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研究成果の概要（和文）：食中毒原因菌であるカンピロバクター菌の酸耐性機構の解明を目指して実施した研究
である。カンピロバクタ―菌は環境中のストレスに弱いと認識されているにも関わらず、多くの食中毒事件を引
き起こしているため、未解明のストレス耐性機構が予測されている。ストレス応答に関連する二成分情報伝達系
の全遺伝子の欠損株コレクションを構築し、塩、酸、乾燥ストレスに対する各欠損株の感受性を測定した。その
結果、RacS/RacR など複数の系がストレス抵抗性に関与することを見出した。新たに見出したストレス抵抗性系
に対して、今後転写解析などの手法でストレス抵抗性機構を解明する。

研究成果の概要（英文）：The object of this study was to clarify the acid resistance mechanism of 
Campylobacters, which cause foodborne illnesses. Although Campylobacters are known to be susceptible
 to environmental stress, the increasing number of food poisoning worldwide suggests an unknown 
mechanism of stress tolerance in this pathogen. We constructed a collection of deletion mutants of 
the two-component signal transduction system (TCS) in Campylobacter jejuni. After measuring the 
susceptibility of these mutants against osmolarity, acid and desiccation stress, we found that a 
number of TCSs were involved in stress tolerance. Among the TCSs involved in stress tolerance, the 
RacS/RacR system was involved in acid, desiccation and oxidative stresses, proposing this system as 
a multi-stress responding TCS. Further studies are planned to clarify the mechanism of stress 
tolerance evoked by RacS/RacR.

研究分野：微生物学、分子生物学

キーワード： カンピロバクター　ストレス耐性　二成分情報伝達系　酸ストレス　塩ストレス　乾燥ストレス　酸化
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食中毒原因菌であるカンピロバクター菌は、酸化ストレス、酸ストレス、乾燥ストレスなどの環境ストレスには
弱いと認識されているが、世界中で食中毒を引き起こし、大きな社会問題となっている。本研究ではカンピロバ
クター菌の環境ストレスに対する抵抗性に関して、本菌の二成分情報伝達系(TCS)との関連を検討した。その結
果、複数の TCS が酸ストレスおよ乾燥ストレスに関与していた。特にRacS/RacR 系は酸、乾燥、酸化ストレス
に関わり、ストレス抵抗性に強く関わるTCSであることを見出した。ストレス抵抗性機構を解明し、カンピロバ
クター食中毒の予防法の開発につなげていきたい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
カンピロバクター菌による食中毒は世界中で多発しており、大きな社会問題となっている。本

菌は、大気中の酸素濃度よりも低い酸素濃度条件下で増殖する微好気性で、乾燥ストレスにも弱

く、環境ストレスに対する抵抗性は低いと認識されている 1)。ところが、ヒトへの感染は少数の

菌で成立することから、強酸性条件の胃を生きたまま通過するために強い酸耐性能を有するこ

とが予想される。また、生きているが人工培地では培養することができない VBNC (Viable but 

Non-Culturable)状態になることが報告されており、本菌による食中毒予防対策を困難なものにし

ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、カンピロバクター菌のストレス抵抗性機構の解明を目的とした。特に、宿主の胃や

腸内環境をイメージした酸性条件に対する抵抗性を検討した。抵抗性機構が解明すれば、そこを

標的とするカンピロバクター菌の制御法の可能性が生まれ、食中毒予防につながることを期待

した。 

 

３．研究の方法 

(1) 強度に酸耐性化した変異株を取得するために、実験室進化実験を実施した。pH3.5 での処理
を繰り返し、酸耐性化するかどうかを 2年間検討した。 
(2) ストレス応答に関連する二成分情報伝達系(TCS; two-component signal transduction 

system)2)と酸耐性能との関連を検討するために、
Campylobacter jejuni NCT11168 株に対してヒ
スチジンキナーゼ (HK) 7 種とレスポンスレ 
ギュレーター (RR) 10 種（全 12 種であるが、そ
のうち 2 種は増殖に必須であるため破壊できな
い）（図１）の破壊株コレクションを構築し、構
築した破壊株に対して酸ストレス（塩酸、酢酸、
ギ酸）、浸透圧ストレス、乾燥ストレスとの関連
を検討した。関連を見出したTCSに対しては相
補株を作成し、関連性を確認した。 

図１Campylobacter jejuni の TCS  
 P2CS (prokaryotic two-component systems)  http://www.p2cs.org 
 

(3) ストレス試験の解釈には VBNC 状態も考慮する必要があるため、VBNC 状態を測定できる
ように定量的 PCR (qPCR) と組み合わせたプロピジウムモノアジド (PMA) 処理法
（PMA-qPCR 法）を導入し、酸ストレスとの関連を検討した。 
 

４．研究成果 
(1) pH3.5 処理 (塩酸で pH 調整) を 10 回以上繰り返すという実験室進化を試み、処理前と処
理後の酸耐性能を比較した。この試験を独立して２回繰り返したが、目的の高度に酸耐性化
した進化株は取得できなかった。１か所の変異で酸耐性化するようなシステムがカンピロバ



クター菌には存在しないのかもしれない。また、pH3.5 という酸処理条件が厳しすぎたのか
もしれないと考えている。 
(2) Campylobacter jejuni NCTC11168 株の TCS 欠損株コレクションに対し、ストレス試験を
実施した。乾燥ストレスに関しては、まな板を想定したプラスチック板表面上で乾燥させる
方法を新たに構築した。その結果、RRの CbrR、FlgR が塩酸と酢酸耐性に、RacRS 系（RR
の RacR、HKの RacS の両方）が塩酸、酢酸、ギ酸耐性に関与した。乾燥ストレスに対して
は RacRS、FlgR、RecJ の関与が明らかになり、さらに RacRS は酸化ストレスに対しても関
与した。いずれも破壊した遺伝子に対する相補株を作成して確認した。本研究により明らか
になったTCSとストレス応答の関連を図２に示す。FlgRはべん毛合成に関与するRR、CbrR
は胆汁酸耐性や走化性に関与する RR、RecJ は機能未知の RRである。FlgR にリン酸基を転
移する FlgS (HK) の破壊株はストレス抵抗性に大きな影響を及ぼさなかった。一方で、
RacRS 系では RacR、RacS の両方が関与しており、RacS から RacR への情報伝達の関与が

示された。RacRS 系はニワトリ腸内
への定着に関与し、高温での増殖や
嫌気条件下でのフマル酸呼吸の制御
に関わるTCSであることが報告され
ている。新たに複数のストレスへの
抵抗性に関与することが示唆された
RacRS に関して論文化を目指してい
る。 
 

図２ TCS とストレス抵抗性 
 
(3) VBNC 状態の測定のため、PMA-qPCR 
法をカンピロバクター菌に応用し、酸処
理 後の 状 態 を 測 定し た とこ ろ 、
NCTC11168 および 81-176 株の 2 株で
寒天培地を用いた生菌数から求めた生
残率 (plate) より PMA-qPCR法で求め
た生残率の方は高い値となった（図３）。
この差をVBNCと解釈する。 
                     図３ 酸処理後のVBNC化 
一方、蛍光色素の膜透過性の差を利用した LIVE/DEAD 法では生残率がさらに上昇した。
しかし、LIVE/DEAD法は定量性に曖昧さが残るため、PMA-qPCR 法で VBNC を測定する
ことにした。本研究で構築した乾燥ストレス下の菌の VBNC 化を測定したところ、酸処理
後と同様に VBNC 化が検出された。今後、VBNC 化したカンピロバクター菌がどのような
条件で蘇生し、寒天培地上でコロニーを形成しうるようになるかを検討する予定である。 
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