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１．はじめに 

ノロウイルスなどの胃腸炎ウイルスは，感染受容体

として腸管上皮細胞表面の組織血液型決定抗原

（HBGA）を利用する１）．組織血液型決定抗原とは，

抗原構造を含む糖鎖であり，ヒトの赤血球表面だけで

なく，腸管上皮細胞表面上にも存在することが確認さ

れている.また，グラム陰性細菌の一部は HBGA 様物

質を分泌することが確認されており，例えば

Enterobacter cloacae SENG-6 株は，分泌HBGA 様物

質によりノロウイルス様粒子を強く捕捉することが報

告されている２）．以上の知見から，HBGA 様物質陽性

細菌は胃腸炎ウイルスを捕捉し，ヒトへの感染効率や

水環境中挙動に対し影響を及ぼすと考えられる．本研

究では，形質転換を用いたマーカー遺伝子の導入によ

り，Enterobacter cloacae SENG-6 株の HBGA 様物質

分泌関連遺伝子に関する情報を得ることを試みた． 

 

２．方法 

Enterobacter cloacae SENG-6 の形質転換はエレクト

ロポレーションにより行った．カナマイシン耐性を保

持するトランスポゾンをエレクトロポレーションによ

り導入し，カナマイシン耐性を得た Enterobacter 

cloacae SENG-6 変異株の選択培養及び単離を行っ

た．トランスポゾンは，EZ:Tn5™<kan-2>tnp 

Tranposome kit(epicentre 社)を使用した．次に，単

離した変異株のHBGA 様抗原を検出するために，血

液型抗原検出キットである ABOsphia(鎌倉テクノサ

エンス社)と，ELISA(Enzyme-Linked Immuno 

Sorbent Assay)を行った．これらの試験で抗原発現量

が低下していると認められた変異株をストックとして

保存した． 

 得られた変異株からゲノム DNA を抽出し， 

 

 

図１．RATE PCRの概要図．KANRはトランスポゾンに含まれ

るカナマイシン耐性遺伝子．FP1，LP959 はトランスポゾンの

塩基配列に特異性を持つプライマー．LP959 により DNA 断片

を増幅し，FP1 によってシーケンシングを行った． 

 

RATE PCR３）を行った．RATE PCR は，3 ステップの

シングルプライマーPCR であり，変異株のゲノム

DNA において，トランスポゾンが挿入された位置の

DNA 断片を増幅させるものである(図１)．その後，ア

ガロースゲル電気泳動により，PCR 産物の有無を確認

した． 

 最後に，得られた PCR 産物に対しシーケンシング

を行い，配列を同定することにより，トランスポゾン

が挿入された遺伝子の位置を特定した．既往の研究に

よって明らかになっている Enterobacter cloacae 

SENG-6 株の塩基配列４）の参照，あるいはBLAST 検

索によって，トランスポゾンが挿入された遺伝子領域

を特定し，その遺伝子が HBGA 様物質の分泌に与え

る影響を考察した．
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３．結果・考察 

 エレクトロポレーションによる形質転換を行うこ

とで，Enterobacter cloacae SENG-6 変異株ライブラ

リを作成することに成功した．その後，血液型抗原検

出キットによりHBGA様物質分泌に変化が見られた

変異株を 17 株単離した．その中でも変化が顕著であ

った 4 株について，抗原の発現量を ELISA によって

測定した（図２）．測定結果についてｔ検定を行った

ところ，122304B 株及び 122903F 株は有意水準 5%

で有意な差があるとの結論を得た．122402C 株，

122903G 株に関しては，有意水準 5%で帰無仮説が

棄却されなかったが，ほぼ常に野生株より低い S/N

比を示すことから，抗原発現量について他の手法に

より再検討する必要があると考えられた． 

塩基配列決定及び BLAST による検索の結果，

122402C 株及び 122401G 株が，多糖の合成に関わ

る糖転移酵素遺伝子を欠損していることが判明し

た．Enterobacter cloacae SENG-6 の HBGA 様物質

は細胞外の多糖中に存在することから２），HBGA 様

物質の分泌に糖転移酵素が関わっている可能性は高

いと考えられる．しかしながら，122402C 株と

122401G 株とは異なる糖転移酵素遺伝子が失われ

ていた 122401G 株は HBGA 発現量に変化が見られ

なかったことから．HBGA 発現に関わる糖転移酵素

を具体的に同定する作業が今後必要であると言え

る． 

図 2．ELISA による抗原反応量の検討．図に示した 4 株

122304B,122402C,122903G,122903F はいずれも変異株であ

り，Enterobacter cloacae SENG-6（野生株）は original と示

されている．S/N 比は，ELISA によって計測された各株の吸

光度(490nm)を，ネガティブコントロールの吸光度で除した

ものである． 

４．結論 

エレクトロポレーションによる形質転換によっ

て，Enterobacter cloacae SENG-6 変異株のライブ

ラリ作成に成功した．単離した変異株の遺伝子配列

決定により，Enterobacter cloacae SENG-6 の

HBGA 様物質の分泌に糖転移酵素が関与していると

考えられた． 
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