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研究成果の概要（和文）：　野兎病菌PdpCの変異株や相補株を用いて、野兎病菌の極めて高い感染性や病原性とPdpCの
関係について検討を行った。これらの結果、野兎病菌PdpCタンパク質はマウスに対する病原性に必須であり、その病原
性はC末端側の3つ（1303、1309、1324番目）のリシン残基が担っている可能性が示唆された。
　野兎病菌PdpCタンパク質の機能を推測する為に抗PdpC抗体で野兎病菌感染マクロファージの可溶化サンプルを免疫沈
降を行ったところ、PdpCタンパク質が核酸結合性タンパク質である可能性も示唆された。また、強毒性野兎病菌がマク
ロファージで効率良く生育する為には、特定の遺伝子を抑制する必要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Role of pathogenicity determinant protein C (PdpC) in determining the virulence o
f the Francisella tularensis was examined using the pdpC knockout and the complemented strains. These data
 showed that PdpC was an essential element determining F. tularensis pathogenicity. Especially, three C-te
rminal lysine residues at amino acid positions 1303, 1309 and 1324 of PdpC molecule were indispensable for
 the pathogenicity. The lysates of macrophages inoculated with F. tularensis were immunoprecipitated with 
anti-PdpC antibody to determine the interactive molecules with Franicsella PdpC. The data indicated that F
rancisella PdpC molecule would bind to nucleic acid. In addition, it was suggested that Francisella PdpC m
olecule in the macrophages inoculated with virulent Francisella tularensis strain could suppress the gene 
expression to eliminate the intracellular bacteria by microarray analysis.
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１．研究開始当初の背景 
 
 Francisella tularensis（野兎病菌）は哺
乳類に極めて高い感染性を有し、宿主の樹状
細胞やマクロファージで寄生増殖する細胞
内寄生菌である。2009 年 4月から「野兎病菌
の病原因子の同定」に関する研究を開始する
にあたり、藤田博士（大原病院、福島市）か
ら譲渡された SCHU P0 株の病原性確認試験を
行った。106 CFU をマウス腹腔内接種した結
果、既存の報告とは異なり SCHU P0 株はマウ
ス非致死性弱毒株である事が明らかになっ
た。そこで、マウス継代による SCHU P0 株の
強毒化を試みた。この結果、継代 9代目にお
いてマウスに対する明らかな強毒化が観察
された。これらの現象を踏まえて、継代 5代
目および 9 代目のマウス脾臓より、SCHU P5
株および P9 株を分離した。分離した両株の
病原性を確認する為に、高（106 CFU）および
低（103 CFU）濃度でマウスに接種した結果、
SCHU P0、P5 株高濃度接種群のマウスは 2 週
間生存したのに対し、SCHU P9 株は低濃度接
種群のマウスでも全て死亡した。この結果に
より弱毒性 SCHU P0、P5 株および強毒性 SCHU 
P9 株の樹立が確認された。 
 弱毒性 SCHU P0 および P5 株と強毒性 SCHU 
P9 株の病原性を規定する遺伝子を同定する
為に、全ゲノムシークエンス解析を行った。
弱毒性 SCHU P0 および P5 株では、ゲノム上
に二重コードされている pdpC1 および pdpC2
遺伝子の両方でフレームシフトが見つり、本
来の半分の大きさの異常型 PdpC タンパク質
しか産生されていなかった。一方、強毒性
SCHU P9 株では、pdpC1 遺伝子はフレームシ
フトを起こしていたが、pdpC2 は強毒性標準
株 SCHU S4 株と同じく全長をコードしていた。
190 万塩基対におよぶゲノムの中で、フレー
ムシフトに関わる pdpC2 遺伝子の 1塩基のみ
が、弱毒性 SCHU P0 および P5株と強毒性 SCHU 
P9 株で異なっていた。この結果から、野兎病
菌の病原性は PdpC タンパク質に依存してい
る可能性が示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 
  本申請では、野兎病菌 PdpC タンパク質
一部欠損株および変異株を用いて PdpC タン
パク質の機能を解析し、野兎病菌の極めて高
い感染性や病原性と PdpC タンパク質との因
果関係を解明する事を目的とした。 
 この目的を達成する為に5つの課題に分け
て順次検討を行った。 
(1) 野兎病菌 PdpC が病原性を司る事を確認 
(2) PdpC の病原性機能領域を同定 
(3) PdpCの病原性機能を担うアミノ酸を同定 
(4) PdpC と相互作用する物質の同定 
(5) 弱毒性および強毒性野兎病菌感染時の
マクロファージにおける遺伝子応答の差異
が有るか否かの観察 

 
３．研究の方法 
 
(1) 強毒性 SCHU P9 株のゲノム上に 2 重に
コードされている pdpC 遺伝子を破壊するた
め に TargeTron gene knockout system 
(Sigma-Aldrich) と pKEK1140 plasmid 
(GenBank accession number: EU499313)を用
いた。得られた pdpC 遺伝子破壊株（ΔpdpC
株）からゲノム DNA を精製し、変異導入部位
をPCRおよびシークエンス解析にて確認した。
樹立したΔpdpC 株は chemically defined 
medium（CDM）で培養した後に 10％グリセロ
ール溶液に浮遊させ、実験使用時まで-80℃
にて保管した。 
 ΔpdpC 株、強毒性 SCHU P9 および弱毒性
SCHU P5株の病原性を比較解析する為に、1 × 
106 CFU の各菌株をマウスに経鼻接種し、体
重および生残を毎日観察した。 
 
(2) 野生型PdpCタンパク質を発現するプラ
スミド（wt）は、強毒性 SCHU P9 株から抽出
したゲノム DNA を鋳型とし、野生型 pdpC 遺
伝子を増幅後、pNVU1 発現ベクターに挿入し
作出した。一方の弱毒株由来の異常型 PdpC
タンパク質を発現するプラスミド（mut）は、
弱毒性 SCHU P5 株から抽出したゲノム DNA を
鋳型とし異常型 pdpC 遺伝子を増幅後、pNVU1
発現ベクターに挿入し作出した。これらのプ
ラスミドでΔpdpC株および弱毒性 SCHU P5 株
を形質転換した。また、コントロールとして
発現プラスミド（vec）でΔpdpC 株および弱
毒性 SCHU P5 株を形質転換した。各々の株の
マクロファージ中での生育効率を観察する
為、各株を MOI=10 で接種したマクロファー
ジを 26 時間培養し、細胞内の生菌数を測定
した。また、マウスへの病原性を確認する為
に、1 × 106 CFU の各菌株をマウスに経鼻接
種し、体重および生残を毎日観察した。 
 
(3) タンパク質の病原性機能部位同定する
ために、野兎病菌 pdpC 遺伝子の 989 番目お
よび 1299 番目のアミノ酸にストップコドン
を導入した発現プラスミド（p989stop および
p1299stop）を構築し、これらの発現プラス
ミドで弱毒性 SCHU P5 株を形質転換した株
（P5+p989stop、P5+p1299stop）を得て、
MOI=10 で接種したマクロファージを 26 時間
培養し、細胞内の生菌数を測定した。 
 また 1303、1309、1312、1313、1319、1324、
1325 番目の塩基性アミノ酸リシンから中性
アミノ酸アラニンに置換したプラスミド
（K->A）を構築し、これらのプラスミドで弱
毒性 SCHU P5 株を形質転換し、各株を MOI=10
で接種したマクロファージを26時間培養し、
細胞内の生菌数を測定した。 
 
(4)  強毒性 SCHU P9 株をマクロファージに
接種し、24 時間培養したサンプルを可溶化緩
衝液（50mM Tri-HCl(pH 7.0)、0.2M NaCl、
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