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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
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病原微生物は種 々 の シ ス テ ム を利用 して宿主細胞 の バ リヤ ー

機構 を破壊 し､ 宿主 を病気

- と導く . C a m p) ,l o b a c t e r j e j u D 1
'

は下痢症の 重要 な起因菌で あるが ､ そ の 病原性 の分子

生物学的メ カ ニ ズ ム に つ い ては不明な点が多い o 本論文で は C . j e j u n 1
'

の 宿主腸内定着､

上皮細胞 - の侵入
､
B a c t e r i a l t r a n sl o c a t i o n に 関す る病原性 因子の 分子生物学的メカ ニ ズ

ム を検討 した｡ 本論文は 四 つ の章で構成されて い る ｡

第 1 章 では ､ す で に病原性 因子と して認識され て い る遺伝子 か ら細胞 - の 付着や腸 内定

着に 関与する遺伝子と して f l a A , c a o F , i
-

a c R
,
d H a J , 細胞侵入性 に関与する遺伝子 と して

v 1
'

r B l l , c l
'

a B , p l 胡 ,
c d tA

,
b d tB

,
c d t C は c y t o t o x i n 産生に関与する遺伝子 と して ､

ギ ラ

ン バ レ - 症候群 に関与する遺伝子 と して w l a N を選択 し､ 病原性 因子 の保有率が C . j ej LID 1
'

め分離渡に よ り違い が ある か どうか をプライ マ ー を用 い て P C R に より ヒ トの 臨床材料 ､ 鶏

肉 ､
ブ ロ イ ラ ー と牛 の糞便 からの 分離株合計 1 1 1 株 に つ い て検討 した｡ そ の 結果 1 1 の 病原

性遺伝子 の保有状態 の違い から 1 0 のタイ プに分 けられ た｡ しか し､ 分離株 の 由来に よる病

原性遺伝子 の保有状況に大きな違 い はみ られなか っ た｡ 検査 した 1 1 1 株 は 1 0 7 株 ( 9 6 . 4 %)

で 8 - 1 0 の病原性遺伝子 を保有 して い た.
L

第 2 章 では ニ ワ トリ の卿字化後 c . j e j u n 1
'

が徐 々 に腸内に定着す るが ､ そ れ らの分離菌株

にお い て 上記 1 1 病原性遺伝子 の保有率が どの ように変化す るか を検討 した｡ 約 3 , 0 0 0 羽を

飼育す る鶏舎か ら夢酎ヒ後 2 1 ､ 2 8 ､ 4 2 ､ 5 6 日に約 5 0 羽ずつ ､ 総排経 口 より滅菌綿棒で糞便

材料 を採取 した｡ そ の結果全体 で 2 3 5 株 を分離 し､ 日齢が進むに つ れ 1 1 ､ 8 ､ 5 ､ 3 タイ プ

の C . j e j u D u が分離され, しだ い に分離株 の タイプが減少 した . 最も多く分離 されたタイ プ

は v l
'

r B l l と w l a N 以外の 9 つ の遺伝子 を保有しており ､
日齢が進むに つ れ こ の タイ プは分

離率は上昇した. p l du は目齢が進 に つ れ分離株 の保有率は 8 7 . 9% (2 1 日齢) ､ 9 4 . 3% ( 2 8 日

齢) ､ 8 5 . 1 0/. ( 4 2 日齢) ､ 1 0 0 % ( 5 6 日齢) の 分離株で保有されて い た o

第 3 章で は第 1 章 で分離 した 1 1 1 株に新たなタイ プ 1 株 を加 えて 1 2 の タイ プに分 け､
そ

れぞれ の I N F - 4 0 7 細胞 - の付着性 と侵 入性に つ い て 検討 した o そ の 結果 ､ p l d 4 を保有す る

菌株 は保有しない株に 比 べ て細胞侵入性 が強く ､ p l o:u が c . j e j u n 1
'

の 細胞侵入性 に強く 関

与 して い る ことが示唆された. こ れまで に I N T
-

4 0 7 細胞 - の侵入性 に強く関与 して い る と



報告 され て い る v l
'

r B l l と c j
'

a B 保有と細胞侵入性 とは今回の結果 で は相関は みられなか っ

た｡

そ こ で ､ p l o:u の 欠損変異株 ならびに補完株 を作製 し I N T - 4 0 7 細胞 - の 付着性 と侵入性を

野生株 と比較 したo そ の結果 ､
細胞付着性 に は欠損株 ( p l o:A - ) ､ 補完株 ( p l d4 + ) 欠損株

+ プラ ス ミ ド ( p l d4 - ) ､ 野生株間に差はみ られなか っ た が ､ 欠損株と欠損株 + プラ ス ミ ド

株で は 著 しい 細胞侵入性 の違 い がみられ ､ p l o:A
- の株 で は侵入性 が著しく低 下 した. これ

らの成績は p l d 4 が c . .)

'

e j u D u l
'

の 細胞侵入性 に強く関与 して い る こ とが示唆 した o

さ らに 上記 4 株 を無菌 C F # 1 マ ウ ス に経 口投与 して腸内定着性 と腸管以外 の 臓器 - の

B a c t e r i a l t r a n s l o c a t i o n を比較 した ｡ その 結果 ､ p l du 欠損株で は小腸下部 と盲腸で の定

着 した菌数が低く な っ た｡ また牌臓と肝臓 - B a c t e r i a l t r a n s l o c a t i o n す る菌数は投与 3

日目 で い ずれの株 も違 い はみ られ なか っ た が ､ 6 日月 で は p l o:u 欠損株で はす でに牌臓と肝

臓で の 菌は検出され なか っ た｡ これ に反 して野生株 と補完株で は 3 日目 同様 の 菌数で検出

された｡ p l du は細胞侵入性 ばか りでなく ､
マ ウ ス の 腸内定着や牌臓 ､ 肝臓 で の 生存性 に影

響を与える こ とが 明らかに され た｡

第 4 章で は p l du 遺伝子 の 細胞侵入に関わるメ カ ニ ズ ム を各種イ ン ヒ ビ タ
ー

と 上記 4 株
､

p l o:A 欠損株 ､ 補完株 ､
欠損株 + プ ラス ミ ド､ 野生株 の 組み合わ せ によ る I N T -4 0 7 細胞 で の

侵入 性 を比 較 した｡ 今回 は c y t o c h al a s i n -D ,
G - s 七r o p h a n t i n と m o n o d a n s y l c a d a v e r i n ,

m o n a n s i n , s t a u r o s p o r i n e を i n h i b i t o r と して 用 い たo 結果 と して c y t o c h a l a s i n -D と

m o n a n s i n で は p l o:u 欠損株 の 細 胞侵 入 阻止 が み られ な か っ た ｡ 野 生株 で は い ず れ の

i n h i b i t o r でも侵入阻止 が みられたo 以上の 結果 か ら p l a:u は C . j ej u D l の m i c r o f i l a m e n t

d e p o l y m e r i z a t i o n と e n d o s o m e a c i d i f i c a t i o n を利用 した細胞侵入に関与 して い る こ とが 明

らか とな っ た ｡

以 上本研究で は C . j ej u D l の 病原因子と して p l d4 が 極め て重要な働き をして い る こ とを

明らか に した こ とに より ､ 今後 の 予防手段 を検討 し､ 病原菌と非病原菌を識別す る上 で重

要な知見 を与えるも の と考 えられ る｡ よ っ て審査委員
一

同は ､ 本論文が博士 ( 獣医学) の

学位論文と して価値 あるもの と認めた｡




