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論 文 の 内 容 の 要 旨

ム■∫とガイ∂β∞0叩と聯∽e∫(以下リステリア)はヒト及び動物に脳脊髄膜炎,流死産を引き起こす

通性嫌気性グラム陽性菌であり,河川水や動物の腸管内など自然界に広く分布している｡本菌は食

品の製造工程上での通常の加熱で死滅させることが可能な芽胞非形成菌であるが,4℃以下での低

温増殖性及び20%もの高食塩濃度下でも生残可能な高塩濃度耐性を示す｡また,製造ラインやス

ライサー等の製造環境への長期間の汚染がしばしば見られるため食品の製造,加工工程及び保存期

間において本菌の1次及び2次汚染を防ぐことは困難となっており,アメリカでは近縁のエゴ∫と〃づ∂

五戒cェ招とともに食品工場の汚染指標菌として使われることもある｡本菌の環境抵抗性については

これまでにいくつかの研究がなされている｡

今回の研究では食品内での本菌の増殖を抑制する方法を探索するための基礎的研究として,リス

テリアの高食塩濃度耐性について分子遺伝学的解析を行った｡第1に,トランスポゾンを含む温度

感受性プラスミドを用いてランダムな遺伝子挿入変異株のライブラリー2000株を作成し,食塩

添加培地での増殖性が低下した株を分離した｡食塩感受性となった株のトランスポゾン挿入部位を

染色体の塩基配列解析により特定したところ,大腸嵐枯草菌等多くの細菌でアミノ酸欠乏時の基

本的応答である緊縮調節に関わる遺伝子乃ノと高い相同性を示す遺伝子(全長2214塩基対)の

第484及び485塩基間に挿入していた｡アミノ酸塩基配列の比較から他のグラム陽性菌と同様

に､relにコードされるタンパク質はリステリアに於いてもguanosinetetraphosphate(ppGpp)及

びguanosinepentaphosphate(ppGpp)(以下,合わせて(p)ppGppとする)の合成と分解の両活性を

持つと思われた｡実際に薄層クロマトグラフィーの結果から,変異株に於いても親株と同様にアミ

ノ酸欠乏に誘導された菌体内(p)ppqppの貯留が観察され,トランスポゾン挿入部位の上流に

(p)ppGpp合成活性があることが示された｡

第2に,遺伝子発現を制御する重要な因子であるmAポリメラーゼシグマサブユニット(以下シ

-3(X)-



グマ因子)の食塩耐性に対する機能的役割について解析するため,シグマ因子コード遺伝子の欠失

変異株を作成した｡過去の研究によりシグマBが本菌の食塩耐性に関わっていることが知られてい

るが,本研究ではシグマL(恥oN)のコード遺伝子草d〝のin-frame欠失変異株を作成したところ,

既知の食塩耐性機構の一つであるbetaineおよびcarnitineの利用に関して調べたところ,欠失変

異株において最小培地内でのcarnitineの食塩耐性に対する効果が喪失していることが示された｡

一方,カルニチンのトランスポーターをコードする遺伝子呼びrの発現量は親株と変異株で差が見

られず,放射性同位元素をもちいた菌体内への取込み実験でも両者とも同程度の食塩による取込み

誘導が見られたため,恥oNのカルニチン利用能の低下は呼〟Cの転写及び翻訳あるいは輸送能の低

下によるものではないと思われた｡更に･食塩及びカルニチン添加最小培地内での増殖開始時の菌

量を低く設定した場合には菌体外カルニチンを利用した増殖が可能であることが示されたため,異

なることが示唆された｡

審 査 結 果 の 要 旨

エゴ∫古朗イ∂〝∽∂C〆冴即e∫(以下リステリア)はヒト及び動物に脳脊髄膜炎,流死産を引き起

こす通性嫌気性グラム陽性菌であり,河川水や動物の腸管内など自然界に広く分布してい

る｡本菌は食品の製造工程上での通常の加熱で死滅させることが可能な芽胞非形成菌であ

るが,4℃以下での低温増殖性及び20%もの高食塩濃度下でも生残可能な高塩濃度耐性

を示す｡また,製造ラインやスライサー等の製造環境への長期間の汚染がしばしば見られる

ため食品の製造,加工工程及び保存期間において本菌の1次及び2次汚染を防ぐことは困

難となっており,アメリカでは近縁の⊥ノ∫f訂ノβ血β∂Cはとともに食品工場の汚染指標菌と

して使われることもある｡本菌の環境抵抗性についてはこれまでにいくつかの研究がなさ

れている｡

今回の研究では食品内での本菌の増殖を抑制する方法を探索するための基礎的研究とし

て,リステリアの高食塩濃度耐性について分子遺伝学的解析を行った｡第1に,トランスポ

ゾンを含む温度感受性プラスミドを用いてランダムな遺伝子挿入変異株のライブラリー2

000株を作成し,食塩添加培地での増殖性が低下した抹を分離した｡食塩感受性となった

株のトランスポゾン挿入部位を染色体の塩基配列解析により特定したところ,大腸菌,枯草

菌等多くの細菌でアミノ酸欠乏時の基本的応答である緊縮調節に関わる遺伝子reノと高い

相同性を示す遺伝子(全長2214塩基対)の第484及び485塩基間に挿入していた｡

アミノ酸塩基配列の比較から他のグラム陽性菌と同様に,relにコードされるタンパク質は

リ ス テリ ア に於いて も guanosine tetraphosphate(ppGpp)及び guanosine

pentaphosphate(ppGpp)(以下,合わせて(p)ppGppとする)の合成と分解の両活性を持つと

思われた｡実際に薄層クロマトグラフィーの結果から,変異株に於いても親株と同様にア

ミノ酸欠乏に誘導された菌体内(p)ppGppの貯留が観察され,トランスポゾン挿入部位の上

流に(p)ppGpp合成活性があることが示された｡
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第2に,遺伝子発現を制御する重要な因子である錮Aポリメラーゼシグマサブユニット(以

下シグマ因子)の食塩耐性に対する機能的役割について解析するた軋 シグマ因子コード

遺伝子の欠失変異株を作成した｡過去の研究によりシグマBが本菌の食塩耐性に関わって

いることが知られているが,本研究ではシグマL(RpoN)のコード遺伝子zpoNのin-frame欠

失変異株を作成したところ,既知の食塩耐性機構の一つであるbetaineおよびcarnitine

の利用に関して調べた`ところ,欠失変異株において最小培地内でのcarnitineの食塩耐性

に対する効果が喪失していることが示された｡一方,カルニチンのトランスポーターをコ

ードする遺伝子呼〟Cの発現量は親株と変異株で差が見られず,放射性同位元素をもちいた

菌体内への取込み実験でも両者とも同程度の食塩による取込み誘導が見られたため,RpoN

のカルニチン利用能の低下は申〟Cの転写及び翻訳あるいは輸送能の低下によるものではな

いと思われた｡更に,食塩及びカルニチン添加最小培地内での増殖開始時の菌量を低く設

定した場合には菌体外カルニチンを利用した増殖が可能であることが示されたため,異な

ることが示唆された｡

以上について,審査委員全員⊥致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の論文と

して十分価値があると認めた｡
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