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研究成果の概要（和文）：ワクチンを利用した新しいUPEC治療法を確立するには、UPECの病原因子に関して詳細
なデータを収集し、USPをはじめとする病原因子の機能を十分に理解することが必要不可欠である。
本研究では、USPの抗菌活性作用および細胞障害性を検討し、この分子が既報の類似分子とは異なる細胞障害性
を示すことを明らかにした。また、UPECの遺伝学的基礎データを収集することを目的とし、薬剤感受性レベルが
異なるUPEC株を用いてシークエンス解析を実施した。この解析により、薬剤耐性度が上昇するのにつれて変異が
生じる遺伝子を同定し、レボフロキサシン耐性獲得において重要な役割を果たすことが予想される複数の遺伝子
を見出した。

研究成果の概要（英文）：To establish a new vaccine-based UPEC treatment, it is essential to collect 
detailed data on the virulence factors of UPEC and fully understand the functions of virulence 
factors such as USP.
This study investigated the antibacterial activity and cytotoxicity of USP and clarified that this 
molecule exhibits cytotoxicity different from the similar molecules reported previously. Also, 
sequence analysis was performed using UPEC strains with different drug susceptibility levels to 
collect primary genetic data of UPEC. This analysis identified genes that mutate as drug resistance 
increased and found multiple genes that are expected to play an essential role in acquiring 
levofloxacin resistance.

研究分野：細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、以前よりその存在は知られていたが、機能に関してほとんど解明されていなかったUSPの持つ細
胞障害性を明らかにした。また、我々はUSPが尿路病原性大腸菌の病原因子として重要な役割を果たすことを明
らかにした。
尿路感染症の約8割は尿路病原性大腸菌が起因菌であることが報告されている。また、本症は高い再燃性を示す
ことから、抗生物質に頼らない新たな治療法の確立が期待されてきた。我々は本研究を通じて、UPECの病原因子
の機能を明らかにし、次世代シークエンス解析によってUPECが薬剤耐性を獲得するのに鍵となる遺伝子変異を同
定した。この2点の新知見は今後のUPEC対策に大きく貢献すると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細菌性尿路感染症、その起因菌の 8割以上を占める UPEC の病原因子については多くの研究者が

解析を行なっているが、既報のどの病原因子も際立った病原性と特異性を示せない。我々はこれ

までの研究によってコレラ菌の病原因子の 1 つである ZOT と相同性を示す USP を発見した。さ

らに、usp 遺伝子の下流には 3つの短いオープンリーディングフレーム（OrfU1、OrfU2、OrfU3）

の存在を明らかにした。これらの 4 遺伝子の配列は他の細菌ですでに報告された遺伝子と高い

相同性を示したことから、USP はバクテリオシン、OrfU1 から OrfU3 はその阻害分子（Immunity 

protein）として機能することが予想された。しかしながら、USP および OrfU1 から OrfU3 の生

物活性について等、それら分子の機能に関する詳細は明らかになっていない。 

 

現在、UPEC 感染症は抗生物質の投与によって治療がなされているが、本症は頻回な再燃性とい

う特徴を有するため、薬剤耐性菌の出現が大きな問題になっている。この問題を解決するには、

ワクチンを利用した新しい UPEC 治療法を確立し、抗生物質に頼らない治療法を見出すことが有

効であると考える。したがって、新たなワクチン開発を行うためにも、UPEC の病原因子に関し

て詳細なデータを収集し、USP をはじめとする分子の機能を十分に理解することが必要不可欠で

ある。 

 

 

２．研究の目的 

USP についてはバクテリオシンとの相同性が報告されている一方で、USP は既知のバクテリオシ

ンに見られる標的細胞認識に関わるドメインを持っていない。したがって USP は、既知のバクテ

リオシンとは異なった生物活性を有する可能性がある。本研究では、USP の生物活性を明らかに

し、USP を利用したワクチン創出のために必要な基盤的データを得ることを目的として、以下の

解析、(1) USP の抗菌活性の検討、(2) USP の培養細胞に対する毒性の検討、(3)抗 USP 抗体の作

製および高感度 ELISA 系の構築、(4)薬剤耐性度の異なる UPEC 株を用いた全ゲノム配列解析を

行った。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 2018年度 

【USP の抗菌活性および培養細胞に対する毒性に関する検討】 

USPの抗菌活性については、健常なヒトの糞便から採取された大腸菌46株、大腸菌実験室株3株、

腸内細菌科5菌種6株を標的として検討を行った。また、USPによる細胞障害性については、UPEC

の定着部位である腎臓、膀胱、前立腺に由来する8種類の株化細胞を用いて検討した。 

 

(2) 2019年度 

【抗 USP 抗体の作製および高感度 ELISA 系の確立】 

USP蛋白質（以下、USP）を大量発現する組換え大腸菌（USP+orfU1/pET30a/BL21）の培養破砕上

清から、Ni-キレーティングカラムを用いて精製USPを獲得した。精製USPを家兎に皮内投与して



抗USP血清を獲得し、さらに本血清より精製USP結合カラムを用いてUSP特異的IgGを精製した。得

られた抗体の感度および特異性について、キャプチャー抗体0.3 μgの条件で間接ELISA法を構

築し、精製USPおよび、ネガティブコントロールとして1 mg/mLのBSAを用いて検出感度および特

異性の解析を行った。最後に、組換え大腸菌体内で産生されたUSPに対する検出能を検証するた

め、USP産生・非産生組み換え大腸菌株の培養液をソニケーション処理し、細胞破砕菌体につい

てELISA試験を行った。 

 

(3) 2020年度 

【UPEC 8 株の次世代シーケンス解析】 

実験には、尿路感染症患者より分離されたレボフロキサシン（LVFX）感受性株 2 株（GUC9_S お

よび GFCS1_S）に加えて後述の方法で作製した薬剤耐性誘発株 6 株を使用した。薬剤耐性株は、

親株である GUC9_S および GFCS1_S を低濃度の LVFX を添加した寒天培地で数日間培養し、発育

したコロニーを初回より高濃度の LVFX を添加した寒天培地に継代し、この操作を数回繰り返す

ことによって、LVFX 耐性度が異なる菌株を得た。これらの菌株は LVFX の MIC を測定し、MiSeq

システムを用いてシークエンス解析を行った後、得られたデータは現有の解析ソフト（CLC 

Genomics Workbench）および Web アプリケーションを用いて変異箇所の検出等を実施した。 

 

 

４．研究成果 

(1) 2018年度 

2018年度はUSPの生物活性を明らかにする事を目的として、USPの抗菌活性について検討した。ま

た、UPECの定着部位である尿路系に由来する株化細胞に対する傷害活性についても併せて検討

を行った。 

【結果および考察】 

0.5% Agar内に播種した試供菌株に対してfree USPおよびUSP/OrfU1 complexを添加した際の発

育阻止により抗菌活性の評価を行ったが、今回用いた全ての菌種において、free USPおよび

USP/OrfU1 complexによる発育阻止は観察されなかった。一方で、free USPおよびUSP/OrfU1 

complexの培養細胞に対する障害活性について検討する目的で、UPECの定着部位である腎臓、膀

胱、前立腺に由来する8種類の株化細胞を標的として細胞障害活性測定を行った。free USPおよ

びUSP/OrfU1 complexを培養細胞懸濁液に添加し、CO2インキュベーター内で24時間培養した後

の標的細胞内のATP濃度の変化、および光学顕微鏡観察下での形態変化について解析を行った。

その結果、全ての細胞種においてfree USPまたはUSP/OrfU1 complexの添加による細胞内ATP濃

度の変化は観察されなかった。一方で、顕微鏡観察下においては、8種類の細胞のうちシリアン

ハムスター腎臓に由来するBHK21細胞においてfree USPまたはUSP/OrfU1 complexの添加によっ

て顕著な細胞の接着阻害が観察された。本結果はUSPがアミノ酸配列の相同性から期待されてい

た原核細胞に対する障害活性とは異なる真核細胞に対する障害活性をもつという新たな可能性

を示唆するものであった。 

 

(2) 2019年度 

2019年度は抗USP抗体を作出し、高感度なELISA法を構築することを目的とし研究を遂行した。 

【結果および考察】 

構築したELISA法は、ネガティブコントロールとして用いた1 mg/mLのBSAと反応しなかった一方



で、10 ng/mLの精製USPの検出が可能であった。 

組み換え大腸菌株の培養上清を用いた実験では、USP産生菌と非産生菌との比較で有意な差が認

められた。以上の結果より、得られたUSP特異的IgGは高い特異性および感度を持つものであると

考えられる。本研究で構築したELISA系およびUSP特異的IgGは、今後USPが持つ病原性の解析の研

究や臨床サンプルからのUPEC検出に役立つことが期待される。 

 

(3) 2020 年度 

2020年度はUPEC株の遺伝学的基礎データを収集することを目的とし、薬剤感受性レベルが異な

るUPEC株を用いて次世代シーケンス解析を実施した。 

【結果および考察】 

今回 LVFX 耐性株を作製するために使用した親株の LVFX に対する MIC（μg/mL）は、どちらも

GUC9_S (0.5)および GFCS1_S (0.5)であった。一方、本研究で作出した LVFX 耐性菌株の LVFX に

対する MIC（μg/mL）はそれぞれ、GUC9_L(2)、GUC9_I (8)、GUC9_H (128)、GFCS1_L (2)、GFCS1_I 

(32)、GFCS1_H (128)で、高い LVFX 耐性を獲得した菌株も作出できた。 

これら 8株のゲノム配列を多くの比較ゲノム解析での参照配列として使用実績のある UPEC 536

株の配列と比較し、変異箇所を特定したところ、20509 の非同義置換および 99029 の同義置換、 

さらに、1647 の挿入・欠失を見出した。また、薬剤耐性度が上昇するのにつれて、変異が生じ

た箇所を選抜したところ、各菌株でそれぞれ、数十程度の遺伝子が該当し、GUC9 系と GFCS1 系

の異なる遺伝背景を有する系統で共通する遺伝子にも変異が生じていることが明らかになった。

個別の遺伝子の詳細については現在、論文執筆を行っている段階であるため報告を控えるが、こ

れらの遺伝子変異が LVFX 耐性獲得において重要な役割を果たすことが示唆された。 
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