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研究成果の概要（和文）：多くの哺乳動物の呼吸器官に感染する宿主域の広い気管支敗血症菌はヒトにのみ感染
する百日咳菌やパラ百日咳菌の祖先菌と考えられている。比較ゲノム解析から、これら3菌種間の特定の遺伝子
の存否や遺伝子の菌種特異的な配列の違いが、感染宿主域を規定しているかもしれないことが示唆されていた。
本研究では、これら3菌種のどのような遺伝的背景の違いが感染宿主域を規定するのか明らかにする目的で、気
管支敗血症菌がラット気管感染中に発言する遺伝子の欠損株および気管支敗血症菌特異的な遺伝子領域の大規模
欠損株を作製し、ラット気管への感染定着能への影響を検討したが、野生株と変異株間に大きな違いが認められ
なかった。

研究成果の概要（英文）：Bordetella bronchiseptica, a Gram-negative pathogenic bacterium causing 
respiratory infections in a broad range of mammals, is considered to have an evolutionary 
progenitor-like relationship to Bordetella pertussis and Bordetella parapertussis, which are 
causative agents of pertussis in humans. Previous comparative genomic analysis revealed that genetic
 differences may be associated with adaptation to the different hosts and different manifestations 
of disease. To get a clue to understand the underlying genetic differences associated with broad 
host range of B. bronchiseptica, we constructed several deletion mutant of genes specifically 
induced in rat trachea or with long-range deletion of B. bronchiseptica specific gene loci and 
examined whether these loci are involved in bacterial colonization of rat trachea. However, no 
apparent difference was found between wild-type B. bronchiseptica and mutants in its ability to 
establish respiratory infection in rats. 

研究分野：病原細菌学
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１．研究開始当初の背景 
ボルデテラに属する百日咳菌、パラ百日咳
菌、気管支敗血症菌はいずれも哺乳動物の上
部気道 に感染する病原細菌である。いずれ
も、ほぼ同一の病原因子を産生するが、その
宿主特異性や病 態は明らかに異なる。百日
咳菌は痙攣性の咳発作を特徴とする百日咳の
原因菌であり、ヒトにのみ感染し急性気道感
染を起こす。一方、気管支敗血症菌は哺乳類
できわめて広い宿主域を持ち、慢性性持続感
染を起こす。パラ百日咳菌は、菌株によって
ヒトに感染する株とヒツジに感染する株があ
り、百日咳に比べて持続期間の短い感染を起
こす。全ゲノム配列解析の結果から、百日咳
菌の祖先種は気管支敗血症菌に近縁で、そこ
から多数の遺伝子の欠失と転移が繰り返され
て、パラ百日咳菌と百日咳菌に分岐進化した
と推定されている。また、気管支敗血症菌に
比べて百日咳菌が新たに獲得したと思われる
遺伝子はきわめて少ない。これらのことか
ら、気管支敗血症菌と百日咳菌の宿主特異性
や感染病態の違いは、分岐進化の過程で欠失
や転移したために両菌の間で機能や発現量が
著しく変化した遺伝子や、あるいは欠失した
遺伝子そのものに起因すると考えられてい
る。ゲノム配列によると、少なくとも気管支
敗血症菌 に存在するが百日咳菌やパラ百日
咳 菌では見られない遺伝子は602種存在する
ことがわかっている。この602遺伝子のうちで
も、さらに実際に感染時に発現する遺伝子の
なかに上記のような気管支敗血症菌と百日咳
菌の異なる性状の責任遺伝子があると考えら
れた。申請者は、そのような遺伝子群を探索
するために、平成22-24年度基盤(C)(一般)研
究「細 菌表層提示蛋白質を利用した改良型
IVET法の開発」の研究課題で助成を受け、感
染宿主内で発現 誘導される遺伝子の網羅的
探索を可能にする改良型IVET法(IVET-IP(in 
vivo expressed-tag immunoprecipitation)
法)を開発し、ラットへの感染過程において高
発現(試験管培養時に比べて2倍以上)する、気
管支敗血症菌に特異的な28種の遺伝子を同定
することができた。上述のように、この28遺
伝子のなかには、気管支敗血症菌に特有の、
広範な宿 主への慢性持続感染に関与する遺
伝子が存在する可能性が高い。  

そこで本研究課題ではこれまでの研究をさら
に発展させて、同定した28種の遺伝子の機能
解析を進め、気管支敗血症菌感染におけるそ
れぞれの遺伝子の役割を解明する。またその
知見 から、なぜ、百日咳菌(あるいはパラ百
日咳菌)と気管支敗血症菌で、宿主特異性や
病態が著しく異なるのかについての理解を目
指した。  

２．研究の目的 
本研究の目的は、感染宿主内で発現誘導され
る細菌遺伝子の感染成立における役割を明ら 
かにすることである。申請者は実験動物の感

染モデルで特異的に発現する細菌遺伝子探索
の ために改良型 IVET 法(IVET-IP 法)を開
発し、気管支敗血症菌(B. bronchiseptica)
のラット 感染モデルを用いて、気管感染時
の菌の遺伝子発現プロファイルを網羅的に解
析することに成功した。その成果を土台にし
て、本研究課題では、感染経過中に特徴的に
発現が変動する菌側の遺伝子の中から感染成
立に関与する遺伝子を見つけ出し、これらの
遺伝子産物の機能 解析をすすめ、感染成立に
おける役割を明らかにすることを目的とした。  

 
３．研究の方法 
 
本研究課題では、ラットへの感染過程で高発
現する、気管支敗血症菌に特異的な28遺伝子
を欠失させた変異株を作製し、それぞれの変
異株のラット感染能を検討する。その結果、
感染能が低下した(あるいは変化のあった)変
異株で欠失している遺伝子を、その塩基配列
から推定される機能によって分類し、それぞ
れについてさらに適当な方法で機能解析す
る。それらの結果を総合し、気管支敗血症菌
感染におけるそれぞれの遺伝子の役割を解明
することを目指した。  

 
４．研究成果 
遺伝子欠損によってラット気管への定着能
が野生株に比べて低下する転写制御遺伝子
を大量発現する気管支敗血症菌株を構築し、
分泌タンパク質のプロファイルを野生株と
比較した。野生株と分泌量が著しく異なる
タンパク質の質量解析から二種の転写制御
遺伝子大量発現株は野生株に比べて培養上
清中への ACT, FhaB, BipAなどの病原性
因子および FhaS, BatBなどのタンパク質
の分泌量の著しい増加を誘導することを見
出した。一方、気管支敗血症金に特異的な
転写制御遺伝子の百日咳菌への遺伝子導入
株を構築し、上記と同様の解析から二種の
転写制御遺伝子の大量発現株は野生株に比
べて培養上清中への ACT の分泌の著しい
増加が認められた。これらの結果は気管支
敗血症菌がラット気管定着時に百日咳菌が
保持していない転写制御因子による病原性
遺伝子発現制御を利用していることを示唆
しており、両菌種の感染宿主域や感染病態
の違いが実際の感染宿主内での遺伝子発現
プロファイルの違いに起因する可能性が考
えられた。 
 
感染ラットの気管で発現する気管支敗血症
菌特異的な鉄関連遺伝子欠損株は野生株に
比べてラット気管への感染定着能が低下す
ることを見出した。 
 
上述の転写制御因子および鉄関連遺伝子が
気管支敗血症菌株間で保存されているかど



うかボルデテラ属細菌(気管支敗血症菌 62
株、パラ百日咳菌 2株、百日咳菌 40株)の
ゲノム配列情報と blast 検索ブログラムを
用いて探索したところ、これらの遺伝子は
すべての気管支敗血症菌株で保温されてお
り、パラ百日咳菌、百日咳菌株間では保存
されていないことを確認した。また、これ
らの遺伝子の周辺領域はゲノム上に気管支
敗血症菌特異的な遺伝子塊を形成すること
も見出した。一方、以前の比較ゲノム解析
の報告から気管支敗血症菌特異的な遺伝子
とされてきた遺伝子群も、今回の比較解析
から必ずしも特異的でないという結果が得
られた。研究材料の選定のために、気管支
敗血症菌特異的な遺伝子の分類の再調査を
行ったところ、既知の特異的とされた 602
遺伝子は 249遺伝子はファージ由来の遺伝
子であり、気管支敗血症菌株間で保存はさ
れていないこと、残りの遺伝子のうち 
280 遺伝子は菌染色体上に７つの遺伝子塊
を形成していた。7 つの遺伝子塊をそれぞ
れ欠損させた株を構築して、ラット感染モ
デルに供したところ、いずれの欠損株の感
染定着能も野生株と同等であることが示さ
れた。この結果は気管支敗血症菌特異的な
遺伝子塊領域の遺伝子発現だけでラット気
管への感染定着に大きな寄与をしてないこ
とを示唆している。 
 
気管支敗血症菌と類縁菌種の遺伝子のアミ
ノ酸配列の違いに注目して比較ゲノム解析
を進めたところ、菌種内で保存されているが、
菌種間では保存されていないアミノ酸置換
を見出すことができた。特に気管支敗血症菌
を含むボルデテラ属細菌の主要な病原性因
子である鞭毛、毒素、付着因子等に菌種特異
的なアミノ酸置換が多数見出されたことか
ら、感染成立たいする菌種特異的な変異によ
る機能的な相違に今後注目したい。 
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