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　　　　　　　　　　　　　　　　　ζ序謝

　腸炎ビブリオ（Vibrio　parahaemolyticus）は1950年に大阪市南部で死者20名を含

む総患者数272名を出した、いわゆる「シラス食中毒事件」の原因菌としてFujino

ら［1］によって初めて発見された食中毒原因菌である。以来、腸炎ビブリオは本邦

で発生する細菌性食中毒の中で、サルモネラやカンピロバクターと並び、主要食中

毒原因菌の位置を保ち続けている。腸炎ビブリオ食中毒の発生時期は本葺の生態に

大きく影響される。珍獣は本来、海棲細菌であり、冬期は海底の泥土中で越冬し、

水温が17℃以上になる夏期にはプランクトンの増殖と共に海水中に遊出する。従

って、本邦における腸炎ビブリオ食中毒は、冷夏の影響により一時的な減少はある

ものの、その大半は7～8月の夏期に沿岸海水域で捕獲される魚介類が感染源とな

り、平均して毎年発生件数500～800件、患者数5，000～10，000名の事例が報告さ

れてきた。腸炎ビブリオによる食中毒は平成io年以降減少傾向がみられるが、平

成13年の発生件数は307件にのぼり、細菌性食中毒全体の20．8％を占め、細菌

性食中毒の中ではサルモネラ属菌、カンピロバクター・ジェジュニ／コリによるも

のに次いで高い発生割合を示している［2］。近年、腸炎ビブリオ食中毒は患者数が10

～50人の小規模事例が全体の80％以上を占め、平成13年においてもその発生件

数のうち約40％は患者数1人の事例であった。しかしながら、1事例で500人

以上の食中毒事例が報告されることもある。腸炎ビブリオはわが国のみならず、世

界各地の浴岸海水中にも広く分布する。特に、東南アジアやインドにおいて腸炎ビ

ブリオによる食中毒が多発するが、これは調理後の二次汚染や飲料水の汚染が主な

原因とされている。また、欧米でも二次汚染を受けたカニやエビを原因食品とする

大規模な腸炎ビブリオ食中毒が発生している［3］。このような状況から腸炎ビブリオ

は、毒素原性大腸菌、サルモネラ属菌、Plesiomonas　shigelloidesとともに海外旅行者

下痢症の4大原因菌の一つにもなっている。また近年の航空輸送による腸炎ビブリ

オ汚染平地からの新鮮魚介類の輸入の増加と高速化に伴い、血清学的または遺伝学

的に同型菌による食中毒が世界的に発生しており、輸入感染症の病原菌としても食

品衛生上注目されている。

　腸炎ビブリオは通性嫌気性グラム陰性細菌で形態学的には両端が丸みを帯びた05

～0．8×1。4～2．6μmの湾曲のない短桿菌である。本月は章章細菌であるため、増

殖にはNa＋、　K“、　Mg2＋などの陽イオンを必要とし、2～3％のNaClを至適発育濃度

とする好塩菌である。また腸炎ビブリオは細菌の中で最も増殖速度の速い部類に属

し、至適条件下においてdoubling　timeは8～10分（大腸菌やサルモネラでは20～

30分）であり、腸炎ビブリオに汚染された食品中では3～4時間で食中毒を起こす
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函数（106～107個）に達する。本菌による食中毒の潜伏期間は10～24時間程度であ

り、胃部または上腹部の激痛を主徴とし、37～39℃の発熱、嘔吐、下痢を伴い、ま

れに赤痢様の粘液便、粘血便を排出することもある。多くの場合は2～3日程度で

軽快し、予後は良好である。腸炎ビブリオ感染症では、本菌の産生する耐熱性溶血

毒素（thermostabie　direct　hemdysi叫TDH）およびTDH類似毒素（TDH　related

hemolysin；T醗）が主要病原因子として挙げられている。　TDHはタンパク毒素で、

分子量21，000のサブユニット2個から構成されており、ヒトの赤血球に対しては孔

形成毒素（pore　fo㎜ming　t◎xin）として溶血活性（神奈川現象）を示すと考えられてい

る。またTDH：は細胞致死活性を有することが知られているが、有核細胞の場合は

赤血球などの無核細胞とは異なり、細胞内部からも作用してアポトーシスを惹起す

ることが示唆されている四。さらに本菌感染症患者は心電図上でQTc延長および

ST・・rrが変化することが確認されており［51、　TDHの心臓、血管系への影響が指摘さ

れている。このようにTDHおよび丁躍：は様々な生理活性を有するが、これら毒

素の分泌、侵入機購は未だ解明されておらず、腸炎ビブリオの感染から発症に至る

までの過程は不明瞭な点が多い。さらに患者分離菌株の中にはTDH、　TRH露虫生

菌も分離されており、これらの毒素だけで腸炎ビブリオ感染症の病態を論じること

は困難である。

　腸炎ビブリオには、現在13種の血清型（0抗原型）が存在することが知られて

いる［6～9］。これらの0抗原型を決定する因子は、細胞壁外膜に局在する耐熱性

細胞表層抗原、すなわち。抗原リボ多糖（lipopolysaccharides；Lps）である。　Lpsは

血清型の決定因子としてのみならず、細菌内毒素（eRdotoxin）としてそれ自体が

endotoxin　shockや発熱原性、致死毒性などの多彩な生物活性を示し、グラム陰性細

菌の病原因子の一つとしても重要な菌体構成成分である。グラム陰性菌のLPSは、

化学構造の違いによりFig．1に示した様にS（sm◎oth）型、　R（rough）型、　LOS

（lipooligosaccharide）型の3つのタイプに分類することができる［1◎］。　S型LPSは

多くのグラム陰性細菌に見られる最も一般的な構造をもつものであり、0抗原特異

多糖鎖、コアオリゴ糖およびlipid　Aの三つの領域で構成されている。◎抗原特異

多糖鎖は、数種の単糖で構成されるrepea藤g　unitと称されるeligosaccharideが反

復重合した高分子多糖鎖であり、この領域がグラム陰性細菌の血清型を決定する。

グラム陰性細菌の血清型の相違には、ffepeatiR9膿魏を構成している構成糖の種類、

配列、結合様式の違いが反映される。L癖d　Aは、構造的に殆どの菌種のLPSにお

いてβ（1→6）結合したg沁cosa樋neのdisaccharide・backb◎neをもち、それにアミド

結合およびエステル結合した高級脂肪酸とリン酸で構成されている。
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コアオリゴ糖は。抗原特異多糖鎖と且ipid　Aを結合する部位であり、さらに内部コ

ア（inner・core）と外部コア（outer・core）とに分けられる。Outer・coreは、　glucose、　galactose

などのhexoseで構成されており、別にhexose領域とも称される。　Inner　coreは、

自然界に非常に稀な糖である3－deoxy－D－manno－octo－2－ulosonic　acid（Kdo）とheptose

から構成されており、通常、KdoがIipid　Aの非還元末端側のglucosamineとケトシ

ド結合している。また、Kdoはコア部分の免疫学的特異性に関与していることも報

告されている［11、12］。Kdoとlipid　Aとの問のケトシド結合は弱酸加水分解で容

易に切断され、このことを利用してLPSを親水性の多糖部と疎水性のlipid　Aとに

分画することができる［10］。R型LPSは、　S型菌（親株）が遺伝的に0抗原特

異多糖鎖の合成能を欠損した変異株（R－mutant）のLPSで、親株LPSのコアオリ

ゴ糖（またはその一部）とlipid　Aで構成されている。　R型Lpsは。抗原特異多

糖鎖を欠損するため、親株のS型LPSがもっていた血清学的特異性が失われてお

り、同一菌種間では血清型に関係なくR型として共通の抗原性を示すことが多い。

R－Mutantは菌体表層の親水性を担う0抗原特異多糖鎖を欠損するため、生体防御

機構からの攻撃を受けやすく、多くの場合、親株のもっていた病原性も失われる。
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　LOS型LPSの化学構造はR型LPSと類似しており、　S型LPSの0抗原特
異多糖鎖に相当する高分子多糖鎖をもっていない［13］。しかし、LOS型LPSはR．型

LPSと異なり、明瞭な血清学的特異性を示す。このLOS型LPSをもつ菌種として

は、これまでいわゆるnonenteric　mucosal　path◎genと称されるNeisseria〃zeningitidis

（髄膜炎菌）、Neisseria　80norrhoeae（淋菌）、　Haemophilus　influenzae（インフルエン

ザ菌）、Bordetella　pertussis（百日咳菌）などが知られており；R－mutantと異なり、い

ずれも強い病原性を示すことが特徴である。

　腸炎ビブリオLPSの化学組成や血清学的性状については、これまでいくつかの報

告があり、その化学的特徴が明らかにされてきた。Hisatsuneら［14、15］やMiyano

ら［16］は、腸炎ビブリオ01～013までの血清型LPSについてはじめて糖組成を

明らかにした。H：isatsuneら［14］やKoRdoら［17］は腸炎ビブリオ：LPSでは、

ほとんどのグラム陰性細菌LPSの構成成分であるKdoが、06　LPSを除いてその検

出法である過ヨウ素酸／チオバルビツール酸（TBA）反応［18］では検出されず、　LPS

の強酸加水分：解物中にKdo一リン酸が検出されること、さらに07と012では、　TBA

反応に陽性を示すがKdoとは異なる物質が含まれることを示した。このKdo様物

質は、後にKondoら［19」により3－deoxy－D－threo－hexo－2－ulosonic　acidであると同

定された。さらにK◎ndoら［20］は、012・LPSのlipid　A　backboneを含めた全多糖

鎖の構造解析を行い、012・LPS多糖鎖は9種類10個の糖で構成される短い糖鎖で

あることを解明するとともに、012LPSではKdoはKdo－4リン酸としてi分子

しか存在せず、そのためTBA反応によっては検出されないことを示した。また、

これと同様なKdo領域の構造は012以外の血清型LPSにおいても認められ、さ

らには、vibrio科を構成する他の多くの菌種のLPSにも共通する特徴であることを

強く示唆した［17、21、22］。一方、Iguchiら［23］は、腸炎ビブリオ01～013の

すべての血清型LPSについてラウリル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電

気泳動（SDS－PAGE）と、　LPSから分離したLPS多糖部のgel－permeatiofi

chromatographyによる分析を行い、腸炎ビブリオではすべての0抗原型LPSが

012・LPSと同様に、化学的にはR型LPSのそれに相当する短鎖の糖鎖で構成され

ること、さらに13種の血清型LPSは糖組成に基づく化学分類により10種の化学

型に分類できることを示した［14、15，17，23〕。このように腸炎ビブリオはenteric

mucosal　pathogenであるにもかかわらず、いわゆるnoReRteric　mucesal　pathogenと同

様にLOS型の分子構造のLPSをもつことから、腸炎ビブリオLPSではS型LPS

のcore　oligosaccharideに相当する低分子量の糖鎖の構造の違いが血清型に反映され

ることが示された。しかしながら、13種の血清型のうち、血清学的特異性を担うLPS
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糖鎖の構造が解明されているのは前述の012のみであり、他の血清型LPSではそ

の構造は依然として不明である。さらに、腸炎ビブリオの血清型を決定するエピト

ープの構造に至っては全く解明されていないといっても過言ではない。

　現在、患者由来の腸炎ビブリオの血清型は前述のように13種の血清型に型別さ

れている。しかしながら食中毒患者から分離される腸炎ビブリオの中には既知血清

型の診断用抗血清に対して明瞭な凝集を示さず、四体凝集反応では血清型別が困難

な。－untypeabie（OUT）菌株がしばしば存在する。さらに食中毒患者から既知血清

型の腸炎ビブリオが分離されるにもかかわらず、その推定原因食品から検出される

腸炎ビブリオはOUT菌株のみで、感染経路が未同定のケースが多数生じている。

これらの問題は日本国内にとどまらず、腸炎ビブリオ感染症の最も深刻な東南アジ

アにおいても同様に発生している。分離されたOUT菌株は通常、それ以上の血清

型別試験に供されることは少なく、多くの場合はOUT菌株として処理される。し

かしながらこのようなOUT菌株の存在は感染源の特定と感染防止対策に大きな障

害をもたらしている。従って、腸炎ビブリオOUT菌株LPSの化学的、血清学的性

状を解明し、その血清型を明らかにすることは臨床現場における早期診断、さらに

は腸炎ビブリオの感染源と感染経路の特定、および多次感染の防止のために非常に

重要である。一方で腸炎ビブリオは、既知血清型株間で幅広い類族反応（共通抗原

性）を示す。このため、腸炎ビブリオの血清型別には高度に吸収された特異血清が

必要とされ、その調製には多大な労力と時間を要する。従って、腸炎ビブリオLPSの

構造解：析と、各血清型の特異性を決定するエピトープの解明は、各血清型に特異的

な人工抗原の開発とそれを用いたより迅速且つ正確な血清学的診断につながり、臨

床的にも有用性が高いと考えられる。これらの状況をふまえ、本研究では以下の目

的にそって研究を行った。・

i．主に東南アジアで分離された腸炎ビブリオ感染症患者由来の7種のOUT菌株

　からLPSを抽出精製し、その多糖部の糖組成を中心とした化学的性状を、既知

　血清型菌株のLPS多糖部の化学的性状と比較検討し、さらに、抽出精製したLPS

　　を用いる血清反応により、これらのOUT菌株の血清型（0抗原型）を決定す

　　る。

2．OUT菌株KX－V212と既知血清型02菌株のLPSに見出されたノイラミン酸

　　類似の新規物質の構造を明らかにする。
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3．全血清型LPSの糖鎖構造を解明する一環として、02　LPSの全糖鎖の構造を決

　　定する。

4．02と共通抗原性を示し、且つ、従来知られていない血清型であることが判明し

　　たKX－V212のLPSについて、02　LPSと同様にその全多糖鎖の構造を：解明し、

　　両者の構造上の相違を検討する。

5．LPSを固定化抗原として用いるEUSAおよびELgSA阻止試験を行い、02　LPS

　　の血清学的特異性を発現するエピトープを解明する。
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監略号懲

本論文中に使用した略号を以下に記載する。

糖質
Mast：

Glc：

Gal：

xyi：

L，D－Kep：

DP－Hep：

GlcN：

GaiN：

3，6dGlcN：

GlcA：

GalA：

Kdo：

02　NonlA：

OUT　NonlA：

脂肪酸
3－OH－C12：0：

C14：e：

3－OH－C14：e：

C16：0：

搬＆蕪勲ose

gbucese

galactose

xylese

L－glycero－D一脚概0－heptose

D－glycero－D－manno－heptose

Glucosamine

Galactosamine

3－amine－3，6－dideoxy－glucose

91UCIエrollic　ac孟d

galacturonic　acid

3－deexy－D－manno－octo－2一

登10SO簸ic　acid

5，7－di一（N，AP－di－acetyl）一amino－

3，5，7，9－tetra－deoxy－D－g！ycero－

D－galacto－noft－2－ulesonic　acid

5一（！＞」ace£yD－a】面簸。－7一［〈み（ハみ・

acetyl）一D－alanyl］一amino－

3，S，7，9－tetradeoxy－D一一g！ycero－

D－8alacto一簸◎n－2－aユ◎so簸ic　aci（翌

3－hydroxy－dodecaRoic　acid

tetradecaneic　acid

3－hydrexy－tetradecanoic　acid

hex．農｛璽£｛）謹⑪i◎我¢孟《璽

N醐醜関連
COSY：　correlation　spectroscopy

Pj［）QFCOSY：　phase　sensitive　double

　　　　　　　　　　　　quantum　filter　COSY

PHSQC：　phase　sensitive　iH　detected

　　　　　　　　　　　　siitgle　quantum　cohereRce

HMQC：　heterolluclear　multipie
　　　　　　　　　　　　quantum　coherence

geGHMQC：　field　gradient－HMQC

HMBC：　heteroRuclear　multiple　bond
　　　　　　　　　　　　connectivlty

TOCSY：　total　correlation　spectroscopy

NOESY：　nuclear　Overhauser　effect
　　　　　　　　　　　　spectroscopy

PHOHAHA：　phase　sensitive　homonuclear
　　　　　　　　　　　　HartmaR－Hahn　spectroscopy

質量分析関連

GC：　gas　chromatography

GC－MS：　GC－mass　spectrometry

FAB－MS：　fast　atom　bembardment一一
　　　　　　　　　　　　　　　　mass　spectrometry

A（ZALDI－TOF　MS：　matrix一一assisted

　　　　　　　　　　　　　　　　laser／desoiptioR

　　　　　　　　　　　　　　　　ionization－time　of　flight

　　　　　　　　　　　　　　　　mass　spectrometry
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第9章　腸炎ビブリオ⑪一騒麗y脚油艶（⑪UT）菌株の⑪抗原リボ多糖（L露）

　　　　の化学的・血清学的性状

腿。既知血清型Lwsと⑪WT菌株L麗の糖組成の比較

　腸炎ビブリオのi3種の血清型はLPSの糖組成に基づく化学分類において．　X9種

の化学型に分類される。そこでまず、OUT菌株より抽出・精製したLPSについて、

その糖組成を既知血清型LPSのそれと比較し、これらのOUT株LPSがどの化学

型に属するかを検討した。

　OUT菌株AD－7999、　W－ge144、　U－6443および既知血清型02のLPSの糖組成

をTable　1－1に示した。これらの菌株のLPSはいずれも構成糖としてGlc，　Ga｝、

L，D一：Hep、　D，D－Hep、　GlcNおよびウロン酸を含み、それらの構成モル比も非常に類似

していた。すなわち、これらOUT　3菌株のLPSは糖組成に基づく化学分類では02

LPSの化学型である化学型Hに属することが示された。

Tabie　1一一1．　Sugar　corapesition　of　LPS　isolated　from　V．yarahaemo！yticass　02　and　OVT　strains

LPS
CompoReRt　sugar

02 AD－7999 W－90144 V－6443

Glc

Gal

L，D－Hep

D，D－Hep

GlcN

Uronic　acid

Kdo

Kdo－P

e．309

0謹76

0．03i

o．e42

e．396

e．465

－a）

一i一　b）

Q2i2
0．le6

＆O14

0．Oli

O．268

e．49S

　十

e．230

0ユ63

0．023

0．028

e．lgs

e．43g

　十

O．i93

0．i52

0．e2s

OS17

0．169

0．360

　十

Chemotype 夏夏

Values　were　expressed　as　ptmol／mg　LPS．　a）　Not　detectable　by　TBA　reaction．　b）　Detected　by

GC一・MS．

　腸炎ビブリオ04とOUT菌株X－3972のLPSの糖組成をTable　1－2に示した。

両菌株LPSは構成糖としてはGlc、　GaL　Fuc、　Ara、　L，D－ffep、　GlcN、　Gal：N、3，6－dGlcN、

ウロン酸を含み、定量的にもほぼ一致した糖組成を示した。従ってX－3972菌株は04

LPSの化学型である化学型IVに属することが示された。
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Table　1－2．　Sggar　composition　ofLPS　isolated　from　Vparahaemolyticus　04　and　OUT　strain

LPS
Component　sugar

04 X－3972

Glc

Gal

恥C

Ara

L，D－Hep

GlcN

GalN

3，6－dGlcN

Uronic　acid

Kdo

Kdo－P

O．231

0．024

0．157

0．172

0．149

0．146

0．083

0．077

0．457

－a）

十　b）

O．355

0．041

0．174

0．171

0ユ20

0．146

0．080

0．070

0．612

十

Chemotype IV
Values　were　expressed　as　ptmoYmg　LPS．　a）　Not　detectable　by　TBA　reaction．　b）　Detected　by

GC－MS．

　化学型Illに分類される03、05、　O　Uおよび013のLPSとOUT菌株90A－

6611、AK－33473およびKX－V212のLPSの糖組成をTable　1－3に示した。これら

の菌株のLPSはいずれも構成糖としてGlc、　Ga1、　L，D－Hep、　GlcNおよびウロン酸

を含み、3種のOUT菌株のLPSは化学型mに属することが明らかとなった。し

かしながら、90A－6611とKX－V212のLPSには、2MTFAによる加水分解では

し，D一・H：epは他の菌株のLPSと比べて非常に低い含量（約1／10）でしか検出されな

かった。これら両LPSを2MHCIで100℃、16時間加水分解した後では、それ

ぞれのLPSにおけるL，D－Hepの含量は最大値（それぞれ0。209とO．254　ymoYmg）

となった。すなわち、これら両LPS中のL，D－Hepは酸加水分解に対して抵抗性を

もつ結合様式で存在しており、それらのLPS多糖鎖は他の血清型のLPS多糖鎖と

は異なる構造をもつことが示唆された。本研究で用いた7種のOUT菌株のLPSか

らは、通常のTBA反応によってKdoは検出されなかった。しかし既知血清型腸炎

ビブリオのLPSでも06　LPSを除いてKdoは検出されず、：LPSの強酸加水分：解産

物中にKdo一リン酸が検出されることが知られている［17］。　LPSをmethanolysis後

アセチル化した産物のGC－MSではすべてのOUT菌株LPSからKdo一リン酸が検

出され、LPS中のKdo一リン酸の存在が明らかとなった。
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Table　i－3．　S　ugar　compositioit　of　LPS　iso｝ated　frora　V．parahaemo！ygicas　03，　05，　O　i　l，　〈）13　aRd　OU’Tr　stvains

Cemponent

sugar

LPS

03 05 oii Oi3　AK－33473　90A一一6611　KX－V212

Glc　O．5e6
Gal　O．228
L，D－Hep　O．343

GlcN　O．223
Urogic　acid　O．4es

KDO　一a）
KDO－P　一1－b）

e．2so

O．317

0．319

e．229

0．454

十

O．333

e．456

0．348

0．313

0．418

十

e．217

0．2ee

O．310

0．251

0．407

十

。．27e

e．415

0．27i

e．162

e391

十

O．227

e．225

0．034

e277

e．522

十

O．343

0．221

0．026

0．199

0．648

十

Chemotype 懸

Values　were　expressed　as　gemoYmg　LPS．　a）　Not　detectable　by　TBA　reac£ion．　b）　Detected　by　ec－MS．

　以上、7種のOUT菌株のLPSについて糖組成を検討した結果、いずれのOUT菌

株のLPSも既知の化学型に分類されること、また常法ではKdoが検出されずKd◎一

リン酸が検出されること、およびウロン酸を含むことなど、01～013の血清型LPS

に見出されている化学的特徴をもっことが示された。

鷲。　SDS－PAGEによるE聡の分子構築の解析

　先にも述べたように、グラム陰性細菌のLPSはその化学構造（分子構築）の違い

によってS型とR型に分類される。このようなLPSの分子構築の違いを知る方

法としてSDS－PAGEが最も多用される。　SDS－PAGEにおいては、　repeating　unitで

構成される高分子量の0抗原多糖鎖をもつS型LPSはゲル上部の高分子領域に、

一方、高分子の0抗原多糖鎖を欠損するR型LPSはゲル下部の低分子領域に泳

動される。さらに、S型LPSであっても多糖鎖の生合成過程において生じる分子の

不均一性（主にrepeating　unitの数の違い）により高分子領域から一分子領域にかけ

て多数のバンドとして泳動される。本研究ではまずOUT菌株より抽出・精製した

LPSの分子構築をS］DS一・PAGEによって検討した。腸炎ビブリオ04、　Ollおよび

OUT菌株X－3972、　W－90144、90A－661i、藪X厚飢2、　AK33473のLPSのSDS－PAGE

における泳動パターンをFig．1－1に示した。　S型LPSの対照としてはShigegla

flexneri　2a（Sh．He．2a）のLPSを、R型LPSの対照としてはSalmonella　Mirnesota　R595

（S．MR595）のLPSをそれぞれ用いた。典型的S型LPSであるSh．fie．2aのLPS

は、上述のように主に。抗原特異多糖鎖を構成するrepeating膿i愈の数の違いに起

因するLPS分子の不均一性を示し、高分子領域から低分子領域にかけて多数のバン

a2



ドとして泳動されたe一方、R型LPSで

あるS．M．R595　LPSは低分子領域に数本

のバンドとして泳動され、典型的なR型

LPSの泳動パタL・一一日目示した。これに対

して腸炎ビブリオLPSではいずれも高

分子領域にはバンドは認められず、低分

子領域に数本のバンドとして泳動され、

R型LPSと類似した泳動パターンを示

した。このことはOUT菌株のLPSも

既知血清型腸炎ビブリオのLPSと同様

にrepeating　unitで構成される高分子の

0抗原特異多糖鎖をもたず、LOS型LPS

であることを示すものであった。

6爵繍融齢韻顔師
　　　　　　　　　　　　髄

　　　　　　　　　しJ　　　　　　　O

F嬉．1－1．SDSPAGE　ofl」PSflmnレ＝卿伽L㈱少閑r醐rc

OUTs㎞鵬
1－3．　our菌株の血清学的性状

1・3・1．受身溶血（PH）試験による解析

　OUT菌株の血清学的性状をLPSを感作抗原として用いるPH試験によって検討

した。診断用抗01～011特異抗血清を用いたPH試験の結果をTable　1－4に示し

たe各診断用抗血清では対応するそれぞれの血清型LPS感作血球に対し、溶血活性

において高い抗原特異性が認められた。一方、抗02抗血清は、AD－7999、　W－90144お

よびU－6443LPS感作血球に対しても、また抗04抗血清はX－3972　LPS感作血球

に対して強い溶血活性を示した。しかしながら、化学型皿に属するAK－33473、

90A－6611およびKX－V212　LPS感作血球に対しては既知血清型抗血清は全く溶血活

性を示さなかった。診断用抗血清が入手できない012と013、およびOUT菌株

の全日抗血清（未吸収抗血清）を用いて同様にPH試験を行った。その結果をTable

1－5に示した。抗AD－7999、　W－90144およびU－6443抗血清はいずれも既知血清型

では02LPS感作血球に対して強い溶血活性を示し、さらにAD－7999、　W－90144お

よびU－6443のいずれのLPS感作血球に対しても強い溶血活性を示した。即ち02、

AD－7999、　W－90144およびU－6443のLPSの間には強い血清学的交叉反応原性が

認められた。従って化学型Hに属するこれらのOUT　3菌株の血清型は02である

ことが示唆された。
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Table　1－4．　Fiftv　percent　passive　hemolvsis　titers　of　antisera　against　V．　parahaemolvticus　O　l’“v　O　l　l

Antigen

（LPS）

Antiserum

O1 02 03 04 05 06 07 08 09 OIO Oll

Ol

O2
03
04
05
06
07
08
09
010
011

012
013
X－3972

AD－7999

W－90144
U－6‘443

AK－33473

90A－6611

KX－V212

28，200

1，380

2，560

726

882

5，540

1，450

2，070

4，110

1，030

3
4

Q
／
2

2
《
ゾ

3，530

4，000

4，990

2，490

4，750

Antisera　were　diagnostic　antisera　（DENKA　SEIK　EN　Co．　Ltd．）　．

一　：　less　than　200

三



Table　1－5．　Fift ercent　passive　hemolysis　titer＄　of　antisera　against　V．　parakaemolyticus　012，　013　and　OUT　strains

A磁gen
（LPS）

Antiserum

012 013 Xm3972 AD－7999 W－90144 U－6443 AK－33473 90A・一6611 KX－V212

Ol
O2
03
04
es
O6
07
08
09
010
011

e12
013

X－3972

AD－7999

W－90144

U－6443

AK－33473

9eA－6611

KX－V212

741

－
璽
義4
5

門
1
Q
ノ

42e

4，11e

692

741

9，97e

15，700

1，520

10，500

64i

11，90e

1，48e

1，eso

i，19e

3i，300

36，200

11，100

312

2，900

15，400

11，600

13，300

1，3　10

1，6ee

20，800

3，680

3，090

1，210

58，800

37，500

25，6eO

1，600

1，97e

29，400

773

2，11e

3，810

4，370

31，5eO

38，800

38，8eO

606

5，970

2，600

　：

1，310

3e5

1
1

！
◎
－
孟

7
’
1
0

1，380

1，450

6，720

200

6，860

459

429

492

10，800

7，350

9，050

360

22，300

14コ口O

6，860

264

1，970

348

773

19，400

15，800

11，iOO

i，39e

67，600

25，600

ARtisera　were　iton－absorbed　anti－whole　cell　rabbit　antisera．

一　：　less　than　20e

鴇



04LPS感作血球に対しては全菌抗血清の中では抗X－3972抗血清のみが強い溶血活

性を示した。すなわち04とX－3972・LPSの間には交叉反応原性が認められ、　X－3972

の血清型は04であることが強く示唆された。化学型llffに属するAK－33473の全

菌抗血清は既知血清型では05、06、《）8。09、O11のLPS感作血球に対して弱い

ながら溶血活性を示した。一方、同じく化学型懸に属する90A－66i1と］KX－V2i2

の全菌抗血清は、両OUT菌株のLPS感作血球に対してのみならず、化学型Hに

属する02、AD－7999、　W－90144、　U－6443のLPS感作血球に対しても強い溶血活性

示した。以上のPff試験の結果、化学型願に属する3菌株は既知の01～013と

は異なる血清型である可能性が示唆された。

璽・3鑑　吸収試験

　次に7種のOUT菌株の血清型を決定することを目的として、それらに対する全

菌抗血清を、PH試験で血清学的交叉反応原性の認められた血清型の管下で吸収し、

その吸収抗血清を用いて同様にPH試験を行った。02　LPS感作血球に対して強い溶

血活性を示した抗AD一・7999、　W9◎144およびU－6443抗血清を02およびその他の

血清学的交叉反応原性を示した血清学株の罪体で吸収すると、いずれもこれらの菌

株のLPSで感作した血球に対する溶血活性は完全に消失した（Table　1－6、7、8）。さ

らに、抗02抗血清をAD－7999、　W－90i44およびU－6443三体で吸収した吸収抗血

清もTable　1－9に示した様に、その溶血活性は完全に消失した。従ってAD－7999、

W－90144、U－6443と02の0抗原因子は完全に一致することが示され、化学型H

に属するAD－7999、　W－9◎144、　U－6443の血清型は02であることが示された。

　同様に、強い血清学的交叉反応原性が認められた04とX－3972に対する抗血清

をそれぞれX－3972と04の菌体で吸収した吸収抗血清は、ともにX－3972と04

の両LPS感作血球に対する溶血活性が完全に消失していた（Table　1－io＞。この結果

は、X－3972と04のもつ0抗原因子は完全に一致することを示しており、従って

X－3972の血清型は04であることが明らかとなった。
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Table　i一一6．　Fifty　percent　passive　hemolysis　tSters　ef　absorbed　antisera　against

竃ろ　arahaemolytた認s　AD－7～）99

Anti－AD－7999　antiserum
A瓶ige難

（LPS） NoB－absorbed
Absorbed　with

02 W－90144 U－6443

02
05

011

AD－7999

W－90144

U－6443

90A－6611

K　X－rV212

11，leO

3i2

2，900

15，400

11，600

13，3eO

l，31e

1，600

一：less　than　200

Table　1－7．　Fifty　percent　passive　hemolysis　titers　of　absorbed　antisera　against

V．　parahaemolvticus　W－90144

Apti－W－90144　aittiserum
Antigen

（LPS） Non－absorbed
Absorbed　with

02 AD－7999 U－6443

02
05
011

013

AD一一7999

W－90144

U－6443

KX－V212

20，800

3，700

3，100

1，209

58，8eO

37，50e

25，600

1，970

一：less　than　200
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Table　1－8．　Fifty　percent　passive　hemolysis　titers

against　V．　parahaemolvtictss　U－6443

of　absorbed　aRtisera

Anti－U－6443　aRtiserum
ARtigen

（LPS） Non－absorbed
Absorbed　wi£h

02 AD－7999 W一一90144

02
03

05
011

013

AD－7999

W－90i44

U－6443

AK－33473

90A－6611

KX－V212

29，400

773

2，110

3，8iO

4，370

31，500

38，80e

3s，gee

606

5，970

2，600

一：less　than　200

1rable　1－9．　Fifty　percent　passive

a　ainstモろ　aぴaha8規ol∫ic尻502

hemolysis　titers　of　absorbed　antisera

An£i－02　antiserum
Antigen

（LPS） NoR－absorbed
Absorbed　with

AD－7999 W－9e144 U－6443

02

AD－7999

W－90144

U－6443

1，38e

2，560

726

882

一：less　than　200
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Table　1－10．　Fifty　percent　passive　hemolysis　titers　of　absorbed　sera　against

V．parahaemolvticus　04　and　X－3972

Anti－04　serum
ARtigeR

（LPS）　Non－absorbed

And－X3972　serum

Absorbed　with
Non－absorbed

Absorbed　with

X－3972 04

04

X－3972

1，450

2，070

31，300

36，200

一：less　thaR　200

　化学型IHに属するAK－33473の抗血清を05図体で吸収すると08および

AK：一33473　LPS感作血球に対する溶血活性が残り、さらに08菌体で吸収すると

AK：一・33473　LPS感作血球に対する溶血活性のみが少量ながら残存した（Table　1－U＞。

従って、AK－33473菌株は05に共通するエピトープと08に共通するエピトープ

をもつものの、少量ながら本菌株に特異的な抗原因子を含むものと考えられた。

Table　1一一ll．　Fifty　percent　passive　hemolysis　titers　agaikst　V．pewahaemolyticass　OUT

AK－33473

Anti一一AK33473　serum

Antigen　（LPS）
NoR－absorbed

Absorbed　with

05 OS，　08

os

O6

08

09

011

AD－7999

AK－33473

90A－6611

1，3　10

3es

761

611

1，380

1，450

6，720

20e

297

38エ 232

一：less　than　200

　一方、同じく化学型m：に属する90A－6611に対する抗血清を02菌体で吸収し

た吸収抗血清は90A－66UとKX厚212LPS感作血球に対してのみ溶血活性を示し、

その他のLPS感作血球に対する溶血活性は完全に消失した（Table　1－12）。さらに、

この吸収抗血清はKX－V2　i2菌体で吸収するとすべてのLPS感作血球に対する溶血

活性が消失した。従って、90A－6611株は既知血清型には存在しない本菌株に特異的

な抗原因子を含むこと、およびその抗原因子はK：X－V212のもつ抗原因子と共通で

あることが強く示唆された。
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Table　l一エ2。　蛋7i食y　perce鍛£　paSS童ve　hem◎蓋ysks　電i亀ers

　arekuemogvticess　90A－66ii

◎f＆b8◎幽¢感綾蹴重s¢識agai貧s寛罵ろ

A簸縫一9GA－66夏亙aPtiserugR

A競ige薮（LPS＞
No茎玉一absorbed

Absorbe《至wi雛

02 02，　KX－V212 KX－V212

e2

06

01i

O13

AD－7999

W－90144

U－6443

AK－33ag73

90A－66ii

KX－V212

6，860

4S9

429

492

10，800

7，350

9，050

360

22，300

14，700

7，3sg

3，94g

一：less　thaR　2eO

Table　1－13．　Fifty　percent　passive　hemolysis　titers

　arahaemolvticus　KX－V212

of　absorbed　aRtisera　agaiRst　V．

A簸宅i－KXごV212　an毛iserum
Antigen

（LPS）
　Non－

absorbed

Absorbed　with

02 02．　9eA－6611
　　’

05 05，　02 90A－6611

02
03

05

06
01i

AD－7999

W－90144

U－6443

AK－33473

9eA－6611

KX－V212

6，860

264

1，970

348

773

19，400

15，800

11，iOO

1，390

67，600

2S，600

5，38e

4，370

1，970

1，0ge

l，i30

1，55e

13，700

7，880

1，260

800

一：less　than　200
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抗KX－V212抗血清においてもTable　l－Bに示した様に、02菌体で吸収した吸収

抗血清はKX－V292と90A－66il　LPS感作血球に対する溶血活性のみが残存し、そ

の他のLPS感作血球に対する溶血活性はすべて消失した。この吸収抗血清はさらに

90A－66U尊体で吸収することにより、すべての溶血活性が消失した。また、抗

KX．V212抗血清を90A－6611菌体で直接吸収した吸収抗血清もすべてのLPS感作

血球に対する溶血活性が消失した。さらに抗KX－V212抗血清の場合、比較的強い

血清学的交叉反応原性が認められた05の菌体で吸収した吸収抗血清は、化学型H

に属する菌株（02、AD－7999、　W－90144、　U－6443）のLPS感作血球に対する溶血活

性と90A－66　U、］KX一・　V212　LPS感作血球に対する溶血活性は残存した。この吸収抗

血清を02菌体で吸収すると、90A一・6611とKIX－V212　LPS感作血球に対する溶血

活性のみが残存した。

　以上の結果をTable　1－！4に要約した。7種のOUT菌株のうち化学型IVに属す

るX－3972の血清型は明らかに04であり、また化学型Hに属するW－90144、U－

6443およびAD．7999の血清型はいずれも02であることが示された。一方、　AK：一

33473、90A，．661iおよびKX－V212はそれぞれ既知の血清型には存在しない特異的な

抗原因子をもつことが示された。さらに90A一一6611とKX－V212の0抗原（LPS）

のもつ0抗原因子は一致し、従来報告されていない血清型で、同一の血清型に属す

ることが明らかとなった。吸収血清を用いたPH試験において得られた以上の結果

は加熱死菌体を用いる菌体凝集反応によっても確認された。

Table　1－14． Serotype　of　V．parahaemo！yticus　OUT　strains

Strain　No． Chemotype Serotype

X－3972

AD一一7999

W－90i44

U－6443

AK－33473

90A－6611

KX－V212

W
H
1
1
H
m
m
皿

　　　　04

　　　　02

　　　　02

　　　　02
Serovar　of　05　and　08　（？）

　　　　New

　　　　Nev＄r

2互



考察

　腸炎ビブリオの菌種同定には通常の生物学的性状検査の他にtoxR遺伝子型別検

査が行われている。toxR遺伝子は当初Yibrio　choleraeのcholerae　toxiR制御遺伝子

として見出された遺伝子であるが、この遺伝子は多くのeRteric　mtscosag　pathogenの

DNAに構成的に保持されていることが明らかにされており［241，現在ではそれらの

菌種同定に利用されている［25］。特に腸炎ビブリオはVibrio　eslggitolyticessと生物学

的に類似した性状を有しておりtOKR遺伝子型別検査は非常に有効である。本研究

で用いた7種の菌株はすべて腸炎ビブリオのtoxR遺伝子が検出されており、遺伝

学的に腸炎ビブリオであることが確認されている。しかし病原因子毒素とされてい

るTDHの遺伝子では違いがみられ、5菌株がtdh遺伝子を有しているのに対して

2菌株からは検出されなかった。7種の菌株はいずれも下痢症患者の糞便または受

傷者の化膿巣から分離されたものでヒトに病原性を示すと考えられることから、す

べての病原性腸炎ビブリオがTDH、丁難を産生するわけではなく、本菌感染症に

はその他の病原因子が関与していると考えられる。

　7種のOUT菌株から分離精製したLPSはSDS－PAGEにおいて、9guchiらが既知

血清型腸炎ビブリオのLPSについて報告しているように［231、いずれも低分子の

糖鎖で構築される、いわゆるLOS型のLPSであった。また、これらのLPSの糖

組成を検討した結果、すべてのLPSがその糖組成に基づく化学分類において既知血

清型LPSの10種の化学型のいずれかに分類され、これら7種のOUT菌株の中

には、既知血清型LPSの構成糖と異なる糖成分を含むものは見出されなかった。さ

らに、常法ではKd◎が検出されず、　Kdoはリン酸化されたKdo一リン酸として検出

された。以上の化学的性状は従来報告されている腸炎ビブリオLPSの化学的性状

［14、15、17、20、23］と一致するものであり、これら7種類OUT菌株はLPSの

化学的性状においても腸炎ビブリオであることが確認された。一方、9◎A－661iおよ

びKX－V212のLPSは同じ化学型に属する既知血清型のLPSと比較してウロン酸

含量が高いこと、L，D－Hepが通常の中性糖の分析条件では検出されにくいことなど

特徴的な性状を示し、既知血清型LPSとは異なる構造を持つことが予測された。

　腸炎ビブリオは他の菌種と比較して血清峻別困難なσσ丁菌株が分離されること

が多いが、疫学的にこのような菌株の血清型が詳細に検討されることは少ない。そ

こで本研究ではこれらOUT菌株の血清寧静を従来の菌体凝集反応ではなく、0抗

原そのものであるLPSを用いる血清反応によって検討した。分離精製したLPSを

感作抗原として用いるPH試験では、7種のOUT菌株のうち4菌株については
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既知血清型であることが明瞭に示された。すなわち、これまでにOUT菌株として

処理されてきた菌株の中には、本研究で用いた方法によって血清型別できる菌株が

含まれている可能性が大きく、これまでに分離されたOUT菌株については再度血

清型別が行われるべきであると思われる。本研究で02または04と同定された

OUT菌株が患者より分離された当初において、菌体凝集反応によって血清型別が困

難だった理由については定かではないが、おそらく菌体表層に存在する萸膜などの

影響により明瞭な凝集を示さなかったことが原因だと考えられる。一方、OUTの3

菌株については、それぞれのLPSに特異的な抗原因子をもつことが明らかとなった。

これらのうちAK－33473のLPSは、既知血清型05および《）8　LPSと共通の抗原

因子を持つが、本菌株に特異的な抗原因子も存在することが示された。しかしなが

ら、その特異的抗原因子の発現量は吸収血清を用いるPH試験において観察された

限りでは極めて低く、本菌株は05と08の亜種とするのが妥当であると考えられ

る。一方、90A一・66i1およびKXV212菌株のLPSは従来の既知血清型LPSには

存在しない特異的な主要抗原因子をもち、明らかに新しい血清型であると考えられ

る。KX－V212菌株は感染源は恐らくMyanmarであると考えられる旅行者から、関

西国際空港において1996年に分離された。一方、これと同じ血清型である90A・一66i1

は1990年に米国において創傷の感染部から分離されたものである。このことは本

新血清型株が以前より世界的に分布し、腸炎ビブリオ感染症に関わっていたことを

示しており、本研究で用いたOUT分離菌株以外のものについてもその存在を再度

検討する必要性がある。さらに今後、分離菌株の血清合財には、この新血清型抗血

清も使用されるべきであろう。

23



第2章腸炎ピプリオ載およびKX・wwk2のし灘構成成分として見出され

　　　　た未同定物質の同定

　腸炎ビブリオ02のLPSを5％酢酸で部分加水分解すると、蜜d雛反応に陽性

を示す未知物質（02－FP）が遊離された。　KX－rV212　LPSからも同様の処理によって、

類似の未知物質（OUT・一FP）が遊離されることが見出された。これらの物質は腸炎ビ

ブリオの他の血清型LPSからは得られず、従って、02とKX」V212両菌株のLPS

の血清学的特異性を発現するエピトープに関与していると考えられる。そこで本章

では両LPSから分離、精製したこれらgrpの同定を試みた。

2・9。腰の分離と精製

　02LPSを5％酢酸で100℃、　i．5

時間加水分解した産物のSephadex　G－

25ゲルクロマトグラフィーでは、Fig．

2－1に示したように3つの二分が分

画された。OSはLPSのlipid　Aを

除く多糖部、MSは加水分解によっ

て遊離された単糖（主にGalA）およ

びリン酸半分にそれぞれ相当し、

02－FPはこれら両画分の中間に溶出

された。また、KX．V212　LPSからも

同様の処理によって02－FPとほぼ同

じ位置にOUT－FPが溶出された。こ

れらのFPはさらにHPLCによって

精製し、構造解析を行った。

1．O
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口
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雛
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門

麺
g
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甚
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℃
§
器

　　　　60　70　so　go　leo
　　　　　　　FractioR　No．
Fig．　2－1．　Sephadex　G－25　gel－ckromatography　of　degraded

polysacchartde　fractioR　of　V．　parahaepnolyticass　02　LPS．

eS：　ollgesacchartde　fractioR，　MS：　mofiosaccharide

fractieR，　FP：　Folin　reaction　positive　fraction．

・…一…一一・… eolin　reaction　（750　ftm）

一一
@一　・一一　一　Total　carbohydrate　（490　nm）

一　RefracSomoni£or　Recorder　respoRse
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T3ble　2一一1．　iH－NMR　data　for　NonlA　isolated　from　LPS　of　V．　uarahaemolvticas　02－FP　and　OUT－FP

Chemical　shift，　ppm　（fH．H，　Hz）　for

H－3ax　H－3eq　H－4

（ノ3ax．4＞（み眠．3。q）（ゐ，q．A）

H－5

（み，5）

H－6

（／s，6）

H－7

（ノ6，7）

H一一8

（」7，g）

H－9

（ノ8，9）

5NAc 7NAc　H－2Ala　H－3Ala　AlaNAe

　　　　　　　（」，，3）

e2　NenlA

eVT　NeftlA

　i．85　2．2g

（il．3）　（12．8）

i．g4　2．28

（逓．6）　　（エ2．8）

3．96

（4．9）

3．97

（4．9）

3．71

（王0．1＞

3．64

（エ。．エ〉

4．28

（10．4）

43i

（10，4）

3．88

（2．1）

3．87

（1．5）

3．84

（8．9）

3．84

（10．7）

1．15

（6，1）

エ．08

（5．8）

1．98

2．00

2．eo

4．27

（7．3）

1．4i 雲，◎◎

S謹劇e3　we驚δissdved沁D20．

Ace重◎麗（端2。225　pp搬）waS　Bsed　as　a難雛emahef¢rence．

TabEe　2－2． i3C－NMR　data　for　NonlA　isolated　from　LPS　ef　V　parahaemolvticess　e2－FP　and　OUT－FP

Chemical　shift，　ppm　for

C－1 C－2 C3 C－4 C－5 C－6 C－7 C－8
　　　　　　　　　　7（NAc）／

C－9　5（NAc）
　　　　　　　　　　　C一エAla

C－2Aia　C一一3Ala　AlaNAc

02　NenlA 175．5　96．9

OIUT　NoniA　X　7S．12　96．7

40．9

40．3

68．6

6g．7

S3．9

53．g

7e．9

70．5

54．4

54．4

67．6

67．4

20．4

20．5

23．4

i75．2

23．3

175．06

23．e

175，0

17　6，0 5　1．G lg．1
22．8

175，0

Samples　were　dissolved　in　D20．

Ace£ofte　（6c　3　i．45　ppm）　was　“sed　as　an　intergal　reference．

い
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欝・2。聾のN醜R解析

　精製した02－FPの騒および13C－NM鼠データをTable　2－1、2－2に示した。そ

れぞれのスペクトルのシグナルはPDQF－COSY、　PHSQC、　HMBCおよびGated　13C－

NMRを用いて帰属した。そのi3C・・NMR（Kg．2－2）スペクトルを解析した結果、各々

i種類のaRomeyic　carbon、　methylene　carb◎itおよびmetkyi　carb◎nが確認された。ま

た、50ppm付近に2本のcarbOfiシグナル（539および54．4鞭欝〉が、70　ppm付

近には3本のcarb◎盤シグナル（67．6－7◎9　ppm）が観測された。さらに9種類の

carboxyl基（175．5茎）P騰）と2種類のN一アセチル基（twethyl基：23．0，23．4　p欝醗；縦b◎睡

基：175．0，175．2ppm）の存在も観察された。《）2一聾の賢一NM鼠スペクトルでは、

methylene基のprot◎nとしてL85　ppm（axiai）と2。28　ppm（¢卿雄捻Dに2本のシ

グナルが観測されたが、これはmethygenc基の脚甑が構造上固定された状態で存

在することを示しており、本物質が環状構造を持つことを示していた。

C－2

coox@c－6　Cra」

　　　　　　¢一毬 7儒C

c－g

C－3

¢一7　〈NA¢〉

ic－s鰍・）

¢一9

seg go so 70 60 50 〈o 3e 20　（ppm＞

＼…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…
@　　　　　　C－5（C＝◎）　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

i＞1（C瓢0）l　C・7（C・0）

@　　　　　　　／

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　’

i
…
…

…

ise
ldQ

so 6　（ppm）

Fig．　2－2．　i3C－NMR　ssrecSruEn　ef　Q2　Nost｝A　isoRagedi　froEmi　Y．　parahaesnelyat’cus　e2　LPS．
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また3本のmethyl基のシグナルが観測されたが、　L98　ppmと2．◎◎ppmのシグナ

ルは通常のme£hy1基と比較して低磁場にシフトしていることから、　N一・アセチル基を

構成するmethyl基に相当することが示唆された。各carb◎Rに結合するprotonの帰

属はPDQF－cOSYスペクトル（Fig．2－3）によって行った。さらに。◎upliR9定数ノ3麟、

み，5およびノ5，6（U．3，10．1　and・1◎。4　H：z）の値からH－4．　H－5およびH－6のprotonは

axial　orientationであるこが明らかとなった。02－FPのHMBCではH－5およびH－7

はN一アセチル基のcarbony1基に対して強いC◎rrelatiORを示したことから、アミノ

基はC－5およびC－7位に結合していることが明らかとなり、さらにH－3は、anomeric

carbon（96．9　ppm）およびcarboxyl　carb◎n（175．5　ppm）との間でそれぞれcorrelationが

観察された。PH：SQC（Fig．24）およびGated　i3C－NMRによってa簸omeric　carbonが

4級炭素であること、c－9位がmethy1基であることが明らかとなった。従って、こ

の物質は5，7一・diamiR◎一3，5，7，9－tetrade◎xy一難。蘇一2臆osoni餓cid（NoitlA）であり、その5位

と7位．oアミノ基がアセチル化された5，7－di一（N，N’一di－acetyl）一ami鍛◎一3，5，7，9－tetradeoxy－

non一・2－ulesonic・acidであることが明らかとなった。
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NonlAには立体配座の相違に基づく多数の異性体が存在する。Tsvetkovら［26］は

9種類の異性体を合成し、それらの詳細なNMRデータを報告した。そこで02　LPS

由来のNonlA（02　NonlA）の立体配座を決定するために、そのNMRデータをこ

れら9種類の合成NonlAのNMRデータと比較検討した。その結果、02・NonlAの

NMRデータは合成されたD－g！ycero－D－galacto配座のものとほぼ一致しており、他

の異性体とは明確に区別できることが明らかとなった。まず、02NonlAではレお

よびD－glycero－L－altro異性体と比べ、　H－6のシグナルは0．37－0．41　ppm低磁場に、

C－6は2．8－4．8ppm高磁場にシフトしており両者を完全に区別することができた。

さらに02　NonlAの」7，s（8．9　H：z）はD一およびL－glycero－L－altro異性体の」7，s（〈

1および5．8H：z）と比較して高値を示し、　L一、　D－glycero－D－galacto異性体のそれ（8．9

Hz）と一致した値であった。また02　NonlAのC－6およびC－8のシグナルはそ

れぞれ70．9、67．6ppmに観測されたが、これはし－glycero－D－galacto異性体のそれ

らと比較して約2．O　PPm高磁場にシフトしていた。02　Non1AのNOESYスペクト

ルにおいて、H・一6とH：一8の間に強いcorrelationが観察された。このcorrelationは

L－g！ycero－D－galacto異性体では現れず、　D－glycero－D－galacto異性体に特徴的なNOE

効果であることから［26］、02NonlAはD－glycero－D－galacto配座を持つことが示さ

れた。NMRによる以上の解析結果から、02　Non1Aは5，7－di一（N，AR　一di－acetyl）一amino－

3，5，7，9－tetradeoxy－D－g！ycero－D－galαcto－non－2－ulosonic　acidであると同定された（Fig．

2－5－a）。精製した02NonlA標品中のoc一一、β一異性体の存在比は1：16（w／w）であ

った。
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　KX．，v212・Lpsから分離精製したOUT－FPのiH：一（Fig．2－6）およびi3c－NMR（Fig．

2－7）スペクトルは02・NonlAと同様にPDQF一・COSY（K9．2－8）、　PHsQc（Fig．2－9）、

ffMBCおよびGated　l3C－NMRを用いて帰属した。その結果、　OUT．．FPのNMRデ

ータは02Non1Aについて測定されたものと非常に類似していたが（Table　2－1，2－2）、

そのG7位のアミノ基に存在する置換基に由来するシグナルが観測された。すなわ

ち、本物質OUT　No難1Aも基本構造はN◎ftlAであることが示唆された。
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　OUT　NonlAのC－7位のアミノ基に存在する置換基を解明する目的でFAB－MS

（positive　ion　mode）による分子量測定を行った。その結果、　OUT　NonlAの分子量は

MW　405であり02　NonlA（MW　334）のそれと比較して71　Da大きく、この分子量

の差はアセチル基とN一アセチルNanyi基の差に相当するものであった。そこでOUT

NonlAを加水分：解後、　amino　acid　analyzefによって分析した結果、アミノ酸領域には

Alaのみが検出された。このAlaの絶対配座を決定するため、標準のレおよびD－

Alaを用い、それらのN－acetyl－S一（＋）一2－butylester誘導体としてGC－MSにより分析

した。その結果、OUT　NonlAより得られたAla誘導体は標準のD－Ala誘導体と同

一のretention　time（7．9emin）を示し、標準のL．Ala誘導体のそれ（8．20min）とは

明らかに区別できた。すなわち、OUT　NonlAの置換基として存在するAlaはD－Ala
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であることが明らかとなっ

た。OUT：NORIAのHMBC
（Fig．240）スペクトルで

は、C－5に結合したN一ア

セチル基由来のcarbony1

基と猛5との問、D・・Ala

C－2’に結合したN一アセチ

ル基由来のcarbonyl基と

DAIa　H－2，との問に
correlationが観察された。t

さらに、H．・7とD－Ala　C－r

との問に強いcorrelation

が観察され、D－AlaがN－7
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Fig．　2－le．　HMBC　spectrusn　o£　eUT　NenlA　isolated　from　Y．　panahaemolyticus　KX－V212　LPS．

に結合していることが示された。一方、N一脱アシル化後、　N一アセチル化したKX－V212

LPSから分離、精製したNORIAのiH：一および13C．NMRデータは02　NonlAの

NMRデータと完全に一致した。以上の結果、　OUT：NonlAは5一（N－acetyl）一amine－7一

［N一（N－acetyl）一D－alaRyl｝am沁。－3，5，7，9一£etradeoxy－D－8！ンcero－D－8alacto－noR－2－ulosonic　　acid

（Fig．2－5－b）であることが明らかとなった。精製OUT・NonlA標識中のα一とβ一異

性体の存在比は1：32（w／w）であった。

k－3．⑪爲および⑪UT　N⑪顯脇のGC・躍Sによる分析

　02N◎niAを還元（NaBD4）後、全メチル化した誘導体、すなわち、1，2，4，6，8－

P¢飢a－0－methyl－5，7－dimethylacetamidi◎一3，5，7，9一・te£radeoxy簸oRitol（i－2D，24　D）をGC－MS

によって分析した（Fig．2－ix－a）。その結果蹴一MSでは。　C－i－C－5、　e　1－C7、　C－5＿C－

g、C－6＿C。gおよびC－7＿C－9にそれぞれ相当するフラグメントイオンピーク、　ndz　235

（66．3＞、364（17．7）、273（1◎◎）、i88（22。！＞および1鱗（88。4＞［括弧内の数値は相

対強度（％，m／z　273＝1009。）］が検出され、またCI－MSでは、本誘導体の分子量に

相当する分子イオンピーク［M÷Hr磁：509が検出された。さらにOUT　NonlAの同

誘導体である1，2，4，6，8－p¢㈱一〇一瓢e亀瞬一5一（ハみitceghy蔓夏簸e愈致y蓋）一amilt＃一一7一［N一　（N－acctylmethyl）一

aianyl｝amino－3，5，7，9－tetradeoxynonitol（1－2D，24D）をGCMSにより分析した（Fig．

2－U－b）。結果、C4－C－5、　C4－C－6、　C－S－C・一7．．C一．5－C－9およびC6－C－3にそれぞれ

相当するフラグメントイオンピーク．羅々驚勢《22。7）1黛簿（・曝5）．購タ（4．8）、358（41．6）
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および273（12A）　（m／（zi28＝＝lee％〉が検出され、α一MSにおいて本誘導体の分子量

に相当する分子イオンピーク［M構r敵紛4が検出された。これらの結果はNMR解

析の結果を強く支持するものであった。
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考察

本章では、02とKX－V212のLPS多糖鎖の構成糖として存在するNonlAの構造解

析を行い、それらの立体配座はいずれもD－g！ycero－D－gα1αcto異性体であることを明

らかにした。Fig．242に示した様に、これまでいくつかのNenlA異性体がグラム

陰性菌LPSの構成成分として報告されている［27－39］。またこれら天然由来の

N◎nlA以外にも9種類のNon1Aが合成され、それらの詳細なNMRデータが報告

されている。本研究ではこれらのデータと比較することにより、02およびKX－V212

のLPSから分離精製したNonlAを同定した。現在までにグラム陰性菌LPSの構

成成分として同定されているNoniAの立体異性体はD－glycero－D－galacto［39］、　L－

glycero－D－galacto〔39］、　D－glycero－D－talo【26］およびL－glycere－L－manno［27－29］の4種

である。本研究において腸炎ビブリオのLPSから初めて発見された2種類のNonlA

はD－glycero－D－galacto異性体であり、本異性体が検出される菌種としては腸炎ビブ

リオと同じビブリオ科に属するV．salmonicida［33］やV．　alginolytiCbls［35］のLPS

であることは、これらの菌種における遺伝学的類似性を示しており興味深い。また

そのアミノ基に結合するアセチル基以外の置換基としては、N－5に3－hydroxybutyl基

が結合しているNonlA（A．　baumannii　024［341，　R卿。アε06η5［32］，　L．　pnezamophila［30，31］

aRd　V．　salmonicida［33】）や、　N－5のacetamidino基（L．　pneesmOphila［30，311）、　N・一7の

formyl基（P．aernginosa　o5［40］）が報告されている。腸炎ビブリオ02　Lpsから分

離されたNonlAはN－5およびN－7にはアセチル基が結合していたが、　KX－V212・LPS由

来のNon1AではN－7の置換基としてD－alanyl基が同定された。このようなアミノ

酸結合型のNORIAは以前には報告されておらず、本研究で初めて見出された。
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第3章腸炎ビブリオ02鞭S多糖鎖の構造解析

　腸炎ビブリオでは、13種の血清型LPSのうち、これまでにLPS多糖鎖の

構造解析がなされたのはOi2　LPSのみである。本章では腸炎ビブリオの全血

清型LPS’についてその多糖鎖の構造を解明するための一環として、02のLPS

多糖鎖の構造解析を行った。02は本研究で明らかにされた新血清型株KX－

V212と共通抗原性を示す。

3・9。ec？Sおよび化学修飾醗Sの化学分析

　Table　3－1にLPSと、脱リン酸化後、還元および脱アシル化したLPS

（deacylated　HF－LPSred）の化学糖組成を示した。　LPSでは構成糖としてD－Glc、

D－Gal、　D－GlcA、　L，D－H：ep、　D，D－ffep、　D－GlcN、　K：doおよび02　NonlAが検出さ

れた。これらの構成糖に加えて、LPSにはlipid　Aを構成する脂肪酸および多

量のリン酸が含まれていた。Deacyiated　HF－LPSredでは、すべての脂肪酸とリ

ン酸の大部分が除去され、LPSで検出された構成糖はGaiAを除いてすべて検

出された。

Table　3－1．　Sugar　composition　of　LPS　and　dephosphorylated，　reduced　and　deacylated　LPS

（deacylated　HF－LPSred）　obtained　from　V．　parahaemo！yticus　02

ComDoneRt　sugar LPS Deacvlated　｝｛F－LPSred

D－Glucose

D－Galactese

L－glycero－D－manno－heptose

D－glycero－D－manno－heptose

D－Gllicosamine

UroRic　acida）

　D－Glucur◎n三。　ac量d

　D－Galacturonic　acid

Kdeb）

02　NonlAC）

Phosphate

3－OH－C　12：e

C1尋：◎

3－OK－C14：0

C16；O

O．214

0．1‘14

0．018

0DI3
0．osg

O．359

十

1．329

0．072

0護33

◎窪55

0．127

O．578

0．428

0．esg

O．123

e．60s

O．559

　十

〇．028

a）　Values　were　expressed　as　ptmol／　mg　of　samples．　Urofiic　acid　was　estimated　by　a　colorimetric

method　and　the　pre＄ence　of　gluceroRic　and　galacturoRic　acid　were　coRfirmed　by　GC　and　oc－

MS　a負er　red縫ction◎負heir　carboxy夏£r◎gp＄．わ）K改｝’wwlas；　o羅戯ec£ed　by亀he　pe溢odate一

血iobarbi寵麟C幾cid　reac藪◎簸ゆ磁撫l　pxe＄en㈱wwas・cme．簸讃撫難醜｝y《墨C蹴猷蚕C－MS．

c）5，7一（灘一（瓦濁’一縫1－acety1）一一．鍮漁。－3，5，7，　9－tetra羅羅翻ン心「8む翻鞭翼）「8認駕卸一欝翻〆2一鷺1◎sonic　acld．
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3－2e　T⑪塾MSおよび艶臨MSによる⑪説麗多糖鎖の解析

　無水ヒドラジン処理による脱0一アシル化のみを行ったLPS（LPS。H）を

MALDHOF　M8（negative　iOft　mode）（Fig．34）によって分析した結果、数個のイ

オンピークが検出された。これらのうち．最も大きなイオン（綾2874。8＞は、

2分子ずつのHex、　ffep、　HexAおよびHexNとi分子ずつのKdoおよび02

NonlAで構成される糖鎖に5分子のリン酸、2分子ずつの3－9ff－e4：0およ

びエタノールアミンが結合した分子Nex2／Hep2燈¢xA2贋exN2／羅◎／02

：N◎nlme5aHOEtN2／3一一（）H－C　14：◎2（分子量2876．4＞の分子イオン懸一Hrに相当す

るものであった。敵2698．8に検出されたイオンは前者と比べて豆％翫小さ

く、これは上記の分子から1分子のHexAが失われたものの分子イオン［M一

町に相当していた。その他。これらの両分子からリン酸とエタノールアミン

が順次失われた分子に由来する分子イオンピークも検出された。このMALD9－

TOF　MSによる解析の結果、02のLPS。Hでは紛個の単糖で構成される糖鎖

をもつ分子と、これから1分子の分子イオン騨一Hrに相当するイオンの

HexA（恐らくはGalA）が失われた9個の単糖で構成される糖鎖をもつもの

の、2つの分子が存在することが明らかとなった。また02LPSの構成成分

としてエタノールアミンも存在していた。
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Fig．　3－2．　Hutioft　profile　of　DEAE　Sephacel　chromatography　of　deacylated

HF－LPSred　from　V．　parahaemo！yticess　02．　The　column　was　eluted　with　O

to　500　mM　NaCl　1inear　gradiefit　in　10　mM　Tris－KCI　（pH　8．5）．

　次に、02LPSの糖以外の構成成分を除去した寄州を得る目的で完全脱リン

と脱アシル化を行ったdeacyiated　H：F－LPSredを調製し、その精製を試みた。

Deacylated　H：FLPSredのDEAE　Sephacei　chromatography（0～500　mM　NaCl）で

は157mM　NaCl付近にmajor　fractioR（Frcl）が、25◎mM　NaC1付近にminor

fraction（Frcll）が溶出された（Fig．3－2）。このFrc．1をFAB－MS（positive　ion

mode）によって分析した結果（Fig．　3－3－a）、2つの主要ion　peakが検出された。

m／z　1679．6のイオンは1mo1ずつのD－glacosaminitol、　D－GlcN、　Kldo、　L，D－Hep、

D，D．Hep、　D．．Glc、　D－Gal、　D－GlcAおよび02・Non1Aで構成されるnenasaccharide

　（PS　1，分子量：1679．5）の分子イオン［M÷H：］＋に相当し、　m／z　1518．6のイオン

はこれより　161Da小さい分子であり、PS　iからD－GlcNが除かれた

octasacchahdeに由来するものであった。一方、　Frc∬のFAB－MS（Fig．3－3－b）

で検出された2つのイオン（磁：1759．7および1598．7）は、それぞれ1分子

のリン酸が結合したPS　1とPS2の分子量（それぞれ17595，15985）に相当し

rていた。従って、FrcHはHF処理により完全に脱リン酸を受けなかった糖鎖

であることが判明したため、これ以上の解析は行わなかった。

　Frclをさらにhighperfbrmance　anion－exchange　chromategraphy（HPAEC）によ

って精製した結果、上記のPS　1とPS2に相当する2つの画分に分画された。

得られたPS　1とPS2の重量比は5：iであった。
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Table　3－2．　iH－NMR　data　of　the　caybohydra｛e　backbone　（PS　1）　prepared　by　dephosphorylation　and　deacylatioR　from　V　parahaemolyticus　02　LPS

Chemical　sh三食s　of　the　com　o捻e職t　su　ars， m　（／n．n＋i）

Residtte　vroten D－Gal D－Glc D－GlcA L，D－He D，D－He Kdo NonlA D－GlcN D－glucosaminitol

H－1－a

H－1－b

H2

董｛一3（ax量a董）

K－3　（equatrial）

H－4

薮一5

銭一6－a

K－6b

H－7一一a

H－7b

H－8一一一a

H－8b

H－9

4．6i1

（7．3）

3．548

（10．1）

3．636

（3．7）

3．910

（く1）

3．657

3．662

（115）

3．817

4．422

（7．3）

3．424

（9．2）

3．548

（iO．1）

3．773

（le．1）

3．597

　　3．606

（2．4；　12．4）

　　3．95e

　　（5．8）

5．093

（3．7）

3．600

（9．2）

3．750

（9．6）

3．437

（IO．6）

4．135

5．484

（＜1＞

4．197

（2．8）

4．031

（9．6）

3．993

（重0．1）

3．646

（3．7）

4．039

　　3．691

（7．0；　ll．5）

　　3．807

　　（4．i）

5．012

（1．4）

4．104

（3．4）

4．132

（IO．1）

4。董25

（105）

4．三3玉

（3の

4．096

3．716

（12．0）

3．835

（4．6）

　　1．909

（11．9；　12．2）

　　2．至52

　　（5．2）

　　4．135

　　（3．7）

　　4．145

　　（IO．4）

　　3．719

　　（8．5）

3．864

　　3．652

（6．4；　12．5）

　　3．964

　　（3，7）

　　エ．661

（11．9；　12．3＞

　　2．85g

　　（4．7＞

　　3．525

　　（iO．3）

　　2．957

　　（lO．4）

　　3．737

　　（2．至）

3．137

（85）

4．042

（6．7）

1．335

4．484

（8．2）

2．757

（9．8）

3．419

（9．2）

3．445

（9．6）

3．595

3551
（11．4）

3．652

　　3．769

（6．1；　11．3）

　　3．882

　　（3．1）

　　3．5董6

　　（6．1）

　　4．IQ4．

　　（2の

3．66．7

〈7，3．）

3，9．　5．　i7

　　籟⑳

（6．4t；．　U．．6，）

　　eq　3＄

　　（2，’7＞

Acetone　was　Esed　as　an　in£ernal　reference　（5k　2．225　ppm）．

等
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3－3。N醜Rによる⑪四隅多糖鎖の構造解析

　iH一およびi3C－NMRスペクトルはiH，1H－cosY、　TocsY、　NoEsY、　H：MQC

およびHMBC測定によって帰属した。　PS　1のiH：一および13GNMRスペクト

ルの測定値をTable　3－2、3－3に示した。　IH：一NMRスペクトル（Fig．3－4）では4．3

－5．4ppmに6種類のanomeric　prot◎nに由来するシグナルが観察された。こ

れらのシグナルは各構成糖のring　protonシグナルのvicinal　coupling　constant

値に基づき、それぞれ低磁場側からL，D－H：ep、　D－GlcA、　D，D－H：ep、　D－Gal、　D．一Glc

およびD－GlcNのH4に帰属され、すべての糖質はpyranose　formであること

が明らかとなった。またD－Ga1、　D・・GlcおよびD一・GlcNのfH1，H2　coupling　constant

値（7．3～8。2H：z＞から、これらの糖残基はli一一配位でり、D－GlcAはそのfH1，H、

（3．7Hz）からCt一一配位であることが示された。一方、02　LPS多糖鎖には2種

類のffepが存在するが、これらのHepはともにD－manno配位であるために

そのアノマー配位を孟翻、値では決定することができない。そこでGated圭3G

NMR測定により、ICi，Hl値からその決定を試みた。一般的にGated　i3C－NMR測

定により得られるan◎meric　carbo無のJcl，Hlはoc・一配位の場合170－175　Hzであ

り、＆配位では160－165Hzであることから、02　LPS多糖病中に存在するH：ep

はいずれもα一配位であることが明らかとなった（Table．3－3）。またKdoのア

ノマー配位はH：一3（equatrial）のchemical　shift値、．IH7，Hs一、およびJH7，HS．bの値で

区別することができるが［41］、本研究で測定されたそれらの値は明確にKdo残

基がoc一配位であることを示していた。

L，［ト｝｛ep　H一至

　D．D－K¢p　H－l

　　　l
GlcA繕一i

擁。蛋〉

側愚購拶脳
　　Non．IA縫一3〈¢磯llatria董）

團駕，。論ノー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pt　　　　　5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　講　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　（PP葦1⇒

Fig．　3－4．　iH－xuR　（500　MHz）　spectrum　of　PS　l　isolated　from　V　parahaemolyticus　02　LPS．
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02・NonlAのアノマー配位についてはそのH－3（axia1）のchemical・shift値が、

前章で明らかにしたβ一配位のH－3（axial）のそれと比較して0．58　ppm低磁

場にシフトしていることから、Kdoと同様にoc　一配位であることが示された。

その他のプロトンシグナルの帰属は圭H，1H：一COSY（Fig．3－5，3－6）に基づいて行

った。13C－NMRにおいて観測された2本のカルボキシルシグナル（174．40　ppm，

170．85PPm）はHM8Cスペクトルにおけるcorreia£ionからそれぞれKdoお

よびOUT・Non！AのG1に帰属された。同様に172．3◎ppmのカルボキシルシ

グナルはD－GlcAのC6に帰属された。

　糖鎖の結合様式はNOESYスペクトル（Fig．3－7）およびHMBCスペクトル

の測定によって解析した。PS　1のNOESYスペクトルにおいて、観察された糖

残基間の：NOE効果をTab玉e　3－4に示した。　KdoのH－3（axial）とD－GlcNの

H－6－a、さらにD－GlcNのH－1とD－91ucosami雌◎1のH－6－a、・・bとの問にそれ

ぞれ。◎rrelatiORが確認されたことから、　PS　lの還元末端部の構造はα一Kdo一（1

→6）一β一D一・GlcN・一（1→6）一D－glucosami麟01であることが明らかとなった。02　NOftlA

のH－3（equatrial）とD・一GlcのH－6－b、　D－GalのH－1とD－GlcのH－4との間

にもNOE効果がそれぞれ観察されたことから、　PS　1は部分構造としてβ一D・一

Gal一（i→4）一［α一Non1A一（1→6）】一β・一D・一Glc一（1→を持つことが明らかとなった。すでに

Kondoら［42］は腸炎ビブリオ02　LPSにはα一D－G玉cA一（1→2）一一L－oc－D－H：ep一（1→

3）一D一α一D－Hepの部分構造が存在することを報告したが、このtrisaccharide構造

は本研究で行ったNOESYおよびH：MBCスペクトルの解析によって、　PS　1に

Table　3－4．　Xmportant　NOE　effects　observed　in　two　dimensional　NOESY　of　the
carbohydrate　backbone　（PS　1）　prepared　by　dephespherylation　and　deacylatien　from

V．　parahaemolvticbls　02　LPS

五滋e買esidual　NOE
Residue Residue　proton

　　　　　　　　Sugar　residue PositioR　（intensity）

P－D－Glc

or－D－GlcA

しα一D－Hep

D－oc－D－1｛ep

a－Kdo

ct－02　NonlA

P－D－GlcN

－
　
玉
　
1

ぼ
　
　
の
　
　
の

H
H
H

　　H一一1

　ff－3　（axial）

H－3　（equatrial）

　　H－1

　D－cc－D－Hep

　L－ct－D－Hep

　D－cc－D－Hep

　ct－D一一GlcA

　　or－Kdo

　P－D一一GlcN

　　P－D－Glc

D－Glucosaminitol

　3．　（m），　4　（m）

　1　（w），　2　（s）

　2　（m），　3　（s）

　　1　（w）

　S　（s），　7　（m）

　6一一b　（w）

　6一一a　（w）

6－a　（m），　6－b　（m）

The　ilttensity　of　NOE　effects　were　expressed　as　s£rong　（＄），　medium　（m），　weak　（w）．
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おいても同様に存在することが確認された。さらにD－GlcのN－iとD，s＞一ffep

のff一一4、およびD，D蝦epの猛1とKdoのff5との間にもNOE効果がそれ

ぞれ観察された。以上のPS　iの構造解析の結果から、02・LPS多糖鎖はFig．3－

8に示した構造であることが明らかとなった。ただし、PS　1はその調製過程に

おいて還元末端のD－GicNを還元したため、図示した構造では還元末端のD－

glBcosaminitolはD－GlcNとして表した。

　一方、PS2は三H．NMRおよびgeAB－MSによる解析の結果、　PS　iからGlcN　l

残基が失われた糖鎖であることが判明した。すなわち、ps2は1ipid　A　backb◎ne

のβ・一D－GlcN一・（1→6）D－GlcNのグリコシド結合がffF処理中に開裂することに

より生じたanifactであった。

叙　◎

α魯D－G畏cA

oこ繍02NOB夏A

H　一〇H

H

　　　OH
　P－D－Gai

　OH
　He．sptasifzaN　oH

　　　x’
　　　　　　豆xx一葦》一二e夢

防翻　　　癌　 馬

　　　　　　　　　　bH
　　　　　　　　　　　　　H

N碗

　H儀
N穐＼
　　OH

　覧や豊《翌A勤禽C駄わ0灘e

かG翫三一昏（蓋→6）心・G塁cN

騒霧・3一＆Pr叩ose認s重灘。窪川e　o奮麟8八二。靱謹鞭建¢糠¢蹄⑪齢。聲湯翻躍融備θむ麗傭5⑪腕試麗。
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3・羅。メチル化分析

　PS　1を構成する糖残基問の結合位置を確認するためメチル化分析を行った。

その結果（Table．3－5）、以下のpartially　methylated　alditol　acetateが検出された。

Ps　1の還元末端部に存在する　D・・glucosairniRitol由来の6－o－acety1－2－

methylacetamido－2－deoxy－1，3A5－tetra－0－methyl－glucitol；非還元末端D－Gal由来の

1，5－di－o一・acetyl・・2，3，4，6－tetra－o－methy1・一galactitol；同じく非還元末端のD－GlcA由来

の1，5・・di－0－acety1－6－carboxymethyl－2，3，4－tri・一〇一methyl－glucitiol；6回忌置換基を持

つD一・GlcN由来の15，6－t盛0－acetyL2－methylacetamido－2－deoxy－3，4－di－0－meξhyL

glucitol；4位と6位に置換基を持つD－Glc由来のi，4，5，6・一tetra－o－acety1－2，3－di－

0－methy1－glucitol；2位に置換基を持つL，D－Hep由来の1，2，5－tri－0－acetyl－3，4，6，7－

tetra－0－methyl－L－glycero－D－manno－heptitol；3位と4位に置換基を持つD，D－Hep

由来の1，3，4，5－tetra－O－acetyl－2，6，7・一tri－0－methyl－D一・9！ycero一一D一一manno－heptitolなどで

ある。これらの誘導体の他に少量ではあるが、4位に置換基を持つD－Glc由来

Table　3－5．　Methylation　aRalysis　of　the　¢arbohydrate　backbofte　（PS　1）　of

LPS　isolated　frofn　V．　parahemolyticus　02

Partially　methylated

alditol　acetate
Pesition　of　substitutioB Molar　ratioa）

1，5－Ac，Gal－o1

1，5－Ac，GlcA－ol

i，4，5－Ac3Glc－el

i，2，5－Ac3L，D一一Hep－ol

l，4，5，6一一Ac4Glc－o1

1，3，4，5－Ac，Dp－Hep－o1

6－Ac2GlcNAc－ol

i，5，6－Ac，GlcNAc一一〇1

　
　
6
4

4
2
　
，
，
6
1
◎

　
　
4
3

O．54

0．65

0．18

0．60

1．37

1．00

0．73

0．82

1，5－Ac，Gal－ol；　1，S－di－0一一acetyl－2，3，4，6－tetra－O－methyl－galactitol，　1，5一一

Ac2GlcA－ol；　1，S－di－0－acetyl－2，3，4，6－tetra一一〇一methyl－gluctitol　［6－2D］，

1，4，5－Ac，Glc－ol；　i，4，S－tri－O－acetyl－2，3，6－tri－0一一methyl－gluctitol，　1，2，S一一

Ac3L，D一一Hep－ol；　1，2，S－ni一一〇一acetyl一一3A6一一tri－0－methyl－heptitol，　i，4，5，6－

Ac，Glc一一〇1；　1，4，5，6一一tetra一一〇一・acetyl－2，3・一di－0－methyl一一gluctitol，　1，3，4，5一一

Ac4D，D－Hep一一〇1；　1，3，4，5－tetra－O一一acetyl－2，6－di－0－methyl－heptitol，　6－

Ac2GlcNAc一一〇1；　6一一〇一一acetyl－1，2，3，4，5－penta－O－methyl－glucosaminitol，

1，5，6－Ac，GlcNAc－ol；　1，S，6－tri－0一一acetyl－2，3，4－tri－O－methyl－

glucosaminitol．

a）Molar　ratios　were　calc鷺1盆覆¢曲盆s難d樋盈。3ぢ4，5－A¢ρ6ひ臨p．d（瓢1．0）．
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の1，4，s－tri・・o－acetyi一一2，3，6－tri－o－methyl－glucitolも検：出された。前述の様にps　9の

NMRによる構造：解析ではD－Glcは4位にD－GaR、6位には02　N◎l11Aが置

換したもののみが存在することが示されているが，6位に置換しているNonlA

は化学的に不安定なケトシド結合によって結合している。従って、ここで検出

された4位に置換基をもつD－Glc由来の誘導体はPS　1のメチル化の過程に

おいて、その6位の置換基である02：NenlAが切断がされることによって生

じたものであると考えられた。またKdeおよび02　NeniAは酸加水分解に対

して非常に不安定な物質であるために，本メチル化分析では検出されなかった。

以上、メチル化分析の結果はNMRの解析結果を強く支持するものであった。

考察

　腸炎ビブリオでは、すべての血清型においてそのLPS多糖鎖は低分子量の

丸山であることがSDS－PAGEおよびLPS多糖部の糖分析により明らかにされ

ている［23］。さらにOi2ではLPS多糖鎖の全構造が解明され、9種類、　i◎個

の単糖で構成される低分子糖鎖であることが示された［2◎1。本研究で明らかに

された腸炎ビブリオ02のLPS多糖鎖もgi固の単糖で構成される低分子高遠

であった。02および012LPSの至ψid　Aバックボーンはいずれも、多くのグ

ラム陰性細菌のLPSにおけるそれと同様にβ一D－GicN・一（！→6）一一D一・GcNであった。

その非還元末端D－GlcNの6位にはi分子のKdoが結合しており、　Kdoの

4位にはリン酸が結合し、5位は糖鎖の結合位置であった。このKdO4ipid　A領

域の構造は腸炎ビブリオだけではなく、Vibrio科に属する多くの菌種のLPSに

も共通した構造であることが示唆されている［i7］。一方、　Kdoに結合している

糖鎖の構造は02と012のLPSでは大きく異なっていた。02　LPSは1分

子ずつのし，D一およびD，D－E｛epを構成糖として含むが、：Kdoの5位にはこの

うちD，D－H：epが結合しているのに対して、012　LPSでは同位置にLp－Hepが

結合していた。さらにD，D－ffepは02以外の血清型LPSからは検出されてお

らず、02LPSにのみ存在する構成糖であった。一般にグラム陰性菌のLPSで

はKdo－Hep領域はiitfter　c◎re領域と称され、構造上最も変異が少ないとされ

る。しかしながら腸炎ビブリオではこのinnef　c◎reに相当する領域においてさ

えも構造変異が存在し、02LPSは012および他の血清型LPSと異なる構造

を持つことが明らかとなった。グラム陰性菌のS型LPSでは、0抗原特異

se



多糖鎖の構造が各菌種の血清型によって大きく異なり、それらの構造の多様性

が0抗原の血清学的特異性に反映される。一方、cere領域の化学構…造はそれ

ぞれの菌種によって同一の構造であり血清学的特異性を示さない。これに対し

て腸炎ビブリオLpsの化学構造は明らかにR－typeであるにもかかわらず、血

清学的特異性を示す。これは腸炎ビブリオLPSでは、通常のグラム陰性菌LPS

のcoreに相当する糖鎖部の構造の変異が各々の血清学的特異性に反映される

ためである。

　02LPSの構成糖としてPS　1の構成糖以外に、弱酸処理またはHF処理に

よって容易に遊離するD－GalAが存在する。このD・一GalAの結合位置は明らか

にされなかったが、おそらくリン酸を介してLps多糖鎖または1ipid　Aに結合

していると考えられる。
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第4章　腸炎ビブリオ⑪UT菌株KX岬離瓢麗の構造解析

　OUT菌株として分離されたKX－V212は、既知血清型とは明らかに異なる新血清

型であることが明らかにされた。また、本菌株は02LPSと血清学的交叉反応原性

を示す。そこで本章ではKIX・一V2k2のLPS多糖鎖の構造解析を行い，、02　LPSのそ

れと比較検討した。

轟・豊。L囲および化学修飾したmWSの化学分析

　Lpsおよびdeacylated　KF－LPSredの糖組成をTable　4－1に示した。　LpsではD－

Glc、　D－Gal、　D－GlcN、　D－GlcA、　D－Ga1A、　LD－Hep、　KdeおよびOUT　NonlAが構成

糖として検出された。また，　deacyiated　ecge－L？SredではLpsで検出された脂肪酸お

よびリン酸はすべて除去されており、D－GalAを除いてLPSで検出されたすべての

構成糖が検出された。しかし、LPSおよびdeacyiated　ffF－LPSxedともにし，D－Hepの

含量は同じ化学型mのLPSと比較して1／1◎程度であることから、　KX－rV212　LPS

のL，D－Hepは他の血清型とは異なり、酸加水分解に対して抵抗性を示す置換基をも

つことが示唆された。さらにKX」V212　LPSは同化学型に属するLPSよりもウロン

酸含量が高いことも特徴の1つであった。

Table　4－1．　Sugar　compositieR　ef　LPS　aRd　dephosphorylated，　red“ced　aRd　deacylated　LPS

（deacylated　HIF－LPSred）　obtaified　from　V．　parahaemolyticus　KX－V212

Componen£　suffar　LPS　Deacvlated　ffF－LPSred
D－G麺cose

D－Galactose

L－g！ycero一◎一灘一一hep窒ose

D－G嬉cos農艶i澄e

UroRic　acida＞

　D－Glgcuronic　acid

　D－Galacturonic　acid

Kdob）

OUT　NonlAC）

Pko＄phate

C14：0

30H一一Ci4：e

C16：e

e343

0221
0．026

e．199

◎．6鋸

1．eo2

0．i94

0．2e3

0．063

o．s3e

e．3e4

0．183

0．240

1．158

　十

a）　Values　were　expressed　a＄　ptmol／　mg　of　samples．　Vronic　acid　was　estimated　by　a

colorimetric　method　afld　the　presence　ef　gl“cgronic　and　galacturoRic　acid　were　coRfirmed

by　GC　and　ec－MS　after　redactioR　ef　their　carboxyl　groups．　b）　Kdo　was　Ro£　detected　by　the

pertedate－thiobarbitgxric　acid　reactioR，　but　its　presence　was　coltfirmed　by　GC　aRd　gC－MS．

c）　5一（N一一acetyl）一amino－7一一［N一（N－acetyl）一D－alaityl］一一amiRo－3，　5，　7，　9－tetradeexy一一D－g！ycero－D－

galacto一一Ron－2－ulosonic　acid．
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　LPSの構造の概要を知るためにまず。脱0一アシル化したLPS。KをMALD9－TOF

MS（鍛egぬve　io難m磁e＞によって分析した（鞠．4－1）。その結果、4つの主要なielt　peals

（磁：26獄◎、2875．O、26gg．◎、29980）が検出された。このうち、最も大きなイオンndz

2g98．◎は3分子のHexA、2分子ずつのHex、　Hep、翫x：N、1分子ずつのKdoと

OUT　N◎niAで構成される糖鎖に4分子のリン酸、2分子の3－OH－C　14：0および1分

子のエタノールアミンが結合した分子（分子量：2999．6Da）の分子イオン【M一町に

相当していた。磁：2875．0、2699．0および26ig．0のイオンはこの分子が順次リン

酸エタノールアミン、HexAおよびリン酸を失った分子（それぞれの分子量2876．5、

2700．4、2620．3）に相当するものであった。KX－212　LPSは02　LPSと同様にエタノ

ールアミンを構成成分として含むことが明らかとなった。

2699．g

㈹層

鯨錺

　
　
㈱
　
　
雷
“
　
　
囎
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　　　　　　　　　　　　　　　　　がくあひ
F慰4－1．MALD王一丁OF　Mass　spec鋤m（Regative　ion　mode）of　de－0－acylated　LPS（LPSoH）
from　V．　parahaei？zo！yticass　K：X」V212．　The　ion　at　m／z　2699．O　c◎rresp◎熟ds　to宅he　ca豆culated

搬◎1ec嫁1ar　weight（270◎．4　Da）of　Ronasaccharide　Hex2∠Hep2／HexA2／HexN2／Kdo／OUT

No難互A　co惚i薮i薫g　three　moles　of　phosph鵬£w◎moles　of　3－OH℃14：0　and　one　mo蔓e　of

HOE£N。　HOEtN；e漁a難◎1ami簸e，　PE梱；ph◎sphory粟e重ha盤◎la㎡鷺e．

轟露。　賦X押簾露L灘多糖鎖の精製

　Deacyiated　HF－LPSred　（32．4　mg）をDEAE　Sephacel　c㎞omatography（◎～30◎mM

NaCl）（Fig．　4一・2）によって精製した結果、150　mM（Ffd’，25　mg）および170磁M（FrcH’，

8mg）付近に溶出される2つの画素に分画された。　Frcfi’をさらにHPAECによっ

て精製して得られた主要面分（PS1’，　l　m9）を用いてNMRによって構造解析を行っ

た。一方、FrcrはそのiH－NMRスペクトルからOUT・NonlAに由来するprotonの

シグナルが完全に消失していたことから、LPSの化学処理中にOUT　NonlAを損失

して生じたartifactであると考えられ、これ以上の解析は行わなかった。
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嚇。　NMRによるpsgsの構造解析

　iH一、　i3cNMRのスペクトルはCosY、　PTocsY、　FG－HMQc、　FG－HMBcおよび

NOESYスペクトルを用いて帰属した。　Table．4－2、4－3に憶一NMR．とi3C一・NMRの

データを示した。そのスペクトル（Fig．4－3）からは6個のan◎meric　pr◎tonが45－5．6

ppmの範囲に観察されたが。これらのシグナルはそれぞれのriRg　protORのvic撚1

coupling　constant値に基づき、低磁場側からLp－Hep（D、　L，D項ep（ff）、　D－GlcAα）、　D－

Glc、　D－Ga1およびD－GlcA（恥の：H4に帰属された。各構成糖のring　protOitは

cosYとPTocsYスペクトル（Fig．4－4）に基づいて帰属し、riRg　carboRはFG一：HMQc

およびPH：SQCTOCsYスペクトル（Fig．4－5）に基づいて帰属した。またD－Gal、　D－

GlcおよびD－GlcA（恥のノKl，H2　coupiing　constaRt値（7．8　Hz）から、これらの糖残基

のアノマー配位はβ一配位であり、D－GlcA（X）はそのノHl，M2（3．7　Hz）からCt一一配位

であることが明らかとなった。一方、L，D－ffep（DおよびL，D蝦ep（恥のアノマー配位

はROft－decoupling　INEPTにより測定した。◎琵pling　c◎nstant値f』i，Hl［L，D一：Hep（D：1729

耳z，L，D－B：ep（g）：i70．◎HzlからCt・一配位であることが明らかとなった。またKdoお

よびOUT　NonlAのアノマー配位は、前章で述べたと同様に、いずれもα一配位で

あることが明らかになった。
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Table　4一一2．　iH－NMR　data　of　the　carbohydrate　backbone　（PS　1’）　prepared　by　dephosphorylation　and　deacylation　from　V．　parahaemo！yticus　KX－V212　LPS

Chernical　shifts　of　the　compoRefit　sugars， rn　（Jnm＋1）

Resid秘e　roto鑓 D－Gal D一一Glc D－61cA（1） D－GlcA（II） L，D－Hep（1） しの一｝｛e　（刀〔） Kdo OUT　No譲A D・一glucosamiRitol

H一レa

｝｛一レb

H2

H－3　（axial）

H－3　（equatrial）

H－4

H－5

H－6－a

H－6b

H－7－a

H－7b

H－8－a

ff－8b

H一一9

4．550

（7．8）

3512
（9．2）

3．726

（3．2）

3．988

（〈1）

3．795

　　3．582

（7，8；　115）

　　3．610

　　（4．7）

4．582

（7．8）

3．461

（9．6）

3．663

（IO．5）

3．591

（10．5）

3．771

　　4．e2g

（6．8；　i2．4）

　　4．066

　　（2．3）

5．122

（3．7）

3．680

（10．1）

3．820

（9．2）

3．521

（9．2）

4．158

4．489

（7．8）

3．532

（9．2）

3．585

（9．2）

3．7e9

（9．6）

3．758

5．S4－7

（く1）

4．314

（2．8）

4．066

（IO．1）

3．936

（9．3）

3．806

（3．2）

4．212

　　3．772

（7．8；　ll　5）

　　3870

　　（4．6）

5．256

（〈1）

‘1・．261

（3　2）

4．327

（le5）

4．236

（9．7）

4．167

（2．7）

4．120

　　3．6S8

（S5；　105）

　　3．820

　　（6．9）

　　i．g67

（12．3；　12．4）

　　2．205

　　（4．6）

　　4．245

　　（2．8）

　　4．191

　　（2．8）

　　3．728

　　（9．2）

3．94e

　　3．617

（6．4；　11．9）

　　3．951

　　（3．7）

　　1．865

（11．0；　12．8）

　　2．873

　　（4．6）

　　3．749

　　（10．8）

　　3．230

4．408

3．515

（9．2）

4．241

（6．4）

1．454

　　3．843

（7．3；　12．3）

　　3．952

　　（4．1）

　　3．610

　　（6．9）

　　4．178

　　（2，8）

3．754

（7．8）

4D18

　　3．805

（6．4；　1i　．5）

　　3．865

　　（2．8）

Acetone　was　used　as　an　iRtemal　refereRce　（｛lig｛　2．225　ppm）．
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Table　4－3．　i3C－NMR　data　of　£he　carbohydrate　backbene　（PS　l’）　prepared　by　dephosphorylation　and　deacylation　from　Y．　parahaemolyticas　KX－V212　LPS

Chemica！　shifts　of　the　component　sugars， m　（」， ）

勲esid縫e　ca罫b◎n ひGaI D－Glc D－GlcA（1） D－61cA（II） L，D－Hep（1） L，D－Hep　（K） Kde OUT　NoniA 1）＿　lucosami鍛it◎蚕

。一一i

2
3
4
5
6
7
8
9

の
　
　
の
　
　
ロ
　
　
の
　
　
ロ
　
　
の
　
　
ゆ

　
　
　
　
　
　
　
の

C
C
C
C
C
C
C
C

102．23

（163．2）

70．72

72．24

68．2裏

74．99

64．24

iC2．27

（161．9）

フ2．35

73．96

7’7．92

フ3．96

64，08

1oe．40

（172．e）

715翼

72，g7

7童．87

73．45

177．Og

IOi．69

（i61．3）

7鰺9
75．29

71．32

77．ユ玉

177．2e

lOC｝．2i

（172．9）

79．55

70．42

6650

n．eo

67．45

62．77

99．54

（170．0）

フ7．27

72．56

73．18

70．go

68．21

62．84

171．26

1◎i5董

34．39

65．46

72．99

71．29

68．69

62．69

172．90

98．03

3991

68．95

52．54

72．58

54．42

6559
18．2匪

58．54

55．08

65．69

71．52

70．34

60．7e

Ace重◎盤e　was　used　as　a擁i齪e蹴ahe驚rence（興3L45　PP紛．

ゆ
い
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　i3C－NMRにおいて観測された2本のカルボキシルシグナル（171．26　PPm，172．90

PPm）はH：MBCスペクトルにおけるcorrelationからそれぞれKdoおよびOUT

NonlAのC－1に帰属された。同様に2本のカルボキシルシグナル（177．08　ppm，

177．20ppm）はそれぞれD－G玉cA（1）とD－GlcA（H）のG6に帰属された。

Table　4－4．　lmportant　NOE　effects　observed　in　two　dimensioRal　NOESY　of　the

carbohydra£e　backbone　（PS　I’）　prepared　by　dephosphorylation　and　deacylation

from　Y．　parahaemolvticus　02　LPS

Residue Residue　proton
IRterresidual　NOE

Sugar　residue Position　（intensity）

fi－D－Glc

S－D－Gal

fi－D－GlcA

pt－inD－GlcA

レαの一Hep（D

L－oc－D－Hep（II）

ct－Kdo

ct－OUT　NonlA

H－1

H－1

H一一l

H－1

H一一1

　　菱｛4

ff－3　（ax，　eq．）

ff－3　（ax，　eq．）

　し。ひD－Hep（II）

　　　P－D－Glc

　しα一D－Hep（ID

　レα一D－Hep（D

　L－oc－D－Hep（II）

　　ct一一D－GlcA

　　　or－Kde

D－Giucosaminitol

　L－ct－D－Hep（1）

　　　4　（S）

　　　4　（S）

　　　2　（S）

　1　（w），　2　（s）

　　　3　（s）

　　　1　（w）

　5　（s），　7　（m）

6－a　（w），　6－b　（w）

　　　3　（m）

The　iRteRsity　of　NOE　effects　were　expressed　as　stroflg　（s），　mediu，　m　（m），　weak　（w）．
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　Table　4－4に糖残基問の結合位置を証明するNOE効果をまとめて示した。　Kdoの

H－3（akia1、　equatria1）とD・一gl疑cosaminitoiのH：一6－a、一bとの間にNOE効果が認め

られたことから、ps　Pの還元末端構造はα一Kdo一（i→6）の一g玉uc◎席門櫨01であること

が明らかとなった。またOUT　N磁1AのH－3（隷xiaL　equatriai）はt，D－Hep（D　H－3、

GlcA（1）のH：一1はLP－H：ep（9）H－2・L，D－Hep（DのH－1はし，D・・H：ep（R）H－3に対して

強いcorreiationを示した。これらのNOE効果からPS・1’は部分構造としてα一D－

GlcA一（1→2）｛α一N◎RIA’一（1→3）］一L－Ct－D－ffep（g）一（1→3）一L－c£一D－Hep（恥を持つことが明とな

った。さらにD－GalのH4とD－Glc　H4の間、　D－GkcのH－1としp－Hep（恥H－4の

間にも同様にNOE効果が認められたことから、部分構造としてβ一D－Ga1一（1→4）一β一

D－Glc一（1→4）一L一α一D－Hep（H）が存在することが明らかとなった。またD－GlcA（E）の

H－1はし，D・・H：ep（恥H－2に対して強いNOE効果を示すとともに、　HMBCスペクト

ルにおいてD－GlcA（恥のH4とし，D－Hep（恥のC－2との間にもcgrrelatiOitが確認

された。すなわち、D－GlcA（9）は乙，D－He藪H）の2位に結合していることが示され

た。以上の結果から、PS　1’はFig。4－6に示した構造であることが明らかとなった。
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轟講。　NMWRによるKX・V292　eCPSの恥鯉A三州齢⑪鵬の構造解析

　前述のPS　i’の構造において、その非還元末端部、すなわち薮pid　A　backbo鍛eに相

当する部位にはD・・glucosaxninitolが1分子のみ存在した。このことは、　KX－V212・LPS

の晦id　AがD－GlcN　1分子のみで構成されることを示唆するものである。しかし、

LPSo薮のMALDI－TOF　MSの結果からも明らかなようにLPS分子中にはD－GlcN

は2分子存在するため、これはps　1’調整時に生じたanifactとも考えられる。そ

こで次にKX」V212LPSの完全なlipid　A　backboneの構造解析を行った。

　Deacylated　lipid　A　backboncのiH一およびi3c－NMRスペクトルはPDQF－coSY、

FG－HMQC、　HMBCおよびPH：OHAHAによって帰属した（Table．　4－5）。その！H－NMR

スペクトル（Fig。4－7）からは2つのanQmeric　protonシグナル（4．850，5．583　PPm）

が観察され、それぞれの融gprotonのvicinal　c◎upling　comstantから、いずれも

glmeco－COStfigurationの6炭糖であるこが明らかとなった。さらにFG－H麗QC（Fig．4－

8）スペクトル解析の結果、両構成糖ともにC2のシグナルが50　ppm付近に観察

されたことからC－2位にはアミノ基が結合しており、これらはD－GlcNであること

が示された。また、」搬，82c◎upliRg　c◎nstant値から非還元末端のD－GlcNはβ一配位

Table　4－5．　iH：一altd　i3C－NMR　data　of　deacylated　lipid　A　backb◎鵬of

駅　aアaゐaemol　tiCK5・KX－V212〕しPS

Chemical　shift　of　（f．　．．i）

No簸一red雛cing　　Red雛cing

　之ermユn穏＄　　　　　　ter㎝nUS

Nolt－reducing　Redwcing

　宅ermユ隻1US　　　　　宅erm1難US

Residue
　　　　　（a）　GlcN
雛（）亀◎R

　　　　　Residue（b）　61cN

　　　　　carboft
（a）GicN　（b）6icN

難4

H－2

騒3

麗一4

｝g－s

脇6－a

ff－6－b

4．85g

（8．5）

2．gse

（IGI）

3．77S

（9．8）

3．8勢

（9．8）

3．S48

3．g4－3．g9

s．sg3

（3．Z　7．3a）

3．g79

（9．8）

3．窓6◎

（9．8）

3．46S

（！6．i）

《玉65

39笈4
（7．e；　g　2．2）

　嬉．247

Cl

cン2

C－3

c－ag

cs

C6

iei．72

s7．2e

74．26

73．3g

76．95

6i．7e

92b．gl｝l12

SS．9S

7g．96

71．X9

73．33

の露6

a：ノ鞭Ace£OR¢was鷲s磁凝s掘ま簸鐙勲鼠豊鶴temewt．ce繊優焦鶯欝羅》鵜姦3垂憾5鞭㎜）．
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｝｛b－4

Ha－1 ffa－3

籔b．6

Rb－1

疑b－5
猛a－5

馨

萎

§ 購

総b－2

賢覆一2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　舞欝熱
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一一一一一・・一一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＄　　　　　　　　　　　　　　？
Fig。4－7．噴一NMR　spectrum　of　de－acylated　l量P童d　A　backb・ne・fr◎m　V．　parahaema・Z卿翼5　K：X－V212LPS．

a：　GlcN　at　non－reducing　terminus，　b：　GicN　at　fedttcing　｛erminus．

（8。54Hz）、還元末端のD，．GlcNはux一配位（3．67　Hz）であると同定した。　HMBCス

ペクトルでは、還元末端のD・一GlcNのC－6と非還元末端のD一（｝1cNのH4との間、

およびD・一GlcNのH－6－a、一bと非還元末端のD－GlcNのC一・1との問にcerselati◎Rが

観察され、さらに還元末端のD－GlcNのC－6のシグナルは非還元末端のD－GicNの

C6のそれと比較して9ppm低磁場シフトしていた。これは還元末端P－GlcNの6

位に置換基が結合していることを示しており、HMBCの結果を強く支持した。従っ

て、本LPSのlipid　A　backboRe構造はll－D－GlcN一（i→6）一ct－D一一GlcNであることが明

らかにされ、KX」V2玉2　LPSの1ipid　A　backbo鵬は02　LPSにおけるそれと同様の構

造をもつことが示された。一方、還元末端D－GlcNのH－iシグナルからはcoupli鍛g

constant値としてノH1，H2（3．67　H：z）以外に」33翫のprot◎R　C◎uplingが観察された。

さらに非還元末端D一一GlcNのH－4およびff－5のシグナルは標準のD・・GlcNのそれ

らのchemical　shift値と比較して高磁場にシフトしていた。すなわち、還元末端D－

GlcNのH4位と非還元末端D－GlcNのH4位にともに置換基が結合しているこ

とを示していた。そこで還元末端D－GXcNのC4位に結合している置換基を検討す

るために3や，1聾H：MQCによる測定を行った（Fig．4功。その結果、2本のリンの
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となった（Fig，440）。
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　以上の結果と、PS・1’について得られた結果から，、　KX・一V212のLPS多糖鎖の構造

はFig．4－1iに示したように7種1◎個の糖で構成される低分子糖鎖であることが

明らかとなった。KX－V212のLPSにも、02・LPSと同様にD一・GalAが存在するが、

このD－GalAはLPS多糖鎖の調製過程で遊離するため、その結合位置は不明である

が、02LPSと同様にリン酸を介して結合していると考えられる。
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轟峨　メチル化分析

　KX－V212のLPS多糖鎖を構成する構成糖の結合位置をメチル化分析によって確

認した。メチル化分析にはLPSから恥麺Aを除去した多糖鎖部（OS）を用いた。

その結果Table．4－6に示したように非還元末端のD－GlcA由来の1，5－di一・o－acetyl－

2，3，4，6－tetra－0・一methyl－galacgiol、4位に置換基を持つD－Glc由来の1，45一頃一〇一acetyL

2，3，6．ni一一〇一methyi－gulcit◎1、2位に置換基を持つL，D一｝｛ep由来のi，2，5・一tri・一〇一acetyl－

3，4，6，7－tetra一一〇一methyl－L一一glycero－D－manno－heptit◎L　2～4位に置換基を持つL，D一｝｛ep由

来の1，2．。3，4，5－penta一一〇一ace£yl一・6，7－di－0・一methyl一・L－8！ycero－D－manno－heptito1の4種類の部

分メチル化糖が高感度に検出された。次にKIX一一V2　i2菌株LPS多糖畠中に存在する

D一・GlcAの結合位置を確認するためにcarb◎xyl基をNa8恥で還元したosを用い

て同様にメチル化分析を行った。その結果、前述の4種類の部分メチル化誘導体に

加えて新たにi，5－di－ace£yX－2，3，4，6－tetra－0－methyl一一giucitoi　［6－2D］が検出された。その

EYMSからはCl～C2とCl～C3に由来するフラグメントイオン晶々117と161

が検出されたが、C4～C6、　C3～C6に由来するフラグメントは、それぞれ磁：エ63と

207であり、通常のGlcの同誘導体より得られるそれぞれのフラグメントイオンよ

りも分子量が2だけ大きくなっていた。このことは、osのcarboxyl基の還元によ

ってウロン酸の6位が還元され、2個の重水素が導入されたことを示すものであっ

た。また、そのCI－MSでは、分子イオン［M＋H：］＋嬉々325が検出され、この誘導体

の計算分子量324Daと一致した。従って、　KX－V212菌株LPS中に存在するD－GlcA

はともに非還元末端糖として存在することが明らかとなった。これらのメチル化分

析の結果はNMRにより得られたの結果を強く支持するものであった。

Tab三e．4－6．　Par藪a1肇　met熱　lated　al（垂至tol　acet飢es　de蜜ec宅ed　b　me£h　王a｛誕。蹴anal　sis　of　KX＿V2更20S

Pardaliv　methvlated　alditol　acetate Posi£｛on　of　s帽【bs｛＝it疑重io難 Molar　ratioa＞

1，5－di一一〇一acetyl－2，3，4，6－tetra－O一一metlayl－galactie1

1，4，5－ui－O－acetyl－2，3，6－ni一・O－methyl－glttcitol

i，2，S－tri一一〇一一acetyl－3，4，6，7一一tetra－O－methyl－

　　L－glycero－D－manno－hepti£o1

1，2，3，4，5－penta－O－acetyl－6，7一一di－O－methyl－

　　L一一g！ycero－D－manno－heptitol

l，5一一di一一〇一一ace£yl－2，3，4，6－tetra－0－methyl－glucitol　［6－2D］

4

2

2，3，4

1．4

1．2

1．O

1．0

1．9

a）　Molair　ratios　were　calculated　based　ofl　1，2，3，4，5－penta一一〇”ftcetyl－6，，7一．di一（？一一methyl－L－glycero－D－manno－

heptitol　（xx　i．O）．

6S



考察

本章で明らかにされた新血清型株KX－V2i2のLPS多糖鎖も02および012の

LPS多糖鎖と同様に低分子糖鎖であった。前章で明らかにされた02のLPS多糖

鎖とその構造を比較すると、両多糖鎖ともに非還元末端部にはE＞一・GlcA、β一D－Ga1一（1

→4）一D－Glc一（i→構造およびN一置換基は異なるもののNeniAが存在する点で類似

していた。このような構造類似性が両LPSの血清学的交叉反応原性に関与するも

のと考えられる。しかし、N◎niAの結合位置や、　KX－V212のLPS多糖鎖にはKd◎

に隣接するL，D－Hepの2位に結合したD－GlcAが存在すること．さらに02の

LPS多糖鎖のKd◎に結合するHepはD，D－Hepであったが、　KX－V212のLPS多

糖鎖の場合は012LPSの場合と同様にL，D－ffepであることなど相違点が認められ

た。KX－V212のLPSには本菌株以外のLPSには見出されていないOUT・Nen1Aが

非還元末端として存在していた。この《）UT　NORXAまたはそれを含む部分構造が、

本菌株の血清学的特異性の発現に関与することが強く示唆された。
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第5章⑪2　aCPSの血清学的特異性を示すエピトープの解析

　前章までに述べたように腸炎ビブリオ02とKX－V212のLPS多糖鎖の構造が

：解明された。新血清型であることが明らかにされたKX－V212のLPSは02　LPSと

血清学的交叉反応原性を示し、両LPSにはNon1Aが存在することも明らかとなっ

た。NonlAはこれら両株のLPS以外の血清型株LPSには見出されていないこと

から、両LPSの血清学的特異性に深く関与していることが示された。そこで本章で

は02LPSの血清学的特異性を示すエピトープの解明を目的としてLPSを固定化

抗原として用いるEHSAおよびELXSA阻止試験を行った。

菖魂。EL聡Aおよび忌敵阻止試験

　02およびKV〈．V212の全

菌抗血清を用いたELISA試

験（Table　s－i）では、前述のPH

試験の結果と同様に、02LPS

とXX－V212　LPSとの問で強

い血清学的交叉反応原性が認

められた。各血清の抗体価は

405nmにおける吸光度が

Table　5－L　Reac竃iv靭◎f　a嬢圭一V．1フarahaemo！ygたnes　O2

and　an£i一一KX－V2　i　2　aRtisera　in　ELgSA　svstem

A蕪g綴。◎ated

（LPS）

Reactivitv　wi£h　antiserum　against

02 KX－V212

02

KX－V2　i　2

193e

i403

27e

182

Titers　of　an£isera　were　expressed　as　reciprocals　ef
serum　dilutioR　which　gave　O．D．　O．2　at　405　nm．

◎．2を示す血清の希釈倍率として表した。抗02抗血清のKX－V212　LPSに対する

抗体価（i430）は02　LPSに対する抗体価（193◎）とほぼ同程度であり、また抗

KX∠V212抗血清の02　LPSに対する抗体価（182）もKX－V212　LPSに対する抗体

価（270）とほぼ一致する値であった。次いでこれらの抗血清を用いEHSA阻止試

験を行った。Table　5－2にinhibitorとして用いたLPSおよび化学処理LPSの糖組

成を示した。HF処理した02およびKX＝V212のLPSでは、ともにリン酸とD－

Ga至Aが除去されていたが、それぞれのNonlAは含まれ、その他の構成糖の組成も

LPSに類似していた。一方、　LPSの弱酸処理によってlipid　Aを除去して得られた

LPS多糖部（OS）ではD－GaiAとともにNonlAも失われていた。その他、両LPSか

ら単離した02N◎RIAとOUT　Non｝A、両LPS多糖鎖に共通して存在する非還元末

端部の構造に相当するlactose［β一D－Gal一（1→4）一D－Glc】とGlcAもinhibitorとして用

いた。Table　5．3にこれらのinhibitorを用いて行ったELISA阻止試験の結果を示し

た。02LPS／抗02抗血清およびKX」V212LPS／抗KX－V212抗血清の系に対して、
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それぞれの系にkezzxoRogomsなSCPSおよびHge－eCPSは強い阻害活性を示した。こ

れに対して、N磁Aを含まないOSはそれらの系に対して阻害活性を全く示さなか

った。また単離した02NcxlAは02　LPSノ抗02抗血清系に対して弱いながらも

明瞭な阻害活性を示した。NoniAに関してはさらに脱N一アシル化後N一アセチル化

したKKV212LPSから分離した標品（すなわち02・NeniAと同一物質）についても

同様に検討した結果、02　LPS由来のものと同等の阻害活性をもつことが確認された

が、KX－V212　LPSから単離したOUT・NeelAでは全く阻害活性は認められなかった。

一方、KX：」V2エ2LPS／抗KX．一TV212抗血清の系に対しては02、　KX－V2エ2いずれのLPS

から分離したNon豆Aも阻害活性を示さなかった。またXactsseとD－GaiAにも両

ELXSA系に対する阻害活性は認められなかった。以上の結果から02　LPS多糖鎖に

非還元末端糖として存在するN◎ftiAは、02　LPSの血清学的特異性を示す主要なエ

ピトープの1つであることが強く示唆された。一方KX－V212　LPSにおいては、　OUT

NonlAは血清学的特異性に関与している可能性は否定されないが．それ単独では

LPSの主要エピトープとはなっていないものと推察された。

Table　5一一2．　Sugar　compositicit　ofLPS，　HF－LFS　and　OS　isolated　frorr｝　V．　parahaen；o！yticus　02

aftd　KX－V212

ComponeRt　sugar
02 K＞〈一V212

LPS　ew－LPS　OS LPS　N　F－LPS　OS
D－Glucose

D－Galactose

レG！yCero－D一脚朋0－hep£◎se

g－G！ycero－D－manno－heptose

D－Glgcosamilte

UroRic　acida）

　　D－Glucurofiic　acid

　　D－Galacturonic　acid

Kdob）

02　NonlAC）

Oew　NonlAd）

Phosphate

e．214

0．144

0．olg

e．013

e．osg

e．359

0328

e．168

0．e33

0．1　ee

o．3se

o．34e

o．ge7

e．6e‘s

o．e6s

e．284

1．251

1329　e．e36　O．B4

e．343

0．221

0．e26

O．199

0．648

i．OC2

e．336

0．240

e．04g

O．231

e524

÷

O．497

0．643

0．054

夏．387

÷

　牽　　　　　　一

〇D73　g．116

a）Ur◎nic・acid・was・essimate曲y　a　c◎翼◎鍍me樋C豊幌◎d＆s　t◎重a捻m◎蹴◎f　g短C鷲ro難IC蝕d

galactur◎盛。　aclds，　and　the　presence◎f　g夏一一◎簸量。　a難d劇a伽ronic　ac量ds　were　c◎自負纈ed　by　GC

a簸dGσ賊S農負er　red鷲ctio簸of伽eir　carb◎xyl　9r◎猛ps。わ）”Tlxe　exact　c◎齪e賎t◎f　K（io　was難。£

◎bta麺e“by癒e夢鑛◎date一切Gb斑bi蝕壺。　acl徴聡。宅隻◎簸，　b就甕sμ¢se簑ce　w＆S　CG難爆裂e4　by　GC　a慮

GCMS。　c）5，7－di一一（八1，八「’一d量一acety1）一ax磁。－3，5，7，9一£etrade◎xy一◎一81ycero－D－8α山砂一黙。勲一2一

縫匪◎SORic　acid．　d）5一（ハみace£yl）一amiRO－7一［／V一（N一εacety1）一Σ）一盆夏a難y璽トεと殿i簸◎一3，5，7，9－tetrade（｝冗y－D－

g！ycerひ。－galacto一州一2－u璽◎s◎難量。　ac圭d．　Va1縫es照e　expressed我s購oV撮9◎至sa脚豊es．
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T＆b置e5－3．無短bi寮。簸◎ξ鷺L夏SA職蓬s無　a航重s¢冥a罫a藍se（置＆a沁s匙V：vesreshegno～9’ictss　O2　a礁（蔓KX－V2茎2

夏論ib詮。罫通ose（　／癒し＞aa気ltst　EL亙SA　s　stem

翌簸翫il）i重◎罫 （）2Lps〆a嚢藪一〇2

　a魏縫serし藍難

璽《》〈一V212LPS／a難豊豊一

KX－V212　antiserum

V．　f］areshaemo！ytictcs　02

　LPS
　rw－LPS

　os
　O2　NoRIAa＞

Y．　parahaemo！yticas　KX－V212

　LPS
　KIpu－LPS

　os
　OUT　NoniAb）
　De－N－acylated，　N－acetylated一一　eUT　NonlAC）

P－D－Gal一（1一’＞4）一D－Gic

D一一GlcA

3．2

0．56

－d）

2eo

210

9
0
7
2

a）　5，　7－di一（N，　N’一di－acetyl）一amine－3，　S，　7，　9－tetradeoxy－D一一glycere－D－galacto－noft－2一“losonic　acid

isolated　from　02　LPS．　b）　5一（N－acetyl）一aminc－7一［N一（N－acetyl）一D－alaRyl］一amino－3，　5，　7，　9－

tegradeoxy－D－g！ycero－D－galacto－mozz－2－glosonic　acid　isolated　from　KX－V2i2　LPS．　c）　5，　7－di一（N，

AR－di－acetyl）一amino－3，　5，　7，　9－tetradeoxy・一D－g！ycero－D－galacto－non－2－ulosokic　acid　（02　NoRIA）

isdated貨◎m　2V．deacylated　and　N－acetylated　KX－V212　LPS。　d）more　than　1000魑g／㎡し

考察

　本章ではELISA阻止試験によって、　LPSの血清学的特異性を発現するエピトー

プとN◎nlAの関連性について検討した。02　LPS／抗02抗血清の系に対して02

NonlAを含む糖鎖および単離した02　NonlAには阻害活性が認められ、02特異抗

原因子としての02No簸1Aの関与が強く示唆された。一方、　KKX－V212　LPSより分離

されたouT　N◎nlAは02　LPs／抗02抗血清の系を阻害せず、そのN－7のalaRyl

基をアセチル基に変換することにより阻害活性を現した。このことは、NoniAの置

換基も02特異抗原の抗原決定基として重要な役割を担っていることを示すもので

あった。KX－V212のLPSおよびH：FLPSはKX一・V212　LPS／抗KX－V212抗血清に

対して強い阻害活性を示した。しかしながらOUT　N◎nlAそれ単独では同系を阻害

しないことから、おそらくOUT　N◎n1AはK：X－V212　LPSの血清学的特異性に関与

するminor　antigefi　factorとして、あるいはエピトープの一部を構成する因子として

存在すると考えられる。腸炎ビブリオ13種類の血清型の中で、02No簸1Aは02　LPS

にのみ存在する構成成分である。それ故に、02NORIAに対するmonoclonal抗体を

作成できれば、02と他の血清型との間の複雑な類族反応を生ずることなく、血清診

断を迅速且つ正確に行なうために非常に有用であると考えられる、
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総括

　腸炎ビブリオは食中毒の原因菌として、毎年多数の菌株が分離されるが、それら

の中には従来の菌体凝集反応では血清型別が困難な、いわゆるOUT菌株がしばし

ば見出される。第1章では、このようなOUT菌株について，　LPS多糖部の糖組成

に基づく化学分類とともに、LPSを用いる血清反応による血清型別を試みた。この

血清反応によってOUT菌株として分離された菌株の中には既知血清型に型別され

る菌株が含まれ、LPS多糖部の糖組成もそれが属する血清型LPS多糖部のそれと

一致することが示された。一方で、OUT菌株の中には、既知血清型とは明らかに異

なる血清学的特異性をもつ新血清型株が存在することも明らかにされた。OUT菌株

の存在は、臨床診断のみならず、疫学，食品衛生及び公衆衛生上大きな支障を来す。

従って、OUT菌株として分離される菌株については、今後、同様の手法により確実

な血清送別を行うとともに、本研究で明らかにされた新血清型の存在も考慮に入れ

た血清型別が必要であると考える。

　本研究で見出された新血清型株KX－V212のLPSは、02　LPSと血清学的交叉反

応原性を示し、両LPSに共通する構成糖としてN磁Aが検出された。第2章で

は、これらのNORIAの構造解析を行い、02及びKX－V2！2のLPSに含まれる
NonlAはそれぞれ5，7－di一（N，！Wdi－ac鯉1）一amiitO－3，5，7，9－tetradeoxy－D－ggycero－D－galacto－

n◎n－2－ulos◎nic　acidと5一（N－acety1）一a血判◎一一7・・［N一（N－acetyl）一・D・・alaRy9］一ftmino－3，SJ，9－tetra一一

de◎xy－D一・glyce“’o－D一・geslescto－ZZOR－2－U！osonic　ac羅であると同定した。　N◎ngAのいくつか

の異性体は、グラム陰性菌LPSの構成糖として存在することが知られているが．ア

ミノ酸（D－Ala）をN一置換基にもったものの存在は本研究で初めて明らかにされた。

　腸炎ビブリオは通常のグラム陰性菌と異なり、0抗原特異多糖鎖をもたない低分

子の糖鎖で構成されるLPSを産生し、その低分子糖鎖の構造の違いが血清学的特異

性に反映される。すなわち、腸炎ビブリオの13種の血清型LPSには0抗原特異

性を決定するエピトープとして、各血清型に特有の構造が存在すると推察される。

第3章と第4章においては、共通抗原性を示す02とKX。V212のLPS多糖部

の構造解析を行った。腸炎ビブリオではこれまでにわずかにOi2のみのLPS多糖

部しか構造が解明されていないが、その原因の一つは、LPS多糖部がhetef◎一

polysaccharidieであり、また生合成過程に基づくLps分子聞の構…造変異が存在する

ため、通常のゲルクロマトグラフィーやイオン交換クロマトグラフィーによる多糖

鎖の精製が極めて困難なことである。本研究では．KF、無水ヒドラジンおよびKOH

処理によりリン酸と脂肪酸を完全に除去したLPS多糖鎖をゲルクロマトグラフィー．

70



イオン交換クロマトグラフィー一・，、さらにHPAECによって精製し、精製した各多糖

鎖は、主にNMRとMS分析によって構造を決定することができた。02とKX－

V212のLPS多糖部はそれぞれ9個および1◎個の多糖で構成される、低分子量

の糖鎖であった。0！2L器多糖部も90個の単糖で構成されることから、腸炎ビブ

リオのLPS多糖鎖はいずれも1◎個程度の単糖からなる低分子糖鎖であることが推

察された。

　第5章では、02とKX－V2×2のLPS多糖鎖に非還元末端糖として存在する

N磁Aの、血清学的特異性への関与を検討した。02LPSでは、　Non1Aは明らかに

その血清学的特異性を決定する主要エピトープとして関与し。さらにNonlAの7位

のN一置換基が抗原活性に大きく影響することが示された。既知血清型ではN◎nlAが

存在するのは02LPSのみであり、本物質を腸炎ビブリオ02の化学的および血清

学的同定に応用する有用性が示唆された。

　以上本研究では、腸炎ビブリオLPSに関して種々の知見が得られた。今後、他の

血清型LPSについても同様な構造解析を行うことにより、各血清型の特異性を担う

エピトープが解明されれば、腸炎ビブリオのより迅速かつ正確な血清診断が可能に

なるものと思われる。さらに、OUT菌株として分離される菌株の中には、新しい血

清型菌株が存在する可能性もあり、OUT菌株の血清学的同定は、特に同一原因菌に

よる感染の防止の観点から重要であると考える。
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実験の部



峡験の醐

fi。使用菌株とその培養

　本研究で使用したVibrio　Ptesrahaemolyticusの菌株02（T・・75－29，　K3）、03（T・・77・・779－1，

憂（7）、04（T－78－60，K8）、05（T－77一・739，　K15）、　O　U（Pilot，　K36）の菌株は東京都立

衛生研究所の（故）大橋誠博：士と太田健爾博士より分与された。またOi3（AQ・一3204）

の菌株は大阪大学微生物病研究所の本田武司博士より分与された。第3章で使用し

た02菌株V95－269（02：K3）は東京都立衛生試験所の甲斐明美博士より分与され

た。V．　parahaemo！yticbls　O－untypeabie（OUT）菌株は京都大学東南アジア研究センタ

ーの西渕光昭博士より分与された。OUT菌株の由来と分離年および遺伝学的性状を

Table　1に示した。これらの腸炎ビブリオの菌株は3％NaC1添加普通ブイヨン培地

（pH　7．2）で37℃、14時間i振1量培養iし、高圧蒸気滅菌（120℃、20分）後、遠心分

離により集縛した。集めた菌体は蒸留水で3回、アセトンで3回洗浄後、アセト

ン乾燥菌体とした。

Table　1　OUT　strains　isolated　from　patieBts

Strain Country　Source　Year　K　antigen　xoxR　tdh　trh．　f　trh　2

90A－661X

X－3972

W－9ei4ag

AK－33473

U－6443

AD一一7999

KX－V212

　USA
BaRgladesh

Bangladesk

Bangiadesk

Bangladesh

B鱗9監ad¢s簸

　Ka凱sa隻

夏麗ema窺io鷺al

　A量rp瓠i）

w◎疑鍛d

鏡QOl

stool

stool

stool

S電001

1990

k982

！981

i99S

iggg

i988

KUT2）

KUT
］KUT

61

　3

KUT

stool　i　996　KUT

÷

十

牽

1．　Pessibie　ceuRtry　of　infectkoft：MyaftmEk　r．

2．KUTlK雛重量ge麹鷺晦p¢謝e。
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2，scwsおよび鞭S多糖鎖部の調製

24　LPSの調l
　LPSはアセトン乾燥平体からWes瞬a璽ら［431の熱フェノール・水法により抽出

した。アセトン乾燥菌体（25g）に蒸留水2S9血しと90％フェノール259血iを

加え．68～7◎℃でU蓋甑簾ax　T25（∫ANKE＆：KUNKEL，　6ermawy）を用いて5分間、

激しく撹黒した。懸濁液は氷水中10℃以下まで冷却し．遠心分離（i4，◎09×g、2◎

分）後、水層を分取した。得られた水層と同量の蒸留水をフェノール層および菌層

に加え，、同様な操作をさらに2回繰り返した。得られた水層は蒸留水に透析してフ

ェノールを除去した後濃縮し、凍結乾燥した。凍結乾燥標晶を精製水に溶かし、超

遠心分離（1◎5，geo×g、16時間〉　により得られた沈渣を凍結乾燥して粗しPSとし

た。粗しPSは精製水に溶解した後、超遠心分離（！05，＊ee×g、3時間、5回）によ

る反復：洗浄を行い。得られた沈渣を凍結乾燥して精製LPS（収率9．＊～2．7％，　w／w）

とした。

2－2．LPS多糖鎖部（os）の調蓼

　LPS（500　mg）を5％酢酸1◎◎mしに溶かし，、　ioe℃、！5時間加熱処理後、遠心

分離　（15，000×g、！◎分）によりリピドAを除去した。その上清を減圧下に蒸発乾

固してLPSの多糖線分であるDPS（degraded　pelysaccharide）とした。　DPSを精製

水に溶解し、不溶物を遠心除去後、Sephadex　G－25　gei－perfiteaeiOXt　chfemategraphyを行

い、os画分を得たく02：1125　mg，　X〈X－rvx2：！245囎）。

3e鯉Sの化学分析法

3＿1．　　ge　，；生瀬

　試料40eμgを2Mgrifiueracetic　acid（TFA）で120℃、　i時間加水分解し、減圧

下に蒸発乾固した後。xy10se（内部標準物質＞4e　Ptgを加え。　NaB残で3時間還元

した。反応液にD◎wex　50沿うを加えて過剰なNaB職を分解し、蒸発乾固した後、

ピリジン／無水酢酸（i：D中で9◎0℃、3◎分間アセチル化してアルジトール・ア

セテートとし、GCによって分析した。中性糖のアルジトールアセテートは後述し

たTabXe　2のプログラムNo．9を用いるGCによって分析した。中性糖は各標準物

質のGCにおける相対保持時聞と、　GC－MSによるマススペクトルに基づいて同定

し、内部標準物質とのピーク面積比から定量した。

74



3－2．アミノ糖

　試料400μ9を4MHCIでio◎℃、16時間加水分解した後、減圧下に蒸発乾固

し、残渣を精製水に溶解してD◎wex　50（Hつカラムを通過させ、アミノ糖を吸着さ

せた。樹脂は精製水で洗浄した後、2MHC1で溶出してアミノ糖画分を得た。アミ

ノ糖春分は減圧下に蒸発計固した後、キシロース（内部標準物質）40μgを加え、NaBH4

で3時間還元した。反応液を酢酸で中和し、ピリジン／無水酢酸（1：i）中で100℃、

3◎分間アセチル化してN一アセチルーアルジトール・アセテートとした。アミノ糖の

アルジトールアセテートは後述したTable・2のプログラムNo．1を用いるGCによ

って分析した。GCにおける相対保持時間とGC－MSによるマススペクトルに基づ

いて同定し、内部標準物質とのピーク面積比から定量した。

3－3．呈色反応

ウロン酸は標準物質としてD－GlcAを用い、　Bitter－Muirのカルバゾール・硫酸法

［44］により比色定量した。全リンは標準物質としてK2Hpo，を用い、　Lowryらの

方法［45］により比色定量した。KdoはBradeら［46］の過ヨウ素酸／チオバルビ

ッール酸法により比色定量した。標準物質にはSigma社製（USA）のKdoを用い
た。

3－4．ウロン酸の同定

　OS（1　mg）をメタノール1mしに溶かし、カルボキシル基をジアゾメタンでメチ

ル化し、減圧下で蒸発乾固した。カルボキシル基をNaBD4で還元した後、反応液は

酢酸で中和した。得られたcarboxyLfeduced　OSを2MTFAで120℃、1時間加水

分解した後、前述と同様に、アルジトール・アセテートとして、後述したTable　2の

プログラムNo．2を用いるGCとGGMSによって分析した。

3－5　脂　酸の／as析

　400　PtgのLPSを4MHC1で100℃、4時間加水分解した。反応液に5倍量の

H20およびClg：◎（内部標準物質）40μgを加え、遊離脂肪酸をジクロロメタンで3回

抽出した。得られたジクロロメタン溶液を蒸留水で洗浄（3回）した後、窒素気流

下で乾燥した。遊離脂肪酸は2M｝亙CI／methan◎1に溶解し、86℃、1時間methan・lysis

した。反応溶液を窒素気流下によって乾燥した後、クロロホルムで抽出（3回）し、

得られた脂肪酸メチルエステルを後述したTabie　2のプログラムNo．3を用いる

GCおよびGC－MSにより分析した。
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3－6．全メチル化

　多糖鎖および鞭の全メチル化はH鑑鵬畷法［471によって行い、全メチル化

糖は、S卿P旗C48カートリッジ（W観照s　As＆◎c滋¢s，　USA）に吸着させ。精製水で洗

浄後、メタノールで溶出して精製した。全メチル化糖を2M騨Aで129℃．9時間

加水分解した後、N講隅で16時間還元し．アセチル化した。反応生成物をクロロ

ホルムに溶解し、ジアゾメタンを加えてカルボキシル基をメチル化した後。後述し

たTable　2のプログラムNe．2を用いるGCおよびGC－MSにより分析した。

3－7．絶対配坐の決定

　Hex、　HexAおよびHexNの絶対配座の決定はGe蒲鍛g［48］らの方法に従った。

各構成糖の0－acetyl－S一（＋〉一およびR一（一一　）一2－bgtyXglycosideをGC－MSによって。標

準品（D体〉同誘導体との比較により決定した。

魂。機器分析条件

4－1．GCおよびGC－MS

GCによる分析にはTable　2に示したキャピラリーカラムと温度プログラム条件を

用いた。

　GC－MSはJMS－700（配OL）によりHR一・52カラムを使用して行った。分析の温度

プログラムは、試料をGCで分析する際に使用したプログラムと同じものを用いた。

EI－MS（Electr◎n　impact　mass　spectr◎metry）は加速電圧70　eVで測定し、　CI－MS

（Chemical・i◎nization　mass　spectrometry）の活性化ガスにはイソブタンを用いた。

Table　2．　GCおよびGC／MS条件

　　　　　　　　　　　　初期温度　初期温度保持時間　昇温速度　珂ec宅醜温度
プログラムNo．カラム
　　　　　　　　　　　　　（oc）　（miR＞　（℃fmin）　（℃）

1
2
つ
」

DB2iea　180・Nt　24e

ffRs2b　i　sgtv　320

ffRS2　ISO”v240

像
」
3
億
」

賦
」
《
」
3

2se

2Se

2se

a：　g）B2iO　（O．2S　irm×30　m，」＆　W　Scientific，　Ca．　USA），　b：　ffRS2　（g．2S　mm×2S　m，　ShiRwa

Chemical　lndnstries　Ltd，　Kyoto），ガスクロマトグラフ：Shixnadzu　GC－i4A，キャリアガ

ス：窒素，検出器：水素炎イオン化型検出器（騒D＞．
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4－2．　MALDI　Tos－MS

　装置は470G　koseomics　Amakyzer（Appliedi　Biosystem，　USA）を用い、TO還。◎ftfiguratiOft

はffefieeger　modeにより測定し，極性はmegative　i◎k　m◎deで行った（加速電圧2◎

kV）。試料を精製水に溶かし（ro　A－4G　s．tg／paL）、　Dowex　5G（H÷）で脱塩した後、等量の

rca£rix（◎5　M　2，5－dihydr◎xybenz◎ic　acid，　Wako）溶液を加え．ステンレス製ホルダー

にスポットして測定した。キャリブレーシ9ンはProteomass＆protein　MALDLMS

calibratiOR・Kit（SXGMA、　USA）を用いて行った（Table．3）。

Tabie　3．　Calibratien　Kit（Peptide　range；Sigma）

Product Foi’mula　（MI）

　［M－H］一

MOftOISOtOPIC

　（average）

Brε竃dyki鍛i貧fragme判司1－7

A麹giote鍛si織夏1（h秘man）

P王4R（synthetic　peptide）

ACTE［　fragment　18－39　（humaR）

Insulin　oxidized　B　chain　（bovine）

Xnsulin　（bovime）

C3sffls2NloOg

C5。H7互N130韮2

C76ffl12NlsO16

Cl12H16sN27036

Cls7H232N40047S2

C2s4H377N6sO7sS6

755．3840

iO44．S267

1S31．8425

2463．1832

3492．6375

5728．5930

4－3．　FAB－MS

　装置はJMS－700を用いた。試料は0．1％のTFAに溶解し、マトリックスには

グリセロールを用いた。測定はpositive　ion　modeで行った。

4－4．　NMR　spectroscg

　装置はJEOL　A－500（iH：：500．00　MHz，13C：125．65　MHz）、JEOL　A－600（IH：：600．05　MH：z，

13b：150，80　MH：z）および犯OL　BCA　800（1H：800。14　MH：z，　i3C：201。20　MH：z）を用い、

測定温度30．0℃、pD　69で測定した。試料はすべてD20に溶解し、管内は窒素ガ

スで置換した。内部標準物質にはアセトンを用い、これをδR2．225、δc　31．45　ppmと

した。測定管は3または5mm管（頭高3mm：3cm，5㎜：4cm）を用いた。　TOCSY

スペクトルはmixing　time　60および90　msで、　NOESYスペクトルはmixin9　time　O．S

sおよびisでそれぞれ測定した。また、　COSYスペクトルは2048×2048　da£a　p◎嘘、

その他の2DNM獄スペクトルは2◎48×1◎24d繊p◎滋でフーリエ変換した。
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9，クロマトグラフィー

　カラムはSephadex　G－25（2。6×100　cm，　Pharmacia　Biotech．，　U聾sぬ，　Sweden）を使用

し、精製水またはピリジン／酢酸／精製水（8fS／20◎◎，36血L／鋤で溶出した。検出

器は球差屈折率計（RgD－6A，　Shimadzu）を用いた。

twt2　es　twnr？Fij　T
　カラムはDEAE　S麟acd（L6×20c醗，　PkargXiacia）を使用した。試料を注入懲カラ

ムを1◎mM黙s蝦α（pH＆5）buffer（40・mL）で洗浄し、◎～500血Mまたは◎～300

mM　NaC1の1inear　gradieitt（T◎tai　vogume　20◎　XlkM）で溶出（20血L侮）した。ピーク

の検出はフェノール／硫酸法［49］で行った。

S一一3．　HPLC

　装置はLC一・6A（Shimadz“，　KyαG）を用いた。カラムはYMC－pack　ODS－AQ（6．e×

300㎜，aRaiyticaR　columm，　YMC）を使用し、メタノール／精製水（5／995，1mL／麟難）

で溶出した。検：出器は示差屈折率計を用いた。

5－4．　HPAEC

　装置はDX－300（DiORex，　CA，　USA）を用いた。カラムは同社製の専用カラム、

CayboPac　PA　1（4．◎×25◎mm，　a謡頭ca玉。◎1縫mゆを使用した。溶離液はm血M　NaOH

溶液を定流下、！3◎～！5◎血M（PS　i）または2◎◎～25◎血M（PS　r）N’aeAcの1iftear

gradientで溶出した（i　mgymiR）。

a。第1章に関する実験

X・9。羅。・リン酸の検出

　LPS（3　mg）を1MHC1／メタノール中で86℃、2時間、メタノリシスした後、

減圧下に蒸発乾固した。メタノリシス産物はピリジン／無水酢酸（i：1）でアセチ

ル化した。反応生成物をクロロホルムに溶解し、ジアゾメタンを用いて再度メチル

エステル化し、得られたKd◎一リン酸の0－acety1－methylester－methyiketosideは、　Table　2

に示したプログラムNo．2を用いるGCおよびGC－MSにより分析した。
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X－2。ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS・PAGE）

　LPSのSDS－PAGEはTsaiと恥aschの方法［5◎〕に従った。17．5％ポリアクリ

ルアミドゲルと泳動用緩衝液（0．192Mグリシンと◎．1％SDSを含む0．025　Mトリス

／塩酸緩衝液、pH：8．3）を用い、30　maAの定電流にて2～3時間泳動した。泳動後、

銀染色キット（第一化学薬品）を用いて銀染色した。

璽．3。抗血清の調製

　v．ρesrahαemolytiCtss　O　iから921の抗血清は腸炎ビブリオ血清型別路免疫血清

（DENKA　SE眠EN　C◎．　Ltd．）を用いた。《）12、《）13およびOUT菌株に対する全菌抗

血清は、ShimadaとSakazakiの方法［51］に従い、家兎を免疫して調製した。各菌

株を3％NaC1添加ハートインフュージョン培地で37℃、16時間培養し、高圧蒸

気滅菌（i20℃，、20分）後、滅菌生理食塩水で洗浄した菌体を、620　nmにおける濁

度が0．9（2×1び個／mb）になるように滅菌生理食塩水に懸濁したものを抗原液と

して用いた。抗原液のO．5、i．0、2．0、4．◎mLをそれぞれ4日間隔で家兎の耳静脈

内に投与し、最終投与から1週間後に抗原液4．◎mLを追加投与した。追加投与し

て1週間後に心臓穿刺により全採血し、抗血清を得た。

騨。受身溶血試験

　受身溶血（Pff）試験は｝lisatsuneらの方法［52］に従って行った。　PH試験に用

いた感作赤血球は、後述の緩衝液で洗浄したヒツジ赤血球（SRB　C）のpacked　ceU

（SRB・C浮遊液を2，500糟mで1◎分間遠心分離して沈澱させたもの）0．1　mしに、

0．175mしのアルカリ処理（0．25　M　NaOH、56℃、1時間）LPS（1　mg／n止）と0．425　mし

の緩衝液を加え、37℃で30分間インキュベートして調製した。PH試験は100倍

希釈抗血清の2倍希釈列◎．2mしに0．5％のLPS感作SRBC浮遊液0．2　mしお

よび1◎倍希釈のモルモット補体（乾燥補体、極東製薬工業）2◎μLを加えて37℃で

30分間反応させた後、1．9mしの緩衝液を加えて遠心分離し、上清の413　nmにお

ける吸光度を測定（V－53◎UV／　VgS　spectrophotometeτ、日本分光）して％溶血を求

めた。溶血対照と非溶血対照には抗血清の代わりにそれぞれ精製水と緩衝液を用い

た。溶血価は各血清の5◎％溶血を示す希釈倍率で表した。PH：試験におけるSRBC

の洗浄と希釈、抗血清の希釈および抗原液の調製には◎．15　mM　CaC12、05　mM　MgC12
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および◎．83％N哀C亙を含むO．25血Mバルビツール酸緩衝液（舜73＞を用いた。

R・S、凝集反応と吸収抗血清の調製

　凝集反応と吸収抗血清の調製はsakazakiとDgn◎vanの方法［S3］に従って行っ

た。3％NaCk添加ハートインフュージョン培地で培養した各菌株を滅菌生理食塩水

に懸濁し、iOG℃、　i時間加熱処理した後、滅菌生理食塩水で3回洗浄した。菌体

を62伽mにおける濁度がLOになるように滅菌生理食塩水に懸濁し抗原液とした。

凝集反応は50μしの抗血清の2倍希釈列にS＊μしの抗原液を加え、50℃、14時

間反応させた後判定した。抗血清の希釈にはO．425％滅菌食塩水を用いた。吸収血

清の調製には前述と同様に培養し、加熱処理後，、洗浄した菌体を用いた。この菌体

に筆下抗血清を加えて懸濁し、50℃、39分間反応させた反応液を遠心分離（19，00◎

×g、可分）し．吸収抗原を除去した。この操作を3回繰り返し、最後の遠心上清

を吸収血清として血清学的実験に供した。

2．第2章に　する実験

2・9。醗の分離と精製

　LPS（500　mg）を5％酢酸に溶かし（9◎mgfmiL）、1◎0℃、　i．5時間加水分解後、

遠心分離（i5，00◎×g，　i◎min）により晦id　Aを除去した。その上清をSephadex　G－25

ゲルクロマトグラフィー（溶離断：ピリジン／酢酸／精製水）を行い、FP画分を

得た（02－FP：28．8　mg，　OUT－FP：395　mg）。さらに二階分はHPLCによって精製し

た（02－FP：5。8　mg，　OUT－FP：65　mg）。

詑。A．9aの絶対配座の決定

　Aiaの絶対配座の決定はGerwiagらの方法［481に従った。　OUT－FPを2MHC璽／

S一（＋）一およびR一（　一）一2－b鷺髄01中でg6℃、　X時間．　bu撫dysisし、蒸発乾平野、

全アセチル化した。得られたA漉i鶴のN－ftcetyX一・S一（＋）一およびR一（一　）一2－bUthylester

を標準晶（D、L体）の同誘導体とリテンシsンタイムを比較することにより決定

した9
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舗、欝のN畷R解析

　賢一NM鼠、蒙3eNM獄、　PDQ旦COSY、　PHSQC．　HMBCおよびGated玉3eNMR測定

は配0鉱A－599を用いてを行った。測定管は5mva管を用いた。プローブは斑OL

瀞G－TH5（5㎜〉を使用した。

簿轟．聾・のGCとGC。MIS

　FPをメタノールに溶解し、ジアゾメタンを加えてカルボキシル基をメチル化した

後、NaBD4でX6時間還元した。反応生成物をE［akomeri法によって全メチル化し

た後、Table’　2に示したプログラムNo．2を用いるGCおよびGCMSにより分析

した。

3e第3章に　する実験

3－9、mp8の化学処理

3＿1＿1．　　月党リン　発

　LPS（800　mg）を50％H：Fに懸濁（50　mg／mL）させ、4℃で48時間撹搾した。

反応液は5倍量の冷水で希釈し、氷水中で15％アンモニア水を徐々に加えて中和

した後、蒸留水に透析した。透析内液を濃縮後、凍結乾燥して脱リン酸しPS（HFLPS，

648mg）とした。　HF－LPSを精製水に溶解（40　mg／mL）し、　NaBH、（125　mg／mL）

を加えて55℃で16時間反応させ、1ipid　A　backbo無eの還元末端のGlcNを還元し

た。還：臼後、酢酸で中和して蒸留水に透析し、透析内液を凍結乾燥してHFLPSred

とした（632mg）。

3－i．一2．HFLPSredの脱0．アシル化

　脱0一アシル化はffoistら［54］の方法に従った。　ffF－LPSred（500　mg）を無水ヒ

ドラジンに溶解（20mg／mL）し、37℃で1時間撹搾した。氷水中で冷却した反応

液にio倍量の冷アセトンを徐々に加えて過剰の無水ヒドラジンを分解した後、生

成した沈殿物を遠心分離（92，0GO×g、10分）により回収した。得られた沈渣は冷ア

セトンによる反復洗浄（3回）を行った後、凍結乾燥してde－0－acylated　HF－LPSred

（224mg）とした。　MALD亙一丁OE　MSで用いた齢0一細y蝋磁LPSはLPSから同様
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の処理によって調製した。

3－1・一3．脱N一アシル化

　脱N一アシル化はH◎Xstら［54］の方法に従った。　De－0－acygktedi　ff9－LPS総（2◎O

mg）を4MKOHに溶解（25　mg／mL＞し，加熱処理中の酸化的脱アミノ化を防ぐた

めにig分間。容器内を窒素ガスで置換した。溶解液をiG9℃でi6時間加熱し

た後、遠心分離（3，G90×g、　XO分）により沈渣を除去した。その遠心上清は璽MHα

でpH　6．0に調整し、遊離脂肪酸をk9倍量のクロロホルムで抽出除去（3回）し

た。得られた水相を凍結乾燥後，水に溶解し．Se碑a趨ex　G－25ゲルクロマトグラフィ

ー（溶離液：精製水）によってdeacylated　Xg－LPSyed（S6．8　mg）を得た。

3－2．pmeecy璽説蝉騒貼L麗騰轟の精製

Deacy媛ed欝毛PSr磁（59　mg）はDEAE　Se油ace1による陰イオン交換クロマトグ

ラフィーと鞭AECによって分画し、得られた画塾はSe凶aδex　G－2Sゲルクロマト

グラフィー（溶離液：精製水）によって脱塩し精製した（PS　i：5懸g，　PS2：璽懸g）。

3．3。NMR測定

　iH－NMRの測定は5EOL　A－500およびECA　800で、　i3C．．NMRおよびGated　BC一一

NMRはA－6GOで、2D．NM鼠はECA　800を用いて測定した。測定管はA－509お

よびECA　8◎9は5mm管を、　A－6eeは3mm管を用いた。　A－5G◎のプローブは

JEOL　FGTH5（5　mm）を、　A－690のプローブはNALORAC　TH3FG（3　mm）を、　ECA

800のプローブは班0貸G－HX－8◎◎（5　mm）を用いた。　ECA　8◎◎のシム調整はS脚

系（Zl～Z6）では郷adi戯s疑mを使用した。

aj。第4章に関する実験

轟峨。L露の化学処理

444．　脱リン

　LPSの脱リン酸化は前述と同様に行った。　LPS（9◎0搬g）をitlF処理後、中和お

よび透析し、透析内液を凍結乾燥してHF－LPS（658　mg）とした。鞭一LPSを還元後、
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蒸留水に透析し、透析内液を凍結乾燥した（HF－LPSred，654　mg）。

4－1－2　薮F．LPSredの脱0．アシルt

　HF－LPSredの脱0一アシル化は前述と同様に行った。　ffF－LPSred（500　mg）を無

水ヒドラジン処理後、冷アセトンを加えて過剰の無水ヒドラジンを分解した。生成

した沈殿物を遠心分離により回収し、反復洗浄後、凍結乾燥してde－0－acylated　HF－

LPSred（278　mg）を得た。　MALDg一一丁OF　MSで用いたde－0－acyla£ed　LPSはLPSを

同様に処理して調製した。

4－1－3．N一脱アシル化

　de－0－acylated　HF－LPSrediの脱N一アシル化は前述と同様に行った。Deacylated　HFLPS

red（200　mg）を4M：KOHを加熱処理した後、遠心分離により沈渣を除去した。そ

の遠心上清から遊離脂肪酸を除去後、得られた水相を凍結乾燥後、水に溶解し、ゲ

ルクロマトグラフィー（溶離液：精製水）によってdeacylated　HFLPSred（57．2mg）

を得た。

轟認。D銀cy璽就働猛恥島鵬騰認の精製

　Deacylated　HFLPSredはDEAE　Sephace1陰イオン交換クロマトグラフィーと

RPAECによって分画し、得られた露分はSephadex　G－25カラムによって脱塩を行

なって精製した。（収率02：PS　r：1mg、その他の指分：＜◎．1mg）。

轟3。ゆ餓cy新説ed麟轡雄A騙谷樋㈱£の調製

　LpS（100　mg）を5％酢酸に溶かし（10　mg／mL）、100℃、1．5時間加水分解：後、

遠心分離（15，000×g，10min）によりlipid　Aを分画し、蒸留水で洗浄（3回）後、

凍結乾燥した（465mg）。得られたlipid　Aを上述と同様に脱0一、　N一アシル化した

後、ゲルクロマトグラフィー（溶離液：精製水）により精製した（6．8mg）。

嘱。NMR測定

　NMRスペクトルはJEOL　ECA　800を用いて測定した。13C－NMRおよびGated
i3b－NMRはA．60◎を用いて測定した。　A－6e◎のプローブはNALORAC　TH：3FG（3
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mm＞を、　RCA　990のプローブはJEOL灘G－HX－800（3　mm）を用いた。　eSCA　990の

シム調整はs脚系（zx～z6）ではgradiene　slkig　＃・を使用した。　PHSQCTOCSYスペ

クトルは9◎msの麺xi簸g電im¢で測定した。31P－NMRスペクトルの測定は3EOL・A－

500（2◎2．35　Mff：z）を用い、内部標準物質には85％リン酸水溶液（◎．GO　p卿）を使

用した。

5。第5章に関する実験：

§。豊。抗血清の調製

二二抗血清は前述と同様の方法により調製した。

舗。鵬弼A試験および鵬聡A阻止試験

　EロSAおよびELISA阻止試験はBartodziejskaらの方法［55］に従った。また、

ELISAおよびELISA阻止試験には、以下のb鷲fferを使用した。

抗原希釈および洗浄用buffer：NaCMPi（150　mM　N’a2HP似，150　mM　NaC1，　pff　7．2）

ブロッキングおよび1次抗体希釈用buffer：25％case沁NaCl／Pi

2次抗体希釈用buffer：5％BSA（Aldrich，　USA）in・NaC1／Pi

酵素反応用buffer：100・mM・Sodium・citrate，　pH　45

5－2一一1．　ELISA

　プレートは96穴Maxis◎rp　micr◎titre・U－b◎ttom　plate（：Nunc、　Demmark）を用い、発

色剤として22’一azinodi－3－e靭1be戯hiazdi薮es磁dic　acidを使用し、精製水に用時溶解

（i　mg／mL）した。

　抗原をNaCl／Pi（1◎轟g／μL）に溶解し、各ウェルに5◎μL（500　ng／well）をコート

し、4℃で16時間インキュベートした。プレートをNaCVPiで4回洗浄後、非

特異結合部位を2．5％casei簸N＆Cl／Pi（se　geL）で37℃で1時間ブロッキングした。

前述と同様に洗浄後、1次抗体の3倍希釈列（sg　geL）を加え、37℃で1時間イ

ンキュベートした。洗浄後k◎00倍希釈2次抗体（SO　ptL）を加えて37℃で！時

問、インキュベートした後、NaCl／Piで3回．酵素反応用bgffeyでi回洗浄した。

各ウェルに発色剤溶液（50μL）および9．1　qe　K202（25μL）を加えた後、37℃で3◎

8ag



分反応させた。反応は50μしの2％o認ic麟dを添加して停止させ．混合した後、

P叢蹴綴面（8io－Rad，　USA）を用いて測定し，405鱒における吸光度がe．2を示すi

次抗体の希釈倍率を抗体価とした。

5－2－2．ELISA阻止試験

　舳ibiめrの10倍希釈列はNaCl／Piで作成し、　ELISA阻止試験のための1次抗

．体は、EHSAによって4◎Snmにおける吸光度がi．2を示す希釈倍率に調製したも

のを用いた。マイクロプレート［V－sha4）ed　microtitxe　plate（NBnc）｝の各ウェルに50

μしずつの抗原（inhibitor）のlo倍希釈列を作成し、次いで5G琶しの1次抗体を

加え、混合した後、37℃で1時間反応させた。反応溶液50μLをELXSAの玉次

抗体として痢い、以下、前述と同様の操作を行った。各inhibiteyの阻害活性はinhibitor

を含まない場合の吸光度を◎％、1次抗体を含まない場合の吸光度を100％として、

50％の阻害活性を示すinhibitorの濃度（μg／mL）で表した。
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