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　多くの細菌は細胞外へ拡散する分子シグナルを生
産、放出し、細胞間の情報伝達を行うシステムを持
っている。放出されたシグナル分子の濃度に応答し、
細胞数を感知する現象は、1994年 Fuqua et al. によ
り発見され、quorum sensing と呼ばれている(16)。
細菌同士の分子シグナルとして使われる物質は、 
autoinducer（AI）と呼ばれる。1970年 Nealson et 

al. により、海洋グラム陰性共生細菌 Vibrio fi scheri 
が AI によって luminescence 生産をコントロールし
ていることが明らかにされた(17)。AI には、グラム
陽性・陰性細菌それぞれに特有な homoserine lac-
tone 誘導体から構成される AI-1 と、種を越えて共
有する furanone 誘導体から構成される AI-2 の２種
類が存在する（図１）(2,4,7)。
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　細菌の共通言語とされているAI-2は、種を超えて互いの細胞数を感知するコミュニケーション言語として知られている。H. pyloriの持

つquorum sensing機構のluxS/AI-2 systemがH. pylori自身への成長因子に直接応答し、AI-2に依存する細胞密度依存的な増殖制御を行っ

ている可能性を検証するため、AI-2を利用した過剰増殖過程を制御する細胞間シグナリングの有無を明らかにしようとした。

　H. pyloriのluxS遺伝子は、ATCC43504のORF HP0105に設計されており、AI-2を生産するとされるS-ribosylhomocysteinaseをコード

する。PCRによりluxS遺伝子を増幅し、pUC4K由来のKMカセットを挿入したpTLKを作製した。これをATCC43504に自然形質転換し

luxS欠損突然変異株のHPT105を作成した。

　野生株とHPT105の増殖曲線を作成したところ、本培養開始時点から36時間までの対数増殖期において、野生株とHPT105の増殖曲線

に明確な差は見られなかった。しかし、いくつかの興味ある知見が得られた。（１）定常期に入り、55時間以降の時点で、HPT105に対し、

野生株は約3倍の傾きで濁度が減少した。つまり、HPT105は長い寿命を持つ細胞が多く存在する。（２）野生株とHPT105の培養液上清

みの添加培養では、野生株の上清みを添加した培養液に明確な濁度の減少見られた。つまり、野生株培養上清には細胞増殖後期の制御を

おこなう物質が含まれている。（３）HPT105は長期培養すると螺旋形状を長時間維持できる。

　AI-2 is well known molecule as the inter-bacterial communication signal which enables the bacteria to co-ordinate their behavior to 
function. We assumed that luxS/AI-2 system　involved in quorum sensing in H. pylori might play an important role to aff ects directly 
to the own growth factor, which would refl ect the cell density-dependent growth regulation. In this study, we showed the inter-
cellular signaling system which regulate over growth phase by AI-2. 
　HP0105, luxS gene of H. pylori which encodes S-ribosylhomocysteinase catalyzes the production of AI-2. The luxS mutant HPT105 
was isolated by allele exchange technique with   luxS disrupted by KM cassette derived from pUC4K, pTLK. 
　There was no apparent growth curve diff erence between wildtype atrain and luxS mutant strain from the beginning of the culture 
until late-log phase, 36 hours. However, some interesting evidences were found through this study. (1)The turbidity co-effi  ciency of 
wild type strain was one third of its HPT105 from 55 hours onwards, which meant luxS mutant lived longer than wildtype strain. (2)
The addition of cell culture supernatant of wildtype strain to the fresh cell culture of HPT105 showed more gentle reduction of 
turbidity than addition of culture supernatant to the wildtype cells. (3) HPT105 cells could maintain spiral form longer even in the 
decline phase.
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　グラム陽性細菌は、AI として oligopeptide を合
成し、ABC 輸 送複合体（ATP-Binding Cassette 
transporter complexes）を介して菌体外に輸送され
る。細胞密度が上昇し、環境中の oligopeptide 濃度
が閾値に達すると、two-component sensory trans-
duction system により oligopeptide が直接細胞表層
にある sensor kinase へ結合することで、response 
regulator のリン酸化を介して病原遺伝子の発現や 
Biofi rm 形成などが行われる(15)。さらに、homology 
検索により、V. harveyi の luxS 遺伝子が S. aureus 
や B. subtilis などのグラム陽性細菌の遺伝子と高い 
homology を持つことから、グラム陽性細菌の luxS 
遺伝子の存在が明らかになった(15)。
　グラム陰性細菌の quorum sensing 機構は、V. 
fi scheri、V. harveyi の機構がよく知られている。
V. fi scheri では、autoinducer 合成酵素（LuxI）によ
って acyl-homoserine lactone（AHL）を合成し、自
由拡散する。細胞密度が高くなるにつれて AI の濃
度が高くなり、AI が閾濃度に達すると、細胞質内
にある LuxR と結合し AI を感知する。AI と AI re-
ceptor（LuxR）は種によって特異的な組み合わせが
あり、同じ AI と AI receptor を持つ種は同様にシ
グナルを感知し、応答する。
　一方 V. harveyi では、AI の生成と感知の違いに
よって２つの  quorum sensing system（AI-1 sys-
tem、AI-2 system）を持ち、同時に細胞密度依存的
に bioluminescence（lux operon）をコントロールす
ることが明らかになっている（図２）。
　AI-1 system を司る AI-1 は acyl-acyl carrier pro-
tein（acyl-ACP）からアシル基部分を S-adenosyl-
methionine.（SAM）の homocysteine へ結合させる
酵素（LuxLM）によって合成される。LuxLM は 
LuxI family と共通の homology は見られないが
LuxI-type の酵素を合成する。AI-1 の感知は two-
component sensor の kinase-response regulator

（LuxN）のリン酸化 / 脱リン酸化によって起こる。
　AI-2 system の AI-2 の生成と吸収の経路は現在の
ところ次のように示されている。一般的な代謝経路
内の methyl 基供与体である S-adenosyl-methionine
（SAM）はmethyl transferase（CheR）によってmeth-
yl 基を転移させ、S-adenosylhomocysteine（SAH）
を合成する。SAHは、nucleosidase（Pfs）によって 
S-ribosylhomocysteine（SRH）に変換され、産物と
してアデノシンを放出する。SRH は、LuxS によっ
て 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione（DPD）と homo-
cysteine を合成し、DPD が AI-2 に変換され、細胞
外へ拡散する。しかし DPD から AI-2 への変換およ
び輸送については解明されていない。さらに細胞外
へ拡散した AI-2 は、Lsr ABC transporter によって
細胞内に輸送、感知される。その吸収は glucose依
存的であることが分かっているが、その制御機構は
未解明である(10)。LuxP は AI-2 と結合し、LuxP-
AI2 複合体を形成する。その後、two-component 
system sensor kinase（LuxQ）とresponse regulator
（LuxN）で感知し、LuxPQ と LuxN から phospho-
transfase である LuxU に伝達し、LuxU は下流の 
response regulator（LuxO）にシグナルを伝達する。 
V. harveyi では Phospho-LuxO は luminescence を
コードする luxCDABE operon（lux operon）を抑制
する。一方、lux operon の転写は LuxRによって活
性化し、luminescence を生成する。この V. harveyi 
の機構を利用して、1990年代初めから多くの異なっ
た細菌種で luxIのhomolog が発見され、V. fi cheri 
の luxI/luxR-type quorum sensing system が細菌
の cell-to-cell communication の概念となった (15,25)。
さらに、グラム陽性細菌とグラム陰性細菌の両方に
見られる luxS 遺伝子の homolog は、V. harveyiの
bioluminescence biosensor を用いて検出が試みら
れてきた(17)が、E. coli、S. typhimurium、H. pylori、
V. cholerae、S. aureus、B. subtilis などの細菌で種

図１　代表的なautoinducer　(AI) 図２　V.harveyiのQuorum-sensing機構
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を超えた共通の言語とされている AI-2 の生産が明
らかにされた(14)こともその一例である。
　H. pylori ATCC43504 のゲノムには、quorum 
sensing 系に関与する acylhomoserinelactone syn-
thase のコード遺伝子 luxIRのhomolog は検出でき
ないが、AI-2 を生産するとされる S-ribosylhomo-
cysteinase をコードする luxS 遺伝子の homolog が、
ORF HP0105 に設計されていることが1999年、
Surette et al. により発見された(21)。その後、2000年
にElizabeth et al. らが V.harveyi（BB170（AI-1 sen-
sor－、AI-2 sensor＋）、BB886（AI-1 sensor＋、AI-2 
sensor－））を用いて H. pylori の培養上清と S. typh-
imurium の培養液上清を bioluminescence assay で
比較した結果、AI-2 のみを生産することが明らか
になった(6)。つまり H. pylori は、他の細菌種と cell-
to-cell communication を行う AI-2 シグナル分子を
有していることになる。しかし、AI-2 のシグナル
伝達に必要な特異的なタンパク質（LuxNQ）の ho-
mology 検索では高い相同性は見られず、AI-2 を取
り込み、転写制御を行う遺伝子も発見されていない。
したがって、H. pylori の luxS が他の細菌と同等な
機能を持っているかどうかは不明である。H. pylori 
の AI-2 のシグナル分子活性は、細胞密度依存的に
log-phase（対数増殖期）から stationary-phase（定
常期）にかけて最も高まり、定常期後期から de-
cline-phase（減退期）にかけて減少することが報告
されている(13)。その他の知見としては、luxS を破壊
による AIｰ2 生成の減少を始め、fl aA 発現の欠如(12)、
Swarm 能の低下(11)などが報告されている。
　E. coli の luxS 欠損株を用いた実験により、luxS 
/ AI-2 の system によって細胞分裂、運動性、代謝、
病原性、typeⅢの遺伝子発現などが制御される、と
いう報告がある(3,19,23)。つまり luxS / AI-2 system は、
細胞分裂とそれに伴う細胞増殖に関与し、AI-2 が
細胞分裂を停止させるシグナルの一つとなっている
可能性はないだろうか。
　多くの細菌において、quorum sensing 機構によ
り growth-phase の移行が起こると立証されてきた
(20)。E. coli は、growth-phase における対数増殖期
から定常期への変化に伴って細胞分裂に関連する形
態変化や基本的な cell cycle に重要な代謝変化及び
定常期特異的遺伝子の発現を共同させている。主に
定常期に入ると細胞密度変化に応答し、sigma fac-
tor である RpoS の存在により、細胞密度増加やべ

ん毛の減少、細胞の凝集、ヌクレオシド緊密化、細
胞壁組成変化、貯蔵物質の蓄積などがみられ(8,20)、
rpoS を欠損させることで細胞密度増加の抑制、定
常期特異的遺伝子発現の制御、べん毛形成の抑制制
御を起こすことが報告されている(1,3,22)。また、中隔
形成に関与する cell division 関与遺伝子 (ftsQA) は、
growth-phase に依存して２種類の promoter（pro-
moter1（P1）、promoter（P2））によって転写制御さ
れている。P1 は growth-rate を制御する“gear box”
に属する rpoS-stimulate promoter で、P2 は luxR 
family 遺伝子  (sdiA)  の  sdiA-stimulate promoter で
ある。SdiAの活性は quorum sensing の AI（N-acyl-
homoserine lactone）によって増強される。細胞密
度が低い場合には、P1、P2 から一定レベル転写さ
れるが、対数増殖期中期に入ると P1 からの転写の
誘導が増加し始める。さらに定常期に入り細胞密度
が高くなると、P1 からの転写は一定になり、AI の
増加に伴って SdiA 依存の P2 の転写活性も増加し、
P1 からの ftsQA の発現を制御する。E. coli におい
て RpoS および SdiA は、異なった環境や物理的変
化によって cell division 遺伝子 (ftsQA) の転写制御
をコントロールし、定常期へ進行させる二峰性のメ
カニズムの存在も示唆されている(5)。一般的に P1 は、
定常期での遺伝子発現を制御するための sigma fac-
tor であることが証明されており、P2 のような AI 
依存 promoter の成長遺伝子の制御に関与は、細胞
増殖過程においても重要な因子となる可能性がある。
　H. pylori において、E. coli の RpoS のような対数
増殖期から定常期へのスイッチングを行う sigma 
factor の存在は不明であり、homology 検索でも高
い相同性は見られない。さらに、対数増殖期から定
常期への移行機構も不明である。しかし、定常期後
期、死滅期にかけて、spiral から coccoid への細胞
形態変化(9)やべん毛の減少、運動能低下などの生理
的変化が起こっている(11)。したがって H. pylori で
は、細胞密度変化が直接、対数増殖期から定常期へ
の移行をコントロールし、その細胞密度をコントロ
ールしているとされる quorum sensing 系関与遺伝
子luxSが直接細胞増殖に影響を与えていることが考
えられる。
　そこで本研究では、RpoS が存在しない H. pylori 
において、胃内環境に適応し長期にわたって形態変
化や生理的変化をせず持続感染するために、luxS 
が生産する AI-2 が細胞分裂を停止させる等の成長
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因子に直接応答し、AI-2 に依存する細胞密度依存
的な増殖制御を行っていると仮定し、AI-2 を利用
した過剰増殖過程を制御する細胞間シグナリングの
有無を明らかにしようとした。

材料及び方法
使用菌株及び培養条件：H. pylori　ATCC43504 を
野生株として用いた。培養には Brucella 培地に３％
非動化馬血清、AmphotericinB ２μg/ml 及びVan-
comycin 10μg/ml を加え、微好気条件下（CO2 %、
N285%、O2５%）で、37℃で培養した。必要に応じ
て25μg/mlのkanamycin を添加した。遺伝子操作
に用いた菌株およびプラスミドは表１に示した。

luxS 変異株の作成および同定方法：H. pylori 
ATCC43504 の染色体 DNA を鋳型とし、GoTaq 
Flexi DNA polymerase（Promega）を用いて PCR（95
℃ 30sec、50℃１min、72℃１min、35cycle）を行

った。HP0105（luxS）の上流 366bp および下流
261bpを含む1145bp）DNA 断片を pGEM-T vector
（Promega、3000bp）に挿入し、pTL4 を作製した。
pTL4 の Sal I 切 断 部 位 を T4 DNA polymerase
（TOYOBO）で平滑化し、pTLS を作製した。pTLS 
の luxS 挿入部分から primer（lux invert F，lux in-
vert R）を用い invert PCR（95℃　30sec、　50℃　
1min 30sec、72℃　5min、35cycle）で増幅した。
得られた 4145bp の PCR 産物を用い、primerに設計
した Sal I 部位を切断した。さらに、pUC4K から 
Sal I KM カセットを取り出し、ligation を行い、
luxS 遺伝子破壊を行ったものを pTLK1、pTLK10
とした（図３）。ATCC43504 と pTLK1 を接触させ、

自然形質転換を行った。KM 添加 Brucella 培地に生
育した菌株を分離し、ECL direct nucleic acid la-
beling and detection system（Amersham）を用い
て southern hybridization および PCR で変異株を同
定した。
H. pylori の経過的増殖変化測定法：Brucella 培地 
20ml に前培養液を OD6000.1 になるように添加した。
微好気条件下 37℃、0.8min－１で振とう培養を行っ
た。本培養開始（０時間）の後、６時間時間経過毎
に OD600 を測定し、Colony forming unit（CFU）法
を用いて生菌数を計測した。
ATCC43504 及び HPT105 培養液上清みの添加培
養における経過的増殖変化測定法：前培養液添加し
OD6000.1 としたものを微好気条件下 37℃、0.8min－１

で振とう培養した。本培養開始後、０時間、24時間、
42時間、135時間経過した時点で培養液を回収し、
８krpm、４℃、10分間遠心し、cell をすべて取り
除き上清みを精製した。この上清に前培養液を加え
OD6000.1 とし、微好気条件下 37℃、0.8min－１で振と
う培養を行った。本培養開始（０時間）の後、24時
間以降は６時間ごとにCFUを計測した。
培養時間および培養上清添加による形態変化：形態
観察には、暗視野顕微鏡 OLYMPUS BX50 および
光学顕微鏡 OLYMPUS CH40 を用いて CCD で撮
影・記録した。

結果
luxS 欠損突然変異株の同定：pTLK1（luxS:;KM）を野
生株 ATCC43504 に自然形質転換し、KM 培地に成育し
たものを HPT105 とし、ATCC43504 と HPT105の PCR 
および Southern hybridization により確認を行った。
PCR では、野生株より KM カセット挿入分の 1.2kb 大
きな DNA 断片が確認された（図４）。
H. pylori の経過的増殖変化：野生株と HPT105 を培養

表１　菌株及びプラスミド

表２　PCRに使用したprimer sequences

図３　H．pyloriのKM遺伝子挿入による
 luxS 遺伝子破壊
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した結果、本培養開始時点から36時間までの対数増殖

期において、野生株と HPT105 の増殖曲線に明確な差
は見られなかった（図５a）。しかし定常期に入り、55

時間以降の時点で、野生株と HPT105 に濁度変化が見
られたため、36時間経過以降の変化を近似曲線で比較

したとこ、HPT105がy=--0.0057x+1.0632 に対し、野生
株は y=--0.0162x+0.8787 と約３倍の傾きで濁度が減少し
た（図５b）。

上清みの添加培養における経過的増殖変化：野生株と 
HPT105 に野生株の上清みを添加し156時間培養した結
果、野生株に培養上清を添加した場合は、培養上清調
整時の時間に関わらず未添加培養と類似の増殖曲線を

示した（図６a）。一方 HPT105 に野生株の培養上清を
添加した場合は、本培養開始して42時間以降から、明
確な差が生じた。培養上清未添加培養と24時間の上清
みを添加した培養②では増殖曲線が近似し、次いで135

時間の培養上清添加した培養④、42時間の培養上清添
加した培養③となった（図６b）。つまり、関係としては、
①≒②＞④＞③と推測される。

増殖後期における形態変化：野生株と HPT105 におい
て細胞増殖後期の菌体を比較すると、本培養開始４日

以降から、野生株では coccoid や螺旋数が多く長い細胞
が見られたのに対し、HPT105 では正常螺旋形の割合
が多く観察された（図７）。

考察 
　H. pylori は胃三大疾患の原因菌であり、その持
続感染能力は胃疾患に大きな影響を与えている。持
続感染に重要な因子として細胞数を感知するコミュ
ニケーション能力が挙げられる。細菌は quorum 
sensing により、自身の細胞数をコントロールする
だけでなく、それに付随し、定常期特異的遺伝子の
発現や形態変化、代謝変化がおきる。Quorum 
sensing 機構の１つである、菌非特異的な luxS/AI-2 
system は、細菌叢において自分の種の生存を高め
るための応答機構と考えられている。
　本研究では、H. pylori の Quorum sensing  系関
与遺伝子である luxS を欠損させた luxS 欠損突然変
異株、HPT105 を作成した。luxS が欠損することに
よって H. pylori 自身の成長因子に何らかの影響を
及ぼし、それに伴って経過的増殖に変化が見られる
と考えた。この変異株を野生株 ATCC43504 と比較
することにより、菌種非特異的な AI-2 の胃環境内
で H. pylori の持続感染への影響を解明できると推
測し、実験を行った。
　野生株と HPT105 の増殖過程の比較では、対数増
殖期後期から定常期にかけて生菌数の差は見られず、
濁度にのみ差が見られた。増殖曲線を近似曲線で比
較すると HPT105 と比較して野生株は、本培養開始
から55時間以降に約３倍の傾きで濁度が減少した。
これは、HPT105 と比較して野生株が細胞増殖後期
において菌体の溶解など、死滅期特有の現象を先に
起こしていると推察される。また生菌数に差が見ら

図６　野生株培養上清添加時の経時的増殖変化

図４　luxS欠損変異株のPCRによる同定

図５　ATCC43504とHPT105の経時的増殖変化と
近似曲線(OD600)の比較

図７　細胞増殖経過と形態変化
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れなかったのは、植菌時における HPT105 の状態や
菌液を希釈する作業の不均一さが増殖曲線に現れた
可能性が高い。もしくは、細胞増殖後期において液
体培地には生存できるが、固体培地には生存できな
い成育不良細胞の出現の可能性もある。
　野生株及び HPT105 培養液上清み添加培養の結果
から、H. pylori の野生株の上清みには自身の増殖
を阻害する物質が含まれていることが明らかとなっ
た。さらに増殖阻害の影響度合は H. pylori の AI-2 
の growth-phase 特異的活性に依存しており、AI-2 
の分子活性が最も高い対数増殖後期の上清みが最も
増殖を阻害することが推察された。
　以上の研究を通して、HPT105 における経過的増
殖過程は、quorum sensing 系分子 AI-2 により制御
されていること、及び AI-2 を分泌、感知、応答す
る機構の存在が示唆された。H. pylori において、
菌種特異的な AI-1 の存在は見られない。しかし、
菌種非特異的な AI-2 を介して環境中での自身の細
胞濃度を感知するとともに、環境内に存在する細菌
叢全体で自身のおかれている状況を察知、応答して
いるとするならば AI-1 の存在の必要性は低いと考
えられる。胃の粘膜に定着する特定の種である H. 
pylori が AI-1 でなく AI-2 の機能を得たのは、自身
の定着を永続させるためだけでなく、まだ知られて
いない胃環境内に存在する他のターゲットもしくは
ヒトの免疫機構に瞬時に応答する能力、それに伴い
病原遺伝子の発現や Biofi rm 形成などを引き起こし、
胃環境内を変化させる能力を持つためではないかと
推察する。
　AI-2 を感知する機構の分子レベルでの解析及び 
AI-2 分子を活性化する転写活性因子を明らかにす
ることは、H. pylori の持続感染、発病機構のメカ
ニズムの解明に寄与するところが大きく、解明され
るべき課題である。今後、AI-2 の発現に影響する
遺伝子発現の解明等が必要である。
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