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 バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス の 発 展 に よ り 、生 体 内 で 発 現 す る

病 原 体 遺 伝 子 の 網 羅 的 同 定 技 術 が 次 々 と 開 発 さ れ て い る 。し か し 、

同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 生 体 内 に お け る 真 の 機 能 や 、そ の 感 染 に お け

る 役 割 の 解 明 は 未 だ 不 可 能 で あ る 。 そ こ で 本 研 究 で は こ れ を 可 能

に す る た め に 、 バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス と 感 染 実 験 を 融 合 さ

せ た 、新 規 病 原 遺 伝 子 網 羅 的 同 定 法 I d e n t i f i c a t i o n  o f  S p e c i f i c  g e n e s  

u s i n g  a  L i b r a r y  o f  A v i r u l e n t  P h e n o t y p e s  ( I S L A P )法 を 開 発 し 、 Vi b r i o  

v u l n i f i c u s  (以 下 V.  v u l n i f i c u s )  の 生 体 内 増 殖 機 構 の 解 明 を 試 み た 。 

 

第 1 章  V.  v u l n i f i c u s は 、腸 管 内 増 殖 に お い て F u m a r a t e  a n d  n i t r a t e  

r e d u c t i o n  r e g u l a t o r y  p r o t e i n  ( F N R )  を 必 要 と す る 。  

V.  v u l n i f i c u s の 経 口 感 染 に お い て 、 主 要 増 殖 部 位 が 腸 管 内 で あ

る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 す な わ ち 大 気 中  ( 酸 素 濃 度

8 . 0 6 m M )  に あ っ た 食 物 と 共 に 摂 取 さ れ た V.  v u l n i f i c u s は 、 腸 管  

(酸 素 濃 度 1 . 0～ 1 . 3 m M )  に お い て 急 激 な 酸 素 濃 度 の 減 少 に 適 応 し

な け れ ば な ら な い 。 そ こ で 第 1 章 で は 、 本 菌 の 持 つ 低 酸 素 環 境 へ

の 適 応 機 構 と 腸 管 内 増 殖 の 関 係 性 の 解 明 と 同 時 に 、 V.  v u l n i f i c u s

に お け る 選 択 的 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 技 術 や 感 染 実 験 技 術 な ど の

基 礎 的 手 法 の 習 得 を 目 指 し た 。  

低 酸 素 環 境 へ の 適 応 に 重 要 な タ ン パ ク 質 と し て 、 菌 の 代 謝 機 構

を 好 気 呼 吸 か ら 嫌 気 呼 吸 へ と ス イ ッ チ さ せ る F N R が 知 ら れ て い

る 。 そ こ で 、 相 同 組 み 換 え を 利 用 し て 、 F N R 遺 伝 子  ( f n r )と エ リ

ス ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 置 換 し た 株  ( f n r : : e r m )  の 作 製 に 成 功

し た 。野 生 株  ( W T）と f n r : : e r m の 好 気 培 養 お よ び 嫌 気 培 養 下 で の

増 殖 性 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 f n r : : e r m の 増 殖 性 は 嫌 気 培 養 下 で



の み W T よ り も 低 下 し た 。次 に 、f n r が 腸 管 内 増 殖 に 必 要 か 否 か 調

査 す る た め に W T と f n r : : e r m を 1  :  1 で 混 合 し て 、マ ウ ス 腸 管 ル ー

プ 内 に 接 種 し て 、 1 0 時 間 後 の 生 菌 数 の 存 在 比 を 観 察 し た 結 果 、

W T と f n r : : e r m の 存 在 比 は 、 2 . 6  :  1 と な り 、W T と f n r : : e r m の 間 に

競 合 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 V.  v u l n i f i c u s が 腸 管 内 増

殖 に F N R を 必 要 と す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

第 2 章 で は 、 本 章 で 習 得 し た V.  v u l n i f i c u s に お け る 遺 伝 子 操 作

技 術 、生 体 を 用 い た 感 染 実 験 技 術 、お よ び そ の 解 析 手 法 を 用 い て 、

I S L A P  法 の 開 発 を 試 み た 。  

 

第 2 章  新 規 病 原 遺 伝 子 網 羅 的 同 定 法 I S L A P 法 の 開 発  

バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス を 利 用 し た 病 原 細 菌 の 生 体 内 発

現 遺 伝 子 の 同 定 技 術 は 、 目 覚 ま し い 発 展 を 遂 げ て い る 。 し か し 、

バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ ク ス の み で は 、同 定 し た 遺 伝 子 の 感 染 に

お け る 役 割 を 実 証 す る こ と は 出 来 な い 。 そ こ で 、 第 2 章 で は 、 生

体 内 で 発 現 す る 無 数 の 遺 伝 子 の 中 か ら 、増 殖 に 必 要 な 特 定 機 能 に

関 与 す る 遺 伝 子 の み を 網 羅 的 に 選 抜 可 能 な I S L A P  法 の 開 発 を 試

み た 。 選 抜 対 象 と す る 遺 伝 子 は 、 V.  v u l n i f i c u s の も つ 好 中 球 逃 避

機 構 関 連 遺 伝 子 と し 、 I S L A P 法 に よ り 、 そ れ に 必 須 の 遺 伝 子 を 網

羅 的 に 選 抜 ・ 同 定 し た 。  

抗 Ly 6 G 抗 体 の 接 種 に よ り 好 中 球 を 枯 渇 さ せ た マ ウ ス を 用 い て 、

I S L A P 法 を 実 施 し 、 V.  v u l n i f i c u s の 好 中 球 逃 避 に 関 与 す る 1 9 の 遺

伝 子 を 同 定 し た 。 9 遺 伝 子 は 好 中 球 逃 避 に 関 与 す る 既 知 の 遺 伝 子

で あ り 、1 0 遺 伝 子 は こ れ ま で に 好 中 球 と の 関 連 が 明 ら か に さ れ て

い な い 遺 伝 子 で あ っ た 。 こ れ ら の う ち ゲ ノ ム 上 に 連 続 し て 位 置 し



て い た V V 1 _ 0 0 5 5 と V V 1 _ 0 0 5 6 に 着 目 し 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の ノ

ッ ク ア ウ ト 株（ 以 下 Δ0 0 5 5 と Δ0 0 5 6 と す る ）を 作 製 し た 。そ れ ぞ

れ を 健 常 お よ び 好 中 球 枯 渇 マ ウ ス に 皮 下 接 種 し 、マ ウ ス の 生 存 時

間 を W T 接 種 マ ウ ス の そ れ と 比 較 し た 結 果 、 健 常 マ ウ ス で は 生 存

時 間 が 延 長 し た が 、 好 中 球 枯 渇 マ ウ ス で は W T と 同 じ で あ っ た 。

次 に 、 Δ0 0 5 5 と Δ0 0 5 6 の 感 染 動 態 を 解 析 す る た め 、 接 種 局 所 に お

け る 増 殖 性 を I n  v i v o  i m a g i n g  s y s t e m に よ り 観 察 し た 結 果 、増 殖 の

遅 延 が 観 察 さ れ た 。  

以 上 の 結 果 は 、 0 0 5 5 と 0 0 5 6 が 感 染 局 所 で の 好 中 球 逃 避 に 関 与

す る こ と を 示 す と 共 に 、 I S L A P 法 に よ り 特 定 機 能 に 関 与 す る 病 原

遺 伝 子 の 網 羅 的 同 定 が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。  

 

第 3 章  V.  v u l n i f i c u s の 好 中 球 逃 避 機 構 に お け る 0 0 5 5 と 0 0 5 6 の

機 能 解 析  

 第 2 章 に お い て I S L A P 法 に よ り 同 定 し た 0 0 5 5 と 0 0 5 6 の 機 能 を 、

デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 予 測 し た 結 果 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 内 膜 に 局

在 す る 0 0 5 6 が 、 ペ リ プ ラ ズ ム に 局 在 す る 0 0 5 5 へ と タ ン パ ク 質 を

受 け 渡 し 、ペ リ プ ラ ズ ム ま た は 外 膜 へ と そ の タ ン パ ク 質 を 輸 送 す

る こ と が 予 測 さ れ た 。 そ こ で 第 3 章 で は 、 0 0 5 5 と 0 0 5 6 が ど の よ

う に V.  v u l n i f i c u s の 好 中 球 逃 避 に 関 与 す る の か 、 そ の 機 能 解 明 を

目 的 と し 、 0 0 5 5 と 0 0 5 6 が 輸 送 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 を 試 み た 。  

 V.  v u l n i f i c u s の ペ リ プ ラ ズ ム と 外 膜 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を 粗

精 製 し 、 そ れ ら を 質 量 分 析 に よ り 同 定 ・ 定 量 し た 結 果 、 Δ0 0 5 5 と

Δ0 0 5 6 の そ れ ぞ れ の K O 株 に お い て 、シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 G r o E L

の 量 が 減 少 し て い た 。こ の 減 少 は そ れ ぞ れ の 相 補 株 に お い て 回 復



し て い た 。 ま た 、 ペ リ プ ラ ズ ム に 局 在 す る 0 0 5 5 に ヒ ス チ ジ ン タ

グ を 付 加 し た 0 0 5 5 - H i s を 利 用 し た 共 沈 降 実 験 に よ り 、 0 0 5 5 と 相

互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 解 析 し た と こ ろ 、G r o E L が 含 ま れ て い た 。

以 上 の 結 果 か ら 、 0 0 5 5 と 0 0 5 6 は 、 G r o E L の ペ リ プ ラ ズ ム ま た は

外 膜 へ の 輸 送 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 グ ラ ム 陰 性 細 菌 に お い て 、 ス ト レ ス 環 境 下 で は 、 ペ リ プ ラ ズ ム

に 局 在 す る タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 が 崩 れ る こ と 、 お よ び 、 そ れ ら

タ ン パ ク 質 を 再 フ ォ ー ル デ ィ ン グ ま た は 分 解 す る た め に 、 G r o E L

が ペ リ プ ラ ズ ム 領 域 や 外 膜 に 拡 散 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。す

な わ ち 、 0 0 5 5 と 0 0 5 6 は 、 感 染 時 に V.  v u l n i f i c u s が 好 中 球 存 在 下

で 受 け る 様 々 な ス ト レ ス に 抵 抗 す る た め 、 G r o E L を ペ リ プ ラ ズ ム

ま た は 外 膜 へ と 拡 散 さ せ る こ と で 、 菌 体 を ス ト レ ス 変 化 か ら レ ス

キ ュ ー し 、 菌 体 内 環 境 を 健 全 に 保 つ こ と で 、 生 体 内 で の 増 殖 性 を

維 持 す る 一 種 の ホ メ オ ス タ シ ス 機 構 を 担 う こ と が 予 想 さ れ た 。  

 

本 研 究 に お い て 開 発 し た I S L A P 法 は 、バ イ オ イ ン フ ォ ー マ テ ィ

ク ス の 限 界 を 超 え 、生 体 内 で 発 現 す る 遺 伝 子 の 感 染 に お け る 役 割

を 解 明 可 能 な 画 期 的 手 法 で あ る こ と か ら 、 V.  v u l n i f i c u s の み に 留

ま ら ず 、様 々 な 細 菌 の 病 原 性 研 究 の 飛 躍 的 発 展 に 寄 与 す る こ と が

予 想 さ れ る 。  

 


