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研究成果の概要（和文）：宿主内におかれた細菌は，宿主内環境を感知して遺伝子発現を変化させ，宿主内の環
境に適応して生存をつづけるとともに，宿主への毒性を変化させて傷害を与えたりする。大腸菌の二成分制御系
の中には，宿主内で活性化して宿主殺傷能を増減する種類が存在した。このうち，EnvZとOmpRにより制御される
遺伝子群の中に，宿主殺傷能を担う種類が存在した。この遺伝子は，未知の毒性因子の細菌内の量を変化させ
て，細菌の宿主への傷害性を調節すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Bacteria under hostile environmental conditions change their gene expression
 with aid of the two-component system (TCS), a bacterial signaling system, to adapt and survive in 
the host. This study identified several genes coding TCS factors acted for regulation of bacterial 
virulence.  EnvZ-OmpR regulated one gene that codes membrane-located protein to enhance host-killing
 activity through altering level of unknown virulence factor in bacteria.  

研究分野： 免疫生化学

キーワード： 自然免疫　感染症　細菌　二成分制御系　宿主

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌感染は他の多くの疾患のリスク因子であり，感染症のみならず全身性の疾患の理解に必須となってきてい
る。また，細菌の中には実験室環境では強い毒性を持たないにもかかわらず，重篤な感染症を引き起こす種類も
存在する。細菌には環境を感知して遺伝子発現を変化させる仕組みがあることから，宿主内で発現変動して毒性
を調節し，細菌も宿主も死なないようにして感染を続ける機構が細菌に備わっている可能性がある。本研究で
は，そのように働く受容体と実行因子遺伝子を同定した。当該受容体を標的として，化合物や天然物，あるいは
承認薬の中から，新たな考えに基づいた医薬品や抗菌商品に繋がるものが見出される可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細菌感染症に関する研究では，宿主が細菌を感知しその生存や増殖を抑制するよう攻撃する，
免疫を誘導する仕組みにこれまで多くの知見が集まっている。一方で，宿主に侵入した細菌も，
宿主内の物質や，生体外と異なる物理化学的環境に接する。細菌が宿主内で生きて感染を続ける
には，免疫による攻撃を回避して宿主環境に適応する必要がある。そのために，細菌には環境を
感知して遺伝子発現を変化させて，宿主内で特有の遺伝子発現様式を持つと考えられる。 
 細菌の遺伝子発現調節を主に担うものとして，二成分制御系と名付けられた情報経路の各種，
RNA 合成酵素のシグマサブユニットの種類の使い分け，さらに近年は，mRNA の安定性や翻訳
効率に影響を与える制御性 RNA の仕組みが明らかにされてきている。研究代表者はこれまでに，
大腸菌 Escherichia coli を細菌として，キイロショウジョウバエ Drosophila meranogaster を宿主
に選び，細菌と宿主の両者に遺伝学の利用できるモデル系を用いて，宿主と接触した細菌の遺伝
子発現変化制御因子の量的変化や活性化状態の変化を網羅的に解析してきた。これまでに感染
症や毒性への寄与が報告されている種類の他に，まだ働きの詳細が調べられていない種類も見
出されてきており，これらの因子とその制御下遺伝子の解析により，感染維持や宿主への毒性を
調節する遺伝子やタンパク質が見出される可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 上述した研究背景と研究代表者のこれまでの成果に基づいて，細菌の遺伝子発現制御系によ
る，宿主との相互応答により宿主免疫を回避して感染成立と維持に働く，あるいは，宿主への毒
性や障害性を発揮する仕組みを明らかにすることを目的とした。そのために，本研究では，これ
までの解析で見出された，宿主に応答する二成分制御系について，感染症との関係のあるものを
探し，さらにその制御下遺伝子群の中から，宿主への感染や毒性の調節に働く遺伝子や遺伝子産
物を同定して，その働きを調べた。また，当該情報経路の活性を変化させる，宿主内の因子を分
離同定することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌標準株とこれを親株とした変異菌株，キイロショウジョウバエ野生型系統と遺伝子発
言変異体を入手あるいは作成した。ショウジョウバエの自然免疫はその基本機構がヒトを含む
哺乳類に進化的に保存されている。また，ショウジョウバエの器官系や各組織には，哺乳類と構
造や細胞機能に共通性のある種類もわかってきており，近年はショウジョウバエを用いた各種
の疾患モデルが報告されてきている。これらのことから，本研究ではショウジョウバエの体腔に
細菌を注入する方法と，細菌を傾向摂取させる方法とを用いて，様々な組織に細菌を存在させる
ようにした。ショウジョウバエの生存率や体内に存在する生菌数を調べるとともに，宿主と細菌
のタンパク質や mRNA レベルから，免疫反応の活性化や細菌の回避機構を調べた。一方，ショ
ウジョウバエの体液を回収してそこに含まれる血球系細胞を分け取り，細菌と免疫細胞とを混
ぜて両者の応答を調べた。また，液性成分を処理して二成分制御系の活性変動を誘導する物質の
性質を調べ，各種の分離方法を用いてその実体を探した。 
 
４．研究成果 
（１）感染調節に働く大腸菌二成分制御系とその制御下遺伝子の解析 
 細菌の環境感知の仕組みである，二成分制御系は２種類のタンパク質から構成される。それら
は，膜型ヒスチジンキナーゼと，転写調節因子であり，それぞれ多数の種類が存在する。また，
グラム陰性細菌である大腸菌の二成分制御系を構成するタンパク質約５０種類がほぼ同定され
ており，病原性細菌を含めた多くのグラム陰性細菌と共通する種類も多い。 
 本研究では，ショウジョウバエ体内で活性化状態の高い二成分制御系を EnvZ-OmpR を含めて
複数種類得て，当該二成分制御系因子をコードする遺伝子の欠損菌株や外来発現株を入手また
は作り，ショウジョウバエの殺傷能力や体内の生菌数を求めた。その結果，宿主殺傷能の亢進に
働くもの，抑制に働くものが新たに見つかった。また，細菌を注入後の宿主内での生菌数はある
条件下で飼育時間の経過に伴い，増大，減少に働く種類の他に，一定となるように働くと考えら
れる結果を示した種類もあった。 
 これまでに，EnvZ-OmpR 制御下遺伝子は数十種類が共同研究者により見出されており，感染
との関係が調べられていない遺伝子も多く含まれる。そこで，envZ 遺伝子と ompR 遺伝子を欠損
させた株に，これらの遺伝子を外来発現させて，欠損時の性質が回復するものを感染実験により
探した。今回の解析で，新たにこの情報経路による宿主殺傷能の亢進を担うと考えられる遺伝子
が見出された。 
 
（２）宿主殺傷能調節因子の機能解析 
 このうち，上記経路の実行因子と見出している遺伝子は，データベース上の配列から膜に局在
すると予想されるタンパク質をコードしている。その遺伝子産物の宿主への働きを，宿主への注



入実験や，体液から取り出した免疫細胞，および，株細胞を用いて解析した。その結果，当該タ
ンパク質そのものには毒性がないと考えられ，また，IMD 経路に発現制御される抗菌ペプチド
産生レベルに影響がないことから自然免疫の液性経路と傷害性とは関係は低く，また，免疫細胞
による貪食殺菌にも影響がないことから細胞性経路とも，宿主殺傷能調節とは関係ないと考え
られた。微生物感染だけでなく，腫瘍形成や両者の組み合わせによっても，免疫経路に活性変動
が生じ傷害への影響がありえることを，研究代表者は共同研究者とともに見つけている。しかし，
本経路はこの場合とは異なる仕組みで傷害を導くと考えられた。つづいて，このタンパク質の欠
損菌株と親菌株について，それぞれの素抽出液を遠心分離して画分の宿主傷害活性を調べたと
ころ，膜成分中に毒性があり，その活性は欠損菌株の方が高いことがわかった。これより，これ
まで見出した情報経路とその実行因子は，未知の毒性成分の細菌存在量を調節することで，宿主
傷害活性に働くと考えられた。 
 
（３）EnvZ-OmpR 経路を活性化する宿主因子 
 本経路を含めた二成分制御系の活性化は次の様に起きる。まず，膜型ヒスチジンキナーゼのリ
ン酸化が生じ，次に，そのリン酸基が転写因子に転移されることで，リン酸化を受けた転写因子
が制御下遺伝子 DNA の転写調節領域に結合できるようになり，転写反応の調節が行われる。そ
こで，FLAG タグとの融合タンパク質としてヒスチジンキナーゼを発現させる大腸菌を準備し，
ショウジョウバエから取り出した体液と混ぜて，その抽出液に含まれるヒスチジンキナーゼを
FLAG を利用して検出できるようにした。リン酸化レベルの解析は，リン酸基補足性の tag を結
合させたゲル電気泳動により，リン酸化体と非リン酸化体を分離することで行なった。その結果， 
ショウジョウバエの体液によりヒスチジンキナーゼがリン酸化し，さらに，体液中の血球細胞成
分を除いても変化しなかったことより，液性成分に含まれるとわかった。続いて，液性成分を加
熱処理，各種の分解酵素や阻害剤で処理してから同様の実験を行なったところ，加熱処理によっ
ても活性はほぼ完全に保たれ，活性を低下させる阻害剤は見つからなかった。そこで，限外ろ過
を行なって液性因子を分離して解析したところ，リン酸化を導く活性は低分子である可能性が
高まった。大腸菌の EnvZ は，ショウジョウバエ体液の液性成分中の小型分子によりリン酸化さ
れると考えられた。 
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