
Histophilus somni 由来の免疫グロブリン結合タンパク質によるマクロファージ細胞骨格形成障害作用の遺伝学的解析 65

動衛研研究報告　第 118 号，65-68（平成 24 年 3 月）

いると思われる。
　本研究では，H. somni の ibpA 遺伝子改変株を作出して
IbpAの細胞骨格形成障害機構の遺伝学的解析によって，
本菌感染症の発病機構の解明ならびにそれに基づく疾病
防除法の開発につなげることを目的とする。

　約 12kb の遺伝子ibpA によりコードされる IbpA 推定
アミノ酸配列にはいくつかの特徴的な配列や病原性関連
遺伝子との相同領域が存在する（図 1）。これらの中で，
具体的にどの部分がマクロファージの細胞骨格形成障害
作用を担っているのかを特定するため，ibpA 遺伝子の一
部を欠失させた種々の改変株と組換えタンパク質を作出
し，それらによるマクロファージ細胞骨格形成障害作用
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　Histophilus somni は牛の様々な疾病を引き起こす病原
細菌である。中でも発生が多く問題となるのは髄膜脳脊
髄炎や肺炎であるが，これらの疾病は宿主の免疫・生理状
態の変化や飼養環境等の影響による易感染化，またウイ
ルスや他の細菌感染が病気の成立要因として重要と考え
られ，いわゆる日和見感染症や複合感染症と見なされて
いる。しかし，視点を変えれば，H. somni については感
染症の成立の重要な役割を果たす病原因子の解析が進展
しておらず，理解の不十分さ故に病原体以外の要因で説
明してきたとも言えよう。
　我々はH. somni が宿主体内でどのように生き残り，疾
病を引き起こすのか，その過程においては菌体表面タン
パク質が宿主細胞に対して及ぼす何らかの作用が重要と
考え，これまでにいくつかの菌体表面タンパク質の解析
を進めてきた。その中で，H. somni が産生する特徴的な
菌体表面タンパク質である高分子量免疫グロブリン結合
タンパク質 IbpA（immunoglobulin binding protein A）の
遺伝子領域 ibpA の同定に成功した 1）。さらに，ibpA 遺
伝子破壊株の解析によって，IbpAがマクロファージ・単
球系細胞の細胞骨格形成障害により貪食機能を阻害する
ことを見出した 2）。また，IbpAは呼吸器上皮細胞に対し
ても同様に作用することが確認されている 3）。宿主の感
染防御機能に重要な役割を果たすマクロファージや呼吸
器上皮細胞の機能が IbpAによって抑制されることから，
IbpA はH. somni 感染症の成立に必須の病原因子と考え
られ，日和見・複合感染症の成立に重要な役割を果たして 図 1.　IbpAの推定機能ドメイン領域とその欠失株の作出
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の解析を行った。

　ibpA 遺伝子フレーム内配列欠失変異を導入したDNA
断片を PCR法により作製，温度感受性ベクター pLSGA-
K-SK にクローニングして遺伝子改変用プラスミドを作
製した。これにより，肺炎由来のH. somni 2336 株より
IbpAの推定機能ドメイン領域のフレーム内配列欠失変異
株（2336: ΔDR1，2336: ΔDR2，2336: ΔDR1DR2，2336: Δ
R1，2336: ΔR2，2336: ΔR1R2，2336: ΔibpAC，図 1参照）
を作出した。ibpAC（YopT相同領域）は IbpAの C末端
に存在するYersinia 属のエフェクター分子YopT（シス
テインプロテアーゼ活性により細胞骨格形成障害を引き
起こす）と高い相同性をもつ領域を指す。DR1，DR2 は
ibpAC領域の上流にある 2つのダイレクトリピート，R1，
R2 は中ほどの領域にある 2つのリピート配列である。こ
れらの遺伝子変異株を細胞：菌＝ 1：100 の割合でウシ胎
子胸腺由来のマクロファージ系細胞株FBM-17に接種し，
細胞の形態を経時的に観察した。
　その結果，接種後 6 時間の時点において，2336: ΔDR2
株を接種した場合は，2336 株接種の場合と比べると円形
化した細胞の数が有意に減少しており，2336: ΔDR1DR2
株接種ではさらに減少してibpA 遺伝子のほぼ全領域を
欠失させた変異株 2336.A1 の場合と同程度に至ることが
分かった。2336: ΔDR1，2336: ΔR1，2336: ΔR2，2336:
ΔibpAC 株についても円形化細胞はやや減少する傾向に
あった。また，長時間（接種後 24 時間以上）培養を続け
ると，2336 株接種細胞では円形化が持続したが，2336: Δ
ibpAC 株接種細胞では円形化細胞が減少し，細胞変形持
続時間は短縮する傾向にあった。

　肺炎由来株 2336 より，IbpA の推定機能ドメインであ
るDR1，DR2，IbpAC領域について，大腸菌組換えタン
パク質を作製，精製した。得られた組換えタンパク質を
FBM-17 細胞に 100 ～ 0.78 μg/ml 添加し，24 時間後の細
胞円形化について比較した。陰性対照として，組換えタン
パク質の溶媒として使用したバッファーを同程度に培地
に希釈したものを利用した。
　その結果，組換え IbpACを添加したFBM-17 細胞には
非添加対象との違いが認められなかった。一方，組換え
DR1，DR2，およびDR1 と DR2 を混合して添加した細胞

では，24 時間後に明瞭な円形化が認められた。この効果
は添加したタンパク質の濃度に依存しており，タンパク
質濃度 100 ～ 12.5 μg/ml では陰性対照との間に明瞭な差
が認められ，0.78 μg/ml では差が確認できなかった。こ
れらのことから，組換えDR1，DR2 タンパク質単独でも
マクロファージを円形化させる活性があることが明らか
となった。
　これら 2つの実験により，IbpAのマクロファージ細胞
骨格形成障害作用にはDR1およびDR2領域が関与するこ
とが明らかとなった。

　最近，IbpAのDR2領域配列上に確認されるFic domain 
（HPFxxGNGR）は，細胞内のアクチン重合形成を制御
する低分子量 GTP 結合タンパク質のひとつである Rho 
GTPaseにAMPを付加させることによって，Rho GTPase
活性を不活化させる機能があることが報告された 4）。ま
た，Fic domain 配列への変異導入により，HeLa 細胞内で
DR2 を強制発現させても，細胞は円形化しないことが確
認されている。なお，Fic domain 配列は IbpAの DR1 と
DR2 領域のいずれにも存在し，これらがマクロファージ
円形化作用を示した事実はFic domainの Rho GTPase不
活化作用がマクロファージの細胞骨格形成傷害作用にも
関与していることを示唆している。一方，Rho GTPase は
細胞質内に局在していることから，H. somni が産生した
IbpAがどのようにして細胞質内のRho GTPaseに作用す
るのか，さらにFic domain の Rho GTPase への作用以外
に IbpA がマクロファージ系細胞に及ぼす影響はないの
かなど，IbpAによる細胞骨格形成障害の作用機序には不
明な点がなお多く残されている。そこで，IbpAの作用機
序について検討を加えるために，以下の予備的な解析を
試みた。

　H. somni を感染させた培養マクロファージ系細胞にお
いて，シグナル伝達系の応答に違いが生じているかどう
かを推測するために，感染細胞のチロシンリン酸化タン
パク質プロファイルの解析を行った。H. somni の 2336株
とibpA 遺伝子変異株をFBM-17 細胞に接種し，経時的に
細胞を回収して溶解，可溶化上清を回収した。これらのサ
ンプルについて，抗リン酸化チロシン抗体を用いてウエ
スタンブロッティングを行い，チロシンリン酸化タンパ
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ク質のプロファイル比較を行った。
　その結果，H. somni 非接種FBM-17細胞では120 kDaお
よび70 kDa近傍のチロシンリン酸化タンパク質が検出さ
れた。2336 株接種細胞においては，細胞の変形に伴い 120 
kDa・70 kDa 近傍のいずれのチロシンリン酸化タンパク
質も明らかに減少した。IbpA非産生株である 2336.A1 株
を接種した場合には，これらのチロシンリン酸化タンパ
ク質の減少は見られず，非接種対照と同じプロファイル
を示した。また，細胞骨格形成障害作用が著しく低下した
2336: ΔDR2 株および 2336: ΔDR1DR2 株の接種細胞では
2336.A1 株の場合と同様にプロファイルの変化が認めら
れなかったが，細胞骨格形成障害作用の低下が中程度の
2336: ΔDR1 株の接種細胞では，70 kDa 近傍のチロシンリ
ン酸化タンパク質は減少するが，120 kDa 近傍のチロシン
リン酸化タンパク質の減少は認められなかった。さらに，
2336:ΔibpAC株接種細胞では2336株と同様のプロファイ
ルの変化を示した後，接種 24 時間後に円形化細胞が減少
するに伴って，120 kDa・70 kDa 近傍のいずれのチロシ
ンリン酸化タンパク質も増加して，非接種細胞と同様の
プロファイルを示すようになった。したがって，IbpAの
DR2領域が直接あるいは間接的に70 kDa近傍のタンパク
質のチロシンリン酸化，ひいては細胞内のシグナル伝達
に影響を与えることで細胞骨格形成障害作用の発現に寄
与している，またDR1 と DR2 の両領域が共同して作用す
ることで 120 kDa 近傍のタンパク質のチロシンリン酸化
に影響を与えている可能性が考えられる。さらに，YopT
相同領域を欠失した 2336: ibpAC株接種細胞では，細胞骨
格形成障害作用の発現やチロシンリン酸化プロファイル
の挙動に特徴的な違いが認められたことから，IbpAによ
る細胞骨格形成障害作用にはDR2領域のFic domainによ
る Rho GTPase 不活化作用に加えて，YopT相同領域に基
づく特定の作用が細胞骨格形成障害作用の持続的な発現
に関与している可能性を示唆している。

　本研究の遺伝学的解析に基づいて，DR1 および DR2
領域がH. somni IbpA のマクロファージ系細胞への細胞
骨格形成障害作用の主な責任領域であることが明らかと
なった。両領域に共通して認められるFic domain は Rho 
GTPase の不活化作用をもつことが既に報告されており，
細胞骨格形成障害作用はFic domain の作用に基づくもの
と考えられるが，DR1 領域欠失変異株とDR2 領域欠失変
異株では細胞骨格形成障害作用の低下に明瞭な違いが認
められる。組換えタンパク質の細胞骨格形成障害作用に

ついてはDR1 と DR2 で違いが認められないことから，配
列欠失が IbpA の構造と機能にもたらす影響を考慮する
必要がある。DR1 と DR2 の両領域欠失株のみが IbpA非
産生変異株と同様に FBM-17 細胞に円形化作用を示さな
かったことを考え合わせると，IbpA分子上の 2つの Fic 
domainは細胞骨格形成障害作用の発現への寄与に程度の
違いはあるものの，それぞれが活性を発揮していると考
えられる。

　IbpA の細胞骨格形成障害作用は直接的には Fic 
domain の Rho GTPase 不活化作用に基づくとして，どの
ようにして細胞質内に局在するRho GTPaseとIbpAが会
合するのか，またRho GTPase の不活化作用のみで IbpA
の細胞骨格形成障害作用を説明できるのかについては明
らかにされていない。H. somni 感染 FBM-17 細胞のチロ
シンリン酸化タンパク質プロファイルの解析はこの疑問
に直接解答を与えるものではない。しかし，IbpAの作用
によりFBM-17 細胞の 120 kDa・70 kDa 近傍のチロシン
リン酸化タンパク質が減少し，DR2 領域は 70 kDa 近傍
のチロシンリン酸化タンパク質の減少に影響を与えてい
る。これらの結果から，これらの変動するタンパク質を同
定できれば，解答を得るための糸口が摑めるものと期待
できる。IbpA の YopT 相同配列欠失株ではDR1 および
DR2 領域を保持するために，野生株の場合と同様に細胞
の円形化と 120 kDa・70 kDa 近傍のチロシンリン酸化タ
ンパク質の減少が観察されるが，培養時間を延長すると
円形化細胞の減少とともに，一旦減少したチロシンリン
酸化タンパク質が増加する。エルシニア菌のYopTはその
システインプロテアーゼ活性によって Rho GTPase の細
胞質膜へのアンカリングを切断し，細胞骨格形成障害作
用をもたらす 5）。IbpAのYopT相同配列には直接的な細
胞骨格形成障害作用はないとしても，IbpAの作用発現に
YopT相同配列が関与している事実は，Fic domainの Rho 
GTPase不活化作用のみで単純に IbpAの細胞骨格形成障
害作用を説明できるものではないことを示している。な
お，H. somni が産生した IbpAがその直接的な作用点であ
る細胞質内の Rho GTPase に到達する経路や機序を知る
ためには，IbpA特異モノクローナル抗体の活用や遺伝子
改変操作による IbpA への蛍光タグの付加によって感染
培養細胞で IbpA の挙動を形態的に観察することが有用
であると考えており，今後の重要な検討課題のひとつで
ある。

　IbpA のH. somni 感染症成立における病原因子として
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の重要度を明らかにするためには，変異株を用いた牛へ
の感染実験において評価する必要がある。今後，2336 株
と 2336: ΔDR1DR2 株の病原性の比較によって IbpAの細
胞骨格形成障害作用の病原因子としての役割の解明を目
指したい。牛への感染実験において 2336: ΔDR1DR2 株
の弱毒化が観察された場合，IbpA には DR2 領域以外に
も防御免疫誘導能を有する領域が同定されていることか
ら 1），6），2336: ΔDR1DR2 株の投与による防御免疫の付与
が期待できる。さらに，DR1 や DR2 領域についてもFic 
domain配列と防御免疫誘導能を有する配列が区別できれ
ば，我々の開発した遺伝子改変手法の応用によって，防御
免疫誘導能を保持したまま弱毒化した変異株を作出する
ことも可能である。弱毒ワクチンやワクチンベクターと
してのより高い適性を有する遺伝子改変株の作出を進め
ていく予定である。
　

　本研究の一部は平成 20 ～ 21 年度動物衛生研究所重点
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