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研究成果の概要： 
 
 腸管出血性大腸菌の産生する志賀毒素２(Stx2)は２種類の方法によって菌体内から、特異的

に放出されることが明らかになった。一つ目の機構はstx2 遺伝子が存在している Stx2 ファー

ジが特異的にファージ誘導されることによって、同調的に Stx2 が産生され、そのファージの容

菌によって Stx2 も菌体外に特異的に放出される。二つ目は Stx2 特異的な分泌機構が存在して

おり、この分泌によって、Stx2 が特異的に菌体外に輸送される。この過程には Stx2 の B サブ

ユニットの３１番目のセリン残基が重要であった。 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 細菌には細胞膜と細胞壁の構造の違いか
らグラム陽性菌とグラム陰性菌が存在する。

黄色ブドウ球菌などのグラム陽性菌は外界

との間に１つの細胞膜が存在する。したがっ

て、病原分子の分泌にはただ一回の細胞膜通

過だけで可能であり、その分泌機構に関して
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はシグナルペプチドを介したSec系の分泌機

構であることが知られている。一方、腸管出

血性大腸菌やコレラ菌などのグラム陰性菌

では外膜と内膜の二重の細胞膜に囲まれて

いることから、病原細菌の産生する病原分子

が菌体外に分泌されるためには、二回の細胞

膜通過が必要である。グラム陰性菌における

二つの膜、内膜と外膜の通過に関わる分泌機

構は現在明らかになっているものとして大

まかに Type I から Type V の五種類に分類さ

れている。これらの分泌装置は共にグラム陰

性菌の産生する病原分子を菌体内から菌体

外に輸送するが、内膜通過および外膜通過の

過程に関わっている分泌装置が異なってい

る。その中で最も分泌装置の構造および機能

が明らかになっているものの一つとして

Type II 分泌装置が存在する。Type II 分泌

装置によって分泌される病原分子は内膜通

過に関してはSec系を介してペリプラズムに

輸送される。そして、ペリプラズムに存在し

ている標的分子は Type II 分泌装置によって

外膜を通過することができる。しかしながら、

Type II 分泌装置に関してでさえ特異的に分

泌されるタンパク質に対する基質認識機構

に関しては明らかになっていない。そこで本

研究ではグラム陰性病原細菌の分泌装置の

基質認識機構の解析を行う。 

 

２．研究の目的 
 
 病原細菌は病原分子を菌体外に分泌する
ことによって病原性を発揮する。したがって、

病原分子の分泌を特異的に抑えることが出

来れば、病原細菌を特異的に弱毒化、あるい

は無毒化できることが期待される。本研究の

目的はそのような観点から、グラム陰性病原

細菌の特異的な分泌装置の構造と機能を解

明することにより、グラム陰性病原細菌に対

する新しいタイプの弱毒化あるいは無毒化

分子の探求にある。 

 病原細菌の産生する病原分子には様々な

ものがあり、ペプチド性の低分子物質から志

賀様毒素やコレラ毒素などの AB 型毒素に見

られるような多量体の高分子物質が存在し、

それらは特異的に菌体外に分泌される。また、

病原細菌の病原分子分泌機構には低分子物

質だけではなく、高分子物質に対しても厳密

な特異性が存在する。例えば、腸管出血性大

腸菌は志賀様毒素１(Stx1)と志賀様毒素２

(Stx2)のいずれか一方、あるいは両方を産生

する。両毒素の詳細な立体構造は既に明らか

になっており、極めて構造的に相同性が高い。

しかしながら、この相同性にもかかわらず、

EHECではStx2は分泌されるがStx1は分泌さ

れない。また、コレラ菌の産生するコレラ毒

素はコレラ菌の持っているType II 分泌装置

によって分泌されるが、腸管毒素原性大腸菌

の Type II 分泌装置では分泌されない。この

ように、病原細菌は極めて高い基質特異性お

よび種間特異性を持った分泌機構を持つこ

とによって恒常性を維持し、また環境変化に

特異的に反応していると思われる。この特異

的な病原分子の分泌機構の破綻は病原細菌

の弱毒化状態を作り出すことが容易に想像

できるが、この特異的な分泌機構の仕組みは

十分に解明されているとは言い難い。特に、

イオンチャンネルやアミノ酸トランスポー

ターなどが関わる低分子物質の分泌に関わ

る膜輸送複合体の基質選択性に関する機構

は真核生物を含めた様々な研究によってす

でに明らかになっているが、より大きな分子、

また AB 型毒素のようなサブユニット構造を

取っている多量体分子を認識する分泌装置

の基質選択性の機構に関しては真核生物を

含めても全く明らかになっていない。そこで

我々はX線解析で詳細な立体構造が明らかに



 

 

なっているAB型多量体分子の志賀様毒素(4, 

5)の分泌機構をモデル系として、Stx2 分泌装

置の多量体分子立体構造認識機構の解明を

行う。 

 病原細菌の毒素などの病原分子を特異的

に分泌する機構を解明することは病気の原

因となる毒素の分泌を抑えるための薬剤の

ドラッグデザイン開発に結びつくことが考

えられる。また、本研究の成果は感染症医療

分野への貢献だけではなく、いままでほとん

ど報告されていない未知の真核生物由来高

分子多量体輸送機構の解明に貢献すること

が期待できる。 

 本研究の遂行は病原細菌の産生する病原

分子に対する分泌装置の多量体分子立体構

造認識機構の解明を通して、臨床医学、創薬

化学および基礎研究の分野で大きく貢献で

きる。 

 
３．研究の方法 
 
 出血性大腸菌として、すでにゲノム配列が

報告されている Stx1, Stx2 両方産生株であ
るEDL933、Stx1単独産生株であるK24株、
Stx2 単独産生株である 86-24 株を本研究に
主に用いた。目的の遺伝子の増幅には PCR
法を用いた。また、目的の遺伝子の発現には

trc プロモーターによって発現が制御されて
いる pTrcHis2A ベクターを用いた。遺伝子
欠失、および遺伝子置換変異株の作製には

reconbinase を発現させることによって行
う pRed/ET systemによる相同組み換え法を
用いた。目的の遺伝子への点変異導入には

Two-step PCR、あるいは Site-directed 
mutagenesis法を用いた。志賀毒素遺伝子の
発現をモニターするために、gfp 遺伝子を志
賀毒素遺伝子に置換した変異株を用いた。志

賀毒素の産生量の確認には、特異的な抗体を

用いたイムノブロット法によって行った。腸

管出血性大腸菌が保持している Stx1 ファー
ジ、および Stx2 ファージの誘導にはマイト
マイシン Cを用いた。 
 
４．研究成果 

 
 腸管出血性大腸菌(EHEC)の産生する志賀

毒素１(Stx1)と志賀毒素２(Stx2)は産生時

の分布に違いがあり、Stx1 は菌体内に存在す

るが、Stx2 は培養液中に放出される。この分

布の違いから、EHEC には Stx2 に対する特異

的な菌体外への分泌機構があることが想定

されており、我々はすでにその分泌には Stx2

の B サブユニットの 31 番目のセリンが重要

な役割を担うことを報告している。 

  一方、stx2 遺伝子は EHEC に溶原化して

いる Stx2-ファージゲノムの late operon 内

に存在していることが知られている。そこで、

ファージ late 遺伝子群の一つである溶菌遺

伝子が Stx2 産生時の分布に関与しているか

どうかを確認するために、溶菌遺伝子を欠失

した変異株を作成し、解析を行った。その結

果、欠失変異株では Stx2 は菌体内に留まる

ようになった。このことは Stx2 の菌体外分

布には自発的なファージの溶菌過程も関与

していることを示していた。しかしながら、

Stx1, Stx2 両方産生株においても Stx1 は菌

体内に留まることから、自発的なファージ誘

導によって溶菌している菌体の割合は非常

に低いことが考えられた。そこで、そのこと

を明らかにするために、stx2 遺伝子を gfp 遺

伝子に置換した変異株を作成し、GFP を発現

している菌体の割合を測定した。その結果、

GFP を発現している菌体の割合は非常に低く、

0.06％であった。これらのことから Stx2 の

特異的な放出には Stx2-ファージ特異的なフ

ァージ誘導機構が関与していることが明ら



 

 

かになった。 

 次に、Stx2 の放出に Stx2 特異的な分泌機

構も関与していることを証明するために、

stx1遺伝子をstx2遺伝子に置換した変異株、

および分泌に重要なBサブユニットの３１番

目のセリンをアスパラギンに変えた変異

stx2(S31N)遺伝子に置換した変異株を作成

し、解析を行った。その結果、Stx2 は培養上

清から検出されたが、変異 Stx2(S31N)は菌体

内のみに検出された。これらのことから、

Stx2 の特異的な菌体外への放出には、Stx2

特異的な分泌機構と Stx2-ファージ特異的な

ファージ誘導機構が関与していることが明

らかになった。 
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