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	Vibrio vulnificus M2799株の鉄獲得機構の解明
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	【目的】Vibrio vulnificusは、汚染された魚介類の摂食や海水の創傷部曝露等を介して、全身性の感染症を引き起こす細菌である。一般に、鉄はほとんどの生物の生存と増殖に不可欠な元素であるが、宿主生体内において病原菌が自由に利用できる遊離鉄は極めて少ない。したがって、宿主生体内で増殖し得る病原菌は、何らかの巧妙な鉄獲得系を保持しているはずである。そこで、我々は臨床分離株V. vulnificus M2799株の鉄獲得系タンパク質を網羅的に明らかにする目的で、プロテオーム解析を行った。次に、鉄欠乏下で発現量が増大するタンパク質群のうち、本菌株の産生するカテコール型シデロフォアであるVulnibactinを介する鉄取り込み機構に関与するタンパク質の遺伝子欠損株を作製した。すなわち、イソコリスミン酸合成酵素(ICS)、Vulnibactin-Fe3+を基質とする鉄還元酵素(VuuB)、Vulnibactin-Fe3+錯体の外膜レセプター(VuuA)、およびVulnibactin-Fe3+錯体のペリプラズム結合タンパク質(FatB)の欠損株を作製した。これらの欠損株の鉄欠乏下における増殖能について検討したところ、ICSおよびVuuA遺伝子欠損株では増殖が顕著に抑制されたが、VuuBおよびFatB遺伝子欠損株においては遅いながらも増殖が確認された。以上の結果から、VuuBおよびFatBにはそれぞれ代替タンパク質が存在することが示唆された。そこで、それら代替タンパク質の探索を試みた。

【方法】遺伝子欠失株は、suicide vector pDM4を用いて作製した。作製した遺伝子欠失株および野生株の鉄欠乏下における増殖能について検討した。なお、ics遺伝子欠失株（Δics株）をネガティブコントロールとして用いた。

【結果および考察】まず、ゲノム情報が明らかにされているV. vulnificus CMCP6株においてFatBホモログを探索した結果、Aerobactin-Fe3+複合体のペリプラズム結合タンパク質(VatD)と17%の相同性が認められた。それら遺伝子欠損株を作製し、鉄欠乏下における増殖能について検討した結果、VatD遺伝子欠損株は野生株とほぼ同様の増殖能を示したが、二重欠損株ではFatB遺伝子欠損株よりもさらに増殖が抑えられた。以上のことから、Vulnibactin-Fe3+錯体のペリプラズム結合タンパク質はFatBが中心となって機能するが、VatDで代替可能であることが推測された。次に、VuuBの代替タンパク質として鉄還元酵素を探索した結果、大腸菌のハイドロキサメート型シデロフォア鉄錯体の還元酵素であるFhuF と相同性を有するタンパク質(VV2_1010およびVV2_1339)をコードする遺伝子を見出した。クラスターの遺伝子名から、それぞれIutBおよびDesBと命名し、それら遺伝子欠失株を作製して、鉄欠乏下での増殖能について検討した。その結果、IutBが代替タンパク質として機能することが明らかとなった。


