塩基配列
断 片 は SEQUENCHER DNA sequencing 
software (Gene Codes Co.)を用いてアセンブリ
ーを行い，塩基配列を決定した。 
(2) Pfim poly(C)長分布の解析: 百日咳菌株の
Pfim2 poly(C)または Pfim3 poly(C)長分布は
PCR-ligase detection reaction (LDR)法を用いて
解析した。各プロモーター領域を Phusion 
High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)を用いて
PCR 増幅し，増幅フラグメントを次の LDR
の鋳型として用いた。LDR は 5’リン酸化
-3’FAM 標識および非標識オリゴヌクレオチ
ドを組み合わせ，Taq DNA ligase (NEB)を用い
て 30サイクル行った(95ºC 2分，95ºC 15秒，
58ºC 2分)。反応は 0.5 mM EDTAを添加して
停止させた。その後，合成された FAM 標識
オリゴヌクレオチドを 3130xlにて解析し，各
poly(C)長のピークエリア面積を GeneMapper
ソフトウェアにて決定した。 
(3) 遺伝子発現解析: fim2, fim3, ptxA, vrg-6の
mRNA 発現量は RT-qPCR にて測定した。百
日咳菌を OD650=1.0まで振盪培養し，TRIzol 
Reagent (Life technologies)を用いて Total RNA
を抽出した。DNase I 処理をしたのち，
real-time PCRにて抽出RNAにDNAの混入が
無いことを確認した。 RT-qPCR には
LightCycler® RNA Amplification Kit SYBR 
Green I を用い，55ºCの逆転写反応 1サイク
ルに続けて 40または 45サイクル増幅反応を
行った。測定機器にはRoche LightCycler 480 II
を用いた。なお，recA遺伝子発現量を内部標
準として用いた。 
(4) Fim産生解析: 百日咳菌の fimbriaeタンパ
ク質産生は ELISA により解析した。1%カザ
ミノ酸液で菌液を調製し，56℃で 1時間加熱
処理したのち，PBSで希釈した。希釈菌液を
100 µl/well ずつ 96 穴イムノプレートに添加
し，25℃で 1晩静置した。洗浄後，1% FBS-PBS
を 150 µl/well添加し，25℃で 1時間静置した。
洗浄後，ビオチン標識した抗 Fim2 または
Fim3モノクローナル抗体（100倍希釈）を 100 
µl/well添加し，25℃で 2時間静置した。洗浄
後，ストレプトアビジン-HRP（10,000倍希釈，
Thermo scientific）を各 100 µl/well添加した。
25℃で 30 分反応後にプレートを洗浄し，
1-Step Ultra TMB-ELISA Substrate （Thermo 
scientific）により 15分間発色させた。2M硫



酸で反応を停止した後，450 nmの吸光度を測
定した。Fimbriae 発現の陽性コントロール菌
株として，Fim2および Fim3をともに産生す
る百日咳菌 18323株を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) Pfim poly(C)解析用 PCR-LDR法の構築 
 Pfim2および Pfim3に存在する poly(C)長の
分布を解析する手法として，PCR/LDR法を構
築した。現行百日咳せきワクチンのワクチン
株である Tohama 株は Fim2 のみを産生し，
Fim3を産生しない。図 2に示す通り，百日咳
菌 Tohama株の Pfim3 poly(C)は非発現長とさ
れる 13Cが分布のピーク（Peak area, 62.1%）
となっており，これが Fim3 を産生しない要
因であると指摘された。ただし，発現長とさ
れる14Cも全体の14%程度存在していたこと
から，発現長 poly(C)がある一定割合以上存在
することが fim遺伝子発現には必要であるこ
とが示唆された。 
(2) 生育環境が Pfim poly(C)長に与える影響 
 Pfim3 poly(C)長に影響を与える環境因子の
探索として，まずは 2種類の生育培地で比較
した。百日咳菌を cyclodextrin solid medium 
(CSM)培地および馬脱繊血加 Bordet-Gengou 
(BG)寒天培地で培養し，Pfim poly(C)長分布お
よび Fim産生量を比較した。その結果，いず
れの菌株もPfim poly(C)長分布に変動はなく，
Fim 産生量に関しても統計学的な有意差を示
さなかった。次に抗菌薬が Fim産生に与える
影響を解析した。百日咳菌を sub-MIC 濃度
(0.01 µg/ml)の各種抗菌薬(EM, CAM, AZM, 
ABPC, KM, SM, NFLX, NOV, TC)を含む BG
培地で培養し，抗菌薬不含 BGで生育させた
場合と比較した。しかし，上記抗菌薬存在下
では Fim2, Fim3の Pfim poly(C)長分布および
タンパク質産生には影響が認められなかっ
た。 
(3) fim2, fim3遺伝子の発現制御機構 
 各種血清型に分類される百日咳菌臨床分
離株を用いて，Bvg+/Bvg-環境下における fim2
および fim3 の DNA，mRNA，タンパク質レ
ベルでの解析を行った。百日咳菌は modified 
Stainer Sholte (mSS)で培養した場合 Bvg+ 
phaseとして，mSS+50 mM MgSO4で培養した
場合 Bvg- phaseとして各種遺伝子の発現が変
化する。Bvg+および Bvg-環境は vag および
vrg として知られる ptxAおよび vrg-6 遺伝子
の発現測定により確認した。まず，fim2発現
に関しては，Pfim2 poly(C)の主要長が 12C以
上の場合，Bvg+で遺伝子発現が上昇し，Bvg-
では発現が減少した。また，Fim2タンパク質
産生も遺伝子発現と一致していた。すなわち，
これまでの報告と同様に fim2は vagであると
いうことが確認された。また，Pfim2 poly(C)
が発現長 12C以上をとる菌株は Fim2または
Fim2/3であることが新たに判明した。 
 一方，fim3は fim2に比べ複雑な発現機構を
有することが見出された。まず，Fim3タンパ
ク質産生はPfim3 poly(C)の主要長が 13C以下

の菌株は検出されず，14C以上の菌株は Bvg+
の場合検出され，Bvg-の場合検出されなかっ
た。また，mRNA レベルでも Pfim3 poly(C)
が 14C以上の場合、fim3遺伝子が vagとして
働くことが明らかとなった。ところが，Pfim3 
poly(C)が 13C以下の場合であっても，mRNA
レベルでは Bvg-環境下で fim3 遺伝子の発現
上昇が認められた。すなわち，fim3は vrgと
して働くことが新たに明らかとなった。fim3 
mRNA レベルの上昇が見られるのに対し，
Fim3 タンパク質が検出されなかったことか
ら、Fim を菌体外に輸送するアクセサリータ
ンパク質の Bvg- phaseにおける産生減少が考
察された。 
 
 以上のことから，百日咳菌 Fimは生育培地
や sub-MIC濃度の抗菌薬によっては発現に影
響を受けず，各菌株における Fim血清型は比
較的安定していることが明らかとなった。ま
た，これまで一致した見解のなかった fim遺
伝子の発現機構、特に fim3発現の制御につい
て新たな知見を得た。本研究では，百日咳治
療やワクチン開発面への応用性のある基礎
的な研究成果を得ることができた。 
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図 1  百日咳菌 Tohama株の fim遺伝子プロモーター構造 

Pfim2 poly(C)は 12~17C，Pfim3 poly(C)は 14~16Cの場合，各 fim遺伝子の発現が可能で

あると報告されている。百日咳菌 Tohama株ゲノム情報では，Pfim2 poly(C)および Pfim3 

図 2  百日咳菌 Tohama株の Pfim3 poly(C)長分布 

PCR/LDR法を行い，キャピラリー電気泳動を行ったのち，GeneMapperソフトウェア

を用いて解析を行った。百日咳菌 Tohama株の Pfim3 poly(C)は非発現長である 13Cが

62.1%と主要であったが，12Cおよび 14C長もそれぞれ 23.7%，14%含まれていた。 

図 3  百日咳菌 Fimの遺伝子発現およびタンパク質産生機構 

A. fim2発現機構，B. fim3発現機構。fim2 は Pfim2 poly(C)の主要長が 12C以上で vagと

して働く。fim3は Pfim3 poly(C)主要長が 13C以下で vrg，14C以上で vagとなる。  


