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研究成果の概要（和文）：我々は、新規網羅的病原遺伝子同定法を開発し、V. vulnificusの好中球逃避機構に
関与する40の遺伝子を同定した。中でも0055と0056は、菌体外膜へのタンパク質輸送に共同して関与すると推察
された。0055は菌体内でアシルACPを合成するエノイルアシルキャリアプロテインレダクターゼ２と結合してい
た。この合成経路上には、0055と0056の周辺に位置する0058から 0061の4タンパク質も存在していた。すなわ
ち、これら0055から0061までの一連のタンパク質の作用によりアシル化修飾を受ける何らかの物質が、V. 
vulnificusの好中球からの逃避能を担っている本体と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have developed the novel method named ISLAP that comprehensively 
identifies the V. vulnificus genes required to evade neutrophils. Among 40 identified genes, 
VV1_0055 and VV1_0056 were involved in a protein transport system from inner membrane to outer 
membrane in periplasm. 0055 binds Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH] 2, which is the 
enzyme for Acyl ACP synthesis. Interestingly, 0058, 0059, 0060 and 0061 were found on the same 
pathway for Acyl ACP. Thus, the acylated proteins modified by 0055 and 0056 are involved in ability 
of evading neutrophils. 

研究分野： 病原細菌学

キーワード： ビブリオ　バルニフィカス　敗血症　好中球　新規治療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
V. vulnificusは、感染者を短時間内に死に至らしめるため、人食いバクテリアと呼ばれ恐れられている。しか
し、どのような機構で短時間内における感染者体内での増殖を可能にしているかは明らかでない。本研究成果に
より、V. vulnificusが生体内で好中球から逃避し、増殖できる能力を証明できたと共に、それには菌体外膜に
局在するタンパク質のアシル化が重要である可能性を示すことができた。本研究成果を発展させ、好中球逃避機
構を担うアシル化修飾タンパク質を同定し、その働きを明らかにすることにより、人食いバクテリアの抗生物質
に頼らない、新たな治療法が開発可能かもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Vibrio vulnificus は、ヒトに経口あるいは創傷感染し、組織の壊死や敗血症などの重篤な症状を
引き起こす。V. vulnificus の経口感染は、肝硬変、糖尿病、免疫不全症など免疫機能の低下に付
随して発生し、感染者の 95％が何らかの基礎疾患を持った患者である。一方で最近、創傷感染
は感染者の 80%以上が健康な人（基礎疾患の見当たらない人）であることが報告された。これ
らの事実は、V. vulnificus が健康な人の免疫システムにより容易に排除され、全身循環中では増
殖できない日和見感染症起因菌であるが、創傷感染においては健康な人であっても感染局所で
増殖し、極短時間内に水腫や壊死性筋膜炎など
を引き起こし得ることを示している。 
最大の問題は、本菌が感染者体内で極めて短時
間内に増殖することである。本感染症の治療に
おいては、早期の抗生物質投与が生存率を向上
させるが、平均潜伏期間は 16 時間と短く、感染
者が体調に異変を感じた時点で既に体内菌数は
増加しており、V. vulnificus が抗生物質による
治療効果を上回って増殖するため、治療が功を
奏さない。本菌敗血症患者の救命には、抗生物
質治療と併用可能な、あるいは依存しない、全
身循環中における V. vulnificusの増殖制御が必
要となる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、V. vulnificus の好中球逃避機構を解明し、本菌敗血症の新規治療法の開発

に繋げることである。本研究計画では、その第一段階として、我々がこれまでに同定した、V. 
vulnificus が好中球からの逃避に必須とする遺伝子の機能解析を行う。 
 我々の研究グループは、新規網羅的病原遺伝子同定法(ISLAP 法)を開発し、生体内における V. 
vulnificus の好中球逃避機構に関与する 40 の遺伝子の同定に成功した。本研究計画では、これ
らの中から、ゲノム上に連続して存在していた VV1＿0055 (以下、0055) と VV1＿0056 (以下、
0056) の 2 つの遺伝子の好中球逃避機構に関与する機能の解明を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
１) 0055 および 0056 の生体内における好中球逃避への関与の証明 
トランスポゾンによるランダム変異株のアッセイから、0055::Tn および 0056::Tn のマウスに対
する致死性が低下していることを明らかにした。しかしながら、0055 と 0056 の上流や下流の
遺伝子領域は同方向に配置された遺伝子が間隔を空けずに並んでいたことから、オペロンを形
成している可能性が考えられ、トランスポゾンが挿入されていた 0055 や 0056 がマウス致死性
低下の責任遺伝子か否かは不明であった。そこで、0055 および 0056 のインフレーム欠失変異
体(⊿0055 および⊿0056)およびそれらの相補株を作成し、好中球の存在する健常マウスと好中
球を枯渇させたマウス(好中球枯渇マウス)の大腿部皮下に接種して、マウスに対する致死性、お
よび、感染局所（接種局所直下の筋肉）と全身循環中(脾臓中)での増殖性を評価した。 
 
２）0055 と結合する菌体因子の同定 
0055にはLolAのモチーフが広範囲に渡り保存されていた。LolAはEscherichia coliにおいて、
菌体内膜から外膜へのリポタンパク質輸送に関与している。LolA の研究において、ヒスチジン
タグをつけた LolA-His を菌体のスフェロプラストに添加した後、抗ヒスチジンタグ抗体でプル
ダウンすることで、LolA により輸送されている菌体リポタンパク質が共沈降することが証明さ
れている。0055 がリポタンパク質の輸送に関与するかは未知であるが、LolA と同様、0055-His
を用いたプルダウンアッセイにより輸送タンパク質が共沈降する可能性は高く、0055-His を用
いた共沈実験により、好中球逃避機構に直接関与するタンパク質を同定できる可能性がある。こ
のことから、0055-His を作成し、V. vulnificus の菌体外膜およびペリプラズムを含む画分と混
合し、ニッケルレジンによるプルダウン後、LC-ESI-MS に供して 0055 と結合するタンパク質
を同定した。 
 
 
４．研究成果 
研究方法１）の結果 
図１に示したように、⊿0055 および⊿0056 共に、健常マウスへ接種した場合、野生株と比較し



てマウスの生存時間は延長した(図１ＡとＢ)。一方、この⊿0055 および⊿0056 による健常マウ
スの生存時間の延長は、好中球枯渇マウスでは認められなかった(図１ＡとＢ)。加えて、⊿0055
および⊿0056のそれぞれに0055あるいは0056遺伝子を相補した相補株 (p0055およびp0056) 
では、野生株と同等まで生存時間が戻ったことから、0055 と 0056 は、生体内において好中球
からの逃避に関与していることが明らかとなったと共に、0055 および 0056 は、好中球逃避の
責任遺伝子であることがわかった。 
 次に、健常マウスと好中球枯渇マウスにおける感染局所（接種局所直下の筋肉）および全身循
環中(脾臓中)での増殖性を解析した。その結果、接種局所では好中球の存在の如何にかかわらず、
また、0055 および 0056 遺伝子の有無にかかわらず、野生株と同程度の菌数が検出された(図２
ＡとＢ)。一方、全身循環中での増殖は、好中球の存在する健常マウスにおいて菌数の低下が認
められたが、この菌数の低下は好中球枯渇マウスでは認められなかった(図２ＡとＢ)。これらの
結果は、0055 と 0056 が感染局所よりも全身循環中で好中球による排除から逃れるために必要
であることを示唆している。 
 
研究方法２）の結果 
0055-His と菌体外膜およびペリプラズムを含む画分と混合して、ニッケルレジンによるプルダ
ウン後、LC-ESI-MS に供して 0055 と結合するタンパク質を同定した。その結果、0055-His を
含まないコントロールと比較して、2.3 倍量のエノイルアシルキャリアプロテインレダクターゼ
2(VV2_0265)が検出された（データは示していない）。このタンパク質は、アセチル CoA からア
シルキャリアープロテインを合成する最終段階の酵素であり、細胞膜のリン脂質合成に関与す
る(図 3)。興味深いことに、この、アセチル CoA からアシルキャリアープロテインを合成する経
路には、0055 および 0056 と連続して存在する 0058，0059，0060 および 0061 が含まれてい
た(図 3)。これらのことから、0055 および 0056 は、アセチル CoA から 0058，0059，0060 お
よび 0061 の働きにより合成されたアシルキャリアープロテインを菌体外膜へ運ぶ作用を担っ
ていると考えられた。すなわち、V. vulnificus の好中球逃避には、アシル化を受け、菌体外膜を
構成する何らかの物質が重要であることが示唆された。 
 

 

図 1. 健常マウスと好中球枯渇マウスにおける WT と変異株の致死性の評価 

（A）WT (n=6)、Δ0055 (n=7)、および p0055 (n=6)または（B）WT(n=12)、Δ0056(n=12)、および p0056 

(n=12) を健常マウスと好中球枯渇マウスに皮下接種 (106 CFU/マウス)し、Kaplan-Meier の生存曲線解析

を行った。**P < 0.01; log-rank test 
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図 2  WT と変異株を健常マウスと好中球枯渇マウスに皮下接種した後、9 時間での筋肉

内と脾臓中の菌数 

（A）WT、Δ0055、および p0055、または（B）WT、Δ0056、および p0056 を健常マウス

と好中球枯渇マウスに皮下接種 (106 CFU/マウス)し、9 時間後に筋肉内と脾臓中の菌数を

算出した。**P < 0.01; Dunn’s multiple comparison test 

 

 

 
図 3.  リン脂質合成経路と 0055 周辺タンパク質 

リン脂質合成経路を示す。0055 結合タンパク質として、エノイルアシルキャリアプロテインレ

ダクターゼ 2 (VV2_0265: FabII) が検出された。このタンパク質は、アセチル CoA からアシル

キャリアープロテインを合成するリン脂質合成の最終段階の酵素である。また、この経路上には、

0055 および 0056 と連続して存在する 0058，0059，0060 および 0061 が含まれていた。 
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