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研究成果の概要（和文）：サルモネラが保持するγ－グルタミルトランスペプチダーゼ（GGT）について本菌の病原性
における役割を検討したところ、本研究ではGGTがサルモネラの病原性に関与する結果を得ることが出来なかった。ま
た、サルモネラのGGT活性は低温環境下にて上昇することが明らかとなった。また、解析よりRNA chaperoneであるHfq
がGGTの活性に深く関与することがわかった。この結果より、GGTの発現にはsmall RNAが関与することが示唆され、現
在はこの点について解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：To understand the role of gamma-glutamyltranspeptidase (GGT) in Salmonella, I inve
stigated whether GGT is contributed to the Salmonella virulence. Although I analyzed the functions of GGT 
using the ggt gene-disrupted mutant, I could not find the association with GGT and Salmonella virulence.
Salmonella was cultured at 20 C, GGT activity was elevated than that at 37 C. When I investigated the mole
cular mechanisms on GGT activity, I found that GGT activity in the hfq gene-disrupted mutant (hfq-mutant) 
was decreased compared with that of wild-type Salmonella. In addition, GGT activity in the hfq gene-comple
mented hfq-mutant was elevated compared with that of hfq-mutant. These results suggested that the RNA chap
erone Hfq is involved in the GGT activity. Therefore, I speculated that production of GGT in Salmonella is
 the low temperature dependent manner and a novel non-coding small RNA in Salmonella should be associated 
with the exhibition of GGT activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 サルモネラは本邦のみならず、世界中で最

も主要な細菌性食中毒の原因菌として広く

知られた存在であり、その対策が常に求めら

れている。 

 γ−グルタミルトランスペプチダーゼ

（GGT）はグルタチオンとグルタミンの代謝

（＝分解）に必要な酵素であり、ヒトや動物

のみならず、興味深いことに病原細菌にも存

在する。特に、胃ガンなどの形成に関与する

ピロリ菌では GGT が病態形成に関与するこ

とが示唆されている。これまでに、サルモネ

ラにも ggt 遺伝子が保持されているが、サル

モネラの病原性と GGT との関わりについて

は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 先に述べたように、胃ガンなどの発症に関

与するピロリ菌の病原性と GGT の関連性が

示唆されている。しかし、サルモネラにおい

ては GGT の存在は明らかとなっているが、

その役割（特に病原性との関わり）について

は十分な検証が行われていない。 

 そこで、本研究ではサルモネラの病原性と

GGT の関連性を明らかにすることを目的と

し、特に in vitro での解析を中心に行うこと

でその評価を行った。また、同時にサルモネ

ラにおける GGT 発現に関わる分子メカニズ

ムの解析についても行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1)サルモネラ病原性と GGT との関連性 

 サルモネラには全ゲノム配列の解析によ

り ggt 遺伝子が存在することが知られている

が、その機能や役割については十分な解析が

行われていない。そこで、ggt 遺伝子を相同

組換え法により破壊した遺伝子欠損株

（∆ggt）を作製し、野生型サルモネラとの性

状を比較することにより GGT の役割を明ら

かにする。その評価法として、酸性条件下や

過酸化水素存在下での菌の増殖性を調べる

耐性試験、バイオフィルム形成、さらには株

化培養細胞（マクロファージ系や上皮細胞

系）を用いた解析などにより行った。 

 なお、本研究では指標菌としてサルモネラ

食中毒の原因菌として最も高頻度に分離さ

れる血清型である Salmonella enterica 

serovar Typhimurium と S. enterica 

serovar Enteritidis の 2 つの血清型を使用し

た。 

 

(2)GGT 発現機構の解析 

 これまでに、大腸菌では低温条件下（20 ˚C）

で培養することにより GGT 活性が 37 ˚C で

の培養条件時よりも上昇することが報告さ

れているが、その分子メカニズムについては

不明である。そこで、本研究では温度感受性

の遺伝子発現制御に関与する因子（Hfq や

Hns など）の遺伝子欠損株を相同組換え法に

より作製し、サルモネラの GGT 発現に関与

する因子の同定を行い、加えて GGT 発現に

おける分子メカニズムの解明を試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)サルモネラ病原性おける GGT の役割に関
する解析 

 はじめに相同組換え法により∆ggt の作製

を試み、その作製に成功した。次に、作製し

た∆ggt を用いて野生型サルモネラとの性状

の違いについて検討を行った。検討を行った

項目として、酸性環境下におけるサルモネラ

の生存率や増殖性を確認する耐酸性試験、過

酸化水素に対する耐性試験、バイオフィルム

形成能などを調べたが、いずれの項目におい

ても野生型と∆ggt との相違を見つけること

は出来なかった。さらに、サルモネラの病原

性の指標として広く知られている上皮由来

株化培養細胞に対する侵入性とマクロファ

ージ系株化培養細胞内での生存試験につい

て検討を行ったが、いずれも野生型と∆ggt

ではその性状の違いを認めることは出来な



かった。これらの結果より、in vitro での解

析においてサルモネラ病原性と GGT に関連

性を認めることが出来なかった。しかし、こ

の時点で GGT がサルモネラの病原性との関

連性を断定することは早計であり、今後はマ

ウスを用いた動物実験を行うことで最終的

な判断をする予定である。 

 

(2)GGT 活性の測定 

 次に、サルモネラの GGT 活性について解

析を行った。大腸菌では低温環境下（20 ˚C

付近）で、その GGT 活性が大腸菌の至適培

養温度である 37 ˚C よりも著しく上昇するこ

とが報告されている。そこで、サルモネラの

GGT 活性の至適条件の検討を行ったところ、

サルモネラでも大腸菌と同様に低温環境下

（20 ˚C）での培養が 37 C̊ での培養時より

も著しく GGT 活性が上昇することが認めら

れた。また、この現象がサルモネラに一般的

に認められるのかを確認するために、由来の

異なるサルモネラ（S. Typhimurium 計 2 株

と S. Enteritidis 計 3 株）についても GGT

活性を測定した。その結果、一部の菌株では

低温での培養で活性が著しく上昇すること

は認められたが、他方では温度に関わらずに

GGT 活性が変化しない菌株も認められた。

また、GGT 活性は菌株間で大きく異なるこ

とが認められた。これらより、サルモネラに

おける GGT はその血清型ではなく、各菌株

間において GGT 産生能に大きな違いがある

ことが推測された。 

 

(3)GGT の発現に関与する因子の検索と分子

機構の解析 

 サルモネラにおける GGT 発現に関する因

子や分子メカニズムについては不明あった。

そこで、はじめに GGT の発現を制御する因

子の同定を行うことを試みた。サルモネラ

GGT は低温環境下での培養でその活性化が

著しく上昇する。このことから、低温環境下

で遺伝子発現制御に関与するHnsとHfqの2

つの因子に焦点を絞り解析を行った。 

はじめに、それぞれの遺伝子を相同組換え法

により破壊した遺伝子欠損株の作製を試み

ことで hfq 遺伝子欠損サルモネラ（∆hfq）を

作製することはできたが、残念ながら hns 遺

伝子を標的とした変異株を作製することが

出来なかった。これは、hns 遺伝子がサルモ

ネラの生命活動には必須であることが原因

であると思われる。 

 次に∆hfq を用いて GGT 活性測定を行った

ところ、野生株と比較して∆hfq では著しい

GGT 活性の低下が認められた。また、hfq 遺

伝子を∆hfq に相補した菌株では、∆hfq と比

較して有意な GGT 活性の上昇が認められた

（図 1）。このことより、サルモネラにおける

GGT 発現には Hfq が深く関与することが明

らかとなった。さらに、 Hfq は RNA 

chaperone として non-coding small RNA

（sRNA）の機能発現に重要な役割を担って

おり、そのためサルモネラにおける GGT 発

現にも sRNA の関与が推測された。そこで、

温度感受性の性質を持つことが報告されて

いる dsrA の欠損させた変異株を作製し、

GGT 活性測定を行った。その結果、野生株

と比較して有意に GGT 活性は減少するが、

∆hfq よりも有意に GGT活性が高いことがわ

かった（図 1）。以上の結果より、サルモネラ

の GGT 発現には Hfq が重要な役割を担って

おり、dsrA を含めた複数の因子が介在する可

能性が推測された。今後は、より詳細な GGT

の発現に対する分子メカニズムを明らかに

する予定である。 



 

図 1. GGT 活性測定（20 ˚C） 

WT: 野生型サルモネラ、∆hfq: hfq 遺伝子欠

損株、hfq/pACYC in ∆hfq: hfq 遺伝子を相

補した∆hfq、pACYC in ∆hfq: 空ベクターを

相補した∆hfq、∆dsrA: dsrA 遺伝子欠損株。

*, p < 0.01、#, p < 0.05。 
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