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研究成果の概要（和文）：類鼻疽は、類鼻疽菌の感染による細菌性感染症である。申請者らは、類鼻疽マウスモ
デルを構築し、宿主組織への強い侵襲性と病原性に関連性があることを見出した。本研究は、トランスポゾン変
異導入とNGS解析を組み合わせたTn-seq解析によって類鼻疽菌の侵襲性を制御する細菌側因子の同定を目的とし
た。 類鼻疽菌のトランスポゾンライブラリーを作製し、Tn-seq解析を行った結果、組織侵襲性に関わる遺伝子
領域を複数同定した。該当する遺伝子の類鼻疽菌欠損株を作製しマウス感染実験にて病原性を評価した結果、莢
膜合成系遺伝子の欠損株は顕著な病原性の低下が見られたものの、新規病原因子の同定には至らなかった。 

研究成果の概要（英文）：Melioidosis is a bacterial infectious disease caused by infection with 
Burkholderia pseudomallei. We have constructed a mouse melioidosis model and found the relationship 
of strong tissue-invasiveness and pathogenicity. In this study, we aimed to identify bacterial 
factors that control invasiveness of B. pseudomallei by Tn-seq analysis combining transposon 
mutagenesis and NGS analysis. A transposon library of B. pseudomallei bacteria was prepared and 
Tn-seq analysis was performed, resulting in that genome regions involved in tissue invasiveness were
 identified. The pathogenicity was evaluated in a mouse infection experiment by preparing a strain 
of the same genetic bacteria deficient in the corresponding gene. As a result, although the 
pathogenicity of the defective strain of the capsule synthetic gene was markedly reduced, other 
candidate genes were not important for the host pathogenicity. From these results, we did not 
identify the novel pathogenic genes of B. pseudomallei.

研究分野：細菌の分子生物学

キーワード： 類鼻疽　細菌感染症　次世代シークエンサー　遺伝子欠損株
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
類 鼻 疽 は 、 類 鼻 疽 菌 (Burkholderia	
pseudomallei)の感染によって起こる細菌性
感染症である。主な流行地域はタイ東北部と
北部オーストラリアとされてきたが、最新の
疫学調査によって、東南アジアだけでなく、
アフリカ・南米の熱帯地域における発症例が
確認されており、世界的な新興感染症となり
うることが危惧されている。類鼻疽菌は熱帯
地域の土壌中で生存し、エアロゾル感染、創
傷感染によりヒト体内へと侵入する。侵入し
た類鼻疽菌は全身の組織へ感染し、深刻な全
身性症状を示す。組織深くに侵入した菌体に
は抗生物質も効きにくく、発症後の根治は困
難であるために、発症後の致死率は非常に高
い。効果的なワクチンも存在せず、類鼻疽に
よる健康被害は増加する一方であると考えら
れる。しかし、いわゆる顧みられない熱帯病
（Neglected	tropical	diseases,	NTD）の一
つとして扱われており、基礎研究は未だに積
極的に行われていない。	
	 申請者は、類鼻疽発症メカニズムの解析の
ために、類鼻疽菌の病原性のバリエーション
に着目した。類鼻疽菌は臨床分離株や土壌分
離株など数多くの野生株が分離されているが、
それらの病原性が大きく異なることが知られ
ている（Microbes	Infection,	2001）。そこで、
研究代表者は類鼻疽菌の複数の野生株を用い
て、マウスに対する病原性を検証した。その
結果、既報と同様に、株ごとに病原性が大き
く異なることが明らかになった（下図１）。ま
た 、 類 鼻 疽 菌 の 類 縁 菌 で あ る B.	
thailandensis（Bt）の感染実験も行った。Bt
は類鼻疽菌同様に環境細菌であり、以前は類
鼻疽菌の非病原性サブタイプとして分類され
ていたが、1998 年に初めて両者の生化学的性
状が区別された。2003 年と 2005 年にそれぞ
れ類鼻疽菌と Btのゲノム情報が発表され、類
鼻疽菌と Bt は遺伝子の種類やゲノムにコー
ドされる順番が高く保存されていることが明
らかになっている。この Btはマウス病原性を
示さなかった。病原性を示した類鼻疽菌に感
染したマウスでは、菌体が肝臓・脾臓・血液か
ら菌体が分離されたのに対して、非病原性の
類鼻疽菌株や Bt感染マウスでは、血液や組織
から菌体は検出されなかった。これらの類鼻
疽菌および Bt を培養細胞に感染させた場合、
上皮細胞由来株および貪食細胞由来株いずれ

においても侵入・増殖に大きな差は認められ
なかった。	
これまでの知見では、類鼻疽菌のマウス病原
性や培養細胞への感染性にはⅢ型およびⅥ型
分泌機構やアクチン重合運動が必要であると
示されている。しかし、これらの分泌機構や
運動機構はマウス病原性が低い Bt でも保存
されており、培養細胞への感染性には類鼻疽
菌と Bt で大きな差がないことを明らかにし
ている（図２）。これらの結果は、培養細胞へ
の病原性に関わる因子以外にも、マウスへの
病原性を決定する因子が存在することを意味
している。	

	
２．研究の目的	
	 非病原性の株や Bt では組織への菌体移行
が見られなかったことから、申請者は、「類鼻
疽のマウス病原性は組織侵襲性によって決定
される」という仮説を立てた。そこで、本研究
では、類鼻疽菌の侵襲性の機構を明らかにす
るために、Tn-seq 法により組織侵襲性に必要
な因子を網羅的に同定することを計画した。
Tn-seq法はトランスポゾンライブラリーと大
規模シークエンス技術を組み合わせることで、
特定の生命現象に関わる細菌の遺伝子領域を
同定する方法である。2009 年に開発された新
しい網羅的遺伝子解析法の一つであり、コレ
ラ菌が腸管に感染するために必要な遺伝子
の同定などにも用いられている。申請者は、
既に Bt ゲノムへのトランスポゾンの導入に
成功している。同様の手法は類鼻疽菌でも使
用可能であることが予想され、類鼻疽菌のTn-
seq 法の準備は整っていると考えている。	
	 以上のことから、本研究で申請者は、類鼻
疽感染マウスモデルと Tn-seq 法を組み合わ
せることで、類鼻疽菌の侵襲性に関わる因子
を網羅的に同定し、それらの因子の侵襲性に
おける役割・機能の解明を目指す。	
	 これまでの類鼻疽菌の病原性解析では、他
の細菌の病原因子の類鼻疽菌における相同遺
伝子を対象とした逆遺伝学的手法が主であっ
た。本研究では、感染モデルでの解析に基づ
いて、実際に感染動物での発症を左右する細
菌側因子を順遺伝学的に同定するものであり、
類鼻疽発症機構の分子機構を解析するための
新しい因子を得ることが大いに期待できる。	
	
	



３．研究の方法 
①類鼻疽菌のトランスポゾンライブラリーの
作製	
	 研究代表者は Bt におけるトランスポゾン
ライブラリーの作製に成功している。そこで、
同様の系を類鼻疽菌に対しても構築する。	
②Tn-seq法による侵襲性に関わる細菌側因子
の同定	
マウス感染モデルとトランスポゾンライブ
ラリーを組み合わせた Tn-seq 法を確立し、マ
ウス侵襲性に関わる遺伝子領域を Tn-seq 法
で決定する。	
③類鼻疽菌の遺伝子組換え系の確立	
類鼻疽菌の病原性因子の解析を行うために、
類鼻疽菌の遺伝子組換えによって、遺伝子欠
損株を作製する必要がある。そこで、他のグ
ラム陰性菌における遺伝子組換え法を参考に
して、類鼻疽菌の遺伝子組換え系を確立する。
④侵襲性に関わる遺伝子の欠損株作製による
マウス病原性評価	
１で同定した遺伝子領域の情報を元にして、
それぞれの遺伝子欠損株についてマウス感染
モデルでの組織侵襲性を評価することで、侵
襲性に必須の遺伝子を順次同定する。 
	
４．研究成果	
①類鼻疽菌のトランスポゾンライブラリーの
作製	
pMariK プラスミドは Mariner トランスポゾ
ンの転移酵素とその認識配列に囲まれたカナ
マイシン耐性遺伝子を持つ（図３）。pMariK を
類鼻疽菌野生株に接合伝達により形質転換し
た。	

予期しない結果として、類鼻疽菌の野生株は
株ごとに形質転換効率が大きく異なることが
明らかになった。当初トランスポゾンライブ
ラリーの親株と予定していた高病原性株では
形質転換体を得ることができなかったため、
中程度の病原性を持つ RH2592 株をトランス
ポゾンライブラリーの親株とすることとした。
RH2592 株のゲノム配列は不明であったため、
第三世代次世代シークエンサー（PacBioRSII）
によって RH2592 株の全ゲノム解析を行った。
カナマイシンを含む M9 最小培地によって選
択された RH2592 株由来コロニーのゲノム DNA
を用いて Inverse	 PCR 法によって、トランス
ポゾン挿入位置の近傍配列を増幅し、RH2592
のゲノム配列にマッピングした結果、それぞ
れのコロニーが異なる位置にトランスポゾン
の挿入が起きていることを確認した。	
	 次に、トランスポゾン導入株を約 3000 株用
意し、それらをまとめてゲノム DNA を抽出・

精製を行った。精製 DNA を MmeI 処理を行い、
アダプターライゲーションの後に、トランス
ポゾン挿入位置近傍配列を PCR によって増幅
した。増幅した DNA 断片を次世代シークエン
サー（Illumina	 HiSeq）によって解析するこ
とで、トランスポゾンの挿入位置を決定した。
トランスポゾンの挿入位置はゲノム全体にラ
ンダムに散らばっていることが明らかになり、
トランスポゾンライブラリーの作製に成功し
た。	
②Tn-seq法による侵襲性に関わる細菌側因子
の同定	
	 類鼻疽菌トランスポゾンライブラリーを
1000株ごとに分け、マウス感染実験に供した。
感染３日後に肝臓および脾臓から菌体を分離
し、ゲノム DNA を抽出した。精製ゲノム DNA
を用いて、前述と同様に次世代シークエンサ
ーによってトランスポゾン挿入位置を決定し
た。感染前ライブラリーと感染後ライブラリ
ーのシークエンス結果は冗長度が 10 以上と
なり、シークエンス量は十分であった。感染
前と感染後のトランスポゾン挿入位置を比較
し、感染後にピークが消失した１２のトラン
スポゾン挿入位置を組織侵襲性に関わる遺伝
子領域として同定した。この中には、既にマ
ウス病原性が報告されている莢膜合成系の遺
伝子が含まれており、Tn-seq 解析は成功して
いると考えた。	
③類鼻疽菌の遺伝子組換え系の確立	
	 ①と②と並行して、類鼻疽菌の遺伝子組換
え系の確立を行った。初めに、通常のグラム
陰性菌の組換えに用いるスクロース感受性遺
伝子 sacB を用いた 2-step	 recombination 法
による遺伝子組換えを試みた。枯草菌 sacB 遺
伝子を組み込んだ類鼻疽菌はスクロース感受
性に変化せず、この方法による遺伝子組換え
は不可能であった。そこで、2008 年に報告さ
れた Burkholderia 属菌の遺伝子組換え法を
試みた。フェニルアラニンtRNA 合成酵素をコ
ードの変異型タンパク質（mutant	PheS）は p-
クロロフェニルアラニンと複合体を作ること
で、正常なアミノ酸配列を破壊し、致死を誘
導する。類鼻疽菌のpheS 遺伝子に A304G の変
異を導入し、変異型pheS（pheS[A304G]）を作
成した。pheS[A304G]を組み込んだプラスミド
ベクターを用いて、pheS[A304G]を発現する類
鼻疽菌を作製した。この組換え類鼻疽菌はp-
クロロフェニルアラニン存在下で致死となっ
た。次に、既に遺伝子ノックアウトが報告さ
れている遺伝子（blf1）をターゲットとする
ノックアウトベクター（pBurKO-pheS-Δblf1）
を作製し（図４）、2-step	recombination 法に



よる遺伝子欠損を試みた結果、予想通り、blf1
遺伝子のノックアウトに成功した。類鼻疽菌
組換えベクターpBurKO-pheSの作製により、類
鼻疽菌の遺伝子組換え法は確立できたといえ
る。	
④侵襲性に関わる遺伝子の欠損株作製による
マウス病原性評価	
	 作製した pBurKO-pheS を用いて、②の結果
より得られた候補遺伝子から RH2592 株を親
株として５つの遺伝子欠損変異株を作製した
その中で莢膜合成遺伝子 wcbD の変異株は病
原性が減弱したが、BPSL1386、BPSL2556、
BPSS0073、BPSS0077 の変異株は病原性に変化
はなかった。	
以上のことから、新規の類鼻疽菌病原因子

の同定には成功しなかった。しかし、類鼻疽
菌の遺伝子組換え法の確立は類鼻疽菌の病原
性解析において、非常に有用な手法となりう
る。今後はトランスポゾンライブラリーの数
を増やし、Tn-seq 解析を複数回行い、さらな
る候補遺伝子を得、病原性遺伝子の同定を試
みる。		
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