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第 1章 概要

1.研究の背景と目的

食中毒細菌の一種であるカンピロバクタ- (Campylobacぬ･jejuni(coll)はグ

ラム陰性､微好気性のラセン樟菌で､家禽､家畜､伴侶動物および野生動物の

消化管内に広く分布し､主に菌に汚染された食品や飲料水を媒介する間接伝播

と保菌動物の糞便による直接伝播によってヒトに感染する｡したがってカンピ

ロバクタ-感染症は人獣共通感染症 (Zoonosis)として公衆衛生上重要なテー

マの一つになっている｡特にわが国では牛肉､鶏肉､レバー等の生食の食習慣

があるため､カンピロバクタ一に感染する危険性が高く､公衆衛生上深刻な問

題となっている｡

カンピロバクタ-感染症の増加傾向は先進諸国において 1990年以降顕著に

認められ､人口10万人に対する羅患率 (1997年)は､米国25人､デンマーク

51人､イギリス 100人となっており､サルモネラ症の患者数を上回っている｡

このような世界各国における増加傾向は単に検査技術が向上したためによるこ

とだけではないと考えられる.わが国においても1982年に C.J'ejzL血 とC.coh'

が食中毒細菌に指定されてから､本菌による集団食中毒は毎年概ね20例以上の

発生があり､散発性下痢においてはサルモネラの検出率よりも高い傾向が見ら

れる.厚生労働省の食中毒統計によると､平成 13年 15年および 16年の a.

J'ejuBbaZb'の発生件数はサルモネラのそれを上回り､第 1位となっている｡日本

における増加傾向は､平成 10年より食中毒統計の中に1人患者事例を入れたこ

とによるところが大きく､散発事例が非常に多いことを示している｡

C.J'ejzLm'は,実験的には30℃以下の温度では増殖できず､大気中の酸素濃度で

速やかに死滅するため､食品等の環境は動物の腸管内よりも厳 しい生存環境で

あると考えられる｡しかしながら､本菌は低温保存などのある条件下では食品

中で長期間生存することが知られており､河川や下水からも分離されることか

ら､このような環境に適応 して生存するための戦略を兼ね備えていると考えら

れる｡従って､多様に変化する環境要因に応答する遺伝子を検索し､それらの

発現や調節機構が菌の環境中での生存様式とどのように関連しているかを明ら

かにすることは､本菌による食中毒発症機序を理解する上で重要である｡

Campylobac触･J'ejzLm'の細胞壁外側には糖衣あるいはスライムと呼ばれる有

機ポリマーが付着し､液体培地中で培養すると容器として用いたガラスやプラ

スチックの表面に付着して､いわゆるバイオフィルムを形成することを我々は

観察してきた｡バイオフィルムの形成は多くの細菌で認められ､外部環境から

菌体自身を保護 したり､化学療法剤や宿主免疫機構に抵抗性を示すこと等が知
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られている｡平成 14年度～15年度における科学研究費補助金 [基盤研究 (C)

(2)(課題番号 14560268)]研究では､CamRVlobad如･のバイオフィルムの形

成過程を形態学的に観察した｡その結果､バイオフィルム形成初期には菌体が

自己の運動性によって互いに集合して微細集落を作り､それらが徐々に成長し

て融合することが分かった｡電子顕微鏡によってバイオフィルムの微細構造を

観察すると､鞭毛は菌体同士を接着する架橋構造をとるための役割を果たして

いた｡さらに､バイオフィルムの超薄切片をルテニウムレッドで染色すると､

菌体表層に電子密度の高い部分が認められ､多糖が構成成分に含まれることが

示唆された｡

本研究ではこれまでの研究成果を踏まえ､バイオフィルムの形成に関与する

遺伝子群の検索を行 うとともに､構成成分の化学的分析を行った｡さらに､バ

イオフィルムの生物学的機能について明らかにすることを目的として､環境中

における生存性や消毒薬剤に対する抵抗性などにおける役割について調べた｡

2.研究組織と予算配分額

2.1 研究組織

研究代表者 :三 滞 尚 明 (宮崎大学 ･農学部 ･助教授)

研究分担者 :天 野 憲 一 (秋田大学 ･バイオサイエンス教育 ･

研究センター ･助教授)

(海外研究協力者 :EdwardTaboada)

2.2 交付決定額(配分額) (金額単位 :円)

直 接 経 費 間 接 経 費 合 計

平成 16年度 1,900,000 0 1,900,000

平成 17年度 1,700,000 0 1,700,000

平成 年度

平成 年度

平成 年度

4



3.研究発表

3.1 学会誌等(発表者名､テーマ名､学会誌名､巻号､ページ､年)

1)三滞尚明,カンピロバククー感染症 (総説),モダンメディア;51(3):

45-52,2005.

3.2 口頭発表(発表者名､演題名､学会等名､開催地､発表年月)

1)榎本麻衣子､三津尚明､塩化セチルビリジニウムの鶏肉汚染カンピロバ

クタ一に対する殺菌効果について､日本獣医学会､札幌､2004年､9月.

2)三滞尚明､野本 竜平､伊丹 利明､吉田 照豊､ブリ属魚類において

初めて確認された LancefieldC群連鎖球菌感染症､日本獣医学会､札

幌､2004年､9月.

3)三淳尚明､矢野貴久､天野憲一､CTampylobacterjejuJ71'の酸抽出画分

に認められる鶏血清および卵白成分-の親和性､日本細菌学会､東京､

2005年､4月

4)天野憲一､斉藤志保子､八柳潤､三津尚明､CampylobacterjejuDl'LPS

に含まれるガングリオシド構造の検索､日本細菌学会､東京､2005年､

4月.

5)Misawa,N.andAmano,T.SurvivalofCampylobacterupsall'eDSl's

strainsfromcompanionanimalsindifferentmaterialsincluding

fecesandpetfoods,13thInternationalWorkshoponCampylobacter,

Hell'cobacterandRelatedOrganisms.GoldCoast,Australia,2005.

9月.

6)Amano,K.,Saito,S.,Yatsuyanagi∫.,Misawa,N.,Reactivityof

anti-gangliosidestoCampylobactez.jejunl'LPS,13thInternational

WorkshoponCampylobacter,Jlell'cobactez･andRelatedOrganisms.

GoldCoast,Australia,2005.9月.

7)Datta,S.,Jeon,B.,Misawa,N.,Itoh,K.,RoleofpldAgeneinthe

invasion of Campylobacter jejuDl'into INT-407 cells, 13th

lnternationalWorkshoponCampylobacter,Jお11'cobacterandRelated

Organisms.GoldCoast,Australia,2005.9月.

8)三滞尚明､桐生直哉､竹内茜､近藤房生､動物介在活動に参加するイヌ

の糞便に検出された主要な腸管病原細菌の保菌調査､日本獣医公衆衛生

学会､鹿児島､2005年､9月.

9)キョウキョウ･モ一､三滞尚明､六車三治男､近藤房生､豚赤痢病変部

からのBTaChyspl'm hyodyseDteZ･1'aeの定量的検出とPCRによる診断紘

5



の検討､日本産業動物学会､鹿児島､2005年､9月.

10)竹内茜､近藤房生､三津尚明､犬より分離された nell'cobacter属菌

の 16SrRNA塩基配列に基づく系統分類学的解析､日本小動物学会､鹿

児島､2005年､9月.

11)山上良子､橋本喜泰､三角一浩､三滞尚明､乳牛の祉乳頭腫症の細菌

学的および分子生物学的検査､日本産業動物学会､鹿児島､2005年､9

月.

12)三滞尚明､カンピロバクタ-の生存様式と病原性､北海道大学大学院

GP講義､札幌､2006年､2月

13)三滞尚明､HACCP (ブロイラー編)､平成 17年度HACCP講

習会､宮崎､2006年､3月.

3.3 出版物

1) 食中毒検査 ･診療のコツと落とし穴(共著),中山書店 (東京),

pp.64-65,2006

2) 共通感染症ハンドブック(共著),カンピロバクタ-症, (社)

日本獣医師会 (東京),pp.120-121,2004.

4.研究成果による工業所有権の出願 ･取得状況

工業所有権の名称､発明者名､権利者名､工業所有権の種類､番

号､出願年月日､取得年月日等

該当なし

5.英文要約

WeobservedthatCampylobacterJeJunistmin81I176,astrongslimeproducer,

showedspreadingandhighlymucoidcolomiesonbloodagarplates,andformed

biofilmonthebottomofaglassflぉkafterstationarycultivationinBrucellabroth.

Thepresentstudywasperformedtodeterminethegenesassociatedwith biofilm

formation,eightmutantswereconstructedfrom stmin811176bynatural

transformation-madiatedallelicexchange.As aflagellate伽 4-BlandjlbA-)and

flagellatebutnonmotile柳 4~ andmotA~)mutantsdidnotform abiofilm

exhibitedbythewildtype straineventhough capsular-likepolysaccharidewas

expressedonthecellstJrface.Incontrast,bsM andpeblmutantswhichlack

capsular-likepolysaccharideandan Outermembraneprotein,respectively,

retainedtheabilityofbiofilm formation.Furthermore,luxSandcheYmutants

whichwereassociatedwith celltocellsignalingandchemobXis,respectively,
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did not affect the ability of biofilm formation. These findings suggest that

flagella-mediated motility is required for biofilm formation in vitro.

Survival of C. jejuni in the environment under non-growth conditions was

examined using a biofilm-forming strain and its lacked mutant (motA-) or

planktonic cells. The organisms were spiked on pulp disks or treated with heat,

sanitizers, or antibiotics. Survival was determined by the number of culturable

cells on non-selective blood agar plates. In all the experiments, biofilm forming

cells of C. jejuni can survive longer than biofilm non-forming mutant or

planktonik cells, suggesting that biofilm formation is important to survive under

environment conditions without hosts.

Keywords: C. jejuni, biofilm, Survival, Slime
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第2章 本 論

1.各論

1.1.1 バイオフィルム形成能の定量的評価

(1)目的

バイオフィルム形成能に関与する遺伝子を検索するには､バイオフィ

ルム系性能を定量的に評価する必要がある｡そのため､これまでに報告

されている方法について検討 した｡

(2)方法

バイオフィルム形成能を有するC.J'ejzLRL'811176株を使用 し､比較対

照として後述するバイオフィルム形成能を失った鞭毛欠損変異樵(A

hhAB 98･248株を供試 した.菌は Brucella Broth (Becton,

Dickinson) に 1.5% の Bacto agar (Difco) を添 加 し

た 平 板 (ブル セ ラア - ガ - ) に塗 沫 し､ 37℃ 微 好 気 条 件

下 (CO2 10% ､02 5% ､H2 5% ､ N2 80%)で培 養 し

た｡

1)クリスタルバイオレット染色による吸光度測定

菌株をブルセラア-ガ一にて37℃､24時間微好気培養後､ブルセラ

ブロスにて 550nmの 吸光度を 0.3に調整 した菌液を作製 し､平底の

滅菌した96wellmicroplate(SUMITOMO BAKELITE CO., LTD)に菌

液を各ウェル当たり 150〃1ずつ分注し､42℃で 24-72時間微好気培

養 した｡培養後､菌液をマイクロピペ ットで吸い取 り､ウェルを滅菌

蒸留水 200〝1で洗浄し､その後 1%クリスタルバイオレット200〃1を

分注して 30分間染色した｡染色後､滅菌蒸留水 200〃1を加え､マイ

クロピペットで静かに 3回洗浄 した｡次に､100%エタノール 200〃1

を各ウェルに加えて 30分間脱色し､別の 96wellMicroplateのウェ

ルにそれぞれの色素抽出液 100〃1を移 した後､マイクロプレー トリー

ダー (BioRad)で 550mmの吸光度を測定した｡同一サンプルにつき 3

回試験を行った｡

2)24wellマイクロプレー トを用いた方法

C.J'ejunL'菌液を上述 したように調整 し､24wellマイクロプレー トに

菌液 500〃1を各ウェルに分注した｡37℃で 24-72時間微好気培養 し

た後､プレー ト壁面に接着 していない菌液をマイクロピペットで吸い

取り､各ウェルに滅菌 pBSを500〝1加え､ピペッティング操作によっ

て接着 した菌を遊離させた後､マイクロプレー トリーダーで 550mmの
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吸光度を測定した｡

3)カバースリップを用いた方法

C.J'ejunL'菌液を上述 したように調整 し､24wellマイクロプレー トに

菌液各 800〃1ずつ分注した｡同時に､各 wellにカバースリップ(Iwaki,

直径 12mmtype)をウェルの底に設置し､37℃微好気で 24-72時間培

養 した｡培養後､カバースリップをピンセットで取 り出し､別の24well

マイクロプレー トのウェルに移 し､滅菌 pBSlmlを加えてピペッティ

ングし､カバースリップに接着 している菌を物理的に剥がした後､カ

バースリップを取 り除き､マイクロプレー トリーダーで 550nmの吸光

度を測定した｡

4)ガラスコルベンを用いた方法

C.J'ejum'菌液を上述したように調整 し､50mlのガラス製コルベンに

10m1分注して 37℃ 微好気培養 し､48および 96時間後に壁面に接着

していない菌を培養液 とともに除去 し､コルベンの壁面に接着 した菌

を 1mlの滅菌 pBSにて物理的に剥がし､キュベットを用いて50mmの吸

光度を分光光度計 (shimazu)にて測定した｡

(結果)

96ウェルマイクロプレー トを用い､クリスタルバイオレットで染色す

る方法では､野生株のバイオフィルムはウェルの底面と培養液の境界

面に固着 していた｡一方､変異株ではウェルの底面にはバイオフィル

ムは形成されず､培養液の境界面にのみ菌が付着 していた｡ウェルの

底面に形成されたバイオフィルムは洗浄の過程で除去され､培養液の

境界面に固着 した菌のみが残っていた｡この方法では培養後 72時間

の野生株でのみ高い吸光度を示した｡一方､変異株でも野生株 と比較

すると吸光度は低かったが､72時間培養で最も高い値を示した (Fig.

1.1.1･1)024ウェルマイクロプレー トを用いた方法では､96ウェル

マイクロプレー ト同様､野生株はウェルの底面と培養液の境界面にバ

イオフィルムを形成 し､変異株では培養液の境界面でのみフィルを形

成 した｡カバースリップの設置いかんにかかわらず､72時間の培養

期間中､野生株は変異株よりも高い吸光度を示 した(Fig.1.1.1･2､Fig.

1.1.1･3)｡一方､コルベンを用いた方法では､野生株のバイオフィルム

が48時間培養ではガラス底面から剥離 しやすく､低い吸光度を示 し

た(Fig.1.1.1･4)0
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Fig.1.1.1･196ウェルマイクロプレー トを用いたクリスタル

バイオレット染色法

0.8-_0.6≡⊂OLL)巴0.4哩栄昏 0.20.0 □24hr■48hrロ96hr

T

l

WT ftaAB

Fig.1.1.1-2 24ウェルマイクロプレー トのウェルの底面を用いた方法
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Fig.1.1.1･3 24ウェルマイクロプレー トにカバースリップを設置した方紘

0.50.4(≡⊂○ 0,3uーLL)■ヽ一′So.2昏0.10.0 厘盃

Ri

-■『『- I

Fig.1.1.1･4 コルベンの底面を利用した方法

(考察)

96ウェルマイクロプレー トを用いた方法では､培養後各ウェルの非

接着細菌を除去するために洗浄操作を行っているため､ほとんどのバ

イオフィルムはこの操作中にウェルの壁面から菌が剥離 し､除去され
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てしまった｡したがって､この実験で検出されたものは､培養液の境

界面に形成 したフイルム形成量を見ていることになる｡一方､24ウ

ェルマイクロプレー トを用いた方法では洗浄操作は行わず､ウェルに

固着していない菌のみを培養液とともに静かに吸引しているため､底

面に付着したフイルムは除去されなかった｡カバースリップを設置し

ない方法では､ウェルの底面と培養液との境界面に形成されたバイオ

フィルムの量を測定していると考えられる｡これに対してカバースリ

ップを設置した方法では､ウェルの底面に形成したバイオフィルムの

みを測定している｡コルベンを用いた方法でも同様に底面に形成され

たフイルム量を測定している｡

今回の､バイオフィルム形成量を半定量的方法によって比較したが､

C.jejunl'のバイオフィルムには､培養に用いた容器の底面に形成する

非常に接着力が弱いものと､培養液の境界面に形成する比較的接着力

の強いフイルムを形成することが観察された.鞭毛を欠いた flaAU変

異株では､容器の底面にはバイオフィルムは形成せず､培養液の境界

面にのみ形成した｡境界面に形成されるフイルムは､菌の運動性は関

与しないもので､スライムを介した親水性の結合というよりはむしろ

疎水結合を主体とする物理的な接着であるのかもしれない｡

これまでの C.jejunl'のバイオフィルムに関する研究では､容器の

底面に形成されるバイオフィルムの形態学的特長を観察してきており､

以後のバイオフィルム形成能を定量的に測定する方法として､カバー

スリップを設置した方法を採用することにした｡

1.1.2 バイオフィルム形成関連遺伝子の検索

(1)目的

最近のゲノム生物学の進展によって､カンピロバクタ-の全ゲノム構

造が解明され､ゲノムの全体像を眺めながら遺伝子のレベルで理解する

ことが可能となった｡よって本研究では､バイオフィルム形成の制御機

構 (環境適応機構)を遺伝子レベルで解析するため､得られた観察結果

に基づいて関連遺伝子をゲノム情報から検索し､それらのノックアウト

ミュータントを作製して､バイオフィルム形成能を調べた｡

(2)方法

C.jejuDl'のバイオフィルムの形成過程の形態学的観察結果から､鞭毛

形成と運動性が重要である事が分かったため､これらの関連遺伝子の塩

基配列に関する情報をデータベースから入手した｡これに加え､他の病

原細菌におけるバイオフィルム形成に関与すると考えられる遺伝子群を
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C:jejunl'の全ゲノムのデーターベースから検索した.候補として挙げら

れた遺伝子のリス トは表 1.1.2-1に示した｡候補遺伝子がバイオフ

ィルムの形成に関連しているかどうかを調べるため､各遺伝子にカナマ

イシン耐性遺伝子を挿入 したノックアウトミュータントを定法によって

作製した｡

図 1.1.2-1には変異株の作製方法を示 した.まず目的の遺伝子を

PCRで増幅した後､pT7Bluevector(TaKaRa,Tokyo,Japan)にクローニ

ングした｡次に､クローニングしたフラグメント内にカナマイシン耐性遺

伝子を挿入し､これを野生株に トランスフォームして組み換え体をカナマ

イシン含有平板培地上で選択した｡目的の遺伝子にカナマイシン耐性遺伝

子が挿入されたことを､PCRならびにサザンハイブリダイゼーションによ

って確認 した｡

得られた変異株の発現形質について､鞭毛の形状は透過型電顕で､運動

性はソフトア-ガ一法で､英膜多糖の有無はウェスタンブロッティング法

で､コロニーの性状は血液寒天平板培養でそれぞれ調べた｡

表 1.1.2-1

菌 株 遺伝子 遺伝子機能

98-248 PhA,Pap

98-255 PbA

O31368 RPA

03-369 〝紗IA

01-948 kpsM

98-3I1 peb1

03-370 cheY

03_371 tW

Flagellinsubmi t

Exportapparatus
●●

MotorswitchandenerglZlngProtein

Motorrotation

Pdativecapsulepolysaccharideexport

systemirmermembraneprotein

Odermembraneprotein

Chemotaxis

Celltocellsignaling
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ターゲット遺伝子

ベクターへクローニング

図 1.1.2-1 変異株の作製法

マイシン耐性
子の挿入

(3)結果

変異株作製において､8種類の遺伝子をそれぞれ破壊 した変異株を得

ることができた｡DhA､DaB変異株は､hhA遺伝子にカナマイシン耐性

遺伝子が挿入され､DaBが自発的に欠失 した変異株だった｡変異株の性

状として､鞭毛の発現､運動性､英膜多糖､コロニー性状について調べ

た.その結果､DbA,BとDbAミュータン トには鞭毛が認められなかった.

一方､piu とmoとdミュータン トには､鞭毛は野生株 と同様に認められ

たが､運動性がなかった｡ kpsM ミュータン トは､英膜多糖が欠失 し､

野生株よりも弱い運動性を示 した｡さらに運動性を欠くか､弱い変異株

は､ムコイ ド様のコロニー性状を示さなかった｡その他の変異株は､そ

れぞれの破壊 した遺伝子の形質は失われていたが､鞭毛の形状､運動性

は野生株 と変わらなかった｡変異株のバイオフィルム形成能を野生株 と

比較 したところ､AylaAflaB.∠姐bA､∠二あflA及び∠勉otAのバイオフィ

ルム形成能は培養後 72時間まで有意に低かった｡一方､∠抜psMをはじめ

とするその他の変異株の形成能は 72時間以上培養 した場合､野生株 と有

意差は認められなかった｡
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- ./･l
WildtypeQpsM~ PaA-B-
図 1.1.2-2 変異株の運動性と鞭毛の発現
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1.VVT
2.kpsM

3.PhAB

4.pebl

図1.1.2-3 ウェスタンブロッティングによる英膜多糖の検出

図 1.1.2-4 野生株 と鞭毛欠損株のコロニー性状の比較

表 1.1.2-2 変異株の性状
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菌株 遺伝子 鞭毛 運動性 誓誓
ムコイド
コロニ-■■■■ll■l■■-
+

+
+
+

81-176 Wildtype +
98-248 PaA,Pan

981255 PbA

03-368 RJu +
03-369 moLA +
01-948

98-311

03-370

03-371

卿

崇

は

十十 +
十
十
+
+

+ +
+ ++ +
+ ++ +
+ ++ +

(4)考察

以上の結果から､バイオフィルム形成能には鞍毛による運動性が必要

条件であり､フイルムの構成成分であるスライムの菌体外-の放出と密

接に関連していると考えられた｡しかしながら､英膜多糖やpEBl外膜蛋

白､さらには走化性や quorum sensing制御系はフイルム形成には関与

していないことが示唆された｡

1.1.3 変異株のバイオフィルム形成能

(1)目的

バイオフィルム形成過程の観察結果に基づいた､フイルム形成に関連

する遺伝子の変異株を作製した｡これらのバイオフィルム形成能を野生

株と比較するため､定量的検査法を検討し野生株と比較した｡

(2)方法

24穴マイクロプレー トの各ウェル内にカバースリップを置き､これ

に一定濃度に調整 した菌液をウェル内に接種 して一定時間培養後､カバ

ースリップに付着した菌を一定量のPBSではがして､その菌液の吸光度

を測定した｡

(3)結果

図 1.1.3-1には､培養後24､48及び 72時間後のカバースリップに付

着した菌量を棒グラフで示している.その結果､鞭毛欠損株の hW aB

と RbA ミュータン ト､鞭毛は発現しているが運動性を欠いた piu と

R20ん4ミュータントのバイオフィルム形成能は､培養 72時間後において

も野生株と比較し､有意に低い値を示した｡一方､英膜多糖を欠き､運
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動性の弱い ｣如sM をはじめとするその他のミュータントでは､培養時間

とともに付着細菌量が増加 し､72時間後では野生株と有意差は認められ

なかった.nW aB ミュータントと野生株の三角フラスコ内でのバイオ

フィルム形成能を図 1.1.3-2に示した｡

カバースリップ(+)37℃

0

0
(OSS凸
0
)

世

米

車

5

2

5

1

2

α

1

0
.

承♂ ♂ ♂ QOJL㌔ 〆 ㌔ ㌔

図 1.1.3-1 野生株と変異株のバイオフィルム形成能の比較

WT

』勉

図 1.1.3-2 三角コルベン内における野生株 と鞭毛欠損株 (∠】

Da)のバイオフィルム形成能の比較
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(4)考察

以上の結果から､バイオフィルム形成には鞭毛自身ではなく､鞭毛に

よる運動性が必要であることが明らかにされた｡また､菌体表層のPEBl

蛋白､英膜多糖はバイオフィルム形成には関与していないことが示唆さ

れた｡さらに､緑膿菌や大腸菌などでバイオフィルム形成には重要とさ

れる､走化性や細菌の密度調節に関与するCelltocellsignalingsystem

の機構は C.J'ejuLZL'には関与していないことが示唆された｡

1.2 バイオフィルの生物学的機能に関する研究

1.2.1 乾燥抵抗性との関連性について

(1)目 的

バイオフィルムは多糖を含む有機ポリマーであることから､乾燥に対し

て抵抗性を示すと考えられている｡そこで､本実験ではバイオフィルム形

成株としてC.jeju血の野生株を､バイオフィルム非形成株を用いて乾燥条

件下における生存性の比較試験を行った｡

(2)方 法

供試菌株として C.J'ejunL'81-176野生株 (下痢患者由来)と鞭毛のモ

ーターに関する遺伝子をノックアウトした変異株 (AmotA)を用いた｡野

生株及び変異株を血液寒天培地で､37℃ ･24時間微好気培養 した後､

BrucellaBrothに浮遊させ､吸光度計でOD550-0.5に調整 した｡調整 した

菌液をそれぞれ 50mlの小コルベンに 10mlずつ分注し､37℃で72時間､

微好気培養を行った｡72時間後､変異株は菌液を､野生株は､底面に付着

したバイオフィルムをそれぞれ 50〃1ずつマイクロピペットで採取し､シ

ャーレ内に並べた直径 10mmの抗菌物質検査用ペーパーディスク (1bkyo

RoshiCo.Ltd,Tokyo)に滴下した.さらに､野生株のバイオフィルムをピ

ペッティングにより､いわゆるplanktoniccellとして､パルプディスクに

滴下し､同様の実験を行った｡それらをシャーレごと好気条件下で4℃の

インキュベーターで保存した｡1,3,5,7,9日後にディスクを取り出し､重量

を計測し､乾燥による経時的な重量変化を観察した｡その後､パルプディ

スクを滅菌した lmMPBS(NaH2PO4･2H20:0.436g､NaH2PO4(無水):

1.022g､NaCl:8.766gをDWITtlZに溶解)450plでボルテックス処理を

行い､さらにPBSで 10倍段階希釈 し､血液寒天培地に接種した｡37℃の

インキュベーターで48時間培養後､菌数を測定し､パルプディスクあたり

の生残菌数を算出した｡実験はいずれも3回行った｡

(3)結 果

菌液を滴下したパルプディスクを 4℃のインキュベーターで保存した結
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果､変異株は 7日後に､野生株 (bio丘1m)は 9 日後に回収不能となった

(Figl.2.1･1)｡パルプディスクの重量は､変異株で平均 5.1mg/day､野生

樵 (planktonic)で5.2mg/day､野生株 (bio丘1m)で4.5mg/day減少した｡

パルプディスクのみの重量は34-38mgであり､いずれも培養 9日目には､

ほぼ全ての水分が乾燥した (Figl.2.1･2)｡5日後には変異株で 6.3×102､

野生株 (planktonic)では回収不能となったが､野生株 (bio丘1m)では､

3.6×105の菌数を維持 していた｡また､bio丘1m では､変異株および

planktonicが回収不能となった7日後でも､5.0×102の菌数が確認された｡

3 9tのe 8己 7くつぎ6)# 5讐 4回 32

lDmotA■WT(planktonic)FロWT(bio何m)

】 Il l .｢- ｢ .｢1■｢

0日 1日 3日 5日 7日 9日

Fig.1.2.1･1パルプディスクでの乾燥抵抗性試験

IDmotAl■WT(p暮anktonic)JロWT(biofTllm)

908070(嘉 ……3020100

T
,i

1 I l I t

0日 1日 3日 5日 7日 9日

Fig.1.2.1･2パルプディスクの重量変化
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(4)考 察

本実験の結果､バイオフィルムを形成した野生株の方が変異株よりも乾

燥抵抗性が強いことが示された｡また､野生株のplanktoniccellと比較し

ても同様の結果となった｡この結果を考慮すると､バイオフィルムの形成

が乾燥に対して抵抗性を示し､ひいては菌の生存性をも高めた､というこ

とが推察される｡

過去に､ステンレスの表面に付着させた C.J'ejunJ'の乾燥に対する生残性

についての報告があり､室温では約 4時間後に検出限界値を下回った｡今

回は4℃での保存､パルプディスクの使用など､一概に比較は出来ないが､

5日目まで野生株 (bio丘1m)が3.6×105の高い菌数を維持 していたことは､

少なからずバイオフィルムの存在が影響 していたのではないかと考えられ

た｡

パルプディスクの重量も経時的に測定し､その結果から､水分が徐々に

蒸発して乾燥したことが分かる｡また､有意差の見られた 5 日目までの減

少量は､変異株で 41.7mかDisk､野生株 (planktonic)で 40mgm)isk､野

生株 (biofilm)で30mgIDiskであり､野生株 (biofilm)の減少量が一番少

なく､その結果､菌の生残性も高まったと言える｡以上の結果から､バイ

オフィルムの形成が乾燥に対する抵抗性として重要な役割を果たしている

ことが考えられた｡

1.2.2 加熱抵抗性との関連性について

(1)目 的

前節 (1.2.1)ではバイオフィルムの形成が､乾燥に対する抵抗性に重要

な影響を及ぼすことを確認 した｡この節ではバイオフィルムの形成が温度

の変化に対してどの程度影響を及ぼすかを､前節同様､野生株 と変異株で

比較した｡

(2)方 法

81-176野生株及び変異株を血液寒天培地で､37℃ ･24時間微好気培

養した後､BruceuaBrothに浮遊させ､吸光度計でOD550-0.3に調整し

た｡調整した菌液をそれぞれ 50mlの小コルベンに 10mlずつ分注し､37℃

で72時間､微好気培養を行った｡野生株は前述のようにplanktonicceu

とbio丘1mの2種類を使用した｡72時間後､60℃､65℃に設定したウオー

ターバス (W廿 12TOKYOSEISAKUSYOCO.)に小コルベンごと入れて

加熱した｡60℃では60秒､120秒､150秒､180秒､240秒後に､65℃

では30秒､60秒､90秒､120､150秒後にコルベンを取り出し､すぐに

氷中に移し､5分以上静置した｡その後､コルベンをボルテックスにかけ､
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コルベン中の菌液を滅菌 PBSで 10倍段階希釈 し､血液寒天培地に接種し

た｡37℃のインキュベーターで48時間培養後､培養可能な菌数を測定し

た｡実験はいずれも3回行った｡

(3)結 果

60℃における加熱抵抗性試験の結果をFig.1.2.2-1に､65℃における結果

をFig.1.2.2･1に示す｡バイオフィルムを形成させた菌において､長時間､

高温の感作に抵抗性を示し､60℃では､150秒､180秒で､65℃では､90

秒､120秒でバイオフィルムを形成させた菌の生残数が最も多かった｡

口motA

60℃ ■wT(planktonic)

ロWT(bio何m)

= 9{ 8=)8 7ぎ 6義 ;専 3匝 21

1-

l l I I .円』｢｢

0秒 60秒 120秒 150秒 180秒 240秒

Fig.2.2.1･3 60℃の加熱処理における生残性
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ロmotA

65℃ ■WT(planktonic)
ロWT(biofilm)

10= 9{ 8=)8 7ぎ 6義 ;尊 3回 21
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I l l I .｢1■｢

0秒 30秒 60秒 90秒 120秒 150秒

Fig.2.2.1･4 65℃の加熱処理における生残性

(4)考 察

本実験の結果､60℃､65℃の各温度において､バイオフィルムの有無に

よる加熱抵抗性の強さの違いが示された｡60℃では 150秒､180秒の加熱に

対して､バイオフィルムの存在下では 107以上の菌数が維持された｡また､

65℃では90秒で 107以上､120秒で 104近くの菌数を維持 していた｡このこ

とから､バイオフィルムの形成が熱に対する抵抗性を増したことが伺える｡

コルベンの底にはかなりのバイオフィルムが付着しており､菌の生存性を

高めたと思われた｡Salmonellaentez･1'caによるバイオフィルムは70℃ ･5

分の感作においても104以上の菌が生残したとの報告もあるが､実験方法な

どの違いから､一概に比較は出来ないように思われる｡微生物の耐熱性を

を表す方法としてD値があり､これは ｢一定温度で微生物を加熱した時に

その生残数を10分の 1に減少させるために必要な時間 (分)｣ と定義され

ているoD値は高温で小さく､低温で大きくなる｡a.jejunl'のD値の報告

はいくつかあり､ペプ トン水に浮遊させた C.jejuDl'のD値は51℃で4.9

分､57℃で0.25分､牛乳中に浮遊させた C.jejuDl'のD値は56℃で0.3～0.9

分という報告がある｡今回の実験では､60℃のmotAで0.45分､planktonic

cellで0.53分､biofilmで0.73分､65℃のmotAで0.33分､planktoniccell

で0.30分､biofilmで0.37分であり､biofilmを形成させた菌でその値が

大きかった｡過去の報告とは､実験時の条件が異なるため､一概に比較は

できないが､やはりD値は大きい値を示した｡ 1.2.1節で行った乾燥
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抵抗性試験と合わせ､バイオフィルムの形成が､菌の生存性を高めている

ということが示唆された｡このことから､自然環境中においてもバイオフ

ィルム存在下では､より長時間生存している可能性があり､感染の危険性

が増すと考えられる.本実験ではバイオフィルム非形成株としてAmotAの

1種しか使用していない｡今後､さらなる裏付けとして､他の変異株を用い

た試験を行 う必要があると思われた｡

1.2.3 消毒剤の殺菌作用に対する抵抗性試験

(1)目 的

バイオフィルムは種々の薬剤に抵抗性を示 し､生体防御の役割を果たし

ていると考えられている｡しかし､a.jejuDl'での研究報告はほとんど見当

たらない｡そこで本実験では､C.jejunl'のバイオフィルムの消毒薬に対す

る抵抗性について検討を行った｡また､同時に変異株 (AmotA)との比較

も行った｡消毒薬は､医療現場や研究機関等で一般的に使用されているア

ルコールと､口腔内の消毒に使用されている塩化セチルビリジニウムの 2

種を用いた｡

(2)方 法

OD55｡-0.1に調整 した菌液を96wellのマイクロプレー ト(TISSUECULTURE

TESTPLATES96F)に 100〃1ずつ分注し､37℃で48時間微好気培養を行った｡

48時間後､菌液を入れたwellに､滅菌 DWで濃度を調整 した各消毒薬 (アル

コール ･塩化セチルビリジニウム)を接種した｡それぞれ､10分 ･20分 ･30

分間作用させた｡作用後､残留消毒薬の影響を排除するため､滅菌pBSで希

釈した後､血液寒天培地に接種 した｡その後､37℃のインキュベーターで48

時間微好気培養し､培養可能菌数をカウン トした｡また､各実験において､

ネガティブコントロールとして消毒薬の代わりに滅菌 pBSを用いて同様の実

験を行った｡

(3)結 果

各濃度のエタノール及び塩化セチルビリジニウムを一定時間作用させた

時の各菌株の生残菌数をそれぞれ Fig.1.2.3-1,Fig.1.2.3-2に示した｡

エタノールでは30%､50%濃度の 10分､20分､30分の作用において､バ

イオフィルムを形成した菌の生残数が最も多く認められた.また､motA､

WT(planktonic)では50%･10分の作用で検出限界値を下回ったが､バイ

オフィルム形成菌では3.9×106cFU/mlの菌が検出された｡また､塩化セチ

ルビリジニウムでは､0.1mg/mlの 10分､20分､30分､0.3mg/mlの 10分

の作用において､バイオフィルムを形成 した菌の生残数が最も多く､motA､

WT(planktonic)では､0.3mg/mlの 10分の作用で検出限界値を下回ったが
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バイオフィルム形成菌では8.7×104cFU/mlの菌が検出された｡

A.10分後

10分 ロmotA雷WT(planktonic)

□WT(biofiIm)

(-E 9∋8u■O 7td苫 6# 5; :2

T

】 .I - l .

30% 50% 70% ¢ontrol

B. 20分後

20分 ⊂】motAtWT(pJロWT(bianktonic)ofiJm)

(-E9≧8u■くつ7-8 6-ヽ′# 5: :2

-

T

= ~丁

｢｢

l .l T l.

30% 50% 70% COntrOl
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C.30分後

30分 ロmotA■WT(Planktonic)

ロWT(biofilm)

10(-E 9∋ 8u-くつ7_56_ヽ′# 5: :2

T

T

I .l - I .

30% 50% 70% controI

Fig.1.2.3･1 アルコール対する感受性試験

処理前の菌数 :WT(bio丘1m);1.9×108CFU/ml､

WT(planktonic);1.9×108CFU/ml､

LZ20とA;1.8×109CFU/ml

A.10分後

10分 ロmotAIWT(Planktonic)□WT(bio何m)

(TE 9≧ 8l⊥O 7-ot-6-ヽ′# 5: :2

T

-

⊥

T ll
.r- 『■i ■ -

0.1mg/mI O.3mg/mt 1.0mg/mJ controI
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B.20分後

20分 ロmotA}WT(Planktonic)□WT(biofHm)

10(-E 9∋ 8lLO 7_9hD6_ヽ.′# 5慧 ;2

-■■

T
｢｢

T
ユ

.｢1■ ⊥I.] - l.

0.1mg/mt 0.3mg/mt 1.0mg/ml control

C.30分後

30分 ロmotA■WT(Planktonic)ロWT(biofHm)

1(-E 9≧ 81⊥.くつ 7_g 6-ヽ′# 5: :2

TT

.I - ).I - I.

0.1mg/mJ O.3mg/mI 1.0mg/ml controL

Fig.1.2.3-2塩化セチルビリジニウムに対する感受性試験

処理前の菌数 :WT(bio丘1m);1.9×108CFU/ml

WT(planktonic);1.9×108CFU/ml

motA;1.8×109CFU/ml

(4)考 察

いずれの消毒薬に対しても､バイオフィルムはその殺菌作用に対して抵

抗性を示したことから､バイオフィルムの存在が消毒剤に対して抵抗性を

示すことが示唆された｡本実験で使用したアルコールは実験室内や病院等

でよく使用される消毒薬である｡通常使用される濃度は70%である｡過去に､

C.jejuDl'を 70%アルコールの 1分間の作用で死滅 したという報告がある.

今回は 10分以上の作用で行ったため､バイオフィルムを形成させた菌を
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70%･1分で作用させての検討が望まれる｡また､塩化セチルビリジニウム

は口腔内の殺菌剤としてうがい薬などに配合されている消毒薬である｡通

常使用される濃度は2.5mg/mlである｡過去に塩化セチルビリジニウムのMIC

(最小発育阻止濃度)に関する報告があり､a.jejuDl'のそれは0.136mg/ml
であった｡今回の実験では0.1mg/mlの作用で､変異株､planktonicは102～104

の範囲まで除菌されたが､バイオフィルムを形成 させた菌では同濃度で

106～107の菌が生残した｡しかし､今回の実験では消毒薬の中和を希釈によ

り行ったため､検出限界値が 5.5×102と高くなっている｡詳細なデータを

得るためには､中和剤を使用し､消毒剤の影響を完全に排除した後､本実

験を行 うことが望まれる｡また､歯科領域において､デンタルプラークが

バイオフィルムによるものとして理解されるようになってきた｡重度歯周

炎や慢性根尖病巣の難治化要因としてもバイオフィルム形成の関与が報告

されている｡これらのことから､今回の実験では口腔内の殺菌剤として使

用されている塩化セチルビリジニウムを選択 した｡いずれの消毒剤 とも､

バイオフィルム形成菌に対しても通常使用濃度での除菌が可能であると言

える｡さらに､10分以内の短時間での作用におけるデータを得ることも

必要であろう｡

1.2.4 抗生物質に対する感受性試験

(1)目的

バイオフィルム形成能が抗生物質に対する感受性に及ぼす影響を調べ

た.抗生物質は､C.jejuDl'感染症の治療でよく使用されているニューキノ

ロン系薬剤の一つであるエンロフロキサシンと､広範囲でよく使われている

ペニシリン系薬剤の一つであるアンピシリンを今回の実験で使用した｡

(2)方法

OD55｡-0.1に調整 した菌液を96wellのマイクロプレー ト (TISSUE

CULTURETESTPLATES96F)に 100〃1ずつ分注し､37℃で48時間微好気培

養を行った｡48時間後､菌液を入れたwellに､濃度を調整 した各抗生剤 (1､

4､16､64〃g/ml)を接種した｡接種後､24時間微好気培養を行った｡作用

後､残留抗生物質の影響を排除するため､滅菌pBSで希釈した後､血液寒天

培地に接種した｡その後､37℃のインキュベーターで48時間微好気培養 し､

培養可能菌数をカウントした｡また､各実験において､陰性対照として抗生

物質の代わりに滅菌pBSを用いて同様の実験を行った｡抗生物質を接種する

時の各菌株のwell内の状態は前節と同様である｡

(3)結果

各濃度の各種抗生物質を作用させた時の各菌株の培養可能菌数を抗生物

28



質の種類別にそれぞれ Fig.1.2.4-1およびFig.1.2.4-2に示す｡

エンロフロキサシンの 1〃g/mlの濃度を除いた全ての濃度でバイオフィルム

形成菌の生残数が最も多く認められた｡

アンピシリン ロmotAlrWT(Ptanktonic)□WT(biofilm)

′､{ 7=)8 6-5 5)蓋 4尊 3匝Ⅰ 2

-t■

T T

⊥ T T

l l I

1 4 16 64

Fig.1.2.4･1 アンピシリンに対する感受性試験

エンロフ口キサシン ⊂】motA■WT(planktonic)口WT(biofHm)

8({ 7=)5 6_5 5-ヽ′蓋 4専 3匝1 2

T

T T T

ユ

l l ⊥I

1 4 16 64

Fig.1.2.4-2 エンロフロキサシンに対する感受性試験

(4)考察

本実験の結果､いずれの抗生物質に対してもバイオフィルム形成菌ではそ
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の感受性が低下した｡アンピシリンでは全ての濃度においてバイオフィルム

形成菌の生存数が非形成菌のそれを上回った｡特に 16〝g/mlの濃度におい

て顕著な差が認められた｡また､エンロフロキサシンでは 1mg/mlの濃度で

はバイオフィルムの影響は見られなかったが､その他の濃度ではバイオフィ

ルムによる感受性の低下が伺えた｡今回はアンピシリンとエンロフロキサシ

ンの2種類の抗生剤で検討 したが､もっと多種の抗生剤を使って､同様に検

討することが望まれる｡

今回の実験をするにあたって､アンピシリンとエンロフロキサシンの MIC

を計測した (それぞれ 0.5〃g/ml､0.125〃g/ml)が､バイオフィルムの形成

のため菌液をプレー ト上で48時間培養 した後､薬剤を投与したため､MICの

値を上回った値でも菌が生存したものと考えられる｡

過去に､C.jejuDl'の各種抗生剤に対する感受性を調べた報告があり､ニ

ューキノロン系であるシプロフロキサシンの感受性が高く､アンピシリンの

感受性は低い､というものであったが､今回の実験では両者の感受性に対す

る顕著な差は認められなかった｡また､主なグラム陰性菌の planktonicお

よびbiofilmに対する抗生物質の感受性に関する報告32)では､Pasteurella

multocl'da､Haemophl'1ussom7uSなどでは､エンロフロキサシン､アンピシ

リンともに2～8〃g/mlの低濃度でバイオフィルムの形成が阻害されたという

報告がある.また､AeromoDaShydTOPhl'18における同様の実験報告ではエン

ロフロキサシンの MICが 0.03〃g/mlであり､バイオフィルム形成後ではそ

の4倍濃度で根絶 した.今回の C.jejuDl'における実験ではバイオフィルム

を形成させた菌に関して､いずれの値も大きく上回っていた｡

以上の結果から､前節の消毒薬の殺菌作用に対する抵抗性 と併せて､

CampylobacterjejuDl'におけるバイオフィルムの形成が細菌-の薬剤透過性

を減少させ､薬剤感受性を低下させる役割を果たしていることが示唆された｡

1.2.5 CampylobacterjejuDl'のバイオフィルム形成能と市販鶏肉皮膚-

の付着性との関連性について

(1)目的

バイオフィルムの形成は多くの細菌によって観察されてお り､環境中に

おける生存性や宿主の感染防御機構からのエスケープ､さらには抗生物質

や消毒剤に対する抵抗性等に重要な役割を演 じていると考えられているが､

C.jejuDl'のバイオフィルムの機能については明らかにされていない｡本研

究では､C.jejunl'のバイオフィルム形成能と市販鶏肉の皮膚-の付着性と

の関連性を調べるため､バイオフィルム形成能を欠いた変異株を作製 し､

野生株と変異株の付着性を比較した｡
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(2)方法

1)変異株の作製

C.jejuDl'81-176株から変異株を作製するに当たり､鞭毛関連遺伝

子として flaA(鞭毛蛋白)とpflA(鞍毛の運動性)を､多糖合成遺伝

子としてkpsMをそれぞれ選択した (Tablel.2.5-1).PCRで増幅した当

該遺伝子をベクターにクローニングし､カナマイシン耐性遺伝子を挿入

した後､野生株に形質転換 して相同組み換えによる変異株を作製した｡

目的の遺伝子にカナマイシン耐性遺伝子が挿入されていることを､PCR

とサザンハイブリダイゼーション法により確認 した｡得られた変異株の

形質発現について､透過型電子顕微鏡による鞭毛の形態学的観察､ソフ

トア-ガ一法による運動性､ウェスタンブロッティング法による英膜多

糖体の確認をそれぞれ実施した｡

Tab一e1.2.5-1変異株作製リスト

遺伝子 遺伝子機能

伽 鞭毛蛮白

p朋 鞭毛の運動

kpsM 多糖の輸送系

2)バイオフィルム形成能の定量的測定

バイオフィルム形成能を定量的に測定するため､24ウェルマイクロ

プレー トの各ウェル内にカバースリップを置き､これにブルセラブロス

で一定の濁度(oD55｡=0.1)に調整した菌液 1mlをウェル内に接種して37℃

で一定時間培養後､カバースリップを新しいウェル内に移し､付着した

菌をlmlのPBSではがして菌液の吸光度 (oD55｡) を測定した｡

3)市販鶏肉の皮膚に対する付着性試験

i)鶏もも肉

皮 ･骨付きももフレッシュ肉を食肉販売店より購入し､実験に供試 し

た｡

ii)供試菌株

C.jejuDl'81-176株 (食中毒患者由来)とこれから作製した変異株を

3株用いた(98-255株;AflaA､03-368株;ApflA､01-948株;Akpsbo

供試菌株は使用するまで-80℃で保存した｡

iii)付着試験

-80℃で保存 していた菌をプレス トン寒天平板培地上に塗抹 して
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37℃24時間微好気的に培養 した菌を平板上からかきとり､ブルセラブロ

ス中に浮遊させ 550nmの吸光度を0.1に調整 し､1菌株につき2枚の直

径 35mmのプラスチックシャーレに各 2ml入れ､37℃､48時間微好気培

養 した｡バイオフィルムの形成を肉眼で観察した後､培養菌液を均一に

してからブルセラブロスで希釈し､再度 550nmの吸光度を0.1に調整 し

たものを2mlを 198mlのPBS-添加 して総量200mlの供試菌液を作製し

た｡これを鶏もも肉2本とともにス トマッカー袋-入れてシーラーで密

閉し､皮膚表面に菌液が馴染むように 30秒間手でマッサージした｡次

にもも肉をス トマッカー袋から取り出し､ペーパータオル上に置いて余

分な液を拭き取った｡もも肉2本中 1本について､はさみを用いて剥皮

し､100cm2の大きさの皮を2枚採取した｡残 りのもも肉 1本について

は､新しいス トマッカー袋内で氷上で低温に保った200mlの滅菌蒸留水

中に 30分間浸漬洗浄してからペーパータオルで余分な水分をふき取っ

た後､上記と同様に皮を2枚採取した｡皮 1枚につき100mlのプレス ト

ン液体培地を用意し､皮とともにス トマッカー袋-入れて 30秒間ス ト

マッキング処理を行い､細菌検査試料を作製 した｡試料乳剤の 10倍段

階希釈液列を作製し､各希釈液から100〃βずつプレス トン平板培地に塗

抹して 37℃48時間微好気培養後､発育集落数を計測し､皮 100cm2当

たりの付着菌数を算出した｡

分離回収された菌が按種菌であるか確認するため､野生株については

mPD-PCRを､変異株ではPCRを実施 した｡平板培地から回収された菌の

うち､希釈倍数の最も高い区画から3つのコロニーを分離し､DNAを抽

出した｡野生株を用いた試験では､ランダムプライマーを用いた RAPD

-PCRのバンドパターンを接種菌と回収された菌とで比較した｡変異樵

を用いた試験では､回収された菌からDNAを抽出し､カナマイシン耐性

遺伝子の挿入された遺伝子とカナマイシン耐性遺伝子を認識するプラ

イマーを用いたPCRを実施 した｡

(3)結果

1)変異株の性状

変異株作製において3種類の遺伝子をそれぞれ破壊 した変異株を得る

ことができた.98-255株 (.dylaA)は鞭毛欠損株であり､flaA遺伝子に

カナマイシン耐性遺伝子が挿入され､flaB遺伝子が自発的に欠失してい

た｡03-368株 (∠あflA)は､鞍毛は野生株と同様に認められたが運動性

が認められなかった.一方､01-948株 (∠貌psb は英膜多糖 (O抗原)

が欠失 してお り､鞭毛は野生株 と同様に認められるものの運動性が弱か

った (Table1.2.5-2)｡いずれの変異株も血液寒天平板上では野生株が
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示すムコイ ド状のコロニー性状は示さなかった｡

Table1.2.5-2変異株の性状

菌 株 鞭 毛 運動性 ムコイドコロニー

8ト176(wi一dtype)

98-255(ARaA)

03-368(Ap朋)

01-948(AkpshO

2)バイオフィルム形成能

変異株のバイオフィルム形成能を野生株と比較したところ､∠伽 及

び∠紬 のバイオフィルム形成能は培養 72時間後まで有意に低かった.

一方､∠勉JsMの形成能は48時間以上培養した場合に野生株との有意差

は認められなかった (Fig.1.2.5･1)0

0.300.25(巨 0.20戻e o.15世芸 0..00.050.00 ヽ24hr■48hr□72hr

｢ 一

一一一一｢

l l l

81-176 98-255 03-368 01-948

Fig.1.2.5･l a.jejzLnL'81･176株と変異株のバイオフィルム形成能の

定量的測定

3)鶏肉皮膚-の付着性

バイオフィルム形成能を持つ81-176株(野生株)と01-948株(Akpsb､

バイオフィルム形成能を失った98-255株 (AylaA)と03-368株 (∠1pflA)
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を用いて鶏もも肉の皮膚-の付着能を比較した｡付着菌数は鶏もも肉を

菌液 (105～106cfu/ml)に浸漬させた後､滅菌蒸留水で洗浄する前と後で

比較した｡その結果､蒸留水による洗浄前の付着菌数はいずれの供試樵

において 105cfu/100cm2で､バイオフィルム形成能に関わらず差は認めら

れなかった｡蒸留水による洗浄後の付着菌数は､洗浄前に比べると 1/2

-1/3に減少したが､野生株とバイオフィルム形成能を失った変異株の間

に差は認められなかった (Table1.2.5-3).回収された菌は､RAPD-PCR

またはPCRにより接種菌と確認された｡

Table1.2.5-3鶏もも肉皮膚への付着菌数

接種菌数 付着菌数(CAJ/100cm2)

菌 株 (cfLJ/ml) 洗浄前 洗浄後

81-176(wildtype)

98-255(ARaA)

03-368(Ap朋)

01-948(AApsM

5.4×105

1.8X106

1.6×106

1.9×105

4.8×105 1.4×105

9.9×105 4.3×105

5.7×105 4.8×105

1.4×105 5.8×104

(4)考察

食中毒細菌の一種であるCampylobacterjejuDl'は､家畜や野生動物等の

消化管内に広く分布 し､人の主要な食水系感染症の起因菌として重要視さ

れている｡我々は本菌を液体培地中で培養すると菌体からスライムあるい

はグリコカリックスと呼ばれる有機ポリマーが分泌され､容器として用い

たガラス等の表面に集合体として付着し､いわゆるバイオフィルムを形成

することを観察し､その形成過程を詳細に調べてきた｡その結果､バイオ

フィルム形成には鞭毛が集合体を形成するのに重要な役割を持つこと､さ

らに菌体同士､あるいはガラス面-の接着剤の働きを持つ物質は多糖体を

含んでいることを明らかにした.そこで､これまでの観察結果を基に C.

jejuDl'のゲノム情報から関連遺伝子を検索し､各遺伝子のノックアウトミ

ュータントを作製し､バイオフィルム形成能と市販鶏肉の皮-の付着性と

の関連性を調べた.a.jejunl'81-176株を用い､鞭毛関連遺伝子としてflaA

(鞭毛蛋白)とpflA(鞭毛の運動性)を､多糖合成遺伝子としてkpsM遺伝

子をそれぞれ選択して変異株を作製してバイオフィルム形成能を定量的に

調べた結果､鞭毛を欠いたLdylaA及び鞭毛は発現するが運動性を欠いた∠♂
pflAのフイルム形成能は失われたが､∠晦psMは野生株と有意差は認められ
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なかった｡したがって､本菌のバイオフィルム形成には鞭毛自身ではなく､

鞭毛による運動性が重要であること､菌体表層に発現されている英膜多糖

体はバイオフィルム形成に関与していないことが示唆された｡

細菌のバイオフィルム形成能は食品衛生分野において､パイプダクト内

に菌の集合体を形成したり､容器 ･包装等-接着して食品-の汚染源とな

ることが報告されている.しかしながら C.jejuDl'のバイオフィルム形成

能が､食品衛生分野においてどのような問題を生じるのかについては全く

判っていない｡a.jejunl'は 30℃以下の温度では増殖できず､微好気性細

菌であるため､食鳥処理場内の環境では菌自身が増殖 してバイオフィルム

を形成することはできない｡したがって､本菌がスライムを産生してバイ

オフィルムを形成できるのは宿主消化管内であると考えられ､腸管内容物

に由来する本菌による鶏肉の汚染が食品衛生上深刻な問題となっており､

食鳥処理場における処置工程において､菌の汚染拡大にバイオフィルムが

どのような影響を持つのか調べることは重要である｡今回､バイオフィル

ム形成能をもつ野外株からバイオフィルム形成能を失った変異株を作出し､

鶏もも肉の皮膚-の付着能を比較した｡今回の実験ではモモ肉を菌液に浸

漬した後､皮膚表面の余分な菌液をふき取り､さらに滅菌蒸留水中で30分

間静置した｡しかしながらこの過程では､皮膚に付着した菌はバイオフィ

ルム形成能に関わらず､ほとんど減少することはなかった｡今回の実験は､

食鳥肉の処理工程で消化管内容物に由来する本菌によってと体皮膚表面が

汚染されたことを想定し､チラー水処理後の付着菌数に変化が見られるか

を評価しようとするものであった｡今回の結果から､バイオフィルム形成

能と鶏肉皮膚-の菌の付着との関連性は低いものと考えられるが､結果に

影響を与えるいくつかの要因についても考慮する必要がある｡加えて､菌

の皮盾-の付着には､菌体側と皮膚側の要因に分けて考えなければならな

い.C:jejuDl'の付着因子としては､鞭毛､菌体外膜蛋白などが報告されて

おり､培養細胞-の付着や菌体同士が凝集する自発凝集活性として観察さ

れ､これらは菌体表層の疎水結合能によって付着する機序であると考えら

れている｡さらに､リポ多糖のような親水性の付着因子もあり､バイオフ

ィルムも親水性の付着因子であると考えられる｡鞭毛欠損株ではバイオフ

ィルム形成能が失われるだけでなく､培養細胞-の付着能が低下し､自発

凝集活性や疎水結合能も野生株と比べて著しく低下する｡しかしながら鞭

毛欠損株の鶏肉皮膚-の付着菌数は野生株と変わらなかったことから､菌

体が鶏肉皮膚表層-付着するのは単純なメカニズムによるものではないこ

とが推察された｡次に､皮膚側の要因として､非特異的に菌を付着させる

とこのできる皮膚の物理的構造や､接着物質の存在などが考えられる｡蛍
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光マーカーで標識 した C.jejuDl'の菌液に鶏のと体を浸漬 して菌の存在す

る部位を調べると､皮膚表面の微小な凹凸のくぼみや毛包内に菌が観察さ

れている｡このように菌体側の複数の付着因子と皮膚側の様々な要因との

相互作用の結果として付着作用が起こると考えられ､バイオフィルムの鶏

肉皮膚-の付着能を単純に評価するのは困難であると思われた｡さらに､

今回の実験実施方法では洗浄が不十分であったことも考えられ､洗浄回数

や洗浄方法をさらに検討することが必要と思われた｡

1.3 バイオフィルムの構成成分に関する研究

1.3.1 バイオフィルム形成阻害因子の検討

(1)目的

多くの細菌のバイオフィルムは多糖体で構成されていると考えられて

いる.緑膿菌(pseudomoDaSaerugl'DOSa)ではアルギン酸､枯草菌(Bacl'llus

subtl'11'S)ではツ-ポリグルタミン酸 (γ-PGA)がその主な構成成分で

あ る こ とが これ まで の研 究 で 明 らか に な って い る｡ しか し､

Campylobactez･に関してはその研究報告はなく､未だ解明されていない.

そこでこの節では C.jejuDl'の野生株を用いて､バイオフィルムの構成

成分を調べる足がかりとして､種々の酵素処理を行い､バイオフィルム

形成を阻害する要因を調べ､その構成成分の検討を試みた｡

(2)方法

81-176野生株を血液寒天培地で､37℃ ･24時間微好気培養 した後､

BrucellaBrothに浮遊させ､吸光度計でOD550-0.15に調整 した｡調

整 した菌液を小コルベンに 15mlずつ分注し､37℃で 72時間､微好気

培養を行った｡72時間後､各コルベンに､5mg/mlの濃度に調整 した ト

リプシン､プロテナーゼ K､リパーゼを 1ml入れ､37℃で 1時間反応

させた (微好気培養)｡酵素を入れていない未処理の検体をネガティブ

コン トロールとした｡1時間後､バイオフィルムをはがさないように

マイクロピペットで菌液を除去した｡その後､底面に付着 したバイオフ

ィルムに lmlのDWを加え､マイクロプレー トリーダーで吸光度を測

定した｡実験はいずれも3回行った｡

(3)結果

各酵素処理におけるバイオフィルムの吸光度を (Fig.1.3.卜1)に示す｡

リパーゼ処理においてのみ､バイオフィルムの形成が阻害された0
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辞兼処理後のバイオフィルム

1.2(冨 1LL780.8-ヽ′世 0.6So.40.20 I I I

トリプシン プロK リパーゼ 未処理

Fig.1.3.1･1バイオフィルム形成に及ぼす酵素処理の影響

(4)考察

いずれの酵素処理においても未処理群のバイオフィルムよりも形成が

阻害されたが､特にリパーゼの処理においてその傾向が強く認められた｡

トリプシン､プロテナーゼ Kはタンパク分解酵素､リパーゼは脂質の分

解酵素である.この実験の結果からC.jejunl'のバイオフィルムの構成

成分には脂質が含まれている可能性が示唆された｡ しかしながら､今回

の実験では3種類の酵素しか使用していないため､さらにもっと別の酵

素を加えてバイオフィルムを構成 している成分の分析が望まれる｡また､

今回は各酵素の処理時間を1時間で行ったため､さらに処理時間を増や

し､消化することで､他の酵素による影響も現れる可能性があることか

らさらなる検討が必要である｡さらに､バイオフィルム形成後の酵素処

理しか行っていないため､形成前の処理も行い比較検討を行 うこ望まれ

る｡

3.1.2 多糖体に対する染色性の比較検討

(1)目的

前節で､C.jejunl'のバイオフィルムには脂質が含まれている可能性が示

唆された｡この節では C.jejunl'のバイオフィルムに多糖体が含まれてい

るかどうかを調べるため､一般に糖の染色に用いられる､銀､アルシアン
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ブルー､PAS､ルテニウムレッドの各染色法を行って比較検討 した｡

(2)方法

81-176野生株､運動性欠損変異株 (AmotA)および英膜欠損変異株 (∠]

kp5初 を血液寒天培地で､37℃ ･24時間微好気培養 した後､BrucellaBroth

に浮遊させ､吸光度計でOD55｡-0.3に調整 した｡調整 した菌液をそれぞれ小

コルベンに 10mlずつ分注し､37℃で 72時間､微好気培養を行った｡72時

間後､バイオフィルム形成株である野生株とAhpsMはバイオフィルムを､

非形成株であるAmotAは菌液を遠心 (13000rpm/10分)した後の上清をそ

れぞれ 100〟1取って､loo″1の溶菌液 (10%glycerol:1m1､5%2ME:0.5m1､
3%SDS:0.3g､0.0625MTris-HClph6.8:1m1､0.01%BPB:lml､DW:6.2ml)

に懸濁させた｡溶解させた後､100℃､10分間煮沸し､室温まで冷却 した｡

冷却後､100〟1のサンプルに 10〃1のプロテナーゼ Kを入れ､37℃ ･24h

反応させた｡反応後､65℃ ･1.5h静置 し､その後､SDS-PAGEを行った｡

SDS-PAGE後､各染色法によりゲルを染色 した｡各染色法のプロトコールは

以下に示す｡

〔銀染色〕ナカライテスク社の電気泳動用高感度銀染色液キットを使用

① ゲルを洗浄液 Ⅰ (99%ェタノール :20ml､酢酸 :4m1､DW:16ml)に

30分以上浸す (時々振塗させる)0

② 30分後､洗浄液Ⅱ (99%ェタノール :4m1､酢酸 :2ml､DW:34ml)

に浸し20分間振塗させる｡

③ 増感液 (増感液 :4ml､DW:36ml)に 10分浸し､振塗させる｡

④ DWで軽くすすぎ (10秒間)､新 しいDWに5分間浸す (4回)

⑤ 銀溶液 (銀溶液 A液､銀溶液 B液を4mlずつ､DW:32ml)に 15 分

間浸し､振塗させる｡

⑥ DWに2分間浸す (3回)

⑦ 現像液 (現像液 :2m1､DW:38ml)に浸し､振塗

⑧ 反応停止液 (酢酸 :2m1､DW:38ml)に浸す｡

⑨ DWで軽く洗浄 し､観察

〔アルシアンブルー染色〕

① ゲルを0.1%アルシアンブルー溶液 (エタノール :40ml､酢酸 :5ml､

アルシアンブルーくSIGMA〉:0.1g､DW:55ml)に浸し､1時間振塗さ

せる｡
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② その後､1晩静置する｡

③ 染色後､DWに 1～2h浸し､脱色 した後､観察する｡

〔ルテニウムレッド〕

① ゲルを0.02%ルテニウムレッド溶液 (ルテニウムレッドくナカライ

テスク〉:0.1g､DW:500ml)に浸し､1時間振塗させる｡

② その後､1晩静置する｡

③ 染色後､DWに 1～2h浸 し､脱色した後､観察する｡

〔PAS染色〕

① ゲルを2分間水洗する｡

② 過ヨウ素酸水溶液に5分浸す

③ 5分間水洗する｡

④ シッフ試薬 (ナカライテスク)に 15分間浸す｡

⑤ 亜硫酸水に3分間浸す (3回)

⑥ 10分間DWに浸し､発色させる｡

(3)結果

各染色法による染色結果をFig.1.3.1-1に示す｡高分子量の成分は検出

されなかったが､C.jejuDl'のリボオリゴ糖 (LOS)とは異なる低分子領域

部位に各染色法で染まるバンドが認められた｡
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Fig.1.3.1･1バイオフィルムのSDS･PAGE分画後の糖染色

Lane;1;moとA､2;bpsM,3;WT

A ;銀染色､B ;ルテニウムレッド染色､C;アルシャンブルー染色､

D ;PAS染色
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(4)考察

今回行った各染色はいずれも多糖を染色する際に用いられる方法である｡

銀染色は主に､タンパク ･糖タンパクを､ルテニウムレッドはある種の複

合多糖体を､アルシアンブルーは酸性粘液多糖を､PAS染色では中性粘液多

糖を染色する｡バイオフィルムは一般的に多糖体から構成されていると考

えられていることから､本実験ではバイオフィルムから糖を抽出し､

SDS-PAGEを行った後､種々の染色法により多糖体の検出を試みたが､高分

子量の成分は検出されなかった｡LOSとは異なる低分子領域部位に各染色法

で染まるバンドが認められた｡しかしながら､バイオフィルムの構成成分

であることを決定付けるには至らなかった｡染色の再現性が得られなかっ

たことが主な原因であると考えられたが､さらに､アルシアンブルー染色

では C.jejunl'の英膜多糖が染まるという報告3)があるが､英膜を欠損し

たkpsMミュータントと野生株との間で差が見られなかったことなども染色

が不完全であった可能性を示唆している｡また､染色の結果からC:jejuDl'

のバイオフィルムを構成する成分は糖ではないという可能性も考えられる｡

確実に糖を抽出する方法の確立とともに､糖以外の成分を検索する必要性

もあると思われる.さらに､motAミュータントは､バイオフィルムそのも

のの合成を阻害された変異株ではないので､構成成分自体は産生している

可能性は十分考えられる｡また､運動性が Slimeの分泌には重要であって

も､成分は菌体内に蓄積されていることも考えられる.今回の実験ではmotA

ミュータントは菌液の上清を使用したため､菌体内の成分が含まれていな

かった可能性が高い.C:jejw71'のバイオフィルムの構成成分を検討するた

めにはこれらの可能性を考慮しておく必要もあると思われる｡
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3.総括

カンピロバククーは微好気性細菌であるので､実験的には大気中の酸素濃度

では容易に死滅するが､低温下で保存 した水や食品中では比較的長期間生存す

ることができる｡したがって､食品や飲料水を介 した感染が成立するためには､

菌にとって厳 しい生存環境に適応 して生存するための戦略を兼ね備えていなけ

ればならない｡このような観点から､C.jejunl'の生存様式は2つに分けること

ができる｡一つは活動期で､菌は宿主腸管内を鞭毛により活発に運動 し､宿主

粘膜上皮に付着する能力を持つ｡またこの活動期には毒素を産生したり､上皮

細胞内に侵入あるいは貫通 して菌血症を呈することがある｡一方､菌体表層が

英膜様多糖で覆われ､鞭毛蛋白や リボオリゴ糖 (LOS)がシアル酸で修飾された

り表層抗原の相変異が起こるのは､宿主の免疫応答から逃れるために重要な働

きを持つと考えられる｡第 2の生存様式は休止期で､増殖 した菌体が運動を止

め､お互いに接着 して集合体 (自発凝集性およびバイオフィルム)を形成 した

り､環境の変化に応 じて菌形態がらせん状から球状に変化することが観察され

ている｡ さらに外界では､生きているが人工培地で培養できない､いわゆる

VBNC(ViableButNonCulturable)と呼ばれる仮死状態となる｡前者は宿主の腸

管内で共生関係を構築 したり病原性を発揮する状態にあり､後者は厳 しい環境

中で生存するために必要な生存様式であると考えられる｡ したがって､カンピ

ロバクタ-感染症を防除するためには､宿主内での発症機序だけでなく､食品

を含む多様に変化する様々な環境中での生存様式 (環境適応機構)を理解する

ことも重要である｡

本研究では､バイオフィルムの形成に関与する遺伝子群の検索を行 うととも

に､構成成分の化学的分析を行った｡さらに､バイオフィルムの生物学的機能

について明らかにすることを目的として､環境中における生存性や消毒薬剤に

対する抵抗性などにおける役割について調べた｡

変異株作製において 8種類の遺伝子をそれぞれ破壊 した変異株を得ることが

できた｡変異株のバイオフィルム形成能を野生株 と比較 したところ､∠Z打aAflaB.

∠7日bA､∠あflA及び∠姦motAのバイオフィルム形成能は培養後 72時間まで有意

に低かった.一方､∠貌psMをはじめとするその他の変異株の形成能は 72時間以

上培養 した場合､野生株 と有意差は認められなかった｡以上の結果から､バイ

オフィルム形成能には鞭毛による運動性が必要条件であり､フイルムの構成成

分であるスライムの菌体外-の放出と密接に関連 していると考えられた｡ しか

しながら､英膜多糖や PEBl外膜蛋白､さらには走化性や quorum sensing制御

系はフイルム形成には関与していないことが示唆された｡

乾燥抵抗性試験では5日目において､motAミュータン ト及びplanktonicな状

態ではほとんど死滅 したのに対 し､バイオフィルム形成菌では多くの菌が生残
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していた｡加熱抵抗性試験ではバイオフィルム形成菌の方がより高温､長時間

の感作において生残していた｡消毒剤の殺菌作用に対する抵抗性試験では供試

したアルコール､塩化セチルビリジニウムともに､バイオフィルム形成時の方

が高濃度､長時間の作用に抵抗性を示した｡また抗生物質の感受性試験におい

ても､バイオフィルムによる菌体-の感受性低下が認められた｡このように C

jejuDl'が形成するバイオフィルムは種々の物理化学的処理に対して抵抗性を示

すことから､集合体を形成することで環境中における生残性や薬剤抵抗性に重

要な役割を持つことが示唆された｡また､トリプシン､プロテナーゼK､リパー

ゼの各酵素の処理実験では､リパーゼ処理でのみバイオフィルムの形成が阻害

されたことから､バイオフィルム形成に関与する構成成分には脂質を含んでい

る可能性が考えられた｡SDS-PAGE後に糖を検出する種々の染色法を行ったが､

高分子量の成分は検出されなかった｡一方､リボオリゴ糖 (LOS)とは異なる低

分子領域部位に各染色法で染まるバンドが認められが､バイオフィルムの構成

成分であることを決定付けるには至らなかった｡
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