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研究成果の概要（和文）：病原性グラム陰性菌には様々なタンパク質分泌装置が存在するが、近

年、明らかになった装置に 6 型タンパク質分泌装置（T6SS）がある。本研究課題では食中毒

原因菌として知られる腸炎ビブリオにこの T6SS が存在することを明らかにした。さらに、こ

の腸炎ビブリオ T6SS が新規分泌タンパク質を装置依存的に分泌し、さらに新規分泌タンパク

質が宿主細胞に移行することを見出した。このタンパク質分泌には分泌タンパク質の N 末端領

域が必須であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：There are various protein secretion systems in pathogenic 
gram-negative bacteria. Recently, a novel protein secretion system, T6SS, has been 
reported. In this project, it has been found that V. parahaemolyticus has a T6SS. which can 
secrete and translocate a novel protein in T6SS-dependent manner. This protein secretion 
requires N-terminal region of a novel secreted protein. 
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１．研究開始当初の背景 

 
 近年、新興・再興感染症やバイオテロリズ
ムの脅威等が社会的に大きな問題となって
いる。また、これまでの細菌性感染症に対す
る予防や治療は、主にワクチン接種や抗生物
質投与によってコントロールされてきたが、

高度薬剤耐性菌等の出現によって必ずしも
万能ではなくなってきている。以上のような
ことから、新しい感染症予防ワクチンや薬剤
等の開発、新たな治療法がこれまでになく社
会的に切望されている。しかしながら、新し
い感染症治療法を開発するためには、これま
でと同じ開発ストラテジーを辿ることは新
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規の感染症治療方法や薬剤を得るには効率
が悪く、また、新規薬剤に対する新たな耐性
菌の出現等が懸念され、これまでとは違った
視点、ストラテジーが必要となってくる。す
なわち未だ明らかにされていない細菌感染
症の発症メカニズムの全貌解明がこれまで
以上に必要不可欠となっている。細菌感染症
を引き起こす病原因子として様々な因子が
これまでに発見、研究されてきた。それらは
毒素や付着因子、宿主免疫応答に対する抵抗
性因子等であるが、主にタンパク質によって
構成されている。このことからも推察できる
ように細菌のタンパク質分泌機構は、新しい
細菌性感染症治療法を確立する上で重要な
ターゲットとなり得る。例えば、病原因子タ
ンパク質分泌機構を阻害するような薬剤が
開発されれば、細菌を殺さずとも感染症の発
症を抑制することが可能となると考えられ
る。 
 これまでに細菌の病原性タンパク質を分
泌する装置には大まかに１、２、３、４、５
型が明らかにされてきた。これらについては
現在もそのタンパク質分泌メカニズムの詳
細を明らかにするための研究が多くの研究
者によってなされている。これらに加えて、
２００６年、Pukatzki らによってグラム陰性
細菌に新たに６型タンパク質分泌装置
（T6SS）が存在し、病原性の発揮に関与す
ることが報告された（Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 103, 1528-1533, 2006）が、ごく最近の
発見であるため、T6SS のタンパク質分泌メ
カニズムやどのようなタンパク質（病原因
子）が分泌されているのか、T6SS 構成タン
パク質の詳細等、T6SS によって引き起こさ
れる細菌性感染症の対処法を考えるにはあ
まりにも不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究計画では、２００６年に発見された
新しいグラム陰性細菌のタンパク質分泌装
置である６型タンパク質分泌機構（Type VI 
secretion system, T6SS）について研究をお
こなう。T6SS と病原性細菌の持つ病原性との
関連性が示唆されている一方で、そのタンパ
ク質分泌メカニズムやどのような病原因子
が分泌されているか等、その詳細については
未だほとんど明らかにされていない。そこで
全ゲノム配列が同定された食中毒原因菌で
ある腸炎ビブリオをモデルとして用い、１）
腸炎ビブリオゲノム上に存在する T6SS 依存
的に分泌されるタンパク質を同定し、２）ま
た、T6SS あるいは T6SS 依存的分泌タンパ
ク質が腸炎ビブリオの病原性に関与してい
るかを検討する、３）T6SS を構築するタン
パク質（T6SS 装置の構造タンパク質等）、

T6SS 依存的タンパク質分泌に必須のタンパ
ク質（シャペロン等）の同定をおこなうこと
を研究目的とする。 
 
 
２．研究の方法 
 
 腸炎ビブリオの保有する T6SS をモデルと
して用い、その T6SS の機能発現に必要な遺
伝子を欠損した遺伝子欠損株を作成し、この
株と野生型株のタンパク質分泌プロファイ
ルを二次元電気泳動等を用いて比較検討し、
T6SS依存的に分泌されるタンパク質をN末端
解析やマススペクトログラフィーによって
アミノ酸配列を解析し、腸炎ビブリオ染色体
塩基配列中に存在する遺伝子を検索する。同
定された分泌タンパク質については、それら
をコードする遺伝子欠損株を作成し、腸炎ビ
ブリオの病原性に対する影響をウサギ腸管
ループ試験や培養細胞を用いた細胞毒性試
験等を用いて確認する。また、同定された
T6SS 依存的分泌タンパク質をマーカーにし
て T6SS のタンパク質分泌能を判定するアッ
セイを確立し、これを用いて T6SS 構造体を
構成すると予想されるタンパク質をコード
する遺伝子を欠損させた遺伝子欠損株のタ
ンパク質分泌能を判定することで、T6SS に必
須のタンパク質群を同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
 腸炎ビブリオの全ゲノム配列は同定され
ており、このゲノム配列を T6SS を保有する
コレラ菌ゲノム配列との間で比較すること
で、腸炎ビブリオ染色体上に２組の T6SS 関
連遺伝子群が存在することを明らかにした。
そこで、腸炎ビブリオの T6SS 関連遺伝子群
領域にある T6SS のエネルギー供与タンパク
質である ATPase と IV型タンパク質分泌装置
の構成タンパク質の一つである IcmF の
homologue をコードする遺伝子あるいはそれ
ら遺伝子の近傍に保存されている T6SS 関連
遺伝子群と予想される機能未知の領域全て
の欠損を R6K ori と sacB 遺伝子をコードす
る suicide vector を用いた相同組み換えに
よっておこない、一連の T6SS 遺伝子欠損株
を作製し、タンパク質分泌能試験などに用い
た。 
 また腸炎ビブリオ染色体上に存在する
T6SS 遺伝子群領域近傍にコードされるタン
パク質のアミノ酸配列を詳細に検討してい
った結果、真核生物においてのみ存在が確認
されるある種の酵素活性モチーフに相同性
をもつタンパク質の存在が明らかとなった。
そこでこの新規タンパク質についてそのタ
ンパク質分泌能を検討した結果、アミノ酸配



 

 

列から予想されるsecシステム依存的なシグ
ナル配列は存在せず、またその分泌は T6SS
依存的に行われていることが明らかとなっ
た。また培養細胞を用いた translocation 
assay や免疫染色法によって、この新規タン
パク質が宿主細胞内に移行していることが
明らかとなり、新規タンパク質が T6SS によ
って宿主細胞に注入される病原因子である
可能性が示唆された。さらにその新規タンパ
ク質の分泌には N末端領域が必要であること
が部分欠損変異タンパク質を用いた分泌能
試験により明らかとなった。 
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