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研究成果の概要（和文）：尿路病原性大腸菌の産生する特異的な尿路病原因子である

Uropathogenic-specific protein (USP)に対する高感度の検出系の構築を行なった。その結果、

HRP-TMBZを用いたBead-ELISA系の感度が最も高く、その検出感度は100 pg/mlであった。

現在、この系を用いて USPの産生量と UPECが惹起する病型との関係を検討すると共に、native 

USPの精製を行なっている。 
 
研究成果の概要（英文）：Uropathogenic-specific protein (USP) is one of the important 
virulence factors in UPEC. We established a highly-sensitive bead-ELISA system against 
USP. The minimum detection concentration of USP in the sample is 100 pg/ml. By using of 
this detection system, we try to clarify the relationship between the production of USP in 
UPEC and the symptoms of the patients suffered from UPEC infections. 
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１．研究開始当初の背景 
 尿路感染症は最も頻度の高い感染症の一つ

であり、加齢並びに抵抗力の低下に伴い頻回

に感染を繰り返し、性差を問わず成人の多く

に尿路感染症の既往があるとされている。尿

路感染を引き起こす細菌のうちで、尿路病原

性大腸菌（Uropathogenic E. coli: UPEC）は

原因細菌の80% 以上を占めている。他の細菌

感染症と同様に、UPECによる尿路感染症の治

療においても薬剤耐性菌が問題になっている。 

 我々はUPEC に新しい病原遺伝子群（PI）を

発見した。このPI は、4 つのOpen Reading 

flame（usp、orfU1、orfU2、orfU3）からなる

4,167bp のPI で、usp遺伝子を含むPI のUPEC 

における分布は、既報の尿路病原因子と比較

して特異的かつ高頻度であった。 

 
２．研究の目的 
 我々が発見し着目しているUSP は、1) そ

れ自体で尿路感染を惹起し、2) Immunity 

protein と推定される蛋白と共に発現されて
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周囲の細菌を殺してその菌がdominant にな

り、3) トランスポゾン様に周囲の大腸菌（あ

るいは他種の細菌にも）に伝搬され、4) 分子

疫学的にもUPEC に局在し、5) 愛玩動物の尿

路感染症由来株のUPEC もヒトと全く同様の

性状および挙動を示す。これらの研究結果と

他の細菌性疾患同様、尿路感染症で分離され

るUPEC も薬剤耐性菌が増加の一途をたどっ

ている事より、UPEC が特異的に分泌している

と考えられるUSP に対する粘膜ワクチンを開

発することで、UPEC が保持されている腸管並

びに感染部位である尿路系でのUPEC の増殖

を抑制してUPEC による尿路感染症を減少さ

せる事を目的とする。 

３．研究の方法 
(1) 1アミノ酸置換無毒化USPの精製:usp遺伝

子は強発現させると宿主である大腸菌を殺し

てしまう。我々は、usp遺伝子をpGEX-6P-1(GST

との融合蛋白を構築するvector)にクローニ

ングした際に、1塩基置換体（Frameはそのま

まで結果として1アミノ酸置換体）を得た。こ

のクローンは大腸菌で強発現できるため、大

腸菌あるいは細菌に対する毒性を失った無毒

化USPを産生していると考えられる。このクロ

ーンを強発現させてInclusion bodyになった

USPをRe-foldしてGlutathione Sepharose 4B

で精製し、HPLCで最終的にゲル濾過を行い精

製した。 

(2) USPに対する特異的なELISA系の構築：精

製無毒化USPを用いて無毒化USPに対する家兎

ポリクローナル抗体を作製し、無毒化USP

（USP）に対する高感度ELISA系を構築した。 

 
４．研究成果 
(1) 1 アミノ酸置換無毒化 USP の精製：
mUSP/pGEX-6P-2/ BL21培養して菌体を超音波
破砕した。mUSP-GST は Inclusion body とな
っ た の で 尿 素 に 対 す る 段 階 的 な 透 析
（8M→0M）により Re-fold し、Glutathione 
Sepharose 4Bカラムで粗精製した（図 1）. 

 
 粗精製した mUSP-GSTは Ficollで濃縮した
後、更に Superdex75 (10/300 GL)カラムでゲ
ル濾過した（図 2）。 

  
 ゲル沪過して得られたピーク I-III を
SDS-PADE 及び Western blotting 解析したと
ころ、mUSP-GSTの多量体であることが分かり、
単一の蛋白として精製できた（図 3）。 

 
(2) 抗 mUSP-GST 家兎血清の作製：1)で精製
した mUSP-GSTを常法により家兎に免疫して、
抗 mUSP-GST 家兎血清を作製した。得られた
抗血清の抗体価は ELISA法で 211であった。 
 
(3)抗 mUSP-GST 特異 IgGの調整：1)で精製し
た mUSP-GST を Sepharose 4B に結合させて
Affinity カラムを作製した。このカラムを用
いて抗 mUSP-GST 家兎血清に対して Affinity
精製を行い、5 ml の家兎血清から 563 µg
の抗 mUSP-GST特異 IgGを調整した。 
(4) USP 検出系（ELISA 系）の構築：1)と 3)
で作製した精製 mUSP-GSTと抗 mUSP-GST特異
IgG を用いて種々の ELISA 系を構築してその
検出感度を比較検討した結果、HRP-TMBZ を用
いた Bead-ELISA の感度が最も高く、100 
pg/mlの USP を検出できた（図 4）。 



 

 

 
 現在、この系を用いて USP の産生量と UPEC
が惹起する病型との関係を検討すると共に、
native USPの精製を行なっている。 
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