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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 
 腸炎ビブリオ（Vibrio parahaemolyticus）をはじめとする多くの食中毒菌は、ストレス環境下で “生

きているが培養できない”（Viable but nonculturable；VBNC）状態へ移行し、生存し続けることが知

られている。食品衛生法で定められている食中毒菌検査法は培養法であるため、細菌が VBNC 状態

で存在すると細菌汚染の誤判定を招くことになる。また、多くの病原菌が VBNC 状態へ移行すると

薬剤耐性を示すことから、その誘導因子は新規薬剤創製のための標的分子として興味が持たれてい

る。最近、細菌ストレス応答因子の一つであるトキシン/アンチトキシン（TA）システムが、VBNC
状態誘導に関与していることが示唆されているが実証されていない。本論文では、腸炎ビブリオの

VBNC 状態誘導条件を決定するとともに、腸炎ビブリオの TA システムを同定し、それらの VBNC
状態誘導への関与について検討した。 

まず、腸炎ビブリオが VBNC 状態に移行する条件を調べた結果、低温（10°C）および低塩分

（3%NaCl）環境下において 10 日間で VBNC 状態へ移行することが分かった。次に、大腸菌の TA
システムのアミノ酸配列を指標として、腸炎ビブリオの TA システムについて検索した結果、

vp1829/vp1830 と vp1842/vp1843 が大腸菌 TA システムの一つである dinJ/yafQ と類似していることを

見出した。そこで、その転写産物を RT-PCR により分析した結果、両遺伝子群ともにポリシストロ

ン性の mRNA として転写されており、vp1829 と vp1830 および vp1842 と vp1843 はそれぞれオペロ

ンを形成していることが分かった。続いて、トキシン遺伝子と推定された vp1830 と vp1843 を発現

ベクター（pBAD/Myc-HisA）により大腸菌内で誘導発現させたところ、vp1843 の発現は大腸菌の増

殖を著しく阻害したが、vp1830 は増殖を阻害しなかった。また、vp1842 と vp1843 を同時に発現さ

せると vp1843 の毒性が抑制され大腸菌の増殖は阻害されなかった。以上の結果より、vp1842/vp1843
は TA システムとしての性質を有していたが、vp1830 の遺伝子産物（VP1830）は vp1843 の遺伝子

産物（VP1843）とアミノ酸配列において、9 個しか相違がないにも関わらず、vp1829/vp1830 は TA
システムではないと推定された。そこで、VP1830 の 9 個のアミノ酸を VP1843 の相当アミノ酸へ置

換した 9 つの変異体遺伝子（K14E、N37K、E43K、L45P、V54I、I72V、I79V、L83Q、M91T）を作

製し、発現ベクター（pET-22b）を用いて大腸菌の増殖に与える影響について検討した。その結果、

vp1830 の変異体 N37K と L45P が、大腸菌の増殖を著しく阻害したことから、VP1843 の毒性には、

Lys37 と Pro45 が重要であることが示唆された。 
次に、VP1843 の生理活性を YafQ のタンパク質合成阻害活性およびリボヌクレアーゼ活性を指標

に検討したところ、VP1843 は YafQ とは異なりいずれの活性も示さなかった。しかし、vp1843 発

現時の大腸菌の形状を観察したところ、yafQ や vp1830 発現時とは異なり、大腸菌の形状が桿状か

ら繊維状へ変化していることが分かった。また、繊維状になった大腸菌を蛍光染色により生死を判

定したところ、生きていることが示されたことから、vp1843 発現時に大腸菌が VBNC 状態になって

いることが推定された。通常、細胞形状の変化は細胞分裂の異常によることから、腸炎ビブリオの

新規 TA システム・vp1842/vp1843 のトキシン VP1843 は、細胞分裂を阻害することにより VBNC 状

態誘導に関与していることが強く示唆された。 



以上の結果は、食中毒菌の新規細菌汚染判定法の開発や、薬剤耐性菌根絶へ向けた新たな抗生物

質創製のための基礎情報を提供するもので、生命工学分野において価値ある業績と認められる。 

よって、本研究者は博士（システム生命科学）の学位を受ける資格があるものと認められる。 


