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研究成果の概要（和文）：百日咳菌(Bordetella pertussis)に代表されるボルデテラ属細菌は，

III型分泌装置(type III secretion system; T3SS)を利用して，エフェクターと呼ばれる病原因

子を宿主の細胞内に注入する。宿主に移行したエフェクターは，宿主側因子と相互作用すること

で病態発症に関与している。本研究では百日咳菌の類縁菌である気管支敗血症菌を用いて，新規

エフェクターを同定し，BspR (Bordetella secreted protein regulator)と命名した。このエフ

ェクターの機能解析を行ったところ， i) 宿主細胞の核内に移行後，宿主側因子であるhnRNP H

と相互作用すること，ii) 菌体内ではT3SSやその他の病原因子をグローバルに調節する転写制御

因子であること，を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Bordetella species including Bordetella pertussis deliver 
effectors into host cells via a type III secretion system (T3SS). Effector-host factor 
interaction alters host physiological conditions, leading to disease process. In this 
study, we identified and analyzed new effector (designated BspR) in Bordetella 
bronchiseptica. BspR effector was translocated into the nucleus, and then interacted with 
hnRNP H. Interestingly, BspR was a global transcriptional regulator for T3SS and other 
virulence factors in bacterial cytosol.      
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１．研究開始当初の背景 

百日咳は百日咳菌(Bordetella pertussis)に
よって惹起される呼吸器感染症であり，痙攣
性の咳発作を発症する。WHO の報告によると

世界の患者数は年間 5千万人，死亡者数は約
30万人であり，そのほとんどが発展途上国の
乳幼児である。しかしながら，ワクチン接種
率が高い北米や EU においても，百日咳患者
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数は増加の一途をたどっているのが近年の
サーベイランスで明らかとなり，また，わが
国においても成人百日咳の集団感染が報告
されたのは記憶に新しい。このように従来の
ワクチンでは制御が困難な，いわゆるワクチ
ンに馴化した百日咳菌の出現が報告されて
おり，百日咳は再興感染症として重要視され
つつある。 
 百日咳の発症機序は依然として不明な部
分が多いが，T3SSが百日咳菌の気道への長期
定着に関与していることが明らかにされた。
グラム陰性病原菌の多くは，T3SSを保持して
おり，エフェクターと呼ばれる病原因子を宿
主細胞内に注入する。エフェクターと宿主側
因子が相互作用することで，感染現象が惹起
される。我々のグループでは百日咳菌の類縁
菌 で あ る 気 管 支 敗 血 症 菌 (B. 
bronchiseptica)を用いて，長期定着に関わ
る因子の解析を行ってきた。 
 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでの研究で，BopC と BopN エフ
ェクターの機能を明らかにしてきた。T3SSに
よって宿主内に移行するエフェクターの機
能については，サルモネラ，赤痢菌，腸管出
血性大腸菌などで研究が展開している。いず
れの細菌においても，数十のエフェクターが
宿主細胞内に移行し，病原性に関与している。 
 一方，ボルデテラ属細菌においては，BopC
と BopN が同定されているのみで，他のエフ
ェクターの存在が推察されている。本研究の
目的は，ボルデテラ属細菌におけるエフェク
ターに依存した感染機構の全体像を明らか
にするために，機能未知なエフェクターにつ
いて網羅的同定・解析を行い，百日咳の感染
制御の分子基盤を確立することである。 
 
３．研究の方法 

(1) 新規エフェクターの同定： T3SSに依存
したエフェクターを同定するために，気管支
敗血症菌の野生株と T3SS 欠損株から分泌タ
ンパク質を調製する。分泌タンパク質中には
T3SS以外の分泌タンパク質も含まれるが，野
生株と欠損株との比較解析にて，T3SSに依存
したエフェクターの同定が可能である。
Hybrid LC/MS/MS System と isobaric ペプチ
ドによるラベル化システムにより，ボルデテ
ラ属細菌が分泌するタンパク質についてプ
ロテオーム解析を行い，本菌が産生する分泌
タンパク質を同定した。 
(2) エフェクターの評価： 上記方法で得ら
れた新規エフェクター候補については，気管
支敗血症菌の染色体 DNA を鋳型として，PCR
にて目的遺伝子を増幅し，blaM (βラクタマ
ーゼをコードする)の融合遺伝子を得る。融
合遺伝子の発現ベクターを気管支敗血症菌

にエレクトロポレーション法にて導入する。
エフェクター遺伝子が BlaM と融合された場
合は，菌体の融合遺伝子産物は III型分泌装
置を介して菌体外に分泌される。すなわち菌
体培養上清から分泌タンパク質を調製し，抗
Bla 抗体にてウエスタン法を行うことでエフ
ェクターの一次スクリーニングを行った。一
次スクリーニングを通過したエフェクター
候補については，III 型分泌装置欠損株を用
いて同様な操作を行い，融合タンパク質が
III 型分泌装置に依存して分泌されるのかに
ついて確認した。 
(3) エフェクターの宿主移行能の評価： エ
フェクター候補については，blaMとの融合遺
伝子の発現ベクターを導入したボルデテラ
野生株を用いて感染実験を行った。エフェク
ターが T3SS を介して培養細胞のなかに移行
するのかについては，CCF2/AM 試薬を用いて
解析した。この試薬は細胞内に入るとエラス
ターゼの作用で緑色の蛍光を発するが，細胞
内に blaM 産物であるβラクタマーゼが存在
すると構造変換を生じて青い蛍光を発する。
すなわちエフェクターと BlaM 融合産物が細
胞内に移行すると，感染細胞は青色の蛍光を
発する。感染細胞が発する蛍光波長のシフト
にて，エフェクター移行を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 新規エフェクターの同定： 分泌タンパ
ク質の質量分析・宿主細胞への移行能試験よ
り，20 kDa の新規エフェクターを同定して，
BspR (BB1639: Bordetella secreted protein 
regulator)と命名した。このエフェクターは，
btr遺伝子座のなかにコードされており，III
型分泌装置をコードする遺伝子クラスター
の直近傍に位置していた。気管支敗血症菌の
BspR欠損株を作製し，マウスでの感染実験を
行ったところ，BspR欠損株では病原性が著し
く低下したことから，BspRは病原性に関わる
因子であることを明らかにした。  
(2) 宿主細胞内での挙動： BspR-FLAG タグ
融合タンパク質を細胞内で過剰産生後，抗
FLAG抗体による免疫沈降を行い，質量分析に
て BspR と相互作用する宿主側因子を解析し
たところ，hnRNP H を同定した。蛍光顕微鏡
を用いた局在解析により，BspRと hnRNP Hは
核に共局在していた。宿主側因子 hnRNP Hは，
RNA のスプライシングを制御していることか
ら，BspRがスプライシングに何らかの影響を
及ぼすことが示唆された。 

(3) 菌体内での挙動： 興味深いことにBspR

欠損株ではIII型分泌タンパク質の産生量が

亢進しており，相補株では野生株と同じよう

な産生パターンを示した。さらにqRT-PCR解析

の結果，BspRはIII型分泌タンパク質を転写レ

ベルで調節していることを明らかにした。 



 

 

 T3SS，線維状赤血球凝集素(Fha)，パータク

チン等の病原因子は，二成分制御系である

BvgA-BvgSによって厳密な制御を受けている

ことが知られている。BspRはIII型分泌装置の

発現を負に調節しているが，その一方で，FhaB

やパータクチンの発現を正に調節していた。

BspR欠損株と野生株より全菌体成分を調製し

て，２菌株間で顕著に変動する菌体内タンパ

ク質を解析したところ，BspR欠損でBvgAの発

現が顕著に増加した。他グループの報告より

，BvgA発現量の違いによって，BvgA-BvgS支配

下の遺伝子が正負に調節されることが明らか

になっている。これらのことから，BspRはBvgA

の発現量を調節することで多くの遺伝子をグ

ローバルに制御することが強く示唆された。 
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