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研究成果の概要（和文）： 

腸管出血性大腸菌の病原性に必須なLEE遺伝子群の転写発現は、染色体上の異

なる領域にコードされるパラログPchABCによって正に制御される。本研究から

pchの転写開始点を同定し、プロモーター構造を明らかにした。トランスポゾン
挿入変異体を用いた遺伝学的解析から、LysR型転写制御因子の一つであるLrhA

が pchAと pchBの転写活性化を介してLEEの発現全体を正に制御していることを
明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The transcription of LEE genes in EHEC is under the positive control of PchABC, which 
are encoded by the genes dispersed on the chromosome. We identified transcriptional 
start sites and promoter sequences of each gene. Genetic analysis using transposon 
mutagenesis identified that a LysR-type regulator, LrhA positively controls LEE gene 
expression through the transcriptional up-regulation of pchA and pchB. 
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１．研究開始当初の背景 
腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic E. 

coli: EHEC）の多くは、locus of enterocyte 
effacement（LEE）と呼ばれる病原性遺伝子

群を染色体上に保有する。LEE 領域には宿主

細胞への接着因子, 3型蛋白質輸送装置（type 

3 secretion system: T3SS）や T3SS を介し

て分泌され、宿主細胞へ局在する作用因子な

どをコードする 41 もの遺伝子が存在し、こ

れらの機能発現は EHEC の病原性に必須であ

る。LEE の遺伝子発現は厳密に制御されてお

り、富栄養条件下では発現しない一方、宿主

への感染過程では様々な環境シグナルに応

答した特異的な発現誘導が起こると考えら

れているが、その詳細は不明な部分が多い。

これまでの研究から、LEE 遺伝子群の発現制



御に関わる因子として、  

(1) Ler はセントラルレギュレーターとして

LEE 全体の発現を正に制御すること,  

(2) GrlA は ler の転写を正に制御することで
LEE 全体の発現を正に制御すること,  

(3) 負の制御因子 GrlR は GrlA の活性を蛋白

質レベルで阻害することから、grlR の欠損株
では GrlA と Ler の機能に依存して LEE の発

現が著しく上昇すること,  

(4) grlR の欠損株では GrlA の機能に依存し
て運動器官であるべん毛の発現が著しく阻

害される一方、溶血素であるエンテロヘモリ

シンの活性が著しく上昇すること, 

(5) LEE 領域外の異なる遺伝子座にコードさ
れる PchA, PchB, PchC は ler の転写制御を
介して LEE発現のマスタースイッチとして機

能していること, などが明らかとなってい

た。 

 

２．研究の目的 

上記1.(1)- 1.(4)までの表現型に重要な制御

機構として、GrlR は LEE の発現が誘導される

対数増殖後期から定常期において ClpXPプロ

テアーゼ複合体に依存して分解され、細胞内

濃度が顕著に低下することが明らかとなっ

ている。一方、LEE全体の遺伝子発現の ON/OFF

をコントロールする様々な環境シグナル（菌

体間密度, pH, 酸素分圧, 温度, 塩濃度, 重

炭酸ナトリウム濃度, 鉄イオン濃度などの

変化）とそれらのシグナルを感知・伝達して

LEE の発現を誘導または抑制する機構は、一

部を除いてほとんど不明である。現在判明し

ている EHEC に特異的な LEE の発現制御因子

のうち、転写カスケードの最上位に位置する

のが PchA, PchB, PchC である。Pch はアミノ

酸配列レベルで 98%の相同性を持つパラログ

で、ler の転写活性化を介して LEE 全体の発
現制御因子として機能している。pchA, pchB, 
pchC の各欠損株および二重, 三重欠損株の
表現型から、実験室内の限定された培養条件

下では PchA が LEE の発現制御に最も重要で

あり、次いで PchB、PchC の順に LEE 発現に

重要であることが判明している。さらに、

pchA, pchB, pchC の発現調節領域の塩基配列
には大きな違いが見られ、各 pch はそれぞれ
異なる転写制御を受けるものと予想されて

いる。実際に、pch-lacZ 転写融合遺伝子の活
性を指標にした予備的な実験結果から、各

pch の転写活性は培養条件によって異なる反
応性を示すことが判明している。そこで本研

究では、pchA, pchB,および pchC が種々の環
境シグナルによって異なる転写制御（分別発

現制御： differential regulation）を受け

ることでその発現量を変化させ、その結果

LEE の発現制御を行っている、という仮説を

立て、以下について明らかにすることを目的

とした。(1) pchA,B,C の転写開始点および転
写調節に関わる基本エレメント（プロモータ

ー配列および転写調節領域）を同定する。

(2)pch と lacZ 等の融合遺伝子の活性を指標
に Tn5 挿入変異ライブラリーまたは染色体
DNA のショットガンクローンライブラリーを

スクリーニングし、pch の発現調節に関わる
新規制御因子を同定する。(3)(2)で得られた

制御因子による pchA, pchB, pchC の分別発
現制御の分子機構と、種々の環境シグナルと

の関連性について明らかにすることを目的

とした。 

 
３．研究の方法 
(1) pch の転写開始点及びプロモーター配列
の同定：pch の転写制御機構を解明する上で、
転写開始点およびプロモーター配列の同定
は必須である。5’-RACE（Rapid 
Amplification of cDNA End）の応用法およ
びプライマー伸張法によって pchA, pchB, 
pchC の転写開始点を同定し、それぞれのプロ
モーター構造を明らかにすると共に、プロモ
ータークローニングベクターを用いた転写
調節領域の欠失解析から、pchA, pchB, pchC
それぞれの転写調節に必須な領域について
明らかにした。 
(2) Tn5 挿入変異法による新規制御因子の同
定： pchA-lacZ の転写／翻訳融合遺伝子株を
用いて pchA の活性が変化する Tn5 遺伝子挿
入変異株をスクリーニングする。制御因子に
よっては pchB または pchC に特異的な制御因
子が存在する可能性もあるため、これらの活
性を指標にした同様なスクリーニングも行
った。 
(3) LysR 型転写制御因子の一つである LrhA
による LEE の発現制御機構：これまでの Tn5
挿入変異法による予備的な研究から、pch の
新規制御因子として lrhAが同定された。lrhA
の完全欠失株および lrhA の構成的発現プラ
スミドを用いて LrhA による pchA, pchB, 
pchC の分別制御について転写・翻訳レベルで
の解析を行った。LrhA は定常期特異的なシグ
マ因子である RpoS の翻訳を正に制御する。
我々はこれまでに、RpoS が、その作用機構の
詳細は不明なものの、pchA を介して LEE の発
現レベルを負に制御することを報告してい
る。しかし、我々は rpoS 欠損下においても
LrhAはLEEの発現を活性化することを確認し
ており、LrhA は RpoS とは独立の作用で LEE
の発現を活性化するものと考えている。LrhA
は N末端側に DNA 結合ドメインを持つことか
ら、pch の転写活性化因子として機能すると
考えられる。そこで、LrhA をタグ付き蛋白質



として精製後、non-RI システムによるゲルシ
フトアッセイ法と DNase I フットプリンティ
ング法によって、転写調節部位への結合能の
解析を行った。 
(4) ショットガン・クローニングによる新規

制御因子の同定： pch の発現制御因子の中に
は 、 Tn5 挿 入 変 異 法 に よ

る”loss-of-function”型のスクリーニン

グでは同定できない制御因子も存在するで

あろう。例えば、コレラ菌で病原性遺伝子や

バイオフィルム合成の発現をコントロール

することが明らかとなっている small 

regulatory RNAs（qrr1, qrr2, qrr3, qrr4）
の様に、個々の欠失株あるいはいずれか 3つ

までの欠失株では野生株と何ら変化がない

が、全ての欠失株、あるいはプラスミドを用

いたいずれかの構成的発現株では顕著な表

現型が観察される場合がある。そこ

で、”gain-of-function”型のスクリーニン

グ、すなわち、低コピーベクターを用いたゲ

ノム DNA のショットガン・クローニングから

pch の発現に影響を与えるクローンの単離を
試みた。 

 

４．研究成果 

(1)pch 遺伝子の転写調節領域の解析：pchA, 
pchB, pchC の転写開始点を non-RI システム
による 5’-RACE 法およびプライマー伸張法

によって同定した。転写調節領域の欠失体を

クローニングしたプロモーター検出ベクタ

ー（pRL124）を用いた解析から、pchA, pchB, 
pchC のプロモーター構造をそれぞれ明らか
にした。pchA, pchB, pchC に共通な転写開始
点とプロモーター構造を明らかにすると共

に、pchC に特異的な転写開始点とプロモータ
ー構造の存在が明らかとなり、いずれもシグ

マ 70 型の RNA ポリメラーゼによって認識さ

れるプロモーター配列を持つことが明らか

となった。 

(2)pchA, pchB, pchC の転写活性化に関わる
新規発現制御因子の同定と機能解析：Tn5 ラ
ンダム挿入突然変異によって pchA の転写活
性が上昇または低下する変異株をスクリー

ニングしたところ、LEE の発現制御因子とし

てこれまで報告されていない遺伝子に Tn5が
挿入されていることが明らかとなった。これ

らについては現在詳細に解析中であり、本報

告書での公表を差し控えたい。同様に、pchB
または pchC の転写活性に変化を与える Tn5
挿入変異株がそれぞれいくつか単離されて

いるが、これらについても現在解析中であり、

本報告書での公表は差し控えたい。一方、

pchAの転写活性に変化を与えるTn5挿入変異

株としてこれまでに単離された株のうち、

LysR 型転写制御因子の一つをコードし、大腸

菌 K-12 株にも存在する lrhA 遺伝子について
解析を行った。lrhA の欠失変異株または構成
的発現株を作製し、pch の転写活性を測定し
たところ、LrhA は pchA と pchB の転写活性化
を行っていることが明らかとなった。さらに、

pchA と pchB の二重欠損株を構築し、この欠
損株中で LrhAを構成的に発現させたところ、 

野生株で見られた LEE遺伝子発現の活性化が 

見られないことが明らかとなった。以上の結

果を総合すると、LrhA は pchA と pchB の転写
活性化を介して LEEの発現全体をコントロー

ルしていることが明らかとなった。LrhA によ

る発現制御に必要な pchA と pchB の転写調節
領域を同定し、この情報を基に、精製した

LrhA を用いたゲルシフトアッセイおよび

DNaseI フットプリンティングアッセイを行

ったところ、LrhA が直接 pchA および pchB の
転写調節領域に結合することが明らかとな

った。 

非病原性の大腸菌 K-12 由来株において、

大腸菌の膜表層における様々なストレスを

感知し、そのシグナルを細胞内へ伝える事が

知られている Rcs 制御系が LrhA の発現を負

に制御することが知られている。一方、他の

研究者らの成果から、EHEC O157 Sakai 株に

おいて、Rcs 制御系は LEE の発現を負に制御

することが知られており、以上の知見を総合

すると、LrhA は Rcs 制御系が伝える細胞表層

におけるストレスシグナルを受け取り、その

発現を減少させることで、LEE の発現を負に

制御していることが示唆される。         

EHEC と同様な発現制御系を持つ腸管病原

性大腸菌（enteropathogenic E. coli: EPEC）
では、酸性環境で誘導される LEE の発現抑制

因子 GadX によって、LEE の発現制御因子であ

る perA, perB, perC 遺伝子の発現が顕著に
低下する。EPEC の PerC は Pch と相同性が高

いことから、EHEC においても同様な発現制御

系が存在すると予想されること、さらに、

EHECにおいても酸性環境ではLEEの転写発現

が 顕 著 に 抑 制 さ れ る こ と か ら 、

GadX-LrhA-PchA-LEE の酸性環境応答発現制

御系が存在することが予想され、今後の分子

レベルにおける詳細な解析が待たれる。 

(3) LrhAによるエンテロヘモリシンの活性制

御機構：EHEC O157 Sakai 株における lrhA 欠
損株の表現型をさらに詳細に解析したとこ

ろ、野生株と比較して LEE のみならず溶血素

であるエンテロヘモリシン(Ehx)の活性が著

しく低下していることが明らかとなった。遺

伝学的解析から、LrhA による Ehx の発現活性



化は転写レベルで行われていることが明ら

かとなり、LrhAに依存したehxの活性化には、
LEE にコードされ、ehx の転写活性化に重要
である GrlA の機能とは非依存的に行われる

ことが明らかとなった。その他の解析と併せ

て、LrhA と GrlA は独立に ehx の転写活性化
に重要であることが明らかとなった。精製蛋

白質を用いた生化学的解析から、LrhA は ehx
オペロンの転写調節領域に結合することが

明らかとなった。 

(4) pchA および pchB の転写活性化に関わる
ショットガンクローンの同定：pchA の転写活
性が低下するショットガンクローンをいく

つか単離した。これらの遺伝子の変異株を構

築したところ、野生株と比較して、pchA およ
び pchB の転写レベルおよび LEE の発現レベ
ルが上昇していることが明らかとなった。従

って、これらの遺伝子は pchA および pchB の
転写制御を介して LEEの負の制御因子として

機能する新規因子である可能性が示唆され

た。これらの詳細については現在生化学的な

解析を行っている段階であり、その詳細につ

いて本報告書での公表は控えたい。 
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