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研究成果の概要： カンピロバクター・ジェジュニは食中毒の起因菌である。近年、このカン

ピロバクターが蛋白のＮ結合型糖鎖修飾システムを有していることが明らかとなった。Ｎ結合

型糖鎖修飾システムは菌の病原性に影響を与えることが知られているもののそのメカニズムは

不明である。我々は、N-結合型糖鎖修飾を受けた蛋白を同定し、糖鎖が修飾を受ける蛋白の機

能等に与える影響を調べた。その過程で、本菌の糖蛋白の中には糖鎖が蛋白の機能に明瞭な影

響を有しないものが存在することが明らかとなった。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

18 年度 1,700,000 0 1,700,000 

19 年度 800,000 240,000 1,040,000 

20 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 510,000 3,910,000 

 
 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：獣医学・応用獣医学 

キーワード： 

 
１．研究開始当初の背景 
 
 細菌における蛋白の糖鎖修飾はこれまで
一部の細菌の限られた蛋白質でのみ報告さ
れてきたことから、糖鎖修飾は細菌界ではあ
まり一般的な現象ではないと考えられてき
た。カンピロバクター・ジェジュニにおいて
も当初は鞭毛蛋白のＯ結合型糖鎖修飾が知
られるのみであったが、後にそれ以外の多様
な蛋白においてもＮ結合型糖鎖修飾が見ら
れることが明らかとなった。本菌のＮ結合型
糖鎖修飾と真核細胞のそれとは類似した過
程で進行することから、近年カンピロバクタ

ーのＮ結合型糖鎖修飾システムに関する研
究は新しい糖工学の創出のための研究へと
発展しつつある。その一方でカンピロバクタ
ーにおいて糖鎖が本来持つ生物学的意義に
関して知られていることと言えば、糖鎖修飾
系が欠損した変異株では病原因子の一つで
ある腸管上皮細胞への接着性と侵入性に低
下が見られること、また、マウスやニワトリ
の腸管での菌の定着能が著しく損なわれて
いることなどといった現象の発見にとどま
っており、糖鎖修飾が菌の病原性にどのよう
に関与しているかは謎であった。 
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２．研究の目的 
 
 そこで本研究では糖鎖修飾が細胞への接
着・侵入や動物の腸管での定着、自然形質転
換といったカンピロバクターの病原性と関
連した生物学的特性の発現に具体的にどの
ような影響を持つかを明らかにすることに
より糖鎖修飾の生物学的意義を解明するこ
とを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 Ｎ結合型糖鎖修飾システムを構成する遺
伝子群に含まれる遺伝子を破壊した場合、細
胞への侵入性や腸管定着能の低下が観察さ
れるが、この現象は不特定多数の因子が複合
的に関与していると考えられる。従って、糖
鎖修飾システムに変異を与える手法では、一
度に多くの糖蛋白の影響を考慮しなければ
ならないために解析が困難である。そこで、
我々は個々の糖蛋白遺伝子を破壊し、変異株
の表現型を野生株のものと比較した。糖蛋白
候補は Young らの研究(J. Biol. Chem. 
2002;277,42530-9)でレクチンの一種である
SBA との親和性を利用して同定された蛋白群
の中から糖鎖結合配列である NXT/Sモチーフ
を有するもののみを用いた。 
 遺伝子の破壊は cat-rpsL カセットを対象
とする遺伝子のオープンリーディングフレ
ーム内に挿入することで行った対象となっ
た遺伝子の内訳は、ABC トランスポーター関
連蛋白(5)、鞭毛関連蛋白(1)、莢膜関連蛋白
(1)、蛋白分解酵素(1)、物質の排出に関与す
ると考えられる内膜蛋白(3)、機能不明なペ
リプラズム蛋白(14)である（括弧内は遺伝子
数）。 
 
４．研究成果 

 

(1)ニワトリニワトリニワトリニワトリ雛腸管定着試験雛腸管定着試験雛腸管定着試験雛腸管定着試験    

 上記方法で作製した変異株 25 株を用いて
ニワトリ雛の腸管定着能を調べた。野生株
では１ｇの腸管内容当たり 109 の細菌が検
出された。一方、cj0143c, cj0238, cj0289c, 
cj0511, cj0734c, cj1018c, cj1032, cj1496c, 
cj1670cを破壊した株においては雛の個体間
でばらつきが見られたが概して菌数は 10８以
下であった。    
(2)(2)(2)(2)腸管上皮細胞侵入性試験腸管上皮細胞侵入性試験腸管上皮細胞侵入性試験腸管上皮細胞侵入性試験    
  同変異株 25 株を用いてヒト腸管上皮細
胞株である INT407細胞への侵入性を調べた。
その結果、cj1496c を破壊した変異株におい
て細胞侵入性の著しい低下が観察された（野
生株の約５％）。    
(3)Cj1497c(3)Cj1497c(3)Cj1497c(3)Cj1497c のののの解析解析解析解析とそのとそのとそのとその機能機能機能機能にににに対対対対するするするする    
    糖鎖糖鎖糖鎖糖鎖のののの影響影響影響影響    

①この株の DNA を抽出し、それを用いて野生
株を自然形質転換したバッククロス株を作
製してそれらの細胞侵入性を調べたところ、
最初に観察したのと同様な侵入性の低下が
見られた。また当該遺伝子のみを欠損した株
（ΔCj1496c）の作製と、その株に当該遺伝
子を組み込んだシャトルベクターを導入し
た株(pEco102::Cj1496c /ΔCj1496c)を作製
した。これらの株を用いて細胞侵入性試験を
行ったところ、ΔCj1496c株もまた細胞への
侵入率が挿入変異株と同等の減少を示し、
pEco102::Cj1496c /ΔCj1496c株では親株の
侵入率とほぼ同等なレベルにまで復活した
ことからこの変異が二次的変異の結果によ
るものではないことが確かめられた。また、
cj1496c変異株は鞭毛による菌の運動性にお
いて野生株同様であったことから、細胞への
侵入性の低下は運動性低下や喪失以外のメ
カニズムが関与していることが示唆された。 
②C. jejuni において、糖鎖の付加は
D/E-N-X-T/S というアミノ酸配列で生じるこ
とが知られている。Cj1496c のアミノ酸配列
の中にはこの糖鎖付加モチーフが２カ所存
在する。実際これらの部位で糖鎖修飾が生じ
ているのかを確認する目的で、モチーフ内の
アスパラギンをグルタミンに置換した変異
蛋白を産生するカンピロバクター変異株を
作製した。ウエスタンブロット解析の結果、
Cj1496c の２カ所の推定糖鎖付加部位の両方
が実際糖鎖修飾を受けていることが示唆さ
れた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図図図図 1111    大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌とととと C. jejuniC. jejuniC. jejuniC. jejuni におけるにおけるにおけるにおける Cj1497cCj1497cCj1497cCj1497c
とととと糖鎖結合部位変異蛋白糖鎖結合部位変異蛋白糖鎖結合部位変異蛋白糖鎖結合部位変異蛋白のののの発現発現発現発現。。。。C.jejuni で
は糖鎖の修飾を受けて泳動度が減少してい
る。 
 
③site-directed mutagenesis により作製し
た、糖鎖付加部位に変異を持つ Cj1496c を
Cj1496c 欠損株で発現するためにプラスミド
で変異遺伝子を導入し、腸管上皮細胞内への
侵入性とニワトリ雛の盲腸での定着性を野
生株と比較した。その結果、糖鎖のない
Cj1496c を発現する株の細胞侵入率と腸管定
着率は野生株と同程度であった。プラスミド
は Campylobacter 内でマルチコピーで維持さ
れることが解っていたため、発現する
Cj1496c の量が通常と比較して増加し、その
ことにより糖鎖付加の無い Cj1496cの細菌内
での安定性等への影響をマスクしている可



能性が考えられたため、染色体上に変異遺伝
子を組み込んだ株を作製し、同様にその表現
型を野生株と比較したところ、染色体変異株
もまた野生株同様の細胞侵入性と腸管定着
性を示した。以上の結果から、Cj1496c は糖
蛋白として菌内で発現されるものの、その糖
鎖は Cj1496c 蛋白の機能に明瞭な関与を示さ
ないことが明らかとなった（図 2.A,B） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図図図図 2 2 2 2 野生株野生株野生株野生株およびおよびおよびおよび変異株変異株変異株変異株のののの腸管上皮細胞腸管上皮細胞腸管上皮細胞腸管上皮細胞へへへへ
のののの侵入性侵入性侵入性侵入性（（（（AAAA））））ならびにならびにならびにならびに雛雛雛雛のののの腸管腸管腸管腸管でのでのでのでの定着性定着性定着性定着性
（（（（BBBB））））。。。。        
 
④Cj1496c の局在を調べるために細菌を細胞
質、膜、ペリプラズムのそれぞれの分画に分
けウエスタンブロット解析を行ったところ、
Cj1497c はペリプラズムに局在する蛋白であ
ると考えられた。従って、Cj1497c 変異株の
表現型は Cj1497c自体によるものというより
は他の蛋白を介した間接的な影響を見てい
る可能性が考えられた。    
(4)Cj0143c(4)Cj0143c(4)Cj0143c(4)Cj0143c のののの解析解析解析解析とそのとそのとそのとその機能機能機能機能にににに対対対対するするするする    
    糖鎖糖鎖糖鎖糖鎖のののの影響影響影響影響    
①Cj0143c は、アミノ配列の類似性から E. 
coliにおけるABCトランスポーターのための
亜鉛結合蛋白である ZnuA のオルソログであ
ると推測された。(1)で行なった腸管定着試
験において Cj0143c 破壊株は盲腸における定
着能が著しく減少していた。Cj0143c の機能
や安定性への糖鎖の影響を調べることを目
的に Cj0143c の更なる解析を行なった。培地

中の亜鉛濃度を変化させて菌を培養した結
果、Cj0143c の転写レベルは亜鉛濃度の減少
に伴い増加した。亜鉛の欠乏した培地での増
殖率を野生株と比較した結果、Cj0143c 欠損
株の増殖率は著しく減少した。以上のことか
ら Cj0143c は C.jejuni の亜鉛欠乏下での生
育に必要な蛋白であると考えられた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
    
図図図図 3. 3. 3. 3. 亜鉛濃度亜鉛濃度亜鉛濃度亜鉛濃度をををを変化変化変化変化させたさせたさせたさせた培地培地培地培地におけるにおけるにおけるにおける野野野野
生株生株生株生株とととと変異株変異株変異株変異株のののの増殖増殖増殖増殖    
 
②Cj0143cのアミノ酸配列から28番目のアス
パラギン残基が糖鎖による修飾を受ける可
能性が考えられた。そこで site-directed 
mutagenesis によりこのアスパラギンをグル
タミンに置換した変異型の Cj0143cを発現す
るよう変異遺伝子をプラスミドで導入した。 
その結果、この N28 が糖鎖修飾を受けている
ことと、変異型 Cj0143c は糖鎖修飾を受けな
いことがウエスタンブロット解析により示
唆された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図図図図 4. 4. 4. 4. 野生型野生型野生型野生型 Cj0143cCj0143cCj0143cCj0143c とととと変異型変異型変異型変異型 Cj0143cCj0143cCj0143cCj0143c のののの糖糖糖糖
鎖修飾鎖修飾鎖修飾鎖修飾    
 
③in vitroにおける細菌の生育の際、Cj0143c
の糖鎖の有無は Cj0143c自体の安定性に影響
を与えないことが示唆された（図 4）。また、
糖鎖は Cj0143cの亜鉛結合性などの機能にも
影響を与えないことが明らかとなった（図 3）。
そこで、in vivo における糖鎖の Cj0143c へ
の影響を調べるために、変異型 Cj0143c を発
現する株を雛に感染させて、感染 1週間後の
盲腸での菌の定着を調べた。その結果、変異
型 Cj0143cと野生株との間に盲腸での定着能
に差が見られず、in vivo でも Cj0143c の糖
鎖の明瞭な機能を見いだすことはできなか



った（図 5）。真核細胞においても多くの糖蛋
白の糖鎖修飾には明瞭な機能が見いだせな
いことが知られており、今回の研究により原
核生物でも同様な現象が見られることが明
らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図図図図 5. 5. 5. 5. 変異型変異型変異型変異型 Cj0143cCj0143cCj0143cCj0143c をををを発現発現発現発現するするするする C. jejuniC. jejuniC. jejuniC. jejuni
株株株株ののののニワトリニワトリニワトリニワトリ盲腸盲腸盲腸盲腸におけるにおけるにおけるにおける定着能定着能定着能定着能    
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