
(別紙様式 14)



目 次

第1章 概 要

1. 目的と目標---I------=-･---------I-----･3

2. 研究組織と予算配分額-----････---･----･--I--･･-･4

3. 研究発表･･･------･･･------･一･-･･-----･- ----4

3.1 学会誌等発表

3.2 口頭発表

1. 研究成果による工業所有権の出願 ･取得状況-----------5

2. 英文要約----I-･=------･･-･----------･---6

第2章 本 論

1.各論

1.1 バイオフィルの形態学的観察--････････････---I-･････--･･7

1.2 バイオフィルム形成関連遺伝子の検索と変異株の作製･- -11

1.3 変異株の性状とバイオフィルム形成能----･------15

2.総括----･-･----I-I---------I-･-------16

付 論文別刷



第1章 概

り一

要



第1章 概要

1.目的と目標

食中毒細菌の一種であるカンピロバクタ- (aamFJlobacterJ'ejzLDi(colL)はグ

ラム陰性,微好気性のラセン梓菌で､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介して人に感染する｡

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oC.J'ejum'
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晶中で長期間生存

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｡

CampylobacterJ'ejunL'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ら

れている.そこで本研究では､CTampylobacterの環境 ･食晶中での生存性にお

けるバイオフィルムの役割を明らかにするため,バイオフィルムの形成過程を形

態学的に観察し､バイオフィルムの形成に関与すると考えられる遺伝子群をゲ

ノム情報から推定し､これらのノックアウトミュータントを作製してそれらの

機能を調べた｡
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2.研究組織と予算配分額

研究組織

研究代表者 :三 揮 尚 明 (宮崎大学農学部)

直 接 経 費 間 接 経 費 合 計

平成14年度 300 0 300

平成 15年度 300 0 300

平成 年度

平成 年度

平成 年度

交付決定額(配分額) (金額単位 :千円)
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1)三滞尚明,カンピロバクタ-感染症の新展開 (総説),5本食品#

登%学会超菰 20(3):91･97,2003.

2)Jeon,B.,Itoh,K.,Misawa,N.,Ryu,S.Effectsofquorumsensing
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jejuDl'.ML'cmbL'01.ZmmuD01.,47(ll):833･839,2003.
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(総説),β櫛 61(増刊号3):727･731,2003.

4)三滞尚明､近藤房生､後藤公害､斎藤志保子､川森文彦､小野-
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H都会鼠 56(7).･471･475,2003.

5)Misawa,N.,Kawashima,K.,Rondo,F.,Kushima,E.,Kushima,

K., Vandamme, P., isolation and characterization of

CamRVlobactef;HelI'cobacter,andABaembL'aspipinum strains

from a puppy with bloody diarrhea. Vet.ML'cTVbL'01.,
87(4):353･364,2002.4
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5.英文要約

WeobservedthatCampJdobacterjejum'strain81-176,astrongSlimeproducer,

showedspreadingandhighlymucoidcoloniesonbloodagarplates,andformed

biofilmonthebottomofaglass且aska氏erstationarycultivationinBrucella

broth.ThepresentstudywasPerformedtoexaminethemodeofC.jejut71'

adherencetoasmoothsuぬce.Wh enbacterial凱1革PenSionsinBrucellabroth

wereincubatedinamicroplatewell,microcolonieSWereformedonthecoverslip

by2ha洗erincubation.Themicrocoloniesgraduallygrewandformedabio丘Imof

net･likeconnectionsby6h.1Iansmi卵ionelectronmicroBCOPyindicatedthat

massiveamountsofextracellularmaterialweremashingthecellsurfaceand

boundruthenium red,suggestingthepresenceofapolysaccharidemoiety.

Scanningelectronmicroscopyindicatedthattheflagellaactedasbridges,

forminganet･likeconnectionbetweentheorgamisms.Todeterminethegenes

as80Ciatedwithbio丘1mformation,SeveralmutantswereconstructedかomStrain

81･176bynaturaltransformation･madiatedallelicexchange.Asa且agellate

(HbA-BandhbA-)andflagellatebutnonmotile(pju ･andmoは)mutantsdidnot

form abiofilm exhibitedbythewildtypeStraineventhough capsularlike

polysaccharidewasexp托SSedonthecellsurface.Incontrast,kpsMandpebl

mutantswhichlackcapsularlikepolysaccharideandaoutermembraneprotein,

respectively,retainedtheabilityofbiofilm formation.These丘ndin節SuggeStthat

flagella-mediatedmotilitybutnotcapsularlikepolysaccharideandPEBIprotein

isneededforbio丘ImformationL'DTq'tTO.

Keyword8:C.jejzmJ',biofilm,flagellar,mobility,capSularlikepolysaccharide
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第2章 本 論

1.各論

1.1 バイオフィルムの形態学的観察

(1)目的

C.J'ejunL'は､液体培地に接種して培養すると､その容器として用いた

ガラスやプラスチックの底面にバイオフィルムを形成する (図1-1)｡

そこで､本菌のバイオフィルムの形成過程を形態学的に詳細に調べるこ

とを目的とした実験を行った｡

図1-1 三角フラスコ底面に形成したバイオフィルム

(2)方法

1)供試菌株

人下痢患者由来 C.J'ejuDL'81･176株を供試菌株として用いたo菌株は
10%ジメチルスルフオキサイ ド添加ブルセラブロスに懸濁して-80℃

で保存した｡菌株を使用する際は､0.3%寒天を含むブルセラ寒天培地内

で運動性のあることを確認してから供試した｡

2)バイオフィルムの経時的観察

24ウェルマイクロプレー トに 1mi のブルセラブロスを入れ,そこに C.

]'ejuDL'811176株を108(血/mi となるように接種し､37℃,微好気条件下で
培養し､経時的に倒立顕微鏡で観察した｡

3)透過型電子顕微鏡による観察

24ウェルマイクロプレー トの底面に 37℃､48時間培養して形成した
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バイオフィルムをかきとり､100mM カコジル酸緩衝液(pH7.4)で調整し

た 2.5%グルタルアルデヒド溶液内で 4℃,2時間固定した｡洗浄後,2%オ

スミウ四酢酸で20℃､3時間固定し､Queto1812樹脂に包埋して超薄切

片を作成し､酢酸ウランとクエン酸鉛で染色して透過型電子顕微鏡(日立

H･800MU)で観察した｡菌体外多糖を検出する目的で,固定液には0.005%

ルテニウムレッドを添加した｡

4)走査型電子顕微鏡による観察

24ウェルマイクロプレー トの底面にカバーグラスを置き,菌液を培養

した｡カバーグラス上に形成されたバイオフィルムを洗浄,固定,脱水し,

定法に従い白金パラジウムを蒸着させ,走査型電子顕微鏡(日立S･4000)で

観察した｡

(3)結果

バイオフィルム形成過程を経時的に観察すると､培養開始時に菌体はウ

ェル内を活発に遊泳していたが､次第に求心的に集合し､培養 2時間後に

直径 2-5〃mのマイクロコロニーを形成した｡さらに培養を続けるとコロ

ニーは増大し､4時間後には各コロニーが網目状に結合し､培養開始6時間

後には､ウェルの底面に肉眼でも観察できる膜状のバイオフィルムを形成

した(図1-2)Oバイオフィルム形成後は､遊泳する菌体は観察されなかっ

た｡

A 良 C

2h 4h 6h

図1-2 位相差倒立顕微鏡によるカバースリップ上の

バイオフィルムの経時的観察
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バイオフィルム形成菌を透過型電子顕微鏡で観察すると､菌体周囲に電

子密度の高い物質が覆い､鞭毛同士が接着している像が観察された (図1

-3)Oさらに､走査型電子顕微鏡による観察では､鞭毛が架橋構造をとり､

菌体間の結合に重要な役割を果していることが分かった(図1-4 A､B)｡

さらに､バイオフィルムをルテニウムレッドで染色した超薄切片を透過型

電子顕微鏡で観察すると,菌体周囲の電子密度が高く､菌体外物質にルテニ

ウムレッドが結合していることが確認された(図1-5)Oよって,菌体外多糖

がバイオフィルムを形成する構成成分であると考えられた｡

図1-3 透過型電子顕微鏡によるバイオフィルムの観察

図1-4 カバースリップ上に形成されたバイオフィルムの走査型

電子顕微鏡による観察 (A;2時間培養､B;6時間培養)

10



図1-5 バイオフィルム超薄切片のルテニウムレッド染色

(4)考察

C.J'ejuDL'811176株を用いてバイオフィルムの形成過程を観察した｡バ
イオフィルム形成初期においては､菌が活発に運動し､求心的に集合し

てマイクロコロニーを形成した後､それらが徐々に大きくなり､融合し

てフイルム状の集合体を形成した｡この観察結果から､鞭毛による運動

性が重要な役割を演じていると考えられた｡さらに､走査型電子顕微鏡

による観察では鞭毛が架橋構造をなし､菌体間の接着にも関与している

像が観察された｡透過型電子顕微鏡による観察では､菌体周囲に電子密

度のやや高い無構造の物質が覆い､菌体や鞭毛間を接着するような像が

認められた｡さらに､この物質はルテニウムレッドに染色されることか

ら､多糖体を含んでいることが示唆された｡以上の観察結果を基に､バ

イオフィルム形成に関与すると考えられる遺伝子を検索することにした｡

1.2 バイオフィルム形成関連遺伝子の検索と変異株の作製

(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
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バイオフィルムの形成に関与すると考えられる遺伝子をゲノム情報よ

り推定し､それぞれの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作製したO破壊した遺伝子は､多糖体合成関逮

遺伝子 (妙 切､鞭毛遺伝子 (hA ､BBB､鞭毛の組み立てに関する遺

伝子 (瓜4)､運動性に関する遺伝子 (motA､∫此4)､走化性に関する遺
伝子 (che幻､細胞間シグナル伝達に関する遺伝子 (1uxS)､外膜蛋白遺

伝子 (pebl)である (表2-1)O
図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､ベクターにクローニングしたO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2-1

菌 株 遺伝子 遺伝子機能

98-248 PhA,PaB Flagellinsubunit

98-255 PbA Exportapparatus

03-368 RPA MotorswitchandenerglZlngProtein

03_369 〃抄IA Motorrotation

o1-948 kpsM :yust.aetLvei:eP,S霊 Eobl,yasnaec票 trifneexpon

981311 peal Outermembraneprotein

03-370 cheY Chemotaxis

03-371 EuxS Celltocellsignaling
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ターゲット遺伝子

ベクターへクローニング

l
野生株へトランスフォーム

図2-1 変異株の作製法

(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｡戯 A､naB変異株は､GbA遺伝子にカナマイシン耐性

遺伝子が挿入され､RaBが自発的に欠失した変異株だったO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Oその結果､瓜空A,Bと戯Aミュータントには鞭毛が認められなかった｡

一方､piu とmoよA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｡

宝

WildtypekpsM~PhA~B一
図2-2 変異株の運動性と鞭毛の発現
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図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2-4 野生株と鞭毛欠損株のコロニー性状の比較

表2-1 変異株の性状
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(4)考察

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O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､定量的検査法を実施した｡

(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

AEAミュータント､鞭毛は発現しているが運動性を欠いたpJu とmoム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､運動性

の弱い kpsM 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ohW 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3-2に示した｡

カバースリップ(+)37℃

0.250.20.150.10.050 盟

⊆ 萱 妄 喜 篭 蓋 至 芸 芸 当

図3-1 野生株と変異株のバイオフィルム形成能の比較
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図3-2 三角コルベン内における野生株と鞭毛欠損株 (∠]na)

のバイオフィルム形成能の比較

(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'ejuDL'には関与していないことが示唆された｡

2.総括

食中毒細菌の一種であるカンピロバクタ-(CampJ4obacterJ'ejuDL(call)は､

家畜､伴侶動物および野生動物の消化管内に広く分布し､菌に汚染された食

品や飲料水を介して人に感染する｡主な症状は腹痛､下痢であるが､稀に手

足や全身の筋肉が麻嫁してしまうギランバレー症候群を合併することもある｡

特にわが国では､鶏肉､牛肉､レバーなどの生食や不完全加熱調理品を食べ

る食習慣があるため､公衆衛生上深刻な問題となっている｡カンピロバクタ

-は､試験管内では 30℃以下の温度では増殖できず大気中の酸素濃度ですぐ

に死滅するが､冷蔵 した食品の中では比較的長期間生存することが知られて

いる｡したがって､食品等の環境は菌にとって決Lで択適な環境とは言えな

いが､厳しい環境変化にも適応 して生存するための様々な戦略を兼ね備えて

いると考えられる｡

16



本研究ではカンピロバクタ-のバイオフィルム形成能に着目し､食品中に

おける生存性との関連性を調べるのが目的である｡バイオフィルムの形成過

程を詳細に観察したところ､鞭毛による運動性が重要であり､菌体表層を多

糖体を含む構造物が覆っていることから､それらの関連している遺伝子をゲ

ノム情報から検索し､それらの変異株 (ミュータント)を人工的に作ってバ

イオフィルムを比較した｡その結果､運動性を欠いた変異株では鞭毛が発現

されていてもバイオフィルム形成能がなかった｡運動性自体がバイオフィル

ムの主要な構成成分である多糖体の菌体外-の分泌にも関与していると考え

られた｡今回は､バイオフィルムの主要な構成成分と考えられる多糖体スラ

イムの生合成に関連する遺伝子を検出することはできなかったが､鞭毛によ

る運動性とスライムの発現が連動して制御されていることが明らかとなり､

今後バイオフィルム形成能を失った変異株と野生株の遺伝子発現の差を

DNAマイクロアレイで比較解析することにより､それらの関連する遺伝子を

特定することが可能であると思われる｡
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