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研究成果の概要（和文）：Signature tag mutagenesis (STM)法を用いて約 5000個の独立した
トランスポゾン挿入変異株のライブラリーを構築し、ヒト脳内皮血管細胞への接着もしくは侵

入能が低下した変異株のスクリーニングを行なった。その結果、最終的に 31個の宿主細胞へ
の接着もしくは侵入が低下した変異株を同定することが出来た。 
 
研究成果の概要（英文）：I constructed a transposon-inserted meningococcal mutant library 
by STM and screened adhesion or invasion-defective mutants to human brain 
microvasocular endothelial cells. By the 5th steps of screening, 31 mutants were finally 
selected.  
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１．研究開始当初の背景 
 
髄膜炎菌 (Neisseria meningitidis) は化膿
性髄膜炎の起炎菌の中で唯一ヒト-ヒト間の
伝播による流行性髄膜炎を引き起こす危険な
病原菌である。髄膜炎菌は数%~数十%のヒト
の鼻咽頭上皮細胞に不顕性感染しているが、
上皮細胞層、血管内皮細胞層を通過して血液
内に侵入すると敗血症を引き起こし、さらに
血液脳幹門を通過して髄液に侵入すると髄膜
炎を引き起こす。髄膜炎菌はヒトを唯一の宿
主とするために動物感染モデルでの解析が不
可能であり、髄膜炎菌の病原性は主に培養細

胞を用いて解析されてきた。現在までに髄膜
炎菌の病原因子として線毛や外膜タンパク、
莢膜、リポ多糖等の細菌の表層因子や自己分
泌型タンパクが解明されてきている。しかし、
それらの殆どは表層タンパクでヒト細胞への
接着に関与するものであり、ヒトの血中や髄
液にまで侵入する髄膜炎菌の病原性に関して
はその感染機序を含めて殆どが未解明である。
また、既に解読されている髄膜炎菌及びその
類縁ナイセリア属菌の全ゲノム塩基配列を基
に し た in silico 解 析 に よ っ て も 
pathogenic island 及び病原性因子の遺伝子
クラスターは検出されておらず、髄膜炎菌は
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そのゲノム上に散在している既知及び未知の
病原因子がモザイク状に発現し、相乗的に機
能しながらその病原性を発揮していることが
推測されていた。 
 
２．研究の目的 
髄膜炎菌のゲノム上に散在している病原因
子を網羅的に探索し、髄膜炎菌の感染（殊に
細胞侵入）機構をより詳細に解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
STM はランダムな塩基
配列を導入した 40mer 
の合成 DNA を付加した
トランスポゾンを用い
る変異導入法であり、各
挿入変異株は各々異な
る 40mer の「個体識別
用配列（DNA タグ）」が
導入され、１株ずつ 96
ウェルプレートを利用
して単独で保存すれば
Sourthern blotting を
用いたスクリーニング
過程において各変異株
の個体識別が可能とな
る。 
 
高病原性株 ST-2032 株を signature tag 
mutagenesis (STM) により ST-2032 株のトラ
ンスポゾン挿入変異体ライブラリーを作成
し、ヒト脳血管内皮細胞 (HBMEC) への感染
性（細胞侵入性）が低下する変異体を単離す
るネガティブスクリーニングを行なった。 

 
４．研究成果 

約 5000 個の独立したトランスポゾン挿入変
異株のライブラリーを構築し、ヒト脳内皮血

管細胞への接着もしくは侵入能が低下した

変異株のスクリーニングを行なった。その結

果、最終的に 31個の宿主細胞への接着もし
くは侵入が低下した第 5次候補変異株を同
定することが出来た。それらの変異株の中に

は線毛やLOS の合成や修飾に関与する遺伝子、

また栄養源の合成に関わる遺伝子の他、機能

が全く未知の遺伝子が破壊された候補株も 9

株含まれ、それらが髄膜炎菌の新規病原性因

子である可能性が示唆された。特に NMB1964

及び NMB1965 とゲノムシークエンスから命名

された遺伝子が破壊された株が4株得られて

おり、それらの挿入変異株は細胞接着能は低

下していないが細胞侵入能は野生株の約 1％

までに低下しており、この二つの遺伝子群が

髄膜炎菌の細胞侵入に深く関与する可能性

を見出すことが出来た。 
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