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研究成果の概要（和文）：　本研究では、Edwardsiella tarda (E. tarda) 強毒株及び弱毒株由来組換え
flagellin刺激に伴うマクロファージ系細胞株のNO、細胞内ROS及びTNF-α等の応答を調べた。その結果、両組換
えflagellin刺激によるNO産生、iNOS mRNA発現、並びに細胞内ROS産生の誘導が見られた。また、TNF-α量及び
TNF-α mRNA発現量も両組換えflagellin刺激により増加した。これらの結果は、病原性の異なるE. tarda由来組
換えflagellinが構造や分子量の相違にもかかわらず、本実験系ではほぼ同等のレベルでマクロファージを刺激
することを示している。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we examined the effects of recombinant flagellins from high
 and low virulent strains of Edwardsiella tarda (E. tarda) on macrophage cell line in terms of the 
induction of NO, intracellular ROS, and TNF-α and so on. As the results, both recombinant 
flagellins induced NO production, mRNA expression level of iNOS, and intracellular ROS production in
 macrophages. Also, the secretion of TNF-α and its mRNA expression level were increased by 
treatment of both flagellins. These results indicate that the recombinant flagellins from different 
virulent E. tarda strains can stimulate macrophages with nearly equal levels as judged by the 
parameters tested, even though they are differences in the structure and molecular weight.

研究分野：水圏生命科学

キーワード： 活性酸素生成系　酸化ストレス　プロモーター　転写制御因子　魚病細菌　flagellin　細胞培養系　免
疫応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　魚類の代表的細菌感染症であるエドワジエラ症の原因菌Edwardsiella tarda (E. tarda) は、ヒラメ、マダ
イ、ウナギ等の多くの養殖魚種に対して高い病原性を示し、実用的な予防・治療法の開発が難航している。特
に、E. tardaがマクロファージ等の貪食細胞内に取り込まれても殺菌されずに増殖し続ける現象 (宿主免疫回
避) が、その要因と考えられている。本研究で得られた成果は、E. tardaによる宿主免疫回避機構の解明に繋が
るものであり、宿主 (ヒラメ) の生体反応を巧みに制御し、生体側病原因子を抑制するという新しい治療法に多
くの情報を提供できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 我々は酸化ストレスのモデルとしてヒラメの代表的な細菌感染症であるエドワジエラ症に着
目した。その原因菌 Edwardsiella tarda (E. tarda) を始め数種の魚病細菌を用い、先ずは抗酸化酵
素の１種であるスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) の挙動を調べた。その結果、E. tarda 感
染時において病態進行の初期段階で酵素的防御能を示唆するデータを得ている。また、E. tarda
暴露に伴うヒラメ腹腔マクロファージ、マウスマクロファージ系培養細胞株 RAW264.7 による
活性酸素種 (ROS)、一酸化窒素 (NO) 及び TNF-α産生能について検証した。その結果、E. tarda
強毒株には ROS 放出能を阻害することによる、その殺菌機構に対する抵抗性、並びに E. tarda
弱毒株よりも高い NO 及び TNF-αの産生誘導能があることを明らかにしている。更に、E. tarda
に存在する病原性因子を探索するために、E. tarda 菌体外産生物質 (Extracellular Products, ECP) 
を用いて、マクロファージ系細胞株の NO 及び TNF-α産生能を調べた結果、E. tarda 強毒株 ECP
暴露に伴う NO と TNF-α産生量は ECP 濃度依存的に増加することを確認した。また、主要な
ECP 成分を自動エドマン分解法で解析した結果、鞭毛構成タンパク質 flagellin として同定され、
同時に強毒株と弱毒株 flagelin では分子サイズが異なることが明らかになった。 
 更に、E. tarda 強毒株及び弱毒株由来 flagellin 遺伝子をクローニングして、大腸菌による組換
え flagellin の大量発現系を構築している。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではマクロファージ系培養細胞を用いて、E. tarda 強毒株 flagellin による免疫応答、誘
導型 NO 合成酵素 (iNOS) の発現誘導の解析、活性酸素生成系の食細胞 NADPH オキシダーゼの
タンパク質間相互作用、並びに細胞内シグナル伝達経路を明らかにすることを目的とする。これ
らの知見に基づき、E. tarda 強毒株による宿主免疫回避の分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) E. tarda NUF251 (強毒株) 及び NUF194 (弱毒株)由来 flagellin 遺伝子をそれぞれ His-tag融合
タンパク質発現ベクターpQE-30 及び pCold に挿入し、大腸菌による大量発現系を構築した。次
に、精製した E. tarda 強毒株、もしくは弱毒株由来組換え flagellin 刺激に伴う RAW264.7 細胞 
(マウスマクロファージ系培養細胞) の応答を検証した。マクロファージから放出される NO は、
Griess 法により培養上清中の NO2

-
を検出することで測定し、TNF-αの定量は ELISA 法により行

った。また、iNOS 及び TNF-αmRNA 発現量は、リアルタイム定量 PCR 法 (qPCR 法) で測定し
た。更に、細胞内 O2-の検出は、蛍光プローブ dihydroethidium (DHE) を用いて行った。 
 
(2) ヒラメ Cu,Zn-SOD 遺伝子の 5’-上流領域 (−1,121/−1) をルシフェラーゼベクターpGL3 に挿
入することにより、レポーターアッセイ系を構築し、同時に種々の欠失ミュータントを作製した。
構築したプラスミドは RAW264.7 細胞にリポフェクション法でトランスフェクションを行い、 
E. tarda 強毒株、もしくは弱毒株由来 flagellin を添加した後、細胞を回収し、ルシフェラーゼ活
性を測定することにより転写活性測定を行い、E. tarda flagellin 刺激に伴う本酵素遺伝子の発現
調節部位を推定した。 
 
４．研究成果 
(1) E. tarda 強毒株、もしくは弱毒株由来組換え flagellin刺激に伴うマクロファージ系培養細胞
RAW264.7 の NO 及び TNF-αの産生誘導能を検証した。 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１.E. tarda 由来組換え flagellin刺激に伴う RAW264.7 細胞の NO (A) 及び TNF-α (B) 産生誘導能 
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 その結果、E. tarda両菌株由来組換え flagellin刺激により RAW264.7 細胞の NO 及び TNF-αの

産生誘導が確認されたが、菌株間で有意差は見られなかった (図１)。また、MAP キナーゼ特異

的阻害剤 (ERK, p38, JNK) を用いて NO 産生系における細胞内シグナル伝達経路を検証した結

果、E. tarda両菌株由来 flagellin刺激に伴う NO 産生量は JNK特異的阻害剤によって有意に減少

した。次いで、E. tarda 強毒株、もしくは弱毒株由来組換え flagellin刺激に伴う RAW264.7 細胞

の iNOS 及び TNF-α mRNA の発現誘導を検証した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図２.E. tarda 由来組換え flagellin刺激に伴う RAW264.7 細胞の iNOS (A)及び TNF-αmRNA (B)の発現誘導 

 

  qPCR 法の結果、 E. tarda両菌株由来組換え flagellin刺激により RAW264.7 細胞の iNOS 及び

TNF-αmRNA の発現誘導は確認されたが、菌株間では有意差は見られなかった (図２)。 

 更に、蛍光プローブ DHE を用いて E. tarda 由来組換え flagellin刺激に伴う細胞内 O2-の産生

能を検証した結果、PMA刺激では細胞内 O2-産生の著しい増加が観察された。一方、E. tarda 由

来組換え flagellin 刺激では、LPS 刺激と同レベルの細胞内 O2-産生の増加が見られたが、両菌株

間で有意差は見られなかった (図３)。 
 
 

 
 
図３.E. tarda 由来組換え flagellin刺激に伴う RAW264.7 細胞の細胞内O2-産生能 

   蛍光顕微鏡観察 (A) 及び蛍光強度 (B) による比較 
 

E. tarda 由来組換え flagellin 刺激に伴う細胞内 O2-産生は、抗酸化剤の N-acetylcysteine (NAC) 
添加により低下した。以上の結果より、RAW264.7 細胞では E. tarda 由来 flagellin刺激において

酸化ストレスが引き起こされることが明らかになった。 
 
(2) ヒラメ Cu,Zn-SOD 遺伝子 5’-上流領域 (−1,121/−1) の転写活性は、E. tarda 強毒株及び弱毒

株由来組換え flagellin刺激によって有意に上昇し、抗酸化剤の NAC添加により低下した。 従っ

て、E. tarda 由来 flagellin刺激に伴う酸化ストレスにより、ヒラメ Cu,Zn-SOD 遺伝子は転写活性

化されることが示唆された。 

強毒株 flagellin 弱毒株 flagellin

NC

LPS

PMA 1 μg/ml PMA 0.1 μg/ml

(A) (B)

0

1000

2000

3000

NC NUF251 NUF194 LPS 1 0.1

Fl
uo

re
sc

en
ce

 in
te

ns
ity

*

Recombinant flagellin

**

PMA ( μg/ml )

**

強毒株 弱毒株
組換えflagellin

0

20

40

60

80

NC NUF251 NUF194 LPS

Re
la

tiv
e

iN
O

S
m

RN
A 

le
ve

l
( r

at
io

 to
 β

-a
ct

in
 )

Recombinant flagellin

**

*

強毒株 弱毒株
組換えflagellin

0

1

2

3

4

5

6

NC NUF251 NUF194 LPSRe
la

tiv
e 

TN
F-
α

m
RN

A 
le

ve
l

( r
at

io
 to

 β
-a

ct
in

 )

Recombinant flagellin

**

**

強毒株 弱毒株
組換えflagellin

(A) (B)



図４.欠失ミュータントを用いた E. tarda 由来組換え flagellin刺激に伴うヒラメ Cu,Zn-SOD 遺伝子 5’-上流
領域の転写活性 
 
  種々の欠失ミュータントを用いて E. tarda 由来組換え flagellin 刺激に伴うヒラメ Cu,Zn-SOD
遺伝子の転写調節部位の特定を試みた結果、E. tarda 鞭毛構成タンパク質 flagellin刺激に伴う本

酵素遺伝子の転写活性化に関わる発現調節部位は、強毒株由来 flagellin では NF-IL6 認識配列 (−
202/−194) 及び C/EBPα認識配列 (−106/−102) であった。一方、弱毒株由来 flagellin 刺激では、

C/EBPα認識配列 (−106/−102) であると推定され、両菌株間で相違が見られた(図４)。 
  
 本研究を通じて、E. tarda両菌株由来組換え flagellin刺激により、RAW264.7 細胞の NO 及び
細胞内 O2- の産生誘導に伴う酸化ストレスが確認されたが、両菌株間で NO 及び細胞内 O2- 産生
能に有意差は見られなかった。従って、本実験系では flagellin が病原性因子か否か特定するに
は至らなかった。一方で、E. tarda両菌株由来組換え flagellin刺激に伴う酸化ストレスに対する
ヒラメ Cu,Zn-SOD の転写活性化に関わる発現調節部位を推定し、酸化ストレス応答に関連する
転写制御因子として NF-IL6 の可能性が示唆された。また、E. tarda 強毒株及び弱毒株由来組換
え flagellin に対する応答に相違が見られたことから、本研究の成果が今後エドワジエラ症の原
因菌 Edwardsiella tarda による宿主免疫回避の分子機構の解明に繋がるものと期待される。 
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