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一研究紹介一細胞表面糖脂質LOSの糖鎖構造変化がカンピロバクターの
胆汁酸抵抗性および鶏腸管内定着性に及ほす影響
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Effects of lipooligosaccharide truncation on bile resistance and chick colonization 

by Campylobacter jejuni 
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背景と目的

カンピロバクターは我が国で最も重要な食中毒起

因菌の一つである。カンピロバクター食中毒の主要な

原因食品としては鶏肉が疑われており，農場において

Campylobacter Jejuniが鶏腸管内に高率に保菌されてい

ることがカンピロバクター食中毒が頻発している根本

的な原因となっている。 したがって，本食中毒を低減す

るためにはC.Jejuniの鶏腸管内定着を防ぐ必要があるが，

定着のメカニズムについてはほとんど明らかとなってい

ない。本菌の鶏腸管内定着メカニズムの解明は，養鶏場に

おける C.Jejuni制御技術の開発につながるため，非常に

重要である。

C. Jejuniは鶏の腸管粘膜に侵入 ・増殖することで，鶏に

は何の症状も引き起こさないまま腸管内に長期間維持さ

れる。本菌が鶏腸管に定着するためには，まず様々な殺菌

性の因子が存在する腸管内環境で生残し，粘膜に到達す

ることが必要である。肝臓でコレステロールから生成さ

れ十二指腸に放出される胆汁酸は，代表的な腸管内の殺

菌性物質と考えられており，腸管内で菌が生残 ・定着す

るためには，この胆汁酸に対する抵抗性が鍵となる。胆汁

酸は界面活性作用により殺菌性を示す物質であり，多剤

排出 トランスポーターや，菌体表面性状（疎水性，ゼータ

電位等）の変化が，細菌の抵抗性に影響することが報告さ

れている！）。しかしながら， C.Jejuniの胆汁酸抵抗性に関

与する因子としては，多剤排出系の一種である CmeABC

が報告されているのみであり，その他の機構については

ほとんどわかっていないのが現状である 2)。

1 ) 農研機構動物衛生研究所細菌• 寄生虫研究領域

C Jejuniの外膜には糖脂質の一種であるリポオリゴ

サッカライド (LOS)が存在しており， 細菌外膜に埋め込

まれたリピ ドAから，細胞外に糖鎖 （内部コア領域およ

び外部コア領域）が突き出す形で菌体表面を覆っている。

著者は，ゲノム情報とLOS糖鎖構造が明らかとなってい

るCJejuni NCTC11168株および81-176株を親株として，

LOS生合成の各段階に関与する酵素遺伝子を破壊するこ

とで様々な LOS変異株を作出した （図 1)。それら変異株

の各種抗菌性物質に対する感受性を比較したところ，LOS

分子量の低下を認めた変異株では，親株と比較して胆汁

酸抵抗性が低下すること，特にhldD破壊株のような LOS

内部コア領域の大規模な欠損が予測される株では胆汁酸

抵抗性が大幅に低下し，鶏腸管内での生残性および定着

性が低下することを確認した3¥
本研究では， Cjejuni LOS変異株の LOS糖鎖構造を質

量分析計により決定することで，Cjejuniの胆汁酸抵抗性

に重要な役割を果たす糖鎖構造を明らかにすることを目

的とするとともに，その糖鎖欠損による胆汁酸抵抗性減

弱の原因を考察するため，菌体表面の疎水性を親株と変

異株の間で比較した。

研究の概要

1. LOS変異株の糖鎖構造解析

LOS糖鎖構造が未知である C.jejum・NCTC11168由来

cjll35, cjll36, cjll38, hldE, hldD破壊株，ならびに 81-

176山来hldE,hldD破壊株について MALDI-TOF-MS解

析およびGC-MS解析を行い，その結果を，既に構造が決

定されている親株と比較することで上記変異株の LOS糖

鎖構造を決定した（図 2)。

親株と比較して胆汁酸抵抗性のわずかな低下を認めた
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NCTC11168 LOS糖鎮構造
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81・176LOS糖鎖構造

， 
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（！）  

a-Neu5Ac 

lipid A 

lipid A 

図1.C. jejunj NCTC11168および81-176株の LOS糖鎖構造およびLOS生合成酵素

赤矢印は ADP-L,D-Heptose生合成酵素，黄矢印は糖転移酵素を示す。

LOS変異株 (cjll35,cjll36, CJ1138破壊株）のうち，

cjll36破壊株はゲノム情報から予測される構造と一致し

ており，全外部コア領域を欠損し，完全な内部コア領域を

保持していた。一方 cjll35破壊株のLOS糖鎖は，内部

コア領域のグルコース 2残基だけでなく全外部コア領域

を欠損した構造であった。全外部コア領域が欠損してい

たのは，内部コア領域からグルコースが欠損したことで，

内部コア領域が糖転移酵素Cjll36のアクセプターとして

機能しなくなった可能性が考えられる。また，cjll38破壊

株の LOS糖鎖は，内部コア領域にガラクトース 1残基が

付加した構造であった。

一方，親株と比較して胆汁酸抵抗性の大きな低下を認

め， waaC破壊株に次ぐ大きな LOS糖鎖欠損が予測され

たhldEおよびhldD破壊株については， NCTC11168由来

破壊株および81-176由来破壊株で同様の結果を示し，い

ずれもリピドAに2ケトデオキシオクトン酸 (Kdo)が3

残基付加しており，他の糖残基は存在しない LOS構造で

あることが示唆された。グラム陰性菌の保有するリポポ

リサ ッカライド (LPS)およびLOSの内部コア領域およ

び内部コア領域生合成関連遺伝子は高度に保存されてお

り，Eschen・chiacoli K-12由来株のhldE破壊株では waaC

破壊株と同様にリピドAにKdoが2残基付加する糖鎖構

造であり 4>,Haemophilus infiuenzaeのhldD破壊株では

L,D-Hepの前駆体である D,D-HepがKdoに結合し，そこ

からの糖鎖の伸長がみられない糖鎖構造であったと報告

されている 5)。本研究では，親株や waaC破壊株の LOS

では2残基付加している Kdoが， hldDおよびhldE破壊

株では 3残基付加しており，これまでの報告とは異なる糖

鎖構造の変化が認められた。

糖鎖生合成に関与する酵素欠損により生じる糖鎖構造

変化を正確に予測するのは困難である。その理由として，

ある酵素欠損が他の酵素による糖結合にまで影響を与え

る場合があり，その影響の仕方は菌株により異なることが

挙げられる。例えば，糖転移酵素の WaaFは， Kdoに結合

している L,D-Hep (Hep I)にもう 1残基の L,D-Hep (Hep 

II) を付加することが報告されているが，その遺伝子破壊
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株の LOS糖鎖構造は NCTC11168由来株と 81-176由来株

とで異なる（図 2)。すなわち， NCTC11168山来 waaF破

壊株は HepIにグルコースが付加した構造を，81-176由

来waaF破壊株はグルコースが付加しない構造をとる 凡

これは， WaaFの欠損により HepIIがHepIに付加しな

いと， 81-176株ではグルコース転移酵素のアクセプターと

して機能しなくなるのに対し， NCTC11168株ではほとん

ど影響がないことが原因と考えられている。本研究でも

NCTC11168由来C)1136破壊株を除き，その LOS糖鎖構

造はゲノム情報から予測される構造と一致しなかったこ

とから，質量分析による構造解析の重要性が示唆された。

2. LOS変異株の菌体表面疎水性

炭化水素としてオクタンを用いたbacterialadherence to 

hydrocarbons (BA TH)試験に より疎水性を測定したと

ころ 7), 菌体表面の疎水性は LOS糖鎖が短くなるほど上

昇していた（図 3)。特に LOS内部コア領域が大きく欠損

し，胆汁酸抵抗性が大きく低下した変異株 (NCTC11168

hldE, hldD, waaC破壊株，ならびに 81-176waaF, hldE, 

hldD, waaC破壊株）は，親株と比較して疎水性が有意に

上昇していた。以上の結果から， LOS変異株では菌体表面

の疎水性が上昇したことで胆汁酸疎水基が菌体に作用し

やすくなり，胆汁酸抵抗性が低下していると考えられた。
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図2. 供試菌株の LOS糖鎖構造およびデオキシコール酸に対する最小発育阻止濃度 (MIC)

C. jejuniの必須遺伝子であるgmhBを除き，図 lに示した LOS生合成酵素の変異株を作出した。LOS変異

株では，ホモログの存在が報告されているgmhAの破壊株を除き，糖鎖欠損が認められた。赤字の変異株に

ついては本研究により LOS糖鎖構造を決定した。赤字の不等号は大きな差があったことを示す。
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* : p < 0.05 vs wild-type, * * : p < 0.05 vs *群。
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残された課顆

これまで，グラム陰性菌の細胞表面糖脂質 (LPS/LOS)

は動物腸管内定着に関わることが示唆されていたが，糖

鎖のどのような構造変化が腸管内定着に影響するのか不

明であった。本研究により， CjejuniのLOS内部コア領

域の Kdoに糖が2残基以上付加することが本菌の胆汁酸

抵抗性に重要であり，鶏腸管内での菌の生残に有利に働

く可能性が示唆された。鶏腸管内定着維持のために必要

な糖鎖生合成酵素の阻害剤は，本菌の定着阻止技術の開

発につながる可能性がある。

一方で， Cjejuniが鶏腸管内で生残・定着する機序につ

いては未だに不明な点が多く，現在， LOS以外の因子に

ついても検索・解析を進めているところである。複数の鶏

腸管内定着因子について定着阻止のための標的因子と

して適切か否か評価し，農場における Cjejuni制御技術

の開発につなげていきたいと考えている。
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