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研究成果の概要（和文）：食中毒原因細菌として知られる腸炎ビブリオは外的環境の物理化学的条件の変化によ
りその主要な病原因子である3型分泌装置（T3SS）の発現が変動する。本研究ではT3SS2のマスターレギュレータ
ーVtrAが胆汁刺激より多量体化が促進され、標的プロモーター結合能が増加することで標的遺伝子に対する転写
調節活性が上昇することを明らかにした。また外的環境の物理的条件変化に対するT3SS2の発現変動に関わる新
たな制御因子を同定し、そのVtrAレギュロンに対する制御を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vibrio parahaemolyticus is a leading cause of seafood-borne bacterial 
gastroenteritis. Major virulence factors of V. parahaemolyticus are two type III secretion systems 
whose gene expression is affected by external conditions. In this study, we determined that VtrA, a 
T3SS2 master regulator, is a membrane-bound regulator. We also showed that bile, a host-derived 
activator of VtrA, induces the oligomerization of VtrA. Engineered oligomerization of VtrA conferred
 transcriptional regulatory activity and a greater affinity for the promoter region of its target 
gene vtrB. These findings propose that VtrA oligomerizes in response to bile, which may facilitate 
its binding the target DNA, thus enhancing its transcriptional regulatory activity. Also, we 
identified a gene that is required for the environmental regulation of T3SS2 gene expression. 

研究分野： 病原細菌学

キーワード： 腸炎ビブリオ　3型分泌装置　発現制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
病原細菌は感染時の宿主内環境を感知し、感染に必要な病原因子を的確に発現させることで病原性を発揮してい
ると考えられている。一方で腸炎ビブリオの病原性メカニズムの研究動向はその病原因子であるT3SSの作用の解
析が主となり、その発現制御に対する理解は乏しい状況にあった。これに対し本研究成果は腸炎ビブリオの感染
時の外的環境変化に応答した病原因子の発現制御の分子メカニズムの一端を解明し、腸炎ビブリオの病原性メカ
ニズムの全体像の理解を進展せしむるものと考えらえる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
食中毒原因細菌として知られる腸炎ビブリオはその主要な病原因子として３型分泌装置を二

種類（T3SS1 および T3SS2）保有している。T3SS はエフェクター分子を宿主細胞に注入するグラ
ム陰性細菌のタンパク質分泌装置の一種であり、20 種類以上のタンパク質で構成される。腸炎
ビブリオのこれら T3SS 構成遺伝子群の発現に必要な因子として複数の転写調節因子が同定され
ており、T3SS1 遺伝子群は VxsA、T3SS2 遺伝子群は VtrA がマスターレギュレーターとして機能
すると考えられている。 
腸炎ビブリオの感染様式を考慮すると、本菌は本来海洋細菌として海水で生息しているが、感

染部位であるヒト腸管内では外的環境条件が大きく変化する。これに符合するように、腸炎ビブ
リオの T3SS の遺伝子発現は外的環境の物理的（温度・浸透圧など）、化学的（胆汁の存在など）
条件の変化によって変動する。この事象から腸炎ビブリオは感染時の外的環境条件の変化を感
知・応答し、T3SS の発現を制御していると考えられる。しかしながら、このような腸炎ビブリ
オの応答制御機構についてはそのほとんどが不明であった。 
 
２．研究の目的 
 病原細菌は感染時に外的環境の条件変化に応答し、病原性に関わる遺伝子を効率的に発現す
ることで感染を成立させると考えられている。腸炎ビブリオにおいても外的環境の物理化学的
条件の変化に応答したT3SSの発現変動が観察されることから、外的環境変化を感知・応答しT3SS
発現を制御する機構を具えていることが示唆される。一方で前述のように腸炎ビブリオの T3SS
発現に関わる制御因子は複数知られているものの、このような外的環境変化への応答制御メカ
ニズムについての具体的な理解はえられていない。本研究では温度・浸透圧の変化、胆汁の存在
などの腸管感染時に想定される外的環境の物理化学的条件の変化に応答した腸炎ビブリオの
T3SS 発現制御に関わる因子及びその作用メカニズムを解析することで、腸炎ビブリオの外的環
境刺激に応答した T3SS 発現制御機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 化学的条件変化による T3SS2 遺伝子発現制御機構の解析 
腸管内に存在する胆汁及びその主要成分である胆汁酸により腸炎ビブリオ T3SS2 の発現は増

加する。感染時の外的環境の化学的条件の変化として胆汁に焦点を当て、その T3SS2 発現誘導機
構を解析した。 
➀胆汁による VtrA のオリゴマー化促進の解析 
 胆汁刺激により、VtrA の発現レベルに変化はないが、下流の転写調節因子 VtrB の発現が増大
することから VtrA が活性化されると考えられる。この活性化が VtrA のオリゴマー化によると
仮説を立て、これをコレラ菌転写因子 ToxR の DNA 結合ドメイン（VcToxR-DBD）と VtrA の融合体
によるレポーターアッセイ系により検証した。本レポーター系は VcToxR-DBD の転写活性化が多
量体化依存的であることにより腸炎ビブリオ内での膜タンパク質オリゴマー体形成測定を可能
にしており、胆汁刺激時の VtrA のオリゴマー形成の有無・強度を評価した。 
 
➁胆汁による VtrA 下流への影響の解析 
胆汁刺激による活性化状態となるオリゴマー化 VtrA の標的プロモーター領域（vtrB プロモー

ター領域）に対する結合力をゲルシフトアッセイで評価した。また腸炎ビブリオ菌体内での vtrB
プロモーターに対する転写調節活性をβ-ガラクトシダーゼレポーターアッセイなどにより評価
した。 
 
➂胆汁応答に関わる VtrA ドメインの解析 
VtrA のペリプラズム領域、トランスメンブレン領域のトランケート体を作製し、胆汁刺激時

の vtrB プロモーターに対する転写調節活性をβ-ガラクトシダーゼレポーターアッセイなどに
より評価することで、胆汁応答に関わる VtrA のドメインを解析した。 
 
(2) 化学的条件変化による T3SS1 遺伝子発現制御機構の解析 
 胆汁により腸炎ビブリオ T3SS1 の発現は低下する。胆汁の主な成分である胆汁酸分子で腸炎
ビブリオを刺激後、イムノブロット法による T3SS1 タンパク質発現の解析または T3SS1 遺伝子
のレポーターアッセイにより T3SS1 遺伝子群の発現を評価し、T3SS1 発現制御活性を有する成分
の特定を試みた。 
 
(3) 物理的条件変化による T3SS 遺伝子発現制御機構の解析 
 物理的条件変化による T3SS2 の発現変動を制御する因子について腸炎ビブリオから候補遺伝
子を欠失させた株について T3SS2 の発現を装置構成タンパク質および分泌タンパク質タンパ
ク質の発現量をイムノブロット法により解析することで、T3SS2 の発現変動を制御する遺伝子の
同定を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 化学的条件変化による T3SS2 遺伝子発現制御機構の解析 



➀胆汁による VtrA のオリゴマー化促進の解析 
VtrA のドメインおよび局在解析から、VtrA は膜結合型転写調節因子であり、そのトポロジー

は N末側が DNA 結合領域、真ん中にトランスメンブレン(TM)領域、C末側がペリプラズム領域と
なる。VcToxR-DBD を利用したレポーターアッセイにおいて、VtrA の TM～C 末側領域の VcToxR-
DBD 融合体は胆汁添加時に転写活性が増加した。すなわち、VtrA の TM～C末側領域は胆汁刺激に
よってオリゴマー化が促進されると考えられる。 
 
➁胆汁による VtrA 下流への影響の解析 
GCN4の ZIPドメインをVtrAの N末領域であるDNA結合ドメインに融合したオリゴマー化VtrA

をエンジニアリングした。これらのコンストラクトを腸炎ビブリオ内で発現させるとオリゴマ
ー化による vtrB プロモーターに対する転写調節活性の増加が観察された。精製タンパク質をゲ
ルシフトアッセイに供試すると、オリゴマー化による vtrB プロモーター領域への結合活性の増
加が確認された。 
 
➂胆汁応答に関わる VtrA ドメインの解析 
 VtrA のトランケート体を腸炎ビブリオに発現させ、胆汁刺激の有り無しで vtrB プロモーター
に対する転写調節活性を評価した。C末側領域の欠失体は転写調節活性を有しており、TM～C 末
側領域の欠失体では転写調節活性が消失した。全長 VtrA において観察される胆汁刺激によるプ
ロモーター活性の増加、すなわち胆汁への応答性は C末側領域の欠失によって消失し、当該領域
の胆汁応答性への必要性が示された。 
 
以上より、化学的条件変化（胆汁）による T3SS2 遺伝子群の発現制御機構として、T3SS2 遺伝

子群のマスターレギュレーターであるVtrAのオリゴマー化がTM～C末側領域を介して促進され、
標的プロモーターへの結合能が強まることにより転写調節活性が上昇するというモデルが提案
される（図 1）。 
 

 
図 1 胆汁に応答した腸炎ビブリオ T3SS2 発現
増加のメカニズム 

胆汁刺激によりマスターレギュレーター 
VtrA のオリゴマー化が促進され、標的遺伝子に
対する転写調節活性が増加することにより
（VtrA の活性化）、下流の VtrB および T3SS2 遺
伝子群の発現が増加する。         
 
 
 
 

 
 
(2) 化学的条件変化による T3SS1 遺伝子発現制御機構の解析 
胆汁からコレスチラミン樹脂によって胆汁酸を除去すると、T3SS1 発現制御活性が消失した。

一方でビリルビンの光分解は胆汁の T3SS1 発現制御活性に影響しなかった。これらの結果から
胆汁内の T3SS1 発現制御活性を有する成分は胆汁酸であると考えられる。 
胆汁酸の各成分について個々の T3SS1 発現制御活性をレポーターアッセイにより評価したと

ころ、抱合型二次胆汁酸が強い活性を有していた。これは胆汁酸各成分の T3SS2 発現制御活性と
相関しており、胆汁の中でも特に抱合型二次胆汁酸が両 T3SS 遺伝子群の発現制御を担う成分で
あることを示している。 
 
(3) 物理的条件変化による T3SS 遺伝子発現制御機構の解析 
T3SS2 発現制御に関わる因子として新たに Vph を同定した。Vph をコードする遺伝子を欠失し

た腸炎ビブリオ株では外的環境条件の変化に応答した T3SS2 発現変化が見られなくなるが、vph
遺伝子を相補した株ではこの発現変化は回復した。 
Vph は T3SS2 装置構成タンパク質のみならず分泌タンパク質の発現変化に寄与していた。

一方で Vph 自体のタンパク質発現量は外的環境条件の変化に影響されておらず、その T3SS2 発
現制御は Vph の発現変化でなく作用変化によって説明されるものと考えられる。 
以上より、Vph は外的環境の物理的条件変化に応答した T3SS2 の発現制御に重要な役割を果た

す制御因子であると考えらえれる。 
 
腸炎ビブリオの感染時の外的環境変化に応答した病原因子の発現制御の分子メカニズムには

未解明な部分の多い状況であったが、以上の成果はその一端を解明し、腸炎ビブリオの病原性メ
カニズムの全体像の理解につながることが期待される。 
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