
北里大学・感染制御科学府・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

細菌が産生するBteAファミリータンパク質の細胞死誘導機構の解明

Molecular mechanisms of cell death induced by BteA family proteins

６０３３７９９６研究者番号：

桑江　朝臣（Kuwae, Asaomi）

研究期間：

２０Ｋ０７４８５

年 月 日現在  ５   ５ ２５

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では百日咳菌をはじめとするボルデテラ属細菌が産生するBteAの機能解析，お
よびBteAの分泌に関与するIII型分泌装置の活性化メカニズムについて研究を行った．百日咳菌B. pertussisに
おけるIII型分泌装置の活性化メカニズムについては不明であった．我々は百日咳菌が環境中の酸化還元状態を
感知してIII型分泌装置を活性化していることを見出した．またIII型分泌装置の基部構造に含まれるBscIという
タンパク質が菌体内で安定に保持されるためにBcr4というタンパク質が必要であることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：We analyzed the function of BteA secreted from type III secretion system in 
Bordetella pertussis. We also analyzed the activation mechanism of the B. pertussis type III　
secretion system. Our results suggest that B. pertussis sense the environmental oxidation/reduction 
situation and suppress the type III secretion system when the medium includes a reducing agent, e.g.
 ascorbic acid. The type III secretion system is composed of needle structure and basement that 
located in both inner and outer membrane of Bordetella. Our results suggest that Bordetella Bcr4 
protein is necessary for the stability of BscI, which is one of the component of the type III 
secretion system basement structure.  

研究分野： 医科細菌学

キーワード： 百日咳　ボルデテラ　III型分泌装置　エフェクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでボルデテラ属細菌のIII型分泌装置およびそこから分泌されるタンパク質に関しては動物を宿主とする
気管支敗血症菌が主に研究対象とされ，百日咳菌では効率的にIII型分泌装置が活性化される条件が見出されて
いなかった．本研究では培地中から還元剤を除去すると百日咳菌のIII型分泌装置が活性化されるBteAなどのエ
フェクターが効率よく培地中に分泌されることを見出した．またIII型分泌装置の基部構造中のロッド様タンパ
ク質が菌体内で安定に保持されるために必要なタンパク質に関しては，不明であったが，本研究でBcr4というタ
ンパク質がロッド様タンパク質BscIの安定性に必須であることを見出した．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)百日咳菌をはじめとするボルデテラ属細菌は III 型分泌機構と呼ばれる病原因子分泌装置を
有しており，その分泌装置から分泌される BteA というタンパク質は単独で哺乳類細胞に再防止
を誘導することが明らかになっている．ボルデテラ属細菌のうち動物を感染宿主とする気管支
敗血症菌の III 型分泌機構を活性化する培養条件は明らかになっていたが，ヒトを宿主とする百
日咳菌の III 型分泌機構が活性化する条件は見出されていなかった． 
 
(2)ボルデテラ属細菌は先に述べたように，III 型分泌装置から BteA をはじめするエフェクター
と呼ばれるタンパク質群を菌体内から哺乳類細胞の細胞質に直接注入する．III 型分泌装置の活
性に Bcr4 と呼ばれるタンパク質が必要であることを明らかにしてきたが，その機能については
不明であった． 
 
２．研究の目的 
(1)気管支敗血症菌を用いた BteA の機能解析についてはいくつか我々のグループからの報告を
含め，研究が進んでいるが，百日咳菌の感染においても BteA が重要な役割を果たしているかど
うかは，BteA を効率的に百日咳菌に産生させるような条件が不明なため研究が進んでいなかっ
た．本研究では培養細胞等を用いた百日咳菌の感染実験を通して BteA の必要性を調べることを
目的とした． 
 
(2)ボルデテラ属細菌が産生する Bcr4 と呼ばれるタンパク質が III 型分泌装置の活性化にどのよ
うに関与しているか分子レベルで明らかにし，Bcr4 の感染過程における具体的な役割を解明す
るために研究を行った． 
 
３．研究の方法 
(1)これまでに百日咳菌の培養に用いる培地として
数種類の培地が報告されている．それらの培地を用
いて，百日咳菌を培養した．また培養温度，培養時
に振盪するか静置するかなど，培養条件についても
検討を行った． 
 
(2) Bcr4 と相互作用するタンパク質を同定するため
に Bcr4 をコードする遺伝子断片を大腸菌用の発現
ベクターに挿入し，組換え型 Bcr4 を精製した．Bcr4
と相互作用する可能性が考えられた候補タンパク質
の遺伝子も同様に発現用のベクターに挿入し，タン
パク質の精製を行った．それらの候補タンパク質が
Bcr4 と相互作用するかどうかをプルダウンアッセ
イ法などを用いて解析を行った． 
 
４．研究成果 
(1)百日咳菌は通常 SS培地と呼ばれる液体培地で培
養するが，この培地では BteA の産生は認められな
かった．一方で LCA 培地という培地で百日咳菌を
培養したところ BteA の効率的な産生が認められ
た（図 1）．これら２つの培地の成分を比較したと
ころ LCA 培地では SS 培地と比較して，カザミノ
酸とアスコルビン酸の量が少なかった．これらの
成分のどちらが BteA の産生制御に関与している
か解析を行ったところアスコルビン酸の量を減少
させると BteA の産生量が増大することが明らか
となった．アスコルビン酸は還元剤の一つである
ため，培地中にアスコルビン酸以外の還元剤であ
る DTE などを添加して培養したところ，アスコル
ビン酸と同様に BteA の産生量が低下した．これら
の結果より，百日咳菌は環境中の酸化還元状態を
感知して III 型分泌装置の活性化，分泌タンパク質
の産生・分泌を制御していることが示唆された． 
 
(2) Bcr4 をコードする遺伝子の周辺領域に存在す
る遺伝子から産生されるタンパク質とBcr4の相互
作用試験を行ったところ BscI と呼ばれるタンパク質と Bcr4 が特異的に相互作用することが強



く示唆された(図 3)．ボルデ
テラ属細菌のBscIの機能は
不明であった．これまでに
報告されている他の菌のタ
ンパク質との比較により，
BscI は III 型分泌装置の基
部構造の中のロッドと呼ば
れる部位を構成するタンパ
ク質であることが予想され
た．BscI をコードする遺伝
子を人工的に破壊し，BscI
欠損株を作製した．BscI 欠
損株では予想通り III 型分
泌装置の活性を喪失してお
り，BscI が III 型分泌機構
に必須なタンパク質である
ことが明らかになった．
BscI と Bcr4 がそれぞれい
ずれの領域で相互作用する
のか解析を行った．精製タ
ンパク質を用いた実験結果
より，Bcr4 の N 末端半分の
領域，あるいは Bcr4 の C 末端半分の領域は BscI との結合活性を喪失したことから，Bcr4 の大
半の領域が BscI との相互作用に必要であることが示唆された．Bcr4 の遺伝子を人工的に破壊
した Bcr4 欠損株の菌体内では BscI の検出が困難になる一方で，Bcr4 欠損株においてその他の
III 型分泌装置構成タンパク質は菌体内で維持されていたことから Bcr4 は BscI と結合すること
によって BscI の安定性を維持するシャペロンと呼ばれるタンパク質であることが強く示唆され
た．これまでに III 型分泌装置から分泌されるタンパク質を菌体内だ安定に維持するシャペロン
タンパク質はいくつか同定されており，それらのシャペロンにはサイズが 13〜18 kDa 前後，pI
が低い等の共通した性質が認められている．Bcr4 はそれらの性質を備えていた．また
AlphaFold2 によって Bcr4 の構造を予測したところこれまでに他の菌で同定されているシャペ
ロンタンパク質と構造的な相同性が認められた（図 4）． 
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