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研究成果の概要（和文）： 

 カンピロバクタ－・ジェジュニ（以下 Cj）による感染症は、先進諸国を中心に現在最も
注視される食品媒介性細菌感染症である。本研究では、GFP を発言する Cj株を作成し、鶏
への経口感染に供した。感染 0、1、4週間目の鶏盲腸内容より FACS sortにより当該接種菌
体を選択的に回収し、サンプル間での比較 Proteome 解析に供した。結果として、55 の Cj
由来蛋白分子が全てのサンプルより検出され、このうち 3分子については腸管定着に伴い
顕著な発現亢進を示すことが明らかとなった。更にその中の一分子である、脂肪酸合成酵
素の一種である FabG の定着にかかる機能性が不明である現状を鑑み、当該分子の変異株
を作成したところ、野外株に比べて顕著な細胞付着性の低下を示した。運動性の減弱は認
められず、細胞との付着等相互作用にかかる機能性が示唆された。実際に、脂肪酸組成の
中で、当該変異株はオレイン酸の顕著な減少を認め、菌体表層に局在する脂肪酸が鶏腸管
定着に機能性を示すことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Campylobacter jejuni is a leading cause of foodborne illness worldwide. In this study, GFP-expressing 

C. jejuni was constructed, which was then inoculated orally to 2week-old-chicken. After 0, 1, and 4 

weeks post infection, cecum contents were collected and GFP-positive bacterial cells were selectively 

recovered through FACS sorting. The collected samples were then used to iTRAQ-labelling, thereby 

being subjected to LC-MS/MS analyses. Comparative analyses revealed that 55 proteins were 

consistently detected from all samples, in which three samples showed increased amounts in 

time-dependently after chicken inoculation. Mutation of fabG that encodes putative 

3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase, impaired cell adhesion whereas did not affect bacterial 

motility, suggesting the functional role of this mutation in interaction to host cell. Fatty acid composition 

analysis revealed the significant decrease of the oleic acids in the fabG mutant, compared with the 

parental strain, providing an idea that such fatty acid compositions may affect host-pathogen interaction, 

altering intestinal colonization of this pathogen in chicken. 
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１．研究開始当初の背景 

カンピロバクタ－感染症は、先進諸国を
中心に現在最も注視される食品媒介性細菌
感染症である。我が国では人口 10 万人当
たり 267 人の感染患者が推定値として算出
されるほか、EUではサルモネラ感染症を上
回る感染事例を数える。本菌はヒトの下部
消化管（回腸、盲腸、大腸）に定着する。
多くの場合は不顕性に経過するが、発症し
た場合、1-3 日間の発熱、嘔吐、頭痛を経
て、腹部疝痛を伴う水様性或いは出血性の
下痢を 3-7 日目に顕す。多くは軽度の下
痢・発熱等で回復するが、乳幼児や高齢者
等の一部では、脱水を伴う重度の下痢や敗
血症を引き起こすこともある。更に、本菌
感染に因る腸炎は、炎症性腸疾患（IBD）や
ギランバレー症候群（GBS）の重要なリス
ク因子となることが近年になり相次いで報
告されるに至り、本症は単なる食中毒とし
てのみならず、公衆衛生分野における幅広
い研究対象として位置付けられつつある。 
 本感染症の約 90％は、Campylobacter 
jejuni（以下 Cj）を起因とし、残りの大半は
C. coli によるものである。特に Cjは鳥類の
正常腸内フローラであり、症状を呈するこ
となく腸内に長期間定着する。しかしなが
ら、鶏腸管における Cj の定着は、食鳥肉と
して供する過程で、食用肉を汚染し、不十
分な加熱を経た、或いは未加熱の状態でこ
れを喫食することによりヒトに感染を顕す。
その他の環境やペットからの感染も報告さ
れてはいるが、英国で行なわれた大規模な
サーベイランスによると、それらが感染源
となっている割合は極めて低く（≦3%）、
鶏を主体とした家禽がヒト感染症の最たる
感染源として認識されるに至っている。こ
のように、疫学を主体とした研究成果から、
鶏宿主に対する Cjの長期的な定着、すなわ
ち宿主定着がヒトへの感染に直接結びつく
因子であることは疑いなき事実である。 
 感染症の成立には、感染源・感染経路・
感染宿主の 3要因があり、感染源の制御が
ヒト感染症に対し最も根源的かつ有効な防
御手段であることは周知のとおりである。
従ってヒト Cj感染症の予防には、鶏宿主で
の Cjの防除が最も有効といえる。しかしな
がら、本菌の鶏宿主への定着機構に関する
分子基盤については現状では十分に理解さ
れておらず、その解明が望まれている。こ
れに関連する過去の研究としては、Cj トラ

ンスポゾン（Tn）変異株ライブラリーを用
いて、鶏腸内定着に必要となる Cj菌体因子
を同定しようとする試みが行われている：
Grant らは鶏腸管定着に関わる複数の Cj 遺
伝子候補を同定しているが、彼らは同時に
Tn挿入変異株ライブラリーの Complexityが
低いことも明らかにしている。すなわち、
Cj 染色体 DNA への Tn 分布は偏性を示すた
め、関連遺伝子の包括的な同定には至らず、
従って鶏宿主定着に際する Cj の全貌は明
らかとなっていないのが現状である。これ
に先んじて同様の手法で行なわれた研究で
は、計 22 遺伝子を定着に関わる遺伝子を
スクリーニングしているが、その後の再評
価によりこれらのうち再現できたのは僅か
2 遺伝子であった。これらの知見は、鶏宿
主定着に必要とされる Cj 因子の全貌を捉
えるために、Tn変異法は適さないことを示
している。 

異なった方向からのアプローチも、同領
域の研究で見られる。次世代シークエンサ
ーの登場により、ゲノム解析は日々加速化
し、現在迄に Cj6 菌株の全ゲノム配列が明
らかとなっている。中でも、81-176 株は標
準株として多くの研究で供されてきた
NCTC 11168 株に比べ、鶏腸管へ高い定着性
を示すことから、現在では病原性研究に多
用されつつある。81-176 株と NCTC 11168
株のゲノム比較から、菌体表層タンパク・
糖鎖修飾・呼吸代謝系・鉄輸送・電子伝達
系等に関わる多数の遺伝子群に差異が認め
られており、これらの要素が鶏宿主への定
着に大きく関与していると目される。Seal
らはこのうちの一部の遺伝子群の差異が実
際にタンパク発現という形質となって顕れ
ることを実証している。しかしながらこれ
らが鶏宿主への定着に関連するかは不明で
あり、また個々の機能を決定付ける科学的
証拠は現在までに得られておらずその解明
が望まれてきた。更に鶏体内での Cj の定着
成立には複数のアミノ酸代謝機構や鞭毛等
の運動器官・一部の表層タンパク因子等も
重要な役割を果たすことが個別に明らかと
なってきている。これらの知見は Cj の鶏宿
主定着は複数の因子が複雑な経路を介した
相互作用により成立することを示唆してお
り、従ってその解析には網羅性に富んだ手
法が必要といえる。 
 
２．研究の目的 



 カンピロバクタ-感染症は主に鶏肉を介
した食中毒により発生する。その予防には
感染源である鶏の汚染制御が重要であるが、
当該病原菌の鶏宿主への定着機構について
は明らかではない。本研究では鶏宿主への
定着に際して当該菌が必要とするタンパク
因子について、GFP標識菌体を用いた比較
プロテオーム解析により同定し、個々の因
子の再評価と詳細な機能解析、ゲノム情報
を軸としたシグナル経路予測を通じて、当
該菌が鶏宿主腸管内に持続的に定着する事
象を裏づける分子基盤を包括的に明らかに
することを目的とする。これにより得られ
る学術的知見は、本病原体の生物特性に関
する我々の理解を深めると共に、感染源の
Cj 汚染制御を通じて、ヒト・カンピロバク
タ-症の予防へと波及することが期待され
る。 
 

３．研究の方法 

研究の遂行にあたっての方法については、
以下のとおりである。 

①Cjの生体感染：GFP で標識した Cj 81-176
株（Cj-GFP）を鶏に感染定着させ、盲腸を
回収した後、GFP シグナルを標的とした
FACS sortにより Cj-GFPを選択的に回収する。
②サンプル調整：菌体タンパクの抽出・精
製・トリプシン消化を行う。③In vitro サン
プルの調整：生体外（in vitro）で培養した
Cj-GFPについても同様にペプチドサンプル
を調整する。④生体内で有意に発現する機
能性因子候補の選定：②、③をアイソトー
プ標識後、LC-MS/MS 分析による比較定量
を行い、発現差異を示す因子を同定する。
⑤関連因子の最終選定：同定候補因子につ
いて遺伝子欠損株を作成し、(i)培養細胞へ
の付着・侵入能を測定することにより、宿
主定着に及ぼす作用の直接性を検証する。
(ii)各遺伝子の鞭毛・菌体表層タンパクへの
影響を評価する。⑥データの融合：バイオ
インフォマティクス情報を通じ、同定因子
が宿主定着事象に介在するシグナル経路を
特定し、腸管内における Cj 定着機構を包括
的に考察する。 
 
４．研究成果 
本研究では、GFP 発現 Cj菌体を作成し、SPF
鶏個体に経口感染させた。当該菌体を感染
後２週間および１ヶ月の時点で回収し、盲
腸およびその他腸管臓器内での菌数動態に
ついて観察したところ、盲腸内で顕著な定
着菌数の増加を認めた。また、経口接種部
位である、そ嚢内においても顕著な菌数増
加を認め、鶏個体における定着部位の一つ
と考えられた。感染 1 週間、4 週間後の個
体より盲腸内容物を採取し、FACS ソーティ
ングを通じて、約 106オーダーの Cj-GFP 菌

体を選択的に得た。In vitro 下で培養した
Cj-GFP 菌体を対照群として、それぞれを
iTraq 標識を行った後に、LC-MS/MS を用い
た比較変動解析に供した。最終的に、55の
C. jejuni 由来タンパク分子が検出され、こ
のうちの 3分子は鶏腸管内より回収したサ
ンプルにおいて経時的な発現亢進を示し、
腸管定着に応じて有意に応答する分子であ
ることが明らかとなった。脂肪酸合成酵素
の一つである、FabG蛋白に係る機能性を明
らかにするため、当該分子をコードする遺
伝子変異株を作成し、野外株との比較を行
った。結果として、fabG変異株は野外株に
比べて、顕著な細胞付着性の低減を示し、
腸管定着に係る上皮細胞との相互作用にお
いて重要な役割を果たすことを示唆された。
脂肪酸組成分析を通じて、当該変異株は多
不飽和脂肪酸の一種であるオレイン酸の組
成比率が野外株に比べて約半減しているこ
とが明らかとなった。菌体表層を構成する
こうした脂肪酸の宿主定着にかかる役割に
ついて今後更なる解明が必要となろう。 
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