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研究成果の概要（和文）：本研究では食中毒原因菌である腸炎ビブリオの下痢誘導機構を解明することを目的とした。
ウサギ腸管結紮ループ試験で下痢原性を評価したところ、本菌は3型分泌装置２（T3SS2）を中心としてエフェクター（
VopV）の経路と毒素（TDH）の互いに独立した2種類の下痢誘導経路が存在することが明らかとなった。T3SS2-TDH依存
的な下痢誘導機構にはTDHの溶血活性が必要であった。この経路に寄与するエフェクターの同定を試みたところ、新た
に1種類の新規エフェクターの同定に成功した。現在、このエフェクターがT3SS2-TDH依存的な下痢誘導機構に寄与する
かどうかを検討している。

研究成果の概要（英文）： In this study, I aimed to determine a pathogenic mechanism of food-borne 
pathogen, Vibrio parahaemolyticus.
 I found that V. parahaemolyticus has two distinct mechanisms of diarrhea, T3SS2-effector (VopV) and 
T3SS2-toxin (TDH), assessed by rabbit ileal loop model. Hemolytic activity of TDH was necessary for 
T3SS2-TDH mediated enterotoxicity. All T3SS2 effectors that have already identified did not involve in 
this enterotoxicity. Therefore, we tried to identify new effector by proteomic approach and have gotten 
one candidate protein. The involvement of this effector candidate protein in T3SS2-TDH mediated 
enterotoxicity is currently under investigation.

研究分野：細菌学

キーワード： 腸炎ビブリオ

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
  腸炎ビブリオは 1950 年に大阪で発生し
た集団食中毒事件を契機に発見された食中
毒原因菌であり、経口感染により急性胃腸炎
を引き起こす。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。これまでの疫学
的および生化学的解析から、本菌が産生する
耐熱性溶血毒(TDH)が、主要な病原因子と考
えられてきた。しかしながら、本菌の全ゲノ
ム塩基配列決定の結果、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が明らかと
なった（T3SS1、T3SS2）。申請者が行った
ウサギ腸管結紮ループ試験や幼若ウサギ経
口感染試験の結果、T3SS1や TDHではなく、
T3SS2 が本菌の下痢原性に必須であること
が明らかとなった。さらに、この T3SS2 依
存的な下痢誘導活性に寄与する新規エフェ
クター、VopVを同定した。VopVはアクチン
結合活性を持ち、この活性が下痢誘導活性に
必須であることが明らかになっている。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究成果により、申請者は
VopV が本菌の下痢誘導の実行因子であると
結論づけた。しかしながら、野生株から vopV
遺伝子のみを欠損させた株(∆vopV)は予想に
反して下痢誘導活性を示した。一方、この株
から tdh遺伝子欠損させた株(∆tdh∆vopV)は
下痢原性を示さなかった。これらの結果は、
VopVを介した下痢発症経路とは別に、TDH
が T3SS2(おそらく T3SS2 エフェクター)と
協調して下痢原性を発揮するという互いに
独立した 2種類の下痢誘導経路の存在を示唆
している。 
 そこで本研究では、申請者が新たに見いだ
したTDHとT3SS2との協調作用による下痢
発症機構を解明することで、未だその大部分
が不明のままである腸炎ビブリオの病態形
成機構(下痢誘導機構)の全容を明らかにする
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)ウサギ腸管結紮ループ試験 
 腸炎ビブリオの下痢原性を評価した。菌液
を結紮した腸管に接種し、16 時間後の液体貯
留量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)T3SS2-TDH依存的な下痢誘導活性にはTDH
の溶血活性が必要か？ 
 TDH は溶血毒素であることから、まず
T3SS2-TDH 依存的な下痢誘導活性に TDH の溶
血活性が必要かどうかを明らかにするため
に溶血活性を持たない変異TDH相補株を作製

し、下痢誘導活性を測定した。その結果、変
異 TDH（r7）相補株は下痢原性を示さなかっ
たことから、溶血活性が必要であると結論づ
けた(図 1)。 
 
図 1 T3SS2-TDH 依存的な下痢誘導活性には
TDH の溶血活性が必要である。 

 
(2)T3SS2-TDH 依存的な下痢誘導機構に寄与
する T3SS2 エフェクターの同定 
 申請者はこれまでの研究過程で VopV 以外
に少なくとも計 14 種類のエフェクター候補
遺伝子を得ている。そこでエフェクター候補
の中にT3SS2-TDH依存的な下痢誘導に寄与す
るエフェクターが存在するかどうかを明ら
かにするために、∆tdh∆T3SS1∆vopV からエフ
ェクター候補遺伝子欠損株を作製し、さらに
この株にtdh遺伝子を相補した時の下痢原性
を評価した。その結果、tdh 遺伝子を相補す
ることですべての変異株の下痢原性が回復
した（図 2）。つまり、これらのエフェクター
候補遺伝子の中には、TDH と協調して下痢原
性を示すエフェクターは存在しないことが
明らかとなった。このことから、未同定のエ
フェクターの存在が考えられた。 
 
図２．T3SS2-TDH 依存的な下痢誘導機構に寄
与する T3SS2 エフェクターの検索 

 
(3)新規エフェクターの同定 
 菌の培養上清をプロテオーム解析するこ
とで同定を試みた。培養条件を検討する過程
で、胆汁酸（T3SS2 遺伝子群の発現誘導物質）
の非存在下にもかかわらず、T3SS2 エフェク
ターの培養上清中の分泌量が上昇する変異
株を得ることに成功した。この株の培養上清
のプロテオーム解析を行った結果、新規のエ
フェクター候補、1 遺伝子を得た。この遺伝



子にはアミノ酸配列上、機能を推測できるよ
うなモチーフはなく、機能未知の遺伝子であ
った。 
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