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研究成果の概要（和文）： 
鉄は細菌の生存に必須の元素である。また多くの病原細菌における効率的な鉄獲得系は病原

因子の一つである。食中毒原因菌である腸炎ビブリオはシデロフォア（三価鉄キレート分子）で
あるvibrioferrinを産生し、効率的な鉄獲得に役立てている。本研究はvibrioferrin生合成の新
規調節機構を明らかにするとともに、vibrioferrinの生理作用も検討した。また、vibrioferrin
産生抑制株における細胞障害性の変化についても検討した。	
 
 
研究成果の概要（英文）： 

Iron is an essential element for bacterial survival, and its acquisition is crucial for the ability of most 
pathogenic bacteria to establish and maintain an infection within the host. Vibrio parahaemolyticus, a 
human pathogen causing watery diarrhea, can produce vibrioferrin, a type of siderophore which is a 
low-molecular-weight iron-binding chelator produced by microbes, and can acquire iron provided by 
iron-vibrioferrin complex. In this study, I clarified a novel regulatory system for production of 
vibrioferrin. Moreover, I examined a physiological function of vibrioferrin against host cells, and also 
assessed the influence of the deletion of gene involved in vibrioferrin production on cytotoxicity of V. 
parahaemolyticus. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
鉄（イオン）は生命維持に必要な多くの生

体内酸化還元反応に関与する必須元素であ
るが、好気的環境下では不溶性三価鉄となる
ため、細菌が必要量の鉄を確保するのは容易
ではない。また宿主内では鉄は鉄結合タンパ
ク質として存在しており、遊離鉄濃度を低レ
ベルに保つことで細菌感染を阻止している。
細菌はこのような鉄制限下で増殖するため

の手段としてシデロフォアを介する鉄獲得
系を有している。シデロフォアとは微生物の
産生する三価鉄キレート分子のことであり、
“鉄の運び屋”として働く。また、病原細菌
が鉄制限下である宿主内で増殖・定着するこ
とは感染成立の条件であるため、シデロフォ
アを介する効率的な鉄獲得系は病原因子の
一つである。	
 
これまでに研究代表者らは、食中毒原因菌

である腸炎ビブリオが鉄制限下においてシ
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デロフォアである vibrioferrin（図 1）を産
生・分泌することを明らかにしている。
Vibrioferrin は pvsABCDEオペロン（pvsOp）
産物により生合成され、また、pvsOp の転写
は鉄獲得系遺伝子制御因子 Fur により負の発
現制御を受けている。しかし、未だ腸炎ビブ
リオの鉄獲得系については不明な点がいく
つかあり、また実際に腸炎ビブリオの産生す
る vibrioferrin が宿主細胞にどのような影
響を与えるかは不明である。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図 1	
 Vibrioferrin の構造	
 
	
 

	
 
２．研究の目的	
 
	
 
（1）Vibrioferrin の生理作用、特に宿主炎
症応答に与える影響について	
 
ある種のシデロフォアは上皮細胞に直接

作用し、炎症形成に関与する IL-8 や CCL20
の産生を増大させることが知られている。そ
こで、vibrioferrin もこのような炎症惹起作
用を有するかを検討した。	
 
	
 
（2）Small	
 RNA を介する vibrioferrin の新
規産生調節機構の解明	
 
Vibrioferrin は pvsOp 産物により生合成

されることが研究代表者らによってこれま
で明らかにされている。pvsOp は鉄濃度を感
知する転写抑制因子 Fur によって転写調節さ
れている。	
 
また近年、鉄制限ストレスに応答して発現

する RNA シャペロン Hfq 依存型 small	
 RNA
（sRNA）である RyhB も菌体内鉄濃度の調節
に寄与することが報告されている。研究代表
者は、腸炎ビブリオの hfq遺伝子および ryhB
遺伝子を欠失させ、その表現型を調べたとこ
ろ、それら欠失株では興味深いことに
vibrioferrin 産生能が著しく低下している
ことを見出したため、この産生調節機構の解
明を目指した。	
 
	
 
（3）Vibrioferrin 産生抑制株のヒト病原性
に与える影響について	
 
本研究では vibrioferrin 非産生株である

∆pvsOp、および vibrioferrin 産生抑制株で
ある∆hfq、∆ryhB の宿主細胞に対する細胞障
害性の変化を野生株と比較検討した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 

（1）鉄制限最小生育培地中で腸炎ビブリオ
AQ3354 株を培養し、培養上清を濃縮後、C8
逆 相 カ ラ ム を 用 い た HPLC に よ り
vibrioferrin を分取した。また、分取した
vibrioferrin を減圧乾固したものを精製品
として用いた。	
 
	
 
（2）腸管上皮細胞株 HT-29 に vibrioferrin
を添加し、炎症性サイトカインの発現量を
RT-qPCR により調べた。	
 
	
 
（3）腸炎ビブリオ遺伝子変異株は二重交差
相同性組換え法により作出した。RNA-RNA の
結合はゲルシフト法で調べた。RNA の安定性
はリファンピシン添加後一定時間経過した
菌体から全 RNA を調製し、RT-qPCR 法で定量
した。	
 
	
 
（4）Vibrioferrin 非産生性∆pvsOp 株、およ
び vibrioferrin 産生抑制性∆ryhB 株、∆hfq
株を用いて、腸管上皮細胞株 Caco-2 に対す
る細胞障害性試験を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（1）カビ類の産生するシデロフォアである
desferrioxamine	
 B は腸管上皮細胞 HT-29 の
MAPK シグナルを操ることで IL-8 等の炎症関
連遺伝子の発現を誘導させることが知られ
ている。そこで、腸炎ビブリオの産生する
vibrioferrin も腸管上皮細胞の炎症関連遺
伝子を発現誘導させるかについて検討した
が、本研究では vibrioferrin による炎症関
連遺伝子の顕著な発現変化は認められなか
った。	
 
	
 
（2）∆hfq株及び∆ryhB株は vibrioferrin 産
生能が抑えられていたが、遺伝子相補株では
vibrioferrin 産生能が回復した。∆hfq 株及
び∆ryhB 株は野生株が増殖できる鉄制限培地
での増殖が抑えられたが、鉄制限培地への
vibrioferrin の添加や当該遺伝子の相補に
より増殖は回復した。これらの結果は Hfq 及
び sRNA	
 RyhB が vibrioferrin 産生に関与す
ることを示している。	
 
	
 
（3）RNA ゲルシフト解析の結果、pvsOp	
 5′-UTR
と RyhB は Hfq 非存在下においても一部結合
できたが、Hfq 量の増加に伴い、それらの結
合は Hfq との 3者複合体として増大していっ
た。また、リファンピシン添加後の pvsOp	
 mRNA
量の変化を RT-qPCR で調べたところ、∆ryhB
株と∆hfq 株の pvsOp	
 mRNA は野生株のそれに
比して速やかに消失していった。	
 
	
 
（4）pvsOp	
 5′-UTR と RyhB の塩基対形成部位
の一部を相補塩基に置換した株である



pvsOp86-91comp株および ryhB139-144comp株を構築し
た。この 2 株では RyhB が pvsOp	
 5′-UTR に結
合できず且つ vibrioferrin 産生が減弱して
いた。しかし、RyhB と pvsOp	
 5′-UTR の塩基
対形成が回復する pvsOp86-91comp/ryhB139-144comp

株を構築したところ、vibrioferrin 産生が回
復 し た 。 ま た 、 pvsOp86-91comp 株 お よ び
ryhB139-144comp 株におけるリファンピシン添加
後 の pvsOp	
 mRNA	
 は 、 野 生 株 や
pvsOp86-91comp/ryhB139-144comp 株におけるそれと
比して、速やかに消失していった。	
 
	
 
（5）（2）〜（4）の結果より、pvsOp	
 mRNA 単
体では速やかに分解されるが、RyhB が Hfq を
介して pvsOp	
 5′-UTR に結合することで pvsOp	
 
mRNA が安定化し、その結果 vibrioferrin 産
生量が増大すると考えられる。	
 
	
 
（6）Vibrioferrin 産生抑制株である、∆pvsOp
株、∆ryhB株、および∆hfq株の腸管上皮細胞
株への細胞障害性について検討した結果、本
研究においては、∆pvsOp 株と∆ryhB株は野生
株と同程度の細胞障害性を示したが、∆hfq株
については野生株に比して顕著に細胞障害
性が低下した。	
 
	
 
（7）今後は腸炎ビブリオの病原性発現にお
ける Hfq の役割を解明するとともに、Hfq 依
存的に機能する各種 sRNA の本菌病原性発現
における役割について検討する予定である。	
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