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論 文 の 内 容 の 要 旨

気腫症菌(伽肋d鱒適は､土壌を介し反筍獣に感染してガス壊症を起こす｡

本菌の感染によって起こる気腫症は､急性熱性伝染病であり､動物は一旦本菌の感染が成

立すると死から免れない｡従って､本菌感染症に対しては予防が重要であり､そのために

はワクチンの接種が最も有効かつ確実とされている｡

現ぬ気腫症ワクチンとして単味ワクチンの他に､多種のクロストリジウム感染症に対

して防御効果を示す混合ワクチγが開発され､実用化されている｡しかし､偏性嫌気性菌

を取扱うことから､多菌種のクロストリジウムを含むワクチンの製潜ま非常に煩雑であり､

製淳コストも高い｡また､不活化菌体の混合による接種量の増大に伴い､局所反応等の副

作用の発現も指摘されている｡そこで､各クロストリジウム属菌の有効な感染防御抗原を

利用した有効で安全な､かつ低価格の混合ワクチンの開発が望まれている｡

気腫症菌の感染防御抗原は､鞭毛および菌体成分の双方に存在することが報告されてい

るため､私は､これまでに気瞳症菌の最表層オルガネラである鞭毛に着目して本菌の感染

防御抗原を検由した結果､鞭毛が感染防御に重要な役割を担うことを明らかにしてきた｡

一方､気腫症の診断は､臨床的に悪性水腫および麺とめ類症鑑別が必衰とされている｡
このうち､悪性水腫の原因菌の一つである伽血β甲よおは皿と本菌は､菌体表層に多

くの共通抗原を持ち､野外で汎用されている蛍光抗体陰にも特異性に問題のあることが指

摘されている｡

そこで私は､感染防御抗原としての鞭毛を分子生物学的なレベルから解析するために､

まず鞭毛の構成単位であるフラジェリンのアミノ酸組成およびアミノ酸配列を調べた｡さ

らにフラジェリンの構造遺伝子をクローニングし､この塩基配列を利用した感染防御抗原

の大量発現への応用および遺伝子レベルでの気睦症菌の検出への応用に関する研究成績と
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して､以下の3章にまとめた｡

第1章では､気腫症菌沖縄株(ワクチン製造用株)の精製鞭毛を用いてフラジェリンり

アミノ酸組成およびN一末端アミノ酸配列を決定した｡このこと隕気腫症菌において初

めての報告である｡本菌のフラジェリンのアミノ酸組成は､既知め他菌のフラジェリンと

同様に､システインおよびトリプトファンを全く含まない特徴を有していた｡また､本菌

のフラジェリンのN一末端アミノ酸配列において､グラム陰性菌に比べて､本菌と同じグ

ラム瘍性菌のフラジェリンおよび女ピロへ一夕の軸糸タンパクと相同性が高い傾向にあっ
た｡以上の成績から､本菌フラジェリンのN一束端アミノ酸配列が､他菌種のそれと相同

性が高いことが明らかとなり､本菌に特異的な感染防御抗原としての鞍毛タンパクを解析

するためには､フラジェリンの遺伝学的性状を明らかにすることが必要不可欠であること

が示された｡

第2章では､本菌鞭毛タンパクの遺伝学的性状を解析するために､沖縄妹の染色体DNA

を用いてフラジェリン構造遺伝子のクローニングを行った｡得られた遺伝子のDNA塩基

配列を決定し､このフラジェ.リン遺伝子を必Cと名づけた｡これは病原性クロストリジウ

ム属菌で､初めて感染防御抗原としてのフラジェリン遺伝子をクローテングした報告とな

った｡必Cはサザンプロット解析から他のクロストリジウム属菌と明らかに区別され､本

菌のフラジェリンに特異的な塩基配列であった｡その遺伝子産吻である組換えフラジェリ

ン刑iCは､親株の精製鞭毛と同じ分子量を有し､また､マウスの免疫試験から本菌の鞭

毛に対する特異的な抗体を誘導することを確認した｡しかし､FhCは主な感染防御活性を

担うエピトープを発現していないことがモノクローナル抗体を用いたウェスタンプロット

解析から示唆され､かつ沌Cによる免疫マウスへの攻撃試験では耐過するものが僅かで

あった｡必Cから翻訳されるアミノ酸配列上には転写後修飾の一つである糖付加に関連す

るモチーフが2箇所存在するが､大腸菌の系ではタンパクに糖付加ができないことから､

mCへの糖付加が感染防御活性を担うエピトープの発現に重要であることが示唆された｡

以上の成績から､本菌フラジェリンに固有の構造として､糖付加などを発現する他の発現

系を用いれば､本研究で得られた必Cの配列を利用し､有用な感染防御抗原を大量に製造

できる可能性が示唆された｡

第3章では､クローニングしたj野Cの特異的な配列を利用し､気腫症の迅速診断法を確

立した｡一般にフラジェリン構造遺伝子の中心領域は､細菌ごとに特異的な領域とされて

いるため､j野Cの中心領域の配列を利用したPCRプライマーを設計した｡本菌35株を含

む59株の各種クロストリジウム属菌を用いてPCRを行ったところ､特異的なPCR産物

を本菌のみに認めた｡また､マウスを本菌および気瞳症と類症鑑別を要する悪性水腫菌お

よび炭症菌で実験感染させたところ､各臓器からPCRによって本菌を特異的に検出でき

ることを確認した｡一方､本菌を実験感染させたマウスから経時的に採材した各試料につ

いてPCRを行ったところ､感染部位では感染のごく初期から本菌の換出が可能であった｡
さらに､実際の牛の感染材料について本法を応用したところ､本菌を特異的に検出するこ

とが可能であった｡以上の成績から､必Cの中心領域の塩基配列を､本革の特異的な検出

に応用できることが示唆された｡

これら･3章の研究成績により､今回クローニングされた気腫症菌のフラジェリン構造遺
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伝子j野Cが持つ特異的な塩基配列は､気腫症の診断への応用が可能であり､またj野Cの遺

伝子産物である椚iCを､気腫症ワクチンの有効成分として利用できる可能性が示唆され

た｡

審 査 結 果 の 要 旨

家畜伝染病予防陰において､届出伝染性疾病の一つに挙げられる気瞳症は反額獣にとって重

要な感染症である｡気瞳症は､気腫症菌(α戚戎払皿d駅間感の感染によって起こる土壌

病の-一一つであり､創傷感染あるいは消化管損傷部からの本菌の感染によって多肉部に腫壇を形

成し所謂ガス壊症を起こすとともに､産生毒素による毒血症を起こすふ本菌感染症は急性熱性

伝染病でありこ動物は一旦本菌の感染が成立すると死から免れなし㌔従って､本菌感染症に対

しては予防が重要であり､そのためにはワクチンの接種が最も有効かつ確実とされている｡

現在､日本国内では､気腫症ワクチンとして､培養菌液をホルマリンで不活化した単味ワク

チンの他に､気瞳症および気瞳症と同様にガス壊症を引き起こす悪性水月重にも対応するため､

3種のクロストリジウム属菌(C尋卸洞痛､α感融通=呼物皿およびG娩滋放上皿

刀クワカの感染に防御効果を示す混合ワクチン(混合トキソイド)が開発され､実用化されてい
る｡しかし､これら以外にもガス壊鑑を引き起こすクロストリジウム属菌は確認されており､

より確実にガス壊症を防御するために､さらに多菌種のクロストリジウム属菌を含む混合ワク

チ㌢の開発が望まれている｡国外においてはより多菌種の混合ワクチンが実用化されているが､

偏性嫌気性菌を取扱うことから､多菌種のクロストリジウム属菌を含むワクチンの製造は非常

に煩雑であり､製造コストも高い｡また､不活化菌件の振合による接種量の増大に伴い､局所

反応等の副作用の発現も指摘されている｡このような背景から､各クロストリジウム属菌の感

染防御抗原を利用した有効で安全な､かつ低価格の混合ワクチンの開発が望まれている｡

一方､気種痘の診断は､.薔陸水踵および炭症との類症鑑別が必要とされている｡このうち､

悪性水琴の原因菌の一つであるCβ甲奴比Ⅲと本菌は､菌体表層に多くの共通抗原を持ち､野
外で汎用されている蛍光抗体法にも特異性に問題のあることが指摘されている｡

申請者は､気瞳症菌の感染防御抗原として重要な役割を担っている鞭毛に着目し､鞭毛の構

成単位であるフラジキリンについて､その免疫学的性質を分子生物学的なレ～レから解析し､

さらにフラジェリン遺伝子の塩基配列を利用し､迅速かつ特異的な本菌の検出および同定への

応用に関する研究成績としてまとめた｡

1.精製鞭毛を用いたフラジェリンの性状

国内のワクチン製造用株である気瞳症菌沖縄抹の精製鞭毛を用いて､そのアミノー酸組成およ

びN･末端アミノ酸配列を決定した｡このことは､気腫獲菌において初めての報告である｡本菌

のフラジェリンのアミノ酸組成は､システインおよびトリプトファンを全く含まないというフ

ラジェリンの｢般的特徴を有していた｡またN･末端アミノ酸配列について既知の他菌のそれら

と相同性を比較したところ､本菌と同じグラム陽性菌のフラジェリンおよびスピロヘータの軸

糸タンパクと相同性が高い僚向にあった｡

以上の結果から､本菌に特異的な感染防御抗厚として甲鞭毛タンパクを解析するためには､

本菌フラジェリンの遺伝学的性状を明らかにすることが必要不可欠であることを示した｡

2.フラジェリン遺伝子のクローニングと発現

入ZAPベクターを用いて沖縄抹の染色体DNAライブラリーを作製し､気瞳症菌鞭毛に特異
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的に反応する抗血清を用いて陽性クローンをスクリ一千ングし､フラジェリン構造遺伝子をク

ローニングした｡得られた遺伝子のDNA塩基配列を決定し､このフラジェリン遺伝子をj野C

と名づけた｡これは病原性クロストリジウム属菌の感染防御抗原としてのフラジェリン遺伝子

をクローニングした初めての報告となった｡盟Cを他菌のフラジェリンの塩基配列と比較した

ところ､爾来端の領域は相同性が高く､一方でその中心無域の酉汐uは特異的であった｡またサ

ザンプロット解析から､必Cは他のクロストリジウム属菌と明らかに区別され､本菌フラジェ

リンに特異的な塩基配列であった｡その遺伝子産物である組換えフラジェリンniCは､親株

の精製鞭毛と同じ分子量を有し､また､マウスの免疫試験から本菌の鞭毛に対する特異的な抗

俸を誘導することを確露した｡しかし､沌Cは主な感染防御活性を担うエピトープを発現して

いないことがモノクローナル抗体を用いたウェスタンプロット解析から推察され､かつ刑iC

による免疫マウスへの攻撃試験では耐過するものが僅かであった｡盟Cから翻訳されるアミノ

酸配列上には転写後修飾の一つである糖付加に関連するモチーフが2箇所存在するが､今回組

換えタンパクの発現に用V)た大腸菌の系ではタンパクに腰推抽ロができないことから､Ⅰ屯Cへの

糖付加が感染防御活性を担うエピトープの発現に重要であることを示唆した｡

以上の結果から､本研究で決定された必Cの塩基配列は､本菌に特異的な配列であることが

明らかとなった｡また本菌フラジェリンに固有の構造として､糖f;拍ロなどを発現する他の発現

系を用いることにより､必Cの塩基配列を利用し､有用な感染防御抗原を大量に製造できる可

能性を示唆した｡

3.フラジェリン遺伝子を標的とした迅速診断法の確立

必Cの塩基を利用し､気瞳症の迅速診断陰を確立した｡遁Cの塩基配列上で､気瞳症菌に特

異的な配列である中心蘭域の配列を利用したP鱒プライマ†を設計した｡このプライマーを

用いて､本菌-35株を含む59株の各種クロストリジウム属菌およびその他の細菌に対してPCR

を行なったところ､特異的な516毎の大きさのPCR産物を､本菌株のみに認めた｡また､マ

ウスを本臥あるいiま気瞳症と類症鑑別を要する悪性水腫菌お皐び炭症菌で実験感染させたと
ころ､気嘘症菌感染マウスの材料のみから､特異的なPCR産物が検出されることを確認した｡

一方､本菌を実験感染させたマウスから､経時的に採材した試鞘こついてPCR.を行なったと
ころ､感染部位では感染のごく初期から本菌の検出が可能であったさらに､.実際の牛の感染

材料について本法を応用したところ､本菌を特異的かつ迅速に検出することが可能であるばか
りでなく､野外で汎用されている免疫学的方法よりも特異性に優れることを示した｡

以上の結果から､盟Cの中心領域の塩基配列を､本菌の特異的な検出に応用できることを明

らかとした｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文と

して十分価値のある内容であるものと認めた｡

学位論文の基経となる学術論文

1･勒血ちA,AmiⅡ追払,鼠,.Oh軸℃皿d取mum,Y(199少 馳amぬ止血nぱ

丑age址n鉦omC肋血び和正Ⅵ無血1鮎yM血輌67,231･237.

2･鞘血ちA,咄Ⅰ･,鮎軸℃,Sa地Y,0申血,冨,拓jj皿ちM･皿d恥Y
短00d)Cloningandexpres8ionofageneenadingtheflageninofC肋cb&u鹿

Ⅴ読切血1町再鳩血血ido訂76,859-372.

-282-



3･勒imちA,tJddda,Ⅰ.,Sekihki,'Tl,Sasa払Y,0giknbo,Yand恥mura,Y短001)

Rapiddetechnandidentificationof伽血伽cbau和彦byPCRbasedonflage址血

gene8e甲把nCe.1ゐterinaTyMicrdbidogy78,365-373.

既発衰学術論文

1･Ⅲjima･馳M･,抽止a皿Ⅵ∫a,叫,NAg血,軋馳血お札℃,Ao払Aand恥

Y(19細P和地onずm適a画血t伽加故皿daび花房in鮎血nby皿恵一i血糎

antib*to a mondonalantibody toflagena.FEMSI皿tmOlogyand Medical

M立山bidogy8,183･188.

2･取mⅦ乳Y,喝血a･T申ah虻,Add,A,0由b血0,Y弧d馳迫8払℃(199さ)
Reve指ible expms9ion ofm嘲andflagenain伽血血cbazL戒and their

托k血凹も和也血Ien舵.Mi伽止血b訂141,605-610.
3.N血血a短叫M.,Ono,℃,血姐A,Obs軋Ka血恥mⅦちY(199さ)b･血0血旭ndf

apqpto8isinmⅦ血e吋mphゆ8bybacterial柚8a∝harides.JournalofMedical
仙gy43,251･257.

4.N血b叫M.,Ono,℃,蛾A,O出血もK,肋払℃,W出血,G.∴払ya,K;

Sa8amdto,S.and恥mtqa,Y(1996)軸e･indu恍dapqptwi8inswi鹿

むmpbゆ8血I血Ⅰ血氾andI皿Ⅶ血y63,1122･1126.

5.N血nab叫M.,0帥,Y,城A,馳血as払℃,Ⅶ地,G.∴払yちK,Sa組皿OtO,

S.,取崩卸ちM.弧d恥Y(1泊房E触ば血mad如Ⅷ血on野$bmk

･柁a血om‖ガ1i画8血kshsw血e.Ⅵ1∝he13,1325-1329.
6.N血ma蜘ちM.,0頭山b,Y,E両軸A,肋sbも℃,Wi血1nab,G.,取払,

Sa朗Ⅲ氾b,S.弧d恥Y(199さ)E飴cbぱda萄wむ止on野8te血托S匹n詑b

触感虚血α好輌∝血血8W元始.JoⅦ血ばⅥ如血1釘yM舶鉄血nα57,

1089･1091.

7.比和喝A,肋嶋℃,喝血ちM.,0帥,Y,恥Y弧d由am朗WちR(19姻
DetechofM面血smaDNAinvete血叩kveviruBVaCCimsbythepob7neraFe

Chain托a虎omJoumalof%terinaryMedicalScience58,1045-1048.

8.Ⅰ萄im訂叫M.,0帥,Y,勒血ちA血取mⅦちY(199竹DeⅦl叩Ⅱ始血ばa

two･Sitee皿野me-hnkedimmumiaB8ay触qpandficadonoftheflagel血adgen

inbhdklegva∝ines.JournalofMicrdbidogicalMethods31,83･88.

9.E房i皿ちA,恥血血戚亘で,喝軸M.,0帥,Y,N適地M.,蜘S.,

H肛誠nVちRand恥Y(1関れDe血nぱ極β血血蜘e血

Va∝i皿eSby油merasechainreaction.Bidk*calB25,365-371.
10.王句主ma一晩M.,0帥,Y,勒血ちA,S蛾Yand恥Y(199曲別a㌍払

basd e呵me･貼d血血鮎S野あr舶･t玩=血皿Ⅶ血y血=血血

VaCCinated血bhcklegvaccine8.JournalofMi血biblogicalMethods32,79-85.

11.0曲Y,Mo亘Y,m如叫A,恥Y'弧d血血,Y(19姻PⅨ血血nof
reo)mbin且ntPOrCine血nornmis血ctoralphainaBaculoviruSeXPreSSionsy8tem･

血mdぱⅥ無血通じyM舶駄knα60,1203-1207.

12.0由kub,Y,N壷皿ab叫M.,E画王mちA,Sasa払七弧d恥Y(19由‖弛血痴如

ac地sぱ輌血kse加ぬd丘om匹血eⅧ∝血e s血.JoⅦ血ば

Ⅵ鹿血以す旭誠血1臨n僅61,1265･1269.

-283-



13.｢ゐ$hima,H.,勒ima,A.andIshimaru,M.C200O)Antimi血bial･SuS伐Ptib山野Of
AzTuObacteziiLZ22脚ehgisolatedfrom ca旭e and pigs.Jotd of

･M血B47,139-1亜.
14.ぬ血観官,｢血ma皿Ob,鼠,軸i皿ちA,取払血ちY,N血a鹿町M.andつ駄mⅦ耳Y短0減

Rapid'anddirectdetechofCbbjtHtLL22CbauTdbyPCRofthe16S-23SrDNA印a氏r

regionandpardal23SrDNAsequen舵S.Journalof%terinaryMedicalScience62,
1275-1281.

15.Sasaki,Y,｢血mamOtO,K,恥ina,A.,Norinatsu,M.and 恥mura,Y Rapid

identificahn and di飴re血on of pathogenic do$tridia in gas gang托ne by

油merasethainrea血onbasedonthe16S-23SrDNAspacerregiomReseardin

Ⅵき軸Sde∝eGnp托85).

16.Sasa垣昔,肋wa,N.,Ⅰ【両軸A,N血ma短叫M.,S血吐S.and恥皿脚ちY

Phylogenetic押ihonsofCb血皿DOTdandCn2gbjtHiLmhae皿0かおumba8edon

16S rDNA 8eqTAenCe.hternadonalJournal of Systematic and EⅥ血血on町

Mic血bido訂也Ip托S∂.

-284-


