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研究成果の概要（和文）：食中毒原因菌である腸炎ビブリオの 3 型分泌装置 2 は本菌の病原性

に発揮に必須である。しかしながら、その分泌制御機構は明らかではなかった。本研究では、

3 型分泌装置 2 の分泌を制御する２つの新規遺伝子の同定に成功した。それらの遺伝子欠損株

は 3 型分泌装置 2 から分泌される病原因子の分泌量のパターンを激減させた。よって、本研究

で同定した新規遺伝子は 3 型分泌装置 2 の分泌タンパク質の質と量を制御している可能性が考

えられた。

研究成果の概要（英文）：Type III secretion system 2 of Vibrio parahaemolyticus is essential 
for entrotoxicity. However, qualitative and quantitative regulation of T3SS2 is unclear. In 
this study, I identified two novel genes responsible for secretory regulation of T3SS2. The 
knock-out strains of these genes caused a dramatic change in a secretory pattern of T3SS2 
secreted proteins, indicating that these genes are involved in qualitative and quantitative 
secretory regulation of Vibrio parahaemolyticus T3SS2.
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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
毒原因菌であり、今日では世界各国でも多く
の感染事例が報告されている。主に汚染され
た魚介類により経口感染し、下痢、嘔吐、腹
痛といった急性胃腸炎を発症する。臨床分離
株の多くが我妻培地と呼ばれる血液寒天培
地上で溶血性を示す（神奈川現象陽性）のに
対して、環境分離株のほとんどは神奈川現象
陰性であること、この神奈川現象が耐熱性溶
血毒（TDH）によって引き起こされているこ
と、精製 TDH が溶血活性のみならず腸管毒性

活性（下痢誘導活性）を有することから、長
年、TDH が本菌の主要な病原因子と考えられ
てきた。しかしながら、本菌が２セットの３
型分泌装置（Type III secretion system; 
T3SS）遺伝子群を保有すること、そのうちの
一つの T3SS（T3SS2）が腸管毒性活性を有す
ることや臨床分離tdh遺伝子陽性株に特異的
に存在することから、本菌の新たな病原因子
（下痢誘導因子）として認識されつつある。
研究代表者はこれまでに、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 TDH および２つ
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の T3SS(T3SS1、T3SS2)の本菌感染によって誘
導される下痢原性おける役割について検討
したところ TDHや TTSS1 遺伝子欠損株では腸
管毒性の低下は認められないが、T3SS2 遺伝
子欠損株において劇的な低下が認められた
こと、さらに精製 TDH によって誘導される腸
管毒性は抗 TDH血清によって完全に中和され
るが、野生株の腸炎ビブリオ感染によって誘
導される腸管毒性は抗 TDH血清によって全く
影響を受けないことを見出し、これまでの概
念とは異なり TDH や T3SS1 よりむしろ T3SS2
が本菌感染により誘導される腸管毒性に貢
献していることを報告した。現在では様々な
動物種を用いた感染実験によっても同様な
結果が報告されている。このように腸炎ビブ
リオの T3SS2 は、本菌の下痢原性において中
心的な役割を演じていると考えられている
が、T3SS2 のエフェクター分泌制御機構は不
明である。申請者は、遺伝子欠損によりエフ
ェクターの分泌量が劇的に増大する一方で、
translocon の分泌量が減少する表現型
（T3SS2 switch phenotype）を示す機能未知
の ORF(T3SS2 switch molecule, TsmA)を同定
した。さらにこの遺伝子欠損株の T3SS2 依存
的分泌タンパク質のプロテオーム解析を行
うことで、既知エフェクター５種類に加えて
新たに新規エフェクター10 種類の同定に成
功した。T3SS2 が分泌タンパク質の質や量を
厳密に制御していると仮定すると、この表現
形は本菌が宿主細胞にコンタクトした状態
を模擬していると推測される。つまり、この
ORF がエフェクターを効率的に宿主細胞に注
入するための T3SS 分泌スイッチとして機能
している可能性が考えられた。しかしながら、
TsmAがどのようにT3SS2の分泌タンパク質の
質と量を制御しているのかについては未だ
不明である。 
２．研究の目的 
 本研究では申請者が独自に同定した T3SS2
の分泌タンパク質の質と量を制御している
遺伝子（TsmA）の機能解析を行うことで本菌
の T3SS2 の分泌スイッチ機構を明らかにする
ことを目的とした。 
３．研究の方法 
(1)腸炎ビブリオの遺伝子欠損株の作製 
 腸炎ビブリオの遺伝子欠損株の作製はノ
ックアウトベクターpYAK1 の R6Kori と sucB
遺伝子を用いて in-frame-deletionにより作
製した。 
(2)T3SS2 エフェクター大量発現系の構築と
リコンビナントタンパク質の精製 
 5種類のT3SS2のエフェクター（VopP、VopC、
VopV、VopO、VopL）及び 2種類の T3SS2 switch 
molecule（TsmA、TsmB）の大量発現系は pET
系を用いて構築した。精製はニッケルレジン
を用いて行った。 
(3)ポリクローナル抗体の作製 

 (2)で得られたリコンビナントタンパク質
をウサギに免疫し、ポルクローナル抗体を得
た。 
(4)ウェスタンブロッティング 
 (1)で得られた tsmA および tsmB 遺伝子欠
損株の T3SS2 エフェクターおよびトランスロ
コン分泌量をウェスタンブロッティングに
よって測定した。腸炎ビブリオの培養上清サ
ンプルは 0.5%LB 培地で 5時間培養後のもの
を用いた。分泌タンパク質は TCA を用いて濃
縮した後、サンプルバッファーで溶解した。
ウェスタンブロッティングは(3)で得られた
ポリクローナル抗体を用いた。 
(5)TsmB の T3SS2 依存的な分泌 
 腸炎ビブリオの各種 T3SS 変異体に CyaA タ
グを融合した TsmB を発現するベクターを
transform した。これらの腸炎ビブリオの分
泌タンパク質は(4)の方法を用いて調整した。
ウェスタンブロッティングは抗 CyaA 抗体を
用いて検出した。 
(6)TsmB の細胞内移行試験 
 (5)で用いた CyaA タグ融合 TsmB 発現腸炎
ビブリオを Caco-2 細胞に 6時間感染させた。
その後、TsmB の宿主細胞内移行は TsmB-CyaA
の細胞内移行に伴う、細胞内 cAMP 濃度の上
昇を測定することで評価した。細胞内 cAMP
濃度の測定は ELISA を用いた。 
４．研究成果 
(1)TsmB 遺伝子欠損株の作製 
 申請者は TsmA 遺伝子欠損株がエフェクタ
ーの分泌量を劇的に増大させる一方で、
translocon の分泌量が減少する表現型を示
すことを見いだしたが、TsmA がどのように
T3SS2 のスイッチをして機能しているのかに
ついては全く不明であった。このような表現
型を示すには複数の因子の機能的な相互作
用が必要であると考えられた。そこで T3SS2
遺伝子群の内のいくつかの機能未知の ORFに
ついて遺伝子欠損株を作製し、T3SS2 分泌タ
ンパク質の分泌パターンを比較した。その結
果、多くの遺伝子欠損株は T3SS2 分泌能を失
っていたが、唯一 TsmA の下流に存在する ORF
欠損株においては TsmA 欠損株と同様にエフ
ェクターの分泌量が劇的に増大する一方で、
translocon の分泌量が減少する表現型を示
した。よって、この ORFを TsmA と同様に T3SS
分泌スイッチとして機能すると考え TsmB を
名付けた。 
(2) T3SS2 エフェクター大量発現系の構築と
リコンビナントタンパク質の精製 
 TsmA および TsmB 遺伝子欠損が T3SS2 エフ
ェクターの分泌に与える影響を検討するた
めに 5 種類のエフェクターおよび TsmA,TsmB
の大量発現系の構築とリコンビナントタン
パク質の精製を行った。いずれのタンパク質
も精製に成功した。 



(3) ポリクローナル抗体の作製 
 (2)で得られたタンパク質をウサギに免疫
し、ポリクローナル抗体の作製を試みた。そ
の結果、いずれのタンパク質に対する血清を
得た。 
(4) ウェスタンブロッティング 
 (3)で得られた血清の特異性をウェスタン
ブロッティングで確認した。さらに得られた
血清を用いて tsmA および tsmB 遺伝子欠損株
の T3SS2 switch phenotype を確認した。そ
の結果、遺伝子欠損株において検討したすべ
てのエフェクター（5 種類）の分泌の亢進が
認め られた (Fig. 1) 。一 方、 T3SS2 の
transloconであるVopB2の分泌量が激減した。 

(5) TsmB の T3SS2 依存的な分泌 
 腸炎ビブリオの各種 T3SS 変異体に CyaA タ
グを融合した TsmB を発現するベクターを
transform し、TsmB の T3SS2 依存的な分泌性
をウェスタンブロッティングにて確認した。
その結果、TsmB が T3SS2 依存的に分泌されて

いることを見いだした(Fig.2)。 
(6)TsmB の細胞内移行試験 

(5)で TsmB の T3SS2 依存的な分泌が確認さ
れたことから、TsmB が T3SS2 依存的に宿主細
胞に移行するかどうかについて細胞内 cAMP
濃度の上昇を測定することで評価した。その
結果、細胞内の TsmB 量は T3SS2 欠損株で減
少し、T3SS2 依存的に宿主細胞内に移行する
ことを見いだした(Fig. 3)。  
 以上の結果により、申請者が見いだした遺
伝子欠損によりエフェクターの分泌量が劇
的に増大する一方で、translocon の分泌量が
減少する表現型（T3SS2 switch phenotype）
には少なくとも２つの新規の ORF(tsmA、

tsmB)が寄与していることが明らかとなった。
特に本研究で初めて同定されたTsmBはT3SS2
依存的に分泌されるだけではなく、T3SS2 依
存的に宿主細胞内に注入されていた。T3SS2
によるタンパク質分泌は非常に厳密に制御
されていることから、TsmB の T3SS2 依存的な
分泌は T3SS2 switch phenotype に密接に関
連する可能性が考えられた。本研究で得られ
た以上の知見は、T3SS2 分泌タンパク質の質
的、量的制御機構を明らかにする上で有用な
情報を与えるものであると考えられた。
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