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研究成果の概要（和文）： 

バルニフィカス菌(Vibrio vulnificus)は魚介類の生食などで、肝臓疾患などの基礎疾患をもつヒ
トに感染し、その死亡率は 50%を超える感染症である。この菌の感染メカニズムはほとんど解
明されていない。今回トランスポゾン(Tn)変異法を用い病原関連遺伝子を遺伝子の解明を試み
た。 

 Tn 変異株プールからマウス感染性が 1/1000,000 以下に低下した株など多くの弱毒変異株が
分離され、Tn が挿入破壊した遺伝子を調べた。今回毒性が低下した変異株では、以下の 6 種
の遺伝子に Tnは挿入されていた。 すなわち、1)プリン合成に関係する IMP脱水素酵素、 2) 

シアル酸合成に必要な UDP-N-アセチルサミングルコサミン-2-エピメラーゼ、 3) アミノ酸合
成に関係するアスパラギン酸リン酸化酵素、 4) Insulinase family protease (HFP)、 5)ヘ
モリジンなどの外毒素の分泌などに必要な II型分泌機構 General Secretion Pathway (GSP)、 
その他、6) 未知の機能タンパク、をコードする遺伝子であった。 

 これらの変異株の内、最も毒性が低下した IMP脱水素酵素遺伝子変異株をワクチンとして用
いたところ感染攻撃に対し高い感染防御効果あることが見出されたので、この遺伝子の変異株
が経口生菌ワクチンとしての可能性あると考えれる。現までに見出された病原遺伝子を完全に
除去して逆変異を起こらない形にして、安全性の保証された株を作成を試み、最も感染入り口
として重要な腸管での免疫の可能性について鋭意研究中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Vibrio vulnificus is an important pathogens of foodborn diseases and wound infection. This 

pathogen causes fatal septicemia rapidly in immunocompromised hosts after they contact 

with contaminated seawater or seafood with this organism.  The mortality rate is more 

than 50%. For the rapid progress and the high mortality,vaccination is considered an 

effective way to control infection with V. vulnificus in a high risk population.  

  We applied Signature-Tagged Mutagenesis (STM) to generate attenuated mutants 

from a clinically-isolated virulent V. vulnificus strain, OPU1 which was isolated from a 

patient. Twelve insertion mutants were selected and the virulence of these mutants were 

determined by the minimal lethal dose (MLD) to mice. Several mutant strains showed 

lower virulence compare to the parent virulent strain. The DNA sequences flanking to  

transposon insertion sites in these mutants were determined and searched for homologies 

at DNA Date Bank of Japan.  The transposons inserted genes were those for IMP 

dehydrogenase,  UDP-N-acetylgulcosamin-2-epimerase, aspartokinase, and a conserved 

hypothetical protein. This suggests that these genes may be involved in V. vulnificus 

virulence.  One of the mutants was administrated for experimental vaccination to mice. 

The immunized mice were challenged with the virulent parent strain.  All unimmunized 

mice were killed within 36 hr, but almost all immunized mice survived.  In this 

experiment, we found that the attenuated have a potentiality as live vaccine candidate. 
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１．研究開始当初の背景 
Vibrio vulnificusは魚介類の生食や海水の
接触などで、肝臓疾患などの基礎疾患をも
つヒトに感染し、その死亡率は 50％を超え
る。魚の生食という習慣があり、また、肝
疾患患者が非常に多い東アジアの一員で
ある日本にとって、この感染症は重要な疾
患である。この菌の産生する毒素についえ
て様々な研究はあるが、感染メカニズムは
ほとんど解明されていない。 

２．研究の目的 

肝硬変患者が生鮮魚介類から感染するビ
ブ リ オ ・ バ ル ニ フ ィ カ ス 菌 (Vibrio 
vulnificus)の感染因子を決定し、この因子
を欠失した弱毒株を最終的にワクチンと
して使用出来る可能性を追求することを
目的とした。 

３．研究の方法 

A．Signature-Tag トランスポゾン法を用
い，感染防御機構突破能を失った弱毒変異
株を網羅的にスクリーニングする．  

B．弱毒変異株でのトランスポゾンが挿入
遺伝子をゲノムデータベースから決定し
た。 

C．弱毒変異株そのもの、あるいは判明し
た感染因子遺伝子を相同組換えにより欠
失させ，病原性を失った変異株を作成する． 
D．マウスを用い弱毒化変異株を腹腔投与
などでワクチンとして用い，毒性株に対す
る感染防御効果を確かめる． 

 

４．研究成果 
Tn 変異株プールからマウス感染性が
1/1000,000 以下に低下した株を含む多く
の弱毒変異株が分離され、Tnが挿入破壊し
た遺伝子を調べた。今回毒性が低下した変
異株では、以下の 6 種の遺伝子に Tn は挿
入されていた。 すなわち、 
 1)プリン合成に関係する IMP脱水素酵素 
  2)シアル酸合成に必要な UDP-N-アセチ
ルサミングルコサミン-2-エピメラーゼ 

  3)アミノ酸合成や莢膜合成に関係する
アスパラギン酸リン酸化酵素 
  4)メタロプロテアーゼの 1 つである
Insulinase family protease(HFP) 
  5)II 型 分 泌 機 構 で あ る General 
Secretion Pathway(GSP) 
  6)未知の機能タンパク 
  である。 
 これらの変異株の内、最も毒性が低下し
た IMP脱水素酵素遺伝子変異株を腹腔注射
ワクチンとして用いたところ感染攻撃に
対し高い感染防御効果あることが見出さ
れたので、この遺伝子の変異株がワクチン
として使用できる可能性あると考えられ
た。現在、これらの遺伝子がどのようなメ
カニズムによって病原性に関連するかを
追求するとともに、この回十分に出来なか
った経口ワクチンの可能性について、現在
鋭意研究中である。 
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