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研究成果の概要（和文）：サルモネラにおいて、ストレス応答関連シグマ因子 RpoS は生きては

いるが培養できない (Viable But Non-Culturable, VBNC)状態への移行を遅らせた。

Salmonella Typhimurium LT2 株は RpoS 発現量低下のために、S. Oranienburg 株は rpoS 遺

伝子のミスセンス変異のために、野生型 RpoS を持つ S. Dublin に比べて、すみやかに VBNC
状態に陥ることが推測された。 
 
研究成果の概要（英文）：General stress sigma factor RpoS delayed induction of viable but 
non-culturable (VBNC) state in Salmonella. Compared to S. Dublin harboring wild-type 
RpoS, S. Typhimurium strain LT2 and S. Oranienburg entered VBNC state rapidly due to 
lower levels of RpoS and missense mutation in rpoS gene, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
環境ストレス下で、食中毒原因菌を含む

様々な細菌は生きてはいるが培養できない
(Viable But Non-Culturable, VBNC)状態に陥る。
VBNC状態の細菌は通常の培地で増殖しない
が、生命活動を維持している。そのため、
VBNC状態の細菌は培養による通常の細菌検
査では検出できず、VBNC 状態の病原性細菌
の食品への混入は食品衛生上非常に重要な
問題である。しかし、細菌が VBNC 状態に陥
る分子基盤は分かっていない。本研究は、
様々な環境ストレス下での生存に重要な役
割を果たすことが知られているシグマ因子

RpoS (σ38)に着目した。ストレス下で RpoS は
ストレス応答に関する遺伝子群の発現をグ
ローバルに制御することが知られているが、
VBNC状態におけるその役割に関する報告は
乏しい。 
 
２．研究の目的 
細菌が VBNC 状態に陥る分子メカニズム

の解明を目指した。そのために、本研究では、
様々なストレス下での生存に重要な役割を
果たすシグマ因子 RpoS (σ38)に着目し、RpoS
のサルモネラの VBNC 誘導における役割を
明らかにすることを目的とした。この研究を
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通じ、VBNC 細菌の検出法の開発のための知
見を得ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
食中毒原因菌である Salmonella enterica の

14 血清型 15 株の rpoS 遺伝子配列を調べ、遺
伝子配列の異なる 3 血清型( S. Typhimurium 
LT2 株、S. Dublin 株、S. Oranienburg 株)を用
い、in vitro VBNC 誘導実験をおこなった。
RpoS の役割および rpoS 遺伝子配列の違いの
VBNC 誘導への影響を調べるために、rpoS 遺
伝子欠失とプラスミドからの rpoS 遺伝子発
現が VBNC 誘導へどのような影響を与える
か調べた。 
 
４．研究成果 
(1)研究の主な成果 
①Salmonella enterica subsp. enterica の 14 血清
型 15 株の rpoS 遺伝子の塩基配列を調べた。
15 株中 10 株は同一のアミノ酸配列の RpoS
タンパク質を持つことが分かった(野生型
RpoS)。Salmonella Typhimurium LT2 株も野生
型 RpoS タンパク質を持つが、1 番目のアミ
ノ酸であるメチオニンをコードしているコ
ドンが ATG ではなく alternative initiation 
codon の TTG になっていた (rpoSTTG)。S. 
Oranienburg株は 118番目のアミノ酸のアスパ
ラギン酸がアスパラギンに置換されいた
(RpoS D118N)。また、ウェスタンブロッティ
ング法によって LT2 株、S. Oranienburg 株、野
生型 rpoS 遺伝子を持つ S. Dublin 株の細胞内
RpoS 量を調べたところ、S. Oranienburg 株と
S. Dublin株では著しい差は見られなかったが、
LT2 株は他 2 株に比べて RpoS 量が少ないこ
とが分かった。 
 
② 

定常期のサルモネラを 0.85%食塩水で洗浄
後、7%食塩水に懸濁し、37°C で培養するこ

とで VBNC 状態へ誘導した。LB 培地におけ
るコロニー形成(colony forming unit, CFU)を
調べることでサルモネラの増殖能の変化を
調 べ た 。 BacLight bacterial viability kit 
(Invitrogen)を用いてサルモネラの細胞膜の損
傷を調べ、損傷のない細胞膜を持つ細胞を生
細胞とし、生存能を評価した。本研究では、
増殖能が低下しているにもかかわらず (10 
CFU/mL 未満)、高い生存率を維持している状
態を VBNC 状態と定義した。LT2 株は 7%食
塩水中での培養 2 日目に、S. Oranienburg 株は
3 日目に VBNC 状態に陥った。一方、S. Dublin
株は VBNC 状態になるのに 5 日も要した。 
 
③ 

rpoS遺伝子欠失株は 1日でVBNC状態に陥
ったが、野生型 rpoS 遺伝子を発現すると、
VBNC 状態になるのに 6 日も要した。しかし、
rpoSTTG 遺伝子や rpoS D118N 遺伝子を発現し
ても 2 日で VBNC 状態に陥り、VBNC 誘導に
かかる日数はわずかに延びただけであった。 
 
①～③の研究成果をまとめると、ストレス

応答関連シグマ因子 RpoS はサルモネラの
VBNC 状態への移行には必須ではないが、移
行を遅らせることが明らかとなった。LT2 株
は rpoS 遺伝子が alternative initiation codon の
TTG で始まるため、翻訳効率が低下し、RpoS
タンパク質量が少ない。したがって、野生型
rpoS 遺伝子を持つ S. Dublin 株に比べ、すみや
かに VBNC 状態へ移行できたと考えられる。
一方、rpoS 遺伝子に 1 アミノ酸置換変異(rpoS 
D118N)を持つ S. Oranienburg 株はこの変異の
ためにLT2株同様にすみやかにVBNC状態に
陥ると考えられる。RpoS はσ70 ファミリーに
属し、D118 を含む領域はこのファミリーのタ
ンパク質間で最も保存性の高い領域である。



 

 

また、RpoD (σ70)で RpoS D118 に相当する残
基は保存されており、この残基に変異を導入
すると、シグマ因子としての機能が失われる
ことが知られている。これらの知見から、
RpoS D118N もシグマ因子としての機能が低
下することが推測され、S. Oranienburg 株は
RpoS の機能低下のために、VBNC 状態へす
みやかに移行できるのかもしれない。 
 
(2)本研究の国内外における位置づけとその
インパクト 

VBNC状態の細菌は食品検査でおこなわれ
る微生物検査では検出できないため、食品衛
生の分野で細菌の VBNC 状態は注目を集め
ている。また、河川、湖沼、海水、土壌など
の自然環境中で、多くの細菌は VBNC 状態で
潜んでいると考えられている。コレラや腸炎
ビブリオなどの病原性のビブリオ属も環境
中で VBNC 状態に陥っていると考えられて
いる。抗生物質などに耐性を示すバイオフィ
ルム中の細菌も VBNC 状態に陥っているの
ではないかと考えられている。致死的なスト
レス下で、病原細菌を含む様々な細菌が
VBNC 状態に陥ることが知られている。この
ように、食品衛生分野のみならず、環境微生
物学、医学、歯学、薬学などの分野でも細菌
の VBNC 状態は重要な課題であり、解明すべ
き現象である。しかし、その分子メカニズム
に関する知見は非常に乏しい。国内での
VBNC を研究する者は非常に少なく、国外で
も同様である。さらに、VBNC 研究者の中で
も、遺伝学的、分子生物学的、生化学的手法
などを用いて、その分子メカニズムの解明を
目指すものはごく少数である。重要な研究課
題にも関わらず、研究者人口が非常に少ない
本研究分野において、本研究はサルモネラ
VBNC 誘導に関する新たな知見を提供し、細
菌の VBNC 状態の分子メカニズムの研究に
大きく貢献するものである。 
多くの細菌は VBNC 状態に陥るのに数週

間あるいは数カ月要するのに対し、本研究で
はわずか数日でサルモネラは VBNC 状態に
なった。本研究で用いられた手法は短時間で
VBNC 状態に誘導できるので、研究を進める
上で非常に有利である。さらに、VBNC 状態
のサルモネラは 70%以上ととても高い。高い
生存率は、分子生物学的手法での解析に大変
有用である。本研究は VBNC 研究のモデルと
なりうる素材と手法を提案したという点に
おいても、国内外の VBNC 研究に大きく貢献
するものである。 
 
(3)今後の展望 

本研究はサルモネラの VBNC 状態への移
行における RpoS の役割を明らかにした。
RpoS は VBNC 状態へ陥ること自体には必須
ではないが、VBNC 状態への移行に要する時

間に影響を与えることが分かった。今後は、
塩ストレス下における RpoS が制御する遺伝
子群をマイクロアレイや ChIP on chip などの
網羅的解析によって同定し、VBNC 誘導時に
おける増殖能の維持に関わる遺伝子の同定
を目指したい。 
本研究で RpoS は VBNC 状態に必須ではな

いことが分かった。VBNC 状態の分子メカニ
ズムを解明するために、今後は、VBNC 変異
株の取得と解析をおこない、VBNC 状態に必
須な遺伝子を同定したいと考えている。 
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