
Studies on the Survival Response Mechanisms of
Salmonella to NaCl Stress in Foods

言語: eng

出版者: 

公開日: 2008-02-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 朝倉, 宏

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/20.500.12099/2188URL



氏 名(本籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月 日

学位授与の要件

研究科及び専攻

研究指導を受けた大学

学 位 論･文 題 目

審 査 委 員

朝 倉 宏(兵庫県)

博士(獣医)

獣医博甲第134号

平成15年3月13日

学位規則第4条第1項該当

連合獣医学研究科

獣医学専攻

帯広畜産大学

StudiesontheSurvivalResponseMechanismsof

助oneLktoNaCIStressinFoods

(食品中におけるサルモネラの食塩ストレス応答に関する

研究)

主査 帯広畜産大学

副査 帯広畜産大学

副査
･岩
手 大 学

副査 東京農工大学

副査 岐 阜大 学

授

授

授

授

授

教

教

教

教

教

一数

汎
一
哉

敏

昌

弗
英
克

幡

村

川

多

井

白

西

品

本

平

論一手文 の 内 容 の 要 旨

1999年､わが国において､乾燥イカ菓子を原因食品とするサルモネラ･オラニ

エンブルグ/チェスター(Sahone肋Oranienburg(以下SO)/S.Chester)の

混合感染事例が全国的規模で発生した｡本事例は､乾燥食品が集団食中毒の原因と

なった点で､過去に例をみない､稀有な発生例といえる｡乾燥イカ菓子は､高濃度

の食塩を含む調味液への漬込みとその後の乾燥工程を経て製造されるため､本事例

における原因菌の生存性の保持や病原性機序については不明な点が多い｡著者は､

通常培養で検出困難な状態にあるSOの蘇生法と病原性の評価について検討し､さ

らに高濃度食塩水中での本菌の生存性に関る因子の分子遺伝学的な解析を試みた｡

第1章では､原因食品の製造工程を再現し､製造工程(ス･トレス環境下)におけ

る､患者および食品由来SOの生存性について､比較･検討した｡原因食品および

患者から分離されたSO株は､同一のパルスフィールドゲル電気泳動パターンを示

した｡しかしながら､乾燥工程後の食品由来株は､患者由来株に比べて､有意に高

い生存性(回収率)を示し､この生存性の差異は､食塩暴露に対する抵抗性の差異

に起因することが明らかにされた｡また､食品および患者由来株のマウスに対する
病原性た差真は認められないが､食塩耐性を示す食品由来株は､マウス体内通過に
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より､高頻度に食塩感受性へと変化した｡一方､高濃度食塩水への暴露により､直

接培養ではコロニーを形成しない状態に変化した患者由来株は､蛍光染色により依

然として生存活性を有することが示され､適切な増菌培養により蘇生し､培養可能

となった｡従って､高濃度食塩水への暴露後にみられるSOのコワニー形成能の喪
失は､生きているが直接培養できない､いわゆるVNC付iablebut non-Cultur-

able)状態に移行したことによると推察された｡

第2章では､VNC状態にあるSOの蘇生･回収法として､モルヒネ投与マウス

の有用性について検討した｡モルヒネを投与されたBALB/cマウスに､VNC状態

のSOを腹腔内接種したところ､感染後3日以内に全例が死亡し､肝臓および肺臓

から多数のSOが分離された｡他方､食品あるいは患者由来のSOを接種されたモ

ルヒネ殖投与のマウスは全てが生残した｡従って､'モルヒネ投与マウスは､VNC

状態のSOの蘇生を誘起する優れた方法であり､VNC状態にある他の病原細菌の

蘇生や病原性を検討するうえでも有効な手段となりうるものと思われる｡

第3.章では､食品および患者由来SOの食塩感受性の差異について､分子遺伝学

的に検討した｡Transposonmutag?neSisにより､食盤耐性に関連する7種甲遺
伝子群が同定された｡しかしながら､相補試験では患者由来株に食塩耐性を付与で

きず､これうの遺伝子は､2株間の表現形質の変化に単独では関与しないものと考
えられた;次に､RNApobTmeraSeのdsubhhitの1種で､様々なストレスヘの

応答因子として知られるRpoSについて､食塩暴露に対する食品由来株および患者

由来株の応答性を検討したところ､患者由来株で､翻訳段階において､優位な応答

が認められた｡また､RpoSの翻訳過程を抑制するHTNS(fiisotnTlikeprot申l)

について､食塩暴露時の発現をWestemblotにより検討したところ､食品由来株

に有意な応答が認められた.さらに｣'食品および患者由来SOにplasmidDNAを

導入し､その構造変化を観察したところ､食塩暴露に際し､食品由来株のDNA分

子は超螺旋構造を示し､患者由来株ではリラックスした状態を呈していた｡ムnざ遺

伝子の相補により､･患者由来珠のDNAは超螺旋構造を呈し､7%食塩水中での生

菌数は約100倍に上昇した｡これらの知見から､食品由来SOは､宿主体内を通過

する際に生じるDNA構造の変化に基づき､食塩感受性へと変化したものと考えら

れるこ

本研究の結果から､Sahno□eLh Oranienburgの環境適応機構の一端が分子遺伝

学的に明らかにされた｡さらに､VNC状態にある本菌の蘇生･回収の手段や病原

性の評価法としてのモルヒネ投与マウスの有用性も明らかにされた｡これらの知見

は､細菌性食中毒の検査に際し､既存の培養法に固執しない多様な検査法の重要性

を提起するとともに､食中毒の疫学調査､診断､予防などに新たな基礎資料を提供

した｡
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審 査 結 果 の 要.旨

1999年､わが国において､乾燥イカ菓子を原因食品とするサルモネラ･オラニエン

ブルク/チェスター(Sahcne飴Oranienburg(SO)/S.Chester)の混合感染事例が

広く認められた｡原因食品のイカ菓子は､高濃度の食塩を青む調味液中での漬込みと乾

燥工程を経て製造されており､サルモネラにとってストレスと思われる環境下での本菌

の生存性や病原性に閲し､不明な点が多い｡本研究は､サルモネラ･オラニエンブルク

の食塩ストレス応答機序を実験的に解析する目的で､高濃度食塩水中での本菌の生存性

維持に関わる因子の遺伝学的解析ならびに検出困難な状態からの蘇生と病原性の評価に

ついて検討したものである｡

第1章では､イカ菓子の製造工程におけるSOの生存性について検討し､患者由来株

と食品由来株は食塩水中での生存性が異なることを明らかにした｡すなわち､原因食品

および患者由来SOは同一のPFGEパターンを示し､遺伝学的に同一クローンから派生

したものであるにもかかわらず､食塩水中で､食品由来株は長時間生存したのに対し､

患者由来株は急速にコロニー形成を認めない状態へと移行した｡また､食品および患者

由来株のマウスに対する病原性に差異は認められないが､食品由来株は､マウス体内通

過により､高頻度に食塩感受性へと変化した｡しかし､7%食塩水暴露によってコロニー

を形成しえない状態へと移行した患者由来株ほ､蛍光染色により依然として生存活性を

保有していること､さらに適切な増薗培養により蘇生可能なことが確認された｡これら

の知見は､患者由来株は高濃度食塩水への暴露により､生きているが培養できない､い

わゆるVNCMablebutnop-Culturable)状態に急速に移行することを明らかにした｡

第2章では･､VNC状態にあるSOの蘇生･回収法として､モルヒネ投与マウスの有

用性について検討した｡SOは､S.Enteritidisと異なり､マウスに病原性を示さないた

め､マウスはSOの病原性評価のモデル系として不適当と思われる｡そのため､免疫系

に障害を与えることが知られているモルヒネを投与されたマウスを用いて､VNC菌の

病原性評価と蘇生･回収を試みた｡モルヒネ投与マウスにVNC状態のSOを腹腔内接

種すると､感染後3日以内にすべてのマウスは死亡し､肝臓および牌臓より多数のSO

が検出された｡従って､モルヒネ投与マウスは､VNC状態にあるSOの蘇生と回収あ

るいは病原性の評価に優れた動物モデルであると思われる｡

第3章では､患者および蘇因食品由来SOの食塩抵抗性の差異を遺伝学的に検討した｡

RNApolymerase osubunitの一種で､静止期に発現し､浸透圧変化や飢餓状態など

のストレス時に誘導される▲RpoSの発現は､食塩存在下で､食品由来株に比べ､患者由

来株でより顕著であることが示された｡しかし､転写活性に有意差がないため､RpoS

応答の差異は､翻訳段階において生じるものと考えられた｡また､mA結合蛋白であ

るHNSと食塩抵抗性株の表現形質変化との関連性について検討し､食品由来株では､

患者由来株に比べ､有意にHSNを発現していることを明らか一にした｡HNSのDNAヘ
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の結合は､mA分子に超螺旋構造を引き起こすことから､プラスミドpUCl18を食品

および患者由来株に導入し､プラスミドDNAの構造変化について観察した｡その結果､

食塩暴露に際して､食品由来株でほ超螺旋構造を､患者由来株ではリラックス状態を呈

することを明らかにした｡さらに､血s遺伝子の相補により､患者由来株は食塩感受性

を変化させ､7%食塩水中での生存数は約100倍に増加し､DNA構造も食品由来株と

同様の超螺旋構造へと変化した｡以上の結果から､食品由来株は､生体内通過の際に生

じるDNA構造の変化に基づいて､食塩感受性を増大させるものと推論された｡

以上のように､申請者はSahnone飴Oranienburgの食塩ストレス応答機序につい

て解析し､VNC状態への移行との関連性を含めて､本菌の環境適応機構の｢端を分子

遺伝学的に明､らかにした｡また､VNC状態にあるサルモネラの生体内および試験管内

での蘇生法を検討し､VNC菌の蘇生･回収手段としてのモルヒネ投与マウスの有用性

を明らかにしている｡これらの成績は､細菌性食中毒の検査た際し､既存の培養法に加

えて､新たな検査法の併用の重要性を提起するとともに､細菌性食中毒の迅速診断の確

立､疫学調査､予防･治療法などに基礎資料を授供している｡
√

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位

論文として十分価値があると認めた｡
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