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研究成果の概要（和文）：食中毒菌である腸炎ビブリオの感染細胞に対する細胞毒性には3型分泌装置1
（T3SS1）が重要である。本研究では腸炎ビブリオのT3SS1エフェクターについて、その細胞内局在および毒性発
現機構の解析を行った。VopSのAMP化活性部位変異体を培養細胞に発現させると、依然として細胞形態の変化が
誘導された。VopSのN末側形質膜局在ドメインのみでは毒性はみられないが、N末側の形質膜局在ドメインの欠失
によりこの細胞形態変化は消失した。本研究より、VopSによるAMP化非依存的な毒性機構の存在が示唆され、こ
の毒性には形質膜局在が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Vibrio parahaemolyticus, a seafood-borne pathogen, elicits cytotoxicity in a
 manner dependent on its type III secretion system 1 (T3SS1). In this study, intracellular 
localization and toxicity of T3SS1-effectors of V. parahaemolyticus were analyzed. Expression of 
AMPlyation-inactive mutants of VopS in HeLa cells still induced cell morphological changes. Although
 an N-terminal plasma membrane-localizing domain of VopS alone did not induced cell morphological 
changes, the deletion of the N-terminal domain in VopS AMPlyation-inactive mutants impaired the 
toxicity. These results suggested that VopS exhibits AMPlyation-independent toxicity inside host 
cells, which is required for the localization to the plasma membrane.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
腸炎ビブリオは主要な食中毒原因菌であ

る。また、本菌による腸管外感染（創傷感染、
敗血症）の事例も報告されている。本菌の病
原因子として、耐熱性溶血毒と 2 セットの 3
型分泌装置（type III secretion system; 
T3SS1 と T3SS2）が重要であると考えられて
いる。腸炎ビブリオを哺乳類細胞に感染させ
ると数時間内で感染細胞の形態変化を生じ
るとともに、カスパーゼ非依存的な細胞死を
誘導する。この細胞毒性は T3SS1 を欠失した
腸炎ビブリオの感染ではみとめられないこ
とから、T3SS1 依存的であることが分かって
いる。 
T3SS はグラム陰性細菌のタンパク質分泌

装置の一種であり、細菌は T3SS を介してエ
フェクターと呼称される自らのタンパク質
を宿主細胞の中に直接注入できる。腸炎ビブ
リオの細胞毒性に重要なT3SS1エフェクター
として、これまでに VepA、VopS が同定され
ている。VepA は単独で培養細胞に細胞死を誘
導するエフェクターであり、酵母に対しても
毒性（増殖阻害活性）を示す。VepA の宿主側
標的因子として V-ATPase の V0ドメイン cサ
ブユニット（V0c）が同定されており、VepA
は宿主細胞内で V-ATPase が多く存在するリ
ソソームに局在し、結果としてリソソーム膜
透過を誘導すると考えられている。一方、
VopS は腸炎ビブリオ感染時の宿主細胞の形
態変化に寄与するエフェクターである。VopS
は AMP 化活性を有し、Rho ファミリーG タン
パク質に AMP を付加（AMP 化）することで不
活性化し、細胞の形態変化を誘導することが
報告されている。また、VopS を宿主細胞内で
発現させると形質膜に局在する。しかしなが
ら、これら T3SS1 エフェクターの作用機序に
は不明な点も多く、腸炎ビブリオの T3SS1 に
よる細胞毒性機構も未だ詳らかでない。 
 

２．研究の目的 
病原細菌の T3SS により注入されたエフェ

クター群は宿主細胞内で宿主側因子に作用
して機能を発揮し、その結果、病変が誘導さ
れる。すなわち、腸炎ビブリオの T3SS1 によ
る細胞毒性機構を理解する上で、T3SS1 エフ
ェクターの作用機序の解明が重要となると
考えられる。本研究では T3SS1 エフェクター
分子の構成およびその作用メカニズムを解
析することで、腸炎ビブリオの T3SS1 による
細胞毒性機構の理解に寄与することを目的
とした。また、感染細胞内において VepA は
リソソーム、VopS は形質膜にそれぞれ局在す
る。これらの局在化に必要な最小領域を利
用して、タンパク質の選択的なターゲティ
ングを試みる。 
 
３．研究の方法 
(1)酵母を用いた VepA 分子の構成の解析 
遺伝子操作が容易な酵母を宿主として用

いる。種々の VepA 変異体を作製し、酵母に

発現させて増殖を評価することで、その増殖
阻害活性を検討する。 
 
(2)培養細胞を用いた VepA の解析 
①上記(1)で作製した変異体について、培養
細胞（HeLa 細胞）に発現させ、その毒性を評
価する。またそれらの精製タンパク質を導入
し、細胞毒性を評価する。 
②上記(1)で作製した変異体について、培養
細胞でのGFP融合体の発現または感染細胞の
分画により、培養細胞内での局在を評価する
ことにより、VepA のリソソーム局在部位を検
討する。 
 
(3)VopS の形質膜局在化およびその毒性の解
析 
①VopS のトランケート体を作製し、培養細胞
に発現させてその局在を解析することで、
VopS の形質膜局在化に必要な領域を評価す
る。 
②VopS に結合する宿主側因子を探索し、その
毒性・局在への寄与を検討する。 
③VopS の形質膜局在領域の有無における細
胞形態変化誘導能を検討する。 
 

(4)VopS の AMP 化不活性変異体による細胞形
態変化の解析 
①VopS の AMP 化不活性変異体について、トラ
ンケート体を作製する。それらを培養細胞に
発現させ、細胞形態の変化を評価することで、
VopSのAMP化不活性変異体による細胞形態変
化に寄与する部位を特定する。 
②上記（3）②と同様に、VopS の AMP 化不活
性変異体に結合する宿主側因子を探索し、そ
の毒性への寄与を検討する。 
 
(5)エフェクターの局在化領域を用いた、細
胞内でのタンパク質選択的ターゲティング
の試行 
T3SS1 エフェクターの局在化に必要な最小

領域を他のタンパク質に付加することで、細
胞内でのタンパク質の選択的ターゲティン
グを試みる。VepA、VopS の局在化に必要な最
小領域を探索し、GFP などに付与することで
細胞内での局在を具現化できるかどうかを
検討する。 
 
４．研究成果 
(1)酵母を用いた VepA 分子の構成の解析 
VepA のトランケート体を作製し、酵母に

発現させて毒性を評価したところ、C 末端側
の欠失体では毒性が消失する一方で、VepA 
の分泌シグナルおよび T3SS シャペロン VecA
結合部位である N末端側 100アミノ酸までの
欠失体は毒性に影響しなかった。しかし、N
末端側をさらに欠失させた変異体では酵母
に対する毒性が低下した。また、酵母に対す
る毒性を指標にして VepA の１アミノ酸置換
無毒性変異体を探索したものの、取得には至
らなかった。 



(2)培養細胞を用いた VepA の解析 
 培養細胞（HeLa 細胞）に VepA のトランケ
ート体を発現させ、その毒性および細胞内局
在を観察した。酵母への増殖阻害活性を失活
した変異体はいずれも培養細胞に毒性を示
さず、細胞内で細胞質に拡散しており、リソ
ソームへの局在は認められなかった。 
これらの結果から、VepA の毒性（培養細胞

および酵母に対する）とリソソームへの局在
化は相関しており、VepA のリソソーム局在は
VepA 内の部分領域に依らず、特定のドメイン
を規定できない可能性が考えられた。 
 
(3)VopS の形質膜局在化およびその毒性の解
析 
VopS は宿主細胞内で形質膜に局在してい

ることから、トランケート体を作製し、培養
細胞に発現させて局在を評価することで、形
質膜局在に必要なN末端側の領域の絞り込み
を行った。また、VopS の形質膜局在化により、
標的となる活性型 Rho ファミリーG タンパク
質（形質膜上に存在する）へのアクセスに有
利に働き、毒性発揮に有利となる可能性を検
討したが、VopS による細胞形態変化の誘導に
おける形質膜局在化よる影響はみとめられ
なかった。VopSの新規の標的候補としてVopS
に結合する宿主側タンパク質を探索したが、
細胞への毒性発現、形質膜局在化に関与する
ような新規の因子は同定できなかった。これ
らの解析の過程で、VopS の AMP 化不活性変異
体による細胞形態変化を見出し、次項(4)に
おいて解析を行った。 
 
(4)VopS の AMP 化不活性変異体による細胞形
態変化の解析 
VopS の AMP 化不活性変異体について、細胞

形態変化に必要な領域を探索するために、ト
ランケート体を作製し、培養細胞に発現させ
ることで細胞形態の変化を観察した。VopS の
AMP化不活性変異体はwild-typeのVopSと同
様に形質膜に局在したが、形質膜局在化領域
を欠失することで細胞形態変化が誘導され
なくなった（図１）。 
 
 
 
 
 
 図１ VopS AMP 化不活性変異体による細胞
形態の変化 

  コントロール HeLa 細胞（左）、VopS の
AMP化不活性変異体を発現させたHeLa細胞
（中）、形質膜局在流域を欠失させた AMP
化不活性変異体を発現する HeLa 細胞（右）
をそれぞれアクチン染色した。 

 
形質膜局在領域のみでは細胞形態の変化は
誘導されないことから、VopS の AMP 化不活性
変異体の毒性発現は形質膜局在に依存的で
あり、C 末側の領域が形質膜へ局在し機能を

発揮する必要があると考えられた。これらの
結果から、VopS による AMP 化非依存的、形質
膜局在依存的な細胞毒性機構の存在が示唆
された。 
 

(5)エフェクターの局在化領域を用いた、細
胞内でのタンパク質選択的ターゲティング
の試行 
上述のように、VepA の無毒かつリソソーム

に局在する領域は特定できなかった。一方で、
VopS の形質膜局在化領域は単独では細胞に
毒性がみとめられないことから、この領域を
用いて、他のタンパク質の選択的ターゲティ
ングを試行した。GFP タンパク質などに VopS
の形質膜局在領域を融合させ、HeLa 細胞内に
おける局在を観察することで、他のタンパク
質を形質膜に送達可能であることを確認し
た。 
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