
	
 

様式Ｃ‐１９	
 

	
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	
 

 

平成 24年	
 4月	
 25	
 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
病原菌が宿主生体内で増殖するためには鉄が必要である。腸炎ビブリオは鉄獲得のために
ビブリオフェリンと呼ばれる鉄イオン特異的な低分子キレート剤(シデロフォア)を産生す
る。本研究ではビブリオフェリン非産生変異株を作成し、ショウジョウバエ体内での増殖
にはビブリオフェリンが必要であることを示し、鉄獲得阻害は増殖阻害剤となる可能性を
示した。この目的のため、鉄-ビブリオフェリン複合体受容体に対するモノクローナル抗体
を作成した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Most microorganisms absolutely require iron to survive and grow. Vibrio 
parahaemolyticus produces siderophore, vibrioferrin (VF), under iron restriction 
conditions. Although VF is important for growth of V. parahaemolyticus, its role for the 
pathogenesis remains unknown. In this study, Drosophila melanogaster was used for a 
growth assay of V. parahaemolyticus deletion mutant which lacks VF producibility, as 
a infection model. These results indicated that iron acquisition by VF was very 
important for the growth in D. melanogaster, and affected its lethal activity. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 鉄は殆どの生物の生命の営みに欠かせな
い元素である。鉄は地球上に豊富に存在する
元素の一つであるにもかかわらず、自然界に

おいては大気中の酸素によって酸化され、不
溶性の三価鉄として存在している。また、生
体内においては種々の鉄結合性蛋白質と結
合しており、環境中においても、宿主体内に
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おいても、細菌が自由に使える鉄は極めて少
ない。そのため、細菌は進化の過程において、
鉄を得るために様々な手段を獲得している。 
	
 腸炎ビブリオは日本では食中毒の主要原
因菌の一つであり、病原性を発揮するために
は宿主腸管内で増殖する必要がある。つまり、
宿主腸管内での増殖を阻止することが出来
れば、本菌に起因する食中毒を阻止すること
が出来ると考えられる。 
	
 申請者らは、腸炎ビブリオが鉄と特異的に
結合するキレーターであるシデロフォア・ビ
ブリオフェリンを体外に分泌し、鉄・ビブリ
オフェリン複合体を PvuAという受容体蛋白
を介して取り込む系があることを見いだし、
鉄制限に応じた発現制御が行われているこ
とについて明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
	
 上記の研究背景を踏まえ、本研究では腸
炎ビブリオの産生するビブリオフェリンが
生体内での増殖および病原性発揮に不可欠
であることを示す必要がある。従来、感染
モデル動物としてマウスやラットなどのほ
乳類が広く用いられてきたが、本研究では、
より安価で簡便かつ多数の個体を処理でき
るショウジョウバエを用いた感染モデルを
確立する。 
	
 次に、この系を用いてビブリオフェリン
が病原性に関与していることを証明するこ
と、そして、ビブリオフェリン受容体の大
量産生株を作成すること、ビブリオフェリ
ンのである PvuAの働きを阻害するモノク
ローナル抗体を作成することによる鉄取り
込み阻害剤の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ショウジョウバエ感染モデル 
	
 腸炎ビブリオは 3％NaCl含有LB培地を使
用し、37℃で振盪培養した。ショウジョウバ
エ(Drosophila melanogaster Canton S) に
対して、OD660が 0.5まで増殖した腸炎ビブ
リオ AM3354を生理食塩水で洗った後、生理
食塩水に希釈し、マイクロインジェクション
を用いて注入した。ショウジョウバエは遮光
した 22℃のインキュベーター内で飼育し、経
時的に生存数を測定した。 
	
 ショウジョウバエ体内における菌対数の
計数は、以下のように行った。細菌を投与し
たショウジョウバエ 10 匹を生理食塩水中で
ホモジナイズし、その溶液をそのまま TCBS 
agar plate に塗布し、翌日、腸炎ビブリオと
推定されるコロニー数を計数し、ショウジョ
ウバエ体内における生菌数とした。 
 
(2) 病原性遺伝子発現について 
	
 腸炎ビブリオの病原因子として知られて
いる易熱性溶血毒素(LDH)、耐熱性溶血毒素

(TDH)、病原性因子発現制御因子 ToxR、III
型分泌機構のエフェクター蛋白質である
VopT、VopAの遺伝子について、鉄制限の影
響を調べるために、腸炎ビブリオを鉄豊富条
件及び鉄制限条件下において培養し、
RNeasy mini kit (Qiagen)にて total RNAを
調製し、reverse transcription PCRを行い、
これらの遺伝子の発現に対するビブリオフ
ェリンの影響について検討した。 
 
(3) PvuA大量産生株の作成 
	
 Genbank に登録されている pvuA の塩基
配列を元にプライマーをデザインし、PCRで
増幅した断片を pET21 システムに組み込ん
だ。pET21システムを用いて大量産生株を作
成した。大量産生した場合、PvuA は封入体
に産生されたため、6 Mグアニジン溶液に溶
解し、Niカラムにて精製した。アルギニンを
用いて、蛋白質をリフォールディングし、
PBSに透析することによって、PvuA蛋白質
を調製した。 
 
(4) 抗 PvuAモノクローナル抗体の作成 
	
 抗 PvuAモノクローナル抗体の作成は、定
法に基づき行った。鉄制限条件下で培養した
腸炎ビブリオから調製した外膜画分を抗原
とした。外膜は Filip らの方法を参考に菌体
を超音波破砕し、超遠心により粗全膜蛋白質
画分を得、N-lauroylsarcosine溶液にて内膜
を除くことにより調製した。この外膜画分に
より、マウスを 4回免疫し、抗体価が上昇し
ていることを確認してからハイブリドーマ
を作成した。限界希釈を行い、そのスクリー
ニングは外膜画分を抗原としたドットブロ
ットによって行った。得られたクローンのア
イソタイプは Isotyping kit(seroTec)を用い
て決定した。モノクローナル抗体は MAb 
Trap G2 Protein G columnを用いて精製し
た。得られたモノクローナル抗体の抗原の解
析はウェスタンブロットを行い、抗原となる
蛋白質を決定した後、トリプシン処理をし、
Agilent HPLC-Chip ナノフローイオントラ
ップにて行った。 
	
 
４．研究成果	
 
(1)感染モデルの確立：	
 
	
 腸炎ビブリオの感染モデルとして、ショウ
ジョウバエを用いる系を検討した。ショウジ
ョウバエは獲得性免疫を持ち合わせておら
ず、その感染モデルは感染症歴のない新興感
染症や感染初期を模していると考えられて
いる。また、ほ乳類に比べて個体そのものを
扱った感染実験が容易である。	
 
	
 ショウジョウバエに腸炎ビブリオを投与
したところ、菌数と投与後の時間に応じて生
存数が少なくなった。このため、投与する菌
数を一定とした場合、生存率が 50％に低下す



 

 

るまでの時間を病原性の強さの指標に出来
ると考えた。	
 
	
 
	
 (2)ビブリオフェリン産生能とショウジョ
ウバエに対する致死活性	
 
	
 ビブリオフェリン非産生変異株(ΔpvsA)
をショウジョウバエに投与したところ、生存
率が明らかに上昇した。pvsAを相補した株を
用いたところ、ショウジョウバエに対する致
死活性はほぼ野生株と同じくらいにまで回
復した。これらの結果より、ビブリオフェリ
ン産生能がショウジョウバエに対する致死
活性に関与していることが分かった。	
 
次に、ショウジョウバエ体内における増殖に
ついて検討した。ビブリオフェリン非産生変
異株を用いた場合、24 時間後の菌体数は野生
株の約 33,000	
 CFU に比べ、著しく低下し、
約 5,000	
 CFU と 1/6 以下であった。この菌体
数の低下は pvsA 相補株において約 22,000	
 
CFU にまで回復していた。これらの結果より、
ビブリオフェリン非産生株においては、ショ
ウジョウバエ体内での増殖能を著しく低下
していること、つまり、ビブリオフェリンが
ショウジョウバエ体内での増殖に必要であ
ることを示している。	
 
	
 シデロフォアを介した鉄獲得能が病原性
遺伝子の発現に影響を与えている場合があ
ることが他の細菌で報告されている。つまり、
ビブリオフェリンを介した鉄獲得によって
病原性遺伝子の発現が亢進し、病原性が強く
なっている可能性が考えられた。そこで、鉄
豊富条件及び鉄制限条件における腸炎ビブ
リオの種々の病原性遺伝子の発現について
検討した。耐熱性溶血毒素 tdhの発現を野生
株とΔpvsA株について比較したところ、野生
株では鉄制限条件下において tdhの発現が低
下したが、ΔpsvA株と相補株では有意差がな
かった。これら 2株の tdh発現量は野生株の
鉄制限条件下とほぼ同じであることから、
tdh の発現とタンパク合成には鉄が必要であ
ると考えられる。ビブリオフェリンの受容体
である pvuA の発現はいずれの株も鉄制限下
で上昇している。野生株の鉄豊富条件下での
発現量が低いことから、鉄欠乏がシグナルと
なり、発現が誘導されることが示された。こ
のことはビブリオフェリン産生遺伝子が鉄
制御因子 FUR によって制御されているという
以前の研究の結果と一致している。また、そ
の他の病原性遺伝子(ldh、vopT、vopA、toxR)
の発現量も鉄豊富条件と鉄制限条件下で有
意さは認められなかった。以上の結果より、
ビブリオフェリン非産生変異株では、tdh 産
生に差があるものの、その他の病原性に関与
する遺伝子には影響がなかった。	
 
	
 これらの結果より、ショウジョウバエ体内
おいて、ビブリオフェリンは腸炎ビブリオの
増殖に必要な鉄を獲得する系として機能し

ており、産生できない場合は増殖が著しく低
下することが分かった。また、tdh の発現に
は鉄の存在が促進に作用することが分かっ
た。その他の病原性因子には影響を及ぼさな
かったことから、ビブリオフェリンを介した
鉄獲得系は腸炎ビブリオの生体内での増殖
に必要であり、獲得した鉄により増殖するこ
とによって、種々の病原因子を産生し、ヒト
に病気を引き起こしていると考えられる。こ
のことは、ビブリオフェリンを介した鉄獲得
系を阻害することが腸炎ビブリオの増殖を
阻害し、腸炎ビブリオによって起こる下痢症
を予防できる可能性を示唆している。	
 
	
 
	
 (3)PvuA 大量産生株の作成	
 
	
 pET21 に pvuAを導入し、大量産生株を作成
した。IPTG 誘導したところ、PvuA は封入体
に産生されていた。方法の項に書いたように
グアニジン溶液に可溶化した後、精製し、ア
ルギニン溶液を用いてリフォールディング
を行った。その結果、塩基配列より予想され
る 78	
 kD の位置にバンドが見出され、PvuA 蛋
白質であることを確認した。	
 
	
 
(4)抗 PvuA モノクローナル抗体の作成	
 
	
 鉄制限条件下で培養した腸炎ビブリオか
ら調製した外膜画分を SDS-PAGE にて分析し
たところ、各々のバンドが非常に近接してお
り、分離は困難であった。そのため、外膜画
分を抗原としてマウスを免疫することとし
た。約 800 のハイブリドーマより外膜画分に
反応するクローン 3株を得た。これらの抗体
のアイソタイプは全て IgG1 であり、軽鎖はκ
鎖であった。対数増殖期の腸炎ビブリオの懸
濁液に得られた抗体を作用させ、2 次抗体
(HPR-抗マウス IgG 抗体)を用いて反応させる
と陽性であったことより、これらのモノクロ
ーナル抗体は外膜蛋白質の外側領域を認識
していることが明らかとなった。2 次元電気
泳動した外膜タンパクをウエスタンブロッ
トにて、抗体の抗原蛋白質を特定した後、
LC/MS によって解析を行ったところ、outer	
 
membrane	
 protein	
 assembly	
 factor	
 YaeT で
あることが明らかとなった。目的とする PvuA
ではなかったため、つぎに、PvuA のアミノ酸
配列を元にペプチドを合成し、これを抗原と
してモノクローナル抗体の作成を行った。約
400 のハイブリドーマより外膜画分の反応す
るクローン 2株を得た。これらの抗体のアイ
ソタイプは全て IgM であり、軽鎖は、κ鎖で
あった。これらのクローンの諸性質について
は現在解析中である。	
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