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研究成果の概要（和文）：百日咳はワクチンで予防可能な疾病として知られているが，近年ではワクチンの効果
がない例が認められている。また百日咳の主症状である咳の発作もどのようなメカニズムで引き起こされるのか
明らかになっていない。本研究ではワクチンを含めた抗百日咳薬を開発するための分子基盤を確立するために，
百日咳菌が産生する病原因子のひとつであるBopCと呼ばれるタンパク質の機能解析を行った。その結果，BopCは
哺乳類細胞の細胞骨格を司るアクチンと呼ばれるタンパク質の重合依存的に哺乳類細胞に細胞死を誘導すること
が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Whooping cough is largely known as a vaccine preventable disease. However, 
there are many examples that children who were vaccinated have typical symptoms of whooping cough, 
meaning Bordetella pertussis, which is a causative agent of whooping cough, is obtaining resistance 
against the vaccine. It is also largely unknown the molecular mechanisms how B. pertussis cause the 
severe coughing. In the present study, we investigated the function of BopC, which is one of the 
virulence factors produced by Bordetella, during the bacterial infection. Our results suggest that 
BopC induce cell death against mammalian cells in the actin polymerization-dependent manner.  

研究分野： 医科細菌学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 百日咳菌を含むボルデテラ属細菌は宿主
の気道に感染する菌であるが病原性大腸菌
O157 やサルモネラと同様に病原因子分泌装
置である III型分泌装置を有している。III型
分泌装置より分泌される因子はエフェクタ
ーと呼ばれ病原性に重要な役割を果すこと
が知られている。ボルデテラ属細菌のエフェ
クターとして BteA が同定されているが，そ
の機能については十分な解析がなされてい
ない。 
(2)百日咳はワクチンにより予防可能な病気
の一つと捉えられているが，近年は成人患者
の増加が認められるとともに，ワクチン耐性
の百日咳菌の流行が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
	 百日咳は激しい咳発作が主な症状として
挙げられるが，既存の咳止め薬は効果がなく，
また咳発作を呈している時に抗生剤を投与
しても，菌は死滅するが咳発作を止めること
は不可能である。百日咳菌による咳発作がい
ずれの病原因子によって引き起こされるか
も不明である。さらに近年の報告では市中に
流行している百日咳菌臨床分離株がワクチ
ン標準化部と比較して，エフェクターである
BteA の産生量が有意に高いことが示されて
いる。このことは BteA がワクチン耐性に関
与していることを示唆している。以上のこと
から，百日咳菌がどのようにヒトの気道に定
着し，咳発作を惹起させているのかを分子レ
ベルで明らかにし，新規の抗百日咳開発ある
いはワクチン耐性機構解明のための分子基
盤の構築を目的とし，本研究では特にエフェ
クターである BteA に注目して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)百日咳菌の類縁菌である気管支敗血症菌
を感染させたラット肺上皮由来細胞 L2 の形
態変化の経時的観察	
	 これまでに BteA 依存的にボルデテラ属細
菌が L2 などの哺乳類培養細胞の細胞死を誘
導することが明らかになっており，また基底
に付着していた細胞は BteA 依存的に核の凝
縮，細胞質の収縮，基底からの剥離が誘導さ
れることも明らかになっていた。感染過程に
おいて哺乳類細胞にどのような形態変化が
誘導されるのかをより詳細に解析するため
に細胞培養用チャンバーと CCD カメラを備え
た共焦点レーザー顕微鏡のシステムを用い
た。	
	
(2)細胞膜の破壊を伴う細胞死の解析	
	 BteA は膜破壊を伴う細胞死を哺乳類細胞
に誘導することが明らかにされている。本研
究において細胞死が誘導されたか否かを解
析するために，哺乳類細胞の細胞外培養液中
に遊離した乳酸脱水素酵素の量を測定する
キットを使用した。	
	

(3)組換えタンパク質の精製	
	 BteA の分子内の相互作用の解析を行うた
めに，ヒスチジンタグあるいは Halo タグを
付与した部分欠失型 BteA を大腸菌内で産生
させ，精製した。	
	
(4)貪食細胞に取り込まれた菌数の測定	
	 ボルデテラ属細菌の様々な菌株が樹状細
胞などの貪食細胞に貪食される量を測定す
るために，ゲンタマイシンプロテクション試
験を行なった。さらに感染させた貪食細胞を
固定し，菌とアクチンを蛍光染色後，蛍光顕
微鏡で撮影した写真をデコンボリューショ
ンソフトを用いて解析し，細胞内に取り込ま
れた菌の割合を算出した。	
	 	
４．研究成果	
(1)ボルデテラ属細菌は BteA 依存的に哺乳類
細胞に葉状突起の形成を誘導する。	
	 気管支敗血症菌の野生株を L2 細胞に感染
させたところ感染 1時間後に細胞質が収縮し，
その後，葉状突起の形成を伴う細胞伸展が誘
導され，細胞膜が破壊されることが明らかに
なった。一方で BteA を欠損する変異株を感
染させた場合にはそのような形態変化は認
められなかった。本研究結果より，BteA 依存
的に哺乳類細胞に葉状突起の形成が誘導さ
れることが明らかになった。	
	
(2)BteA 依存的な哺乳類細胞の細胞死はアク
チン重合依存的である。	
	 L2 細胞をアクチン重合阻害剤であるサイ
トカラシン Dにより処理し，その後，気管支
敗血症菌を感染させたところ，L2 細胞に細胞
死や形態変化の誘導が有意に阻害された（図
1）。このことから BteA 依存的な細胞死や形
態変化のはアクチン重合依存的に誘導され
ることが強く示唆された。これまでにアクチ
ン重合依存的に細胞死が誘導されるという
報告はほとんど存在せず，細胞死に関わる新
たなシグナル伝達経路の存在が示唆された。	
	

図 1.	サイトカラシン Dによる細胞死の阻害	
	
(3)BteA の N 末端側 200 アミノ酸領域は細胞
死の誘導に必須ではない。	
	 BteA のいずれの領域が哺乳類細胞に対す
る細胞死の誘導に必要であるのか解析する

Figure2 Click here to download Figure Fig2.eps 



ために，様々な部分欠失変異体を哺乳類細胞
内で産生させ，細胞死が誘導されるかを調べ
た。その結果，N 末端側の 200 アミノ酸を欠
失した BteA も哺乳類細胞に細胞死を誘導す
ることが明らかになった。	
	
(4)BteA の N 末端領域と C 末端領域は異なる
機能をコードしている。	
	 BteA の N 末端側領域(1	–	312	aa)と C 末端
側領域（313	–	658	aa）をそれぞれコードす
る DNA を哺乳類細胞内で産生させるためのプ
ラスミドを作製した。それぞれのプラスミド
を単独で哺乳類細胞に導入しても細胞死は
誘導されなかった。一方でそれらのプラスミ
ドを混合し，哺乳類細胞内で N 末端領域と C
末端領域を別々のオリゴペプチドとして産
生させたところ，BteA 全長を産生させた場合
と同様に哺乳類細胞に細胞死を誘導するこ
とが明らかになった。	
	
(5)BteA の N 末端側と C 末端側は相互作用す
る。	
	 大腸菌より精製した BteA の N 末端側の領
域と C末端側の領域を試験管内で混合した後
にプルダウンアッセイを行ったところ，N 末
端側は C末端側とともに沈降したことから相
互作用していることが示唆された。また C末
端側同士もプルダウンされたことから相互
作用していることが示唆された。	
	
（6）BteA は貪食細胞の貪食運動を阻害する。	
	 BteA が感染においてどのような役割を果
たしているのか手がかりをつかむために，マ
クロファージや樹状細胞などの貪食細胞に
菌を感染させ，BteA が貪食運動に関与してい
るかを調べた。気管支敗血症菌の野生株をマ
ウスマクロファージ細胞株 J774A.1 やマウス
樹状細胞株 DC2.4 に感染させた場合の細胞内
に取り込まれる菌数は，BteA 欠損株を感染さ
せた場合と比較して，有意に低かった。この
ことから BteA が貪食運動を阻害しているこ
とが示唆された。	
	
（7）今後の展望	
	 我々はこれまでに百日咳菌の流行株が，ワ
クチン生産に用いられている標準株と比較
して BteA の産生量が有意に高いことを示し
ている。このことは，近年問題となっている
百日咳菌のワクチン耐性と BteA が関与して
いることを示唆している。BteA の感染におけ
る機能や役割をより詳細に解析することに
より，ワクチン耐性機構解明の手がかりをつ
かめる可能性がある。	
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