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研究成果の概要（和文）： 

サルモネラの乾燥耐性の獲得に関与する宿主要因として、SEp22 が重要であることを sep22
遺伝子の導入と発現実験によって示した。また、環境要因として栄養因子が重要であることを
明らかにし、M9 最尐培地中のリン酸塩とグルコースが必須であること、さらに、カサミノ酸
分画に含まれる成分が乾燥耐性獲得能および SEp22 の発現誘導に効果があることを示した。
さらに、乾燥のサイクルを繰り返すと、SEp22 の発現と乾燥耐性が上昇した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Mechanisms of dry-resistance by Salmonella Enteritidis (SE) were studied. Transfection 

of sep22-gene to sep22-deleted mutant cells recovered expression of SEp22 mRNA and the 

protein, together with ability to gain dry-resistance, showing that SEp22 is an essential 

factor for acquisition of dry-resistance. Analysis of nutrients in M9 medium necessary for 

SE to acquire dry-resistance revealed that both phosphate ion and glucose were essential. 

Besides, certain fractions separated from ingredients of casamino acid, common to LB 

medium, were shown to induce both SEp22 and acquisition of dry-resistance. Taken 

together, this study showed that SEp22 is an essential factor for SE to acquire 

dry-resistance, and nutritional factors, such as phosphate ion, glucose, and some 

ingredients in LB medium or casamino acid, are also involved in acquisition of 

dry-resistance. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) サルモネラはわが国の細菌性食中毒の

主 要 な 起 因 菌 で 、 と く に Salmonella 

Enteritidis (SE)は、1980年代後半以降、養

鶏場を中心にその分布する範囲を拡大し、土

壌や河川水、塵埃などの自然環境だけではな

く、人々の住む住環境にも広がった。それに

伴い、SEによる食中毒は、鶏卵・鶏肉にとど

まらず、野菜をはじめ、種々の食品の汚染に

よってもたらされるようになった。この急速

な SEの分布ならびに食品汚染の背景として、

サルモネラの環境中におけるストレス耐性、

とりわけ乾燥耐性が考えられる。 

 

(2) サルモネラの乾燥耐性に関する研究は、

従来、国内外を通じて疫学調査に関する研究

が大部分で、それ以外の基礎的な研究はなさ

れて来なかった。そのため、経験的に、サル

モネラが大腸菌等の他のグラム陰性菌に比

べて一般に乾燥に抵抗性を示すことが知ら

れている以外に、この乾燥耐性に関する基礎

的な研究はない。したがって、本研究が目的

とする乾燥耐性獲得に関する遺伝学的、生化

学的あるいは分子生物学的な研究はなく、未

知のままである。 

 

(3) 応募者は、従来、環境中の微生物の病原

性に関する研究を行い、「病原微生物と環境

微生物の接点」に焦点を当ててきた。その結

果、偶然、SEの病原性環境分離株よりサルモ

ネラの新規病原性関連因子、SEp22を見出し

た。これは、分子量約 18.7kDaのタンパク質

で大腸菌 Dpsと相同性が高く、12量体を形成

して鉄(Fe2+)を取込むフェリチン様の機能を

持ち、その発現がσ38による転写レベルでの

調節を受け、過酸化水素(H2O2)によって誘導

されることを明らかにした。さらに、サルモ

ネラの環境抵抗性に関する研究中、偶然に、

SEp22高発現株は乾燥耐性を示し、低発現株

は感受性を示すことを見出した。この結果は、

SEの乾燥耐性に関与する遺伝子を明らかに

した最初の知見であり、本研究はこれをさら

に発展させるものである。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究成果を踏まえ、遺伝学的、

生化学的、および分子生物学的な研究を発展

させ、サルモネラの乾燥耐性獲得機構を明ら

かにする。とくに、乾燥耐性獲得における環

境要因としての栄養因子、ならびに、宿主要

因としての SEp22の関与に焦点を当てて研究

を行う。さらに、本研究を通じて環境中の SE

の乾燥耐性発現に関連した食中毒の発生に

対する予防法を検討し、あらたな対策を探る

ことも併せて目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) SE の乾燥耐性獲得における sep22 遺伝

子の関与の解析： 従来の研究では、SEp22

発現量と乾燥耐性獲得能には正の相関があ

ることを見出した。両者の関係を解明するた

め、sep22 遺伝子欠損変異株に sep22 遺伝子

を導入し、発現させて SEp22 タンパク質を

生合成させ、乾燥耐性獲得能の回復を調べた。

この実験のため、平成 21 年度の備品として

購入した遺伝子導入装置を活用した。さらに、

数多くの環境分離株の SEp22 発現を調べ、

乾燥耐性獲得能との関係を定量的に解析し

た。 

(2) SE の乾燥耐性獲得に必要な栄養因子の

解明： 従来の研究では、生理食塩水に LB

培地等の栄養因子を添加することによって

乾燥耐性が獲得されることを見出した。本研



究ではさらに、SE の乾燥耐性獲得に有効な

塩濃度、栄養因子の種類、特異性等を明らか

にするため、生理食塩水よりも M9 最尐培地

を基本とした検討を行った。さらに、LB 培

地中の栄養因子を分画し、より詳細な検討を

行った。 

(3) 乾燥耐性を獲得した SE の病原性に関す

る検討： 従来の研究から、SEp22 は SE の

マウスに対する致死毒性発現に重要な役割

を果たすことが示された。本研究では、SE

の病原性の環境分離株（SEp22 高発現株）を

用いて、環境中で乾燥耐性を獲得した菌が乾

燥耐性の過程を経ない菌に対してより強い

病原性を示すか否かを調べ、環境中における

病原性菌株の濃縮の可能性を検討すること

にした。 

 
４．研究成果 

(1) SEの乾燥耐性獲得における sep22遺伝子

の関与： 遺伝子導入装置を用いて、sep22

遺伝子欠損変異株にpBR322あるいはpBAD

をベクターとして sep22遺伝子を導入して得

た復帰変異株が、ともに SEp22 の mRNA 及

びタンパク質を発現し、乾燥耐性の獲得能も

復帰することを明らかにした。 

 

(2) SEp22 以外の乾燥耐性獲得に関与する因

子： SEp22 以外の病原因子として、新たに

SEp22 の発現に連動する SEp25 を見出し、こ

れが大腸菌の OsmY と相同であることを明ら

かにした。SEp25 はサルモネラの乾燥耐性獲

得において、SEp22 と連動すること、さらに

SEp25 の発現は SEp22 以外の調節因子による

制御を受けることを示した。 

 

(3) 乾燥耐性獲得における栄養因子の役割： 

①SE が乾燥耐性を獲得するために必要な栄

養因子を解析した結果、M9最尐培地に添加す

ることが要求されたグルコースは、乾燥から

の復帰直前に添加すれば、乾燥前に菌液に添

加した場合とほぼ同様の効果が得られるこ

とを見出した。この結果から、グルコースの

役割は、菌の内部で代謝されてエネルギーに

なるというよりはむしろ、浸透圧変化に対す

る保護作用を持つことによるのではないか

と推察される。 

②SE の乾燥耐性獲得に必要な栄養因子の作

用機構に関し、LB 培地中の成分の検討に加

え、新たに、LB 培地と類似の成分を含むカ

サミノ酸の成分を解析し、SE に乾燥耐性獲

得能を賦与するか否かを検討した。その結果、

カサミノ酸の HPLC による分画の一部は乾

燥耐性獲得能を賦与し、SEp22 発現誘導を起

こす活性成分の分画と同一であった。しかし、

乾燥耐性獲得を亢進する活性は、SEp22 を誘

導しない別の分画にも回収されたことから、

サルモネラの乾燥耐性の誘導は、SEp22 の発

現以外の経路によっても起こる可能性が示

唆された。 

 

(4) 乾燥耐性獲得を通じたサルモネラ病原

性株の濃縮： 

①SE の環境分離株 50 株を解析し、それぞれ

の菌株の SEp22 発現量と乾燥耐性獲得能の

関係を定量的に解析した。その結果、SEp22

の発現量と乾燥耐性獲得能には高い相関性

があり、一定レベル以上の SEp22 を発現す

る菌株は乾燥耐性を示すことが明らかにな

った。 

② SEp22 の 低 発 現 株 の １ つ で あ る 、

SECl#16-1 株を用い、この菌株を増殖後に乾

燥し、再び増殖させる過程を繰り返した。そ

の結果、SEp22 の発現が数倍まで上昇し、そ

れに伴って乾燥耐性を増強することを見出

した。この結果は、環境中では乾燥ストレス

がサルモネラの病原因子 SEp22を濃縮し、生

残性を増強することを示唆するので、食中毒



の統御には環境中のサルモネラに乾燥抵抗

性を賦与しない工夫が必要である。 

③マウスに対する病原性が、上記②で得られ

た、SECl#16-1 株を 10 回、乾燥をくり返し

て得られた菌株において上昇するか否かを

試験した。予備実験の段階であるが、これま

でのところ、マウスの致死毒性を明らかに上

昇させるまでには至っていない。これは恐ら

く、SEp22 発現量の上昇が元の数倍にとどま

っているため、マウスに病原性を示す強毒株

が示す SEp22のレベル（弱毒株の 20倍以上）

には届かないことによる可能性が示唆され

る。 
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