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研究成果の概要（和文）：百日咳菌の病原因子の発現は、これまでの試験管培養時（in vitro）の研究成果か
ら、BvgAS二成分制御系によって転写レベルで調節されていると考えられてきた。本研究課題では、宿主内（in 
vivo）における病原性発現制御機構に着目し、in vivoで高発現するsmall RNA（sRNA）の一種Bpr4が百日咳菌の
主要接着因子である繊維状赤血球凝集素（FHA）の発現量をBvgAS非依存的に転写後レベルで増加させ、本菌の宿
主への感染を促していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The virulence of Bordetella pertussis had long been considered to be 
regulated by the BvgAS two-component system, the master regulator for gene expression involved in 
the bacterial pathogenicity. In this study, we focused on small RNA (sRNA) that were highly 
expressed during B. pertussis infection, and indicated that an sRNA designated Bpr4 
post-transcriptionally up-regulates the expression of filamentous hemagglutinin (FHA), a major 
adhesin of B. pertussis, in a BvgAS-independent manner, and eventually plays a role in the 
establishment of the bacterial infection.

研究分野： 細菌学

キーワード： 百日咳　small RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果から、これまで知られていなかった百日咳菌のin vivoにおけるsRNAによる病原性発現調節機構の
一端が明らかとなった。百日咳菌の宿主への感染に関与するsRNAの報告はこれまでになく、本菌の感染成立機構
の理解に新たな側面を付け加えることができたと考えている。さらに、sRNAを中心とした宿主感染時の百日咳菌
の病原性発現機構の理解は、百日咳の新たな病原性制御法の開発に貢献するものと期待できる。

※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。



１．研究開始当初の背景 
（1-1）百日咳の現状 
 百日咳は百日咳菌（Bordetella pertussis）の感染によって起こる呼吸器感染症であり、激しい咳
発作を引き起こす。WHO によると本疾患による死亡者は、約 10 万人/年と報告されている。主
に発展途上国での乳幼児感染が最も問題視されているが、先進国においても乳幼児期に接種し
たワクチン効果の減弱した青年期の感染や、ワクチン成分と抗原性の異なる抗原変異株の出現
で罹患者数が増加しており、いわゆる再興感染症の一つに挙げられている。 
 百日咳は 1950 年代に始まるワクチンの開発・普及によって制御されていたために、かえって
百日咳菌の基礎研究が進展しなかった歴史がある。そのことが影響して、百日咳菌の感染成立機
構や百日咳特有の激しい咳発作の発症機構の大部分はいまだ不明のままである。これらの理由
により、ワクチンの改良や咳発作に有効な治療薬の開発が進まず、再興感染症となった百日咳の
制御に苦慮する状況が世界的に続いている。 
 
（1-2）百日咳菌の病原因子発現制御機構 
 これまでの in vitro 研究の成果から、百日咳菌が多様な病原因子を産生しており、それらの発
現が BvgAS 二成分制御系と呼ばれる環境応答システムによって転写レベルで調節されているこ
とが明らかとなっている。本制御系は、宿主環境で毒素・接着因子などを産生する病原性ステー
ジ（Bvg+相）と宿主外環境で病原因子の発現を止める非病原性ステージ（Bvg-相）の切り替えを
司る病原性スイッチとして機能すると考えられてきた。しかし、バイオインフォマティクス分野
の発展に伴い、近年の in vivo 研究において、百日咳菌の宿主感染時における病原因子の制御を
BvgAS だけでは説明できない現象が報告され始めている。 
 
（1-3）宿主感染時に高発現する small RNA（sRNA）の同定 
私たちは、in vivo における病原因子の制御機構を明らかにするために、百日咳菌をマウスに感

染後、気管に定着した菌の RNA 発現量を RNA-Seq 法を用いて網羅的に解析し、4 種類の sRNA
の発現量が in vitro 培養時と比較して 10〜100 倍に増加していることを見出した。これらの sRNA
は、B. pertussis sRNA（Bpr）4, 5, 8, 9 と名付けている。また、本菌の Bvg+相と Bvg-相における上
記 sRNA の発現量を比較した結果、Bpr8 以外の sRNA は BvgAS による制御を受けないことが明
らかとなった。 
細菌の sRNA は mRNA に結合し、その翻訳効率や安定性を調節することで、タンパク質発現

を転写後レベルで制御している。そのため、宿主感染時に発現量の増加する sRNA は、BvgAS 非
依存的に病原因子など他のタンパク質の発現を制御していることが予想される。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、私たちの同定した sRNA が百日咳菌の宿主感染に与える影響を検討すると
ともに、sRNA 自身の発現量が宿主感染時に増加する機構を明らかにすることで、本菌の感染成
立機構を sRNA による菌の病原因子発現制御の観点から解析することにある。本研究では、それ
ぞれの sRNA 遺伝子を欠失させた百日咳菌変異株を用いたマウス感染実験により、Bpr4 が本菌
の宿主感染を促進する作用を持つことが分かったので、Bpr4 に焦点を当て、標的遺伝子の同定
と宿主感染時に発現量が増加する機構の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
（3-1）百日咳菌臨床分離株における sRNA の発現 
 百日咳菌の標準株（18323）、ワクチン株（Tohama）、2 種類の臨床分離株（BP139、BP143）を
7 週齢の C57BL/6J マウスに経鼻感染後（1 × 107 CFU/mouse）、4 日目の気管を回収し、各 sRNA
の発現量を real-time PCR により定量し、in vitro 培養時の結果と比較した。また、菌株間による
sRNA 発現量の差異や sRNA 遺伝子の塩基配列についても確認した。 
 
（3-2）sRNA 欠損株の感染能 
 百日咳菌 18323 株を親株として、各 sRNA 遺伝子の欠失変異株を作製し、マウスに経鼻感染
後、4 日目の気管内の生菌数を測定した。 
 
（3-3）Bpr4 の標的遺伝子の同定 
 tac プロモーター（Ptac）の下流に bpr4 遺伝子を連結したプラスミドを作製し、18323 株に導
入することで、Bpr4 過剰発現株（Ptac-bpr4）を作製した。Bpr4 の発現増加は real-time PCR を用
いて確認した。Bpr4 の標的遺伝子は、Bpr4 過剰発現株と親株のタンパク質発現・分泌パターン
を SDS-PAGE・CBB 染色により比較することで探索した。Bpr4 と標的遺伝子の実際の結合は、
それぞれの RNA を in vitro 転写により作製後、アガロースゲル電気泳動により確認した。また、
一般的に sRNA の標的遺伝子の結合には RNA シャペロン Hfq が必要な場合が多いため、百日咳
菌由来の recombinant Hfq を精製し、Hfq の存在下で RNA 結合実験を行った。 
  



（3-4）培養細胞に接着した百日咳菌の Bpr4 発現 
 ヒト肺上皮由来細胞株 Calu-3 とヒトマクロファージ細胞株 THP-1（PMA により分化）に 18323
株を感染させ（100 MOI）、37°C、1 時間培養後、培養上清中の菌（free）と細胞に接着した菌（cell-
attached）の両方から RNA を回収し、Bpr4 の発現量を real-time PCR により定量した。また、PFA
およびメタノールで固定化した Calu-3 細胞でも同様の実験を行った。 
 
（3-5）GFP 発現レポーター株の作製 
 宿主感染時における Bpr4 の発現増加が bpr4 プロモーター依存的な作用であるかを検討する
ために、bpr4 プロモーター（Pbpr4）の下流に gfp 遺伝子を連結したプラスミドを 18323 株に導
入したレポーター株（Pbpr4-gfp）を作製した。このレポーター株を用いてマウス感染実験を行い、
宿主感染時の gfp mRNA 発現量を in vitro 培養時の結果と比較した。また、Calu-3 細胞を用いた
感染実験も実施し、細胞に接着した菌の蛍光強度を指標として Pbpr4 のプロモーター活性を測
定した。 
 
４．研究成果 
（4-1）百日咳菌臨床分離株における sRNA
の発現 
 百日咳菌の宿主感染時における sRNA
（Bpr4, 5, 8, 9）の発現増加は、標準株
（18323）、ワクチン株（Tohama）だけでな
く、臨床分離株においても確認された（図
1）。一方、菌株間における各 sRNA の発現
増加量の差や sRNA 遺伝子の変異は認め
られなかった。これらの結果は、Bpr4, 5, 8, 
9 の宿主感染時における発現増加は、長年
実験室で培養されてきた株だけでなく、近
年分離されている臨床株においても共通
の現象であることを示している。 
 
（4-2）sRNA 欠損株の感染能 
 相同組換えを利用した常法により Bpr4, 
8, 9 欠損株を作製することはできたが、
Bpr5 欠損株を得ることはできなかった。こ
の原因については明らかにできていない
が、Bpr5 は百日咳菌の生存に必須な因子で
ある可能性がある。作製することのできた
Bpr4, 8, 9 欠損株を用いてマウス感染実験
を行ったところ、Bpr4 欠損株では気管への
定着率が親株（wild type: WT）の 1/10 程度
に減少していた（図 2A）。また、プラスミ
ドにより Bpr4 の発現を相補した株
（Δbpr4/bpr4）では親株と同程度の定着率
が確認できたことから（図 2B）、Bpr4 は百
日咳菌の宿主感染を促進する作用を持つ
ことが明らかとなった。 
 
（4-3）Bpr4 の標的遺伝子の同定 
 Bpr4 欠損・過剰発現株と親株の培養上清中のタンパク
質分泌パターンを SDS-PAGE・CBB 染色により比較した
結果、Bpr4 の欠損により減少し、Bpr4 の過剰発現により
増加するタンパク質を発見した（図 3）。このバンドを切
り出し、LC-MS/MS 解析を実施したところ、百日咳菌の
主要な接着因子である繊維状赤血球凝集素（filamentous 
hemagglutinin: FHA）であることが分かった。このタンパ
ク質が FHA であることは、抗 FHA 抗体を用いたウエス
タンブロットにより確認している。また、FHA をコード
する fhaB mRNA の発現量は Bpr4 の欠損、過剰発現によ
り変化しなかったことから、Bpr4 は FHA の発現量を転
写後レベルで増加させていることが明らかとなった。 
  

図 1. 各 sRNA の in vitro、in vivo における発現量 

図 2. Bpr4 欠損株のマウス気管への定着 
 
 

図 3. Bpr4 欠損・過剰発現株の 
タンパク質分泌パターン 



 sRNA は標的遺伝子に結合することでその発現を転写
後レベルで制御することが知られているので、sRNA の
結合部位を予測できるソフトウェア CopraRNA
（http://rna.informatik.uni-freiburg.de/CopraRNA/Input.jsp）
を用いて Bpr4 と fhaB mRNA の結合を解析したところ、
Bpr4 は fhaB mRNA の 5’非翻訳領域（fhaB 5’-UTR）に
結合することが推測された。そこで、In vitro 転写によ
り作製した Bpr4 と fhaB 5’-UTR を用いて、これらの
RNA の直接的な結合を解析した結果、Hfq の存在下で
Bpr4 が fhaB 5’-UTR に結合することが確認できた（図
4）。 
 
（4-4）培養細胞に接着した百日咳菌の Bpr4 発現 
 宿主感染時の Bpr4 の発現増加がどのタイミングで起
こるかを調べたところ、百日咳菌の感染 1 時間後から
10 日目までの全ての期間で、Bpr4 の発現増加が確認で
きた。この結果は、宿主の免疫応答が Bpr4 の発現に影
響を与えているのではなく、百日咳菌が宿主環境を感
知し Bpr4 の発現を増加させていることを示唆してい
る。そこで、Calu-3 細胞および THP-1 細胞に接着した
百日咳菌の Bpr4 発現量を調べた結果、細胞への接着に
よっても Bpr4 の発現増加が起こることが分かった（図
5）。さらに、PFA やメタノールで固定した細胞を用い
た実験でも同様の結果が得られた。一方、様々なコー
ティング（コラーゲン、ゼラチン、ポリ-L-リシン）を
施した培養細胞プレートへの菌の接着では、in vitro 培
養時と比較し、Bpr4 の発現量に差は認められなかっ
た。これらの結果は、百日咳菌が宿主細胞上の何らか
の因子を認識して、Bpr4 の発現増加を誘導しているこ
とを示している。 
 
（4-5）GFP 発現レポーター株の作製 
 百日咳菌レポーター株（Pbpr4-gfp）のマウス感染実験では、in vitro 培養時と比較し、gfp mRNA
の発現量が顕著に増加していることが確認できた。また、Calu-3 細胞に接着した菌でも同様に、
菌の蛍光強度の増加が認められた。これらの結果は、宿主感染時における Bpr4 の発現増加がプ
ロモーター依存的な作用であることを示している。また、今後の研究において、本レポーター株
は、Bpr4 の発現増加機構を明らかにするための有用なツールになると期待できる。 
 
 以上の研究成果から、百日咳菌は宿主細胞を感知することで Bpr4 の発現量を増加させ、BvgAS
非依存的な FHA の発現増加を介して本菌の宿主への定着を促進していることが明らかとなった。
百日咳菌の宿主への感染に関与する sRNA の報告はこれまでになく、本菌の感染成立機構の理
解に新たな側面を付け加えることができたと考えている。一方、百日咳菌がどの宿主因子を認識
し、どのような経路で Bpr4 の発現を増加させているのか解明することは、今後の大きな研究課
題である。 
 

図 4. Bpr4 と fhaB 5’-UTR の結合 

図 5. 百日咳菌の細胞接着による 
Bpr4 の発現増加 
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