
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１３

基盤研究(C)（一般）

2014～2012

サルモネラ新規病原性関連因子ＳＥｐ２２の発現を誘導する栄養因子に関する研究

STUDY ON THE NUTRITION FACTORS INVOLVED IN INDUCTION OF THE EXPRESSION OF A NOVEL 
PATHOGENICITY-RELATED FACTOR, SEp22, IN SALMONELLA

９０１４２１３２研究者番号：

天野　富美夫（Amano, Fumio）

大阪薬科大学・薬学部・教授

研究期間：

２４５９０１６５

平成 年 月 日現在２７   ９ ２９

円     4,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究はサルモネラの新規病原性関連因子SEp22(DPS)の発現における栄養因子による調節に
焦点を当て、カサミノ酸中のポリペプチド、さらにはカゼインのトリプシン分解物中のポリペプチドの活性を指標に精
製を試みた。評価系には微量測定が可能な乾燥耐性獲得実験系とRT-PCRによるSEp22mRNAの定量系を用いた。その結果
、特定の水溶性画分にSEp22発現誘導活性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Expression of a novel pathogenicity-related factor, SEp22, Salmonella DPS, is 
regulated by both environmental stresses and nutrition. The nutrient factors in LB medium or casamino 
acid were shown to play key roles on SEp22 expression, but the precise mechanisms and the components of 
the factors have been remaining uncertain. In this study, we tried to purify the responsible molecule in 
casamino acid as well as tryptic digests of casein. Separation of the casamino acid and tryptic digest of 
casein by HPLC was performed, and the resultant fractions were assayed in the dry-resistant assay where 
SEp22 has critical role for the acquisition of dry-resistance, and the liquid culture assay together with 
RT-PCR analysis of SEp22 mRNA expression. The results suggest that certain hydrophilic fractions of HPLC 
have the ability to induce SEp22 expression, either from casamino acid or the typtic digest of casein. 
The candidate dipeptide containing Val-Lys sequence is now under the further analysis.

研究分野： 医歯薬学（薬学・環境系薬学）
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１．研究開始当初の背景 

 サルモネラ・エンテリティディス

(Salmonella Enteritidis; 以下、SE)はわが

国の細菌性食中毒の主な起因菌で、細菌性食

中毒の中では比較的重症例が多く、その統御

が課題である。われわれは SE の環境分離株

からサルモネラの新規病原性関連因子、

SEp22(Salmonella DPS)を見出し、その機能

及び発現機構を研究してきた。SEp22 は、鉄

イオンの結合活性、DNA 結合活性を持つ 12 量

体で、酸化ストレス抵抗性を担う。われわれ

の研究から、SEp22 は乾燥耐性獲得にも重要

な役割を果たし、病原性だけでなく環境抵抗

性の発現に関与することが示された。ペット

や家畜、ならびに土壌や水系などの自然環境

におけるサルモネラの分布と食材の汚染は、

食中毒の統御の面からも大きな課題である。

このように、SEp22 はサルモネラの病原性と

環境抵抗性の発現に関与する因子であり、そ

の発現調節機構ならびに調節因子を明らか

にすることは、サルモネラの食中毒を含めた

感染制御にとって重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまで不明であった

SEp22(Salmonella Dps)の発現調節機構のう

ち、栄養因子による調節に焦点を当てる。と

くに、栄養飢餓によるSEp22の誘導ではなく、

逆に富栄養な培地中の成分に注目し、われわ

れが新たに見出したカサミノ酸成分中の特

定のポリペプチドならびに LB 培地中の成分

による SEp22 の誘導活性を明らかにする。さ

らに、その解析を通じて、細菌の生残ならび

に病原性の発現に深くかかわる当該栄養因

子の性質を明らかするとともに、細菌の応答

機構を生化学的に解明することを目的とす

る。さらにこの研究成果を、サルモネラ食中

毒の統御はもとより、病原性細菌の増殖なら

びに生残の調節を通じた、新たな微生物統御

への応用に活かすこととする。 

 

３．研究の方法 

(1) SEp22 発現の評価系の確立: SEp22 の

発現を定量的かつ高感度に評価するため、二

つの実験系を用いて改良を加えた。一つは、

サルモネラの乾燥耐性獲得に SEp22 が必須

となる条件を用い、栄養因子の添加によって

鋭敏にサルモネラのコロニー形成が上昇す

るように菌の密度を 1x106 CFU/10 μLとし、

乾燥に用いる培地を10% M9(グルコース不含)

添加生理食塩水に変更して最適化した。これ

によって、最終濃度 0.04-4 µg/mL の範囲で、

カサミノ酸の用量依存的に、栄養因子依存性

サルモネラ乾燥耐性獲得を評価することが

出来た。 

もう一つは、栄養因子を添加した M9 培地

で培養した菌から mRNA を抽出し、RT-PCR

によって sep22遺伝子の発現を定量的に解析

した。本研究費で購入した RT-PCR 装置(Eco 

Real-Time PCR System)を活用した。 

 

(2) SEp22の誘導活性を持つ栄養因子の精製：  

カサミノ酸には、SEp22 タンパク質の発現

を誘導し、またサルモネラの乾燥耐性獲得を

助ける栄養因子が存在する。そこで、まず、

カサミノ酸を分画し、SEp22 誘導因子の精製

を行った。HPLC によるカサミノ酸の分画をト

リフルオロ酢酸で行うと失活が著しいため、

酢酸、及びギ酸に変更し、失活作用が低いこ

とが分かった。 

次に、LB 培地に含まれるカゼインのトリプ

シン消化物に焦点を移した。カサミノ酸は激

しい条件で酸処理等を行うので、ペプチド以

外のタンパク質分解物が含まれている可能

性がある。そこで、カゼインのトリプシン処

理の条件を様々に変化させ、トリプシン消化

によって得られるペプチドを HPLC にかけて

分取した。それらを、カサミノ酸と同様の分

画条件を用いて分離し、乾燥耐性獲得実験系

で評価した。 

 

４．研究成果 

 (1) サルモネラの乾燥に伴う SEp22mRNA 発

現の誘導： 乾燥開始 30 分後には、LB 存在



下で急激な sep22 遺伝子の発現が誘導され、

4 時間まで経時的に SEp22mRNA が増加した。

一方、LB 非存在下では、乾燥の過程における

sep22 遺伝子の発現は観察されず、非常に低

いレベルの発現に留まった。 

(2) SEp22の誘導活性を持つ栄養因子の精製：  

①種々のHPLCを用いてカサミノ酸を分画し

、SEp22誘導因子の精製を行った。その結果、 

ある条件下で良好な活性が得られ、そのピ

ーク分画をLC/MS/MS分析した結果、候補とし

てVal-LysまたはLys-Valを含む分子量226程

度のペプチドの可能性が示された。 

②Val-LysまたはLys-Valを含む配列を持つ

ジペプチドを化学合成して活性を調べた結果

、サルモネラの乾燥耐性獲得誘導する評価系

では活性が認められなかった。そこで、新た

な活性画分を得るため、異なるカラム条件を

用いてカサミノ酸を分画している（継続中）

。 

③SEp22mRNAの発現を定量する実験系にお

いて、これらのジペプチドを添加して培養し

、菌体からのRNA抽出を行って検討している（

継続中）。カサミノ酸はカゼイン由来であり

、カゼインの一次構造にはVal-Lysの配列が存

在したので、その周辺のアミノ酸の構造を含

むペプチドの生物活性を評価する準備を行っ

ている。 

④カサミノ酸ではなく、LB培地に含まれる

カゼインのトリプシン消化物をHPLCで分離し

、乾燥耐性獲得実験系で評価した。その結果

、カサミノ酸よりも高い活性が水溶性画分に

出現した。また、この画分をLC/MS/MS分析し

た結果、Val-Lysを含む配列が候補として出現

した。 

⑤一方、④の活性のピーク周辺をSEp22mRNA

の発現誘導系で分析した結果、乾燥耐性獲得

のピークよりも１～２分画、遅い溶出位置に

活性の最大値が認められた。 

以上の結果より、乾燥耐性獲得の評価系に

おいては、カサミノ酸由来の栄養因子にも、

またカゼインのトリプシン消化物にも、

Val-Lysを含む配列が関係している可能性が

示唆された。一方、SEp22mRNAの発現誘導系で

は、これとは異なる位置に栄養因子の活性の

ピークが現れたことから、Val-Lysを含む配列

とは別の因子がSEp22の発現誘導に関与する

可能性があることが示唆された。 
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