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研究成果の概要（和文）： 
 多くのグラム陰性病原細菌は３型分泌装置を使って、エフェクターと総称される病原因
子を直接宿主細胞に注入することで、病原性を発揮する。申請者はこれまでに食中毒原因
菌である腸炎ビブリオの３型分泌装置の一つである TTSS2 が本菌の下痢原性に必須であ
ることを明らかにしてきた。しかしながら、この TTSS2 依存的な下痢原性に寄与するエ
フェクターは不明であった。本研究では、TTSS2 依存的な下痢原性に寄与する新規エフェ
クターとして VopE を同定した。VopE は構造的に N-terminal domain、long repeat (LR) 
domain、C-terminal domain に分けられる。申請者は LR domain、C-terminal domain
がそれぞれ独立して actin 結合活性を持つこと、これらの結合が VopE の下痢誘導活性に
必要であることを見いだした。さらに、TTSS2 や VopE は non-O1/non-O139 V. cholerae 
の下痢原性にも寄与していることを明らかにした。これらの結果により、VopE は F-actin
を標的とする新規エフェクターであり、TTSS2 を保有する病原細菌の下痢原性に寄与して
いることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Many Gram-negative bacterial pathogens use a specialized Type III secretion system 
(TTSS) to inject virulence factors, called effectors, directly into eukaryotic cells. T3SS2, 
a TTSS of Vibrio parahaemolyticus which is a pathogen causing food-borne disease 
worldwide, is indispensable for pathogenicity, and especially enterotoxicity, of this 
bacterium. However, which effector(s) is or are responsible for the T3SS2-dependent 
enterotoxicity has remained an open question. In this study, we identified a novel 
effector, VopE, as a major contributor to the enterotoxicity of Vibrio parahaemolyticus 
in the rabbit ileal loop test. The VopE protein consists of three domains, the N-terminal, 
the long repeat (LR), and the C-terminal domains. The LR domain contains three types 
of repeat units. We demonstrated that VopE directly binds to F-actin via a repeat unit 
(rep1) in the LR or the C-terminal domain, and that the enterotoxic activity generated 
by VopE correlated significantly with its F-actin binding activity. We further 
demonstrated that a TTSS2-related TTSS and a vopE homologous gene in a 
non-O1/non-O139 V. cholerae strain, which is pathogenic for humans, were also 
involved in the enterotoxicity of the strain. These results indicate that VopE is a novel 
F-actin-targeting effector and its ability to bind to F-actin is involved in the enterotoxic 
activity of TTSS2-possessing pathogens. 
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１．研究開始当初の背景 
 腸炎ビブリオは日本における主要な食中
毒原因菌で、経口感染により急性胃腸炎を引
き起こす。疫学的、生化学的解析によって、
本菌が産生する耐熱性溶血毒(TDH)が本菌の
主要な病原因子と考えられてきた。申請者は
ウサギ腸管ループ試験（腸炎ビブリオの下痢
原性を評価する in vivo のアッセイ系）を用
いて本菌の下痢誘導因子を解析した結果、
TDH ではなく、小染色体上にコードされる 3
型分泌装置（TTSS2）が、腸炎ビブリオ感染
によって誘導される下痢原性に必須である
こと明らかにした。さらに TTSS2 遺伝子群の
発現を特異的に制御する転写調節因子（vtrA
および vtrB）を同定し、それらが下痢原性に
必須であることを見いだした。また、ヒト腸
管内に豊富に存在する胆汁によって TTSS2遺
伝子群の発現が vtrA および vtrB を介して特
異的かつ強力に誘導されることを明らかに
した。最近、申請者は TTSS2 依存的新規分泌
タンパク質として機能未知のORFであるVopE
を同定した。VopE は TTSS2 依存的に分泌され
るだけではなく宿主細胞に注入されること、
vopE遺伝子欠損株はTTSS2のエフェクター分
泌能だけではなくエフェクターの宿主細胞
注入能に影響を及ぼさないが、この遺伝子欠
損株の TTSS2依存的な腸管毒性が有意に減少
することを見出した。これらの成績は、VopE
が TTSS2 依存的腸管毒性、しいては腸炎ビブ
リオ感染による下痢発症機構において中心
的な役割を持つ新規エフェクターである可
能性を示唆していると考えられる。しかしな
がら、VopE の作用機構については全く不明で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者が同定した腸炎ビブリ
オの下痢原性に寄与する TTSS2新規エフェク
ターである VopE がどのように下痢を誘導す
るのかを明らかにするために、VopE と相互作
用する宿主細胞側の因子を同定すること試

みた。さらに得られた宿主細胞側因子の下痢
誘導機構における役割を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) VopE と相互作用する宿主因子の同定 
 His-tag 融合 VopE を精製し、cell lysate
から VopE と特異的に共沈してくるタンパク
質を質量分析により同定した。 
 
(2) 感染細胞における ß-actin の挙動 
 腸炎ビブリオ感染細胞における ß-actinの
挙動を蛍光顕微鏡観察した。 
 
(3)VopE 発現細胞の作成 
 GFP 融合 VopE 発現ベクターを作成し、宿主
細胞に transfection し、VopE とβ-actin と
の挙動を蛍光顕微鏡観察した。 
 
(4) VopE の ß-actin との結合領域の同定 
 様々なVopEのtruncate mutantを精製し、
ß-actin との結合を pull down 法によって検
討した。 
 
(5)VopEが F-actinの bundling活性に与える
影響 
 精製 VopE を精製 F-actin と incubate した
ときの F-actin の bundle 化に与える影響を
F-actin bundling assay および電子顕微鏡観
察によって確認した。 
 
(6) VopE の actin 結合活性の下痢誘導活性に
おける役割 
 様々な VopE truncate mutant を発現する
腸炎ビブリオ株の下痢誘導活性をウサギル
ープ試験で評価した。 
 
(7)non-O1/O139 コレラ菌の下痢原性におけ
る VopE の役割 
 non-O1/O139コレラ菌のVopE遺伝子欠損株
を作製し、その下痢誘導活性を検討した。 



 
４．研究成果 
(1) VopE と相互作用する宿主因子の同定 
 VopE と相互作用する宿主因子として
ß-actin を同定した。VopE が ß-actin と直接
相互作用することを精製 ß-actinを用いて確
認した。 
 
(2) 感染細胞における ß-actin の挙動 
 腸炎ビブリオ感染細胞における ß-actinの
挙動を抗 VopE 抗体を用いて検討した。VopE
は TTSS2 依存的に菌定着部位に集積し、VopE
依存的に ß-actin が集積した。このように
VopE-／ß-actin の相互作用が感染細胞レベ
ルにおいても確認された。 
 
(3)VopE 発現細胞の作成 
 GFP 融合 VopE 発現細胞では、VopE が局在
しているところに ß-actin が集積した。この
ことより、VopE 単独で ß-actin を集積する活
性を持つことが明らかとなった。 
 
(4) VopE の ß-actin との結合領域の同定 
 VopE は構造的に N-terminal domain、long 
repeat (LR) domain、C-terminal domain に
分けられる。Pull down assay の結果、LR 
domain、C-terminal domain がそれぞれ独立
して actin結合活性を持つことを明らかにな
った。さらに LR domain の一つのユニット
(rep1)が LR domain の actin 結合活性に寄与
していることが明らかとなった。 
 
(5)VopEが F-actinの bundling活性に与える
影響 
 VopE を宿主細胞内で発現すると LR domain
依存的に F−actinの凝集が観察されたことか
ら VopE の F-actin bundling 活性について検
討した。その結果、VopE は F-actin bundling
活性を持つことが明らかとなった。 
 
(6) VopE の actin 結合活性の下痢誘導活性に
おける役割 
 LR domain の rep1 および C-terminal 
domain がそれぞれ独立して下痢誘導活性を
有しており、VopE の下痢誘導活性は、F-actin
結合活性と完全に相関していた。つまり、
VopE と ß-actin との相互作用が VopE の下痢
誘導活性に必要十分であることを明らかに
した。 
 
(7)non-O1/O139 コレラ菌の下痢原性におけ
る VopE の役割 
 non-O1/O139 コレラ菌はコレラ毒素を産生
し な い 食 中 毒 原 因 菌 で あ る 。 近 年 、
non-O1/O139 コレラ菌が腸炎ビブリオの
TTSS2遺伝子群と同様のTTSS遺伝子群を持つ
ことが明らかとなったが、それらの下痢誘導

機構における役割は未だ明らかとなってい
ない。そこで TTSS2 陽性 non-O1/O139 コレラ
菌の VopE 遺伝子欠損株を作製し、下痢誘導
活性を測定したところ、VopE 遺伝子欠損株で
は下痢原性が有意に低下した。低下した下痢
原性は non-O1/O139 コレラ菌の VopE 遺伝子
ではもちろんのこと、腸炎ビブリオの VopE
遺伝子の相補によって回復した。 
 
以上のことにより、VopE は宿主細胞の actin
を標的として下痢を誘導していることが示
唆された。さらに、腸炎ビブリオだけではな
く non-O1/O139コレラ菌の下痢原性に寄与す
る新規病原因子（エフェクター）であること
が明らかとなった。 
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