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論文要旨

＜ 目 的 ＞ 病 原 細 菌 が 粘 膜 表 層 ヘ 定 着 す

る
•つ

と は 感 染 症 経 過 の 第 段 階 で ぁ る 従し

゜

つ て ヽ 定 着 因 子 を 明 ら か に す る 事 は 病 原 メ

ヵ ズ ム を 解 明 す る 上 で 重 要 で ぁ り ワ ク

チ ン の 開 発 に も つ な が る
゜

我 々 は 腸 上 皮 接

着 性 を 有 す る Vibrio cholerae 034、NA G V 1 4 

株 線 毛 の 機 能 を 明 ら か に す る た め に ヽ

N A G V 1 4 線 毛 の g e n e cluster の 解 析 を ，，f丁一 つ

て き た
゜

そ の 結 果 N A G V I 4 線 毛 の g e n e 

cluster に は コ レ ラ 菌 （ V. cholerae 0 l) 

M S H A 線 毛 の 構 造 o p e r o n に 含 ま れ る 6 個 の

0 R F s （ 屈 shB、 A、 C、 D 、 0、 p) に 高 し‘ 相 同

性 を ホ す 0 R F s が 存 在 す る ヽ と が 分 つ た＜＿ 

゜

本 研 究 で は そ の o p e r o n の 最 下 流 に 位 置 す

る 遺 伝 子 (V  C I Q) を 解 析 し ヽ そ の 機 ム月ヒヒ に つ

い て 検 討 し た
゜

＜ 方 法 ＞ 塩 基 配 列 は V. cholerae 0 1 

の m s h(} 遺 伝 子 塩 基 配 列 か ら 設 計 し た

p r i m e r を 用 し） た primer w a l k i n g で 決 定 し ヽ

遺 伝 子 構 造 を 解 析 し た
゜

遺 伝 子 産 物 V c f Q 

ー
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は ヽ そ の C 末 側 を His-tagged 組 換 蛋 白 と

し て 大 腸 菌 で 発 現 し た も の を 精 製 し た
゜

V C f Q の 発 現 ゃ 局 在 の 確 至心刃 は 抗 V c f Q 抗 体 を

用 い た Western blotting で 調 ベ た
゜

V c f Q 

の 機 能 は 、V C I Q 遺 伝子 欠 損 株 を 作 製 し て 検

討 し た
゜

菌 株 間 に お け る V C I Q の 分 布 は

V C f Q の N 末 側 と c末側 の 断 片 を プ ロ ブ と

し た c o l o n y blotting で 調 ベ た
゜

＜ 結 果 ＞ vcfQ は 1 4 7 0 個 の ア
..... 

ノ 酸 をヽ
ヽ

コ ド し 、コ レ ラ 菌 の M s h Q Nー末 上 流 に 6 5 I 

b P の D N A 断 片 を 付 加 し た 形 で あ つ た 。そ の

D N A 断 片 の G C 含 有 亘旱- （ 3 5. 6 m o l %) は ヽ

V C f Q の G C 含 有 量 （ 4 2. 5 m o 1 %) よ り も 低

し‘ 値 を ホ し た
゜

V c f Q は M s h Q と 抗 原 的 に 六.x.. 

差 反 応 を ホ し ヽ V. cholerae の 外 膜 分 画 に 存

在 す る 事 が 確 吾p刃o さ れ た
゜

し か し ヽ 内 膜 分 画

に お け る V c f Q の 存 在 も 同 時 に 確 認 さ れ た
゜

V C f (}遺伝 子 欠 損 株 で は m a j o r pilin( V c f A) 

の 産 生 は み ら れ た が ヽ 線 毛 の 形 成 は 認 め ら

れ な か つ た
゜

N A G V 1 4 線 毛 に 特 異 的 な V C I Q 
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の N 末 側 を プ ロ ブ と し た c o l o n y 

blotting で は V. cho/erae 0 l の 2 5 株 中 1 

株 の み 陽 性 ヽ 0 1 3 9 の 1 8 株 は 全 て 陰 性 で あ

つ た
゜

ま た ヽ 0 I と 0 1 3 9 以 外 の 血 清 型 で は

5 0 株 中 l 0 株 （ 2 0 %) が 陽 性 を ホ し た
..... 

れ
゜

し

に 対 し ヽ コ レ ラ 菌 と N A G V 1 4 株 で 相 同 性 が

渦． 
し‘ C 末 側 の プ 口 プ で は 0 1 株 で は 9 2 %、

0 I 3 9 株 で は l O O %、 他 の 血 消 型 株 で は 9 8 % 

が陽 性 を ホ し た
゜

＜ 考 察 ＞ V c f Q が V. cholerae の 外 膜 分 画

だ け で な ＜ 内 膜 分 画 か ら も 検 出 さ れ た の

は ヽ 外 膜蛋 白 で あ る V c f Q と 内 膜 蛋 白 が 複

合 体 を 形 成 し て し‘ る
..,. 

と が 考 ぇ ら れ るし

゜

V C I Q 遺伝 子 欠 損 株 で V c f A の 産 生 が 認 め ら

れ る
、ア

と か ら 、VC f Q は 外 膜 に 存 在 し N A G V 1 4 し一

線 毛 の 形 成 に 関 与 す る 蛋 白 で ぁ る と 目一 ぅ

事 が で き る だ ろ ぅ 。V C f Q の N 末 側 の 多 様 性

は 水 平 伝 播 に 関 係 し て し‘ る 事 が 考 え ら れ ヽ

線 毛 構 坦、A と 接 着 性 の 関 連 性 を 解 ＜ 鍵 に な

る と 思 ゎ れ る
゜
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Molecular analysis of VcfQ protein involved in Vibrio cholerae type IV pilus biogenesis. 

（論文審査結果の要旨）

上記の論文について慎重に審査を行い、次のような結果を得た。

1.研究の背景と目的
病原菌の宿主細胞に対する接着は感染の第一段階として極めて重要な現象である。接着因
子は線毛であることが多いため、申請者らはVibriochol四 eの線毛について検討し、 V.

cholerae NAGV14株から接着性の線毛を見出した。しかし同種の菌であるコレラ菌の線毛

(MSHA) が接着性を示さないことから、 NAGV14線毛との違いを明らかにする目的で線

毛蛋白の構造オペロンを解析した。本研究はNAGV14線毛のオペロンの中で最下流に位置

する vcfQ迪伝子の構造と機能を解析し、 NAGV14線毛のオペロンに関する一連の研究に
終止符を打たせたものである。

2.研究内容
遺伝子の塩基配列から vcfQ はそのN—末側に、 mshQ に見られないG+C含量の低い 651 bpの

配列を持つことが分った。その領域より下流のC末側はmshQとほぼ同一の配列であったた
め同領域の中で730bpに対応する組換え蛋白とその抗体を作成した。 VcfQの所在を確認す

るため菌体を細胞質液、ペリプラスマ液、内膜、および外膜に分画し、 Westernblottingで
反応させたところVefQは膜分画に存在することが証明された。さらにvcfQの機能を解明す
るため、 suicideplaSinidを用いてvcfQ遣伝子欠損株 (isogenicmutant)およびvcfQ'復元株を

作成して野生株との対比を行ったところ、 VcfQは発現した線毛蛋白から線毛形態を構築す
る過程で必須の役割を有することが判明した。

3.研究成果の意義と学術的水準

この研究は vcfQ追伝子の構造を決定するとともに、その産物が外膜蛋白を構成している

こと、およびその外膜蛋白が線毛蛋白分子から線毛の形態を構築するために必須の役割を

示すということを明らかにした。ここに高いオリジナリティーを認め、論文内容が国際的

水準にあると考える。この成果はコレラ菌線毛の迫伝子機能解析にも重要な参考となり、

V. choleraeの線毛形成に関与する新たな因子を同定したことから病態のメカニズムを理解

しワクチン抗原の開発へと繋がる大きな意義を有している。

以上の結果から本論文は学位授与に十分値するものと判断した。

備 考 1 用紙の規格はA4とし縦にして左横書とすること。
2 要旨は800字～］200字以内にまとめること。
3 ＊印は記入しないこと。


