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論 文 内 容 の 要 旨

チフス南はグラム陰性の捏菌であり,ヒトにのみ廿然感架し腸チフスをひこおこす｡腸チフスは現在でも開発

途__l二国では舶用数i-1■力▲人が感染する公衆衛牛上市要な感染症であり,蘭の柚蘭ペf･を角珊了しfナ効なワクチンを開

発することが望まれている｡

チフス蘭の病原性は陽竹上皮細胞への侵入性と食紳泡内での増拙作にある｡近作,分√牛物′羊の発展や培養細

胞を川いた感染美服系の明光により,u人件および増肘′とを支配する震【′!や菌体成分がlけ足されつつある｡これ

ら病頂困†のなかで,英膜を形成するVi抗蛸は血満や食細胞内の紋様=/州に祇抗する病根Nイとしノてはやくか

ら削-はれ,また腸チフスの成分ワクチンとしても期子､はれてきた｡し.かしいまだVけ眉貞井′卜に必要な遺尤J･

群はトjにされておらず＼′′riの.手､日用ち機能畔析は行われてこなかった｡

申請賞はVi抗原の機能を明緒H二する=的でV揖皿遺†ムJ′･を角抑干しその隠現制御機構を明かにした｡

実験方法

1)チフス僅ゆgenomicl〕NAからコスミドライブラリーを作製した｡f)rLll;i杭1本反応を川いてVi陽件となった

人陽菌を同定することによりVi杭偵遺友イ宅クローニングした｡

2)クローニングした領域を制限酵素で適)11なサイズにり｣断しpKSllにサブクローニングした｡Exonucleasc

Ⅲ処理によりインサートを段臍的に火失させた･通のプラスミドを作製し,オートシークエンサーを用いて塩

基配列を決定した｡

3)常法に従いトランスポソ､ン挿入変異株を作製し香道†∠二/一の機能を解析した｡

ノ1)～/ヱ乙ノか0転り翻訳系またはT7王iNAホリメラーゼ系で遺kイ▲丑物を特異的に発現させSI二)S一Ⅰ〕A(~;Eで分析し
た｡

5)＼7iの発現制御機構の解析

相同性組み換えを利川して＼′ri捌;(這†上こ理障)兄畑に位閏する函沼遺knルニレポ一夕一道kイ･(クロラムフェ

ニコール アセチルトランスフエラーゼ遺仁子)を導入した｡このレポ一夕一遇kイ▲の発現をモニターするこ

とでuiI)R卜流のプロモーター冊′巨を測)王し発現制徹機構を鮒析した｡fうan(1-Shiftassayにより函沌腫物のDNA

結合能を決定した｡

6)血情抵抗性試験

Vi陽惟放び陰件のisogenic strainsを作製し,Vi杭収の石無によるl加F肘則正作の退いを調べた｡髄常人から得

た血清にそれぞれの菌汲を混(し･揖卜引冊闘‖1後サンプリングし発百コロニー放から/上張菌数を求めた｡
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結果と考察

1)チフス菌の病頂囚√であるⅥ抗帰遺†ムr･のクローニングに成功し,人陽菌においてVi抗原を人量丑′ヒ1

きる系を確＼上した｡

2)u抗原遺kイ･はチフス染色体上の1∠1【kt)にもおよぶ領域を【㌧め,10の遺kイーから構成されていた｡これl

の退†ム/一群はVi杭頂の隠鋸調節(乙ノヱ■〆れ′j工作戊(～ノ/直,高〃β,0イ4,山上〕C),菌休表面への輸送と捌則

成(～ノe_し1とノビ班ue_rC～朋D L,e∫のに‡粁j一していた｡柑こ輸送に関する退†ムJ′▲耶は仇ビrnO擁血s可/u′eれ出し,

八′pヱ■5Se′､J(ヱ〝te几～瑠∠どよdよsなど他の病偵蘭の英膜遺仁子と相l【り性を持ちこれらの英膜退†ムJ′･は共通の尤机遺kイ

から発隼したと考えられた｡

3)沈痛席物によるVi抗原のユニークな発現制御機構を明カ､にした｡

函沼はVi抗原遺kイ･群の九蘭こ位置する遺kイ▲であり,卜流に〃在するし,∠β⊥4βの′卜合成遺kイ~とオペロンを

形成していた｡またこのuわ月退†ム｢の発現は再〆拍行け_j身によってl卜に凋節されており,-･炬ノがけロモー

ターが清作化されると頭痛腫物の景がユ適に増加し,他の転り清作化L人け(′､〔lSβ)の協力なしにVi抗原の産

隼を 叫的に促進させることをホした｡またⅠ〕NA結合夫験により座榊三物が直接その上流の調貴硝i域に結合

することを′Jこした｡

′i)＼7i抗原の発現は浣墳囚rによって厳鮒こ制御されていた｡Vi抗榔ま370cで最も撞く発現されたが200cで

はまったく度′とこされなかった｡またその隠鋸は浸透≠にも依/fしており().85%Nと1Cl濃度で最人であった｡更

にこれらの発現調節はl二として乙ノ∠β月の虹り段階で行われていた｡牛体内ではこれらの環境困/･か最初に引き

金となって毎月プロモーターを活性化し,続いて両班出身による増帖回路が働きVi抗膜の産′とが安定に維持

されるものと考えられた｡

5)クローニンブした遺†ム隅報をもとにVi抗]如〕isogenic strと1insを作製した｡Vi[甘性林は血清小の補体によ

り容易に溶蘭されたが,Ⅵ陽性抹は溶菌されず＼′i抗頂はチフス菌が血清斗で増姉するための木｢イ欠な【人けで

あることがわかった｡

論文審査の結果の要旨

申諭･パ･楠本′友弘はチフス菌の病頂困√であるVi杭頂の発現に必【要な領域の令兄ij耕しユ刈を決定し,その合成,

輸送,発現に関する全通†ムrを命名した｡またVi抗原のきわめてユニークな究現調節機構をカイ･/上物′ゝ紺Jに解

日ノjした｡

この研究は細菌の病根酔および食細胞内寄′L細】腐の感架機構の納期に貴市な貢献をしたと認める｡
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