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研究成果の概要： 

腸管出血性大腸菌が保有する病原性遺伝子群LEEの転写発現は、LEEにコードされるLerとGrlA

によって正に制御されている。GrlAはLEEの発現活性化因子である一方、べん毛遺伝子群の転写

発現を負に制御し、エンテロヘモリシンの転写発現は正に制御する因子であることが明らかとな

った。GrlAはLEEと他の病原性遺伝子群の発現を協調的に制御するグローバルレギュレータとし

て機能していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
腸管出血性大腸菌が保有する病原性遺伝子
群 LEE（locus of enterocyte effacement） 
は特異的な接着因子（Intimin）やそのレセ
プター（Tir）に加えて、３型蛋白質分泌装
置やこれを介して分泌される蛋白質および
これらの発現制御因子など、合計 41 もの遺
伝子からなる。LEE の遺伝子発現の転写制御
は、厳密に制御されており、実験室内の富栄
養条件下ではその発現が顕著に抑制される
一方、腸管内の環境に近い条件下ではすみや

かに発現誘導が起こる。LEE のほぼ全ての遺
伝子発現は LEEにコードされるセントラルレ
ギュレーターLer によって正に制御されてい
る。Ler の発現は、同じく LEE 領域内にコー
ドされる GrlR および GrlA によって負および
正に制御されている。GrlR は GrlA に直接結
合し、GrlA の活性化能を阻害することから、
grlR 欠損株では GrlA に依存して ler の転写
が活性化される結果、LEE の発現が著しく上
昇する。これまでの我々の研究から、GrlA は
Ler を介した LEE の遺伝子発現制御のみなら



ず、運動器官であるべん毛の形態形成や機能
発現に関わる遺伝子の発現を転写レベルで
負に制御していることが明らかとなってい
る。これらの制御は、いずれも grlR 欠損下
で GrlA が脱抑制することによって起こるこ
とが明らかとなっている。LEE の活性化には
Ler の機能は必須であるが、GrlA によるべん
毛発現の抑制は ler 欠損下において GrlA を
構成的に発現させても同様に確認されるこ
とから、GrlA に依存した発現制御であること
が明らかとなっている。すなわち、LEE にコ
ードされる GrlA は LEE 以外の様々な遺伝子
の発現制御にも関わっている可能性が示唆
された。 
 
２．研究の目的 

腸管出血性大腸菌の grlR 変異株の表現型
を解析する過程で、腸管出血性大腸菌が分泌
する溶血素（エンテロヘモリシン）の活性が
著しく上昇することを見出した。この表現型
は GrlA との二重欠損株では消失することか
ら、GrlA に依存して見られる現象と考えられ
た。そこで我々は、GrlR-GrlA 制御システム
が LEE やべん毛の発現のみならず、様々な病
原性関連遺伝子群の発現を統合的に制御し
ているという仮説を立て、本研究では
GrlR-GrlA システムによるエンテロヘモリシ
ンの発現調節の分子機構およびその他の遺
伝子の発現制御機構について解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 菌株の取り扱いや培地および培養条件に
ついては一般的な方法を用いた。エンテロヘ
モリシンのプレート上でのアッセイは EHT
寒天培地（極東製薬）を用いた。分子生物学
的な解析方法についても一般的な手法によ
って解析を行った。 
(1)エンテロヘモリシン発現制御機構の解
析：GrlA に依存したエンテロヘモリシンの
活性上昇がどの発現レベルで起きているか
を解析するために、転写段階および翻訳段階
で発現量を定量化する系をそれぞれ構築し
た。 
①転写融合体の構築 

エンテロヘモリシン活性を担う遺伝子群
（ehxCABD）はプラスミド pO157 上でオペロ
ンを形成していることから、先頭に位置する
ehxCの転写調節領域とlacZの転写融合体を
構築し、転写レベルの制御である可能性につ
いて解析した。転写融合体の構築には、二段
階の PCR 産物を鋳型として用いたオーバー
ラップPCR法によって作成したehxc-lacZ融
合遺伝子に薬剤耐性マーカーが付与された
PCR 産物を pO157 上における ehxC と Uzzau 
らの方法(P.N.A.S 98: 15264-15269, 2001）
で作製した。 

②翻訳融合体の構築 
ehxC および ehxA 各遺伝子の 3’末端側に

FLAG タグを融合させた遺伝子を Uzzau らの
方法を用いて pO157 上で構築し、grlR 欠失変
異の導入または grlA を運ぶマルチコピープ
ラスミド存在下における蛋白質発現量を抗
FLAG 抗体を用いて定量化した。 
(2) べん毛およびエンテロヘモリシン発現
制御能欠損型 GrlA 変異株の単離： 
①変異株のスクリーニング 
 grlR 欠損株では GrlA が構成的に発現する
ため、エンテロヘモリシンの発現上昇に伴っ
て血液寒天平板上で大きな溶血環を形成し、
一方、低濃度寒天平板上で非運動性を示す。
これら二つの表現型を利用して、GrlA の機能
欠損変異株を自然発生的に単離した。まず、
低濃度寒天平板上で運動性（スォーム形成）
を示す株を選択し、それらの株のうち、エン
テロヘモリシン活性が低下した株をさらに
選択した。これらの株の grlA 遺伝子をシー
クエンス解析し、変異株を単離した。 
②変異型 GrlA の単離と LEE 活性化能の解析 
①で単離した grlA 変異遺伝子をクローニ

ングし、grlA 欠損株の相補実験によって解析
を行った。LEE の発現への効果は LEE にコー
ドされる３型分泌蛋白質である EspB または
Tir の発現量について特異的抗体を用いて定
量した。 
(3) DNA マイクロアレイを用いた GrlR-GrlA
システムによるグローバル発現制御： 
 野生株と比較して grlR 欠損株で発現が上
昇または下降する遺伝子のうち、ler 欠損株
で GrlA を構成的に発現させた株で同様な制
御が見られる遺伝子とそうでない遺伝子に
ついて DNAマイクロアレイを用いて網羅的に
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) GrlAによるエンテロヘモリシンの発現活
性化機構： 
①GrlAによるエンテロヘモリシンオペロンの
発現制御 
エンテロヘモリシンをコードするehxCオペ

ロンとlacZの転写融合株またはFLAGタグ挿入
株を作製し、それぞれの株にgrlR, grlA, 
grlRAの欠失変異を導入した。その結果、ehxC
の転写発現およびEhxC-FLAG融合蛋白質の発
現はgrlR欠損下でのみ著しく上昇することが
明らかとなった。従って、これらの発現活性
化はgrlR欠損株で発現が上昇するGrlAまたは
Lerによって行われるものと予想された。grlR
欠損株におけるべん毛遺伝子群の転写抑制機
構はLerには非依存的にGrlAによって行われ
る（Iyoda et al., J Bacteriol 188: 
5682-5692, 2006）。そこで、ler欠損株をGrlA
が構成的に発現可能なプラスミドで形質転換
し、EHTプレート上でエンテロヘモリシン活性



について解析した。その結果、GrlAはLer非依
存的にエンテロヘモリシンの活性を上昇させ
ることが明らかとなった。これらの結果は、
それぞれの欠失株から単離したmRNAを用いた
RT-PCR法によっても同様に確認された。以上
の結果から、GrlRによって負の制御を受ける
GrlAがehxC の転写を活性化することが明ら
かとなった。 
②GrlAによるエンテロヘモリシン活性化の普
遍性 
 本研究では、全ての実験において腸管出血
性大腸菌O157の親株として、Sakai株を用いて
いる。①で見られたGrlAに依存したエンテロ
ヘモリシンの活性化が他のO157株においても
普遍的であることを確認するため、米国ミシ
ガン州立大学から分与を受けた腸管出血性大
腸菌O157の標準株7株を用いて同様な解析を
行った。これら7株をいずれもGrlAを構成的に
発現させることが可能なプラスミドで形質転
換し、EHTプレート上でエンテロヘモリシン活
性について解析したところ、Sakai株と同様に
GrlAに依存して顕著にエンテロヘモリシン活
性が上昇することが確認された。以上の結果
は、Sakai株で見られる制御機構は他のO157
株においても同様に行われているものと考え
られる。 
③大腸菌実験室株を用いたGrlAによるエンテ
ロヘモリシン活性化機構 
 大腸菌の実験室株をehxC-lacZ または
ehxC-FLAG 融合遺伝子を持つpO157で形質転
換し、GrlAを構成的に発現可能なプラスミド
を導入することで、O157株で見られた現象が
再現されるかどうかを解析した。その結果、 
大腸菌の実験室株では同様な活性化は再現さ
れなかった。ler-lacZ 融合遺伝子を運ぶプラ
スミドを用いた同様な解析から、GrlAによる
lerの転写活性化は大腸菌の実験室株におい
ても同様に再現されることから、GrlAによる
lerの転写活性化には腸管出血性大腸菌に特
異的な他の因子を必要としないが、エンテロ
ヘモリシン活性化には必要とすることが示唆
された。さらに、GrlAによるべん毛遺伝子群
の転写抑制化についても、大腸菌の実験室株
では再現されないことが明らかとなった。 
(2)べん毛抑制およびエンテロヘモリシン活
性欠損型 GrlA 変異株の単離と解析： 
①GrlA 変異株の単離 
 べん毛発現の抑制およびエンテロヘモリ
シンの活性化が不能となった変異株を上記
の方法によって自然誘発的に単離した。シー
クエンス解析の結果、GrlA の全体にわたって
一塩基置換による一アミノ酸置換が生じて
いる多数の変異株が単離された。 
②変異型 GrlA による LEE 発現制御への効果 

①で単離した変異型 grlA を低コピーベク
ター（pSC101 オリジンを持つ）にクローニン
グし、grlA 欠損株に導入した。これらの株の

全蛋白質を抽出し、抗 EspB および抗 Tir 抗
体を用いてそれぞれの蛋白質量を定量した
ところ、野生型の GrlA を同じ株で発現した
場合と同様の発現量が確認された。従って、
GrlAによるLEEの発現制御はエンテロヘモリ
シンおよびべん毛発現の制御とは異なるメ
カニズムによるものと考えられた。この結果
は、大腸菌実験室株を用いた(1)での結果を
支持するものであり、GrlA によるエンテロヘ
モリシンの活性化機構は腸管出血性大腸菌
に特異的な別の因子が関与していると予想
された。 
(3) DNA マイクロアレイを用いた GrlR-GrlA
システムによるグローバル発現制御: 
 O157 Sakai 株のゲノム配列に基づいた DNA 
マイクロアレイを用いた発現解析から、LEE
領域外にコードされる３型分泌蛋白質のい
くつかは grlR 欠損株で転写発現が上昇し、
ler欠損株におけるGrlAの構成的発現によっ
て発現上昇するものとしないものに分類さ
れることが明らかとなった。後者の例として、
NleA をコードする遺伝子の転写発現は GrlA
ではなく Lerに正の制御を受けることが明ら
かとなった。すなわち、nleA の転写発現は野
生株での発現と比較して grlR 欠損株で著し
く上昇するが、ler 欠損株における GrlA の構
成的な発現では転写活性化は確認されない。
一方、grlA 欠損株における Ler の構成的発現
では nleA の転写は顕著に活性化される。さ
らに、pO157 上にコードされている幾つかの
機能未知な遺伝子の転写発現は grlR 欠損株
において GrlA に依存して活性化するものと
Ler に依存するものに分類されることが判明
した。 
(4)まとめと考察： 
①(1)から(3)までの結果から、LEE の発現制
御因子 GrlA は少なくともべん毛およびエン
テロヘモリシンの活性を制御するグローバ
ルレギュレータであることが示唆された。本
研究及び他の研究報告から、LEE 以外にコー
ドされる病原性関連性遺伝子群のうち、その
幾つかは Lerによって直接制御されているこ
とが明らかとなった。従って、GrlA と同様に
Ler の制御下にも多数の非 LEE 遺伝子が存在
し、これらの遺伝子は LEE と協調的あるいは
排他的に発現することで全体として適切な
発現制御が行われていることが示唆される。 
②エンテロヘモリシンはほぼ全ての O157 臨
床分離株に存在することが報告されており、
腸管出血性大腸菌の感染初期段階において
重要な役割を担っているものと考えられる。
培養細胞を用いた宿主細胞への接着能はエ
ンテロヘモリシンの欠損株でも変化しない
ことから、現時点で GrlA によるエンテロヘ
モリシンの発現上昇の生物学的意義は不明
である。 
③GrlAをHisタグ付き蛋白質として大量発現



させて精製し、制御を受ける遺伝子上流領域
への DNA 結合能について解析したが、これま
でのところ DNA 結合能は確認されていない。
従って、GrlA が DNA 結合蛋白質として直接
ler の転写を活性化しているかどうかは現時
点では不明である。 
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